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ного факторов, среды на различные свойства и протекание химических процессов; квантовохими-
ческое исследование электронных эффектов атомных групп в молекулах, водородной связи; выяв-
ление природы взаимодействий между валентно несвязанными атомами в небольших и/или на-
пряжeнных молекулярных системах, в малых и средних квазициклах; выяснение (на основе NBO-
анализа гибридизации) вопроса о дифференциальном участии неподелeнных электронных пар ге-
тероатомов в реакциях с электрофильными агентами; прогноз возможности формирования и
устойчивости ионных ассоциатов, их способности к экстракции; рассмотрение факторов стабили-
зации ионных ассоциатов (включая значимые для аналитической химии) и систем с открытой элек-
тронной оболочкой (в том числе аналитических реагентов); нахождение количественных соотно-
шений структура–свойство; развитие теории строения и действия аналитических реагентов; моле-
кулярное моделирование аналитически значимого биоспецифического белок-лигандного
взаимодействия.
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Общие замечания. На кафедре аналитической
химии и химической экологии Саратовского уни-
верситета под руководством автора этой статьи на
протяжении ряда лет развивается направление,
связывающее аналитическую химию с химией
теоретической. Это направление включает следу-
ющие аспекты:

• установление связи физико-химических,
аналитических и иных свойств, реакционной
способности, биологической активности веществ
с энергетикой, пространственным и электрон-
ным строением, дескрипторами молекул или дру-
гих структурных единиц, ассоциатов, нанокла-
стеров, реакционных интермедиатов в основном
и возбужденных состояниях на основе углубле-

ния представлений об электронных эффектах,
электроотрицательности атомных групп, водо-
родной связи, выявления природы взаимодей-
ствий между валентно несвязанными атомами в
небольших и/или напряженных молекулярных
системах, в малых и средних квазициклах, выяс-
нения вопроса о дифференциальном участии не-
связывающих (неподеленных) электронных пар
гетероатомов в реакциях с электрофильными
агентами – жесткими и мягкими кислотами Лью-
иса, прогноза возможности формирования и
устойчивости ионных ассоциатов, их способно-
сти к экстракции, рассмотрения факторов стаби-
лизации ионных ассоциатов (в том числе значи-
мых для аналитической химии) и молекулярных
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систем с открытой электронной оболочкой,
обобщения воззрений на механизмы и региона-
правленность реакций (включая окисление и вос-
становление, нитрозирование, нитрование, азо-
сочетание, галогенирование, алкоксилирование,
конденсации, другие электрофильные, нуклео-
фильные и радикальные процессы, комплексооб-
разование, обмен лигандов, молекулярную и
ионную ассоциацию, диссоциацию, таутомерию
и двойственную реакционную способность, изо-
меризацию, перенос протона, атома водорода и
“гидрид-аниона”), на региоселективность реак-
ций гомолитического (радикального) окисли-
тельного и восстановительного сочетания (диме-
ризации) веществ различных классов;

• изучение влияния среды на свойства и про-
текание химических процессов;

• нахождение количественных соотношений
структура–свойство в рядах неорганических, ор-
ганических, элементоорганических, координа-
ционных соединений;

• развитие теории строения и действия анали-
тических реагентов;

• молекулярное моделирование биоспецифи-
ческого (аффинного) белок-лигандного взаимо-
действия;

• развитие физической химии морфообразую-
щих белков и процессов жизнедеятельности выс-
ших грибов, квантовая химия низкомолекуляр-
ных эффекторов;

• систематизация и обобщение сведений об
информационных ресурсах по естественным нау-
кам, по экологии.

В рамках обозначенного научного направле-
ния изучаются в том числе процессы, протекаю-
щие в живых организмах.

На разных этапах исследования осуществля-
лись и/или проводятся различными методами,
среди которых – методы квантовой химии
(ab initio, DFT, HMDFT и др., полуэмпириче-
ские), молекулярной механики, QM/MM, молеку-
лярной динамики, QSAR/QSPR-моделирования,
молекулярного докинга; корреляционный анализ;
электронная абсорбционная и флуоресцентная,
рентгенофлуоресцентная, энергодисперсионная
рентгеновская, ИК-, КР-, ЯМР-, ЯКР-, ЭПР-спек-
троскопия; мессбауэровская спектроскопия (ядер-
ный гамма-резонанс); масс-спектрометрия, хро-
матография (газовая, газожидкостная, высокоэф-
фективная жидкостная, эксклюзионная (гель-
проникающая) и др.), хромато-масс-спектромет-
рия, денситометрия; вольтамперометрия, поляро-
графия, потенциометрия, электрофорез; вискози-
метрия; измерение акустических свойств тонких
пленок с помощью пьезоэлектрических резонато-
ров и фиттинговое моделирование; рентгенофазо-
вый и рентгеноструктурный анализ; сканирую-
щая и просвечивающая (трансмиссионная) элек-

тронная микроскопия; метод динамического
рассеяния света (динамическое светорассеяние, фо-
тонная корреляционная спектроскопия) с использо-
ванием технологии NIBS (неинвазивного обратного
рассеяния), метод электрофоретического рассея-
ния света с применением технологии M3-PALS;
рассмотрение кинетики реакций; препаративный
синтез; экстракция; сорбция и др.

В соответствии со спецификой конкретных за-
дач применяются квантовохимические методы
различной иерархии и разного уровня теории, от
полуэмпирических до модернизированных ab ini-
tio, DFT, HMDFT и др., а также современные
подходы и методики, включая NBO-анализ, ис-
ключение энергетических вкладов, QTAIM, ис-
следование орбитального взаимодействия, элек-
тростатического потенциала, расчет колебатель-
ных, электронных абсорбционных, ЯМР-спектров,
масштабирование колебательных частот, разделе-
ние и анализ нормальных колебаний, учет ZPVE-,
термических и BSSE-поправок, построение профи-
лей поверхностей потенциальной энергии хими-
ческих реакций, локализация переходных состо-
яний, IRC, SCRF и т.д.

Столь широкий охват тем и подходов кажется
автору оправданным. “Природа не знает о нашем
делении на науки. Она едина. А это означает, что
истинное познание ее законов требует коллек-
тивных усилий многих наук, иначе мы будем ви-
деть только одну сторону явления и ничего
не знать о других. Вот почему самые интересные
открытия часто рождаются именно на стыках на-
ук” [1].

Низкий поклон учителям – профессору Свет-
лане Петровне Муштаковой и члену-корреспон-
денту РАН Льву Александровичу Грибову.

Основные результаты. Главная задача теорети-
ческой химии – предсказать течение химическо-
го процесса во времени и его конечный результат
на основе сведений об энергии, строении и свой-
ствах реактантов, интермедиатов, продуктов с
учетом влияния среды (растворителя). На первый
план сегодня выдвигаются задачи направлен-
ного конструирования (молекулярного дизай-
на) веществ и материалов с заданными характе-
ристиками.

Перечислим здесь лишь основные научные ре-
зультаты, полученные автором лично, а также
совместно с учениками и коллегами.

Аналитические редокс-реагенты. Обоснованы
механизмы химического и электрохимического
окисления ароматических и гетероциклических
аминосоединений, многие из которых являются
аналитическими редокс-реагентами. Реакции
окисления дифениламина (C6H5)2NH и его про-
изводных, трифениламина (C6H5)3N, карбазола,
акридона, феноксазина, фенотиазина и его заме-
щенных в кислых, нейтральных, щелочных вод-
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ных, кислых водно-органических средах разными
окислителями включают бимолекулярную лими-
тирующую стадию, образование катион-радика-
лов или аминильных радикалов, способных к ди-
меризации; процесс носит одно- или двухэлек-
тронный характер. Константа скорости второго
порядка зависит от кислотности среды, что связа-
но с участием окислителей и/или субстратов в
протолитических равновесиях ([2–5] и др.).

Аналитический редокс-реагент 4-амино-4′-ме-
токсидифениламин (вариаминовый синий, вариа-
миновый голубой) 4′-CH3OC6H4NHC6H4NH2-4
окисляется в умеренно кислых водных и водно-ор-
ганических растворах в две одноэлектронные ста-
дии до мономерного иминохиноидного катиона; в
случае электроокисления на вращающемся диско-
вом электроде из стеклографита вторая стадия –
скоростьопределяющая. Как показано для водно-
диметилформамидных растворов, повышение pH
от 2.45 до 4.52 сопровождается сменой лимитиру-
ющей стадии [4].

Процесс одноэлектронного электроокисления
карбазола на вращающемся дисковом электроде
из стеклографита в сернокислых водно-этаноль-
ных растворах в целом подчиняется смешанному
(диффузионному и стадии переноса электрона)
контролю. Происходит пассивация электрода
вследствие осаждения на его поверхности диме-
ра, олигомера или полимера карбазола [3]. Пока-
жем в этой связи вольт-амперные кривые редко
встречающегося типа (рис. 1).

Выяснена общность механизма окисления
различных аминосоединений, которая обуслов-
лена близким положением соответствующих
азотсодержащих группировок в рядах изменения
электронных эффектов, электроотрицательности
заместителей, сходным характером распределе-
ния спиновой плотности в катион-радикалах и
аминильных радикалах.

Развит подход к прогнозу селективности и мо-
лекулярному дизайну аналитических редокс-реа-
гентов [6, 7].

Региоселективность реакций гомолитического
сочетания. Сформулированы закономерности,
регулирующие реакционную способность и регио-
направленность гомолитического (радикального)
окислительного и восстановительного сочетания
(димеризации) органических веществ. Показано,
что региоселективность реакций гомолитического
сочетания регулируется в основном распределе-
нием спиновой плотности в радикальных интер-
медиатах [2].

Симбатность направлений электрофильных
или нуклеофильных процессов и реакций окис-
лительного либо восстановительного сочетания
тиомочевины (H2N)2C=S  HN=C(NH2)SH, N-
фенилтиомочевины, многих соединений C6H5X,
нафталина, антрацена, фенантрена, карбазола,

�

акридана, акридона, 5,10-дигидрофеназина, фе-
ноксазина, фенотиазина, акридина, катионов N-
метилпиридиния, пирилия, тиопирилия закла-
дывается на уровне качественного сходства рас-
пределения электронной плотности в молекулах
субстратов и спиновой плотности в радикальных
интермедиатах [2].

Аналитические характеристики реакций азосо-
четания. Обратимся теперь к примерам гетероли-
тических реакций. Тандем реакций диазотирова-
ния и азосочетания широко используется в про-
изводстве красителей, а также в аналитической
химии. Нами созданы научные основы прогноза
аналитических характеристик реакций азосоче-
тания. Выяснено, в частности, что региоселек-
тивность реакций однозначно определяется тер-
модинамикой интермедиатов – σ-комплексов, а
также влиянием водной среды. Последняя обу-
словливает высокую позиционную селективность,
обеспечивая выбор одного из двух возможных реак-
ционных каналов, предсказанных на основе кван-
товохимических расчетов изолированных моле-
кулярных систем. Кроме того, водная среда осу-
ществляет селекцию аналитических форм –
протонированных по β-атому азота азогруппы про-
дуктов азосочетания, имеющих хинонгидразон-
ное строение (пример – на схемах 1 и 2) [8, 9].

Рис. 1. Кривые анодного окисления 1 мМ раствора
карбазола на вращающемся дисковом электроде из
стеклографита в смеси 5.25 M H2SO4–этанол (1 : 1, по
объему) на фоне 0.3 M LiCl при различных значениях
угловой скорости вращения электрода ω (рад/с): 1 –
87.2, 2 – 117.3, 3 – 167.6, 4 – 209.4, 5 – 303.7. Обозначе-
ния: I – сила анодного тока, E – потенциал относи-
тельно насыщенного хлоридсеребряного электрода.
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Схема 1. Диазотирование 1-аминонафталина.

Схема 2. Азосочетание: возможные направления взаимодействия 1-аминонафталина с катионом 
нафталин-1-диазония; региоселективность протонирования аминоазонафталинов.

Установлены закономерности, открывающие
возможность предсказывать реакционную спо-
собность, выход аналитических форм реакций
азосочетания с различными азо- и диазосоставля-
ющими и, в конечном итоге, сравнительные ана-
литические характеристики реакций [8, 9].

Предложена вероятная схема реакции азосо-
четания 4-диазонийбензолсульфоната с 1-амино-
нафталином (1-нафтиламин). Первоначально
возникает π-комплекс I, предшествующий двум

изомерным σ-комплексам II, III, которые транс-
формируются в син- и анти-азосоединения, каж-
дое из которых при протонировании переходит в
регистрируемый конечный продукт IV (аналити-
ческую форму), представляющий собой сопря-
женную кислоту аминоазосоединения, имеющую
хинонгидразонное строение (схема 3). Син-σ-
комплекс II стабилизирован внутримолекуляр-
ной водородной связью N–H…O.

Схема 3. Азосочетание 4-диазонийбензолсульфоната с 1-нафтиламином.

Теоретическое моделирование комплексообра-
зования и других реакций. Многие положения ана-
литической химии основываются на ионных рав-
новесиях в растворах. Изучено поведение тетра-
хлоропалладата(II) калия K2[PdCl4] в средах,

моделирующих биологические жидкости. Пока-
зано, что в водных растворах хлорида натрия ско-
рость акватации выше, чем скорость вхождения
лиганда Cl− во внутреннюю координационную
сферу атома палладия. В растворах хлороводород-
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ной кислоты, напротив, доминирует процесс об-
разования хлорокомплексов палладия. Вероятно,
последнее обусловлено протонированием моле-
кулы воды в составе аквакомплексов. Квантово-
химически исследованы внутримолекулярная во-
дородная связь, реакции замещения лигандов –
молекулы воды и катиона гидроксония – в пла-
нарных комплексах палладия(II) на хлорид-ани-
он. По первым трем ступеням замещение катиона
гидроксония во внутренней сфере атома палла-
дия термодинамически благоприятнее по сравне-
нию с вытеснением из координационной сферы
молекулы воды. Установлено, что логарифмы
ступенчатых констант устойчивости хлоридных
комплексов палладия(II) линейно коррелируют с
энтальпией реакций замещения молекул воды на
хлорид-ион [10].

Объяснена стереонаправленность комплексо-
образования палладия(II) с хлорид-анионом и
пирролин-2-олом (L) – таутомером 2-пирроли-
дона. Термодинамически менее стабильный
биологически активный цис-изомер комплекса
[PdCl2L2] образуется вследствие того, что ему
структурно предшествует энергетически наиболее
предпочтительный тетрагонально-пирамидальный
интермедиат ассоциативного нуклеофильного за-
мещения. На надмолекулярном уровне цис-продукт

стабилизируется межмолекулярной диполь-ди-
польной ассоциацией в кристалле [11].

Разработана методология квантовохимиче-
ского исследования переноса “гидрид-иона”, ос-
нованная на анализе соответствия последова-
тельности изменения энергии (потенциала)
ионизации, энтальпии и свободной энергии
сродства к гидрид-иону, атому водорода и прото-
ну молекул субстратов, а также производных от
них катионов, катион-радикалов, радикалов,
анионов, экспериментально обоснованным ря-
дам “гидридной” подвижности [12].

Выяснена химическая сущность реакции
между 1,5-дифенилселенопентандионом-1,5
C6H5COCH2SeCH2COC6H5 и L-цистеином
H2NCH(CH2SH)COOH  H3N+CH(CH2SH)COO− с
образованием ацетофенона C6H5COCH3, эле-
ментного селена и L-цистина HOOCCH(NH2)-
CH2SSCH2CH(NH2)COOH.

Водородная связь, протонный перенос, таутоме-
рия. Изучен двойной протонный перенос (по ти-
пу бифункционального катализа) для водородно-
связанного комплекса 8-меркаптохинолина с од-
ной молекулой воды в газовой фазе и в растворе
(схема 4):

Схема 4. Перенос протона в молекуле 8-меркаптохинолина с участием воды.

Превращение с участием воды кинетически
менее, а термодинамически более предпочти-
тельно по сравнению с переносом одного прото-
на без содействия молекулы воды [13].

Налицо принципиальное различие в степени
влияния электростатических эффектов раствори-
теля на относительную устойчивость различных
форм 8-гидроксихинолина [14] и 8-меркаптохи-
нолина [13]. Для первого из названных аналити-
ческих реагентов определяющим является вклад в
устойчивость, внутренне присущий самим прото-
тропным структурам. Напротив, в случае 8-мер-
каптохинолина полярная среда играет решаю-
щую роль в определении относительной стабиль-
ности различных форм.

Известно, что специфическое взаимодействие
с растворителем в основном может быть учтено,
если моделировать в явном виде комплекс изуча-

емой молекулы с одной молекулой растворителя.
Рассмотрение переноса протона с содействием
воды и помещение комплекса 8-меркаптохино-
лина с молекулой воды в диэлектрический конти-
нуум растворителя позволяют одновременно
учесть влияние специфической и универсальной
сольватации на реакционную способность в рам-
ках дискретно-континуального подхода. Резуль-
таты изучения реакции с участием воды показы-
вают возможность эстафетной передачи протона,
как это происходит в воде с ее сложной структу-
рой, выраженными элементами структурной упо-
рядоченности в жидком состоянии.

Внутримолекулярный перенос протона в моно-
мере 2-пирролидона имеет барьер ~50 ккал/моль и
практически не зависит от растворителя. Двой-
ной протонный перенос в водородносвязанных
димерах происходит концертно и синхронно с
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низким барьером. Таким образом, прототропная
таутомеризация 2-пирролидон–пирролин-2-ол
протекает по межмолекулярному механизму [15].

Статья [16], посвященная конформационному
анализу, рассмотрению электронной структуры,
топологии распределения электронной плотно-
сти, внутримолекулярной водородной связи, тау-
томерии, спектров ЯМР на ядрах 1H, 13C, 15N, 17O
и реакционной способности окисляющих и хела-
тообразующих аналитических реагентов 2-нитро-
зофенола и орто-нитрозонафтолов, в том числе с
учетом влияния среды, признана одной из вы-
звавших наибольший интерес читателей (most-
accessed articles) в 2007 г.

Изучено (ab initio и DFT) влияние внутримоле-
кулярной водородной связи (ВВС) на электрон-
ное строение молекул с плоским квазициклом.
Установлено, что ВВС приводит к локальному
электронному перераспределению в квазицикле
по сравнению с конформером без ВВС и соответ-
ствующим пара-изомером (в случае замещенных
бензолов) [13, 14, 16, 17]. По-видимому, ВВС не
влияет на механизм хелатообразования органиче-
ских соединений (в том числе аналитических ре-
агентов) с ионами металлов. Однако разрыв ее
[17, 18] включается в энергетический эффект ре-
акции, что важно для целевого конструирования
аналитических реагентов [17].

Квантовохимически исследованы колебательные
спектры салицилового альдегида 2-HOC6H4CH=O,
салициловой кислоты 2-HOC6H4COOH, 1-нитро-
зо-2-нафтола, 2-нитрофенола 2-O2NC6H4OH, пи-
рокатехина 1,2-C6H4(OH)2, гваякола 2-CH3OC6H4OH,
8-гидроксихинолина, трополона. Наиболее силь-
ные сдвиги частот при образовании ВВС испы-
тывают три колебания, связанные с движением
гидроксильного протона: валентное q(OH) (ча-
стота уменьшается), плоское угловое β(OH)
(частота незначительно повышается), неплос-
кое движение связи OH типа кручения (ρ(OH))
(частота возрастает). Следует ожидать влияния ВВС
на реакционную способность изученных соедине-
ний именно в реакциях с участием OH-группы, что
подтверждается, в частности, зависимостью кис-
лотно-оснóвных свойств от ВВС. Небольшие
(~40 см−1) и, как правило, низкочастотные сдвиги
наблюдаются у колебаний, локализованных на
протоноакцепторной группировке. Для боль-
шинства колебаний ароматического цикла часто-
ты повышаются (Δν ≤ 10−15 см−1). Отмеченные
особенности имеют место для всего изученного
ряда. Понижение частоты валентного колебания
q(OH) и повышение частоты неплоского коле-
бания ρ(OH) коррелируют с величиной энталь-
пии водородной связи (ΔH). Например, для 2-
нитрофенола ΔH = –10.3 ккал/моль, Δν(q(OH)) =
= –341 см−1, Δν(ρ(OH)) = +361 см−1; а для гваяко-
ла ΔH = –4.43 ккал/моль, Δν(q(OH)) = –55 см−1,

Δν(ρ(OH)) = +203 см−1. В области проявления ва-
лентных колебаний OH экспериментальных ИК-
спектров пирокатехина и гваякола имеются две
полосы, отстоящие друг от друга на величину
~50 см−1. Этот сдвиг хорошо согласуется с вели-
чинами, полученными из квантовохимических
расчетов: Δν = –41 см−1 (пирокатехин), –49 см−1

(гваякол), и свидетельствует о наличии в газовой
фазе одновременно двух ротамеров названных
веществ. В спектре пирокатехина (конформер с
ВВС) имеется полоса валентного колебания
q(OH) второй (свободной) OH-группы, причем
Δν = +56 см−1 по сравнению с полосой ассоции-
рованной гидроксильной группы. Для 2-нитро-
фенола и всех других исследованных соединений
с ΔH < –5 ккал/моль в газофазных ИК-спектрах
наблюдается только одна интенсивная полоса,
отвечающая конформеру с ВВС.

Факторы стабилизации ионных ассоциатов. Ме-
тодом рентгеноструктурного анализа установле-
на молекулярная и кристаллическая структура
ионного ассоциата катиона 2-аминобензимида-
золия, моносольватированного диметилсульфок-
сидом (CH3)2S → O, с амбидентным анионом (V)
кето-енольной триады 3,3′-(фенилметилен)бис-4-
гидрокси-2Н-хромен-2-она (Ph = C6H5) (схема 5),
возникающего в результате конкурентной крото-
новой конденсации в реакционной one-pot систе-
ме 4-гидрокси-2Н-хромен-2-он–2-аминобензи-
мидазол–бензальдегид C6H5CH=O наряду с ре-
гиоизомерными дигидрохроменопиримидобен-
зимидазолонами, формирующимися по механиз-
му реакции Биджинелли. На примере названной
молекулярной системы развита методология рас-
смотрения факторов стабилизации ионных ассо-
циатов (включая значимые для аналитической
химии), связанных с катионной и анионной ча-
стями, аттрактивным взаимодействием катиона с
анионом, с эффектами стабилизации ионной пары
в целом и ее составных частей кристаллическим по-
лем и сольватацией. Показана необратимость обра-
зования 3-[2,4-диоксо-(3Н-хромен-3-ил)(фе-
нил)метил]-2-оксо-2Н-хромен-4-олат-аниона в
one-pot реакции [19].

Схема 5. Резонансные структуры, отражающие дело-
кализацию отрицательного заряда в анионе V 

(Ph = C6H5).

Стабилизация систем с открытой электронной
оболочкой. На уровне теории UB3LYP/6-
311++G(3df,3pd) с привлечением NBO-анализа
обоснованы факторы стабилизации свободного
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радикала 1,1-дифенил-2-пикрилгидразила (2,2-
дифенил-1-пикрилгидразил, N,N-дифенил-N′-
пикрилгидразил, ДФПГ, DPPH) (C6H5)2N–N•–
C6H2(NO2)3-2,4,6 – мягкого дегидрирующего
средства, ингибитора гомолитических реакций,
аналитического реагента, стандарта в спектро-
скопии ЭПР: делокализация электронной и спи-
новой плотности, отрицательный заряд на ради-
кальном и аминном N-центрах, стерическое
экранирование радикального и аминного атомов
азота. Рассмотрение данных литературы позволи-
ло выявить такие факторы, как ассоциация в мо-
нокристаллах в антиферромагнитные димеры без
спаривания спинов электронов и образования
новой связи N–N и сольватация. Выявленные
нами факторы стабилизации радикала ДФПГ мо-
гут быть положены в основу методологии дизайна
стабильных свободных радикалов и ион-радика-
лов различного строения.

Количественные соотношения структура–свой-
ство. Доказано существование молекул
(C6H5)3AsCl2, (C6H5)3Sb(OH)Cl, (C6H5)3SbCl2,
(C6H5)3Bi(ONO2)2, (C6H5)3BiCl2 соединений пен-
такоординированных мышьяка, сурьмы и висму-
та в растворах в форме тригональной бипирами-
ды с аксиальными неорганическими лигандами
(см. например, [20]).

Установлены количественные соотношения
(сотни зависимостей для сотен молекулярных си-
стем), имеющие четко выраженный физический
смысл и дающие возможность a priori оценивать
теплоту и свободную энергию образования, эн-
тропию, значения энергии (потенциала) иониза-
ции, сродства к электрону, потенциала химическо-
го и электрохимического окисления и восстановле-
ния, величины pKa, константы устойчивости,
значения дипольного момента, частоты колеба-
тельных спектров, электроотрицательность, ин-
дуктивные и мезомерные параметры атомных
групп и другие свойства неорганических, органиче-
ских, элементоорганических, координационных со-
единений, выход продуктов и скорость реакций
электрофильного и нуклеофильного ароматического
замещения, скорость ферментативного окисления
аминов и фенольных субстратов, переноса ионов по-
верхностно-активных веществ через нанофильтра-
ционные мембраны (молекулярные сита) ([6, 7,
10, 20–24] и др.).

Развита методология простой теоретической
оценки теплоты образования химических соеди-
нений в конденсированном состоянии [24].

Электроотрицательность и другие эффекты за-
местителей в молекулах. Взаимосвязанные кон-
цепции жесткости (мягкости) и электроотрица-
тельности приобретают все большее значение в
химии для реализации единого подхода к двум
важнейшим химическим проблемам – конструи-
рованию барьеров реакций и молекулярному ди-

зайну, для объяснения региоселективности и ам-
бивалентности (нуклеофильно-электрофильной
дихотомии) ([25–27] и др.), для описания и моде-
лирования химической связи, свойств молекул и
кристаллов, межмолекулярного взаимодействия
[28], сольватации, экстракции [29, 30].

Концепция электроотрицательности (в том
числе в связи с принципом жестких и мягких кис-
лот и оснований), особенно в варианте перемен-
ной орбитальной электроотрицательности, ока-
зывается по существу именно тем языком химии,
благодаря которому она легко встраивается в об-
щую теорию систем. Действительно, отчетливая
периодичность электроотрицательности и под-
черкнутая ею контрастность свойств (электропо-
ложительные и электроотрицательные элементы,
жесткие и мягкие кислоты и основания) лежат в
основе природы химического взаимодействия и
появления новых качеств в результате выравни-
вания электроотрицательности (или электронно-
го химического потенциала), погашения проти-
воположностей в ходе кислотно-оснóвных реак-
ций и т.п. [28].

Аналитические свойства органических реаген-
тов зависят от электронной структуры их моле-
кул, электроотрицательности атомных групп. Не
всегда роль последнего фактора прослеживается в
явном виде. Существуют, однако, и количествен-
ные соотношения подобного рода. Например,
экстракционная способность коррелирует с элек-
троотрицательностью заместителей в молекулах
экстрагентов [29].

Многосторонне, в том числе с позиций жест-
кости (мягкости) (связанной с электроотрица-
тельностью) трактуются реакции комплексооб-
разования, экстракционная и сорбционная ана-
литическая химия комплексов ионов металлов с
макроциклическими лигандами [31].

Для решения разнообразных химических за-
дач построены различные эмпирические и теоре-
тические шкалы электроотрицательности. Нами
установлены 90 прогностических линейных кор-
реляций, связывающих электротрицательность,
индуктивный параметр иота и мезомерный ди-
польный момент атомных групп (величины, име-
ющие ясный физический смысл, в отличие от
констант заместителей, базирующихся на прин-
ципе линейности свободных энергий) с индекса-
ми электронной структуры молекул [21].

Выяснены дальность и специфика действия
эффекта электроотрицательности атомных групп
в насыщенных системах. Дальность не превыша-
ет трех атомов углерода и не связана прямо с об-
щей электроноакцепторной способностью заме-
стителя. Считается и пишется в учебниках, что
под влиянием названного эффекта происходит
альтернирование (чередование) знака заряда уг-
леродных атомов алифатической цепи. На самом
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деле имеет место альтернирование знака измене-
ний натурального заряда [32].

Для многих органических соединений хими-
ческие сдвиги в спектрах ЯМР 13C линейно кор-
релируют с натуральным зарядом на атомах угле-
рода. α- и β-Эффекты в спектроскопии ЯМР 1H
широко распространены, но не являются универ-
сальными, так как не во всех случаях введение за-
местителя приводит к уменьшению электронной
плотности на атоме α-C и к увеличению ее на ато-
ме β-C [32].

Показано, что заместители в молекулах влия-
ют на реакционную способность мостиковых ди-
фенилов в электрофильных реакциях (протони-
рование, ацилирование), на скорость окисления
диариламинов в основном посредством эффекта
поля независимо от природы мостиковых групп
(CH2, CH=CH, NH, O, S).

Молекулярное моделирование белок–лигандно-
го взаимодействия. Биоспецифическое (аффин-
ное) взаимодействие (фермент–субстрат или ин-
гибитор, антиген–антитело, рецептор–лиганд
(например, гормон), белок–белок, белок (в наи-
большей степени лектин)–углевод, белок–ли-
пид, белок–нуклеотид, нуклеотид–нуклеотид
и др.) играет важнейшую роль в живой природе,
лежит в основе современных методов и подходов
аналитической химии (иммунохимические мето-
ды анализа, аффинная хроматография и т.п.), в
которых достигается специфичность как пре-
дельное выражение селективности. Молекуляр-
ное распознавание специфическими мишенями
занимает центральное положение в процессе ад-
ресной доставки лекарств.

Методом QM/MM нами осуществлено моде-
лирование взаимодействия лектина арахиса с се-
мью углеводами, молекулы которых включают
звенья D-галактозы (рис. 2) и D-глюкозы. При
этом квантовохимической подсистемой служили
аминокислотные фрагменты сайта связывания и
молекула углевода. В качестве критерия углевод-
ной специфичности предложена величина энер-
гии образования комплекса (конъюгата) лектин–
углевод из его составных частей. Дано теоретиче-
ское обоснование наибольшей специфичности
лектина арахиса по отношению к β-аномерным
галактобиозам, а также большей специфичности
к производным галактозы по сравнению с произ-
водными глюкозы [33].

Проведен QTAIM-анализ взаимодействия
между гидроксильными группами углевода и
полярными (амидными, карбоксильными,
гидроксильными) группами белка. Установле-
но, что это взаимодействие удовлетворяет
критериям водородного связывания. Анализ то-
пологических свойств электронной плотности
указывает на доминирующую роль остатков L-
аспарагиновой H2NCH(CH2COOH)COOH �

H3N+CH(CH2COOH)COO− и L-глутаминовой
H2NCH(CH2CH2COOH)COOH 

H3N+CH(CH2CH2COOH)COO− кислот в белок-
углеводном связывании. Результаты молекулярного
моделирования коррелируют с данными экспери-
ментов по углеводной специфичности, а также вкла-
ду в нее природы аномеров углеводов и звеньев L-
глутаминовой кислоты. Последнее подтверждает
предсказательную силу метода QM/MM в целом,
энергии образования конъюгата белок–углевод
как критерия углеводной специфичности, а так-
же электронной плотности в критической точке
связи и лапласиана этой величины в отношении
установления ключевых для проявления лекти-
новой активности аминокислотных остатков [33].

Результаты проведенных исследований и
обобщения (включая классификационные) нахо-
дят отражение в учебных пособиях и монографи-
ях в пограничном поле различных областей науки
и знаний ([34–37] и др.). Такие издания призваны
“наводить мосты” между разными сторонами по-
стижения действительности, способствуют фор-
мированию единой картины мира, пониманию
сущности явлений и процессов в их единстве и
многообразии.

* * *

В ходе наших исследований, наряду с другими
научными результатами, разработана методоло-
гия решения ряда прогностических, структурных,
динамических и интерпретационных задач хи-
мии: априорного предсказания разнообразных
характеристик веществ, молекул и атомных
групп; простой теоретической оценки теплоты
образования химических соединений в конден-
сированном состоянии; выяснения дальности и
специфики действия эффекта электроотрица-
тельности заместителей в молекулах; выявления
природы взаимодействий между валентно несвя-
занными атомами в молекулярных системах не-
которых типов; обсуждения участии несвязываю-
щих (неподеленных) электронных пар гетероато-
мов в реакциях с электрофильными агентами;
количественного предсказания абсорбционных
максимумов в электронных спектрах ненасы-
щенных соединений; прогноза селективности и
молекулярного дизайна аналитических редокс-
реагентов; обоснования региоселективности ре-
акций гомолитического окислительного и вос-
становительного сочетания соединений различ-
ных классов (в том числе еще в 1980-е годы – вы-
текающей из химической неэквивалентности
ароматических колец замещенных соединений
ряда дифениламина); изучения влияния энерге-
тики, геометрии, электронной структуры, де-
скрипторов молекул реактантов, переходных со-
стояний, интермедиатов, продуктов, водородной

�

�

�
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связи, электростатического, гидрофобного фак-
торов, гидратации, сольватации на реакционную
способность химических соединений, механиз-
мы, регионаправленность и аналитические пара-
метры реакций; обсуждения участия тех или иных
несвязывающих (неподеленных) электронных
пар гетероатомов в реакциях с электрофильными
агентами; оценки дифференциального влияния
растворителей на кислотно-оснóвные свойства;
прогноза возможности формирования и устойчи-
вости ионных ассоциатов, их способности к экс-
тракции; рассмотрения факторов стабилизации
ионных ассоциатов и систем с открытой элек-
тронной оболочкой; установления структуры со-
единений пентакоординированных мышьяка,
сурьмы и висмута в растворах; квантовохимиче-
ского исследования переноса “гидрид-иона”;
аналитического определения дисульфидов в пре-
паратах соединений с тиольной функцией (спек-
троскопия КР, ЯМР 1H, высокоэффективная
жидкостная хроматография); молекулярного мо-
делирования (QM/MM, QTAIM) биоспецифиче-
ского (аффинного) взаимодействия (на примере
систем лектин–углевод) и др. Прогноз свойств
молекул и веществ может служить основанием
для решения о целесообразности синтеза тех или

иных соединений. Получаемые научные резуль-
таты имеют значение для управления химически-
ми процессами и аналитическими эффектами,
создания новых аналитических реагентов, других
практически ценных веществ и материалов. Рас-
смотрение тонких деталей биоспецифического
(аффинного) взаимодействия делают принципи-
ально возможными разработку высокоспецифич-
ных способов определения различных аналитов.
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Проведено сравнение возможностей экстракционных систем на основе полиоксиэтилированных
алкилфенолов Тритона Х-100 и ОП-10 для извлечения синтетических пищевых красителей Азору-
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физико-химические характеристики мицеллярной фазы и скорость установления фазового равнове-
сия. Предложен простой и эффективный способ проведения экстракционной процедуры при “выса-
ливании”. Определены оптимальные условия максимального извлечения красителей (R > 98%) в раз-
личных режимах: при температуре помутнения – Азорубина, при высаливании – Понсо 4R. Разра-
ботаны методики спектрофотометрического определения аналитов в сиропах и пастилках для
рассасывания с предварительным мицеллярно-экстракционным концентрированием.
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Современные лекарственные препараты (ЛП)
представляют собой сложные терапевтические
системы, содержащие наряду с действующими
фармакологически активными веществами раз-
личные вспомогательные компоненты [1]. Син-
тетические пищевые красители (СПК) применя-
ют для придания нужного цвета, обозначения те-
рапевтической группы, маркировки дозы в
сиропах, таблетках, капсулах, суспензиях [2]. Ис-
пользование СПК в фармацевтической отрасли
технологически и экономически оправдано их
стабильностью при производстве и хранении,
фото-, термо- и кислотоустойчивостью, низкой
стоимостью [3].

Необходимость аналитического контроля со-
держания СПК в ЛП обусловлена высокими тре-
бованиями, предъявляемыми к безопасности не
только действующих, но и вспомогательных ве-
ществ. Однако в Государственной Фармакопее
РФ отсутствуют единые утвержденные методики
определения СПК в лекарственных формах [4],
несмотря на их возможное негативное влияние на

здоровье человека [5–8], а содержание нормиро-
вано только в различной пищевой продукции [9].
Это становится особенно важным при регуляр-
ном приеме лекарств. На фармацевтическом
рынке широко представлены препараты, в соста-
ве которых часто встречаются азокрасители Жел-
тый “солнечный закат” FCF, Азорубин, Понсо 4R,
Красный очаровательный АС [10], которые могут
восстанавливаться до токсичных аминов [5].

Широко доступным и аппаратурно оснащен-
ным методом, удовлетворяющим требованиям
контроля качества фармацевтической продук-
ции, является спектрофотометрия [11]. Однако
применение этого метода для анализа углеводсо-
держащих ЛП (сиропы, таблетки и пастилки для
рассасывания) затруднено оптической непро-
зрачностью растворов; требуется обязательная
стадия предварительного отделения целевых ана-
литов от матрицы сложного состава. В связи с
этим разработка простых и доступных подходов к
эффективному извлечению СПК из ЛП, отвеча-
ющих современным требованиям экологической
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безопасности, экономической целесообразности
и совместимых со спектрофотометрическим ме-
тодом, является актуальной задачей.

Практический интерес представляют экстрак-
ционные системы на основе нетоксичных, мало-
летучих неионных поверхностно-активных ве-
ществ (нПАВ) как экологически безопасная аль-
тернатива жидкостно−жидкостной экстракции
органическими растворителями, соответствую-
щая принципам “зеленой химии” [12]. В качестве
экстрагентов в основном применяют полиокси-
этилированные алкилфенолы (Тритон Х-100,
Тритон Х-114) и их промышленные аналоги (ОП-7,
ОП-10), водные растворы которых образуют
двухфазные системы при достижении определен-
ной температуры (температуры помутнения, tпом)
[13] или добавлении электролитов (“высалива-
ние”) [12]. Выделяют два вида экстракции в зави-
симости от фактора, приводящего к разделению
фаз в водных растворах указанных соединений.
Если фазообразование происходит под действием
температуры, то говорят об экстракции “в точке
помутнения” (cloud point extraction, CPE) [14, 15],
если только под действием неорганических
солей – о водных двухфазных системах (aqueous
biphasic systems, aqueous two-phase systems, ATPS)
[16]. В последнем случае расслоение происходит
при более низких температурах – 20–25°С.

Применению ПАВ-экстрагентов для извлече-
ния СПК с последующим спектрофотометриче-
ским определением посвящено ограниченное
число работ, причем только с использованием
технологии СРЕ [17–22]. Отсутствие системати-
ческих исследований не позволяет объективно
оценить эффективность экстракционных систем
в отношении этих аналитов, которая зависит не
только от природы экстрагентов и извлекаемых
соединений, но и от условий проведения экс-
тракционной процедуры [15].

Цель настоящей работы состояла в сравнении
эффективности экстракционных систем на осно-
ве Тритона Х-100 и ОП-10 для извлечения Азору-
бина и Понсо 4R по технологиям экстракции “в
точке помутнения“ и "высаливания”; оптимиза-
ции проведения экстракционной процедуры при
различных условиях фазового разделения; разра-
ботке простых и экономичных методик определе-
ния синтетических красителей в лекарственных
препаратах экстракционно-спектрофотометри-
ческим методом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и аппаратура. Использовали Азору-
бин (Е122) (Sigma-Aldrich, США) и Понсо 4R
(Е124) (Sigma-Aldrich, США); неионные ПАВ:
Тритон Х-100 (Sigma-Aldrich, США) и ОП-10
(Реахим, Россия). Исходные растворы красите-

лей (0.1 г/л) и нПАВ (20%) готовили растворени-
ем точных навесок в дистиллированной воде. Рабо-
чие растворы СПК (1–10 мг/л) и нПАВ (1–10%) го-
товили разбавлением исходных растворов
дистиллированной водой. В качестве высаливате-
ля использовали безводный Na2SO4 (ч.д.а.), пред-
варительно просушенный до постоянной массы,
и его 1 М раствор, приготовленный растворением
точной навески в дистиллированной воде. Необ-
ходимое значение рН создавали добавлением
0.1 М растворов НСl и NaOH.

Электронные спектры поглощения регистриро-
вали на спектрофотометре SHIMADZU UV-1800
(Япония) с программным обеспечением
UVProbe-2.31 в диапазоне 350–750 нм, l = 1 см.
Кислотность среды контролировали рН-метром
рХ-150 МП со стеклянным электродом и хлорсе-
ребряным электродом сравнения. Взвешивание
проводили на аналитических весах HR-200
(A&D, Япония, ±0.0001 г).

Хроматографическое определение проводили
по методике [23] на высокоэффективном хрома-
тографе SHIMADZU LC-20A (Япония) в обра-
щенно-фазовом варианте с диодно-матричным
детектором (UV SPD-20A). Для анализа применя-
ли колонку Supelco LC 18 (150 × 4.66 мм) с разме-
ром частиц 5 мкм. В качестве подвижной фазы
использовали смесь 0.05 М фосфатного буферно-
го раствора (рН 4.5) с ацетонитрилом (80 : 20, по
объему); скорость подачи элюента – 1 мл/мин;
длина волны детектирования – 500 нм.

Методика эксперимента. Оптимальные пара-
метры фазового расслоения определяли в двух ре-
жимах для систем состава нПАВ–Н2О и нПАВ–
Н2О–Na2SO4, варьируя температуру, концен-
трации ПАВ и соли при постоянном объеме рас-
твора – 10 мл. Межфазное распределение СПК
контролировали спектрофотометрически. Эффек-
тивность экстракции оценивали по величине сте-
пени извлечения (R, %) [24], экстракционную про-
цедуру – по объемам образующихся фаз, вязкости
мицеллярной фазы и скорости ее формирования.

Режим 1, соответствующий технологии CPE:
градуированные пробирки, содержащие необхо-
димые компоненты (аликвоты 20%-ного раство-
ра нПАВ, исходного раствора СПК, 1 М раствора
Na2SO4 и дистиллированная вода до общего объе-
ма 10 мл) помещали в водяную баню и нагревали
до необходимой температуры помутнения или
расслоения, которую контролировали термомет-
ром. После охлаждения раствора фазы разделяли
декантацией. На каждом этапе измеряли объемы
образующихся фаз. Спектры поглощения мицел-
лярной фазы регистрировали после ее разбавле-
ния дистиллированной водой до 5 мл при нагре-
вании до 40–50°С.

Режим 2, соответствующий технологии ATPS:
в градуированные пробирки помещали необхо-
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димые компоненты: аликвоты исходных раство-
ров нПАВ и красителя; навеску сухого безводного
Na2SO4, необходимую для фазового разделения;
дистиллированную воду до общего объема 10 мл.
Полученную смесь тщательно перемешивали до
полного растворения соли и выдерживали на во-
дяной бане при 25°С 30 мин. По мере установле-
ния фазового равновесия фиксировали объемы
образующихся фаз, которые в дальнейшем разде-
ляли. Содержание красителей в мицеллярной фа-
зе определяли после ее разбавления до 5 мл ди-
стиллированной водой и измерения оптической
плотности полученного раствора.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Основными этапами экстракционной проце-

дуры с помощью нПАВ являются: растворение
объекта анализа, содержащего аналит, в водном
растворе нПАВ с концентрацией выше критиче-
ской концентрации мицеллообразования (ККМ);
инициирование фазового расслоения; отделение
ПАВ-обогащенной фазы (мицеллярной фазы,
МФ) с извлеченным аналитом от водной фазы
(ВФ) с концентрацией нПАВ ниже ККМ; разбав-
ление экстракта для последующего инструмен-
тального анализа [17–22]. Для аналитических це-
лей на стадии фазового расслоения важное значе-
ние имеют скорость формирования фазы и ее
объем, вязкость и компактность, а также ее опти-
ческая прозрачность в УФ- и видимой областях
спектра. Выбранные в качестве экстрагентов ок-
сиэтилированные производные алкилфенолов,
Тритон Х-100 и его промышленный аналог ОП-10
с общей формулой СnH2n+1С6Н4O(C2H4O)mH,
имеют в структуре ароматический фрагмент, что
приводит к поглощению в УФ-области, а при вы-
сокой концентрации ПАВ в МФ – увеличению
оптической плотности ее водных растворов. От-
сутствие поглощения выше 350 нм позволяет
применять эти нПАВ для спектрофотометриче-
ского определения окрашенных соединений.
Время установления фазового равновесия и фи-
зико-химические характеристики образующихся
фаз зависят от факторов, приводящих к расслое-
нию, поэтому оптимальные условия определяли
для каждого режима; в качестве модельного со-
единения выбрали ОП-10.

Оптимизация параметров фазового расслоения
при экстракции “в точке помутнения”. Индивиду-
альной характеристикой исследуемых нПАВ яв-
ляется температура помутнения (tпом) водных рас-
творов (система нПАВ–Н2О), зависящая от стро-
ения углеводородного радикала и длины
оксиэтиленовой цепи, концентрации ПАВ, при-
сутствия различных добавок. Повышение темпе-
ратуры приводит к уменьшению прочности водо-
родных связей между молекулами воды и окси-
этильными группами, дегидратации мицелл
нПАВ и понижению их растворимости и, как
следствие, к выделению в виде отдельной фазы.
Однако достижение tпом на практике не приводит
к расслоению системы и при охлаждении раствор
снова становится гомогенным. Формирование
компактной МФ, локализующейся в нижней ча-
сти раствора, происходит только при нагревании
до температуры выше tпом на 3–5°С (температура
расслоения, tрас) [20]. Диапазоны температур, при
которых наблюдается образование двухфазных
систем исследуемых нПАВ (1–10% растворы),
приведены в табл. 1. Растворы ОП-10 характери-
зуются более высокими tпом и tрас, чем Тритона
Х-100, поскольку ОП-10 представляет смесь по-
лимергомологов с различными примесями, обра-
зующимися в результате синтеза. Определение
tпом водных растворов нескольких партий ОП-10,
отличающихся датой изготовления и сроком хра-
нения, показало, что варьирование основных фи-
зико-химических параметров фазового расслое-
ния незначительно. Общими закономерностями
для обоих нПАВ являются: уменьшение tрас, уве-
личение объема и скорости формирования МФ
при увеличении концентрации нПАВ. Однако от-
деление МФ декантацией затруднительно вслед-
ствие ее невысокой вязкости.

Ранее установлено [21], что добавление в си-
стему ОП-10–Н2О неорганических солей приво-
дит к снижению tпом, причем наибольшее влияние
оказывают соли щелочных металлов (фосфаты,
карбонаты, сульфаты), особенно соли натрия.
Изучение влияния Na2SO4 на параметры фазово-
го расслоения 10%-ного раствора ОП-10 (система
нПАВ–Н2О–Na2SO4) в диапазоне концентраций
соли 0.1–0.5 М показало, что увеличение содер-
жания электролита приводит не только к значи-

Таблица 1. Некоторые характеристики исследованных растворов неионных поверхностно-активных веществ

нПАВ (содержание 
основного вещества) n m

tпом, °С tрас, °С

водный 
раствор

при 
добавлении 

0.2 М Na2SO4

водный 
раствор

при 
добавлении 

0.2 М Na2SO4

Тритон Х-100 (98%) 8–9 10 70–80 55–65 75–85 58–68
ОП-10 (80%) 8–10 10–12 80–90 65–75 85–95 69–79
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тельному уменьшению tпом (табл. 1), но и к обра-
зованию меньшей по объему и более вязкой МФ.
Это объясняется дополнительной дегидратацией
полиоксиэтиленовых цепей за счет гидратации
ионов вводимых солей, т.е. “высаливающим” эф-
фектом. Количество введенного в систему электро-
лита влияет на локализацию МФ: при 0–0.2 М –
в нижней части раствора, при 0.3–0.4 М – рас-
пределена во всем объеме, при 0.5 М – в верхней
части раствора. Таким образом, в качестве опти-
мальной для дальнейших исследований выбрали
концентрациию 0.2 М Na2SO4, при которой tпом и
tрас 10%-ного раствора ОП-10 составляли соответ-
ственно (66 ± 1) и (69 ± 1)°С.

Установили, что температура влияет на ско-
рость формирования и физико-химические ха-
рактеристики МФ. Изучение влияния режима
нагрева и охлаждения показало, что выдержива-
ние в течение 5 мин водно-солевого раствора
ОП-10 при температурах от 70 до 90°С приводит к
уменьшению объема МФ (рис. 1а), а выдержива-
ние при фиксированной температуре – установ-
лению фазового равновесия в течение 10–15 мин

(рис. 1б). При нагревании раствора до tрас со ско-
ростью 1°С/мин с последующим быстрым охла-
ждением при 15°С формируется МФ объемом
(3.2 ± 0.2) мл (из 10%-ного раствора ОП-10), а оп-
тимальным является выдерживание растворов
при 80°C в течение 10 мин также с последующим
быстрым охлаждением, приводящее к образова-
нию более вязкой, гелеобразной МФ объемом
(2.8 ± 0.2) мл, не смешивающейся с ВФ в течение
длительного времени и легко отделяющейся от
нее декантацией. Однако высокая вязкость МФ
не позволяет непосредственно измерять ее опти-
ческую плотность, необходимы разбавление и го-
могенизация при нагревании до 40–50°C.

Оптимизация параметров фазового расслоения
при технологии ATPS. Единственным фактором,
вызывающим расслоение при 20–25°С, является
добавление сильного электролита – высаливате-
ля. Ранее нами установлено [25], что добавление
некоторых солей натрия вызывает расслоение
водных растворов ОП-10 с концентрацией от 0.5
до 25% при 25°С; получен лиотропный ряд анио-
нов-высаливателей:  >  >  >  >
>  > . Для выбранного высаливателя
Na2SO4 расслоение 1%-ного раствора ОП-10 на-
блюдается при содержании соли в системе около
9%, расслоение 10%-ного раствора ОП-10 требует
около 7%. Следует отметить, что при “высалива-
нии” ПАВ-обогащенная фаза локализуется ком-
пактно в верхней части раствора; водная фаза,
обогащенная солью, – в нижней части. Образую-
щиеся МФ в режиме ATPS имеют несколько
больший объем и меньшую вязкость по сравне-
нию с режимом СРЕ, что можно объяснить нали-
чием только “высаливания” в качестве фактора,
дегидратирующего оксиэтиленовые цепи.

Помутнение раствора при соответствующих
соотношениях нПАВ и соли (система нПАВ–
Н2О–Na2SO4), установленное методом изотерми-
ческого титрования, не приводит сразу к расслое-
нию в системе, для некоторых концентраций его
фиксировали только спустя сутки. Помутнение
при высаливании также как и при СРЕ является
обратимым процессом, понижение температуры
приводит к гомогенизации системы. В связи с
этим представляло интерес оценить влияние кон-
центрации соли на фазовое расслоение. Исследо-
вание проводили для 10%-ного раствора ОП-10,
помутнение которого наблюдается при добавле-
нии 0.72 г Na2SO4. Установлено, что увеличение
массы соли до 0.84 г приводит к уменьшению вре-
мени начала расслоения и более быстрому фор-
мированию МФ с меньшим объемом. Как видно
из рис. 2, быстрее всего фазовое равновесие уста-
навливается при добавлении 0.80–0.84 г соли.
При этом объем МФ остается практически неиз-
менным спустя 5 мин после смешивания компо-

3
4PO − 2

4HPO − 2
3CO − 2

4SO −

2 4H PO−
4HSO−

Рис. 1. Зависимость объема мицеллярной фазы в си-
стеме ОП-10–Н2О–Na2SO4 от температуры (а) и вре-
мени экспозиции (б) при 80°С. с(ОП-10) = 10%,
с(Na2SO4) = 0.2 М, V0 = 10 мл.
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нентов, а вязкость МФ позволяет разбавлять ее
дистиллированной водой без дополнительного
нагревания, что является оптимальным для этого
режима. Увеличение массы добавляемой соли
приводит к образованию мутной МФ.

Основной трудностью при “высаливании” яв-
ляется разделение фаз, так как МФ с аналитом
локализуется в верхней части раствора и отделе-
ние ее может приводить к смешиванию с ВФ. Для
решения этой проблемы нами предложен способ
проведения экстракционной процедуры “в
шприцах” (“in-syringe”), схема которого пред-
ставлена на рис. 3. В пробирку № 1 помещают ис-
следуемый раствор, содержащий аналит, необхо-
димое для расслоения количество соли, предва-
рительно взвешенное с точностью ±0.0001 г и
добавляют дистиллированной воды до общего
объема 5 мл. Полученную смесь тщательно пере-

мешивают до полного растворения соли и наби-
рают в шприц объемом 10 мл. В пробирку № 2 по-
мещают 5 мл раствора нПАВ необходимой кон-
центрации и набирают в тот же шприц.
Тщательно перемешивают содержимое шприца
интенсивными движениями вверх–вниз в тече-
ние 1–2 мин до помутнения. Затем помещают
шприц в водяную баню с контролируемой темпе-
ратурой 25°С и выдерживают необходимое время.
После установления фазового равновесия верх-
ний слой – ПАВ-обогащенная фаза с извлечен-
ным аналитом, нижний слой – водная фаза. Раз-
деление фаз проводят последовательно: сначала
водную, а затем мицеллярную фазу удаляют из
шприца в градуированные пробирки, измеряют
их объемы. Для дальнейшего проведения инстру-
ментального анализа МФ разбавляют до необхо-
димого объема подходящим растворителем.

Следует отметить, что такой способ проведе-
ния экстракции в режиме ATPS позволяет варьи-
ровать общий объем раствора, объемы солевого и
ПАВ-раствора. Определяющим является соотно-
шение ПАВ : соль, необходимое для образования
двухфазной системы, которое должно быть пред-
варительно установлено. Граница между фазами
в прозрачных шприцах визуально хорошо фикси-
руется, при разделении фазы не перемешивают-
ся. Дальнейшие исследования в режиме ATPS
проводили предложенным способом.

Оценка эффективности экстракционных систем.
Переход аналитов в МФ зависит от ряда факто-
ров: природы аналита, рН среды, концентрации
ПАВ, количества введенного в систему электро-
лита. Азорубин и Понсо 4R относятся к сульфи-
рованным производным моноазокрасителей, в
молекулах которых нафталиновые кольца связа-
ны азогруппой, различаются только числом и по-
ложением сульфогрупп (схема 1).

Схема 1. Структурные формулы синтетических пищевых красителей Азорубина (а) и Понсо 4R (б).

SO3Na

NaO3S

OH

N N

NaO3S

OH

N

SO3Na

N SO3Na

(а) (б)

Электронные спектры поглощения водных
растворов (рис. 4а, 4б, спектр 1) в диапазоне
350−750 нм характеризуются наличием одной
широкой полосы. Несмотря на одинаковый хро-
мофорный фрагмент, форма полос и максимумы
поглощения отличаются, что невозможно объяс-

нить только числом сульфогрупп, которые отве-
чают в основном за растворимость соединений.
Положение максимума поглощения Понсо 4R в
более коротковолновой области (λmах = 507 нм),
вероятно, связано с пространственным располо-
жением азо- и одной из сульфогрупп, выведени-

Рис. 2. Зависимость объема мицеллярной фазы от
времени в системе ОП-10–Н2О–Na2SO4 при разных
массах соли, г: (♦) – 0.72, (h) – 0.74, (Δ) – 0.75, (■) –
0.84. t = 25°С; с(ОП-10) = 10%, V0 = 10 мл.
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ем фрагмента молекулы из плоскости сопряже-
ния и затруднением π → π* перехода. В молекуле
Азорубина нафталиновые ядра могут находится в
одной плоскости с π-электронами азогруппы и
образовывать единое электронное облако, что
приводит к удлинению цепи сопряжения и сдвигу

максимума поглощения в более длинноволновую
область (λmах = 516 нм).

Изучение влияния кислотности среды на со-
стояние исследуемых СПК в водном растворе по-
казало, что при рН 1–10 они диссоциирует с обра-
зованием 2-зарядного (Е122) и 3-зарядного (Е124)

Рис. 3. Схема проведения экстракционной процедуры по технологии “высаливания”.
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анионов, форма электронных спектров поглоще-
ния остается практически неизменной. При рН >
> 10 наблюдается гипсохромный сдвиг, измене-
ние формы спектра и интенсивности поглоще-
ния, что связано с диссоциацией ОН-группы,
приводящей к образованию 3-зарядного (Е122) и
4-зарядного (Е124) анионов (рис. 4а, 4б, спектр 2).

Изучение влияние мицелл ПАВ на состояние
СПК в растворе (рН 6–8) показало небольшие ба-
тохромные сдвиги полос поглощения при сохране-
нии формы спектров (рис. 4а, 4б, спектр 3). Изме-
нение спектральных характеристик может свиде-
тельствовать о взаимодействии функциональных
групп красителей, сопряженных с их хромофорной
системой (группа –ОН), с атомами кислорода по-
лиоксиэтиленовых цепей нПАВ.

Оценку эффективности технологии экстракции
“в точке помутнения” проводили в системах
нПАВ–Н2О и нПАВ–Н2О–Na2SO4 для обоих
экстрагентов при варьировании концентрации
ПАВ, высаливателя и кислотности среды. Изуче-
ние влияния рН в диапазоне 1–13 показало, что
добавление соответствующих количеств НСl,
NaOH и красителей не изменяют параметры фа-
зового расслоения. Системы состава нПАВ–Н2О
в диапазоне рН 1–9 извлекают из водных раство-
ров до 86% Е122 и 72% Е124 (табл. 2). При нали-
чии в структуре одинаковых гидрофобных фраг-
ментов такое различие в степенях извлечения мо-
жет быть связано с разными зарядами анионов
красителей: чем выше заряд, тем ниже степень
извлечения. Это подтверждается уменьшением R
до 79 и 65% соответственно для Е122 и Е124 при
рН > 10, поскольку в этих условиях увеличивается
заряд ионной формы каждого красителя.

Существенное влияние на эффективность из-
влечения оказывает концентрация высаливателя.
Добавление Na2SO4 в концентрации 0.2 М увели-
чивает R для Е122 до 98%, а для Е124 – до 83%, что
может быть связано с усилением гидрофобных
взаимодействий ПАВ–СПК. Аналогичное влия-
ние оказывает и температура, увеличение кото-
рой от 70 до 90°С приводит к более полному пере-
ходу СПК в МФ; при температуре 80°С и выше

достигается максимально возможное значение R
для каждого красителя.

Изучение влияния концентрации нПАВ в рас-
творе (от 1 до 10%) показало, что в более концен-
трированных растворах R выше, т.е. большее ко-
личество мицелл способно солюбилизировать
большее количество красителя (рис. 5). Соответ-

Рис 4. Электронные спектры поглощения растворов
Азорубина (а) и Понсо 4R (б) при различной кислот-
ности среды и в присутствии неионного ПАВ: 1 –
рН 6–8, 2 – рН 11–12, 3 – 10%-ный раствор ОП-10.
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Таблица 2. Степени извлечения (%) Азорубина и Понсо 4R при различных режимах фазового расслоения
(с(СПК) = 5 мг/л, с(ПАВ) = 10%, рН 6–8, n = 3, P = 0.95)

Экстракционная система
Азорубин Понсо 4R

СРЕ ATPS СРЕ ATPS

ОП-10–Н2О 84 ± 2 – 70 ± 1 –
Тритон Х-100–Н2О 86 ± 1 – 72 ± 2 –
ОП-10–Н2О–Na2SO4 96 ± 2 97 ± 1 83 ± 3 95 ± 1
Тритон Х-100–Н2О–Na2SO4 97 ± 1 98 ± 1 85 ± 2 96 ± 2
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ственно, увеличение концентрации красителя
приводит к уменьшению R, поэтому экстракцию
целесообразнее проводить из разбавленных рас-
творов более концентрированными растворами
нПАВ. Следует отметить, что экстракционные
возможности ОП-10 и Тритона Х-100 практиче-
ски равнозначны.

Оценку эффективности технологии высалива-
ния проводили для наиболее гидрофильного Е124
при варьировании концентрации ОП-10, краси-
теля и массы Na2SO4. Закономерности влияния
этих факторов на R аналита аналогичны техноло-
гии СРЕ, наилучшими экстракционными харак-
теристиками также обладали 10%-ные растворы
нПАВ. Поскольку добавление электролита при-
водит к усилению гидрофобных взаимодействий
ПАВ–СПК, увеличение массы высаливателя по-
вышает концентрацию красителя в МФ и при до-
бавлении 0.84 г соли R возрастает до 96% при кон-

центрации красителя 5 мг/л. Из более разбавлен-
ных растворов (1 мг/л) Е124 извлекается
практически полностью (R = 98–99%). В табл. 2
приведены степени извлечения Е122 и Е124 экс-
тракционными системами в различных режимах
фазового расслоения: для наиболее гидрофобно-
го Азорубина практически полное однократное
извлечение возможно при использовании как ре-
жима СРЕ, так и ATPS; для более гидрофильного
Понсо 4R наилучшими экстракционными харак-
теристиками обладает режим ATPS.

Экстракционно-фотометрическое определение
красителей в лекарственных препаратах. При пе-
реходе в МФ форма электронных спектров погло-
щения СПК остается практически неизменной;
это свойство использовали для их идентифика-
ции в анализируемых объектах спектрофотомет-
рическим методом. С ростом концентрации СПК
наблюдается увеличение оптической плотности
раствора МФ. Зависимость между ее значениями
в максимуме поглощения спектра каждого соеди-
нения и концентрациями красителей в растворе
линейна, что использовали для количественного
определения. Уравнения градуировочных зави-
симостей для режима ATPS, приведенные в
табл. 3, показывают, что для целей экстракции
возможности Тритона Х-100 и ОП-10 практиче-
ски одинаковы. Можно отметить, что для Трито-
на Х-100 фазовое равновесие наступает быстрее, и
образующиеся МФ несколько меньше по объему.

В качестве объектов анализа выбрали сиропы
“Гексо Бронхо” (Франция) и “Либексин Муко”
(Германия), растительные пастилки от кашля
“Доктор МОМ” с малиновым вкусом (Индия).
Выбор способа проведения экстракционной про-
цедуры обусловлен не только природой аналита
(для более гидрофильных соединений предпо-
чтителен режим ATPS), но и матрицей анализи-
руемого объекта (состав может влиять на локали-
зацию МФ. Оценили возможности применения
способа СРЕ и ATPS. В режиме СРЕ установлена
инверсия фаз. В связи с этим для анализа вы-
брали режим ATPS, в качестве экстрагента –
Тритон Х-100.

Рис. 5. Зависимость степени извлечения красителей
Азорубина (1, 2) и Понсо 4R (3) от концентрации не-
ионных ПАВ: 1 – Тритон Х-100; 2, 3 – ОП-10.
с(СПК) = 5 мг/л, с(Na2SO4) = 0.2 М.
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Таблица 3. Уравнения градуировочных зависимостей оптической плотности раствора мицеллярной фазы (А) от
концентрации (с, мг/л) красителей в водном растворе. (с(ПАВ) = 10%, m(Na2SO4) = 0.84 г, объем раствора – 10 мл,
25°С)

Экстракционная система СПК λmax, нм Градуировочная 
зависимость R2

ОП-10–Н2О–Na2SO4 Е122 522 А = 0.0675с + 0.0243 0.998
ОП-10–Н2О–Na2SO4 Е124 513 А = 0.0573с + 0.0252 0.997
Тритон Х-100–Н2О–Na2SO4 Е122 522 А = 0.0763с + 0.0261 0.998
Тритон Х-100–Н2О–Na2SO4 Е124 513 А = 0.0691с + 0.0328 0.996
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Определение Понсо 4R в сиропах. Аликвоту си-
ропа (1–3 мл) помещали в пробирку и добавляли
дистиллированной воды до общего объема 5 мл.
К полученному раствору добавляли 0.84 г (точная
навеска) безводного Na2SO4, смесь тщательно пе-
ремешивали до полного растворения соли. Полу-
ченный раствор набирали в шприц объемом
10 мл. В этот же шприц набирали 5 мл 20%-ного
раствора Тритона Х-100. Смесь в шприце тща-
тельно перемешивали до помутнения (1–2 мин) и
выдерживали на водяной бане течение 30 мин при
25°С. Водную фазу отделяли, а мицеллярную фазу
помещали в мерную колбу емк. 5 мл, добавляли
дистиллированную воду до метки, перемешивали
и измеряли оптическую плотность полученного
раствора. Краситель идентифицировали сравне-
нием спектров поглощения растворов мицелляр-
ной фазы после экстракции и рабочего раствора
красителя Понсо 4R. Количественное определе-
ние проводили по градуировочной зависимости,
аналитическая длина волны – 513 нм.

Результаты определения Понсо 4R в сиропах
от кашля и данные проверки правильности [23]
представлены в табл. 4. Полученные данные под-
твердили пригодность режима ATPS для отделе-
ния красителя от матрицы сиропов, вспомога-
тельные компоненты не оказывали мешающего
действия. Сопоставление результатов двух мето-
дов по F- и t-критериям подтвердило отсутствие
систематической погрешности.

Определение Азорубина в пастилках для расса-
сывания. Одну пастилку (m ≈ 2.5 г) растворяли при
перемешивании в 25 мл дистиллированной воды.
Полученный раствор анализировали аналогично
описанной экстракционной процедуре для сиро-
пов. Краситель идентифицировали сравнением

спектров поглощения растворов мицеллярной
фазы и рабочего раствора красителя Азорубина.
Для количественного определения использовали
градуировочную зависимость, аналитическая
длина волны – 522 нм.

Правильность определения проверяли мето-
дом введено–найдено, результаты представлены
в табл. 5. Статистическая обработка результатов
определения показала возможность определения
Азорубина в пастилках для рассасывания с по-
грешностью, не превышающей 5%.

* * *

Таким образом, установлено, что на эффек-
тивность извлечения синтетических красителей
Азорубина и Понсо 4R из водных растворов су-
щественно влияют режим фазового разделения и
концентрация высаливателя. Наилучшими экс-
тракционными характеристиками обладают си-
стемы состава нПАВ–Н2О–Na2SO4 при исполь-
зовании технологии “высаливания”. Оптимизи-
рованы условия проведения экстракции по
технологии СРЕ путем добавления электролита,
снижающего температуру помутнения; выдержи-
вания растворов при фиксированной температу-
ре, на 10°C превышающей температуру расслое-
ния; охлаждения при 15°С. Для экстракционной
процедуры по технологии ATPS определено ко-
личество высаливателя, обеспечивающее быст-
рое установление фазового равновесия при 25°С.
Для этого режима предложен способ экстракции
“в шприцах”, позволяющий просто и эффектив-
но проводить как саму процедуру фазового рас-
слоения в небольших объемах, так и разделение
фаз. Разработаны экспрессные методики, позволя-
ющие применять экологически безопасные и до-
ступные неионные ПАВ Тритон Х-100 и ОП-10 для
экстракционно-спектрофотометрического опреде-
ления Азорубина и Понсо 4R в лекарственных
препаратах.
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В последнее время в люминесцентном анализе широко применяется термин “turn-on fluorescence”,
которому на русском языке соответствует название “возникающая флуоресценция” (ВФ). В насто-
ящей работе представлен обзор реагентов и аналитов, а также дана оценка возможностей ВФ в хи-
мическом и биохимическом анализе, в том числе реальных объектов сложного химического соста-
ва. Далеко не все эффекты, объединенные под названием “turn-on fluorescence”, являются каче-
ственно новыми; одна из целей настоящей работы состояла в согласовании терминологии,
применяемой в современных англоязычных публикациях, с терминологией, принятой в отече-
ственной литературе по люминесценции. Реагент с ВФ – это хороший люминофор со структурным
“дефектом”, снижающим квантовый выход: незамкнутым циклом, нарушением в системе сопря-
женных связей или присоединенным тушителем. В ходе реакции с аналитом “дефект” устраняется
и образуется интенсивно люминесцирующий продукт. Типы “дефектов” и реакций их “исправле-
ния” положены в основу предлагаемой классификации реагентов с ВФ.

Ключевые слова: флуоресцентный анализ, возникающая флуоресценция, формирование аналити-
ческого сигнала.
DOI: 10.31857/S0044450222090080

Флуоресцентные методы – важная область
аналитической химии, особую динамику разви-
тия которой определяют работы по созданию хи-
мических сенсоров и биомедицинские исследо-
вания [1–32]. Явление флуоресценции присуще
многим ароматическим соединениям; оно может
служить средством прямого инструментального
анализа благодаря высокой чувствительности и
специфичности, связанной с возможностями
спектральной селекции по возбуждению и испус-
канию, а также временной селекции. Люминес-
центные методы нашли широкое практическое
применение для определения неорганических ка-
тионов [20–22, 33–39], биополимеров [40, 41], ак-
тивных форм кислорода [33, 34, 42, 43], загрязните-
лей окружающей среды [21, 39, 44–46], взрывчатых
веществ [47], фосфорорганических токсикантов
[48], биомаркеров [49], для контрастирования био-
объектов [18, 29, 30, 33, 50–52], для исследования
распределения медицинских препаратов [24, 53–
57], контроля качества пищевых продуктов [58].
В последние 15 лет наблюдается бурный рост чис-
ла работ, в которых встречается термин “turn-on
fluorescence”, который практически не использо-
вался до 2005 г. В настоящее время новая статья,

посвященная “turn-on fluorescence”, появляется в
среднем каждые 1.5 дня (рис. 1).

Можно сформулировать две главные цели об-
зора. Во-первых, это обобщение и анализ совре-
менной литературы, включающей термин “turn-
on fluorescence”. Фактического материала опуб-
ликовано довольно много, в разных областях. Во-
вторых, попытка упорядочить термины, исполь-
зуемые авторами различных работ. Зачастую од-
ним и тем же термином описывают различные яв-
ления и, наоборот, для аналогичных по своей су-
ти процессов используют несколько названий.

В обзоре на русском языке [59] в качестве эк-
вивалента “turn-on luminescent sensor” предложен
термин “включающийся” люминесцентный молеку-
лярный сенсор (ЛМС). Рассмотрены молекулы, со-
держащие флуорофор и макроциклический ли-
ганд, способный к селективному связыванию не-
органического катиона. Как отмечают авторы,
“наиболее перспективными с практической точ-
ки зрения считаются ЛМС, которые сильно лю-
минесцируют только в составе комплекса, т.е. по-
сле селективного связывания субстрата, а в отсут-
ствие субстрата не люминесцируют либо
показывают очень слабую люминесценцию”. Это

УДК 543-1:543.426:543.7/.79:543.8:543.066
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определение “включающихся” ЛМС в точности
соответствует теме настоящего обзора с тем отли-
чием, что мы не будем ограничиваться комплек-
сообразованием, а попытаемся охватить все типы
аналитически полезных реакций, приводящих к
усилению флуоресценции.

Следует отметить различие в употреблении ка-
залось бы эквивалентных терминов “sensor” и
“сенсор” в работах по люминесценции. Если на
русском языке “люминесцентный сенсор” вос-
принимается как устройство, то в англоязычной
литературе “luminescent sensor” – это, как прави-
ло, молекула, реагент для люминесцентного ана-
лиза.

В традиционных для русскоязычной литерату-
ры терминах “turn-on fluorescence” можно пере-
вести как “возникающая флуоресценция” (ВФ),
в отличие от типичных систем, в которых добав-
ление аналита вызывает сдвиг максимума спектра
излучения без существенного изменения кванто-
вого выхода. Для подобных систем в англоязыч-
ной литературе используют термин “ratiometric
fluorescent sensor” [18], который подразумевает
измерение отношения интенсивности пика чи-
стого реагента к интенсивности пика реагента с
аналитом. Родственный по смыслу термин “turn-
off f luorescence” относится к случаю, когда аналит
тушит свечение люминофора.

В настоящее время большинство публикаций
содержит не только необходимую информацию о
методе определения аналита, такую как описание
процесса пробоподготовки, получения градуиро-
вочных зависимостей, определения аналитиче-

ских характеристик, но и примеры практического
использования для анализа реальных объектов,
многие из которых являются сложными и требу-
ют понимания их специфики.

За последние пять лет опубликованы десятки
обзорных статей по ВФ, посвященных физико-
химическим основам явления [60–63]; материа-
лам, проявляющим этот эффект [61, 64–68]; обла-
стям практического использования, таким как
контрастирование биологических объектов [64,
69, 70], экология [65, 70], химическая и биологи-
ческая сенсорика [64, 66, 69, 71]. Применение в
аналитической химии рассмотрено в единичных
публикациях, например, в работе [67] описано
флуоресцентное детектирование аминов. Систе-
матический обзор, посвященный применению
явления ВФ в аналитической химии, в настоящее
время отсутствует.

ХИМИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ, ПРИВОДЯЩИЕ 
К “ВОЗНИКАЮЩЕЙ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ”

“Turn-on” или ВФ-реагент – это либо чуть-
чуть “недоделанный”, либо слегка испорченный
хороший люминофор. “Чуть-чуть” и “слегка” на-
до понимать в том смысле, что указанные недо-
статки должны исчезнуть в результате быстро
протекающей реакции с аналитом в мягких усло-
виях. “Недоделка” обычно состоит в наличии в
молекуле подготовленного к замыканию в цикл,
но все же незамкнутого фрагмента. Самый из-
вестный и широко используемый способ устране-
ния такого рода “дефекта” люминофора – обра-

Рис. 1. Динамика количества публикаций, включающих термин “turn-on f luorescence”, в ведущих наукометрических
базах данных.
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зование хелатного комплекса с неорганическим
катионом. К другому роду “несовершенств” мо-
лекул люминофора можно отнести ковалентно
или координационно связанные с ними тушите-
ли, отравляющие люминесцентную жизнь арома-
тической системы. Нарушение системы сопря-
женных связей за счет одиночных гидрированных
фрагментов можно рассматривать и как недодел-
ку, и как излишество: в любом случае способ-
ность светиться реагенту может вернуть аналит-
окислитель. В идеале создатель хорошего turn-on
реагента должен так срежиссировать структуру
ароматического соединения, чтобы особенности
аналита делали его единственным героем, кото-
рый способен вернуть свет потушенному люми-
нофору.

Можно выделить три основных типа химиче-
ских превращений, приводящих к ВФ: удлинение
ковалентной цепи сопряжения, удаление внутри-
молекулярного тушителя и комплексообразо-
вание.

Наиболее существенное изменение структура
органического реагента претерпевает в ходе реак-
ций, сопровождающихся удлинением цепи со-
пряжения. Чаще всего увеличение размеров аро-
матического фрагмента, понимаемого как систе-
ма сопряженных связей, происходит за счет
образования новых циклов. При определении ря-
да органических и неорганических соединений
усиление люминесценции реагента происходит
вследствие встраивания фрагмента аналита в мо-
лекулу люминофора. Такого рода процессы будем
называть структурной циклизацией (СЦ). Этот
подход применим для аналитов, содержащих не-
сколько реакционноспособных функциональных
групп, присутствующих в молекулах гидразина
[72], аминокислот [73–75] и т.п. Наиболее часто в
литературе встречаются реакции конденсации,
такие как формирование оснований Шиффа,
циклизация с участием гетероатомов (как прави-
ло, азота и серы) и подобные им.

Наряду с реакциями СЦ описаны системы, в
которых аналит лишь косвенно участвует в транс-
формации ароматической системы в качестве
окислителя или восстановителя. Авторы работ по
окислительной (ОЦ) или восстановительной
циклизации (ВЦ) используют в качестве исход-

ных веществ молекулы-предшественники люми-
нофоров, в которых под действием аналита про-
исходит замыкание цикла (как правило, содержа-
щего один или несколько гетероатомов). Аналит,
окислитель или восстановитель, выполняет роль
“спускового крючка” процесса. Во многих рабо-
тах, ставящих в качестве конечной задачи хими-
ческий анализ, синтез такого реагента является
ключевым элементом исследования.

Разумеется, окислительно-восстановительные
реакции (ОВР) могут усиливать флуоресценцию
без образования новых циклов [34, 76]. Напри-
мер, возможна ароматизация вследствие дегид-
рирования (hydrogen abstraction), окислительного
гидроксилирования ароматических соединений
или, наоборот, восстановления функциональных
групп, которые тушат люминесценцию. В систе-
мах, содержащих неорганические аналиты, воз-
можен перевод катиона в подходящую для люми-
несценции валентную форму. Относя такие про-
цессы к ОВР, мы имеем в виду только те реакции,
которые не сопровождаются существенными из-
менениями в скелете люминофора.

Удаление внутримолекулярного тушителя –
самый популярный тип реакций с ВФ. В ряде слу-
чаев аналит способен к реакции элиминирования
(Э) функциональных групп-тушителей, содержа-
щихся в органическом соединении. В результате
интенсивность флуоресценции существенно воз-
растает (рис. 2).

В англоязычной литературе (см. например,
[77]) для таких реакций часто используется тер-
мин “deprotection”. Удаление тушителя может
происходить по разным механизмам, это направ-
ление интенсивно развивается в последнее время.
Синтезировано большое количество новых реа-
гентов, причем многие из них относятся к люмино-
форам с аномально большим стоксовым сдвигом,
вызванным переносом протона в возбужденном со-
стоянии ESIPT [62, 78–82]. Нередко используют
реакции, сочетающие увеличение размера аромати-
ческой системы с удалением тушителей.

Помимо перестройки системы ковалентных
связей, ВФ может быть вызвана комплексообра-
зованием ароматического реагента с аналитом.
Чаще всего речь идет о взаимодействии металл–
лиганд, однако имеются примеры усиления све-

Рис. 2. Схема возникновения флуоресценции за счет удаления тушащей функциональной группы из молекулы флуо-
рофора (L) под действием аналита (А).

λex λem λex λem

L
A

L'
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чения при образовании комплексов органиче-
ских реагентов с анионами или нейтральными
молекулами.

В реакциях комплексообразования (КО), со-
провождающихся ВФ, нередко по аналогии с
описанными выше превращениями для кова-
лентных связей происходит увеличение протя-
женности цепи сопряжения и удаление тушите-
лей. Увеличение протяженности π-системы свя-
зано с образованием дополнительного цикла при
связывании неорганического катиона ароматиче-
ским хелатом. Удаление металла-тушителя реа-
лизуется в реакциях конкурентного КО. Нелюми-
несцирующий комплекс M1L1 ароматического
хелата L1 с катионом-тушителем M1 может быть
ВФ-реагентом для определения ионов металлов
M2 (рис. 3). Для определения катиона M2 необхо-
димо, чтобы он был способен вытеснить M1 из
комплекса M1L1 и усилить (или хотя бы не так
сильно, как M1, тушить) флуоресценцию L1. Ра-
ботоспособными также являются системы, осно-
ванные на конкуренции между лигандами. Для
определения лиганда L2 необходимо, чтобы ком-
плекс L2M1 был прочнее, чем L1M1, и чтобы ли-
ганд L1 был способен к флуоресценции в свобод-
ном состоянии.

Для определения анионов применяют также
системы с люминесцирующими разнолигандны-
ми комплексами.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АНАЛИТОВ РАЗЛИЧНОЙ 
ПРИРОДЫ НА ОСНОВЕ ЭФФЕКТА 

“ВОЗНИКАЮЩЕЙ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ”
Методы качественного и количественного

анализа, основанные на ВФ, в период после 2010 г.
интенсивно развивались. Не последнюю роль в
этом сыграла насыщенность оборудованием ла-
бораторий, целью которых являются решение как
фундаментальных, так и прикладных задач, нали-
чие в них высококвалифицированного персона-
ла. Можно выделить три основные группы анали-
тов – неорганические (табл. 1), органические
(табл. 2) и биоорганические (табл. 3), для опреде-
ления которых может быть применен метод ВФ.

Одной из причин ВФ органического соедине-
ния является КО с катионами металлов [81, 83–

91]. В большинстве случаев аналиты представля-
ют собой катионы переходных металлов. В функ-
циональных группах органического соединения
(лиганда) имеются электронодонорные фрагмен-
ты, содержащие гетероатомы (азот, кислород):
гидроксил [81, 83, 84], карбонил [81, 87, 89], ами-
ногруппы [81, 85, 86, 88–90] или иминогруппы
(гидразины) [83, 87], атомы азота гетероциклов
[83–85, 87]. Наряду с ними в комплексообразова-
нии принимают участие фрагменты лигандов, со-
держащие двойные связи C=N как в основной
цепи [81, 83, 85, 86, 91], так и в гетероциклических
фрагментах [83–85, 87].

Нефлуоресцирующие замещенные пиколин-
гидразиды способны к образованию комплексов
с ионами Cu2+ и Hg2+ [87] (схема 1).

Схема 1. Формирование комплексов 
пиколингидразидов с ионами Cu2+ и Hg2+.

Максимум полосы флоресценции этих ком-
плексов как для Cu2+, так и Hg2+ лежит в одной
области, что не позволяет одновременно опреде-
лять их с использованием описывемого метода.

Комплексообразование аналита с исходным
соединением может приводить к последующему
удалению из молекулы фрагментов (функцио-
нальных групп), тушащих флуоресценцию [80]
(схема 2).
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Рис. 3. Схемы возникновения флуоресценции в результате удаления катиона-тушителя.
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Схема 2. Формирование комплексов ионов Hg2+ и производных тиомочевины.

Подобное поведение аналита делает это пре-
вращение похожим на реакции, в которых он вы-
полняет роль агента, способствующего удалению
из молекулы тушащих флуоресценцию функцио-
нальных групп.

Окислительно-восстановительные реакции с
участием ионов Au3+ также могут быть использо-
ваны для трансформаций органических соедине-
ний, приводящих к формированию флуорофоров
с существенно большим квантовым выходом [92]
(схема 3).

Схема 3. Получение производных органических красителей, обладающих высоким квантовым выходом, 
путем окислительно-восстановительных реакций с ионами Au3+.

Интересной разновидностью реакций КО яв-
ляется связывание анионов с ароматическими реа-

гентами. К этому типу относится взаимодействие
замещенного гидразина с анионом гидросульфата
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[85] и ассоциация ионов дигидрофосфата с произ-
водными карбазолов [93]. Природа ВФ при образо-
вании межмолекулярного комплекса аниона с орга-
ническим соединением остается не вполне понят-
ной. Указание на образование водородных связей
само по себе не объясняет эффекта: в упомянутых
работах определение проводили в водно-органи-
ческих растворах, соответственно можно гово-

рить лишь о замене одних водородных связей
другими.

В ряде случаев окислительные свойства анали-
та могут быть использованы для получения целе-
вого продукта с удлиненной цепью сопряжения.
Так гипохлорит-ион определяют по ВФ на основе
реакций с образованием новых кислород- или
азотсодержащих циклов [94, 95] (схема 4).

Схема 4. Реакции окислительной гетероциклизации с участием гипохлортит-ионов.

Приведенные химические превращения соче-
тают расширение системы сопряженных связей с
удалением тушащих функциональных групп. Ав-
торами работ [94, 95] разработаны методики
определения гипохлорит-ионов в области низких
концентраций.

Этерификация гидроксильных групп в арома-
тических соединениях обычно снижает интен-
сивность излучения по отношению к исходным
фенолам. В ряде работ [96–99] авторы использу-
ют реакции разрушения сложных эфиров с целью
повышения квантового выхода флуоресценции.

Формирование новых структурных фрагмен-
тов, обладающих интенсивной флуоресценцией,
возможно за счет реакций циклизации, происхо-
дящих при участии аналита [97, 100–103]. К от-
дельному типу взаимодействий можно отнести
реакции конкурентного комплексообразования,
приводящие к существенному увеличению флуо-
ресценции ее продуктов [104, 105].

Наличие в окружающей среде аниона перок-
синитрита способствует окислению дикетоново-
го фрагмента до карбоксила [106] (схема 5).

Схема 5. Окисление дикетонов ионами пероксинитрита.

Интенсивность флуоресценции в области 490 нм
возрастает на два порядка при наличии в пробе
пероксинитрита на уровне 10 мкМ. Анион перок-
синитрита образуется при реакции оксида азо-
та(II) с анион-радикалом . Эта методика может
быть использована для их определения.

Винильные производные орто-замещенных
фенолов не обладают интенсивной флуоресцен-
цией. Их взаимодействие с сероводородом или
сульфид-ионом приводит к формированию гете-
роциклических кислородсодержащих соедине-
ний [100, 101] (схема 6).
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Схема 6. Реакции гетероциклизации, происходящие с участием сульфидов.

В отличие от исходных соединений, продукты
реакции под действием внешнего излучения спо-
собны к флуоресценции, что может быть положе-
но в основу методики определения сероводорода
или сульфидов на микромолярном уровне.

Взаимодействие гидразина с нефлуоресциру-
ющими простыми и сложными эфирами фенолов
приводит к циклизации и освобождению ОН-
групп [98, 99, 102, 103]. В результате образуются
продукты, обладающие интенсивной флуорес-
ценцией (схема 7).

Схема 7. Реакции элиминирования подавляющих флуоресценцию фрагментов с участием гидразина.
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Наличие следовых количеств катионов Hg2+

может быть зафиксировано за счет обменной ре-
акции комплексов Cu2+ с замещенными родами-
нами [104] (схема 8).

Схема 8. Конкурентное комплексообразование между ионами Cu2+ и Hg2+.

Интенсивность флуоресценции при замещении
центрального иона меди(II) ионом ртути(II) воз-
растает примерно на порядок в области следовых
концентраций. Предел обнаружения методики
составляет менее 1 нМ.

Авторы работы [107] предложили подобный
синтетический подход. Исходное соединение

– краситель, обладающий собственной интен-
сивной флуоресценцией, обрабатывают соеди-
нениями меди. Полученный таким образом не-
флуоресцирующий комплекс способен к се-
лективной реакции с ионами пирофосфата
(схема 9).

Схема 9. Определение ионов пирофосфата за счет разрушения нефлуоресцирующих комплексов меди.

В ходе этого взаимодействия происходит необ-
ратимое связывание ионов меди и пирофосфата,
удаление полученного продукта из ближней сфе-
ры коррелирует с количественным содержанием
пирофосфата в области следовых концентраций.
Примеры ВФ, описанные в работах [104, 107], со-
ответствуют схеме, представленной на рис. 3.

Использование гетерогенных систем – золей
неорганических наночастиц, содержащих на по-
верхности привитой слой, имеет свои особенно-
сти. До взаимодействия с аналитом такие систе-
мы могут либо вовсе не обладать собственной
флуоресценцией, либо она может существенно
тушиться за счет безызлучательного переноса
энергии возбужденного состояния. Трехкомпо-
нентный нанокомпозит, включающий наноча-
стицы магнетита, наночастицы золота и изотио-
ционат флуоресцина, обладает собственной флу-
оресценцией с максимумом в области 520 нм.
В присутствии ионов Pb2+ и тиосульфата проис-
ходит резкое увеличение интенсивности флуо-

ресценции [91]. Этот эффект авторы связывают с
вытеснением с поверхности нанокомпозита в
объем раствора изоцианата флуоресцина с сопут-
ствующим снижением вероятности безызлуча-
тельного переноса энергии между возбужденным
состоянием красителя и наночастицами золота.

Изложенные выше общие принципы неорга-
нического и органического анализа практически
не различаются. Комплексообразование между
флуорофором и аналитом, приводящее к суще-
ственному увеличению интенсивности свечения,
с успехом может быть применено в органическом
анализе. Так, продукт тройного взаимодействия
макроциклического лиганда с ионами никеля и
щавелевой кислотой используют для определе-
ния последней [108]. Деление анализа на органи-
ческий и неорганический в этом случае весьма
условно, так как в предыдущем разделе обзора
описан сходный комплекс ионов меди c оксала-
том [88]. При образовании комплексов аргинина
и лизина с замещенными гидразонами интенсив-
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ность флуоресценции последних возрастает бо-
лее чем на порядок в области концентраций ами-
нокислот на уровне единиц–десятков мкМ [109].
Формирование межмолекулярных комплексов
фолиевой кислоты с замещенными флуоренами
повышает квантовый выход флуоресценции по-
следних на два порядка величины [110]. Модифи-
цированная 2-аминопурином ДНК в сочетании с
ионами ртути способна к селективному взаимо-
действию с цистеином, продуктом которого явля-
ется тройной комплекс, обладающий достаточно
высокими значениями квантового выхода флуо-
ресценции [111]. Это позволяет количественно

определять цистеин (в том числе в биообъектах)
на наномолярном уровне.

Химические реакции с участием органических
аналитов способны приводить к образованию
продуктов, обладающих интенсивной флуорес-
ценцией. Так, ОВР между фенантролиновыми
комплексами иридия и глутатионом представляет
собой триггерный хемилюминесцентный про-
цесс, количественные характеристики которого
могут быть использованы в органическом анали-
зе [112] (схема 10).

Схема 10. Определение глутатиона за счет окислительно-восстановительной реакции, 
приводящей к комплексами иридия, обладающим интенсивной флуоресценцией.

Как отмечено выше в связи с определением
гидразина, сложноэфирные группы, связанные
непосредственно с бензольным кольцом или по-
лициклическим ароматическим фрагментом, ча-
сто снижают квантовый выход флуоресценции.

Цистеин при взаимодействии с этими группами
образует семичленное гетероциклическое со-
единение, за счет чего происходит освобождение
фенольного гидроксила [113] и возникает ВФ
(схема 11).

Схема 11. Определение цистеина за счет реакции элиминирования тушащей 
флуоресценцию функциональной группы красителя.

Такого рода превращения могут лежать в осно-
ве методик флуоресцентного определения цисте-
ина [73–75, 113–119] или его селенсодержащего
аналога [120].

Упоминание эффекта ВФ в биоорганическом
анализе в настоящее время встречается в единич-
ных работах [121–123]. Соответствующие методи-
ки представляют собой адаптацию аналогов, ис-
пользуемых в неорганическом или органическом
анализе. Так, аскорбиновая кислота или фенол-
содержащий красителя генерируются за счет раз-

рушения эфиров фосфорной или карбоновой
кислот под действием щелочной фосфатазы [124],
эстеразы [121], β-галактозидазы [122]. Далее фак-
тически определяют продукты реакции – аскор-
биновую кислоту или нативный флуорофор (кра-
ситель). В работе [124] использовали весьма не-
обычный вид элиминирования тушителя.
Фосфорилированная аскорбиновая кислота не
восстанавливает MnO2, входящий в состав нано-
частиц. Под действием щелочной фосфатазы об-
разуется свободная аскорбиновая кислота, кото-
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рая реагирует с диоксидом марганца с образова-
нием ионов Mn2+, что сопровождается ВФ.
Авторами в этом случае использовална антисток-
сова флуоресценция наночастиц (upconversion
nanoparticles).

* * *

Термин “возникающая флуоресценция” (ВФ)
(turn-on fluorescence) объединяет работы суще-
ственно различного направления и степени но-
визны. Сюда относят как новые (но по духу тра-
диционные) ароматические хелаты для определе-
ния неорганических катионов, так и селективные
реагенты на органические аналиты, действие ко-
торых основано на межмолекулярных взаимодей-
ствиях, природа которых не всегда понятна. Появ-
ление или существенное повышение интенсивно-
сти собственной флуоресценции органического
соединения при взаимодействии с аналитом может
быть обусловлено либо разрушением исходных
структур, либо синтезом новых. К первому случаю
можно отнести элиминирование функциональных
групп, обладающих тушащим эффектом, ко вто-
рому – формирование новых структурных фраг-
ментов (обычно новых циклов), повышающих
интенсивность излучения. Оба процесса допуска-
ют ковалентную и координационную реализацию.
Нередко они протекают одновременно. Отдель-
ный интересный раздел − ВФ при образовании
межмолекулярных комплексов без изменения си-
стемы ковалентных и координационных связей.
Такие системы, пока немногочисленные, приме-
няют для определения некоторых анионов или
нейтральных органических молекул по ВФ аро-
матических реагентов.

Практически неисследованной в настоящее
время остается область, в которой аналит являет-
ся катализатором целевой реакции. Пока что в
литературе имеются лишь единичные работы по
этой тематике, причем в них описываются биоор-
ганические катализаторы – ферменты. Поиск
традиционных катализаторов реакций с ВФ, их
практическое использование могут лежать в ос-
нове нового направления определения сверхма-
лых содержаний вещества.

Работа выполнена по теме госзадания ГЕОХИ
РАН.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Константинова-Шлезингер М.А. Люминесцент-
ный анализ. М.: Изд-во АН СССР, 1951. 66 с.

2. Гладков А.А. Люминесцентный анализ в медици-
не. Кишинев: КГУ, 1958. 389 с.

3. Божевольнов Е.А. Люминесцентный анализ неор-
ганических веществ. М.: Химия, 1966. 416 с.

4. Головина А.П., Левшин Л.В. Химический люминес-
центный анализ неорганических веществ. М.: Хи-
мия, 1978. 248 с.

5. Красников В.В., Тимошкин Е.И., Титкова А.В.
Спектральный люминесцентный анализ пище-
вых продуктов. М.: Агропромиздат, 1987. 288 с.

6. Люминесцентный анализ в медико-биологиче-
ских исследованиях / Под ред. Соминского В.Н.
Рига: РМИ, 1990. 145 с.

7. Gooijer C., Kozin I., Velthorst N.H. Shpol’skii spectrome-
try, a distinct method in environmental analysis //
Mikrochim. Acta. 1997. V. 127. P. 149. 
https://doi.org/10.1007/BF01242719

8. Fletcher K.A., Fakayode S.O., Lowry M., Tucker S.A.,
Neal S.L., Kimaru I.W., McCarroll M.E., Patonay G.,
Oldham P.B., Rusin O., Strongin R.M., Warner I.M.
Molecular f luorescence, phosphorescene, and chemi-
luminescence spectrometry // Anal. Chem. 2006.
V. 78. № 12. P. 4047. 
https://doi.org/10.1021/ac060683m

9. Гришаева Т.И. Методы люминесцентного анали-
за. СПб: АНО НПО “Профессионал”, 2003. 226 с.

10. Siraj N., El-Zahab B., Hamdan S., Karam T.E., Haber L.H.,
Li M., Fakayode S.O., Das S., Valle B., Strongin R.M.,
Patonay G., Sintim H.O., Baker G.A., Powe A.,
Lowry M., Karolin J.O., Geddes C.D., Warner I.M.
Fluorescence, phosphorescence, and chemilumines-
cence // Anal. Chem. 2016. V. 88. № 1. P. 170. 
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.5b04109

11. Rodríguez J.J.S., Halko R., Rodríguez J.R.B., Aaron J.J.
Environmental analysis based on luminescence in or-
ganized supramolecular systems // Anal. Bioanal.
Chem. 2006. V. 385. № 3. P. 525. 
https://doi.org/10.1007/s00216-006-0342-4

12. Штыков С.Н., Горячева И.Ю. Аналитическая лю-
минесцентная спектроскопия в микрогетероген-
ных супра- и надмолекулярных самоассоциирую-
щих организованных средах // Оптика и спектро-
скопия. 1997. Т. 83. № 4. С. 698 (Shtykov S.N.,
Goryacheva I.Yu. Luminescent analytical spectrosco-
py in microheterogeneous supra- and supermolecular
self-assembled organized media // Opt. Spectrosс.
1997. V. 83. No 4. P. 645)

13. Абрамова А.М., Горячева О.А., Дрозд Д.Д., Нови-
кова А.С., Пономарева Т.С., Строкин П.Д., Горя-
чева И.Ю. Люминесцентные полупроводниковые
квантовые точки в химическом анализе // Журн.
аналит. химии. 2021. Т. 76. №. 3 С. 19. (Abra-
mova A.M., Goryacheva O.A., Drozd D.D., Novikova A.S.,
Ponomareva T.S., Strokin P.D., Goryacheva I.Yu. Lu-
minescence semiconductor quantum dots in chemical
analysis // J. Anal. Chem. 2021. V. 76. № 3. P. 273. doi: 
https://doi.org/10.1134/S1061934821030023)
https://doi.org/10.31857/S0044450221030026

14. Smirnova T.D., Shtykov S.N., Zhelobitskaya E.A. Ener-
gy transfer in liquid and solid nanoobjects: application
in luminescent analysis // Phys. Sci. Rev. 2018. V. 4.
№ 3. Article 20189981. 
https://doi.org/10.1515/psr-2018-9981

15. Ruedas-Rama M.J., Walters J.D., Orte A., Hall E.A.H.
Fluorescent nanoparticles for intracellular sensing: A
review // Anal. Chim. Acta. 2012. V. 751. P. 1. 
https://doi.org/10.1016/j.aca.2012.09.025

16. Nsibande S.A., Montaseri H., Forbes P.B.C. Advances
in the application of nanomaterial-based sensors for
detection of polycyclic aromatic hydrocarbons in
aquatic systems // Trends Anal. Chem. 2019. V. 115.
P. 52. 
https://doi.org/10.1016/j.trac.2019.03.029



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 9  2022

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЭФФЕКТА ВОЗНИКАЮЩЕЙ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ 823

17. Zhang Q., Liu P., Li S., Zhang X., Chen M. Progress in
the analytical research methods of polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) // J. Liq. Chromatogr. Relat.
Technol. 2020. V. 43. № 13-14. P. 425. 
https://doi.org/10.1080/10826076.2020.1746668

18. Bigdeli A., Ghasemi F., Abbasi-Moayed S., Shahrajabi-
an M., Fahimi-Kashani N., Jafarinejad S.,
Nejad M.A.F., Hormozi-Nezhad M.R. Ratiometric f lu-
orescent nanoprobes for visual detection: Design prin-
ciples and recent advances – A review // Anal. Chim.
Acta. 2019. V. 1079. P. 30. 
https://doi.org/10.1016/j.aca.2019.06.035

19. Nawaz H., Zhang X., Chen S., You T., Xu F. Recent
studies on cellulose-based fluorescent smart materials
and their applications: A comprehensive review //
Carbohydr. Polym. 2021. V. 267. Article 118135. 
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2021.118135

20. Tu D., Zheng W., Huang P., Chen X. Europium-activat-
ed luminescent nanoprobes: From fundamentals to
bioapplications // Coord. Chem. Rev. 2019. V. 378.
P. 104. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2017.10.027

21. Rasheed T., Nabeel F. Luminescent metal-organic
frameworks as potential sensory materials for various
environmental toxic agents // Coord. Chem. Rev.
2019. V. 401. Article 213065. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2019.213065

22. Paderni D., Giorgi L., Fusi V., Formica M., Ambrosi G.,
Micheloni M. Chemical sensors for rare earth metal
ions // Coord. Chem. Rev. 2021. V. 429. Article
213639. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2020.213639

23. Brzechwa-Chodzyńska A., Drożdż W., Harrowfield J.,
Stefankiewicz A.R. Fluorescent sensors: A bright future
for cages // Coord. Chem. Rev. 2021. V. 434. Article
213820. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2021.213820

24. Lakshmi P.R., Nanjan P., Kannan S., Shanmugaraju S.
Recent advances in luminescent metal–organic
frameworks (LMOFs) based fluorescent sensors for
antibiotics // Coord. Chem. Rev. 2021. V. 435. Article
213793. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2021.213793

25. Guo L., Yang L., Li M., Kuang L., Song Y., Wang L.
Covalent organic frameworks for f luorescent sensing:
Recent developments and future challenges // Coord.
Chem. Rev. 2021. V. 440. Article 213957. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2021.213957

26. Hao Z., Zhu R., Chen P.R. Genetically encoded fluo-
rescent sensors for measuring transition and heavy
metals in biological systems // Curr. Opin. Chem. Bi-
ol. 2018. V. 43. P. 87. 
https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2017.12.002

27. Zhang H., Ju Q., Pang S., Wei N., Zhang Y. Recent
progress of f luorescent probes for the detection of al-
kaline phosphatase (ALP): A review // Dyes Pigm.
2021. V. 194. Article 109569. 
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2021.109569

28. Yang Y., Tu D., Zhang Y., Zhang P., Chen X. Recent ad-
vances in design of lanthanide-containing NIR-II lu-
minescent nanoprobes // iScience. 2021. V. 24. Article
102062. 
https://doi.org/10.1016/j.isci.2021.102062

29. Mehta V.N., Desai M.L., Basu H., Singhal R.K., Kailasa S.K.
Recent developments on fluorescent hybrid nanoma-
terials for metal ions sensing and bioimaging applica-

tions: A review // J. Mol. Liq. 2021. V. 333. Article
15950. 
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2021.115950

30. Mizukami S. Targetable f luorescent sensors for ad-
vanced cell function analysis // J. Photochem. Photo-
biol. C. 2017. V. 30. P. 24. 
https://doi.org/10.1016/j.jphotochemrev.2017.01.003

31. Patel S., Jamunkar R., Sinha D., Monisha, Patle T.K.,
Kant T., Dewangan K., Shrivas K. Recent development
in nanomaterials fabricated paper-based colorimetric
and fluorescent sensors: A review // Trends Env. Anal.
Chem. 2021. V. 31. Article e00136. 
https://doi.org/10.1016/j.teac.2021.e00136

32. Guo C., Sedgwick A.C., Hirao T., Sessler J.L. Supramo-
lecular f luorescent sensors: An historical overview and
update // Coord. Chem. Rev. 2021. V. 427. Article
213560. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2020.213560

33. Hyman L.M., Franz K.J. Probing oxidative stress:
Small molecule f luorescent sensors of metal ions, re-
active oxygen species, and thiols // Coord. Chem. Rev.
2012. V. 256. № 19–20. P. 2333. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2012.03.009

34. Kwon N., Kim D., Swamy K.M.K., Yoon J. Metal-coor-
dinated fluorescent and luminescent probes for reac-
tive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen spe-
cies (RNS) // Coord. Chem. Rev. 2021. V. 427. Article
213581. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2020.213581

35. Qiao M., Ding L., Lv F. Surfactant assemblies encapsu-
lating f luorescent probes as selective and discrimina-
tive sensors for metal ions // Coord. Chem. Rev. 2021.
V. 432. Article 213696. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2020.213696

36. Sharma S., Ghosh K.S. Overview on recently reported
fluorometric sensors for the detection of copper ion
based on internal charge transfer (ICT), paramagnetic
effect and aggregation induced emission (AIE) mech-
anisms // J. Mol. Struct. 2021. V. 1237. Article 30324. 
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.130324

37. Fang Y., Dehaen W. Small-molecule-based fluorescent
probes for f-block metal ions: A new frontier in che-
mosensors // Coord. Chem. Rev. 2021. V. 427. Article
213524. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2020.213524

38. Singh H., Bamrah A., Bhardwaj S.K., Deep A., Khatri M.,
Kim K.-H., Bhardwaj N. Nanomaterial-based fluores-
cent sensors for the detection of lead ions // J. Hazard.
Mater. 2021. V. 407. Article 124379. 
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.124379

39. Rasheed T., Bilal M., Nabeel F., Iqbal H.M.N., Li C.,
Zhou Y. Fluorescent sensor based models for the detec-
tion of environmentally-related toxic heavy metals //
Sci. Total Environ. 2018. V. 615. P. 476. 
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2017.09.126

40. Geraghty C., Wynne C., Elmes R.B.P. 1,8-Naphthalim-
ide based fluorescent sensors for enzymes // Coord.
Chem. Rev. 2021. V. 437. Article 213713. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2020.213713

41. Tong X., Shi S., Tong C., Iftikhar A., Long R., Zhu Y.
Quantum/carbon dots-based fluorescent assays for
enzyme activity // Trends Anal. Chem. 2020. V. 131.
Article 116008. 
https://doi.org/10.1016/j.trac.2020.116008

42. Hou J.-T., Zhang M., Liu Y., Ma X., Duan R., Cao X.,
Yuan F., Liao Y.-X., Wang S., Ren W.X. Fluorescent de-



824

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 9  2022

ОЛЕНИН, ЯГОВ

tectors for hydroxyl radical and their applications in
bioimaging: A review // Coord. Chem. Rev. 2020.
V. 421. Article 213457. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2020.213457

43. Zhang Z., Fan J., Du J., Peng X. Two-channel respon-
sive luminescent chemosensors for dioxygen species:
Molecular oxygen, singlet oxygen and superoxide an-
ion // Coord. Chem. Rev. 2021. V. 427. Article 213575. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2020.213575

44. Zhang X.-Y., Yang Y.-S., Wang W., Jiao Q.-C., Zhu H.-L.
Fluorescent sensors for the detection of hydrazine in
environmental and biological systems: Recent advanc-
es and future prospects // Coord. Chem. Rev. 2020.
V. 417. Article 213367. 
https://doi.org/10.1016/j.ccr.2020.213367

45. Wan H., Xu Q., Gu, P. Li H., Chen D., Li N., He J.,
Lu J. AIE-based fluorescent sensors for low concen-
tration toxic ion detection in water // J. Hazard. Mater.
2021. V. 403. Article 123656. 
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.123656

46. Rasheed T., Li C., Bilal M., Yu C., Iqbal H.M.N. Poten-
tially toxic elements and environmentally-related pol-
lutants recognition using colorimetric and ratiometric
fluorescent probes // Sci. Total Environ. 2018. V. 640–
641. P. 174. 
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.05.232

47. Verbitskiy E.V., Rusinov G.L., Chupakhin O.N., Cha-
rushin V.N. Design of f luorescent sensors based on
azaheterocyclic push-pull systems towards nitroaro-
matic explosives and related compounds: A review //
Dyes Pigm. 2020. V. 180. Article 108414. 
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2020.108414

48. Chen Q., Sun Y., Liu S., Zhang J., Zhang C., Jiang H.,
Han X., He L., Wang S., Zhang K. Colorimetric and
fluorescent sensors for detection of nerve agents and
organophosphorus pesticides // Sens. Actuators. B.
2021. V. 344. Article 130278. 
https://doi.org/10.1016/j.snb.2021.130278

49. Zhao X., Dai X., Zhao S., Cui X., Gong T., Song Z.,
Meng H., Zhang X., Yu B. Aptamer-based f luorescent
sensors for the detection of cancer biomarkers // Spec-
trochim. Acta A. 2021. V. 247. Article 119038. 
https://doi.org/10.1016/j.saa.2020.119038

50. Kumari R., Sunil D., Ningthoujam R.S. Naphthalimid-
es in f luorescent imaging of tumor hypoxia – An up-
to-date review // Bioorg. Chem. 2019. V. 88. Article
102979. 
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2019.102979

51. Wang H., Jing M., Li Y. Lighting up the brain: geneti-
cally encoded fluorescent sensors for imaging neu-
rotransmitters and neuromodulators // Curr. Opin.
Neurobiol. 2018. V. 50. P. 171. 
https://doi.org/10.1016/j.conb.2018.03.010

52. Barooah N., Mohanty J., Bhasikuttan A.C. Fluorescent
probes for the stabilization and detection of G-qua-
druplexes and their prospective applications // J. Ind.
Chem. Soc. 2021. V. 98. Article 100078. 
https://doi.org/10.1016/j.jics.2021.100078

53. Mochida A., Ogata F., Nagaya T., Choyke P.L., Ko-
bayashi H. Activatable f luorescent probes in f luores-
cence-guided surgery: Practical considerations // Bio-
org. Med. Chem. 2018. V. 26. № 4. P. 925. 
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2017.12.002

54. Koveal D., Díaz-García C.M., Yellen G. Fluorescent bi-
osensors for neuronal metabolism and the challenges
of quantitation // Curr. Opin. Neurobiol. 2020. V. 63.

P. 111. 
https://doi.org/10.1016/j.conb.2020.02.011

55. O’Banion C.P., Yasuda R. Fluorescent sensors for neu-
ronal signaling // Curr. Opin. Neurobiol. 2020. V. 63.
P. 31. 
https://doi.org/10.1016/j.conb.2020.02.007

56. Wang H., Su H., Wang N., Wang J., Zhang J., Wang J.-H.,
Zhao W. Recent development of reactional small-mol-
ecule f luorescent probes based on resorufin // Dyes
Pigm. 2021. V. 191. Article 109351. 
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2021.109351

57. Li Z., Wang C., Zhang M., Li S., Mao Z., Liu Z. Acti-
vatable luminescent probes for imaging brain
diseases // Nano Today. 2021. V. 39. Article 101239. 
https://doi.org/10.1016/j.nantod.2021.101239

58. Luo X., Han Y., Chen X., Tang W., Yue T., Li Z. Carbon
dots derived fluorescent nanosensors as versatile tools
for food quality and safety assessment: A review //
Trends Food Sci. Technol. 2020. V. 95. P. 149. 
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2019.11.017

59. Ушаков Е.Н., Алфимов М.В., Громов С.П. Принци-
пы дизайна оптических молекулярных сенсоров и
фотоуправляемых рецепторов на основе краун-
эфиров // Успехи химии. 2008. Т. 77. № 1. С. 39.
doi:  (Ushakov E.N., Alfimov M.V., Gromov S.P. Design
principles for optical molecular sensors and photocon-
trolled receptors based on crown ethers // Russ. Chem.
Rev. 2008. V. 77. № 1. P. 39. doi: 
https://doi.org/10.1070/RC2008v077n01ABEH003757)

60. Wang X., Shen C., Zhou C., Bu Y., Yan X. Methods,
principles and applications of optical detection of met-
al ions // Chem. Eng. J. 2021. V. 417. Article 129125. 
https://doi.org/10.1016/j.cej.2021.129125

61. Li P., Li S.F.Y. Recent advances in f luorescence probes
based on carbon dots for sensing and speciation of
heavy metals // Nanophotonics. 2021. V. 10. № 2.
P. 877. 
https://doi.org/10.1515/nanoph-2020-0507

62. Sharma S., Ghosh K.S. Recent advances (2017–20) in
the detection of copper ion by using f luorescence sen-
sors working through transfer of photo-induced elec-
tron (PET), excited-state intramolecular proton
(ESIPT) and Förster resonance energy (FRET) //
Spectrochim. Acta A. 2021. V. 254. Article 119610. 
https://doi.org/10.1016/j.saa.2021.119610

63. Han S., Zhao Y., Zhang Z., Xu G. Recent Advances in
electrochemiluminescence and chemiluminescence of
metal nanoclusters // Molecules. 2020. V. 25. № 21.
Article 5208. 
https://doi.org/10.3390/molecules25215208

64. Rajasekar M. Recent Trends in Rhodamine derivatives
as f luorescent probes for biomaterial applications //
J. Mol. Struct. 2021. V. 1235. Article 130232. 
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2021.130232

65. Nagarajan R., Varadaraju C., Lee K.H. Recent ad-
vancements in the role of N-Heterocyclic receptors on
heavy metal ion sensing Dyes Pigm. 2021. V. 191. Arti-
cle 109331. 
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2021.109331

66. Zhang H.-C., Guo Y.-M. Advances of Carbon quantum
dots for f luorescence turn-on detection of reductive
small biomolecules // Chinese J. Anal. Chem. 2021.
V. 49. № 1. P. 14. 
https://doi.org/10.1016/S1872-2040(20)60070-6

67. Gupta A. Aggregation-induced emission: A tool for
sensitive detection of amines // ChemistrySelect.



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 9  2022

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЭФФЕКТА ВОЗНИКАЮЩЕЙ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ 825

2019. V. 4. № 44. P. 12848. 
https://doi.org/10.1002/slct.201903248

68. Karmakar A., Samanta P., Dutta S., Ghosh S.K. Fluo-
rescent “turn-on” sensing based on metal–organic
frameworks (MOFs) // Chem. Asian J. 2019. V. 14.
№ 24. P. 4506. 
https://doi.org/10.1002/asia.201901168

69. Chen C., Tian R., Zeng Y., Chu C., Liu G. Activatable
fluorescence probes for “turn-on” and ratiometric bi-
osensing and bioimaging: From NIR-I to NIR-II //
Bioconjug. Chem. 2020. V. 31. № 2. P. 276. 
https://doi.org/10.1021/acs.bioconjchem.9b00734

70. Tarnowska M., Krawczyk T. Click chemistry as a tool in
biosensing systems for sensitive copper detection // Bi-
osens. Bioelectr. 2020. V. 169. Article 112614. 
https://doi.org/10.1016/j.bios.2020.112614

71. Feng Y., Su Y., Liu R., Lv Y. Engineering activatable
nanoprobes based on time-resolved luminescence for
chemo/biosensing // Trends. Anal. Chem. 2021.
V. 140. Article 116283. 
https://doi.org/10.1016/j.trac.2021.116283

72. Xu H., Gu B., Li Y., Huang Z., Su W., Duan X., Yin P.,
Li H., Yao S. A highly selective, colorimetric and rati-
ometric f luorescent probe for NH2NH2 and its bioim-
aging // Talanta. 2018. V. 180. P. 199. 
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2017.12.039

73. Karakuş E., Sayar M., Dartar S., Kaya B.U., Emrulla-
hoğlu M. Fluorescein propiolate: a propiolate-decorat-
ed fluorescent probe with remarkable selectivity to-
wards cysteine // Chem. Commun. 2019. V. 55. № 34.
P. 4937. 
https://doi.org/10.1039/c9cc01774g

74. Wang B.-J., Liu R.-J., Fang J., Wang Y.-W., Peng Y. A
water-soluble dual-site f luorescent probe for the rapid
detection of cysteine with high sensitivity and specific-
ity // Chem. Commun. 2019. V. 55. № 78. P. 11762. 
https://doi.org/10.1039/c9cc06468k

75. Kim Y., Choi M., Mulay S.V., Jang M., Kim J.Y.,
Lee W.-H., Jon S., Churchill D.G. Aqueous red-emis-
sive probe for the selective f luorescent detection of
cysteine by deprotection/cyclization cascade resulting
in large stokes’ shift // Chem. Eur. J. 2018. V. 24.
№ 21. P. 5623. 
https://doi.org/10.1002/chem.201706073

76. Shi W.-J., Feng L.-X., Wang X., Huang Y., Wei Y.-F.,
Huang Y.-Y., Ma H.-J., Wang W., Xiang M., Gao L. A
near-infrared-emission aza-BODIPY-based fluores-
cent probe for fast, selective, and “turn-on” detection
of HClO/ClO– // Talanta. 2021. V. 233. Article
122581. 
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122581

77. Bhattacharyya A., Makhal S.C., Guchhait N. Fate of
protected HBT based chemodosimeters after undergo-
ing deprotection: Restoration of ESIPT or generation
of emissive phenoxide? // Chem. Phys. 2019. V. 520.
P. 61–69. 
https://doi.org/10.1016/j.chemphys.2019.01.008

78. Болотин С.Н. Органические люминофоры с ано-
мально большим сдвигом Стокса / Люминесцент-
ный анализ. Проблемы аналитической химии.
Т. 19 / Под ред. Романовской Г.И. М.: Наука, 2015.
С. 84.

79. Kyrychenko A., Karpushina G.V., Svechkarev D., Kolo-
dezny D., Bogatyrenko S.I., Kryshtal A.P., Doroshen-
ko A.O. Fluorescence probing of thiol-functionalized
gold nanoparticles: Is alkylthiol coating of a nanopar-

ticle as hydrophobic as expected? // J. Phys. Chem. C.
2012. V. 116. № 39. P. 21059. 
https://doi.org/10.1021/jp3060813

80. Singh H., Bhargava G., Kumar S., Singh P. Microstruc-
tural (self-assembly) and optical based discrimination
of Hg2+, CN− and Hg(CN)2 ion-pair; Hg2+ promot-
ed-ESIPT assisted guanylation of thiourea // Sens.
Actuators. B: 2018. V. 272. P. 43. 
https://doi.org/10.1016/j.snb.2018.05.104

81. Pan W., Zheng C., Liao G., Liu G., Pu S. A H2O-in-
duced fluorescence turn-on diarylethene derivative
and its f luorescent sensing Al3+ // Microchem. J.
2021. V. 163. Article 105887. 
https://doi.org/10.1016/j.microc.2020.105887

82. Malini J., Sayed M. 1′-hydroxy-2′-acetonaphthone: A
simple f luorescence turn-on signaling probe with high
selectivity and sensitivity for Al3+ in pure water // J.
Photochem. Photobiol. A. 2021. V. 418. Article 113431. 
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2021.113431

83. Mudi N., Hazra P., Shyamal M., Maity S., Giri P.K.,
Samanta S.S., Mandal D., Misra A. Designed synthesis
of f luorescence ‘Turn-on’ dual sensor for selective de-
tection of Al3+ and Zn2+ in water // J. Fluoresc. 2021.
V. 31. № 2. P. 315. 
https://doi.org/10.1007/s10895-020-02664-2

84. Badekar P.S., Thakur G.C.N., Varma M.E.,
Ghatpande N.S., Kulkarni P.P., Kumbhar A.A.
Rhodamine-based fluorescence “turn-on” chemo-
sensor: detection of Fe3+ion in aqueous medium and
MCF-7 live cells // ChemistrySelect. 2021. V. 6. № 9.
P. 2373. 
https://doi.org/10.1002/slct.202004640

85. Cui S., Qiu S., Lu R., Pu S. A multi-functional f luores-
cent sensor for Zn2+ and  based on a newdiary-
lethene derivative // Tetrahedron Lett. 2018. V. 59.
№ 36. P. 3365. 
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2018.07.057

86. Liu X., Liu H., Tang X., Liu G., Pu S. A highly selective
colorimetric and fluorescent probe for Cu2+ based di-
arylethene with a diaminomaleonitrile unit // Tetrahe-
dron. 2021. V. 78. Article 131788. 
https://doi.org/10.1016/j.tet.2020.131788

87. Li M., Ruan S., Yang H., Zhang Y., Yang Y., Song J.,
Xu X., Wang Z., Wang S. Nopinone-based AIE-active
dual-functional f luorescent chemosensor for Hg2+

and Cu2+ and its environmental and biological appli-
cations // Dalton Trans. 2020. V. 49. № 43. P. 15299. 
https://doi.org/10.1039/d0dt02888f

88. Hontz D., Hensley J., Hiryak K., Lee J., Luchetta J.,
Torsiello M., Venditto M., Lucent D., Terzaghi W.,
Mencer D., Bommareddy A., VanWert A.L. A copper(II)
macrocycle complex for sensing biologically relevant
organic anions in a competitive f luorescence assay:
Oxalate sensor or urate sensor? // ACS Omega. 2020.
V. 5. № 31. P. 19469. 
https://doi.org/10.1021/acsomega.0c01655

89. Ravichandiran P., Kaliannagounder V.K., Bella A.P.,
Boguszewska-Czubara A., Masłyk M., Kim C.S., Park
C.H., Johnson P.M., Park B.-H., Han M.-K., Kim A.R.,
Yoo D.J. Simple Colorimetric and f luorescence che-
mosensing probe for selective detection of Sn2+ ions in
an aqueous solution: Evaluation of the novel sensing
mechanism and its bioimaging applications // Anal.
Chem. 2021. V. 93. № 2. P. 801. 
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.0c03196

4HSO−



826

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 9  2022

ОЛЕНИН, ЯГОВ

90. Ravichandiran P., Kaliannagounder V.K., Maroli N.,
Boguszewska-Czubara A., Masłyk M., Kim A.R.,
Park B.-H., Han M.-K., Kim C.S., Park C.H., Yoo D.J.
A dual-channel colorimetric and ratiometric f luores-
cence chemosensor for detection of Hg2+ ion and its
bioimaging applications // Spectrochim. Acta A. 2021.
V. 257. Article 119776. 
https://doi.org/10.1016/j.saa.2021.119776

91. Cai Y., Ren B., Peng C., Zhang C., Wei X. Highly sensi-
tive and selective f luorescence “turn-on” detection of
Pb (II) based on Fe3O4@Au–FITC nanocomposite //
Molecules. 2021. V. 26. № 11. Article 3180. 
https://doi.org/10.3390/molecules26113180

92. Jantra S., Palaga T., Rashatasakhon P., Sukwattanasin-
itt M., Wacharasindhu S. A “turn on” fluorometric and
colorimetric probe based on vinylphenol-BODIPY for
selective detection of Au(III) ion in solution and in liv-
ing cells // Dyes Pigm. 2021. V. 191. Article 109341. 
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2021.109341

93. Shang X., Li X., Han J., Jia S., Zhang J., Xu X. Colori-
metric and fluorescence turn-on sensor for biological-
ly important anions based on carbazole derivative //
Inorg. Chem. Commun. 2012. V. 16. P. 37. 
https://doi.org/10.1016/j.inoche.2011.11.025

94. Gong Y.-J., Lv M.-K., Zhang M.-L., Kong Z.-Z.,
Mao G.-J. A novel two-photon fluorescent probe with
long-wavelength emission for monitoring HClO in liv-
ing cells and tissues // Talanta. 2019. V. 192. P. 128. 
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2018.08.089

95. Chen B., Fu H., Lv Y., Li X., Han Y. An oxidative cy-
clization reaction based fluorescent ‘‘Turn-On” probe
for highly selective and rapid detection of hypochlor-
ous acid // Tetrahedron Lett. 2018. V. 59. № 12.
P. 1116. 
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2018.02.018

96. Zhang H., Yin X., Hong J., Deng Y., Feng G. A NIR flu-
orescence probe having significant f luorescence turn-
on signal at 700 nm and large Stokes shift for rapid de-
tection of HOCl in vivo // Talanta. 2021. V. 223. Article
121768. 
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.121768

97. Sun Q., Liu H., Qiu Y., Chen J., Wu F.-S., Luo X.-G.,
Wang D.-W. A highly sensitive and selective f luores-
cence turn-on probe for the sensing of H2S in vitro and
in vivo // Spectrochim. Acta A. 2021. V. 254. Article
119620. 
https://doi.org/10.1016/j.saa.2021.119620

98. Wu Q., Zheng J., Zhang W., Wang J., Liang W.,
Stadler F.J. A new quinoline-derived highly-sensitive
fluorescent probe for the detection of hydrazine with
excellent large-emission-shift ratiometric response //
Talanta. 2019. V. 195. P. 857. 
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2018.12.015

99. Hao Y., Zhang Y., Ruan K., Meng F., Li T., Guan J.,
Du L., Qu P., Xu M. A highly selective long-wavelength
fluorescent probe for hydrazine and its application in
living cell imaging // Spectrochim. Acta A. 2017.
V. 184. P. 355. 
https://doi.org/10.1016/j.saa.2017.04.041

100. Zhong K., He Y., Deng L., Yan X., Li X., Tang Y.,
Hou S., Tang L. A near-infrared f luorescent probe for
H2S based on tandem reaction to construct iminocou-
marin-benzothiazole and its application in food, wa-
ter, living cells // Anal. Chim. Acta. 2020. V. 1127.
P. 49. 
https://doi.org/10.1016/j.aca.2020.06.050

101. Zhang H., Xie Y., Wang P., Chen G., Liu R., Lam Y.-W.,
Hu Y., Zhu Q., Sun H. An iminocoumarin benzothi-
azole-based fluorescent probe for imaging hydrogen
sulfide in living cells // Talanta. 2015. V. 135. P. 149. 
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.12.044

102. Xu W., Li X., Han M., Zhou T., Yang Y., Li W. A
new“turn-on” fluorescence probe based on hydra-
zine-triggered tandem reaction // Spectrochim. Acta
A. 2020. V. 228. Article 117754. 
https://doi.org/10.1016/j.saa.2019.117754

103. Cui J., Cao L., Wang G., Ji W., Nie H., Yang C.,
Zhang X. A fast-responding, highly sensitive detection
system consisting of a f luorescent probe and palladium
ions for N2H4 in environmental water and living
cells // Anal. Methods. 2019. V. 11. № 39. P. 5023. 
https://doi.org/10.1039/c9ay01555h

104. Wei T.-B., Zhao Q., Li Z.-H., Dai X.-Y., Niu Y.-B.,
Yao H., Zhang Y.-M., Qu W.-J., Lin Q. Supramolecu-
lar organogel with aggregation-induced emission for
ultrasensitive detection and effective removal of Cu2+

and Hg2+ from aqueous solution // Dyes Pigm. 2021.
V. 192. Article 109436. 
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2021.109436

105. Yang Y., Chen P., Liu Y., Cai Z., Wang X., Me Y.,
Ding X., Lin L., Jiang H., Zhang Z., Ju Y. A colorimet-
ric indicator-displacement assay based on stable Cu2+

selective carbon dots for f luorescence turn-on detec-
tion of pyrophosphate anions in urine // Spectrochim.
Acta A. 2021. V. 251. Article 119479. 
https://doi.org/10.1016/j.saa.2021.119479

106. Yang R., Dou Y., Zhang Y., Qu L., Sun Y., Li Z. A facile
and highly efficient f luorescent turn-on switch strategy
based on diketone isomerization and its application in
peroxynitrite f luorescent imaging // Sens. Actuators
B. 2021. V. 337. Article 129805. 
https://doi.org/10.1016/j.snb.2021.129805

107. Chen L., Qi W., Du C., Wang Y., Liu C., Huang X.,
Chang X. A novel copper ion sensing f luorescent probe
for fast detection of pyrophosphate and alkaline phos-
phatase // New J. Chem. 2021. V. 45. № 7. P. 3727. 
https://doi.org/10.1039/d1nj00075f

108. Rhaman M.M., Fronczek F.R., Powell D.R., Hossain M.A.
Colourimetric and f luorescent detection of oxalate in
water by a new macrocycle-based dinuclear nickel
complex: A remarkable red shift of the f luorescence
band // Dalton Trans. 2014. V. 43. № 12. P. 4618. 
https://doi.org/10.1039/c3dt53467g

109. Wang T., Pang Q., Tong Z., Xiang H., Xiao N. A hydra-
zone-based spectroscopic off-on probe for sensing of
basic arginine and lysine // Spectrochim. Acta A.
2021. V. 258. Article 119824. 
https://doi.org/10.1016/j.saa.2021.119824

110. Basak M., Halder S., Das G. Folic acid induced disas-
sembly of self-assembled fluorene-naphthalene based
receptor and contemporaneous detection of folic acid
in aqueous medium // J. Photochem. Photobiol. A.
2021. V. 414. Article 113292. 
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2021.113292

111. Liu X., Dong L., Wang L., Xu H., Gao S., Zhong L.,
Zhang S., Jiang T. 2-Aminopurine modified DNA
probe for rapid and sensitive detection of L-cysteine //
Talanta. 2019. V. 202. P. 520. 
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2019.05.007

112. No H.S., Kim T., Hong J.-I. Iridium(III) complex-
based phosphorescent and electrochemiluminescent
dual sensor for selective detection of glutathione //



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 9  2022

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЭФФЕКТА ВОЗНИКАЮЩЕЙ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ 827

Sens. Actuators. B. 2021. V. 342. Article 129868. 
https://doi.org/10.1016/j.snb.2021.129868

113. Chen D., Long Z., Dang Y., Chen L. A novel f luorescent
probe with red emission and a large Stokes shift for se-
lective imaging of endogenous cysteine in living cells //
Analyst. 2018. V. 143. № 23. P. 5779. 
https://doi.org/10.1039/c8an01657g

114. Ma Y., Zhao Y., Xia L., Huang J., Gu Y., Wang P. A
novel one- and two-photon fluorescent probe induced
by light for selective imaging of Cys in living cells and
tissues // Anal. Chim. Acta. 2018. V. 1035. P. 161. 
https://doi.org/10.1016/j.aca.2018.06.036

115. Chen D., Long Z., Dang Y., Chen L. A new fluorescent
probe for specific detection of cysteine with facile
preparation and living cell imaging // Dyes Pigm.
2019. V. 166. P. 266. 
https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2019.03.051

116. Zhang S., Wu D., Wu J., Xia Q., Jia X., Song X.,
Zeng L., Yuan Y. A water-soluble near-infrared f luo-
rescent probe for sensitive and selective detection of
cysteine // Talanta. 2019. V. 204. P. 747. 
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2019.06.074

117. Hou J., Cai P., Wang C., Shen Y. A novel f luorescent
probe with a large stokes shift for cysteine based on di-
cyanoisophorone // Tetrahedron Lett. 2018. V. 59.
№ 26. P. 2581. 
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2018.05.057

118. Xiao Y., Guo K., Wei J., Gao X., Yi D., Li Y., Yu X.,
Zhang C., Wang Q. Selective detection of Cys and
GSH by using one f luorescent probe at two excitation
wavelengths // Tetrahedron Lett. 2020. V. 61. № 44.
Article 152462. 
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2020.152462

119. Sun W., Tang X., Li J., He M., Zhang R., Han X.,
Zhao Y., Ni Z. A novel 4-hydroxypyrene-based ‘‘off–
on” fluorescent probe with large Stokes shift for de-
tecting cysteine and its application in living cells //
Tetrahedron Lett. 2020. V. 61. № 6. Article 151467. 
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2019.151467

120. Wang Z., Yang S., Liu X., Yang T., Han T., He X.,
Jiang Y., Hao Y. A near-infrared turn-on f luorescent
probe for the rapid detection of selenocysteine and its
application of imaging in living cells and mice // Mi-
crochem. J. 2021. V. 170. Article 10668. 
https://doi.org/10.1016/j.microc.2021.106681

121. Gwynne L., Williams G.T., Yan K.-C., Gardiner J.E.,
Hilton K.L.F., Patenall B.L., Hiscock J.R., Maillard J.-Y.,
He X.-P., James T.D., Sedgwick A.C., Jenkins A.T.A.
The evaluation of ester functionalised TCF-based flu-
orescent probes for the detection of bacterial species //
Isr. J. Chem. 2021. V. 61. № 3–4. P. 234. 
https://doi.org/10.1002/ijch.202000105

122. Niu Y., Wang H., Wang Y., Feng L. A “turn-on” fluo-
rescent probe for ultra-sensitive detection of β-galac-
tosidase // Microchem. J. 2021. V. 166. Article 106205. 
https://doi.org/10.1016/j.microc.2021.106205

123. Pinto I.A., Toloza C.A.T., Almeida J.M.S., da Silva A.R.,
Larrude D.G., Aucélio R.Q. Quantification of neomycin
in rubella vaccine by off/on metal ion mediated photo-
luminescence from functionalized graphene quantum
dots // Spectrochim. Acta A. 2019. V. 220. Article
117139. 
https://doi.org/10.1016/j.saa.2019.117139

124. Liang M.-Y., Zhao B., Xiong Y., Chen W.-X., Huo J.-Z.,
Zhang F., Wang L., Li Y. A “turn-on” sensor based on
MnO2 coated UCNPs for detection of alkaline phos-

phatase and ascorbic acid // Dalton Trans. 2019. V. 48.
№ 43. P. 16199. 
https://doi.org/10.1039/c9dt02971k

125. Sui B., Liu X., Wang M., Belfield K.D. A Highly selec-
tive f luorescence turn-on sensor for extracellular calci-
um ion detection // Chem. Eur. J. 2016. V. 22. № 30.
P. 10351. 
https://doi.org/10.1002/chem.201602162

126. Xu W., Mu L., Yuan H., Zhang T., Shi W. Silicon
nanowires for ‘turn-on’ f luorescence detection of
Zn(II) // Appl. Surf. Sci. 2010. V. 256. № 24. P. 7565. 
https://doi.org/10.1016/j.apsusc.2010.06.003

127. Ma Z., Zhang D., Guo J., Li M., Wang T., Yin H.,
Wang H., Liu J. An anthraquinone-based “turn-on”
fluorescence probe for Hg2+ detection and its applica-
tion in cell imaging // Inorg. Chem. Commun. 2021.
V. 130. Article 108753. 
https://doi.org/10.1016/j.inoche.2021.108753

128. Gupta R.C., Dwivedi S.K., Ali R., Misra A. An efficient
molecular scaffold exhibiting f luorescence “turn-on”
response for cyanide and HCN // Chemistry Select.
2018. V. 3. № 7. P. 2025. 
https://doi.org/10.1002/slct.201702901

129. Ramírez-García G., Cervantes E.D., Mounzer O., De la
Rosa E., Luke T.L., De la Cruz F.N. A turn-on lumines-
cence method for phosphate determination based on
fast green-functionalized ZrO2:Yb,Er@ZrO2
Core@Shell upconversion nanoparticles // Anal.
Chem. 2019. V. 91. № 22. P. 14657. 
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.9b03817

130. Wang Y.-B., Luo H.-Z., Wang C.-Y., Guo Z.-Q.,
Zhu W.-H. A turn-on fluorescent probe based on π-ex-
tended coumarin for imaging endogenous hydrogen
peroxide in RAW 264.7 cells // J. Photochem. Photo-
biol. A. 2021. V. 414. Article 113270. 
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2021.113270

131. Dong J., Zhao Z., Liu R., Zhang H., Wu Y., Ba X. Inves-
tigation of a halloysite-based fluorescence probe with
a highly selective and sensitive “turn-on” response up-
on hydrogen peroxide // RSC Adv. 2017. V. 7. № 87.
P. 55067. 
https://doi.org/10.1039/c7ra10210k

132. Xu C., Xu W., Yang Z., Li S., Wang Y., Hua J. A turn-
on mitochondria-targeted near-infrared fluorescent
probe with a large Stokes shift for detecting and imag-
ing endogenous superoxide anion in cells // J. Photo-
chem. Photobiol. A. 2021. V. 415. Article 113304. 
https://doi.org/10.1016/j.jphotochem.2021.113304

133. Erande Y., Chemate S., More A., Sekar N. PET gov-
erned f luorescence “turn on” BODIPY probe for se-
lective detection of picric acid // RSC Adv. 2015. V. 5.
№ 109. P. 89482. 
https://doi.org/10.1039/c5ra17932g

134. Wang J.-Z., Li F., Xiao M.-M., Ma C.-R., Cheng G.-Q.,
Zhao B.-X. A new turn-on fluorescent probe for sens-
ing 4-methylbenzenethiol in real water samples //
Spectrochim. Acta A. 2021. V. 260. Article 119947. 
https://doi.org/10.1016/j.saa.2021.119947

135. Nsanzamahoro S., Zhang Y., Wang W.-F., Ding Y.-Z.,
Shi Y.-P., Yang J.-L. Fluorescence “turn-on” of sili-
con-containing nanoparticles for the determination of
resorcinol // Microchim. Acta. 2021. V. 188. № 2. Ar-
ticle 46. 
https://doi.org/10.1007/s00604-021-04700-9



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, 2022, том 77, № 9, с. 828–836

828

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИТРИПТИЛИНА МЕТОДОМ ПОЛЯРИЗАЦИОННОГО 
ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО ИММУНОАНАЛИЗА

© 2022 г.   Э. П. Медянцеваa, *, Э. Р. Газизуллинаa, Д. В. Брусницынa, 
С. В. Федоренкоb, А. Р. Мустафинаb, С. А. Ереминc

aКазанский (Приволжский) федеральный университет, Химический институт им. А.М. Бутлерова
ул. Кремлевская, 18, Казань 420008 Россия

bИнститут органической и физической химии им. А.Е. Арбузова, Федеральный исследовательский центр 
Казанский научный центр Российской академии наук

ул. Ак. Арбузова, 8, Казань 420088 Россия
cМосковский государственный университет имени М.В. Ломоносова, химический факультет

Ленинские горы, 1, Москва 119991 Россия
*е-mail: emedyant@gmail.com

Поступила в редакцию 08.10.2021 г.
После доработки 30.12.2021 г.

Принята к публикации 05.01.2022 г.

Разработан способ определения трициклического антидепрессанта амитриптилина с помощью по-
ляризационного флуоресцентного иммуноанализа на фоне буферного раствора, урины и грудного
молока с относительным стандартным отклонением не более 0.050. Синтезированы трейсеры путем
нековалентной сорбции амитриптилина на поверхности силикатных наночастиц, допированных
комплексами рутения(II). Для эффективного функционирования предложенного способа подобра-
ны оптимальные концентрации трейсера и антител путем разведения. Подбор количеств реагентов
осуществляли на основании получаемых значений интенсивности флуоресценции и поляризации
флуоресценции. Согласно требованиям чувствительности трейсера выбрано разведение 1 : 2, ин-
тенсивность флуоресценции которого 10-кратно превышает фоновое значение, при этом оптималь-
ное значение поляризации флуоресценции фиксируется на уровне 32. Оптимальное разведение анти-
тел, которое соответствует 70%-ному значению поляризации флуоресценции от максимального сигна-
ла, составило 1 : 200. Диапазон рабочих концентраций амитриптилина составил 1 × 10–10–1 × 10–5 М,
нижние границы определяемых содержаний на уровне (7−8) × 10–11 М. Полученные результаты пер-
спективны для контроля содержания амитриптилина как в фармацевтическом препарате, так и в
биологических жидкостях для установления эффективности проводимых терапевтических назна-
чений и в медико-криминалистических целях.

Ключевые слова: поляризационный флуоресцентный иммуноанализ, рутениевые силикатные нано-
частицы, амитриптилин.
DOI: 10.31857/S0044450222070088

Депрессия – психическое расстройство, ха-
рактеризующееся общим эмоциональным подав-
ленным состоянием в течение длительного пери-
ода, сопровождающееся апатией, нарушением
сна и аппетита, снижением самооценки, в неко-
торых случаях и суицидальными мыслями [1].
В зависимости от тяжести депрессии составляет-
ся план лечения пациента, включающий в себя
только психотерапию или психотерапию в соче-
тании с фармакотерапией, основу которой со-
ставляют антидепрессанты, регулирующие ак-
тивность биогенных аминов [2].

Развитие депрессии связывают с дефицитом
нейромедиаторов аминов в синаптических щелях
центральной нервной системы. Антидепрессанты

повышают уровень нейромедиаторов путем ин-
гибирования активности ферментов, которые их
расщепляют, блокирования их обратного нейро-
нального захвата или увеличения числа высво-
бождаемых нейромедиаторов от участков преси-
наптических нервных окончаний [3]. Монито-
ринг содержания антидепрессантов, в частности
трициклических (ТЦА), в биологических матери-
алах человека осуществляется в основном хрома-
тографическими методами [4–7].

В то же время актуально применение поляри-
зационного флуоресцентного иммуноанализа
(ПФИА), который представляет собой конкурент-
ный гомогенный метод иммуноанализа, основан-
ный на конкуренции определяемого антигена и
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трейсера (меченого антигена) за ограниченное чис-
ло центров связывания специфических антител
[8]. Метод позволяет экспрессно определять ле-
карственные соединения с высокими чувстви-
тельностью и селективностью, а также с мини-
мальной пробоподготовкой и использованием
малых объемов проб и реагентов. Это связано как
с контролем качества выпускаемой фармацевти-
ческой продукции, так и с медицинским и вете-
ринарным применением.

В последнее время активно разрабатываются
способы поляризационного флуоресцентного
иммунохимического определения в продуктах
животного происхождения антибиотиков: хло-
рамфеникола [9], гентамицина [10], гентамицина
и канамицина [11], клинафлоксацина [12], орби-
флоксацина [13] и цефалексина [14], поскольку
неправильное и чрезмерное применение анти-
биотиков для лечения и профилактики инфекци-
онных заболеваний крупного рогатого скота,
птиц и пчел приводит к кумуляции этих веществ
в мышечных тканях животных, молоке, яйцах и
меде с последующим негативным воздействием
на здоровье человека и появлением антибиотико-
резистентных микроорганизмов [15].

Нарастает и проблема загрязнения воды фар-
макологически активными соединениями, так
как препараты пагубно влияют на экосистему уже
при достаточно низких концентрациях [16]. Эколо-
гический мониторинг с использованием ПФИА
позволяет эффективно и быстро определять содер-
жание лекарственных соединений в сточных и по-
верхностных водах без какой-либо сложной пред-
варительной обработки (применяют только
фильтрацию) [17–19].

Анализ литературы показал, что в качестве
трейсеров в основном используют антигены, ме-
ченные флуоресцеинизотиоцианатом или его
производными. Нековалентная модификация
силикатных рутениевых наночастиц амитрипти-
лином для поляризационного флуоресцентного
определения трициклического антидепрессанта
использована впервые, что может расширить ана-
литические возможности метода.

Цель настоящего исследования заключалась в
разработке поляризационного флуоресцентно-
го иммунохимического определения трицикли-
ческого антидепрессанта (амитриптилина) в
биологических жидкостях (урина, грудное мо-
локо) с использованием силикатных наночастиц
[Ru(dipy)3]Cl2@SiO2.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Многофункциональный планшетный анали-

затор “PolarStarOmega” и 96-луночный планшет
(BMGLabtech, Германия) применяли для измере-
ний методом ПФИА. Планшетный анализатор в

базовой конфигурации позволяет проводить из-
мерения интенсивности флуоресценции, поля-
ризации флуоресценции, люминесценции, реги-
стрировать УФ-спектры поглощения.

Рутениевые силикатные наночастицы (НЧ)
([Ru(dipy)3]Cl2@SiO2) и трейсеры на основе амит-
риптилина, меченного данными НЧ, синтезиро-
ваны, охарактеризованы и предоставлены ст. на-
уч. сотр. С.В. Федоренко (ИОФХ им. А.Е. Арбузо-
ва КНЦ РАН). НЧ SiO2 и [Ru(dipy)3]Cl2@SiO2
получали по известным методикам [20, 21]. Вод-
ную дисперсию [Ru(dipy)3]Cl2@SiO2 использова-
ли в качестве флуоресцентной метки.

Методика синтеза трейсеров № 1, № 2, № 3.
Водную дисперсию [Ru(dipy)3]Cl2@SiO2 (4 г/л,
1 мл) центрифугировали (15000 об/мин, 20 мин,
4°С), отделяли 0.86 мл супернатанта. К 0.14 мл
дисперсии добавляли по 0.2 мл раствора амит-
риптилина в этаноле (сисх = 0.06 М) для трейсера
№ 1 (по 0.05 и 0.25 мл для трейсеров № 2 и № 3 со-
ответственно). Подвергали ультразвуковому воз-
действию в течение 20 мин. После 6.5, 4.5 или 4 ч
перемешивания при комнатной температуре соот-
ветственно в случае трейсера № добавляли 0.66 мл
воды, в случае трейсеров № 2 и № 3 доводили до
1.2 мл водой. Затем центрифугировали (15000 об/мин,
20 мин, 4°С). Промывали 10-кратно водой от из-
лишка амитриптилина с попеременным исполь-
зованием ультразвука и центрифугирования. Ко-
нечную дисперсию доводили до объема 1 мл.

Количество адсорбированного на силикатной
поверхности рутениевых НЧ амитриптилина
определяли путем оценки его концентрации в
смывах. Остаточную концентрацию аминотрип-
тилина оценивали с использованием градуиро-
вочных зависимостей тока от концентрации
амитриптилина, полученных с помощью амперо-
метрических иммуносенсоров на основе печат-
ных графитовых электродов, модифицированных
гибридными наноматериалами: оксидом графена
с цианидными гексарениевыми кластерами
(K4[{Re6S8}(CN)6]):

и восстановленным оксидом графена с
K4[{Re6S8}(CN)6]:

с диапазонами рабочих концентраций соответ-
ственно 1 × 10–10–1 × 10–5 и 1 × 10–10–1 × 10–6 М.

Иммуносенсоры опускали в электрохимиче-
скую ячейку, содержащую аликвоту смыва и фос-
фатный буферный раствор с рН 7.5. Регистриро-
вали аналитический сигнал (ток окисления гек-
сарениевых кластеров I*), по величине которого
рассчитывали концентрацию амитриптилина.

( ) ( ) ( )* 204  11 20.2 1 lg ,.0I c= ± + − ± −

( ) ( ) ( )* 204 10 18.2 0.8 l ,gI c= ± + − ± −
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Изучение смывов показало, что для трейсера
№ 1 характерно вымывание амитриптилина на
уровне 0.6 × 10–4 М, для трейсера № 2 – 1.3 × 10–4 М,
для трейсера № 3 – 1.1 × 10–4 М.

В качестве модификаторов поверхности ис-
пользовали оксид графена и восстановленный
оксид графена (Sigma Aldrich, США), цианидные
гексарениевые халькогенидные кластеры
K4[{Re6S8}(CN)6]·8H2O (синтезированы, охарак-
теризованы и предоставлены лабораторией
“Синтеза кластерных соединений и материалов”
Института неорганической химии им. А.В. Нико-
лаева СО РАН). Для более прочного закрепления
на поверхности электрода углеродные модифика-
торы наносили в составе аминопроизводного на
платформе полиэфирополиола второй генерации
(Н20-NH2) (модифицированы на кафедре неор-
ганической химии КФУ, Россия).

В работе использовали тетраэтилортосилан
(98%), водный раствор аммиака (28−30%),
[Ru(dipy)3]Cl2, Triton X-100 фирмы “Acros Organ-
ics” (США), н-гептанол (98%), циклогексан (99%)
фирмы “Acros” (США).

Поликлональные антитела (Ат) против ТЦА
предоставлены MicroPharm Ltd (Великобритания).

Объект анализа: лекарственное соединение
амитриптилин (Sigma-Aldrich, США) и содержа-
щий его фармацевтический препарат “Амитрип-
тилин” производства “ЗиО-Здоровье” (По-
дольск, Россия). Серию стандартных растворов
лекарств готовили по точно взятой навеске с по-
следующим минимальным количеством разбав-
лений в диапазоне от 10–10 до 10–4 М.

Фосфатные буферные растворы с рН 6.0−7.5 и
боратный буферный раствор с рН 8.0−9.0 готови-
ли из препаратов х. ч. и ч. д. а. (ЗАО “Лаверна”,
Россия).

Для приготовления модельной урины с pH 6.0
применяли мочевину, креатинин, хлорид натрия,
хлорид аммония, сульфат натрия, хлорид каль-
ция, хлорид калия, гидрофосфат калия марок ч. и
х. ч. (ООО НПФ “Татхимпродукт”, ООО АО “Ре-
ахим”, Россия).

Для пробоподготовки грудного молока ис-
пользовали концентрированную соляную кисло-
ту и хлорид калия марки х. ч. (ООО НПФ
“Татхимпродукт”, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Явление поляризации флуоресценции связано

с одновременным протеканием таких процессов,
как поглощение или эмиссия квантов света и вра-
щательная диффузия молекул в растворе. В ре-
зультате возбуждения флуорофоров плоскополя-
ризованным светом степень поляризации испус-
каемого излучения определяется углом поворота

молекулы за промежуток времени между погло-
щением и последующим испусканием фотона.
Так, ориентация больших по размерам молекул
практически не меняется, и наблюдается высокая
степень поляризации флуоресценции, а при вра-
щении небольших молекул, успевающих равно-
вероятно принимать любую ориентацию, –
низкая.

Таким образом, ПФИА позволяет исследовать
взаимодействия сильно отличающихся по разме-
рам молекул, в частности, антигена (Аг) с Ат. Не-
связанный трейсер вращается в растворе быстро,
излучаемый им свет сильно деполяризован, зна-
чение поляризации флуоресценции низкое. Вза-
имодействие трейсера со специфическим Ат при-
водит к образованию комплекса, который в рас-
творе вращается медленнее, свет поляризован,
поляризация флуоресценции высокая. Добавле-
ние целевого аналита приводит к снижению по-
ляризации флуоресценции, что обусловлено свя-
зыванием Аг с Ат и, следовательно, увеличением
количества свободного трейсера в растворе [22].

Оптимальные условий проведения поляризаци-
онного флуоресцентного иммуноанализа. Характе-
ристика флуоресцентных наночастиц. В ПФИА
имеется перечень требований к выбору флуорес-
центной метки: высокая интенсивность флуорес-
ценции, химическая и фотоустойчивость, нали-
чие функциональных групп для связывания с Аг,
отсутствие влияния на протекание иммунохимиче-
ской реакции. В связи с этим в качестве метки вы-
брали силикатные НЧ (диаметр – 46 нм, рис. 1), до-
пированные высоколюминесцентными комплек-
сами [Ru(dipy)3]Cl2@SiO2, свойства которых
согласуются со многими перечисленными выше
требованиями.

Данные атомно-эмиссионной спектроскопии
для силикатных НЧ: содержание (±10%) Si
(251.6 нм) 53.5 мг/л и Ru (267.9 нм) 1.96 мг/л.
Мольное соотношение Si : Ru составило 1 : 100.

В спектрах поглощения водной дисперсии НЧ
[Ru(dipy)3]Cl2@SiO2 имеются полосы при 244,
252, 285, 424, 451 нм, характеристичные для ком-
плекса Ru(II).

Наночастицы [Ru(dipy)3]Cl2@SiO2 характери-
зуются относительно небольшим отрицательным
ζ-потенциалом (−20.7 мВ при рН ∼7.0) по сравне-
нию с аналогичными НЧ, не содержащими
[Ru(dipy)3]2+ (−48 мВ при рН ∼7.0), что обуслов-
лено частичной компенсацией заряда силикат-
ной поверхности катионами комплекса.

Тестирование флуоресцентных наночастиц.
Интенсивность флуоресценции (FI) НЧ умень-
шается с увеличением разбавления, что видно из
рис. 2, причем при разбавлении в более чем
100 раз наблюдается резкое падение FI. FI 10-
кратно разбавленных НЧ в 25 раз превышает фо-
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новое значение FI (FI0), при этом степень поля-
ризации флуоресценции (FP) равна 32, поэтому
сНЧ = 0.49 г/л выбрана в качестве рабочей.

Характеристика реагентов для иммуноанализа.
В качестве реагентов для иммуноанализа исполь-

зовали поликлональные Ат против ТЦА и трейсер
на основе нековалентно амитриптилин-модифи-
цированных силикатных НЧ. Модификацию осу-
ществляли путем адсорбции амитриптилина на
силикатную поверхность за счет электростатиче-
ских или координационных взаимодействий, что
является перспективным способом получения
композитных НЧ.

Поскольку амитриптилин имеет полосы по-
глощения в области 200−300 нм, как и комплекс
трис-дипиридила рутения(II), то метод УФ-спек-
троскопии не позволяет однозначно рассчитать
концентрацию адсорбированного ТЦА.

В качестве модельной системы для изучения
адсорбции амитриптилина выбрали немодифици-
рованные силикатные НЧ SiO2 (диаметр – 47 нм,
рис. 1).

В соответствие с микрофотографиями, полу-
ченными методом просвечивающей электрон-
ной микроскопии (ПЭМ) (рис. 1), адсорбция
амитриптилина на силикатной поверхности
[Ru(dipy)3]Cl2@SiO2 и SiO2 не приводит к измене-
ниям ПЭМ полученных образцов-по причине
низкой концентрации амитриптилина на сили-
катной поверхности, необходимой для метода
ПФИА.

Косвенным подтверждением адсорбции ТЦА
могут служить данные динамического светорас-
сеяния, в частности, изменение дзета-потенциа-

Рис. 1. (а): Схема адсорбции амитриптилина на силикатной поверхности рутениевых наночастиц; ПЭМ-микрофото-
графии: (б) – амитриптилин-[Ru(dipy)3]Cl2@SiO2 и (в) − амитриптилин-SiO2.

(б) (в)100 нм 100 нм
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Рис. 2. Зависимость ΔFI = FI – FI0 от концентрации
флуоресцентных наночастиц, фосфатный буферный
раствор с рН 7.5.
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ла с −48 до −37 мВ для SiO2 и с −20.7 до −8 мВ для
НЧ [Ru(dipy)3]Cl2@SiO2.

Для определения остаточного количества ан-
тидепрессанта в смывах использовали градуиро-
вочные зависимости тока от концентрации амит-
риптилина, полученные с помощью амперомет-
рических иммуносенсоров на основе печатных
графитовых электродов, модифицированных ги-
бридными наноматериалами: оксидом графена с
цианидными гексарениевыми кластерами
(K4[{Re6S8}(CN)6]):

и восстановленным оксидом графена с
K4[{Re6S8}(CN)6]:

с диапазонами рабочих концентраций соответ-
ственно 1 × 10–10–1 × 10–5 и 1 × 10–10–1 × 10–6 М.

Иммуносенсоры опускали в электрохимиче-
скую ячейку, содержащую аликвоту смыва и фос-
фатный буферный раствор с рН 7.5. Регистриро-
вали аналитический сигнал (ток окисления гек-
сарениевых кластеров I*), по величине которого
рассчитывали концентрацию амитриптилина.

Изучение смывов показало, что для трейсера
№ 1 характерно вымывание амитриптилина на
уровне 0.6 × 10–4 М, для трейсера № 2 – 1.3 × 10–4 М,
для трейсера № 3 – 1.1 × 10–4 М.

По методике, подробно описанной в “Экспе-
риментальной части”, определили концентрации
амитриптилина в трейсерах № 1, 2 и 3: 6.9 × 10–11,
1.4 × 10–11 и 7.5 × 10–11 М соответственно.

Таким образом, можно судить о достаточной
адсорбции амитриптилина на силикатной по-

( ) ( ) ( )* 204 11 20.2 1.0 l ,gI c= ± + − ± −

( ) ( ) ( )* 204 10 18.2 0.8 l ,gI c= ± + − ± −

верхности рутениевых НЧ, необходимой для
функционирования трейсера.

Тестирование иммунореагентов. В ячейках
планшета проводили последовательное разведе-
ние трейсеров в буферном растворе. Регистриро-
вали FI и FP. Согласно требованиям чувствитель-
ности трейсера (S менее 5 FP) [23, 24] для трейсе-
ра № 1 выбрали разведение 1 : 1, для трейсера
№ 2 – 1 : 2, для трейсера № 3 – 1 : 5, FI которого
10-кратно превышает FI0, при этом оптимальное
значение FP фиксируется на уровне 32.

Изучено влияние рН буферного раствора на
активность флуорофора. Оптимальные значения
FP регистрируются при рН 7.5 и 9.0 (рис. 3б), од-
нако максимум FI наблюдается только при рН 7.5
(рис. 3а), поэтому последний выбран в качестве
рабочего рН, что также согласуется с данными,
полученными для люминесцентных НЧ на осно-
ве [Ru(dipy)3]2+ [25].

Следующим этапом проводили последова-
тельное разведение Ат в фосфатном буферном
растворе с рН 7.5 при фиксированной концентра-
ции трейсеров (рис. 4), после чего измеряли FP.
Оптимальным выбрано разведение, соответству-
ющее 70%-ному значению FP от максимального
сигнала – 1 : 200 (для всех трейсеров) [25].

Иммунохимическое определение антидепрес-
сантов в режиме поляризационного флуоресцентно-
го иммуноанализа. В лунки планшета к Аг добав-
ляли аликвоты растворов трейсера и Ат в выбран-
ных ранее разведениях, доводили до 200 мкл
фосфатным буферным раствором с рН 7.5 и реги-
стрировали зависимость изменения FP от кон-
центрации лекарственного соединения. Время
инкубации – 5 мин.

Рис. 3. Зависимость ΔFI = FI – FI0 (а) Cи FP (б) от рН буферного раствора. Трейсер № 1.
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Наибольшая чувствительность характерна для
трейсера № 2, содержащего наименьшее количе-
ство Аг. При сканировании диапазона концен-
траций амитриптилина от 10–11 до 10–4 М наблю-
дался линейный участок с высокой чувствитель-
ностью в интервале от 1 × 10–10 до 1 × 10–5 М (рис. 5,
табл. 1), выбранный в качестве области рабочих
концентраций.

Для проверки правильности результатов ис-
пользовали способ введено-найдено (табл. 2). От-
носительное стандартное отклонение (sr) не пре-
вышает 0.042.

Определение лекарственного вещества в урине.
Выведение антидепрессантов из организма про-
исходит через мочевыделительную систему, по-
этому актуальна разработка методик их определе-
ния в урине в режиме ПФИА.

Амитриптилин определяли в модельном рас-
творе урины (pH 6.0) (табл. 3) [26] (рН мочи в нор-
ме от 5.0 до 6.5).

Методика определения. В ячейки планшета к Аг
добавляли аликвоты растворов трейсера и Ат в
выбранных ранее разведениях, модельной урины,
доводили до метки фосфатным буферным рас-
твором с рН 7.5 и регистрировали зависимость из-
менения FP от концентрации лекарственного со-
единения. Время инкубации – 5 мин.

Определение лекарственного вещества в груд-
ном молоке. Амитриптилин может назначаться
при тяжелой форме послеродовой депрессии и
способен проникать в грудное молоко. Кормле-
ние возможно при отсутствии побочных эффек-
тов у младенца [27]. Таким образом, вопрос о мо-

Рис. 4. Кривые зависимости поляризации флуорес-
ценции от разведения антител при фиксированной
концентрации трейсеров № 1 (1), № 2 (2) и № 3 (3),
фосфатный буферный раствор с рН 7.5.
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Рис. 5. Градуировочные зависимости для определе-
ния амитриптилина методом поляризационного флу-
оресцентного иммуноанализа с использованием
трейсеров № 1 (1), № 2 (2) и № 3 (3), фосфатный бу-
ферный раствор с рН 7.5.
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Таблица 1. Аналитические возможности определения амитриптилина методом поляризационного флуоресцент-
ного иммуноанализа с использованием различных трейсеров на фоне фосфатного буферного раствора с рН 7.5
(n = 5, Р = 0.95)

Область рабочих 
концентраций, М

Уравнение градуировочной зависимости 
FP = (A ± δ) + (B ± δ)(−lg c) сн, М

A ± δ B ± δ r

С использованием трейсера № 1

1 × 10–10–1 × 10–5 −85 ± 4 25 ± 1 0.9990 6 × 10–11

С использованием трейсера № 2

1 × 10–10–1 × 10–5 −363 ± 18 80 ± 4 0.9993 7 × 10–11

С использованием трейсера № 3

1 × 10–9–1 × 10–6 −436 ± 22 78 ± 4 0.9955 8 × 10–10
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ниторинге содержания амитриптилина в грудном
молоке с помощью ПФИА является актуальным.

Амитриптилин определяли на фоне грудного
молока (табл. 3).

Пробоподготовка. Пробу грудного молока
(1500 мкл) помещали в центрифужную пробирку,
приливали 50 мкл концентрированной соляной
кислоты для гидролиза белка и центрифугирова-
ли в течение 20 мин при скорости 6000 об/мин.
Затем добавляли навеску (0.5 г) хлорида щелоч-
ного или щелочноземельного металла (хлорида
калия) для осаждения белка и отстаивали в тече-
ние 5 мин. После повторного центрифугирования
при аналогичных условиях центрифугат филь-
тровали через двойной бумажный фильтр. Полу-
ченный фильтрат является подготовленной про-
бой [28].

Методика определения. В ячейки планшета к Аг
добавляли аликвоты растворов трейсера и Ат в
выбранных ранее разведениях, грудного молока,
доводили до метки фосфатным буферным рас-
твором с рН 7.5 и регистрировали зависимость из-
менения FP от концентрации лекарственного со-
единения. Время инкубации – 5 мин.

Для проверки правильности результатов ис-
пользовали способ введено−найдено (табл. 2).
Относительное стандартное отклонение (sr) не
превышает 0.050.

Поскольку в литературе отсутствуют сведения
о поляризационном флуоресцентном иммунохи-
мическом определении амитриптилина с исполь-
зованием рутениевых силикатных наночастиц в
качестве метки, предложенные методики анализа
перспективны для решения поставленных в рабо-
те задач, что подтверждают также данные по со-
поставлению аналитических возможностей су-
ществующих и предложенного способов опреде-
ления антидепрессанта (табл. 4).

Исследование выполнено в рамках Программы
развития Междисциплинарной научно-образова-
тельной школы Московского университета “Буду-
щее планеты и глобальные изменения окружающей
среды”.

Авторы благодарят ЦКП-САЦ ФИЦ КазНЦ
РАН за техническую поддержку проведенных иссле-
дований. Работа А.Р. Мустафиной и С.В. Федорен-
ко осуществлялась за счет средств субсидии, выде-
ленной ФИЦ КазНЦРАН для выполнения государ-

Таблица 2. Результаты определения амитриптилина методом поляризационного флуоресцентного иммуноана-
лиза (трейсер № 2, n = 5, Р = 0.95)

Введено, М Найдено, М sr

Фосфатный буферный раствор с рН 7.5

1 × 10–8 (1.04 ± 0.05) × 10–8 0.042

1 × 10–7 (1.00 ± 0.04) × 10–7 0.036

Модельная урина

1 × 10–8 (1.01 ± 0.05) × 10–8 0.047

1 × 10–7 (0.99 ± 0.04) × 10–7 0.040

Грудное молоко

1 × 10–8 (1.05 ± 0.05) × 10–8 0.049

1 × 10–7 (1.01 ± 0.04) × 10–7 0.041

Таблица 3. Аналитические возможности определения амитриптилина методом поляризационного флуоресцент-
ного иммуноанализа на фоне модельной урины и грудного молока (трейсер № 2, n = 5, Р = 0.95)

Область рабочих 
концентраций, М

Уравнение градуировочной зависимости 
FP = (A ± δ) + (B ± δ)(−lg c) сн, М

A ± δ B ± δ r

Модельная урина

1 × 10–10–1 × 10–5 −403 ± 20 92 ± 5 0.9993 8 × 10–11

Грудное молоко

1 × 10–9–1 × 10–5 −451 ± 23 97 ± 5 0.9983 7 × 10–10
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Установлены основные закономерности количественных изменений в энергодисперсионных спек-
трах при определении элементного состава порошкообразных материалов. Показано, что в боль-
шинстве случаев при определенной энергии зондирующих электронов расчет относительных мас-
совых долей элементов в образцах порошков приводит к результатам, не отличающимся от полу-
ченных на эталонных полированных поверхностях образцов. При обобщении экспериментальных
данных получена эмпирическая зависимость, связывающая параметры характеристических фото-
нов с величиной ускоряющего напряжения, необходимого для получения корректного соотноше-
ния массовых концентраций элементов при анализе порошкообразных материалов. Предложена
методика корректировки результатов элементного анализа порошковых образцов.

Ключевые слова: энергодисперсионный спектр, интенсивности диагностических линий, элемент-
ный анализ, ускоряющее напряжение, энергия характеристических фотонов, ослабление рентге-
новского излучения, расчет массовых долей.
DOI: 10.31857/S0044450222090110

Электронно-зондовый энергодисперсионный
анализ – распространенный и достаточно эффек-
тивный экспресс-метод определения элементно-
го состава материалов. Системы энергодисперси-
онного микроанализа компактны, легко интегри-
руемы в электронно-микроскопические системы.
Детекторы рентгеновских фотонов позволяют
обнаруживать примесные элементы с пределом
детектирования около 0.05–0.1 мас. % и прово-
дить анализ с относительной погрешностью в
пределах 10% для элементов с концентрацией 1–
10 мас. % [1–4].

Общими неизменными требованиями для по-
лучения корректных результатов расчета относи-
тельных долей элементов являются однородность
состава в пределах зоны генерации рентгеновских
фотонов, строго определенная ориентация плос-
кости поверхности образца и высокая степень ее
гладкости, обычно достигаемая разными спосо-
бами полирования. В большинстве случаев не-
идеальная гладкость поверхности образца являет-
ся главной причиной смещения результатов ко-
личественного анализа. При этом качество
обработки поверхности влияет в большей степе-

ни на рентгеновские диагностические линии с
небольшой энергией. Так, моделирование мето-
дами Монте-Карло показывает, что борозды глу-
биной и шириной около 100 нм, ориентирован-
ные перпендикулярно направлению движения
фотонов от поверхности образца к детектору,
приводят к относительному занижению на 5%
интенсивностей K-линий кислорода (0.51 кэВ) и
L-линий железа (0.71 кэВ) в спектре оксида желе-
за. Занижение интенсивностей на величину ме-
нее 1% достигается лишь при уменьшении разме-
ров таких неровностей до 20 нм [4, 5]. При анали-
зе в точке может наблюдаться как завышение, так
и занижение интенсивности низкоэнергетиче-
ской линии относительно более высоко энергети-
ческой в зависимости от положения точки анали-
за относительно направления на детектор. Это
сопровождается отклонениями результатов вы-
числения массового содержания элементов от не-
скольких десятков до сотни процентов [1, 4]. При
сканировании вдоль линии или растром геомет-
рические эффекты вследствие усреднения ориен-
тации локальных участков поверхности сказыва-
ются в меньшей степени.
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Наиболее сильно влияние геометрии поверх-
ности должно сказываться при количественном
анализе по характеристическим линиям с энерги-
ей менее 200 эВ, включая К-линию лития. В по-
следние годы показана возможность диагности-
рования фотонов с такими энергиями с использо-
ванием детекторов большой площади с низким
уровнем шума [6–8]. Геометрические неоднород-
ности должны влиять на результаты определения
легких элементов в максимальной степени при
локальном сканировании по участкам с размером
менее 50 нм, достигаемом в низковольтной ска-
нирующей микроскопии [9].

В целом трудности количественного элек-
тронно-зондового анализа порошковых образцов
обсуждаются уже около 50 лет [10]. Выделяют сле-
дующие основные причины их возникновения.
Во-первых, это так называемый массовый эф-
фект или эффект уменьшения области генерации
рентгеновских фотонов, связанный с увеличени-
ем доли отраженных электронов при падении на
неровности или грани отдельных частиц, ориен-
тация которых по отношению к электронному
зонду отличается от нормальной [4, 11, 12]. Мас-
совый эффект наблюдается и для индивидуаль-
ных микрочастиц, если их объем меньше области
генерации рентгеновского излучения. В таком
случае область генерации имеет обрыв, а измеря-
емая интенсивность характеристической линии
занижена по сравнению с интенсивностью, изме-
ренной при тех же условиях на массивном поли-
рованном образце.

Во-вторых, в зависимости от положения точки
анализа на неровной поверхности по отношению
к детектору пробег фотона в материале может
уменьшаться или увеличиваться. Отношение ре-
гистрируемых интенсивностей низкоэнергетиче-
ских линий к интенсивностям линий с высокой
энергией может быть в разы больше или меньше
отношения, наблюдаемого для образца с глад-
кой поверхностью вследствие сильно различаю-
щихся коэффициентов поглощения [4, 5, 11].
Данная закономерность носит название “эф-
фект поглощения”.

В качестве третьего и менее значимого факто-
ра указывается обрыв области генерации флуо-
ресцентного излучения даже для достаточно
крупных частиц с размерами порядка десятков
микрометров. Данный эффект обусловливает не-
обходимость дополнительной корректировки
при анализе отдельных частиц, спектр характери-
стического рентгеновского излучения которых
содержит близкие по энергии диагностические
линии [4, 10].

Одним из возможных способов достижения
удовлетворительных результатов элементного
анализа в случае неровных поверхностей и инди-
видуальных частиц является использование мето-
да пик/фон. В его основе лежит наблюдаемое яв-

ление, состоящее в том, что отношение интен-
сивностей характеристического и тормозного
излучений с одинаковой энергией мало зависит
от формы и размеров образца. Метод заключается
во введении поправки в интенсивность характе-
ристической линии элемента в составе исследуе-
мого неровного образца в виде коэффициента,
являющегося отношением интенсивности тор-
мозного фона для массивного полированного об-
разца и исследуемого материала [4]. Интенсив-
ность тормозного излучения от полированного
образца измеряется на одноэлементных стандар-
тах или стандартах, близких по составу к исследу-
емому веществу. В другом случае она может быть
получена моделированием на основе закономер-
ностей возникновения непрерывного рентгенов-
ского излучения [11, 13, 14]. Однако отмечается,
что в случае малых частиц, для которых сильно
выражен массовый эффект, наблюдается анизо-
тропия генерации характеристического и непре-
рывного рентгеновского излучения [13]. Это тре-
бует внесения дополнительных изменений в экс-
периментально определяемую интенсивность
фона с учетом размеров и геометрии частиц. Так-
же к сложностям правильного подбора аппрокси-
мирующей кривой для фона тормозного излуче-
ния приводит использование низких ускоряю-
щих электронный зонд напряжений, снижающих
проявление массового эффекта [15]. Кроме того,
во всех случаях анализа частиц или массивных
образцов с шероховатой поверхностью вслед-
ствие относительно низкой детектируемой ин-
тенсивности непрерывного фонового излучения
неизбежно возникает существенная погрешность
при определении отношения пик/фон. Это вле-
чет необходимость значительного увеличения
времени набора энергодисперсионного спектра.
В целом же метод пик/фон достаточно эффекти-
вен, позволяет уменьшить относительную по-
грешность расчета концентрации элементов до
величин в пределах от нескольких до десяти про-
центов в зависимости от содержания элементов в
материале.

Другим подходом для учета массового эффекта
и эффекта поглощения является теоретическое
моделирование, учитывающее ограничения по-
верхностью частицы зоны генерации и поглощения
рентгеновских фотонов. Подобные исследования
ведутся с 70-х годов прошлого века [10, 16–19]. Тео-
ретическая корректировка особенностей геомет-
рии образца является трудоемкой и дает хорошие
результаты с относительной погрешностью поряд-
ка 1–3% лишь при исследовании состава одиноч-
ных частиц строго определенных формы и размеров
в матрице известного состава [20].

В качестве альтернативного пути предлагается
корректировка экспериментальных спектров на
основании постоянно пополняющихся баз экс-
периментальных данных и данных о моделирова-
нии генерации и поглощения рентгеновских фо-
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тонов для частиц разного состава и морфологии
[21]. Относительно практического применения
для анализа такой подход предполагает, что среди
моделированных и/или экспериментальных дан-
ных должны обнаруживаться энергодисперсион-
ные спектры материалов, которые при огромном
разнообразии возможных форм и размеров ча-
стиц близко совпадают по геометрии с исследуе-
мым образцом.

В случае с порошковыми материалами геомет-
рия поверхности образца носит случайный харак-
тер. В работе [22] предложено теоретическое
определение отношения интенсивностей линий
элементов методом интегрирования с учетом мо-
делируемого распределения плотности генера-
ции характеристического излучения под наклон-
ной плоскостью со случайным углом наклона и
ориентацией относительно детектора рентгенов-
ских фотонов. Получено совпадение с экспери-
ментальными зависимостями относительных ин-
тенсивностей от энергии электронов. Трудоем-
кость и длительность расчетов может вызвать
затруднения для включения описываемого теоре-
тического аппарата в алгоритмы автоматической
корректировки результатов анализа. Тем не ме-
нее одним из важных выявленных фактов являет-
ся то, что при некоторых энергиях зондирующих
электронов отношения интенсивностей диагно-
стических линий некоторых или всех пар элемен-
тов в порошковых материалах совпадают с тако-
выми для плоскополированных образцов того же
состава. Это предполагает возможность получе-
ния более точных результатов количественного
анализа при определенных значениях ускоряю-
щего напряжения.

В данной работе рассматривается способ эле-
ментного дисперсионного анализа порошкооб-
разных материалов на основании эмпирического
подбора энергии сканирующих электронов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Аппаратура. Энергодисперсионные спектры

получали на двулучевой СЭМ-ФИП системе
Quanta 3D 200i (FEI, Нидерланды) с приставкой
элементного анализа EDAX Apollo X (Ametek Inc.,
США). Диапазон ускоряющих напряжений 3–30 кВ,
рабочий отрезок при наборе энергодисперсион-
ных спектров 15 мм, угол сбора рентгеновских
фотонов относительно направления движения
электронов зонда 50.5°. Использовали режимы
высокого вакуума для полупроводниковых образ-
цов и низкого вакуума с заполнением рабочей ка-
меры парами воды под давлением 70–80 Па для
диэлектрических материалов. Спектры обраба-
тывали в программной среде EDAХ Genesis (Am-
etek Inc., США). Для вычисления массовых долей
элементов использовали метод ZAF-коррекции.
Количественный анализ в случае наличия низко-
энергетических диагностических линий (менее

0.8 кэВ) проводили с использованием эталонных
образцов в виде соединений.

Объекты анализа. В качестве анализируемых
материалов выбрали образцы, содержащие менее
1 мас. % примесных элементов. Использовали
полупроводниковые материалы: карбид кремния
(SiC) в виде шлифовальных порошков механиче-
ских фракций F220, F600, F1200, F2000 и полиро-
ванной поверхности муассанита; минералы касси-
терит (SnO2), стибнит (Sb2S3), пирит (FeS2), куприт
(Cu2O), цинкит (ZnO), халькопирит (CuFeS2), арсе-
нопирит (FeAsS), теннантит (Cu12As4S13), дискразит
(Ag3Sb), Zn-замещенный минерал изоморфного ря-
да тетраэдрит-теннантит (Cu(3 – x)ZnxSbS(3 – y)Asy).
Диэлектрические минералы: кварц (SiO2), корунд
(Al2O3), кианит (Al2O(SiO4)), флюорит (CaF2), ис-
ландский шпат (CaCO3), целестин (SrSO4), вилле-
мит (Zn2SiO4), микроклин (KAlSi3O8), сколецит
(CaAl2Si3O10·3H2O), энстатит (Mg1.92Fe0.08(Si2O6)),
спессартин (Ca0.17Mg0.70Mn2.31Al2(SiO4)3). В каче-
стве контрольных использовали полированные
поверхности образцов, перевод в порошкообраз-
ное состояние проводили дроблением и растира-
нием в агатовой ступке, для минералов с высокой
твердостью применяли шлифующую резку инстру-
ментами с алмазными абразивами. Поверхность
порошков в кювете выравнивали полированной
пластиной из поликристаллического корунда. Ви-
зуально контролировали горизонтальность поверх-
ности при размещении в камере микроскопа и от-
сутствие неровностей более 300 мкм в зоне скани-
рования.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Общие закономерности изменения интенсивно-

стей диагностических линий на примере бинарных
соединений. Относительные отклонения реги-
стрируемых интенсивностей диагностических
рентгеновских линий в энергодисперсионных
спектрах порошкообразных образцов оценивали
попарно по величине K:

(1)

где I1 и I2 – интенсивности диагностических ли-
ний элементов соответственно с меньшей и боль-
шей энергий для порошкового материала,  и

– интенсивности тех же линий в контрольном
спектре, полученном с полированной поверх-
ности.

Такой подход позволяет избежать влияния та-
ких факторов, как непропорциональное измене-
ние интенсивностей линий с разными энергиями
при изменении энергии зондирующих электро-
нов, различий в чувствительности детектора к
рентгеновским фотонам разных энергий. Ис-
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пользование величины K также допускает полу-
чение спектров контрольного и порошкообраз-
ного образца при разных значениях силы тока
сканирующего электронного пучка.

Наиболее сильное искажение относительных
величин диагностических пиков наблюдается для
карбида кремния. Исследованы несколько раз-
мерных фракций порошка (рис. 1). Величина K,
рассчитанная для линий углерода С(K-L3) и сум-
марной линии кремния Si(K-L3, K-M3), зависит
от энергии зондирующих электронов, как показа-
но на рис. 2а. В зависимости от энергии зондиру-
ющих электронов может происходить как отно-
сительное занижение рефлекса углерода, так и
завышение. Соответственно в результатах коли-
чественного анализа доля углерода может ока-
заться завышенной или заниженной. Не обнару-
жена зависимость величины K от среднего разме-
ра частиц в порошке, за исключением самой
мелкоразмерной фракции. Этот факт мы объяс-
няем тем, что для мелких фракций материала
сильно сказывается массовый эффект, когда для
большого количества частиц размеры зоны гене-
рации рентгеновского излучения начинают пре-
восходить размеры самих частиц. Область генера-
ции в таком случае переходит через поверхность
соседней частицы, которая может оказаться ори-
ентированной на детектор и обеспечить слабое
поглощение фотонов. Частичным подтверждени-
ем этому является результат моделирования раз-
мера области генерации излучения углерода
(рис. 2б) методами Монте-Карло с помощью про-
граммы CASINO v.2.48. (https://www.gel.usher-
brooke.ca/casino/). Описание программного про-
дукта приведено в работах [23–26].

Резкие различия в поведении характеристики К
для мелкоразмерной фракции проявляются в тот
момент, когда глубина и сопоставимый с ней ра-
диус области генерации характеристического из-
лучения углерода начинают превосходить сред-
ний размер частицы. Аналогично массовый эф-
фект присутствует и для линии кремния. Но
вследствие больших различий в массовых коэф-
фициентах поглощения С(K-L3) и Si(K-L3, K-M3),
25200 и 390 см2/г соответственно, относительное
уменьшение поглощения характеристических
фотонов кремния пренебрежимо мало.

По результатам прочих экспериментов какой-
либо зависимости характеристики K от размера
частиц порошка не обнаружено. Так, в случае
порошков SnO2, полученных дроблением и до-
полнительным растиранием, зависимости вели-
чины К, определенной для интенсивностей ли-
ний O(K-L3) и суммарных Sn(L3-M5,4; L3-N5;
L2-M4; L1-M3), от энергии зондирующих электро-
нов идентичны (рис. 3).

Еще одной особенностью отношения интен-
сивностей К является то, что зависимость К от
энергии электронов зонда может практически от-

сутствовать, если энергии диагностических ли-
ний и коэффициенты поглощения в образце со-
ответствующих фотонов отличаются на неболь-
шую величину. Так, при анализе порошка
дискразита (Ag3Sb) определенной достоверной
зависимости не установлено для линий L-серии
серебра Ag(L3-M5,4; L3-N5; L2-M4; L1-M3) и L-се-
рии сурьмы Sb(L3-M5,4; L3-N5; L2-M4; L1-M3) c
энергиями максимального пика 2.98 и 3.61 кэВ
(рис. 4а). При этом для основной линии серии
сурьмы вследствие близости к краю поглощения
серебра полный коэффициент ослабления
(μ/ρ)Sb(L) = 1290 см2/г превосходит таковой для се-
ребра (μ/ρ)Ag(L) = 580 см2/г. Если рентгеновские
излучательные серии имеют более значимые раз-
личия по энергиям, наложения энергии высоко-
энергетических фотонов на край поглощения бо-
лее легким элементом не происходит. В таком
случае зависимость относительных интенсивно-
стей K от энергии зондирующих электронов ста-
новится более выраженной. Для примера на рис.
4а данная зависимость показана для К-серии се-
ры S(К-L3,-M3) и L-серии сурьмы Sb(L3-M5,4; L3-
N5; L2-M4; L1-M3) с энергиями основной линии
2.31 и 3.61 кэВ соответственно. Равенство K = 1
задает интервал ускоряющих напряжений, требу-
емых для корректного элементного анализа Sb2S3,
27–30 кВ. Действительно, анализ при энергии
электронов зонда 28 кэВ приводит к результатам,
соответствующим стехиометрии стибнита.

Элементы Si и Al имеют соседние порядковые
номера. Это обусловливает в соответствующих
оксидах SiO2 и Al2O3 близость коэффициентов
ослабления для диагностической линии O(K-L3)
и схожие зависимости параметра K для пар линий
O(K)/Si(K) и O(K)/Al(K) от ускоряющего напря-
жения. Кроме того, практически неразличимы
размеры и форма областей генерации характери-
стических фотонов элементов. В данном и подоб-
ных случаях алгоритмы корректировки результатов
расчета содержания соседствующих по порядково-
му номеру элементов могут быть одинаковыми.
В частности, правильные результаты количе-
ственного определения элементов в порошке (и
SiO2, и Al2O3) достигаются при ускоряющем на-
пряжении 17 ± 0.5 кВ.

Напротив, зависимости интенсивностей диа-
гностических линий соседних по порядку элемен-
тов Cu и Zn в оксидах Cu2O и ZnO по отношению
к линии кислорода от энергии индуцирующих из-
лучение электронов несколько различаются
(рис. 4б). Коэффициенты ослабления для диа-
гностических линий O(K-L3), Сu, Zn(L3-M4,5; L2-
M4; L3-M1), Cu, Zn(K-L2,3; K-M3) в соответствую-
щих оксидах имеют лишь небольшие отличия. Но
при этом глубина области генерации для характе-
ристических фотонов в Cu2O и ZnO имеет суще-
ственные различия. Так, например, при модели-
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ровании области генерации рентгеновского излу-
чения максимум плотности и максимальная
глубина генерации для линии Zn(K-L2,3; K-M3) в
оксиде цинка при энергии электронов 15 кэВ со-
ставляют 190 и 950 нм. В оксиде меди для линии
Cu(K-L2,3; K-M3), имеющей меньшую энергию,
соответствующие параметры имеют значения 140
и 760 нм. Таким образом, в материалах, резко от-
личающихся по поглощению и рассеиванию пер-
вичных электронов зонда, для количественного
определения близких и даже совпадающих по по-
рядковому номеру элементов оптимальные зна-
чения энергии электронов зонда могут не сов-
падать.

Многоэлементные соединения. В отличие от би-
нарных, в многоэлементных соединениях равен-
ство K = 1 для интенсивностей диагностических
линий двух элементов при определенном ускоря-

ющем напряжении не означает, что при данном
напряжении правильным окажется также отно-
шение рассчитанных массовых долей этих эле-
ментов. Результат расчета также определяется ко-
личеством прочих элементов в составе. В каче-
стве примера на рис. 5а приведены зависимости
параметра от энергии зондирующих электронов для
пар диагностических линий O(K-L3)/Ca(K-L2,3;
K-M3) и С(K-L3)/O(K-L3) в порошке исландского
шпата (CaCO3).

Корректные по сравнению с полированным
образцом отношения интенсивностей линий
O(K)/Ca(K) и С(K)/O(K) наблюдаются при уско-
ряющих напряжениях 22.5 и 10 кВ соответствен-
но. Отношения рассчитанных массовых долей
WtO/WtCа и WtС/WtO оказались соответствующи-
ми стехиометрии CaCO3 при близких, но не-

Рис. 1. СЭМ-изображения порошков SiC со средними линейными размерами частиц 62 мкм (а), 11 мкм (б), 3.4 мкм
(в), 1.4 мкм (г); длина масштабного отрезка приведена в микрометрах.

200 50(a) (б)

(в) (г) 510
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сколько отличающихся значениях ускоряющего
напряжения 21.5 и 9 кВ соответственно. При этом
правильному отношению WtO/WtCа в результатах
расчета сопутствует занижение количества угле-
рода, правильному отношению WtС/WtO – завы-
шение кальция. Полностью скорректированный
результат получается при совместном решении
уравнений

(2)

Таким образом, для уточнения результатов ана-
лиза трехэлементных порошковых материалов
достаточно при определенных ускоряющих на-
пряжениях определить правильные отношения
массовых долей двух пар элементов.

При наличии в составе элементов, соседству-
ющих в периодической системе, но при отсут-
ствии в энергодисперсионном спектре краев по-
глощения около диагностических линий, можно
считать, что отношения массовых долей этих эле-
ментов будут правильными в широком диапазоне
ускоряющих напряжений (рис. 5а). Так при ана-
лизе спектров порошка кианита (Al2O(SiO4))
установлено, что для корректировки результатов
элементного анализа достаточно подобрать уско-
ряющее напряжение, при котором в правильном
соотношении находятся массовые доли пар эле-
ментов WtO и WtSi или WtO и WtAl. В случае с
Al2O(SiO4) это напряжение составляет 17.5 кВ и
численно совпадает с энергией электронов 17.5 кэВ,

( )
( )

O Cа O,Ca

С O C,O

С O Cа

) 
)

а / 21 кВ ;
б / 9 кВ ;
в  

 
) 1. 

Wt Wt Z
Wt Wt Z
Wt Wt Wt

=
=

+ + =

при которой выполняется равенство К = 1 для па-
ры линий O(K)/Si(K).

Аналогичный пример представлен на рис. 5б для
порошкообразного сколецита (CaAl2Si3O10·3H2O),
имеющего в составе четыре диагностируемых
энергодисперсионным методом элемента. В слу-
чае четырехэлементного состава достаточно
определить корректные отношения массовых до-
лей для трех независимых пар элементов. Пра-
вильное в пределах погрешности эксперимента
соотношение массовых долей Al и Si получено во
всем использованном диапазоне ускоряющих на-
пряжений. Отношения массовых долей WtO/WtCа
и WtO/WtSi совпадают с эталонными при энергиях
зондирующих электронов 19 и 16 кэВ.

Для соединений элементов, допускающих
анализ по диагностическим линиям двух серий
излучения, спектр возможных комбинаций пар
линий значительно расширяется. На рис. 6 пред-
ставлены зависимости параметра К от энергии
электронов зонда нескольких пар характеристи-
ческих линий в энергодисперсионных спектрах
халькопирита (CuFeS2) и арсенопирита (FeAsS).
При количественной обработке спектров CuFeS2
правильный результат по составу можно полу-
чить, используя девять комбинаций отношений
массовых долей элементов. Аналогичный расчет
для FeAsS оказался возможен лишь по семи комби-
нациям. Найденный для интенсивностей диагно-
стических линий мышьяка L-серии As(L3-M5,4;
L2-M4; L1-M2; L3-M1) и железа K-серии Fe(K-L2,3;
K-M3) параметр К не принимает единичного зна-

Рис. 2. Зависимость характеристики K от энергии электронного зонда для разных размерных фракций частиц SiC и их
смеси одинаковых пропорций по массе (а); моделирование глубины генерации характеристического излучения угле-
рода в составе SiC в зависимости от энергии индуцирующих электронов (б).
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Рис. 3. СЭМ-изображения порошков SnO2, полученных дроблением (а) и дополнительным растиранием (б); соответ-
ствующие зависимости характеристики К от энергии электронов зонда (в). Длина масштабного штриха указана в мик-
рометрах.
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Рис. 4. Зависимость характеристики K от энергии электронного зонда для пар диагностических линий, полученная
для порошков Sb2S3, Ag3Sb, SiO2, Al2O3 (а) и Сu2O, ZnO (б).
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чения в доступном интервале энергий зондирую-
щих электронов. Также и отношение массовых
долей WtAs/WtFe, определенное по указанным вы-
ше линиям, оказалось заниженным по сравне-
нию с результатами анализа на эталоне вплоть до
ускоряющего напряжения 30 кВ.

Обобщение экспериментальных данных. Перво-
степенными факторами, влияющими на генера-
цию характеристических рентгеновских фотонов
и на регистрируемую интенсивность диагности-
ческих линий, являются объем области генера-
ции и коэффициент ослабления μ/ρ потока фото-
нов в веществе. В свою очередь глубина и ради-
альный размер области генерации в данном
материале и при заданной энергии индуцирую-
щих электронов определяется энергией E харак-
теристических фотонов. По совокупности прове-
денных измерений для каждой пары элементов в
составе порошковых образцов определили энер-
гии Е0 зондирующих электронов, при которых
рассчитываемые массовые доли элементов Wti и
Wtj находятся в таком же соотношении, как для
полированных образцов того же состава. Эмпи-
рически подобрана функция f(μ/ρ, E) параметров
характеристических фотонов, имеющая экспери-
ментально установленную связь с энергией Е0.
Функция имеет следующий вид:

(3)

где Еi,j и (μ/ρ)i,j – энергии (кэВ) и массовые коэф-
фициенты ослабления (см2/г) характеристиче-

( )1.5 0.5/
, ln ,j i

j i

E E
f E

E E

       μ μ μ= −        ρ ρ ρ −       i j

ских фотонов элементов i и j соответственно.
Связь f(μ/ρ, E) и Е0 показана на рис. 7.

Фактически приведенная графическая зависи-
мость выступает в роли градуировочного графика
для подбора ускоряющего напряжения, при кото-
ром вычисляемые массовые доли пары элементов
находятся в правильном соотношении между со-
бой. При этом возникает несколько ограничений
и допущений. Во-первых, для характеристиче-
ских фотонов с энергиями Ei и Ej должно выпол-
няться условие

(4)

Это означает, что фотоны с меньшей энергией
должны испытывать большее ослабление. Так, не
были приняты в расчет такие комбинации диа-
гностических линий, как C(K)/O(K) в CaCO3,
Al(K)/Si(K) для некоторых включающих одно-
временно оба элемента материалов, как это на-
блюдается для кианита (Al2O(SiO4)) и микрокли-
на (KAlSi3O8). Однако в большинстве случаев, ко-
гда значение энергии диагностической линии
одного элемента не находится близко к краю по-
глощения в другом элементе, условие (4) выпол-
няется.

Во-вторых, отношение вычисляемых массо-
вых долей элементов Wti/Wtj должно иметь яв-
ную зависимость от ускоряющего напряжения с
достоверно фиксируемым значением Е0. На-
пример, в рассмотрение не вошла пара элемен-
тов Al и Si при их совместном нахождении в об-
разце и выполнении условия (4) в случае сколе-

и μ/ μ/ ( ) ( ) .i j i jЕ Е r r< >

Рис. 5. Зависимость характеристики K от энергии электронного зонда для пар диагностических линий, полученная
для порошков CaCO3, Al2O(SiO4) (а) и CaAl2Si3O10·3H2O (б).
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цита (CaAl2Si3O10·3H2O) и спессартина
(Ca0.17Mg0.70Mn2.31Al2(SiO4)3). Также для спес-
сартина к таким комбинациям линий относит-
ся Mg(K)/Al(K). В подобных ситуациях пара-
метр относительных интенсивностей К близок
к единице, а отношение Wti/Wtj в порошковом
образце совпадает с эталонным в широком интер-
вале энергий электронного пучка. Дополнительной
иллюстрацией данного ограничения являются па-
ры характеристических линий Fe(L)/Cu(L) и
Fe(K)/Cu(K) на рис. 6. В целом для выраженной за-
висимости от ускоряющего напряжения отноше-
ния Wti/Wtj, вычисляемого по линиям с близкой
энергией, коэффициенты ослабления для данных
линий должны различаться между собой не менее
чем на 30%.

В-третьих, в качестве максимальной величины
Е0 принято значение не более 31 кВ, получаемое в

ряде случаев ближней аппроксимацией зависи-
мости Wti/Wtj от ускоряющего напряжения до до-
стижения величиной Wti/Wtj эталонного зна-
чения.

Эмпирический метод корректировки результа-
тов анализа. Анализ однородных порошковых ма-
териалов предлагается осуществлять по следую-
щей схеме.

1) Энергодисперсионные спектры образца со-
бираются при двух или нескольких значениях
ускоряющего напряжения. Сканирование следу-
ет осуществлять растром по максимально доступ-
ной площади материала. В соответствии с общи-
ми принципами энергодисперсионного анализа
минимальная энергия электронного пучка долж-
на вдвое превышать энергию индуцируемых ха-
рактеристических фотонов. В то же время по воз-
можности следует избегать двадцатикратного и

Рис. 6. Зависимость характеристики К от энергии электронного зонда для пар диагностических линий, полученная
для порошков CuFeS2 (а), (б) и FeAsS (в), (г).
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более превышения энергии, если в дальнейшем
предполагается расчет содержания элементов без
использования эталонных спектров. Спектры об-
рабатываются количественно, определяются
концентрации элементов, производится усредне-
ние. В зависимости от энергии электронов зонда
вычисляемая доля элемента в порошке может
быть завышена или занижена. Поэтому Wtср в ря-
де случаев может оказаться очень близкой к вели-
чине Wt0, полученной при анализе полированно-
го образца. По той же причине установленные на
этом этапе значения Wtср массовых долей харак-
теризуются относительно широким доверитель-
ным интервалом случайной погрешности. В
табл. 1 сравниваются результаты Wtср и Wt0, полу-
ченные для трех случайно выбранных ускоряю-
щих напряжений на порошковом и полирован-
ном образцах соответственно для нескольких ма-
териалов. Отличия вычисляемых усредненных
концентраций элементов Wtср и в дальнейшем их
скорректированных величин Wtкорр от эталонных
значений Wt0 охарактеризованы через среднее от-
носительное отклонение

(5)

Значения Wtср являются первыми приближения-
ми для вычисления коэффициентов ослабления
характеристических линий в образце.

2) По значениям Wtср для пар диагностических
линий с энергиями Еi,j на основании справочных

( ) ср, корр 0
(ср, корр)

1 0

.1 %100
n

i

i i

Wt Wt
n Wt=

−
= ×ε 

i

данных определяются массовые коэффициенты
ослабления (μ/ρ)i,j и в соответствии с выражени-
ем (3) вычисляется функция f(μ/ρ,E). Отвечаю-
щее функции f(μ/ρ,E) значение Е0 (рис. 7) прини-
мается в качестве ускоряющего напряжения, при
котором для данной пары диагностических ли-
ний будет получено скорректированное отноше-
ние Wti/Wtj соответствующих элементов. Для би-
нарных соединений достаточно провести анализ
и расчет состава при найденном таким образом
значении Е0. Так, единичный анализ порошка
CaF2 при ускоряющем напряжении 22.5 кВ
привeл к значениям Wtкорр, не отличающимся в
пределах погрешности эксперимента от Wt0 для
полированного образца (табл. 1).

3) Вычисление f(μ/ρ, E) невозможно, если для
данных диагностических линий не выполнено
условие (4). Если нет возможности уточнения ре-
зультатов анализа по другой комбинации энерго-
дисперсионных пиков, то анализ можно ограни-
чить определением Wtср.

4) В ряде случаев f(μ/ρ, E) может принимать
значения, выходящие из интервала, для которого
установлена экспериментальная зависимость
f(μ/ρ, E) и Е0. Примером из табл. 1 являются пары
линий элементов Zn(L)/Si(K), Si(K)/Zn(K) в Zn2-
SiO4 и линий элементов S(K)/Cu(K), S(K)/Zn(K)
в образце Cu(3–Х)ZnXSbS(3–Y)AsY. Значения функ-
ции f(μ/ρ, E) для них составили менее 12. В такой
ситуации дальнейший расчет состава следует
проводить по другим комбинациям диагностиче-
ских линий или использовать минимальные или
максимальные доступные значения ускоряющего
напряжения.

5) Для состава материала, включающего n эле-
ментов, достаточной для анализа является n – 1
независимая комбинация диагностических ли-
ний. Для выбранных комбинаций линий и при
соответствующих значениях Е0 проводят повтор-
ный набор энергодисперсионных спектров, из
которых определяют уточненные отношения
массовых долей Wti/Wtj = Zi,j. Окончательно эле-
ментный состав материала рассчитывается реше-
нием системы уравнений, аналогичной (2):

(6)

Вычисленные величины Wti будут являться скор-
ректированными значениями массовых долей
элементов. Примеры единичных расчетов уточ-
ненных значений массовых долей приведены в
табл. 1. Лучший результат достигается при ис-
пользовании комбинаций характеристических
линий с меньшим диапазоном энергий.
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Рис. 7. Эмпирическая зависимость ускоряющего на-
пряжения, при котором определяются корректные
отношения массовых долей элементов, от функции
параметров характеристических фотонов.
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Предлагаемый на основе исследования осо-
бенностей энергодисперсионных спектров одно-
родных порошковых материалов способ уточне-
ния результатов анализа их элементного состава
не требует трудоемких вычислений. Он может
быть ингегрирован в качестве дополнительного
алгоритма в программное обеспечение энерго-
дисперсионных анализаторов для автоматиче-
ского подбора оптимальных ускоряющих напря-
жений и расчета скорректированных концентра-
ций элементов.

К недостаткам изложенного метода относится
приверженность представленной на рис. 7 функ-
циональной связи параметров характеристиче-
ских фотонов и оптимальных для анализа энер-
гий электронов зонда определенной аппаратной
геометрии. В представленном виде эта зависи-
мость справедлива для небольшого интервала уг-
лов между направлением сбора рентгеновских
фотонов и направлением сканирующего зонда
вблизи 50° при условии, что электронный пучок
падает нормально к поверхности образца. Однако

подобные обсуждаемым экспериментальные дан-
ные могут быть получены и обобщены для любой
другой геометрии аналитической аппаратной
схемы.

Использовали аналитическое оборудование Цен-
тра коллективного пользования “Диагностика
микро- и наноструктур” (Facilities Sharing Centre
”Diagnostics of Micro- and Nano Structures“).

Работа выполнена в рамках государственного
задания Ярославскому Филиалу Физико-технологи-
ческого института им. К.А. Валиева РАН (Valiev
Institute of Physics and Technology of RAS, Yaroslavl
Branch) от Минобрнауки РФ по теме № FFNN-
2022-0018.
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Получены неподвижные фазы на основе силикагеля, модифицированного поливинилпиридином и
различным по структуре полиэтиленимином, с использованием 1,4-бутандиолдиглицидилового
эфира в качестве спейсера. Изучение и сравнение хроматографических свойств сорбентов, модифи-
цированных полиаминами и полиэтиленгликолем, проведено с использованием теста Танака для
гидрофильных неподвижных фаз и на примере разделения модельных смесей сахаров, аминокислот
и водорастворимых витаминов. Показано, что природа и структура полимера в функциональном
слое влияет и на селективность, и на эффективность по полярным соединениям в режиме гидро-
фильной хроматографии.
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Гидрофильная хроматография (ГИХ) как са-
мостоятельный метод разделения полярных со-
единений был предложен в 1990 г. [1]. Использо-
вание полярных неподвижных фаз в сочетании с
водно-органическими смесями в качестве элюен-
тов позволяет определять полярные нейтральные
и заряженные соединения, а также обеспечивает
иную селективность по сравнению с традицион-
но используемой обращенно-фазовой ВЭЖХ [2],
возможности которой при разделении полярных
аналитов ограничены. Правильный выбор сор-
бента является ключевым моментом в хромато-
графии в целом и в ГИХ в частности [3], поэтому
синтез новых неподвижных фаз с улучшенной
эффективностью и иной селективностью был и
остается основным инструментом дальнейшего
развития метода.

Формирование функционального слоя на по-
верхности сорбентов путем ковалентного закреп-
ления полярных полимеров − перспективный
подход к получению новых неподвижных фаз для
ГИХ [4–6], поскольку обеспечивает гидрофили-
зацию, а также экранирование матрицы, что при-
водит к снижению ее влияния на удерживание
аналитов и изменению селективности. Более то-
го, использование гидрофильных полимеров мо-
жет способствовать переходу в режиме ГИХ к
матрицам, альтернативным силикагелю и пре-

восходящим его по гидролитической устойчиво-
сти.

Перспективным полимером создания сорбен-
тов для ГИХ является полиэтиленимин (ПЭИ),
который может иметь как линейную, так и раз-
ветвленную структуру. Разветвленный ПЭИ на-
шел множество применений в синтезе новых сор-
бентов. Так, капилляры с модифицированными
ПЭИ внутренними стенками для капиллярного
электрофореза использовали для разделения бел-
ков [7, 8], органических кислот и неорганических
анионов [9–11]. Кроме того, ПЭИ неоднократно
применяли для создания анионообменников [12–
16]. Основное преимущество использования ПЭИ
для создания анионообменного функционально-
го слоя заключается в простоте синтеза и высокой
воспроизводимости его результата, так как тради-
ционно формирование гиперразветвленного слоя
посредством чередования стадий алкилирования
диглицидиловыми эфирами и аминирования
включает до десяти стадий и более. Одним из пер-
вых упоминаний использования ПЭИ при созда-
нии сорбентов для ГИХ является работа [17], в кото-
рой описано применение в гидрофильном режиме
капиллярных колонок, модифицированных нано-
частицами золота с адсорбированным слоем ПЭИ.
Получение более стабильных сорбентов путем ко-
валентного закрепления ПЭИ описано в недав-
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них работах [6, 18]. Авторы отмечают, что моди-
фицирование полиамином обеспечивает не только
высокую гидрофильность, но и анионообменные
свойства, благодаря чему становится возможным
одновременное определение полярных соединений
и неорганических анионов, разделение пяти орга-
нических либо пяти аминокислот [6]. Однако
специфический набор модельных аналитов не
позволяет в полной мере оценить достоинства та-
ких колонок по сравнению с силикагелем, ами-
нофазой или другими гидрофильными непо-
движными фазами.

Еще одним подходящим полимером представ-
ляется поливинилпиридин (ПВП). Сорбенты,
полученные с его использованием, нашли широ-
кое применение как в ионной [19, 20], так и в
сверхкритической флюидной хроматографии
[21–23]. Данные о применении модифицирован-
ных ПВП неподвижных фаз в гидрофильной хро-
матографии отсутствуют. Стоит отметить, что
меньшая гидрофильность ПВП по сравнению с
ПЭИ и поэтиленгликолем (ПЭГ) может быть
компенсирована вкладом гидрофобных и π–π
взаимодействий при удерживании слабо поляр-
ных аналитов.

Одним из самых простых, а поэтому широко
используемым способом описания свойств непо-
движных фаз является изучение хроматографиче-
ского поведения модельных аналитов. Такие дан-
ные позволяют классифицировать и сравнивать
между собой синтезированные и уже существую-
щие сорбенты. Однако информация об удержива-
нии гомологов или соединений одного класса не
может дать полного представления о вкладе раз-
личных вторичных взаимодействий в сложный
механизм удерживания в ГИХ. Авторами работы
[24] предложен тест Танака для гидрофильных
неподвижных фаз, в котором набор используе-
мых модельных аналитов позволяет количествен-
но оценить следующие параметры: гидрофиль-
ность поверхности сорбента k(U) – определяется
как фактор удерживания уридина; селективность
по отношению к гомологам α(CH2); селектив-
ность по отношению к гидроксильной группе
α(OH); способность к разделению простран-
ственных изомеров α(V/A); анионо- и катионо-
обменные свойства − α(АХ) и α(СХ) соответ-
ственно; кислотно-основную природу поверхно-
сти сорбента α(Tb/Tp). В работах [24, 25]
представлены данные по различным типам селек-
тивности для множества коммерчески доступных
гидрофильных колонок, которые можно исполь-
зовать для сравнения и оценки свойств новых
сорбентов. Так, для аминофаз характерны высо-
кие значения параметра анионообменной селек-
тивности. Так, в работе [6] сорбент, полученный
модифицированием 3-глицидилпропилсилика-
геля разветвленным ПЭИ, продемонстрировал
высокие значения параметров k(U) и α(AХ) по

результатам теста Игрума для гидрофильных не-
подвижных фаз [26]. Увеличение гидрофильно-
сти поверхности и вклада анионообменных взаи-
модействий способствовало разделению модель-
ной смеси пяти аминокислот менее чем за 16 мин
в режиме ГИХ и семи неорганических ионов за
40 мин в режиме ионной хроматографии. Достичь
таких результатов в идентичных условиях на ком-
мерческой аминофазе Unitary NH2 авторам не
удалось, что продемонстрировало преимущества
модифицирования матрицы силикагеля полиэти-
ленимином.

Цель настоящей работы − получение новых
сорбентов путем ковалентного модифицирова-
ния 3-аминопропилсиликагеля гидрофильными
полимерами, такими как поливинилпиридин,
линейный и разветвленный полиэтиленимин
(ПЭИлин и ПЭИразв соответственно) с использо-
ванием 1,4-бутандиолдиглицидилового эфира
(1,4-БДДГЭ) в качестве спейсера. Хроматографи-
ческие свойства неподвижных фаз, модифициро-
ванных разными полимерами, изучали и сравни-
вали на примере разделения модельных смесей
полярных веществ нескольких классов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Приборы и материалы. В работе использовали
D-(+)-рибозу, D-(+)-глюкозу, D-(+)-фруктозу,
D-(+)-лактозы моногидрат, D-(+)-мальтозы мо-
ногидрат, D-(+)-сахарозу, D-(+)-ксилозу, рибо-
флавин, пиридоксина гидрохлорид, цианокобала-
мин, аскорбиновую кислоту, тиамин, аденозин,
урацил, теобромин, теофиллин, уридин, видараби-
на моногидрат, 5-метилуридин, 2'-дезоксиуридин,
N,N,N-триметилфениламмоний хлорид, п-толуол-
сульфонат натрия (>98.0%, “TCI”, Япония);
D,L-фенилаланин, D,L-пролин, D,L-серин, L-
изолейцин, L-лейцин, L-метионин, L-аспараги-
новую кислоту, L-глутаминовую кислоту, L-ги-
стидин, L-лизин, L-аргинин х. ч. (Serva, Герма-
ния); L-аспарагин, β-аланин, глицин х. ч. (Merck,
Германия); L-глутамин, L-валин х. ч. (Reanal,
Венгрия); никотинамид, никотиновую кислоту
(>99%, Sigma-Aldrich, США); толуол х. ч. (Ком-
понент-Реактив, Россия), ацетонитрил HPLCgra-
dientgrade (Panreac, Германия); ледяную уксус-
ную кислоту (99.5%), ортофосфорную кислоту
(85%) х. ч., хлорид калия ч. д. а. (Panreac, Испа-
ния); этанол ч. д. а., ацетат аммония ч. (Лабтех,
Россия); ацетон ч. д. а. (ХимМед, Россия); 1,4-ди-
оксан ч.д.а. (Компонент-Реактив, Россия); раз-
ветвленный полиэтиленимин (Mw = 800, Mn =
= 600, Sigma-Aldrich, США), линейный полиэти-
ленимин (Mn = 5000, Sigma-Aldrich, США), поли-
4-винилпиридин (Mn = 6000, Sigma-Aldrich,
США), диглицидиловый эфир полиэтиленглико-
ля (Mw = 500, Sigma-Aldrich, США).
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Для синтеза сорбентов использовали силика-
гель с привитыми аминопропильными радикала-
ми Диасфер-110-Амин (БиоХиммак СТ, Россия)
со сферическими частицами диаметром 5 мкм,
1.52% N.

Эксперименты проводили с использованием
системы ВЭЖХ, состоящей из хроматографа Di-
onex 3000 с двухканальным градиентным насо-
сом, автоматической системой ввода пробы, тер-
мостатом колонки и диодно-матричным детекто-
ром. Хроматограммы регистрировали с помощью
персонального компьютера и программного па-
кета Chromeleon 7 (Thermo Fisher Scientific,
США). Для определения сахаров использовали
систему ВЭЖХ, состоящую из изократического
ВЭЖХ-насоса, шестиходового крана-дозатора и
рефрактометрического детектора (Agilent Tech-
nologies, США). Хроматограммы регистрировали
с помощью персонального компьютера и про-
граммного пакета ChemStation (Agilent Technolo-
gies, США).

Для синтеза сорбентов применяли следующее
оборудование: термостат (“Memmert”, Герма-
ния), вакуумный насос серии “Laboport” (“KNF
Neuberger”, Германия), механическую мешалку
Eurostar (IKA-Werke, Германия). В работе исполь-
зовали стальные колонки размером 100 × 3 мм,
которые заполняли при помощи пневмонасоса
Knauer K-1900 (Knauer, Германия).

Синтез сорбентов и заполнение хроматографи-
ческих колонок. На первой стадии точную навеску
аминопропилсиликагеля помещали в круглодон-
ную колбу объемом 100 мл, добавляли 1,4-БДДГЭ
(40 мМ на 1 г матрицы), растворенный в деиони-
зованной воде из расчета 20 мл на 1 г матрицы.
Суспензию непрерывно перемешивали в течение
60 мин механической мешалкой при 60°С. Про-
дукт отфильтровывали на стеклянном фильтре и
промывали большим объемом воды, затем суши-
ли на воздухе. На второй стадии полученный про-
дукт помещали в круглодонную колбу объемом
100 мл, добавляли поливинилпиридин/линей-
ный полиэтиленимин/разветвленный полиэти-
ленимин, взятый в массовом соотношении мат-
рица : полимер 1 : 0.1 и растворенный в деионизо-
ванной воде из расчета 20 мл на 1 г матрицы.
Суспензию непрерывно перемешивали в течение

60 мин механической мешалкой при 60°С. Про-
дукт отфильтровывали на стеклянном фильтре и
промывали большим количеством воды, затем
сушили на воздухе. Хроматографические колон-
ки заполняли суспензионным способом при дав-
лении 250 бар, используя в качестве подвижной фа-
зы ацетонитрил. Предполагаемые структуры сор-
бентов и их обозначения представлены в табл. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Синтезировали три неподвижные фазы на ос-
нове 3-аминопропилсиликагеля путем ковалент-
ного присоединения поли-4-винилпиридина, а
также линейного и разветвленного полиэтилени-
мина, в качестве спейсера использовали бифунк-
циональный 1,4-бутандиолдиглицидиловый эфир.
Условия проведения синтеза, обеспечивающие по-
лучение неподвижных фаз с наилучшими для ГИХ
свойствами, а также хроматографические характе-
ристики сорбента С-ПЭГ [4] использовали для
сравнения. Природу и структуру полимера, форми-
рующего поверхностный слой, варьировали для
установления факторов, влияющих на селектив-
ность и эффективность сорбентов, а также получе-
ния неподвижной фазы с лучшими параметрами
для ГИХ. Для изучения хроматографических харак-
теристик новых сорбентов использовали тест Тана-
ка для гидрофильных неподвижных фаз [24, 25]
на примере разделения различных классов поляр-
ных соединений: сахаров, аминокислот и водо-
растворимых витаминов.

Результаты теста Танака представлены в табл. 2.
Как видно, ковалентное присоединение полиме-
ров приводит к увеличению гидрофильности
k(U) поверхности неподвижных фаз, оценивае-
мой как фактор удерживания уридина, по сравне-
нию с матрицей для всех сорбентов, кроме моди-
фицированного поливинилпиридином С-Б-
ПВП. Наибольшие значения гидрофильности де-
монстрируют сорбенты С-ПЭГ и С-Б-ПЭИлин,
модифицированные линейными гидрофильны-
ми полимерами. При этом для С-Б-ПЭИразв, полу-
ченного в результате присоединения разветвленно-
го ПЭИ, характерно несколько меньшее значение
k(U) по сравнению с сорбентом с ПЭИлин. Это мо-
жет быть следствием формирования тонкого по-

Таблица 1. Строение и обозначения изученных сорбентов*

* Матрица – 3-аминопропилсиликагель.

Спейсер Полимер Обозначение

– Полиэтиленгликоль С-ПЭГ
1,4-БДДГЭ Поливинилпиридин С-Б-ПВП
1,4-БДДГЭ Разветвленный полиэтиленимин С-Б-ПЭИразв

1,4-БДДГЭ Линейный полиэтиленимин С-Б-ПЭИлин
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верхностного слоя в случае линейного полимера,
в то время как разветвленный ПЭИ способствует
образованию большего по толщине и более кон-
формационно подвижного функционального
слоя, массоперенос в котором затруднен. Кроме
того, на поверхности сорбента с ПЭИразв больше
стерически доступных гидрофобных этиленовых
фрагментов, что также может вносить вклад в
уменьшение гидрофильности неподвижной фа-
зы. Таким образом, следует учитывать, что тол-
щина функционального слоя оказывает влияние
на вклады различных взаимодействий в механизм
удерживания для сорбентов, полученных с ис-
пользованием одинаковых по природе, но раз-
личных по пространственной структуре поли-
меров.

Все четыре сорбента обладают сопоставимыми
значениями параметров метиленовой α(CH2) и
гидроксильной α(OH) селективности, отличными
от единицы и схожими с данными для матрицы. Это
позволяет предположить хорошую селективность
рассматриваемых сорбентов по отношению к по-
лярным соединениям одного гомологического ря-
да, а также олиго- и полиолам, таким как углеводы
или многоатомные спирты. Кроме того, для всех
сорбентов характерны несколько более высокие
значения пространственной селективности
α(V/A), кроме С-Б-ПВП с α(V/A) ≈ 1. В результа-
те модифицирования поливинилпиридином про-
исходит увеличение удерживания аденозина А
(по сравнению с матрицей значение k’ увеличива-
ется от 2.61 до 3.38), в то время как фактор удер-
живания видарабина V практически не меняется:
k’(V) составляет 3.21 и 3.32 для матрицы и С-Б-
ПВП соответственно. Стоит отметить, что разли-
чие в структуре полимеров, формирующих функ-
циональный слой сорбентов С-Б-ПЭИразв и С-Б-
ПЭИлин, не влияет на рассмотренные параметры.

Для всех четырех сорбентов характерен значи-
тельный вклад анионообменных взаимодействий
в механизм удерживания – параметр α(AX) в

5−10 раз больше, чем для матрицы. Это ожидае-
мое следствие увеличения степени замещения
атомов азота матрицы, в том числе формирова-
ния аммониевых групп в функциональном слое
сорбентов в результате ковалентного модифици-
рования аминопропилсиликагеля. Однако высо-
кое значение параметра α(AX) в случае сорбента
С-Б-ПВП может являться следствием не только
большого вклада электростатических взаимодей-
ствий, но и удерживания за счет дополнительных
π–π взаимодействий между модифицированной
поливинилпиридином поверхностью и п-толуол-
сульфонатом – маркером параметра α(AX). Од-
новременно с этим присоединение полимеров к
матрице приводит к устранению вклада катионо-
обменных взаимодействий α(СХ), что свидетель-
ствует об экранировании диссоциировавших си-
ланольных групп. Такой подход – модифициро-
вание путем присоединения гидрофильного
полимера – может быть использован при необхо-
димости контроля вклада катионообменных вза-
имодействий или заряда матрицы при создании
сорбентов для решения конкретных прикладных
задач. Кроме того, малые значения параметра
кислотно-основных свойств поверхности сор-
бентов α(Tb/Tp) < 1 и их уменьшение по сравне-
нию с матрицей дополнительно свидетельствуют
об основной природе поверхности неподвижных
фаз и увеличении степени замещенности атомов
азота 3-аминопропилсиликагеля.

Полученные величины параметров гидро-
фильности k(U) и анионообменных свойств
α(AX) для С-Б-ПЭИразв согласуются со значения-
ми этих параметров для сорбента на основе сили-
кагеля, модифицированного разветвленным
ПЭИ, полученными в работе [6].

Углеводы. Сахара – моно- и олигосахариды –
полярные вещества, являющиеся удобными ана-
литами для изучения свойств новых неподвиж-
ных фаз в режиме гидрофильной хроматографии.
В ГИХ удерживание полярных нейтральных со-

Таблица 2. Результаты теста Танака для гидрофильных неподвижных фаз

Примечание: подвижная фаза – 20 мМ аммонийно-ацетатный буферный раствор (pH 4.7)–ацетонитрил (10 : 90, по объему),
скорость потока 0.5 мл/мин, УФ-детектирование, 254 нм.

Селективность
Сорбент

матрица С-ПЭГ С-Б-ПВП С-Б-ПЭИразв С-Б-ПЭИлин

k(U) 1.94 2.88 2.09 2.40 3.15
α(CH2) 1.27 1.32 1.18 1.50 1.25
α(OH) 1.94 1.87 1.67 1.90 1.99
α(V/A) 1.23 1.37 0.98 1.40 1.55
α(AX) 2.98 20.23 17.20 28.00 15.90
α(CX) 1.12 0 0 0 0.29
α(Tb/Tp) 0.82 0.64 0.57 0.45 0.61
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единений, таких как углеводы, реализуется пре-
имущественно по распределительному механизму.
Отмечается также вклад образования водородных
связей [27], адсорбционных взаимодействий [28,
29], замедленной мутаротации [30, 31] в удержива-
ние сахаров.

Шкалы селективности относительно рибозы и
эффективности по углеводам представлены на
рис. 1. Показано, что для всех четырех сорбентов
характерен порядок удерживания сахаров, ожидае-
мо коррелирующий с увеличением гидрофиль-
ности аналитов (табл. 3). Более того, времена
удерживания дисахаридов увеличиваются с ро-
стом гидрофильности поверхности сорбентов:
С-Б-ПВП < C-Б-ПЭИразв < С-Б-ПЭИлин ≈ С-ПЭГ.
Стоит отметить, что в случае С-ПЭГ наблюдали
лучшее разрешение и иной порядок элюирова-
ния пары мальтоза/лактоза, чем для других сор-
бентов, модифицированных азотосодержащими
полимерами. Однако при этом С-ПЭГ обеспечи-
вал худшее разрешение пары рибоза/фруктоза.
Из представленных данных видно, что сорбенты
С-Б-ПВП и С-Б-ПЭИразв демонстрируют мень-
шие времена удерживания сахаров и несколько
худшую селективность в отношении пар рибо-
за/фруктоза, фруктоза/глюкоза, мальтоза/лакто-
за по сравнению с С-Б-ПЭИлин и С-ПЭГ, что со-
гласуется с уменьшением их гидрофильности по
результатам теста Танака (табл. 1). Кроме того,
модифицирование линейными гидрофильными
полимерами, такими как ПЭГ и ПЭИлин, способ-
ствует получению сорбентов с более высокой эф-
фективностью по сахарам – до 16000 и 12000 тт/м
соответственно, в то время как присоединение
разветвленного полиэтиленимина обеспечивает
эффективность до 5000 тт/м. Это может быть
следствием уменьшения сопротивления массопе-
реносу при уменьшении толщины функциональ-
ного слоя в случае использования линейных по-
лимеров. Хроматограммы модельной смеси угле-
водов представлены на рис. 2. В случае сорбента
С-Б-ПВП ввиду низкой селективности и эффек-
тивности добиться разделения смеси сахаров не
удалось.

Аминокислоты. Аминокислоты, представляю-
щие собой класс полярных цвиттер-ионных со-
единений, также являются удобной группой мо-
дельных аналитов для изучения свойств новых
сорбентов в режиме гидрофильной хроматогра-
фии. Популярность метода ГИХ при определении
аминокислот обусловлена отсутствием стадии де-
риватизации во время пробоподготовки. В каче-
стве подвижной фазы использовали 5 мМ фос-
фатный буферный раствор с pH 6.5 [4].

Из представленных шкал селективности
(рис. 3) видно, что С-ПЭГ обеспечивает лучшую
селективность по отношению к аминокислотам
среди серии сорбентов. С-Б-ПЭИразв также про-
демонстрировал селективность по отношению к
наиболее полярным аминокислотам – аспараги-
ну, гистидину, глицину, аланину и серину, одна-
ко эффективность не превысила 12000 тт/м. Со-
четание высокой эффективности (до 35000 тт/м) и
достаточной селективности обеспечило разреше-
ние семи аминокислот на сорбенте С-Б-ПЭИлин
(рис. 4).

Все четыре сорбента характеризуются схожим
порядком удерживания, в целом коррелирующим
с уменьшением параметра гидрофобности Ханша
аналитов (табл. 3). Факторы удерживания наибо-
лее гидрофильных аминокислот – аспарагина,
гистидина, глицина, аланина и серина – на сор-
бентах, модифицированных полиаминами, кор-
релируют с параметром гидрофильности по тесту
Танака (kU) и увеличиваются в ряду: С-Б-ПВП <
< C-Б-ПЭИразв < С-Б-ПЭИлин < С-ПЭГ, как и в
случае сахаров. Таким образом, наилучшее удер-
живание аминокислот обеспечивает использова-
ние ПЭГ в функциональном слое неподвижной
фазы. Кроме того, для сорбентов, модифициро-
ванных ПЭИ, наблюдали обратный по сравне-
нию с двумя другими неподвижными фазами по-
рядок удерживания пролина и тирозина, при ко-
тором менее гидрофильный тирозин имеет
большие факторы удерживания, чем пролин. Та-
кая селективность может быть вызвана вкладом
водородных связей ОH-группы тирозина с амино-
группами фаз, модифицированных полиэтилени-

Таблица 3. Параметры гидрофобности модельных аналитов

* Рассчитано при помощи EpiWeb 4.1.

Углеводы Аминокислоты

аналит lgP* аналит lgP* аналит lgP*

Рибоза –2.66 Фенилаланин –1.51 Пролин –2.38
Фруктоза –1.78 Изолейцин –1.82 Аспарагин –5.22
Глюкоза –3.12 Метионин –2.64 Гистидин –3.45
Сахароза –4.50 Лейцин –1.82 Глицин –3.64
Мальтоза –5.26 Валин –2.31 Аланин –3.22
Лактоза –5.26 Тирозин –1.99 Серин –3.69
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мином. Более того, модифицирование разветвлен-
ным полиэтиленимином привело к обратному по-
рядку элюирования пары изолейцин/лейцин по
сравнению с матрицей и сорбентами, модифици-
рованными линейными полимерами (рис. 3),
включая ПЭИлин. Это, как видно, не связано со
структурой полимера и может быть следствием
лучшего экранирования матрицы полиамином
разветвленной структуры.

Сорбент С-Б-ПВП продемонстрировал слабое
удерживание аминокислот и низкую эффектив-
ность до 8000 тт/м, в результате чего достигнуть
разделения модельной смеси не удалось. Моди-
фицирование разветвленным ПЭИ привело к по-
лучению сорбента с несколько лучшей селектив-
ностью в отношении аминокислот и эффектив-
ностью до 12000 тт/м, что обеспечило разделение
семи аминокислот за 18 мин с использованием
смеси 1 мМ фосфатного буферного раствора и

Рис. 1. Шкалы селективности относительно рибозы и диаграммы эффективности по сахарам (Rib – рибоза, Fru –
фруктоза, Glu – глюкоза, Suc – сахароза, Mal – мальтоза, Lac – лактоза). Подвижная фаза – деионизованная во-
да−ацетонитрил (15 : 85, по объему), скорость потока 1 мл/мин, рефрактометрическое детектирование.
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ацетонитрила в соотношении 15 : 85 ( по объему).
Лучшая эффективность – до 40000 тт/м – достиг-
нута для колонки с сорбентом С-ПЭГ, однако
время разделения модельной смеси восьми ами-
нокислот в изократическом режиме составило
40 мин, чтобы обеспечить разделение аланина и
серина. Использование сорбента С-Б-ПЭИлин
позволило разделить аналогичную смесь из вось-
ми аминокислот в тех же условиях в два раза
быстрее (менее чем за 20 мин) с эффективностью
до 35000 тт/м. Стоит отметить, что С-ПЭГ обла-
дает лучшей селективностью в отношении пары
фенилаланин/метионин и трудноразделимой па-
ры изолейцин/лейцин, однако характеризуется
низким разрешением пары тирозин/пролин, в
результате чего их одновременное определение
невозможно. В то же время использование сор-
бента С-Б-ПЭИлин, демонстрирующего иной по-
рядок удерживания аминокислот валин-пролин-
тирозин, позволило достичь разделения пары ти-
розин/пролин, однако неразрешимой оказалась
пара валин/пролин, разделяемая до базовой ли-
нии на С-ПЭГ. Таким образом, при анализе ре-
альных объектов выбор С-ПЭГ или С-Б-ПЭИлин
будет обусловлен набором разделяемых амино-
кислот. Хроматограммы модельной смеси амино-
кислот для полученных сорбентов и исходной
матрицы представлены на рис. 4. Модифициро-

вание аминопропилсиликагеля ПЭИлин позволи-
ло повысить селективность для пары аланин/се-
рин, а также эффективность по отношению к
аминокислотам.

Водорастворимые витамины. Водорастворимые
витамины характеризуются большим разнообра-
зием структур, физико-химических свойств и
гидрофильностью, поэтому широко применяют-
ся для демонстрации возможностей неподвиж-
ных фаз для ГИХ. Использование витаминов в
качестве модельных аналитов для тестирования
сорбентов может дать полезную информацию для
оценки вкладов различных типов взаимодей-
ствий, а также позволит оценить разделяющие
способности изучаемых сорбентов по сравнению
с коммерчески доступными, возможности кото-
рых также продемонстрированы в литературе на
примере витаминов. Для сравнения рассматрива-
емых неподвижных фаз хроматографические па-
раметры удерживания витаминов определяли с
использованием в качестве подвижной фазы сме-
си 100 мМ ацетатно-аммонийного буферного
раствора с pH 5.8 и ацетонитрила (10 : 90, по объ-
ему). Выбор природы буферного раствора обу-
словлен хорошей растворимостью ацетата аммо-
ния в растворах с высоким содержанием ацето-
нитрила. УФ-детектирование осуществляли при
длине волны 270 нм.

Рис. 2. Хроматограммы модельной смеси углеводов (500–1000 мг/л; Xyl – ксилоза). Объем пробы – 20 мкл. Подвижная
фаза – деионизованная вода−ацетонитрил (15 : 85, по объему), скорость потока 1 мл/мин, рефрактометрическое де-
тектирование.
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Как видно из представленных на рис. 5 дан-
ных, для всех четырех сорбентов порядок элюи-
рования витаминов в режиме ГИХ согласуется со
свойствами сформированных функциональных
слоев, которые подтверждены параметрами теста
Танака. Так, наиболее гидрофильный тиамин
(lgP = –4.8) имеет малые факторы удерживания
на всех сорбентах и в зависимости от природы
привитого полимера его удерживание изменяется
в ряду С-Б-ПЭИ < С-Б-ПВП < С-ПЭГ, что, по-
видимому, вызвано уменьшением числа про-
странственно доступных аммониевых групп в
структуре функционального слоя сорбентов. Уве-
личение степени замещения аминогрупп матри-
цы в результате модифицирования, а также при-
соединения ПЭИ, в том числе образование чет-
вертичных аммониевых групп, приводит к

увеличению положительного заряда поверхно-
сти. В выбранных условиях анализа удерживание
тиамина, также несущего положительный заряд,
регулируется в большей степени силами электро-
статического отталкивания [32], тем самым обес-
печивая альтернативный порядок по сравнению с
немодифицированным силикагелем [33]. Следует
отметить, что удерживание цианокобаламина В12
согласуется с гидрофильностью сорбента и уве-
личивается в ряду: С-Б-ПВП < С-Б-ПЭИразв <
< С-Б-ПЭИлин < С-ПЭГ, что может свидетель-
ствовать о большом вкладе распределительного
механизма в его удерживание. Кроме того, высо-
кая анионообменная селективность всех четырех
сорбентов, установленная по результатам теста
Танака (табл. 2), обусловливает сильное удержи-
вание аскорбиновой и никотиновой кислот, по-

Рис. 3. Шкалы селективности относительно фенилаланина и диаграммы эффективности по аминокислотам (1 – фе-
нилаланин, 2 – изолейцин, 3 – метионин, 4 – лейцин, 5 – валин, 6 – тирозин, 7 – пролин, 8 – аспарагин, 9 – гистидин,
10 – глицин, 11 – аланин, 12 – серин). Подвижная фаза – 5 мМ фосфатный буферный раствор (pH 6.5)−ацетонитрил
(15 : 85, по объему), скорость потока 1 мл/мин, УФ-детектирование, 210 нм.
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этому разделения модельной смеси семи витами-
нов во всех случаях достигали с использованием
градиентного режима.

Для экспрессного разделения слабоудержива-
емых витаминов (никотинамид, В1, В2 и В6) ва-
рьировали долю водной фазы в составе элюента в
диапазоне 8–12 об. %. Таким образом было до-
стигнуто приемлемое разрешение Rs > 1.4 пары
тиамин/рибофлавин на С-ПЭГ, а также пары пи-
ридоксин/тиамин на С-Б-ПЭИразв. Во всех случа-
ях при увеличении доли воды в подвижной фазе
наблюдали ожидаемое для ГИХ уменьшение вре-
мен удерживания витаминов. Оптимальное со-
держание водной фазы составило: 4 об. % – для
С-Б-ПЭИразв, 8 об. % – для С-ПЭГ и 12 об. % –
для С-Б-ПЭИлин. Достичь полного разделения
модельной смеси на С-Б-ПВП не удалось из-за
низкой эффективности 3000–11000 тт/м. На сор-

бенте, модифицированном разветвленным ПЭИ,
время разделения витаминов в градиентном ре-
жиме составило 25 мин с эффективностью до
21000 тт/м. Высокая эффективность сорбентов
С-ПЭГ и С-Б-ПЭИлин (до 35000 тт/м) позволила
улучшить разрешение и уменьшить продолжи-
тельность анализа анализа до 16 мин. Хромато-
граммы витаминов представлены на рис. 6. Сле-
дует добавить, что при уменьшении доли буфер-
ного раствора на первом шаге градиентного
элюирования на сорбенте С-ПЭГ стало возмож-
ным разделение тиамина и рибофлавина до базо-
вой линии, а также изменение их порядка удер-
живания по сравнению с данными рис. 5 вслед-
ствие большего вклада электростатического
отталкивания тиамина при уменьшении концен-
трации противоиона, экранирующего положи-
тельно заряженные группы в функциональном
слое сорбента.

Рис. 4. Хроматограммы модельных смесей аминокислот (фенилаланин – 10 мг/л, тирозин – 100 мг/л, остальные –
200 мг/л). Объем пробы – 20 мкл. Подвижная фаза – 5 мМ фосфатный буферный раствор (pH 6.5)−ацетонитрил
(15 : 85, по объему), скорость потока 1 мл/мин, УФ-детектирование, 254 нм.
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* * *

Таким образом, сравнение хроматографиче-
ских характеристик неподвижных фаз, получен-
ных на основе 3-аминопропилсиликагеля путем
ковалентного присоединения различных по при-
роде, структуре и гидрофильности полимеров,
показало, что увеличение времен удерживания
полярных соединений различных классов корре-
лирует с ростом гидрофильности поверхности
сорбентов. Использование наиболее гидрофоб-
ного поливинилпиридина привело к получению
неподвижной фазы с невысокими эффективно-
стью и селективностью в ГИХ. Модифицирова-
ние разветвленным полиэтиленимином в наи-
большей степени способствует изменению селек-

тивности по сравнению с матрицей. При этом
использование полимеров с линейной структу-
рой (ПЭИлин и ПЭГ) приводит к значительному
росту эффективности синтезируемых сорбентов
по сахарам, аминокислотам и витаминам. Пред-
лагаемый подход к получению неподвижных фаз
обеспечивает высокую анионообменную селек-
тивность сорбентов, что является интересной
альтернативой коммерчески доступным гидро-
фильным сорбентам на основе силикагеля благо-
даря иной селективности по отношению к заря-
женными аналитам.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда (грант № 20-13-00140) с использо-
ванием оборудования, приобретенного за счет

Рис. 5. Шкалы селективности относительно никотинамида и диаграммы эффективности по витаминам. Подвижная
фаза – 100 мМ ацетатно-аммонийный буферный раствор (pH 5.8)−ацетонитрил (10 : 90, по объему), скорость потока
1 мл/мин, УФ-детектирование, 270 нм.
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Обнаружение примесей в высокочистых веществах является актуальной задачей. В ее решении мо-
жет помочь сочетание хромадистилляции и масс-спектрометрии с фото-ионизацией при атмосфер-
ном давлении. Сочетание этих методов позволяет регистрировать масс-спектры примесей, содер-
жащихся в высокочистых органических веществах, не отделяя их от основного компонента. При
этом ионы основного компонента, образовавшиеся в результате фотоионизации при атмосферном
давлении, выполняют роль вещества-реагента для искомых примесей в режиме фотохимической
ионизации при атмосферном давлении. Возможен выбор условий, при которых число пиков, реги-
стрируемых в масс-спектре смеси, соответствует числу компонентов смеси, и каждый пик соответ-
ствует ионам М+ либо МН+ компонента смеси. Получаемая информация – число примесей в иссле-
дуемом веществе (в данной работе в метилметакрилате) и их целочисленные молекулярные массы.

Ключевые слова: хромадистилляция, масс-спектрометрия с фото- и фотохимической ионизацией
при атмосферном давлении, высокочистые органические вещества, метилметакрилат, примеси.
DOI: 10.31857/S004445022207009X

Обнаружение низкомолекулярных летучих и
среднелетучих примесей в высокочистых органи-
ческих веществах, когда концентрация основного
компонента много выше концентрации приме-
сей, присутствующих в смеси, и число этих приме-
сей и их природа неизвестны, представляет собой
сложную задачу. При использовании для решения
такой задачи метода газовой хроматографии-масс-
спектрометрии (ГХ-МС) с электронной ионизаци-
ей во время выхода основного компонента из ко-
лонки поток газа-носителя желательно перенапра-
вить в другой детектор (например, пламенно-
ионизационный) либо на сброс (например, с по-
мощью системы переключения потоков Дина)
[1]. Другой вариант – выключение катода источ-
ника ионов во время выхода основного компо-
нента. В обоих случаях теряется информация о
примесях, элюирующихся из колонки вместе с
основным компонентом. При неизвестном соста-
ве примесей задача может быть не решаема с по-
мощью метода ГХ-МС.

Новые возможности регистрации аналитиче-
ских сигналов примесей в высокочистых летучих

органических веществах на фоне основного ком-
понента открываются при использовании метода
хромадистилляции в сочетании с масс-спектро-
метрией с фотоионизацией при атмосферном
давлении [2]. В этом методе при прохождении зо-
ны паров основного компонента и примесей че-
рез камеру ионизации происходит их мягкая
ионизация УФ-излучением и фотохимическая
ионизация примесей образовавшимися ионами
основного компонента [3]. В этом случае пары
основного компонента выполняют роль веще-
ства-реагента. Число пиков, регистрируемых в
масс-спектре смеси, может соответствовать числу
компонентов смеси и каждый пик может соответ-
ствовать ионам М+, либо МН+ компонента смеси.
Число регистрируемых в масс-спектре пиков мо-
жет превышать число примесей за счет регистра-
ции кластерных ионов основного компонента и
примесей (М+)n, (М+Мпр)m, либо (МН+Мпр)n.
Эти пики являются дополнительным доказатель-
ством регистрации ионов М+ и МН+ и соответ-
ственно молекулярных масс примесей. Кластер-
ные ионы могут быть учтены и исключены из

УДК 543.61+543.67+543.51
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масс-спектра за счет увеличения температуры ис-
точника ионов. Получаемые данные дают инфор-
мацию и о числе коэлюируемых с основным ком-
понентом примесей, что расширяет число обна-
руживаемых компонентов анализируемой смеси
неизвестного состава. Чувствительность реги-
страции примесей в этом случае может быть на
два порядка выше, по сравнению с масс-спектро-
метрией с фотоионизацией (МС(ФИАД)) [4].

В отличие от хроматографии, разделение в
хромадистилляции происходит в пустом кварце-
вом капилляре с градиентом температуры по его
длине в потоке газа-носителя в результате много-
кратно повторяющихся актов испарения и кон-
денсации. Хромадистилляция обеспечивает фор-
мирование в газовом потоке ступени (зоны) по-
стоянной концентрации паров основного по
концентрации компонента в течение определен-
ного времени, определяемого величиной анали-
зируемой пробы [5], температурой конечной ча-
сти капилляра и упругостью пара основного ком-
понента при этой температуре.

Согласно теории хромадистилляции, фрон-
тальная часть такой ступени должна быть обога-
щена более летучими примесями, чем основной
компонент, а замыкающая часть – более высоко-
кипящими примесями [6]. Таким образом, про-
исходит групповое разделение примесей без их
полного отделения от основного компонента.

В случае сочетания хромадистилляции с
МС(ФИАД) примеси регистрируются в процессе
их фотохимической ионизации в источнике
ионов без их предварительного отделения от ос-
новного компонента.

Целью настоящей работы являлась регистра-
ция числа примесей в образце метилметакрилата
(ММА) (с получением информации о предпола-
гаемой целочисленной молекулярной массе)
при использовании метода хромадистилляции в
сочетании с масс-спектрометрией с фотохимиче-
ской ионизацией при атмосферном давлении
(ХД/МС(ФХИАД)).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали хромато-масс-спектро-

метр модели 4021 фирмы “Finnigan” (США), на
котором был установлен разработанный нами ис-
точник ионов с фотоионизацией при атмосфер-
ном давлении (ФИАД) [7].

В качестве источника УФ-излучения исполь-
зовали криптоновую газоразрядную лампу с
энергией фотонов 10.6 эВ. Температура испари-
теля хроматографа и температура источника
ионов – 250°С. Объем анализируемой пробы ме-
тилметакрилата (плотность – 0.94 г/мл, темпера-
тура кипения – 101°С) составил 1 мкл. Для обес-
печения режима хромадистилляции пробу ММА

вводили микрошрицем в испаритель газового
хроматографа при 250°С. Пары ММА в потоке ге-
лия поступали в охлажденный до комнатной тем-
пературы кварцевый капилляр внутренним диа-
метром 0.25 мм и длиной 2 м. Далее пары скон-
денсированного ММА в потоке газа-носителя по
обогреваемой до 250°С линии поступали в иони-
зационную камеру источника ионов. В конце ре-
гистрируемой ступени проводили баллистиче-
ский нагрев капилляра до температуры, равной
250°С, для быстрого испарения высококипящих
примесей. Ионы, образующиеся в результате фо-
тоионизации и фотохимической ионизации при
атмосферном давлении (вещество-реагент − па-
ры основного компонента), поступали в высоко-
вакуумную область масс-анализатора (квадруполь).
Регистрацию вели в режиме полного ионного тока.
Масс-спектры сканировали в интервале значений
m/z 40−500 а.е.м.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В масс-спектрах, зарегистрированных во вре-

мя выхода хромадистиляционной ступени ММА,
обнаружили целый ряд пиков с характеристич-
ными значениями m/z (рассматривали пики с ин-
тенсивностью более 2 отн.%), предположительно
соответствующими веществам-примесям с моле-
кулярными массами в интервале от 68 до
242 а.е.м. (табл. 1). Такой вывод сделан на основа-
нии исследований масс-спектров ФХИАД раз-
личных известных соединений, выполненных на-
ми ранее при температуре источника ионов
250°С. Эти исследования показали, что масс-
спектры многих органических соединений состо-
ят из одного пика иона М+ и реже – из двух
пиков – ионов М+ и МН+. Эти данные позволили
сделать предположения о значениях молекуляр-
ных масс обнаруженных примесей. Согласно
ГОСТ 20370-74 [8] для ММА характерны восемь
примесей с молекулярными массами 32, 58, 74,
86, 102, 110, 114 и 116, суммарная концентрация
которых меньше 0.15%. Пять из них приведены в
табл. 1. Кроме этих веществ, в результате данного
исследования выявлено еще 29 компонентов.

Сочетание предложенного подхода с масс-
спектрометрией высокого разрешения позволило
бы с высокой вероятностью идентифицировать
примеси, масс-спектры которых зарегистрирова-
ны в результате исследования. Информация о
предполагаемой целочисленной молекулярной
массе примесей также имеет практическое значе-
ние для специалистов, занимающихся синтезом,
выделением и очисткой термостабильных орга-
нических веществ и синтезом из них других ве-
ществ. Эта информация важна как в случае сов-
падения (или различия в 1 а.е.м.) со значениями
молекулярных масс применяемых в синтезе ве-
ществ или возможных побочных продуктов ре-
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акций, так и в случае обнаружения дополнитель-
ных неизвестных соединений. Предлагаемый
подход – это своеобразный скрининг, позволяю-
щий быстро (3−5 мин) выявлять число примесей
в образцах химической продукции и их целочис-
ленные молекулярные массы.

* * *

При исследовании образца метилметакрилата
сочетание хромадистилляции с МС(ФХИАД)
позволяет зарегистрировать характеристичные
значения m/z, соответствующие предполагаемым
молекулярным массам 33 соединений. Это число
заметно больше числа примесей, содержание ко-
торых допустимо в ММА согласно ГОСТу 20370-74
(восемь веществ) [8]. Достоинством предложен-
ного подхода к выявлению примесей в высокочи-
стом метилметакрилате является возможность
регистрации соответствующих им аналитических
сигналов (m/z) на фоне основного компонента.
При этом основной компонент не только не ме-
шает регистрации, но и играет важную роль (веще-
ство-реагент) в создании условий фотохимической
ионизации искомых веществ при атмосферном
давлении и повышении чувствительности их обна-
ружения.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в соответствии с исследователь-
ским проектом № 19-03-00732 А.
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Таблица 1. Предполагаемые молекулярные массы* примесей в образце метилметакрилата, зарегистрированных
методом хромадистилляции в сочетании с масс-спектрометрией с фотохимической ионизацией при атмосфер-
ном давлении

* Молекулярные массы рассчитаны из предположения, что зарегистрированные значения m/z в масс-спектрах соответствуют
М+ либо М+ и МН+.

№ Молекулярная
масса № Молекулярная

масса № Молекулярная
масса № Молекулярная

масса

1 68 10 110 19 120 28 178
2 72 11 112 20 144 29 180
3 78 12 114 21 146 30 186
4 84 13 116 22 154 31 196
5 86 14 118 23 156 32 218
6 96 15 120 24 158 33 220
7 100 (ММА) 16 126 25 162 34 242
8 102 17 128 26 168
9 104 18 140 27 176
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ном, содержащим в качестве внутреннего стандарта перфторбензол. Валидация методики и
апробация в опытах in vivo проведена на примере перфтордекалина. Установлено время присут-
ствия ксенобиотика в кровотоке и в различных органах мелких лабораторных животных при эндо-
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Применение в современной медицинской
практике перфторорганических соединений
(ПФОС) в качестве кровезаменителей или дыха-
тельных жидкостей требует их тщательного изу-
чения как ксенобиотиков. Относительно новым
направлением является применение ПФОС для
доставки лекарственных препаратов в легкие. Их
высокая растворяющая способность по отноше-
нию к кислороду и диоксиду углерода, низкое по-
верхностное натяжение и способность проникать
в отделы легких, находящиеся в состоянии кол-
лапса, способствуют лучшему распределению ле-
карства в пораженном органе. Эффективность
такого подхода уже показана на примере транс-
порта антибиотиков, анестетиков и вазоактивных
веществ [1].

Кроме того, при терапии синдрома респира-
торного дистресса, который может возникать при
дефиците или дисфункции легочного сурфактан-
та, в том числе у новорожденных, практикуют
введение искусственных добавок (например,
фосфолипидов) в виде композиции с ПФОС [2].

В медико-биологических исследованиях зна-
чительное внимание уделяется оценке периодов
циркуляции ксенобиотиков данного класса в
кровотоке и удерживания в органах-депо. Эта ин-
формация особенно важна с точки зрения влия-
ния на метаболические процессы, протекающие в
крови, поскольку ПФОС могут служить сорбен-
том для некоторых биологически активных со-
единений, в том числе липидов и белков [3, 4].
Надежность полученных результатов в значи-
тельной степени определяется качеством хими-
ко-аналитического обеспечения. На сегодняш-
ний день в научной литературе описан целый ряд
методик, предназначенных для определения кон-
центрации различных ПФОС в биологических
образцах. Среди них перфтордекалин, соедине-
ния, содержащие третичную аминогруппу (на-
пример, перфтортрибутиламин и перфтор-N,N-
диэтилциклогексиламин) или фурановый цикл
(перфторбутилперфтортетрагидрофуран), а так-
же их производные [5–9].

Наиболее подробные описания определения
перфтордекалина и других перфторорганических
соединений методом ГЖХ в биологических опы-
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тах in vivo представлены Центральной исследова-
тельской лабораторией японской компании
Green Corporation в 1975 году [5–7]. Исследова-
ния выполнены с использованием хроматогра-
фической системы Shimadzu простейшей конфи-
гурации, включающей обычную насадочную ко-
лонку и пламенно-ионизационный детектор.
Независимо аналогичные разработки проводи-
лись в Американском детском госпитальном ме-
дицинском центре штата Цинциннати [10–12].
Однако они описаны менее подробно. В дальней-
шем по мере развития аналитического приборо-
строения и совершенствования хроматографиче-
ских фаз появились различные модификации
первых методик с применением капиллярных ко-
лонок и новых типов детекторов [13].

Полный перечень исследованных в данной рабо-
те ПФОС включает перфтордекалин (ПФД),

перфтороктан (ПФО), Карбогал, 1-бромперфтор(4-
метил-3,6-диоксаоктан) (ПФБДО) и перфтор(5-ме-
тил-3,6-диоксанонан) (ПФДО). Их структурные
формулы представлены на схеме 1. В перечень вклю-
чены производные, которые оказались наиболее
перспективными по результатам медико-биоло-
гического исследования технологий на основе
жидкостного дыхания и целевого транспорта ле-
карственных средств в легкие при ряде бронхоле-
гочных заболеваний. Важным аргументом выбора
целевых соединений является относительная до-
ступность, поскольку их синтез и производство
осуществляются в России. Это способствует бо-
лее оперативному внедрению новых подходов в
лечебную практику. За рубежом в аналогичных
исследованиях применяют перфлуброн С8F17Br
(ПФБ).

Схема 1. Структурные формулы перфтордекалина (ПФД) (С10F18), перфтороктана (ПФО) (С8F18), 
Карбогала (С8F16), 1-бромперфтор(4-метилФД,6-диоксаоктана) (ПФБДО) (С7F15O2Br), 

перфтор(5-метил-3,6-диоксанонана) (ПФДО) (C8F18O2).

Цель настоящего исследования состояла в раз-
работке общей методики количественного опре-
деления ПФОС в образцах биоматериалов мето-
дом газожидкостной хромато-масс-спектромет-
рии (ГЖХ-МС) и ее апробация в опытах in vivo на
примере ПФД. Аналитическую процедуру опти-
мизировали с учетом групповой специфичности
некоторых физико-химических свойств, пред-
ставленных в табл. 1. Перфторгексан (т. кип.
57°С) исключили из рассмотрения в связи с ин-
тенсивным газообразованием в опытах in vivo.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Растворы и реагенты. Перфтордекалин
(ФГБОУ ВО СибГМУ, Россия), перфторгексан,
перфтороктан и карбогал (все ООО “ГалоПоли-
мер”, Россия), 1-бромперфтор(4-метил-3,6-ди-
оксаоктан) и перфтор(5-метил-3,6-диоксанонан)
(P&M Invest, Россия), гептан (Вектон, Россия),
перфторбензол (ГИПХ, Санкт-Петербург),
0.001%-ный раствор перфторбензола в гептане
(раствор внутреннего стандарта) готовили мето-
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дом растворением точных навесок перфторбен-
зола в экстрагенте в день проведения измерений.
Градуировочные образцы цельной крови лабора-
торных животных с внесением ПФОС in vitro c
концентрацией в диапазоне от 0.1 до 20 мкг/мл
готовили добавлением к 1 мл крови аликвот 0.1
или 0.01%-ных растворов индивидуальных экспе-
риментальных образцов ПФОС в гептане.

Оборудование. Использовали газожидкостный
хромато-масс-спектрометр GCMS-QP2010 Plus
(Shimadzu, Япония) и капиллярную хроматогра-
фическую колонку Ultra-2 (25 м × 0.2 мм). Экспе-
риментальные данные регистрировали и обраба-
тывали с помощью программы GS-MS Solutions.

Для подготовки проб использовали: весы ла-
бораторные электронные, модель Adventurer AR
2140 (Ohaus, США) с точностью взвешивания
0.0001 г, центрифугу лабораторную, ОПН-8УХЛ4
(Россия), аппарат для встряхивания образцов
(Chirana, Чехия), ультразвуковую баню D-7824
Singen/HTW (Elma, Германия), смеситель лабо-
раторный MS 3 basic (IKA, США).

В ходе исследования выбрали условия пробо-
подготовки биологических образцов крови и тка-
ней органов и хроматографического анализа проб
в режиме электронной ионизации и селективного
мониторинга характеристичных ионов определя-
емых соединений.

Подготовка биопроб и анализ. Цельная кровь.
1 мл крови помещали в стеклянную пробирку с
завинчивающейся крышкой объемом 5 мл, при-
бавляли 1 мл раствора внутреннего стандарта.
Пробу выдерживали в УЗ-бане в течение 10 мин
при температуре не выше +5°С, перемешивали в
течение 2 мин на лабораторном смесителе и цен-
трифугировали 5 мин при скорости 3000 об/мин.
Аликвоту верхнего слоя переносили в стеклян-
ную хроматографическую виалу с завинчиваю-
щейся крышкой объемом 4 мл и анализировали
методом ГЖХ-МС.

Ткани органов. Перед анализом температуру
замороженных образцов поднимали до комнат-
ной. Точные навески от 0.1 до 0.5 г переносили в
стеклянные пробирки с завинчивающимися
крышками и прибавляли 1 мл раствора внутрен-
него стандарта. Пробу выдерживали в УЗ-бане в
течение 10 мин при температуре не выше +5°С,
перемешивали в течение 2 мин на лабораторном
смесителе и центрифугировали 5 мин при скоро-
сти 3000 об/мин. Аликвоту верхнего слоя перено-
сили в стеклянную хроматографическую виалу с
завинчивающейся крышкой объемом 4 мл и ана-
лизировали методом ГЖХ-МС.

Газожидкостный хромато-масс-спектромет-
рический анализ. Компоненты проб разделяли в
условиях градиентного элюирования при темпе-
ратуре инжектора и детектора 280°С, начальной
температуре колонки 80°С (2 мин), скорости на-
грева 45°С/мин и конечной температуре колонки
280°С (15 мин), газ-носитель He, скорость потока
1 мл/мин, деление потока 1 : 10.

МС-детектироание проводили в условиях
электронной ионизации при потенциале 70 eV в
режиме сканирования SIM при температуре ис-
точника ионов и интерфейса 280°С. Аналитиче-
ские сигналы регистрировали в интервале от 1 до
2 мин при отсечении шумов на уровне 50 усл. ед.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Оптимизация процедуры подготовки биопроб.

Для определения ПФОС в биоматериале исполь-
зовали жидкостную экстракцию и метод внутрен-
него стандарта. Вследствие высокой гидрофобно-
сти и отсутствия межмолекулярного взаимодей-
ствия у перфторированных углеводородов в
качестве экстрагента целесообразно использо-
вать аполярный апротонный растворитель по
классификации Паркера [14]. К их числу отно-
сятся жидкости с низкой диэлектрической про-
ницаемостью и слабым дипольным моментом, не

Таблица 1. Физико-химические свойства перфторорганических соединений

Показатель Диапазон Сравнительная оценка

Молекулярная масса, Да 400−488 ПФБ > ПФДО > ПФБДО > ПФД > ПФО > Карбогал
Температура кипения, °С 102−180 ПФБДО > ПФБ > ПФД > ПФДО > ПФО > Карбогал
Давление пара (37°С), кПа 0.1−8.0 ПФО > ПФД > ПФБ > ПФДО > ПФБДО
Плотность, г/мл 1.6−1.95 ПФД > ПФБ > Карбогал > ПФБДО > ПФО > ПФДО
Кинематическая вязкость (25°С), сСт 0.59−2.90 ПФД > Карбогал > ПФБ > ПФО > ПФБДО > ПФДО

Поверхностное натяжение (25°С), дин/см 10.0−18.0 ПФБ > ПФБДО > ПФД > ПФДО > ПФО

Растворимость О2 (25°С), мл газа/100 мл 
жидкости

48−54 Карбогал > ПФБ > ПФД > ПФО

Растворимость СО2 (25°С), мл газа/100 мл 
жидкости

140−210 ПФБ > Карбогал > ПФО > ПФД
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склонные к образованию водородных связей,
прежде всего, алифатические или ароматические
углеводороды. Учитывая летучесть указанных уг-
леводородов, в качестве оптимального экстраген-
та ПФОС из биоматериала выбрали н-гептан
(т. кип. 98.4°С), а внутреннего стандарта – гек-
сафторбензол (т. кип. 80.1°С).

Параметры жидкостной экстракции оптими-
зировали в опытах in vitro. Удалось подобрать оп-
тимальные условия проведения процедуры: соот-
ношение массы биологической пробы и объема
экстрагента, температура УЗ-бани и время экспе-
римента. Однократная степень извлечения, уста-
новленная в опытах введено–найдено, составля-
ет не менее 95% для всех исследуемых ПФОС.
Подтверждением этих данных служат высокие
значения коэффициентов корреляции линейных
градуировочных графиков, представленных в
табл. 2.

ПФОС в биообразцах идентифицировали по
хроматографическим параметрам удерживания и
значениям массовых чисел характеристических
ионов. За результат идентификации принимали
совпадение указанных характеристик на хрома-
тограммах стандартного и испытуемого раство-
ров. Соответствующие параметры для целевых
соединений представлены на рис. 1 и в табл. 3.

Концентрацию (мкг/мл) ПФОС в пробах
цельной крови определяли по градуировочной
кривой как средний результат двух анализов.

Массовые концентрации ПФОС в тканях органов
(с) вычисляли по формуле (1) как средний резуль-
тат параллельных определений:

(1)
где сгр – концентрация ПФОС, найденная по гра-
дуировочной характеристике, мкг/мл; m – навес-
ка испытуемого образца, г.

Метрологические характеристики и апробация
методики на примере перфтордекалина в опытах in
vivo. Градуировочные графики строили для каж-
дого ПФОС, используя соответствующие градуи-
ровочные образцы цельной крови крыс. Пробопод-
готовку, а также анализ градуировочных и тестиру-
емых биообразцов проводили с соблюдением
описанных выше процедур. Метрологические ха-
рактеристики определения целевых аналитов пред-
ставлены в табл. 2.

Пределы обнаружения ПФОС, установленные
для соотношения сигнал/шум более 3, превыша-
ют аналогичные показатели, приведенные в лите-
ратуре, примерно в 1000 раз.

При апробации методики in vivo в качестве
тест-системы выбрали белых крыс-самцов Ви-
стар. Перфтордекалин вводили животным нато-
щак однократно в дозе 19.4 мг/кг (10 мл/кг) эндо-
трахеально (э/т) через полимерную интубацион-
ную трубку при общей анестезии.

Кровь и органы (головной мозг, легкие, пе-
чень, селезенка, почка) отбирали через опреде-

гр ,с с m=

Таблица 2. Метрологические характеристики определения перфторорганических соединений в цельной крови
методом ГЖХ-МС

ПФОС Линейный
диапазон, мкг/мл

Уравнение
1 порядка

Коэффициент
корреляции

Предел обнаружения, 
мкг/мл

Перфтордекалин 0.5−20.0 y = 0.0005x 0.9983 0.05
Перфтороктан 0.5−20.0 y = 0.0001x 0.9946 0.02
Карбогал 0.5−20.0 y = 0.0002x 0.9996 0.02
ПФБДО 0.1−20.0 y = 0.00006x 0.9997 0.01
ПФДО 0.1−20.0 y = 0.0001x 0.9998 0.01

Таблица 3. Критерии идентификации перфторорганических соединений

Определяемое вещество Время удерживания, мин Детектируемый ион: m/z, Да

Перфтордекалин 1.60 ± 0.05 (цис-изомер)
1.63 ± 0.05 (транс-изомер)

:243, C7F11+:293

Перфтороктан 1.45 ± 0.05  :69

Карбогал 1.48 ± 0.05 :69, C4F7:181

ПФБДО 1.50 ± 0.05 :119

ПФДО 1.50 ± 0.05 :119

Перфторбензол (внутренний стандарт) 1.82 ± 0.05

6 9С F+

3СF+

3СF+

5СF+

5СF+

6 6С F+
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Рис. 1. Масс-спектры фрагментации ионов перфторорганических соединений, выбранных для их определения в ре-
жиме электронной ионизации.
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ленные интервалы времени: 1 ч, 24 ч, 3 и 10 сут
после введения перфтордекалина. Образцы кро-
ви лабораторных животных в объеме не менее
2 мл помещали в пробирки с Na-гепарином объе-
мом 5.0−6.0 мл и хранили при температуре от −4
до −6°С в течение не более 1 сут. Фрагменты ор-
ганов гомогенизировали в присутствии хладо-
агента и хранили в морозильной камере при
−45°С.

Концентрацию ПФД в каждой временной точ-
ке, определяли в пяти повторностях, используя
биопробы, отобранные у пяти животных. Усред-
ненные результаты анализа представлены в табл. 4.

Демонстрационные хроматограммы приведе-
ны на рис. 2 и 3. Сигналы со временем удержива-
ния в диапазоне 1.55−1.65 мин соответствуют цис-
и транс-изомерам ПФД, а сигнал со временем
удерживания около 1.75−1.85 мин – внутреннему
стандарту (перфтобензолу).

Полученные данные, свидетельствуют о край-
не низкой биодоступности ПФД при эндотрахе-
альном пути введения, расчетные значения кото-
рой составляют не более 0.2%. Органом-депо для
него являются легкие, где большая часть ксено-
биотика содержится в альвеолярном простран-
стве при незначительном проникновении в ле-
гочную ткань. Более чем 200-кратное снижение
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концентрации ПФД в легких через сутки после
эндотрахеального введения свидетельствует о его
быстрой элиминации с выдыхаемым воздухом.
Через 10 сут концентрация ПФД в легких сопо-
ставима со значениями концентраций в других
исследованных органах.

Представленные экспериментальные данные
позволяют интерпретировать фармакокинетику
ПФОС как длительный процесс их циркуляции в

организме лабораторных животных при изучен-
ном способе введения. Это затрудняет применение
стандартного набора кинетических параметров для
классического описания абсорбции ксенобиотиков
данного класса, а также особенностей распределе-
ния, метаболизма и элиминирования.

Важным результатом исследования in vivo яв-
ляется установление факта аккумулирования
ПФД в тканях органов. Степень депонирования,

Таблица 4. Фармакокинетическое исследование перфтордекалина при эндотрахеальном способе введения кры-
сам

Тест-объект
Содержание ПФД, мкг/мл

через 1 ч через 24 ч через 72 ч через 240 ч

Цельная кровь 0.56 0.36 0.52 0.18
Легкие 490.0 2.49 3.53 0.56
Печень 0.88 0.49 0.49 0.29
Почка 1.12 0.38 0.49 0.23
Селезенка 1.04 0.65 0.77 0.49
Головной мозг 0.53 0.43 0.42 0.25

Рис. 2. Определение перфтордекалина в цельной крови кролика через трое суток после введения.
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Рис. 3. Определение перфтордекалина в ткани мозга кролика через трое суток после введения.
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по-видимому, характеризуется соответствующи-
ми коэффициентами распределения, которые за-
висят от содержания липидов в крови и в различ-
ных органах.

Таким образом, разработана современная высо-
кочувствительная методика определения ПФОС,
используемых в биомедицинских технологиях, и
показана возможность ее применения в доклини-
ческих исследованиях.
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