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Дисперсионная твердофазная экстракция (ДТФЭ) и магнитная твердофазная экстракция 
(МТФЭ) относятся к методам твердофазного сорбционного концентрирования. По сравнению 
с классической твердофазной экстракцией эти методы имеют ряд преимуществ, таких как сни-
жение расхода сорбентов и растворителей, времени экстракции и стоимости анализа. О популяр-
ности метода среди аналитиков свидетельствует большое число обзоров, которые мы обобщили 
в настоящей публикации. Систематизирована информация о разных вариантах этих методов, 
различающихся способом осуществления процесса концентрирования, природой используемых 
сорбентов, сочетанием с методами последующего определения сконцентрированных веществ; 
приведены примеры использования ДТФЭ и МТФЭ для выделения органических соединений 
при анализе объектов окружающей среды, пищевых продуктов и биологических жидкостей.

Ключевые слова: дисперсионная твердофазная экстракция, магнитная твердофазная экстрак-
ция, микроэкстракционное концентрирование, органические соединения, белая аналитическая 
химия.
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Одной из заметных тенденций современной 
аналитической химии является миниатюризация 
химического анализа в целом и методов пробо-
подготовки в частности [1–6]. Наряду с класси-
ческими методами пробоподготовки, такими как 
жидкостно-жидкостная экстракция [7–10] или 
твердофазная экстракция (ТФЭ) [11–16] в по-
следние двадцать пять лет происходило бурное 
развитие микроэкстракционных жидкофазных 
[17–21] и твердофазных [22–25] методов выделе-
ния и концентрирования органических соедине-
ний. За это время появилось много новых мето-
дов микроэкстракционного концентрирования, 
таких как капельная микроэкстракция (single-
drop microextraction, 1996 г.) [26, 27], мембранная 
микроэкстракция в полое волокно (hollow fiber 
liquid-phase microextraction, 1999 г.) [26, 28, 29], 
дисперсионная жидкостно-жидкостная микро-
экстракция (dispersive liquid–liquid microextraction, 
2006 г.) [30, 31], гомогенная жидкостно-жидкост-
ная микроэкстракция (homogeneous liquid-liquid 

microextraction, 2009 г.) [32, 33], твердофазная ми-
кроэкстракция пипеткой (pipette-tip solid-phase 
microextraction, 1989 г.) [34–36], твердофазная 
микроэкстракция (solid phase microextraction, 
1990 г.) [37–39], экстракция палочкой магнитной 
мешалки (stir-bar sorptive extraction, 1999 г.) [40, 
41], магнитная твердофазная экстракция (magnetic 
solid-phase extraction, 1999 г.) [42], дисперсионная 
твердофазная экстракция (dispersive solid-phase 
extraction, 2003 г.) [43], микроэкстракция в на-
бивном патроне (microextraction by packed sorbent, 
2004 г.) [44, 45]. Ссылки на последние обзоры, 
описывающие перечисленные методы микроэкс-
тракционного концентрирования органических 
соединений, приведены ранее.

В настоящей публикации обобщены обзор-
ные статьи, описывающие два метода твердофаз-
ной экстракции органических соединений: дис-
персионную твердофазную экстракцию (ДТФЭ) 
и магнитную твердофазную экстракцию (МТФЭ). 
Дана общая характеристика методов, рассмотрены 
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способы осуществления, перечислены эксперимен-
тальные параметры, влияющие на эффективность 
концентрирования органических соединений, 
обсуждены основные типы сорбентов, приведе-
ны примеры практического применения методов 
в процессе пробоподготовки различных объектов. 
В первую очередь проанализированы обзоры, опу-
бликованные за период с 2010 по 2023 гг., в назва-
нии которых присутствовали термины dispersive 
solid-phase extraction [46–57] и magnetic solid-phase 
extraction [58–96] (табл. 1, 2). Кроме того, проа-
нализированы отдельные разделы, посвященные 
ДТФЭ и МТФЭ, в ряде других обзорных публи-
каций, они будут детально рассмотрены далее 
[97–129]. Обзорные статьи, посвящённые при-
менению этих методов для концентрирования 
неорганических соединений, в данной публикации 
не рассматривались [130–137]. Мы надеемся, что 
систематизация информации по ДТФЭ и МТФЭ 
привлечет дополнительное внимание аналитиков 
к этим методам и будет полезной при разработке 
новых экологически безопасных методик опреде-
ления органических соединений, соответствующих 
требованиям не только зеленой аналитической хи-
мии [77, 138, 139], но и белой аналитической химии 
(White Analytical Chemistry) [140, 141] – усовершен-
ствованной концепции зеленой аналитической 

химии, учитывающей, кроме экологической со-
ставляющей, аналитические характеристики ме-
тода и его экономическую составляющую.

ДИСПЕРСИОННАЯ ТВЕРДОФАЗНАЯ 
ЭКСТРАКЦИЯ

Общая характеристика и способы осуществления. 
Перечень обзоров, посвященных дисперсионной 
твердофазной экстракции органических соеди-
нений, в хронологическом порядке дан в табл. 1.

Дисперсионная твердофазная экстракция ос-
нована на извлечении аналитов небольшим ко-
личеством сорбента (несколько мг или мкг), дис-
пергированным в фазе анализируемого раствора. 
По существу ДТФЭ относится к давно известному 
и широко используемому процессу концентри-
рования, который в русскоязычной литературе 
получил название “сорбционное концентриро-
вание в статических условиях” [97], с той толь-
ко разницей, что в ДТФЭ в качестве сорбентов 
используют современные высокоэффективные 
микро- и наносорбенты, обладающие высокораз-
витой поверхностью [47].

Интересно проследить за историей возник-
новения термина “дисперсионная твердофазная 

Таблица 1. Хронология обзоров, посвященных дисперсионной твердофазной экстракции

Год Тематика обзора Литература

2015 Общие аспекты ДТФЭ: основные принципы и ранние приложения [46]

2017

Основные типы микро- и наносорбентов, нашедших применение в ДТФЭ. [47]

ДТФЭ для определения ветеринарных лекарств в пище. [48]
Металлоорганические каркасы – новый класс сорбентов для ДТФЭ [49]

2019

Теоретические основы ДТФЭ. Достоинства и недостатки ДТФЭ по сравнению 
с твердофазной микроэкстракцией.

[50]

Способы осуществления ДТФЭ. Основные типы сорбентов. Сочетание 
с методами определения, автоматизация. Перспективы развития

[51]

2020

Достижения и перспективы применения функционализированных 
наноматериалов в ДТФЭ.

[52]

Тенденции в разработке сорбентов для ДТФЭ. [53]
Обзор новых материалов для ДТФЭ [54]

2021
Применение ДТФЭ для выделения ПАУ* из вод. [55]
Полимеры с молекулярными отпечатками в ДТФЭ [56]

2022
Синтез полиионных жидкостей на основе имидазолия с различными 
заместителями и их применение в ДТФЭ

[57]

* ПАУ – полициклические ароматические углеводороды.
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Таблица 2. Хронология обзоров, посвященных магнитной твердофазной экстракции

Год Тематика обзора Литература

2010
Синтез, модифицирование и применение магнитных наноматериалов для 
концентрирования органических соединений в объектах окружающей среды 
методом МТФЭ

[58]

2011
Общая характеристика различных магнитных сорбентов и примеры их применения 
для выделения и концентрирования органических соединений из вод

[59]

2013 Общая характеристика МТФЭ и ранние приложения (2008–2013 гг.) [60]

2014

Синтез и применение функционализированных магнитных наноматериалов для 
концентрирования органических соединений в объектах окружающей среды 
методом МТФЭ.

[61]

Примеры функционализации поверхности магнитных наночастиц магнетита, их 
свойства и применение для концентрирования.

[62]

Общая характеристика МТФЭ и ее применение в анализе объектов окружающей 
среды, биологических объектов и продуктов питания.

[63]

Синтез, модифицирование и применение магнитных сорбентов для 
концентрирования пестицидов методом МТФЭ

[64]

2015

Применение МТФЭ для выделения и концентрирования пестицидов и некоторых 
других органических соединений из различных объектов.

[65]

Способы получения магнитных углеродных нанотрубок и примеры их применения 
в анализе объектов окружающей среды с использованием МТФЭ

[66]

2016

Классификация магнитных сорбентов, примеры их применения для МТФЭ 
органических соединений при анализе объектов окружающей среды, пищевых 
продуктов и биологических жидкостей (2011–2015 гг.).

[67]

Общая характеристика магнитных наноматериалов и их применение 
в аналитической химии. Автоматизация МТФЭ, сочетание с ДЖЖМЭ* (2010–
2016 гг.).

[68]

Магнитные углеродсодержащие материалы в МТФЭ при анализе объектов 
окружающей среды

[69]

2017

МТФЭ для выделения и концентрирования лекарственных веществ из 
биологических матриц (2009–2016 гг.).

[70]

Магнитные металлоорганические каркасы в МТФЭ органических соединений. [71]

Магнитные полимеры с молекулярными отпечатками в МТФЭ для выделения 
и концентрирования лекарственных веществ.

[72]

Подходы к синтезу магнитных полимеров с молекулярными отпечатками 
и примеры их применения в анализе объектов окружающей среды и продуктов 
питания

[73]

2018
Магнитные углеродсодержащие композиты: синтез, свойства и применение 
в МТФЭ

[74]

2019
МТФЭ для выделения и концентрирования органических соединений из пищевых 
продуктов

[75]
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экстракция”. В 2003 году Анастасиадес и его кол-
леги [43] для одновременного мультиклассового 
извлечения остатков пестицидов из пищевых про-
дуктов с высоким содержанием воды предложили 
использовать новый способ пробоподготовки, 

названный ими QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, 
Effective, Rugged, and Safe – быстро, просто, де-
шево, эффективно, надежно и безопасно). Суть 
метода заключалась в одновременном извлече-
нии пестицидов (до 200 соединений) из овощей 

Таблица 2. Окончание

Применение композитов на основе углеродных нанотрубок в МТФЭ. [76]

МТФЭ в пробоподготовке различных объектов при определении в них лекарств, 
пестицидов, ПАУ**, токсинов и др.

[77]

Многофункциональные магнитные композиты в МТФЭ при анализе объектов 
окружающей среды (2014–2019 гг.)

[78]

2020

Магнитные нанокомпозитные сорбенты на основе оксида графена в МТФЭ. [79]
Синтез и применение магнитных сорбентов в анализе объектов окружающей среды 
(воды, почвы, воздух).

[80]

Синтез и применение магнитных сорбентов в анализе пищевых продуктов [81]
Синтез и применение магнитных наночастиц в анализе пищевых продуктов (2016–
2020 гг.)

[82]

Магнитные пористые органические каркасы: синтез и применение в МТФЭ. [83]
МТФЭ стойких органических загрязнителей из вод (2015–2019 гг.) [84]

2021

Последние достижения в разработке сорбентов для МТФЭ, подходы к выбору 
сорбента (2017–2021 гг.).

[85]

Магнитные металлоорганические каркасы в МТФЭ пестицидов. [86]
Применение МТФЭ в фитохимическом анализе. [87]
Применение магнитных наноматериалов в анализе объектов окружающей среды 
и пищевых продуктов.

[88]

Синтез и применение в МТФЭ магнитных композитов на основе циклодекстринов. [89]

Магнитные сорбенты на основе ионных жидкостей и их применение в анализе 
объектов окружающей среды

[90]

2022

Синтез, классификация и применение магнитных полимеров с молекулярными 
отпечатками в анализе объектов окружающей среды, биологических жидкостей 
и пищевых продуктов (2016–2020 гг.)

[91]

Классификация магнитных композитных наносорбентов и примеры их 
применения в анализе объектов окружающей среды (2019–2022 гг.).

[92]

Магнитные сорбенты на основе ионных жидкостей и их применение в МТФЭ 
различных объектов.

[93]

Применение магнитных полимеров с молекулярными отпечатками в МТФЭ 
пестицидов.

[94]

Дизайн, получение и применение магнитных наносорбентов в анализе пищевых 
продуктов [95]

2023 Магнитные металлоорганические каркасы в МТФЭ пищевых продуктов [96]
* ДЖЖМЭ – дисперсионная жидкостно-жидкостная микроэкстракция, ** ПАУ – полициклические арома-

тические углеводороды.
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и фруктов ацетонитрилом в присутствии большого 
количества солей (преимущественно сульфата 
магния) и последующей очистке экстракта с по-
мощью аминосорбента PSA. В процессе очистки 
экстрактов мешающие определению вещества пе-
реходят в фазу сорбента, а искомые аналиты оста-
ются в растворе. Процесс очистки экстрактов от 
пигментов, сахаров, липидов и других мешающих 
определению пестицидов веществ авторы предло-
жили описывать термином dispersive solid-phase 
extraction, DSPE. Термин прижился во многом 
благодаря популярности метода QuEChERS [98–
100], и со временем его стали применять не только 
для обозначения процесса очистки экстрактов, но 
и в методе сорбционного выделения и концентри-
рования аналитов, основанном на использовании 
небольших количеств микро- и наносорбентов. 
Чтобы подчеркнуть различие в разных вариан-
тах одного и того же метода, для второго вари-
анта в некоторых последних работах предложено 
использовать термин dispersive micro-solid phase 
extraction [47, 50, 51, 53] или dispersive (micro) solid-
phase extraction (D‑µ-SPE) [55, 56]. Историческая 
справка о развитии этих двух различных вариантов 
ДТФЭ дана в обзоре [48].

В обзоре [50] отмечается, что существенными 
преимуществами ДТФЭ по сравнению с традици-
онной ТФЭ являются снижение расхода сорбента, 
сокращение времени сорбции или десорбции, про-
стота осуществления концентрирования, низкая 
стоимость. Основные ограничения ДТФЭ, связан-
ные с проведением операций фильтрования или 
центрифугирования, успешно преодолеваются за 

счет применения магнитных сорбентов в магнит-
ной дисперсионной ТФЭ (см. далее).

Процедура дисперсионной твердофазной экс-
тракции подробно описана в нескольких ранних 
обзорах [46, 47, 50]. Она включает добавление вы-
бранного сорбента к анализируемому раствору, 
встряхивание сорбента с раствором, отделение 
сорбента с выделенными целевыми аналитами 
фильтрованием или центрифугированием и по-
следующее элюирование относительно небольшим 
количеством органического растворителя (рис. 1). 
За счет диспергирования сорбента в анализируе-
мом растворе перенос аналита к частицам сорбента 
происходит быстрее, чем в классическом варианте 
ТФЭ с использованием колонок, картриджей или 
дисков, что приводит к значительному сокраще-
нию времени анализа. В отличие от ТФЭ, в ДТФЭ 
появляется возможность использования микро- 
и наносорбентов, применение которых в ТФЭ 
невозможно из-за создаваемого ими высокого 
противодавления, затрудняющего прохождение 
образца через картридж или колонку. Уменьшение 
количества используемых сорбентов неизбежно 
приводит к уменьшению объема элюирующих рас-
творителей, что делает ДТФЭ более экологически 
безопасным, более “зеленым” методом. Кроме того, 
в ДТФЭ исчезают проблемы, связанные с засоре-
нием картриджей, необходимостью их подготовки 
и кондиционирования.

Для интенсификации процесса диспергиро-
вания сорбента помимо ДТФЭ с механическим 
перемешиванием сорбента с помощью шейке-
ров предложены варианты ДТФЭ с ультразвуко-
вым или вихревым диспергированием сорбента, 

Рис. 1. Схема проведения дисперсионной твердофазной экстракции [47].
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достоинства и ограничения которых описаны в об-
зорах [50, 51]. Эти варианты ДТФЭ получили на-
звание ДТФЭ с ультразвуковым диспергированием 
(ultrasonic assisted dispersive solid-phase extraction) 
и ДТФЭ с вихревым диспергированием (vortex-
assisted dispersive solid-phase extraction).

В качестве источника ультразвука в ДТФЭ с уль-
тразвуковым диспергированием используют уль-
тразвуковой волновод или ультразвуковую ванну, 
причем обработку проб ультразвуком применяют 
не только на этапе сорбции или десорбции ана-
литов, но и для предварительного диспергирова-
ния частиц сорбента, обладающих повышенной 
склонностью к агрегации и агломерации. Воз-
никающие в результате воздействия ультразвука 
механические эффекты (ударные волны), в осно-
ве появления которых лежит такое явление, как 
кавитация, способствуют уменьшению размера 
частиц сорбента, и, следовательно, увеличению 
площади его поверхности, что, в свою очередь, 
приводит к значительному сокращению времени 
сорбции/десорбции и количества используемого 
сорбента [50, 51, 101]. Несмотря на ряд достоинств, 
присущих ультразвуковому диспергированию, оно 
не лишено недостатков. Под воздействием ульт-
развука происходит нагревание образца, вслед-
ствие чего могут разрушаться (деградировать) не 

только сорбент, но и некоторые аналиты. Кроме 
того, в ряде случаев в процессе ультразвукового 
диспергирования образуется термодинамически 
устойчивая взвесь сорбента, что затрудняет его 
отделение на стадии центрифугирования.

Вихревое диспергирование сорбента осущест-
вляют с помощью лабораторных вихревых смеси-
телей, скорость вращения, как правило, составляет 
2500 – 3200 об/мин [50]. При быстром вращении 
емкости с исследуемой жидкостью в среде разви-
вается турбулентность – трехмерное нестационар-
ное движение жидкости, в котором непрерывно 
возникают и распадаются элементы турбулентно-
го потока – вихри. Беспорядочное перемещение 
вихрей приводит к интенсивному перемешиванию 
сорбента с анализируемым раствором, усилению 
массопереноса, а в ряде случаев и к уменьшению 
размера частиц легко диспергируемых сорбентов.

Еще один вариант ДТФЭ связан с диспергиро-
ванием сорбента углекислым газом (effervescence-
assisted dispersive solid phase extraction) [51, 102]. 
В этом варианте перемешивание раствора осу-
ществляется не механически, а за счет углекислого 
газа, который выделяется в результате кислотно-ос-
новной реакции. Сорбент прессуют с карбонатом 
натрия и твердой кислотой и вводят в анализи-
руемый раствор в виде “шипучей” таблетки. При 

Рис. 2. Схема проведения магнитной твердофазной экстракции [60].
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взаимодействии компонентов таблетки с водой 
образуются пузырьки углекислого газа, в результа-
те чего сорбент диспергируется в растворе пробы. 
Таким образом, отпадает необходимость в пере-
мешивающих устройствах, упрощается процедура 
выделения веществ, а в растворе создаётся буфер-
ная смесь, обеспечивающая требуемое значение 
рH и ионную силу, повышая эффективность из-
влечения аналитов.

Экспериментальные параметры, влияющие на 
ДТФЭ, систематизированы в ряде обзоров [50, 52, 
53, 55]. Эффективность концентрирования ана-
литов этим методом зависит от природы и струк-
турных особенностей используемых сорбентов, 
размера частиц сорбента и его количества, способа 
диспергирования, природы и свойств растворите-
ля на этапе элюирования, рН и солевого состава 
раствора. Несмотря на важность каждого из пере-
численных ранее факторов, все же определяющую 
роль для достижения количественного извлече-
ния играют особенности сорбента и его сродство 
к аналиту. Сорбцию органических соединений 
обычно рассматривают с позиций различных типов 
межмолекулярных взаимодействий сорбент–сор-
бат, таких как ван-дер-ваальсовы, гидрофобные 
и электростатические взаимодействия, а также 
образование водородных связей. Важнейшими 
характеристиками сорбентов, определяющими 
их сорбционную способность, являются удель-
ная поверхность и размеры пор, тогда как размер 
частиц сорбента влияет на скорость адсорбции. 
С увеличением удельной поверхности сорбентов 
увеличивается их сорбционная емкость, которую 
обычно определяют путем построения изотерм сор-
бции. В перечисленных ранее обзорах можно найти 
ссылки на оригинальные статьи, в которых влияние 
этих факторов рассмотрено более подробно.

Основные типы сорбентов для дисперсионной 
твердофазной экстракции. Классификация сорбен-
тов, нашедших применение в ДТФЭ, дана в обзоре 
[53]. Авторы отмечают, что на момент написания 
обзора существовало по крайней мере пять групп 
сорбентов, различающихся по своему химическому 
составу: наноматериалы или композиты на основе 
углерода (42%), оксиды металлов и неметаллов 
и их производные (32%), металлоорганические 
каркасы (12%), полимерные материалы (8%), поли-
меры с молекулярными отпечатками (6%). В свою 
очередь наноматериалы на основе углерода так-
же были классифицированы на три подгруппы, 
включая графен и его производные (19%), угле-
родные нанотрубки (11%), другие материалы на 
основе углерода (12%). В скобках указана частота 

публикаций на момент написания обзора (2020 г.). 
Рассмотрим особенности перечисленных классов 
сорбентов более подробно.

Наноматериалы и композиты на основе углеро-
да. Информация о применении графена, одно- 
и многостенных углеродных нанотрубок и других 
наноматериалов и композитов на основе углерода 
в ДТФЭ приведена в обзорах [47, 50–55]. Уни-
кальные сорбционные свойства углеродсодержа-
щих наноматериалов обусловлены особенностями 
наноструктуры и поверхности этих сорбентов, 
способностью к различным взаимодействиям (ги-
дрофобным, диполь-дипольным, π–π-взаимодей-
ствиям, образованию водородных и других связей), 
большой площадью поверхности, высокой пори-
стостью, хорошими кинетическими свойствами, 
химической, механической и термической устой-
чивостью. Кроме того, наноматериалы на основе 
углерода отличаются относительной легкостью 
их модифицирования, что открывает широкие 
возможности для направленного синтеза различ-
ных композитов на их основе. Гидрофобность 
и уникальные морфологические характеристики 
этого класса сорбентов обеспечивают эффективное 
извлечение органических соединений, особенно 
ароматических, по сравнению с другими сорбци-
онными материалами. Следует отметить, что среди 
углеродных наноматериалов более высокой дис-
пергируемостью обладают окисленные углеродные 
нанотрубки и оксид графена, на поверхности ко-
торых содержится большое число полярных функ-
циональных групп (в основном – СООН), кроме 
того, они обладают высоким сродством к полярным 
соединениям. Однако наноразмерные углеродные 
материалы редко используются индивидуально, 
поскольку они склонны к агрегации [51, 55].

Оксиды металлов и неметаллов и их производные. 
Среди этих материалов чаще других применяют 
материалы на основе оксида кремния [16, 54, 55] 
и магнитных наночастиц оксида железа (Fe3O4) 
[52–55], которые в качестве сорбентов в основном 
нашли применение в магнитной дисперсионной 
ТФЭ (см. далее).

Металлоорганические каркасы (metal-organic 
frameworks, MOF) представляют собой класс ги-
бридных металлоорганических координацион-
ных полимеров, решеточная структура которых 
состоит из ионов или малых кластеров металлов, 
связанных органическими лигандами. Эти мате-
риалы характеризуются большой площадью по-
верхности, наличием однородных структуриро-
ванных полостей с контролируемым в процессе 
синтеза размером пор (от ~0.3 до ~10 нм), высокой 
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адсорбционной способностью, сверхнизкой плот-
ностью (до 0.13 г/см3), достаточной механической 
прочностью и термической стабильностью (от ~300 
до ~600 оC). В последние годы металлоорганиче-
ские каркасы (МОК) все чаще используются в ка-
честве новых материалов в аналитической химии 
[103, 104]. Применению металлоорганических 
каркасов в ДТФЭ посвящен обзор [49] и отдель-
ные разделы в обзорах [47, 53–55]. В этих обзорах 
приведена классификация металлоорганических 
каркасов и композитов на их основе, нашедших 
применение в ДТФЭ, обсужден механизм взаимо-
действия с сорбируемыми соединениями, приведе-
ны многочисленные примеры использования этих 
сорбентов для выделения органических соединений 
из самых разнообразных объектов.

Полимерные материалы. В настоящее время 
разработано большое количество коммерческих 
полимерных сорбентов, нашедших применение не 
только в ТФЭ, но и в ДТФЭ [53, 54, 105]. Полимер-
ные пористые сорбенты относят к универсальным 
сорбентам, применимым для выделения различных 
классов органических соединений. Их преиму-
щества перед другими пористыми материалами 
заключаются в присущем им функциональном 
разнообразии и физико-химической устойчиво-
сти, особенно к воде, при очень большой площади 
поверхности, высокой гидрофобности, легкости 
элюирования, легкости и полноте термодесорбции.

Среди коммерческих полимерных сорбентов, 
следует отметить наиболее широко применяе-
мые на данный момент бифункциональные сор-
бенты марки Oasis (Oasis HLB, Oasis MCX, Oasis 
MAX) – сополимеры с высокой степенью сшив-
ки неполярных стирола, дивинилбензола и по-
лярного винилпирролидона [105]. Аббревиатура 
HLB (Hidrophylic-Lipophylic Balance) в названии 
сорбента Oasis HLB отражает два его важных уни-
кальных свойства: способность смачиваться водой 
и способность сорбировать и удерживать большое 
число полярных и неполярных молекул. Сорбент 
Oasis MCX (Mixed-mode Cation eXchange sorbent 
for bases) содержит на своей поверхности сильные 
катионообменные сульфогруппы и является поли-
мером со смешанной обращенно-фазовой и кати-
онообменной функциональностью. По сравнению 
с сорбентом Oasis HLB он обладает особой изби-
рательностью к основным веществам. Напротив, 
сорбент Oasis MАX (Mixed-mode Anion eXchange 
sorbent for acids), на поверхности которого распо-
ложены сильные анионообменные четвертичные 
аммониевые группы, является полимером со сме-
шанной обращенно-фазовой и анионообменной 

функциональностью. Главное различие между 
Oasis HLB и Oasis MАX – особая избирательность 
последнего к органическим молекулам с кислот-
ными свойствами.

Примером еще одного вида полимеров с высо-
кой степенью сшивки сополимеров стирола и ди-
винилбензола являются сверхсшитые полистиролы 
(ССПС) [106, 107]. Сверхсшитые полистиролы 
отличаются необычайно жесткой нанопористой 
структурой с большой площадью удельной по-
верхности (до 1500 м2/г) в сочетании с аномально 
высокой площадью поверхности, приходящейся 
на микропоры (513 м2/г) (у остальных сорбентов 
7–24 м2/г). Эти особенности позволяют обеспе-
чить так называемую структурную селективность: 
энергия взаимодействия органических соединений 
с поверхностью сорбента в микропорах, размеры 
которых сопоставимы с размерами молекул сор-
бата, выше, чем на поверхности мезо- и макропор. 
Другое уникальное свойство ССПС заключается 
в том, что он представляет собой так называемый 
материал ограниченного доступа. Его поры диа-
метром 1.5–3 нм доступны большинству низко-
молекулярных веществ, но недоступны для таких 
крупных молекул, как белки, гликопротеины или 
полисахариды. Более подробно со свойствами 
ССПС и примерами их использования для сорбци-
онного концентрирования не только гидрофобных, 
но и гидрофильных органических соединений 
можно ознакомиться в обзоре [107].

Полимеры с молекулярными отпечатками (ПМО) 
относятся к числу наиболее перспективных ма-
териалов, предложенных в последнее время для 
селективного выделения и концентрирования 
органических соединений. Это новое поколение 
сорбентов, которые принципиально отличаются 
от других сорбентов способами синтеза, структу-
рой и свойствами. Благодаря наличию в составе 
этих сорбентов высокоспецифичных центров свя-
зывания (сайтов молекулярного распознавания), 
комплементарных по размеру, форме и структуре 
определенным органическим молекулам, ПМО 
способны селективно связывать, “узнавать” эти 
молекулы среди множества других и удерживать 
их за счет нековалентных взаимодействий раз-
личной природы. Растущее внимание со стороны 
исследователей, работающих в области сорбцион-
ного концентрирования, к этим новым материа-
лам связано с рядом достоинств, которыми они 
обладают. Прежде всего, эти полимеры можно 
рассматривать в качестве синтетических рецеп-
торов, принцип действия которых основан на эф-
фекте молекулярного распознавания. Технология 
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молекулярного импринтинга позволяет получать 
сорбенты, обладающие управляемой и высокой 
селективностью по отношению, в принципе, к лю-
бому органическому соединению. В отличие от 
более сложных биологических рецепторов, ПМО 
обладают высокой устойчивостью к химическим 
и физическим воздействиям: их можно хранить 
в течение нескольких лет без потери памяти сайтов 
молекулярного распознавания. Эти материалы от-
личают простота получения и относительно низкая 
стоимость. Применению ПМО в ДТФЭ посвящен 
обзор [56] и отдельные разделы в обзорах [47, 53–55, 
108]. В этих обзорах рассмотрены общие подходы 
к синтезу ПМО, а именно: к выбору мономеров, 
сшивающих агентов и молекул-темплатов, а так-
же приведены примеры их применения для се-
лективного выделения различных органических 
соединений методом ДТФЭ.

Практическое применение. В химическом ана-
лизе дисперсионную твердофазную экстракцию 
применяют, как уже упоминалось ранее, в двух 
вариантах: в методе QuEChERS – для очистки экс-
трактов, получаемых в процессе пробоподготовки 
различных объектов, и в формате дисперсионной 
твердофазной экстракции – для сорбционного 
выделения и концентрирования органических 
соединений, основанного на использовании не-
больших количеств микро- и наносорбентов.

В обзорах, посвященных методу QuEChERS 
[98–100], можно найти информацию о способах 
осуществления пробоподготовки QuEChERS, 
а также о сорбентах, нашедших применение для 
очистки ацетонитрильных экстрактов, получаемых 
в процессе пробоподготовки анализируемых проб. 
Отмечается, что наряду с аминосорбентом PSA 
для очистки экстрактов методом ДТФЭ можно 
применять и другие сорбенты: оксид алюминия, 
графитированную сажу, С18, многостенные угле-
родные трубки и ряд других.

В рамках настоящего обзора мы проанализи-
ровали обзоры, посвященные дисперсионной 
твердофазной экстракции (табл. 1). В этих обзорах 
и отдельных разделах других обзоров, в табли-
цах приведены примеры применения ДТФЭ для 
концентрирования органических соединений из 
объектов окружающей среды [47, 48, 50, 53, 54, 56, 
57], пищевых продуктов [47, 48, 50, 53, 54, 56, 109], 
биологических объектов [47, 50, 53, 54, 56, 57]. От-
дельные обзоры и разделы в обзорах посвящены 
применению ДТФЭ для концентрирования ветери-
нарных лекарств [48,], ПАУ [55], полифенолов [110, 
111], пестицидов [112], бисфенолов [113]. Как пра-
вило, ДТФЭ органических соединений применяют 

в качестве эффективного способа пробоподготовки 
разнообразных по составу и сложности объектов 
с последующим определением органических сое-
динений методами газовой хроматографии, высо-
коэффективной жидкостной хроматографии или 
капиллярного электрофореза.

МАГНИТНАЯ ТВЕРДОФАЗНАЯ 
ЭКСТРАКЦИЯ

В последние годы наблюдается заметное уве-
личение количества публикаций не только ори-
гинальных статей, но и обзоров, посвященных 
магнитной твердофазной экстракции, что сви-
детельствует о популярности этого метода среди 
аналитиков. В настоящей статье мы обобщили 
обзоры, в которых обсуждаются не только способы 
синтеза магнитных сорбентов, их классифика-
ция, но и особенности их применения в МТФЭ 
для выделения и концентрирования различных 
органических соединений. Эти обзоры в хроно-
логическом порядке перечислены в табл. 2. Исто-
рическая справка о развитии метода МТФЭ дана 
в обзорах [70, 72, 77, 89]. Поскольку МТФЭ имеет 
много общего с ДТФЭ, то в последнее время наряду 
с термином “магнитная твердофазная экстракция” 
все чаще встречается и термин “дисперсионная 
магнитная твердофазная экстракция”.

Общая характеристика и способы осуществления. 
Магнитная твердофазная экстракция представляет 
собой усовершенствованную версию ДТФЭ. Про-
боподготовка с использованием МТФЭ включает 
несколько стадий: активацию магнитного сор-
бента промыванием подходящим растворителем, 
встряхивание сорбента с анализируемым раство-
ром в течение определенного времени, отделение 
сорбента при помощи магнита, его промывание 
для удаления остатков анализируемого раствора, 
элюирование целевых компонентов и повторное 
отделение с помощью внешнего магнитного поля 
(рис. 2). Увеличение площади контакта фаз за счет 
равномерного распределения магнитного сорбента 
в растворе обеспечивает быстрый массоперенос, 
а применение магнитной сепарации вместо ста-
дии центрифугирования или фильтрации заметно 
упрощает и ускоряет процесс пробоподготовки по 
сравнению не только с ТФЭ, но и с ДТФЭ.

В большинстве случаев МТФЭ проводят в ре-
жиме офлайн добавлением сравнительно неболь-
шого количества магнитного сорбента (4–250 мг) 
к водному раствору анализируемой пробы (10–
250  мл) и последующим перемешиванием. Начали 
появляться работы, в которых диспергирование 
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магнитного сорбента осуществляют пузырьками 
углекислого газа [102]. Кроме того, в последние 
годы магнитные сорбенты используют и в соче-
тании с дисперсионной жидкостно-жидкостной 
микроэкстракцией [68, 80, 85]. На первом этапе 
к анализируемому раствору добавляют смесь экс-
трагента (органического растворителя, плохо или 
совсем не смешивающегося с водой) и дисперги-
рующего растворителя (органического полярного 
растворителя, хорошо смешивающегося с водой 
и способного растворять экстрагент) и встряхи-
вают образующуюся эмульсию несколько минут. 
Затем к эмульсии добавляют магнитный сорбент, 
на котором и выделяют аналиты. В ряде случаев 
в качестве экстрагентов на первом этапе исполь-
зуют ионные жидкости [114] или глубокие эвтек-
тические растворители [115]. В режиме онлайн 
концентрирование проводят методом капиллярной 
магнитной ТФЭ (magnetic in-tube solid-phase mi-
croextraction) на магнитной капиллярной колонке, 
которую помещают в петлю инжектора жидкост-
ного хроматографа [116].

Экспериментальные параметры. В процессе 
МТФЭ варьируют такие параметры, как количе-
ство магнитного сорбента, состав и объем анализи-
руемого раствора, тип и количество растворителя, 
используемого на этапе элюирования. В информа-
тивных таблицах, приведенных в обзорах [59, 60, 
63, 67, 69, 77, 80, 84, 87, 89, 90, 92, 93, 95], указаны 
количества магнитных сорбентов, которые в за-
висимости от объема анализируемого раствора 
(10–500 мл) изменяются от 5 до 300 мг. В отдельных 
случаях, например при анализе биологических 
жидкостей, масса сорбента может быть умень-
шена до 0.5–1 мг, а объем пробы – до 0.5–1 мл. 
Не менее важным является выбор подходящего 
типа и количества растворителя, используемого 
для элюирования аналитов. Растворитель должен 
иметь достаточную элюирующую способность для 
количественного удаления небольшого количества 
аналитов с поверхности сорбента. В качестве элю-
ентов применяют ацетонитрил, метанол, ацетон, 
гексан и ряд других растворителей [59, 60, 63, 66, 
69, 70, 71, 77, 87, 91, 95]. В обзоре [84] на примере 
извлечения стойких органических загрязнителей 
подробно рассмотрено влияние на сорбцию таких 
параметров, как рН, ионная сила, присутствие 
гуминовых и фульвокислот.

Несмотря на значимость каждого из перечис-
ленных ранее параметров, все же главным дей-
ствующим лицом в МТФЭ является магнитный 
сорбент, от правильного выбора которого зави-
сят эффективность и селективность выделения 

органических соединений. Очевидно, что в первую 
очередь сорбент должен быть суперпарамагнитным 
и иметь высокое значение намагниченности насы-
щения, что обеспечит соответственно легкость его 
редиспергирования и быстрое отделение от раство-
ров проб с помощью внешнего магнитного поля. 
После снятия поля суперпарамагнитный сорбент 
мгновенно теряет свои магнитные свойства и вновь 
переходит в суспензию. В качестве магнитного ма-
териала для создания сорбентов в методе МТФЭ 
в основном применяют наночастицы магнети-
та (Fe3O4), что обусловлено относительной про-
стотой их синтеза, возможностью управлять их 
размерами путем варьирования условий синтеза 
и высокими по сравнению с другими оксидами 
железа магнитными характеристиками, а также 
низкой токсичностью. С различными способами 
синтеза наночастиц Fe3O4 можно ознакомиться 
в обзорах [63, 64, 67, 95]. Кроме того, в ряде обзо-
ров перечислены и другие преимущества МТФЭ, 
обусловленные применением магнитных сорбен-
тов на основе наночастиц Fe3O4 [60, 63, 68, 71, 77]. 
Отмечается, что магнитные наносорбенты, нашед-
шие применение в практике МТФЭ, отличаются 
большим разнообразием, что связано с практи-
чески неограниченной возможностью изменения 
сорбционных свойств наночастиц оксидов железа 
путем модифицирования их поверхности различ-
ными молекулами и функциональными группами, 
а также получения композитных материалов, со-
держащих наночастицы Fe3O4. Наноразмерные 
магнитные сорбенты обладают большой площадью 
поверхности, высокой адсорбционной емкостью 
и высокой скоростью адсорбции, поэтому тре-
буется небольшое количество сорбента и корот-
кое время для извлечения аналитов из больших 
объемов анализируемых образцов. Кроме того, 
магнитные сорбенты отличаются легкой диспер-
гируемостью в водном растворе, относительной 
химической инертностью, возможностью долгого 
хранения в водных растворах и повторного исполь-
зования. В перечисленных ранее обзорах можно 
найти ссылки на оригинальные статьи, в которых 
влияние этих факторов рассмотрено более подроб-
но. Ограничения метода магнитной ТФЭ связаны 
с тем, что синтез некоторых магнитных сорбентов 
отличается сложностью и длительностью.

Основные типы сорбентов для магнитной твер-
дофазной экстракции. Общая схема синтеза маг-
нитных сорбентов включает стадию получения 
наночастиц оксидов железа и ряд последующих 
стадий, связанных либо химическим модифици-
рованием (функционализацией) их поверхности, 
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либо с получением магнитных композитов за счет 
внедрения (инкапсулирования) наночастиц Fe3O4 
в матрицы различных материалов.

Направленное модифицирование поверхности 
наночастиц Fe3O4 позволяет повысить их агрега-
тивную устойчивость, придать им заданные сорб-
ционные свойства, а значит, обеспечить селек-
тивность метода. К настоящему времени известно 
много магнитных сорбентов со структурой ядро – 
неорганическая/органическая оболочка, синтези-
рованных путем нековалентной или ковалентной 
иммобилизации на поверхности предварительно 
полученных наночастиц оксидов железа различ-
ных неорганических или органических соединений. 
К магнитным сорбентам со структурой ядро  – не-
органическая оболочка относят наночастицы ок-
сидов железа, функционализированные оксида-
ми металлов, углеродом (Fe3O4/С) или оксидом 
кремния (Fe3O4/SiO2). К магнитным сорбентам со 
структурой ядро–органическая оболочка относят 
наночастицы оксидов железа, функционализиро-
ванные поверхностно-активными веществами, 
низкомолекулярными органическими соедине-
ниями, синтетическими или природными поли-
мерами, ионными жидкостями. Более подробно 
с различными способами синтеза сорбентов со 
структурой ядро–оболочка можно ознакомиться 
в обзорах [59, 60–62, 67, 75, 81, 84].

Магнитные нанокомпозитные материалы, в ко-
торых наночастицы оксидов железа внедрены в не-
магнитные матрицы, в последнее время находят 
все более широкое применение в качестве сор-
бентов в методе МТФЭ [78, 92, 117]. Они сочета-
ют сорбционные свойства исходных материалов 
с возможностью управлять процессом сорбции 
при помощи магнитного поля. В зависимости 
от типа основной матрицы, занимающей бóль-
шую часть объема нанокомпозитного материала, 
различают магнитные композитные сорбенты на 
основе углеродсодержащих материалов [66, 69, 74, 
76, 79], полимеров с молекулярными отпечатками 
[72, 73, 91, 94], металлоорганических каркасов [71, 
86, 96], пористых органических каркасов [83] или 
циклодекстринов [68, 89].

Сравнительная характеристика наиболее широ-
ко используемых магнитных сорбентов, нашедших 
применение в химическом анализе, включающая 
методы синтеза, преимущества, ограничения, воз-
можные взаимодействия и области применения, 
приведена в обзорах [85, 92]. В обзорах [94, 95] 
перечислены современные подходы, которые при-
меняют для характеризации магнитных сорбентов, 
такие как оценка размера, формы и морфологии 

частиц сорбента; определение элементного состава 
и удельной поверхности; оценка наличия и при-
роды функциональных групп; оценка магнитных 
свойств. Далее более подробно рассмотрены сор-
бенты, методам синтеза и применению в анализе 
которых посвящены отдельные обзоры и большие 
разделы в других обзорах.

Магнитные углеродсодержащие материалы. Для 
получения магнитных нанокомпозитных сорбентов 
особый интерес представляют такие углеродсодер-
жащие материалы, как углеродные нанотрубки 
[60, 61, 66–68, 78, 80, 84, 117], графен или оксид 
графена [61, 68, 69, 74, 78–80, 84, 117] и графи-
тированный нитрид углерода [69, 74, 78, 80, 84]. 
Их сорбционные свойства обусловлены высо-
кой удельной поверхностью, развитой пористой 
структурой, гидрофобностью и рядом уникальных 
физико-химических характеристик, присущих 
углеродсодержащим материалам, таких, например, 
как способность к π–π-взаимодействиям между 
молекулами сорбата и поверхностью сорбента.

Можно выделить два основных подхода, нашед-
ших применение для получения магнитных угле-
родсодержащих сорбентов. Первый заключается 
в формировании магнитных частиц Fe3O4 в матри-
це различных углеродных материалов, а второй – 
в адсорбции предварительно синтезированных 
наночастиц магнетита на поверхности этих ма-
териалов [67]. В соответствии с первым подходом 
синтез наночастиц Fe3O4 в порах углеродных сор-
бентов осуществляют химическим соосаждением 
железа (II) и (III) водным раствором аммиака или 
сольвотермальным способом путем дисперги-
рования определенного количества углеродных 
сорбентов и хлорида железа (III) в этиленглико-
ле в присутствии ацетата натрия с последующим 
нагреванием полученной смеси в автоклаве при 
200 оC в течение 16–18 ч. Согласно второму под-
ходу навеску предварительно синтезированных 
наночастиц Fe3O4 диспергируют в различных ор-
ганических растворителях и перемешивают с угле-
родными нанотрубками или графеном с помощью 
ультразвукового диспергатора в течение 5–15 мин.

Магнитные полимеры с молекулярными отпечат-
ками, состоящие из неорганического магнитного 
ядра и импринтированной оболочки, обладают 
значительными преимуществами перед другими 
магнитными сорбентами, так как сочетают в себе 
селективность, обеспечиваемую ПМО, и эффек-
тивность процесса, обеспечиваемую наличием 
в их составе магнитной составляющей [61, 67, 72, 
73, 78, 80, 91, 94]. Согласно классификации, при-
веденной в обзоре [91], различают три основных 
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подхода к получению магнитных материалов, со-
держащих полимеры с молекулярными отпечатка-
ми. В соответствии с первым подходом магнитные 
ПМО получают, проводя реакцию полимеризации 
в присутствии функционального мономера, сши-
вающего агента, инициатора, молекулы-темплата 
и свежеприготовленных наночастиц Fe3O4. На 
заключительном этапе из полимерной сетки маг-
нитного сорбента удаляют темплат многократным 
промыванием органическими растворителями. 
Несмотря на кажущуюся простоту этого подхода, 
он не всегда обеспечивает равномерность отпе-
чатков на поверхности сорбента, его достаточную 
адсорбционную способность и гидрофильность. 
В соответствии со вторым подходом, который при-
меняют чаще, в процессе синтеза магнитных ПМО 
в реакцию полимеризации вводят наночастицы 
Fe3O4, модифицированные различными активны-
ми группами, в том числе участвующими в поли-
меризации. В плане повышения эффективности 
процесса определенный интерес представляет 
третий подход, согласно которому импринтирован-
ный слой ПМО формируют на поверхности угле-
родсодержащих (углеродные нанотрубки, графен 
и др.) и ряда других материалов предварительно 
функционализированных наночастицами Fe3O4. 
В перечисленных ранее обзорах приведены схемы 
многостадийного синтеза магнитных ПМО и приме-
ры их использования в анализе реальных объектов.

Несмотря на ряд существенных преимуществ 
магнитных ПМО, нельзя не отметить и имеющиеся 
недостатки. По сравнению с другими магнитны-
ми сорбентами процедура получения большин-
ства магнитных ПМО сложна и дорогостояща; 
импринтированные участки распределяются на 
поверхности сорбента не всегда равномерно; суще-
ствуют проблемы с удалением из синтезированных 
материалов молекул-темплатов.

Магнитные металлоорганические каркасы пред-
ставляют собой новые функциональные материалы, 
появившиеся в последние годы, но уже завоевав-
шие популярность исследователей, занимающихся 
проблемами концентрирования органических сое-
динений, о чем свидетельствует информация, опу-
бликованная в обзорах [71, 86, 118, 119]. Магнитные 
композиты на основе металлоорганических карка-
сов обладают всеми преимуществами, присущими 
этим высокопористым материалам с регулярной 
кристаллической структурой и однородным рас-
пределением пор по размеру и форме, а наличие 
магнитных наночастиц Fe3O4 в их составе облегчает 
отделение сорбентов от растворов анализируемых 
образцов с помощью внешнего магнитного поля. 

Разнообразие металлов и органических линкеров – 
полидентатных органических молекул, использу-
емых для получения микро- и мезопористых кар-
касов МОК, и различные подходы к приданию им 
магнитных свойств открывают почти безграничные 
возможности для использования этих композитов 
в качестве сорбентов в методе МТФЭ.

В обзоре [86] перечислены основные группы 
МОК, которые использовали для создания маг-
нитных МОК, описаны способы их получения 
и последующего применения для извлечения пе-
стицидов методом МТФЭ. Кроме того, методам 
синтеза магнитных композитов МОК посвящены 
отдельные разделы в обзорах [61, 71, 78, 82, 117–119]. 
Согласно данным, приведенным в этих обзорах, 
для получения магнитных МОК используют не-
сколько подходов. Простейший способ заключает-
ся в смешивании предварительно синтезированных 
МОК и наночастиц Fe3O4 в растворе образца при 
обработке ультразвуком. За счет электростатиче-
ских взаимодействий магнитные наночастицы 
прикрепляются к поверхности МОК, что позволяет 
извлекать МОК из матрицы образца под действи-
ем внешнего магнита. Согласно второму подходу 
магнитные МОК получают диспергированием 
выбранного МОК в смеси, содержащей реагенты 
для синтеза наночастиц Fe3O4. Более сложные син-
тетические приемы заключаются в синтезе МОК 
в присутствии предварительно синтезированных 
и функционализированных наночастиц Fe3O4, 
которые добавляют в раствор, содержащий как 
неорганические, так и органические предшествен-
ники целевого МОК. В зависимости от условий 
роста МОК морфология продукта может быть 
различной: от дискретных тонких покрытий на 
отдельных магнитных наночастицах до множества 
магнитных наночастиц, инкапсулированных в бо-
лее крупные кристаллы МОК. И, наконец, один 
из самых сложных и длительных синтетических 
приемов заключается в послойном формирова-
нии каркаса (оболочки) МОК на наночастицах 
Fe3O4, модифицированных анионообменными или 
хелатообразующими группами: сначала с функ-
ционализированным слоем связываются ионы 
металла, к которым затем присоединяются орга-
нические лиганды из раствора. После насыщения 
магнитных наночастиц раствором прекурсора 
металла их промывают чистым растворителем для 
удаления избытка несвязавшегося металла. После 
этого цикл завершают, повторяя ту же процедуру 
с использованием раствора прекурсора органи-
ческого линкера.
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Магнитные пористые органические каркасы. По-
ристые органические каркасы представляют собой 
новое поколение пористых материалов, постро-
енных из органических мономеров посредством 
ковалентных связей. К пористым органическим 
каркасам относят сверхсшитые полимеры, кова-
лентные органические каркасы, пористые аро-
матические каркасы, ковалентные триазиновые 
каркасы, полимеры с собственной микропори-
стостью, сопряженные микропористые полимеры 
и ряд других полимеров [83, 120, 121]. В различных 
областях аналитической химии в основном ис-
пользуют ковалентные органические каркасы [122]. 
В отличие от других типов пористых органических 
каркасов, ковалентные органические каркасы 
представляют собой двумерные и трехмерные упо-
рядоченные кристаллические пористые структуры 
с очень высокой пористостью и большой удельной 
поверхностью, сравнимой в ряде случаев с ме-
таллоорганическими каркасами, но имеют более 
низкую плотность, чем последние. Отличительные 
особенности этих материалов, такие как большая 
площадь поверхности, контролируемый размер 
пор, высокая термическая и химическая устой-
чивость и ряд других, способствовали тому, что 
в последнее десятилетие эти материалы все чаще 
начали применять в качестве сорбентов в методах 
пробоподготовки [83, 123–125]. С различными 
способами получения магнитных ковалентных 
органических каркасов и примерами их примене-
ния в МТФЭ можно ознакомиться в обзорах [78, 
83, 96, 117, 123–125].

Магнитные сорбенты на основе циклодекстринов. 
Циклодестрины (ЦД) представляют собой цикли-
ческие олигосахариды, молекулы которых имеют 
гидрофильную внешнюю часть и относительно 
гидрофобную центральную полость. Эта специфи-
ческая структурная особенность ЦД позволяет им 
образовывать комплексы включения хозяин–гость 
с соединениями надлежащего размера посредством 
слабых ван-дер-ваальсовых сил, гидрофобных вза-
имодействий и водородных связей. Благодаря этим 
уникальным свойствам, а также нетоксичности, 
биоразлагаемости, низкой стоимости и другим 
интересным свойствам, ЦД нашли применение 
в аналитической химии в качестве хиральных се-
лекторов для проведения хроматографического 
или электрофоретического хирального разделения 
[126], а в последнее время и в качестве сорбентов 
для различных вариантов ТФЭ [127].

Следует отметить, что вследствие хорошей рас-
творимости в воде в качестве сорбентов исполь-
зуют не сами ЦД, а композитные материалы на 

их основе. В аналитической практике в основном 
используют β-циклодекстрин, так как размеры 
полости его молекулы в бóльшей степени соответ-
ствуют размерам молекул органических веществ, 
и его растворимость ниже по сравнению с другими 
ЦД. Для получения композитов ЦД иммобилизуют 
на различных носителях (кремнеземе, углеродных 
нанотрубках, оксиде графена и др.), или проводят 
полимеризацию со специфическими сшиваю-
щими агентами с образованием так называемых 
наногубок на основе ЦД [127]. Согласно данным, 
приведенным в обзоре [89], существует несколько 
способов получения магнитных циклодекстрин-
содержащих композитных материалов: иммоби-
лизация на наночастицах Fe3O4; иммобилизация 
на наночастицах Fe3O4, модифицированных крем-
неземом; прививка ЦД к поверхности магнитных 
углеродных материалов; смешивание ЦД с магнит-
ными полимерными материалами. Более подробно 
со способами получения магнитных композитных 
сорбентов на основе циклодекстринов и различ-
ными примерами их применения в МТФЭ можно 
ознакомиться в обзорах [68, 89, 127].

Магнитные сорбенты модифицированные ионны-
ми жидкостями (ИЖ). Уникальные свойства ИЖ 
предопределили их широкое использование в раз-
личных областях аналитической химии [128]. В ме-
тодах пробоподготовки ИЖ с успехом используют 
в качестве растворителей в современных вариантах 
жидкостно-жидкостной микроэкстракции, а также 
в качестве функционализаторов сорбентов в раз-
личных вариантах ТФЭ [129]. Применению ИЖ 
в МТФЭ посвящены обзоры [90, 93] и отдельные 
разделы в обзорах [84, 129]. Функционализирован-
ные ИЖ магнитные сорбенты получают путем не-
ковалентной или ковалентной иммобилизации ИЖ 
на поверхности предварительно синтезированных 
наночастиц Fe3O4 или магнитных нанокомпозитных 
материалов. По сравнению с нековалентной иммоби-
лизацией метод химического связывания позволяет 
получать более устойчивые магнитные наночастицы. 
Известно много синтетических приемов, позволяющих 
осуществить прививку ИЖ к поверхности различных 
материалов, с которыми более подробно можно озна-
комиться в обзорах [84, 93]. В обзоре [93] перечислены 
основные типы функционализированных ионными 
жидкостями магнитных сорбентов, синтезированных 
к настоящему времени: на основе немодифицирован-
ных наночастиц Fe3O4, кремнеземных материалов, угле-
родных наноматериалов, полимеров с молекулярными 
отпечатками, металлоорганических каркасов и неко-
торых других материалов. Примеры практического 
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применения таких магнитных сорбентов освещены 
в обзорах [84, 90, 93].

Практическое применение. Анализ обзорных 
работ, проведенный в рамках настоящего обзо-
ра, указывает на то, что МТФЭ нашла широкое 
применение в химическом анализе в качестве эф-
фективного способа пробоподготовки различных 
по составу и сложности объектов с последующим 
определением органических соединений хрома-
тографическими методами. Магнитную твердо-
фазную экстракцию применяют для выделения 
и концентрирования органических соединений из 
объектов окружающей среды [58, 59, 63, 66, 67, 69, 
73, 78, 80, 84, 89, 90, 91, 117], пищевых продуктов 
[63, 66, 67, 73, 75, 76, 81, 82, 89, 91, 95, 96], биоло-
гических объектов [63, 67, 70, 72, 76, 89, 91] и рас-
тений [87]. Отдельные обзоры и большие разделы 
в обзорах посвящены применению МТФЭ для 
концентрирования пестицидов [64, 65, 74, 76, 77, 
86, 94, 112], стойких органических загрязнителей 
[84], ПАУ [77], лекарств [70, 72, 74, 77], соедине-
ний, разрушающих эндокринную систему [74, 77], 
токсинов [77], полифенолов [110], бисфенолов [113]. 
В цитируемых ранее обзорах приведены инфор-
мативные таблицы, в которых указаны не только 
анализируемые объекты и аналиты, но и тип ис-
пользуемого магнитного сорбента, его количество, 
объемы анализируемых проб, природа и объемы 
элюента, степени выделения аналитов и диапазоны 
определяемых содержаний. Вопросам автомати-
зации процедуры МТФЭ посвящены отдельные 
разделы в обзорах [66, 71, 80, 85, 92].

*  *  *
Методы дисперсионной твердофазной экс-

тракции и магнитной твердофазной экстракции 
представляют собой экологически безопасные, 
недорогие, быстрые и простые подходы к про-
боподготовке, которые успешно используются 
для эффективного выделения органических со-
единений из различных объектов. Эти методы 
характеризуются минимальным количеством при-
меняемых сорбентов и растворителей, простотой 
реализации процесса, высокими коэффициентами 
концентрирования. Развитие данных методов, 
очевидно, будет связано не только с расширением 
круга сорбируемых органических соединений, но 
и с дальнейшим поиском, синтезом и применением 
в анализе современных наноразмерных сорбентов, 
таких как металлоорганические каркасы, пористые 
органические каркасы, слоистые двойные гидрок-
сиды, материалы с ограниченным доступом [54] 
или мезопористые кремнеземные материалы [142]. 

Несомненный интерес представляет получение 
и применение в анализе магнитных композитных 
материалов как на основе перечисленных ранее 
сорбентов, так и на основе экологически безопас-
ных биологических материалов, таких как хитозан, 
циклодестрины [54, 85, 92, 117, 127] или аптамеры 
[85]. Еще одним направлением в области МТФЭ 
является получение новых магнитных сорбентов 
с высокой адсорбционной емкостью для одновре-
менного выделения большого числа органических 
соединений. Общей и до конца не решенной про-
блемой является разработка автоматизированных 
систем, позволяющих проводить пробоподготовку 
и определение в режиме онлайн.

Методы ДТФЭ и МТФЭ отвечают большинству 
требований, предъявляемых к зеленым аналитиче-
ским методам [77, 138, 139]. Более того, эти методы 
вписываются в современную концепцию белой 
аналитической химии (White Analytical Chemistry) – 
усовершенствованную версию зеленой аналитиче-
ской химии, учитывающую, кроме экологической 
составляющей, аналитические характеристики 
метода (область применения, пределы обнару-
жения и определения, точность и воспроизводи-
мость результатов), а также его экономическую 
составляющую (общая стоимость анализа и т. п.), 
оперативность (наименьшее общее время анали-
за) и эксплуатационную простоту (максимально 
возможный уровень миниатюризации, интеграции, 
автоматизации) [140, 141].

Работа выполнена в рамках государственного 
задания, тема № АААА-А21-121011990021-7. Авто-
ры выражают благодарность Междисциплинарной 
научно-образовательной школе Московского универ-
ситета “Будущее планеты и глобальные изменения 
окружающей среды”.
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меняемых в последние годы при идентификации химических соединений. Методология, исполь-
зуемая в целевом анализе, во многом осталась без изменения; лишь критерии идентификации 
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поиск подходящих кандидатских соединений стал возможен при появлении современных хро-
мато-масс-спектрометров высокого разрешения и прогрессе информатики. Последний включает 
разработку алгоритмов и программ обработки хроматографических и масс-спектрометрических 
данных, их сравнения со справочными характеристиками, прогнозирования масс-спектров и па-
раметров удерживания и других величин. Химические базы данных позволяют оценить распро-
страненность химических соединений и соответственно их перспективность как кандидатов на 
идентификацию. 
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Процедура идентификации определяемых сое-
динений представляет собой обязательную часть 
химического анализа. Основные принципы, пра-
вила и критерии химической идентификации 
сформулированы в первом десятилетии ХХI века 
([1−3] и ссылки в этих публикациях). При этом 
методология целевого анализа (ЦА, определение 
заданных аналитов по соответствующим методи-
кам анализа) к настоящему времени изменилась 
мало, произошли лишь, например, некоторые 
корректировки критериев идентификации [4].

Гораздо более сложная задача – идентифика-
ция заранее неизвестных химических соедине-
ний в рамках нецелевого анализа (НЦА) [5]. Воз-
можности решения этой задачи, которая связана 
с возросшими потребностями в глубоком анали-
зе вещества, значительно выросли в последние 
10−15 лет. Это обусловлено, во-первых, широ-
ким распространением новых аналитических 

приборов (хроматографов и масс-спектроме-
тров высокого и ультравысокого разрешения) и, 
во-вторых, очень быстрым развитием информа-
тики, которое проявляется в появлении новых ал-
горитмов, программ, баз данных (БД), сетей. Эти 
обстоятельства во многих случаях способствуют 
сравнительно быстрому и надежному поиску кан-
дидатов на идентификацию и сбору доказательств 
определенной идентичности аналитов. 

Методология нецелевого анализа быстро 
развивается, что, в свою очередь, предполага-
ет необходимость регулярного его рассмотре-
ния и подготовки новых обзоров в этой области. 
В настоящей статье мы кратко суммировали 
результаты наиболее важных работ последних 
лет, связанных с методами и способами хими-
ческой идентификации, ограничившись низ-
комолекулярными соединениями и в основном 
масс-спектрометрией (МС), хроматографией 
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и   хромато-масс-спектрометрией (ХМС). Дру-
гую релевантную информацию, относящую-
ся, прежде всего, к анализу биологических проб, 
объектов окружающей среды, продуктов питания 
и природных соединений, можно найти в обзорах 
процедур современной идентификации [6−12].  

ОБЩИЕ ВОПРОСЫ

Основные способы идентификации, осно-
ванные на применении методов (а) МС, в том 
числе тандемной масс-спектрометрии (МС2) 
и масс-спектрометрии высокого разрешения 
(МСВР, МС2ВР), (б) газовой (ГХ) и жидкостной 
хроматографии (ЖХ), в том числе высокоэффек-
тивной (ВЭЖХ) и ультраэффективной (УЭЖХ), 
а также (в) спектрометрии ионной подвижно-
сти (СИП) перечислены в табл. 1. Однозначно 
правильная идентификация достигается при 
использовании только первого способа иден-
тификации (совместное определение аналита 
и стандарта) [1−3]. В качестве аналитических 
стандартов часто используют обычные реактивы 
и химикаты (хотя их чистота не всегда регламен-
тирована). Большие потенциальные возможно-
сти рассматриваемого способа идентификации 
поддерживаются огромным рынком продава-
емых химических соединений (см. далее). Ис-
пользование собственно аналитических стан-
дартов (стандартных образцов состава) было бы 
наиболее надежным вариантом идентификации, 
но номенклатура стандартов [14] меньше на не-
сколько порядков величины. 

В метаболомике [15] и анализе объектов окру-
жающей среды [16] положительные результаты 
применения способа идентификации № 1 (табл. 1) 
относят к ее первому уровню. Остальные способы 
приводят лишь к кандидатам на идентификацию 
(уровни второй и ниже). При этом более надежные 
результаты, которые называют “предположитель-
но аннотированными соединениями” (putatively 
annotated compounds) [15] или “вероятной струк-
турой” (probable structure) [16], дает второй способ 
идентификации (табл. 1). Близкие условия реги-
страции экспериментальных и справочных данных 
предполагают тем не менее возможность правиль-
ной идентификации. Поэтому такой подход часто 
используется, он оправдан практически, но стро-
гая его доказательность требует валидации в случае 
многих аналитов и матриц. 

В научной литературе последнего времени, 
особенно в области метаболомики, вместо тер-
мина “идентификация” и наряду с ним очень 

часто употребляется термин “аннотация” [9, 
15], означающий процедуру приписания анали-
ту (аналитическому сигналу) предполагаемой 
формулы/структуры или других характеристик 
химического соединения и имеющий смысл ус-
ловной идентификации.  

Можно ввести количественные показатели 
правильности (надежности) идентификации. 
В случае надежной идентификации (способ 
№ 1) того или иного аналита логично считать, 
что соответствующая правильность равняется 
100%. Остальные способы идентификации дают, 
как правило, меньшие значения, которые мож-
но оценить, используя те или иные вероятност-
ные модели обсуждаемой процедуры [1−3]. Если 
оценивать правильность того или иного метода/
способа идентификации для серии анализов или 
группы аналитов, то этот показатель представля-
ет собой долю полученных правильных положи-
тельных (ПП) результатов (традиционный пока-
затель качественного анализа [2]).

Ранее предложено понятие точки идентифи-
кации (ТИ) – одной характеристики (одного 
значения измеряемой величины, одного свой-
ства) аналита, используемой для идентификации 
при сравнении со свойствами известного соеди-
нения сравнения [2, 3]. Для надежной целевой 
идентификации требуется несколько ТИ (совпа-
дение параметров хроматографического удержи-
вания, масс ионов и интенсивностей массовых 
пиков), некоторые из них (точные массы ионов) 
обладают большим весом. Концепция ТИ недав-
но была распространена на НЦА, осуществляе-
мый разными методами ЖХ-МСВР [6, 17]. Точ-
ки идентификации суммируются как целочис-
ленные баллы [6]. Введена также дробная шкала 
оценок совпадения масс-спектров и хромато-
грамм, в частности, предусмотрено сравнение 
экспериментальных данных с соответствующи-
ми расчётными значениями масс ионов и времен 
удерживания (ВУ) [17].

ЦЕЛЕВОЙ АНАЛИЗ. НОРМАТИВНЫЕ 
КРИТЕРИИ ИДЕНТИФИКАЦИИ

Идентификация заранее заданных аналитов 
проводится по методикам анализа, многие из 
которых разработаны в соответствии с руковод-
ствами международных или национальных регу-
лирующих организаций. Недавно опубликованы 
актуальные сводки нормативных хроматогра-
фических и масс-спектрометрических критери-
ев идентификации [4]. После этого появились 
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Tаблица 1. Способы идентификации

№ Способ Принцип Новые возможности

1 Совместный анализ 
проб и аналитических 
стандартов (веществ/ 
соединений сравнения)

Совпадение аналитических сигналов 
аналита и вещества сравнения* 
при использовании двух и более 
независимых методов анализа, 
прежде всего МС и хроматографии, 
и варьировании условий анализа  

Полное использование возможностей 
синтеза химических соединений 
по требованию [13] расширяет 
рамки применения этого наиболее 
надежного метода идентификации   

2 Сравнение 
результатов анализа со 
справочными данными 
экспериментального 
происхождения

Данные представляют собой масс-
спектры и параметры удерживания, 
зарегистрированные в сходных, но 
неидентичных экспериментальных 
условиях (иное время, иные 
условия регистрации спектров 
и хроматограмм, другая лаборато-
рия, другие модели приборов)  

Идентификация обеспечивается рас-
ширением библиотек масс-спектров, 
сводок хроматографических пара-
метров удерживания и значений 
поперечного сечения столкновений 
(ПСС) в СИП, появлением молеку-
лярных сетей 

3 Сравнение 
с естественными 
значениями физических 
постоянных 

МСВР: относительные массы 
молекул и изотопная картина

Широкое распространение МСВР 
обеспечивает реализацию этого 
способа идентификации за счет 
уточнения молекулярных формул 
кандидатов на идентификацию

4 Сравнение 
результатов анализа 
с предсказанными 
справочными данными 

Масс-спектры, параметры удер-
живания и другие характеристики 
рассчитывают, прежде всего, с ис-
пользованием методов машинного 
обучения, и используют в качестве 
справочных данных 

Методы предсказания совершенс-
твуются, точность предсказания 
возрастает  

5 Интерпретация масс-
спектров

Выводы о структуре (субструктурах) 
аналитов делают, исходя из правил 
и закономерностей фрагментации 
и/или при использовании 
соответствующих компьютерных 
программам 

Способы компьютерной интерп-
ретации масс-спектров, широко 
развиваются - параллельно с разра-
боткой способов их предсказания по 
предполагаемой структуре аналита 
(№ 4)

* Совместный, что более доказательно, или последовательный ввод в прибор аналита и стандарта.

новые руководства Управления по санитарному 
надзору за качеством пищевых продуктов и меди-
каментов США (FDA, 2020 г. [18]), Евросоюза (EC, 
пестициды, 2021 г. [19]) и Всемирного антидопин-
гового агентства (2023 г. [20]) Последние два доку-
мента не содержат существенных изменений кри-
териев в сравнении с предыдущей их редакцией [4]. 

В обновленных рекомендациях FDA [18], как и 
ранее в документе ЕС [4], введены универсальные 

максимальные отклонения относительных ин-
тенсивностей пиков (±30%) от соответствую-
щих значений для масс-спектров сравнения (на-
пример, спектров градуировочных стандартов) 

– независимо от вида масс-спектра (одинарный 
масс-анализ, МС1, минимум три иона; МС2, два 
и более фрагментных ионов) и типа скана (реги-
страция отдельных ионов/переходов или полные 
сканы). В случае МСВР критерии включают мас-
совое окно (±5  ррм) для двух ионов. Совпадения 
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интенсивностей, как и ранее, не требуется, по-
скольку при идентификации соответствие точных 
масс имеет гораздо большее значение, чем сход-
ство интенсивностей пиков [21]. Интересно, что 
из обсуждаемого руководства исчез в явном виде 
такой распространенный хроматографический 
критерий, как максимальное отклонение от ВУ 
известного соединения; предусмотрена, однако, 
необходимость совпадения пиков аналита на всех 
масс-хроматограммах одного хроматографическо-
го пробега [18]. 

Указанные нормативные/cтандартизованные 
критерии, проверенные в специальных исследова-
ниях, в основном оказались действенными, но со-
держали возможности улучшения [22]. Так, опре-
делено 169 ветеринарных лекарств, добавленных 
в яичные продукты, методом УЭЖХ-МС2 (с трой-
ным квадрупольным масс-анализатором, QqQ) и 
прослежено влияние числа регистрируемых пиков 
фрагментных ионов на показатели ложных (поло-
жительных, ЛП, и отрицательных, ЛО) результатов 
идентификации. При учете двух рекомендованных 
фрагментов невысокий уровень ЛП (наблюдаемый 
в случае <10% анализов) обнаружен для 95% ана-
литов, а регистрация трех фрагментов, доступная 
для современных приборов, обеспечила указан-
ный низкий уровень ЛП уже в случае 99% анали-
тов. Сравнительно высокий уровень ЛО (более 10% 
анализов) также существенно уменьшался (с 25–45 
до 10–12% аналитов) при регистрации трех вместо 
двух переходов [22]. 

НЕЦЕЛЕВОЙ АНАЛИЗ

Смещение химико-аналитических исследо-
ваний в сторону НЦА – ярко выраженная тен-
денция наших дней [5]. Идентификация неиз-
вестных компонентов вещества в рамках его 
НЦА, даже если эти компоненты обнаружены, 
представляет собой гораздо более сложную за-
дачу, чем подтверждение или неподтверждение 
идентичности заранее заданных аналитов в ЦА 
(см. ранее). В отличие от ЦА, где предусмотрены, 
как правило, первый или, реже, второй способы 
идентификации (табл. 1), в рамках НЦА приме-
нимы все рассмотренные способы, но их реали-
зация весьма сложна и часто приводит к неодно-
значным результатам. 

Совместный анализ с аналитическими стан-
дартами (способ № 1, табл. 1) возможен, но ма-
лопродуктивен, если о природе аналита извест-
но мало и сложно выбрать вещества сравнения. 
Справочные данные (№ 2) могут отсутствовать 

или относиться к непохожим эксперименталь-
ным условиям. Решению задач НЦА способ-
ствует широкое применение МСВР (способ 
№ 3), но при увеличении молекулярной массы 
аналита выбор его единственной молекулярной 
формулы, и тем более структуры, становится не-
простым. Еще одно направление прогресса НЦА 
связано с быстрым развитием алгоритмов пред-
сказания масс-спектров и других характеристик 
(способ № 4) и предсказания структур по таким 
данным (способ № 5). Результаты работы соот-
ветствующих программ восполняют отсутствие 
справочных данных экспериментального проис-
хождения и устраняют трудности “ручной” ин-
терпретации спектров.         

Способы идентификации при НЦА показаны 
на рис. 1 и более подробно рассмотрены ниже, 
начиная с понятия химического пространства, 
которое представляет собой множество (подмно-
жества) химических соединений как потенциаль-
ных результатов НЦА. Отсутствующие в статье 
детали и трактовки можно найти в публикациях 
[6, 9, 11, 24−27].

Химическое пространство. В общем случае не-
известным компонентом анализируемых проб 
c переменной вероятностью может оказаться 
практически любое известное (неизвестное из-
вестное, unknown known) или даже неизвестное 
(unknown unknown) соединение. Допускается су-
ществование огромного количества (1011 и мно-
го больше, табл. 2) индивидуальных соединений, 
пути синтеза которых в принципе известны. Го-
раздо более определённой является информация 
о соединениях, которые могут быть синтезирова-
ны по требованию. Если их объединить с реакти-
вами и химикатами, поставляемыми со склада, то 
общее количество доступных соединений как буд-
то бы приближается к 1 млрд (табл. 2), что, однако, 
трудно проверить. 

Реальное химическое пространство, по-ви-
димому, ограничено ~200 млн индивидуальных 
соединений и их несложных смесей (веществ, 
substances) (табл. 2). Среди них имеется очень 
много редких соединений, вряд ли присутствую-
щих в распространенных объектах анализа: био-
пробах человека и животных, продуктах питания, 
растительных материалах, объектах окружающей 
среды. Различные подмножества/подпростран-
ства наиболее распространенных соединений 
(их до ~1−2 млн) включены в специализирован-
ные БД, которые также указаны в табл. 2. При 
прочих равных условиях следует ориентиро-
ваться на присутствие в анализируемых объектах 
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соединение следует считать основным кандида-
том на идентификацию и соответствующую ги-
потезу необходимо проверять в первую очередь. 
То или иное ненулевое значение такого показа-
теля логично рассматривать как пороговое при 
рассмотрении возможности присутствия соеди-
нения в анализируемой пробе; такие же выводы 
можно делать на основании простого присут-
ствия или отсутствия в специализированной БД.

Показатели популярности химических соеди-
нений рассматриваются в дополнение к резуль-
татам химического анализа. Факт распростра-
ненности того или иного подходящего аналита 
сам по себе нельзя рассматривать как строгое 
доказательство его присутствия в пробе, но он 
очень важен для поддержки или отклонения 
идентификационной гипотезы и первоочеред-
ного отбора аналитических стандартов при по-
лучении исчерпывающих доказательств опреде-
ленной идентичности. 

Табл. 3 показывает, что для рассматриваемых 
оценок популярности чаще других используют 
большие БД ChemSpider и PubChem, к которым 

Рис. 1. Идентификация условного соединения А в рамках нецелевого анализа. Наблюдается удовлетворительное 
совпадение тандемного масс-спектра (левый нижний угол), соответствующего пику 15 на хроматограмме, со спра-
вочными спектрами соединения А (верхний ряд), в том числе с in silico спектром. Отличие от второго кандидатско-
го соединения (В, правый верхний угол) гораздо более существенное. Время удерживания t также гораздо ближе 
к справочному значению для соединения А (tA). С использованием масс-спектрометрии высокого разрешения 
установлена брутто-формула неизвестного аналита CxHyNzOt, причем для аналита А обнаружено гораздо больше 
информации, чем для соединения В; приведен показатель Annotation Record Count – размер информационной 
справки – в базе данных PubChem [23] (см. далее).   

распространенных/популярных и достаточно хо-
рошо изученных соединений, таких как основные 
компоненты биологических образцов (метаболи-
ты), химическая продукция и часто используемые 
реактивы, продукты их превращений в окружа-
ющей среде и т.п. Таким образом, среди анали-
тов преобладают или могут преобладать те сое-
динения, которые ранее уже были обнаружены 
в  рассматриваемых объектах анализа. Матема-
тический эквивалент этого утверждения – ста-
тистика Байеса, которая используется в простых 
тестах [2, 3], но применима также к современ-
ным методам идентификации [38]. 

Показатели популярности/распространен-
ности представляют собой, по существу, отно-
сительный объем априорной информации (ме-
таинформации) о данном соединении и частоту 
ссылок на него и поэтому весьма эффективно 
оцениваются по существующим химическим БД 
(табл. 3). Итак, если две версии аналита, име-
ющие похожие масс-спектры и другие характе-
ристики, значительно различаются по инфор-
мационным показателям, то более популярное 
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обеспечен свободный доступ, что особенно зна-
чимо практически. Тем не менее их сложно отне-
сти к курируемым БД, они создаются путем ком-
пьютерной компиляции данных из других элек-
тронных массивов информации и могут быть 
неполными, содержать неточности [50]. Вызыва-
ет сожаление, что наиболее полная курируемая 
БД Chemical Abstracts, содержащая выверенную 
химическую информацию и не имевшая конку-
рентов в эпоху бумажной информатики, в нас-
тощее время доступна только по коммерческим 
онлайновым каналам. 

Присутствие того или иного соединения 
в специализированной БД (нижняя часть 
табл. 2) означает возможность его обнаружения 
в образцах/матрицах соответствующего вида. 
В  случае ненулевой информации о возмож-
ном составе матрицы НЦА приобретает статус 

“определения ожидаемых/подозреваемых соеди-
нений” (ООС) [5]. Поэтому составление сводок 
подозреваемых аналитов [32, 56], имеющих те 
или иные шансы на обнаружение и идентифика-
цию, существенно облегчает работу аналитиков. 

Библиотеки масс-спектров. Использование 
компьютерных библиотек масс-спектров – один 
из первых подходов к автоматической иденти-
фикации и до сих пор наиболее распростра-
ненный ее способ [2, 3, 57, 58]. Идентификация 
особенно эффективна в случае летучих анали-
тов и масс-спектров ионизации электронами 
(ИЭ-МС1), достигая правильности ~80%. Две са-
мые большие библиотеки: NIST 20 (350 643 спек-
тра 306 869 соединений) и Wiley Registry 12th  (со-
ответственно 817 290 и 668 435) [5]. Эти массивы 
информации также включают справочные индек-
сы удерживания (ИУ, ГХ-ИУ). Многие вопросы 

Таблица 2. Химическое пространство и подпространства*

Соединения Комментарии, источники информации Количество 
соединений

Виртуальное пространство
Потенциальные, 
молекулярная масса                   
≤500 Да

Возможен синтез, оценка см. [28] 1011−10200 

Виртуальное пространство и известные соединения
Продаваемые 
и синтезируемые 
по требованию

Каталоги и реклама, собранные в БД ZINC 20 [13]:

– соединения, готовые к продаже; 230 000 000

– синтез по требованию 750 000 000

Известные соединения
Отраженные в научной 
литературе

Зарегистрированы в системе Chemical Abstracts Service (CAS) 
[29]

≤204 000 000

Важные, входящие 
в другие БД**

БД ChemSpider [30] 115 000 000

Биологически важные БД PubChem [23] 114 000 000
Наиболее распространенные соединения
Регулируемые, 
загрязнители 
окружающей среды, 
токсиканты  

БД CompTox Chemistry Dashboard  [31]. 1 200 059 

БД CHEMLIST [29]. >417 000

БД NORMAN-SLE [32] 115 248

Метаболиты БД METLIN  (данные 2017 г. [28]).
БД HMDB [33]

961 829
220 945

Природные соединения Разные БД [34] >320 000
В продуктах питания БД FooDB [35]  70 926

* Информацию о других химических/биохимических БД см. [27, 36, 37].
** Наша характеристика.
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создания и использования таких библиотек реше-
ны, но отдельные проблемы остаются [59−61].

История библиотек тандемных масс-спектров 
(спектров МС2) гораздо короче, и они далеко не 
полны [57, 58]. Считается, что с их использо-
ванием возможна идентификация не более не-
скольких процентов метаболитов и других низ-
комолекулярных соединений [62, 63]. Далее, вид 
спектров МС2 варьируется в широких пределах; 
наблюдается зависимость от типа приборов (QqQ; 
квадрупольно-времяпролетный масс-анализатор, 
Q-TOF; орбитальная ловушка, Orbitrap), энер-
гии столкновений и некоторых других факторов 
[3, 62, 64]. Это существенно влияет на показа-
тель ПП при поисках в рассматриваемых библи-
отеках. Таким образом, наряду с расширением 
этих библиотек необходимы стандартизация ус-
ловий их создания и повышение качества спек-
тральных данных [58, 62]. Это тем более важно, 
поскольку спектральные библиотеки служат ос-
новой для отбора тренировочных массивов спек-
тров в процедурах их предсказания (спектры in 
silico, см. далее).

Наиболее крупные библиотеки спектров 
МС2 перечислены в табл. 4; сведения о других 
их коллекциях можно найти в работах [57, 58]. 
Библиотеки удобно разделить на коммерческие 
и свободного доступа, причем последние могут 
быть открыты для пополнения пользователями 
и аннотирования их спектров (депозитарии, та-
кие как GNPS, см. табл. 4). При специализации 
аналитических лабораторий удобно пользовать-
ся библиотеками (домашними или межлабора-
торными), ориентированными на определенные 
классы и группы соединений [58, 68−70]. Неко-
торые библиотеки тандемных масс-спектров со-
держат справочную информацию о ВУ и сечени-
ях столкновений (см. далее) [58, 71].       

В литературе отмечено несколько путей ви-
доизменения библиотек, которые приводят 
к улучшению идентификации. Так, предложено 
расширение библиотек за счет спектров, соотве-
ствующих новым энергиям столкновений; такие 
данные получают интерполяцией существую-
щих спектров, приписанных другим значениям 
энергии [72]. Перспективно также использова-
нии фрагментов всех ионов − предшественников 
данного аналита [71]. 

Модернизация библиотечных поисков. Срав-
нение экспериментальных масс-спектров со 
справочными спектрами приводит к ранжиро-
ванию последних в зависимости от значений 

показателя их сходства. Наиболее похожие спра-
вочные спектры (компьютерные ответы 1-го 
ранга) соответствуют главным кандидатам на 
идентификацию. Именно кандидаты 1-го ранга 
чаще всего учитываются в статистике правиль-
ных результатов (как % ПП).

В качестве меры сходства традиционно ис-
пользуют функцию косинуса (точечную функ-
цию) [2, 3], не исключающую, однако, появ-
ление ложных кандидатов на идентификацию. 
Один из способов повышения эффективности 
библиотечных поисков и расширения их воз-
можности – использование усовершенствован-
ных мер сходства экспериментальных и спра-
вочных масс-спектров. Это особенно важно для 
тандемных масс-спектров с их недостаточной 
воспроизводимостью, присутствием фоновых 
пиков, множественной природой ионов-предше-
ственников, пропуском некоторых фрагментных 
ионов, а также их ограниченным количеством. 
Многие меры сходства, удачно дополняющие/
заменяющие функцию косинуса, рассмотрены 
в  публикациях [12, 73]. 

В новых работах обращают внимание не толь-
ко на сходство масс ионов, но и на соответствие 
разностей масс (нейтральных потерь), что позво-
ляет, например, осуществлять поиск структурно 
сходных соединений [12]. Соответствующий по-
казатель сходства − модифицированная функ-
ция косинуса, где дополнительно учитываются 
разности масс предшественников и фрагментов 
в сопоставляемых спектрах [74]. Еще один но-
вый перспективный подход состоит в использо-
вании спектральной энтропии в мерах сходства 
тандемных масс-спектров [75]. Предложено так-
же учитывать вариативность масс-спектров вы-
сокого разрешения при их сравнении [76]. 

Перечисляя различные инновации, отме-
тим также, что использование глубоких ней-
ронных сетей позволяет улучшить результаты 
традиционных поисков в библиотеках спектров 
ИЭ-МС1 [77] и полезно для сравнения тандем-
ных масс-спектров [78]. 

Молекулярные сети [79, 80]. Ими называют 
графы подмножества химических соединений, 
связанных между собой, чаще всего по степени 
сходства спектров МС2 (рис. 2). В узлах графа – 
массы ионов (ионов-предшественников) различ-
ных соединений, причем каждому из них может 
соответствовать один или несколько похожих 
спектров. Ребра графа соединяют в итоге пары 
структурно сходных соединений, масс-спектры 
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которых весьма близки. Молекулярная сеть сосу-
ществует совместно с библиотекой масс-спектров, 
по которой можно идентифицировать “неизвест-
ные известные” аналиты. Если узел, встраиваемый 
в сеть, относится к такому новому для информа-
ционной системы соединению, то оно может быть 
идентифицировано также по разности масс ионов 
этого аналита и связанного с ним известного сое-
динения с учетом структуры последнего.

Наиболее известна молекулярная сеть в об-
ласти природных соединений (GNPS, табл. 4), 
которая представляет собой часть глобальной 
информационной системы, включающей би-
блиотеки масс-спектров, депозитарий для них, 
различные программные инструменты для об-
работки данных и взаимодействия с пользовате-
лями системы и др. Методология сетей сочетает-
ся с возможностями групповой идентификации 
и использованием предсказанных масс-спектров 
[81, 82], применима к ИЭ-МС1 [83]. Способы 

построения сетей и варианты их наполнения со-
вершенствуются [12, 84−87].

Предсказание масс-спектров [10, 12, 63, 88]. 
Компьютерные методы предсказания масс-спек-
тров (спектров in silico) позволяют получать дан-
ные, заменяющие справочные масс-спектры экс-
периментального происхождения, что особенно 
важно для МС2. Различные алгоритмы предска-
зания, как правило, основаны на машинном об-
учении с использованием тренировочного на-
бора известных масс-спектров и/или на прави-
лах фрагментации (эвристическая информация). 
Наиболее известны программы CFM-ID, MetFrag 
и MS-FINDER. Легче прогнозировать тандемные 
масс-спектры соединений регулярного строения, 
например липидов, чьи ионы подвергаются рас-
паду по одним и тем же правилам. Новые спосо-
бы предсказания и соответствующие компьютер-
ные программы появляются постоянно (см., на-
пример, [36, 89−91]), некоторые из них позволяют 

Таблица 3. Показатели популярности/распространенности химических соединений и их возможного присут-
ствия в анализируемых пробах

Год Показатель, комментарии Литература

2000 Количество рефератов (справок, ссылок) в журнале Chemical Abstracts* [39, 40]

2011 Количество рефератов (справок, ссылок) в БД Chemical Abstracts [43]

2012 Количество ссылок на соединение в БД ChemSpider [44]

2014 БД PubChem, пороговое значение показателя refscore (>5) – числа веществ 
(substances), в состав которых входит данное химическое соединение 

[45]

2016 Присутствие в объектах анализа по данным предшествующих отчетов  [46]

2016 Количество ссылок, в том числе патентов, и источников информации в БД 
ChemSpider и PubChem 

[47]

2017 Присутствие соединения в БД по метаболомике и загрязнителям окружающей 
среды

[48]

2020 Количество источников данных в БД CompTox Chemistry Dashboard  (см.табл. 2) [49]

2020 −
2021

Количество источников данных и фирм − производителей химикатов в БД 
ChemSpider и PubChem, размер справок о соединении и число патентов в БД 
PubChem   

[50−52]

2021  Различные показатели БД PubChemLite – версии PubChem, предназначенной 
для решения задач экспосомики [54] и объединения с предсказателем масс-
спектров MetFrag

[53]

2023 Количество определенных лексических единиц в описании соединения в БД 
PubChem 

[55]

* Значительное количество совместных справок (цитирований) в журнале/БД Chemical Abstracts, относящихся 
к (а) паре соединений или (б) соединению и матрице (веществу), может указывать соответственно на вероят-
ное совместное присутствие двух и более соединений в данной пробе или присутствие соединения в данной 
матрице (веществе)  [40−42].
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оценивать степень правильности условной иден-
тификации (аннотации) [92]

Масс-спектры in silico в роли справочных 
спектров сравнения – сами по себе далеко не 
панацея, и результат соответствующих библио-
течных поисков зависит от многих факторов [93]. 
Доля правильных ответов 1-го ранга, получен-
ных в большинстве значимых примеров, может 
достигать ~50−70% и иногда выше этого уров-
ня [48, 63, 94, 95]. Более высокие показатели на-
блюдаются при сочетании с другими способами 
идентификации и включении априорной инфор-
мации, например показателей распространенно-
сти соединений (см. ранее). 

Исследуется возможность предсказания 
масс-спектров, в том числе тандемных, с исполь-
зованием квантово-химических расчетов [96, 97].

Структурная интерпретация масс-спектров [10, 
12, 63, 88]. Соответствующие программы на ос-
нове машинного обучения решают задачу, об-
ратную предсказанию масс-спектров: выводят 
варианты структурных фрагментов и кандидат-
ских структур в целом, исходя из масс-спектра 
неизвестного аналита. Так, широко известен 
программный инструмент CSI:FingerID, кото-
рый, в частности, был интегрирован в программу 

SIRIUS. Последняя, исходя из масс ионов-пред-
шественников, изотопной картины и спектров 
МС2, выбирает наиболее вероятные кандидат-
ские соединения из тех, которые включены в  хи-
мические БД [98]. Позднее для этих же целей 
была создана программа MAD HATTER, обе-
спечивающая более 70% правильных идентифи-
каций в модельной выборке тандемных спектров 
[55]. Разрабатываются и другие новые програм-
мы автоматического извлечения структурных 
данных из масс-спектров [36, 99, 100]. В  целом от-
мечается высокая значимость алгоритмов глубоко-
го машинного обучения, применяемого для реше-
ния рассматриваемой задачи [11, 101]. Возможности 

“ручной” интерпретации тандемных масс-спектров, 
однако, далеко не исчерпаны [102, 103].

Параметры удерживания в хроматографии. 
Совместное применение масс-спектрометрии 
и хроматографии – требование нормативных 
документов ЦА и условие надежной идентифи-
кации в условиях НЦА. 

В ГХ давно и успешно используют справоч-
ные ИУ экспериментального происхождения, 
которые сейчас в значительном объеме представ-
лены в БД NIST (139693 соединений [5]) и  дру-
гих сводках данных [2, 3, 104]. Большинство 

Таблица 4. Основные библиотеки тандемных масс-спектров низкомолекулярных соединений [5]

Название
Количество

Комментарии Литература
спектры соединения

NIST 20, MС2 * 1 320 389 31 000

METLIN ~600 000 Метаболиты [65]

MassBank of North
America (MONA)

691548 226303 Преобладают биологически 
активные соединения, 
присутствуют in silico масс-
спектры

mzCloud 10 326 515 20 820 MСn, лекарственные 
соединения, метаболиты 

[66]

The Global Natural Product 
Social Molecular Networking 
(GNPS) 

586 647 [58] > 20 000 
(оценка)

Природные соединения. 

MassBank 90 471 16 881 MC1, MCn [67]

Human Metabolome Database 
(HMDB):

Метаболиты  [33]

− эксперимент; 64 923 4 064

− предсказание (in silico) 1 787 163 206 809
* Включая масс-спектры высокого разрешения 27 840 соединений.
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практически значимых летучих соединений, 
по-видимому, охвачены этими данными. Тем 
не менее появляются новые соединения, подхо-
дящие для определения методом ГХ, например 
летучие производные малолетучих соединений, 
поэтому требуется информация об их справоч-
ных ИУ. Соответствующие оценки выполняются 
различными вариантами машинного обучения 
и  некоторыми другими методами [104−106]. 

Концепция ИУ для В/УЭЖХ менее значима, 
здесь значительно чаще оперируют величиной 
ВУ. Начинают появляться достаточно большие 
коллекции экспериментальных ВУ, например 
для 80 тыс. соединений в информационной си-
стеме METLIN [107]; эти характеристики уста-
новлены в условиях обращенно-фазовой ВЭЖХ. 

Массивы экспериментальных данных слу-
жат тренировочными выборками для предска-
зания ВУ методами машинного обучения (об-
зоры [6, 10, 108]). В качестве структурных пере-
менных, коррелируемых с ВУ (количественная 
связь структура−удерживание), используют мо-
лекулярные дескрипторы. Обращенно-фазовые 
и колонки HILIC рассматривают отдельно [108, 
109]. Различные ошибки современного предска-
зания ВУ в основном находятся в диапазоне от 
10 с до 1 мин [10, 108−112]. Подобная точность 

предсказаний, по-видимому, недостаточна, что-
бы отразить тонкие различия в структуре ана-
лита, но вполне подходит для отклонения мно-
гих кандидатов на идентификацию. Так, 68% 
кандидатских соединений, предсказанных по 
масс-спектрам компонентов плазмы крови, не 
соответствовали оценкам характеристик удер-
живания: оказались вне интервала (ВУ±1 мин) 
[109]. Отметим, что вследствие сравнительно 
невысокой воспроизводимости ВУ и их сильной 
зависимости от экспериментальных условий, 
важен пересчет справочных наборов ВУ при их 
адаптации к текущему эксперименту [10, 113].  

Спектрометрия ионной подвижности [114]. 
Этот метод представляет собой разделение ионов 
по их подвижности (ИП) в газовой фазе и соче-
тается с МС и ВЭЖХ-МС. Приборы СИП-МС 
и ВЭЖХ-СИП-МС с различными технически-
ми (физическими) вариантами реализации ИП 
выпускаются основными производителями 
масс-спектрометрических приборов. 

Стадия ИП повышает степень разделения 
аналитов, что особенно наглядно проявляется 
для смесей изомеров или изобарных соедине-
ний. Разделение зависит от ПСС, которое пред-
ставляет собой индивидуальную характеристи-
ку химических соединений и подходит для их 

Рис. 2. Участок молекулярной сети (адаптирован из работы [80]). Числами указаны массы (Да) ионов – предше-
ственников каждого из соединений. Разность масс 611.161 и 595.166 соответствует атому кислорода, что, с учетом 
сходства масс-спектров, позволяет считать неизвестный аналит (Неизв.) продуктом окисления известного соеди-
нения (Изв.). 

625.177

595.165611.161

625.176 595.166

627.191

Изв.

Неизв.
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идентификации. Значения этой величины, как 
экспериментального происхождения, так и рас-
считанные, табулированы в нескольких БД [12, 
112, 114, 115] и могут быть использованы как 
справочные данные совместно с масс-спектро-
метрической и хроматографической информа-
цией [6, 12]. 

Совмещение методов идентификации необхо-
димо для повышения ее надежности. Совмест-
ное применение МС1ВР, МС2, У/ВЭЖХ и СИП 
названо “четырехмерным” подходом к иденти-
фикации [12]. При высоком качестве (точности) 
всех экспериментальных и справочных данных 
критерию распознавания аналита – незначитель-
ной разности соответствующих масс ионов-пред-
шественников, значений ВУ и ПСС и больших 
показателей сходства спектров МС2  − должно 
удовлетворять только одно кандидатское соедине-
ние. В реальности различные справочные данные 
могут приводить к противоречивым и неоднознач-
ным результатам. Для выбора наилучшей версии 
и дальнейшей ее проверки можно оценивать сте-
пень совпадения данных по подсчету точек иден-
тификации в их численном выражении [6, 17].          

Пакеты программ (fusion tools). Аналитику 
удобно, если различные программы, необходи-
мые для идентификации нецелевых аналитов, 
интегрированы в единое программное обеспе-
чение (на компьютере прибора или доступном 
сайте). Это позволяет совмещать поиски в би-
блиотеках масс-спектров, электронных коллек-
циях ИУ, ВУ и ПСС и химических БД с оцен-
ками указанных характеристик в экономном 
режиме. В обзоре [10] упомянуто восемь таких 
пакетов, компоненты которых частично рассмо-
трены ранее. В случае анализа сложных образцов 
критически важное значение имеют программы 
обработки первичных данных ХМС и выделе-
ния соответствующих аналитических сигналов 
[116]. В целом в литературе описаны сотни про-
граммных продуктов, предназначенных для раз-
личного преобразования данных ХМС и иденти-
фикации аналитов по масс-спектрам и хромато-
графическим параметрам; создают специальные 
программы для ориентации в этой области [117]. 

Сличения. Традиционная практика аналитиче-
ской химии, в том числе химической идентифи-
кации [2, 3], включает сравнительные/сличитель-
ные эксперименты, оценивающие профессио-
нальный уровень и качество работы лабораторий, 
эффективность различных методов и подходов 
к анализу, пригодность аналитических стандар-
тов и др. Важные меж- и внутрилабораторные 

сличения последних лет, касающиеся идентифи-
кации компонентов предоставленных образцов 
как проб неизвестного состава или только анали-
за данных, отражены в табл. 5. Основной вывод 
из результатов этих работ заключается в далеко 
не полной воспроизводимости итогов работы 
различных лабораторий (№ 1, 8) и умозаключе-
ний, сделанных с использованием разных вари-
антов ЖХ-МС и разных режимов сбора данных 
в одной лаборатории (№ 7, а также [123]), итогов 
применения разных компьютерных программ 
(№ 2, 4) и  разных мер сходства масс-спектров 
(№ 10). При этом возможности идентификации 
оказались весьма удовлетворительными (№ 6, 9), 
они возрастают в случае дополнительной инфор-
мации об ожидаемом составе проб и распростра-
ненности аналитов (№ 1, 3, 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ: СМЕНА ПАРАДИГМЫ 
И СМЕНА ПОКОЛЕНИЙ

Суммируя изложенное ранее, можно утвер-
ждать, что основная тенденция исследований 
последних лет представляет собой развитие ме-
тодологии поисков кандидатов на идентифика-
цию (условно идентифицированных или анно-
тированных соединений в итоге) в рамках НЦА. 
Если требуется окончательная идентификация 
по типичным критериям ЦА, то, располагая пе-
речнем кандидатских соединений, целесообраз-
но (а) ввести в оборот аналитические стандарты 
или, что менее надежно и требует валидации, (б) 
регистрировать масс-спектры и хроматограммы 
(а также спектры ИП) в условиях, максимально 
близких к тем, в которых определены наиболее 
качественные/точные справочные данные. Тема-
тический переход от разработки принципов, пра-
вил, критериев идентификации к методологии 
поиска кандидатских соединений представляет, 
на наш взгляд, смену парадигмы в целях и содер-
жании химико-аналитических исследований.

Такого рода изменения проявляются, во-пер-
вых, в появлении и широкой эксплуатации новых 
аналитических приборов (хромато-масс-спектро-
метров высокого разрешения и др.) и, во-вторых, 
в резком усилении роли информатики. Последнее 
представляет собой появление многочисленных 
программ автоматического поиска кандидатов на 
идентификацию на основе машинного обучения, 
расширения библиотек масс-спектров, электрон-
ных коллекций других справочных характери-
стик и химических баз данных. Этот тренд от-
ражает привлечение к работе нового поколения 
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Таблица 5. Примеры сравнительных исследований в области идентификации

№ Год
Объекты анализа 

или данные, 
метод

Содержание 
проекта

Число 
лабо-

раторий

Результаты, 
комментарии Литература

1 2015 Экстракты 
речной воды 

Сравнение различ-
ных методов ХМС 
и разных подходов 
к  анализу

19 Акцент на НЦА, ООС 
и МСВР. Выявлена необх-
димость интегральных 
пакетов программ, полных 
библиотек масс-спектров, 
многих аналитических 
стандартов и актуальность 
обмена данными

[118]

2 2012-
2017, 
CASMI*

Масс-спектры 
набора соеди-
нений как 
неизвестных 
аналитов

Использование 
различных 
программ 
предсказания 
масс-спектров, 
и х   и н т е р п р е т а -
ции, библиотек 
масс-спектров 
и других данных 

≤8 (наша 
оценка) 

36−88% ПП − результаты 
ежегодных победителей 
[49]

[119]

3 2017 Масс-спектры, 
представленные в 
CASMI *

Предсказание 
масс-спектров 
и других данных

1 22−25% ПП для наилуч-
ших предсказанных соеди-
нений, 73−78% при их 
наличии в химической БД, 
87−93% при добавлении 
поисков в библиотеках 
масс-спектров     

[48]

4 2019 Данные ХМС Сравнение зада-
нных сигналов 
(значе-ний m/z
при определен-
ных ВУ) в четырех 
программах 
обработки данных

≤5 (наша 
оценка)

Лишь 10% сигналов опре-
делены для всех программ. 
Идентификация 22 тест-
соединений: 64−88% ПП 

[116]

5 2020 Масс-спектры, 
представленные в 
CASMI * 

Использование 
программы 
предсказания 
спектров CFM-
ID с учетом 
дополнительной 
информации

1 Правильный результат 
в числе пяти наилучших 
предсказаний: 36−81% 
соединений (CFM-ID) 
и 53−96% (CFM-ID + 
оценка числа источников 
информации, см. табл. 3) 

[49]

6 2020 Множест-венные 
спектры МС2ВР 
15 соединений

Сравнение 
спектров каждой 
лаборатории 
со справочными
данными и другие 
сравнения

7 78−96% ПП [62]

7 2020 Образцы плазмы 
крови человека, 
УЭЖХ-СИП-
МС2ВР

Сравнение иден-
тификации 
метаболитов 
в  различных
вариантах метода
анализа и сбора 
данных

1 Наилучшие результаты: 
режим фрагментации 
всех ионов-предшествен-
ников (all ion fragmen-
tation) при росте энергии 
столкновения (ramped) 
в ходе распада ионов

[120]
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специалистов в области информатики. Итак, 
смена поколений приборов и специалистов и 
смена парадигмы взаимозависимы и являются 
ответом на широкие потребности в подробном 
анализе вещества.

Смена эпох не обходится без проблем. В част-
ности, отдельные издания, прежде всего рефера-
тивный журнал Chemical Abstracts, содержащий 
выверенную информацию о большинстве из-
вестных химических соединений, при перехо-
де в электронную форму не обрели открытого 
доступа, что можно рассматривать как потерю 
в сфере информатики. Далее, многие опытные 
химики последних поколений непосредственно 
работали с веществом и могут многое сказать о  
содержании пробы по цвету, запаху, форме кри-
сталлов, растворимости, прозрачности, про-
стейшим тестам и т.п. Полученные результаты 
весьма важны при анализе неизвестных объек-
тов сложного состава. Идентификация индиви-
дуальных соединений методами ХМС – еще одна 
составляющая таких работ. Как показано ранее, 
важная роль в них принадлежит специалистам 

с хорошей подготовкой в области информатики. 
Наилучшие результаты достигаются, по нашему 
мнению, когда их деятельность сочетается c ра-
ботой классических химиков.   

Работа выполнена в соответствии с тема-
тическим планом прикладных и научных исследо-
ваний и разработок в сфере здравоохранения по 
государственному заданию ФМБА России (код: 
64.001.23.800).  
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Атомно-эмиссионная спектрометрия с индуктивно связанной плазмой (АЭС-ИСП) и двух-
струйной дуговой плазмой (АЭС-ДДП) и масс-спектрометрия с индуктивно связанной плазмой 
(МС-ИСП) − это одни из наиболее информативных методов количественного химического ана-
лиза (КХА) веществ высокой чистоты и функциональных материалов, как по набору определяе-
мых элементов, так и по пределам их обнаружения (ПО). При этом аналитических возможностей 
методов КХА в их стандартном исполнении не всегда достаточно для определения содержания 
аналитов на уровне 10-9−10-7% (ppb и ppt). Использование комбинированных (включающих 
стадию предварительного концентрирования примесей) методик КХА и альтернативных спосо-
бов введения проб в ИСП, повышающих эффективность использования концентратов приме-
сей, позволяет снизить инструментальные ПО аналитов на 1−2 порядка величины и расширить 
возможности методов. В представленном мини-обзоре рассмотрены результаты применения 
методов АЭС-ИСП, АЭС-ДДП и МС-ИСП для анализа высокочистых Ge, Cd, Te, Zn с концен-
трированием примесей отгонкой основного компонента, использованием электротермического 
испарения для ввода проб в плазменные источники, а также применением МС-ИСП с лазерной 
абляцией для анализа концентратов примесей так называемым “методом тонкого слоя”.

Ключевые слова: анализ веществ высокой чистоты, атомно-эмиссионная спектрометрия, 
масс-спектрометрия, предварительное концентрирование примесей, электротермическое ис-
парение проб.
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Высокочистые Si, Ge, Cd, Te, Zn и др. являются 
основными компонентами полупроводниковых 
материалов для микро- и оптоэлектроники, таких 
как соединения AIIIBV и AIIBVI: CdTe, ZnTe, CdZnTe 
и CdHgTe [1–5]. Оксид германия высокой чисто-
ты используют для синтеза кристаллов германата 
висмута Bi4Ge3O12 (BGO), применяемого в физике 
высоких энергий, ядерной физике и медицине [6]. 
Присутствие примесных элементов даже на уровне 
ppb может существенно ухудшать функциональные 
свойства материалов, поэтому с развитием инду-
стрии полупроводниковых и оптических матери-
алов требования к чистоте материалов постоянно 
возрастают. Существующие инструментальные 
методики анализа функциональных материалов 

и прекурсоров для их синтеза часто не удовлетво-
ряют современным требованиям, поэтому остается 
актуальной разработка высокоинформативных 
многоэлементных методик количественного хими-
ческого анализа (КХА) с пределами обнаружения 
на уровне ppb и ppt.

В последние годы произошло существенное 
обновление аналитического оборудования. Рас-
ширяются области применения спектрометров 
с возбуждением и ионизацией в индуктивно свя-
занной плазме. Масс-спектрометрия с индуктивно 
связанной плазмой (МС-ИСП) и атомно-эмис-
сионная спектрометрия с индуктивно связанной 
плазмой (АЭС-ИСП) – это современные и одни 
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из наиболее информативных методов КХА, харак-
теризующиеся многоэлементностью и низкими 
пределами обнаружения (ПО) аналитов. Метод 
атомно-эмиссионной спектрометрии с двухструй-
ной дуговой плазмой (АЭС-ДДП) менее распро-
странен, но обладает таким преимуществом, как 
возможность прямого анализа твердых проб без 
растворения. Стандартный способ пробоподго-
товки при МС-ИСП- и АЭС-ИСП‑анализе – это 
растворение и разбавление проб с последующим 
вводом аэрозоля раствора в ИСП путем пневма-
тического распыления [7, 8]. Это простой и уни-
версальный способ, который позволяет достичь 
высокой стабильности аналитического сигна-
ла. Однако этот способ малоэффективен (в ИСП 
поступает только около 2% исходного раствора), 
и его использование требует 10- и даже 100-крат-
ного разбавления. Для АЭС-ДДП‑анализа не-
обходимо измельчение твердых проб до частиц 
субмикронных размеров и перетирание их с вы-
сокочистым графитовым порошком [9]. Все это 
ограничивает аналитические возможности мето-
дов МС-ИСП, АЭС-ИСП и АЭС-ДДП, снижая 
аналитический сигнал и увеличивая вероятность 

внесения загрязнений в процессе пробоподготовки. 
В результате ПО аналитов, как правило, находятся 
на уровне n×10–7–n×10–4 мас. %

В представленном мини-обзоре рассмотрены 
пути преодоления указанных ограничений, в осно-
ве которых лежит развитие комбинированных (т. е. 
с предварительным концентрированием примесей) 
методик КХА и альтернативных высокоэффек-
тивных способов введения проб и концентратов 
примесей в источники возбуждения и ионизации.

Использование отгонки основы проб для пред-
варительного концентрирования примесей. Пред-
варительное концентрирование примесей – это 
один из способов существенного снижения ПО 
аналитов. Для ряда объектов, таких как кадмий 
и теллур высокой чистоты, наиболее приемлема ва-
куумная отгонка (дистилляция) основы. Ранее [10, 
11] разработаны методики анализа кадмия, ртути, 
теллура методами атомно-эмиссионной спектроме-
трии с возбуждением спектров в дуге постоянного 
тока (АЭС-ДПТ) и искровой масс-спектрометрии 
(ИМС). Основу отгоняли в токе аргона или в ва-
кууме, после чего аналиты переносили на графи-
товый коллектор и проводили АЭС-ДПТ‑анализ. 

Рис. 1. Схема установки для вакуумной дистилляции. 1 – кварцевая камера, 2 – кварцевая чаша с анализируемой 
пробой (1–3 г), 3 – углубление для датчика температуры, 4 – нагреватель, 5 – кварцевая подставка, 6 – охлаждаю-
щая трубка.
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Пределы обнаружения аналитов составили от 
n×10–8 до n×10–6 мас. %

При разработке комбинированных МС-ИСП- 
и АЭС-ИСП‑методик анализа кадмия и теллура 
высокой чистоты концентрирование примесей 
проводили вакуумной отгонкой 2–3 г пробы на 
установке, показанной на рис. 1 [12, 13]. В каче-
стве коллектора для микропримесей использо-
вали оксиды анализируемых металлов, которые 
формировали на поверхности проб кратковре-
менным напуском воздуха в объем камеры. По ре-
зультатам опыта введено–найдено установлено, 
что потери аналитов минимальны при темпе-
ратуре отгонки 390 оC для кадмия и 510 оС для 
теллура. Продолжительность процесса отгонки 
составляла 2–3 ч. Затем концентрат примесей мас-
сой 10–20 мг смывали перегнанной суббойлерной 
дистилляцией смесью соляной и азотной кислот 
(2:1) объемом ~0.3 мл и разбавляли до объема, не-
обходимого для АЭС-ИСП- и МС-ИСП‑ анали-
за (3–4 мл). Параллельно проводили контроль-
ный опыт. Достигнутые ПО для 40 примесей 

в кадмии и 49 в теллуре составляют от n×10–10 до 
n×10–6  мас.  % для МС-ИСП‑анализа и от n × 10–8 
до n ×10–5  мас. % для АЭС-ИСП‑анализа. В табл. 1 
сравниваются ПО примесей в при использовании 
инструментальных и комбинированных методик 
МС-ИСП- и АЭС-ИСП‑анализа кадмия высокой 
чистоты. Видно, что концентрирование вакуумной 
отгонкой в сочетании с МС-ИСП и АЭС-ИСП 
позволяет снизить ПО для таких элементов, как 
Ag, Au, Ba, Be, Bi, Co, Cu, In, Mn, Ni, Pb, Re, Te, 
Zn и т. д. до трех порядков величины по сравнению 
с инструментальным МС-ИСП- и АЭС-ИСП‑ ана-
лизом. Элементы с высокими значениями давле-
ния насыщенных паров при 400–500 оС, такие как 
Hg, P, Se и Tl, теряются в процессе отгонки и не 
определяются.

Для концентрирования примесей, содержащих-
ся в кремнии и германии и их оксидах высокой 
чистоты, применяют отгонку основы проб пере-
водом в летучую форму (тетрахлорид германия 
и тетрафторид кремния). Наиболее простым спо-
собом является растворение навески (1–2 г) пробы 

Таблица 1. Сравнение пределов обнаружения примесей в кадмии при инструментальном и комбинированном 
(включающем предварительное концентрирование вакуумной отгонкой основы) анализе методами масс-спек-
трометрии и атомно-эмиссионной спектрометрии с индуктивно связанной плазмой

ПО, мас. % МС-ИСП с предв. конц МС-ИСП АЭС-ИСП 
с предв. конц АЭС-ИСП

n×10–10 Ho, Lu, Re, Tb, Tm, Re – – –
n×10–9 Ag, Au, Ba, Be, Co, Dy, Er, 

Ga, Hf, La, Mn, Nd, Pb, 
Sm, Ta, V, Yb

Yb – –

n×10–8 As, Bi, Cr, Cu, Gd, In, Mg, 
Mo, Nb, Ni, Sb, Sn, Sr, Te, 
Ti, Y, Zr

Er, Ho, La, Lu, 
Tb, Tm

Ba, Ho, Li, Lu, 
Mg, Mn, Sr, Y, Yb

–

n×10–7 B, Ce, W, Zn Be, Ce, Co, Ga, 
Gd, Hf, Mn, Nb, 
Sb, Re, Sm, Sr, 
Ta, V, Y, Zr

Ag, Au, B, Be, Ca, 
Co, Cr, Cu, Dy, Er, 
Fe, La, Mo, Na, 
Nb, Ni, Sn, Ti, V, 
Zn, Zr

Be, Ca, Cu, Dy, Er, 
Ho, La, Li, Lu, Mg, 
Mn, Sr, V, Y, Yb, Zn, 
Zr

n×10–6 Al, Li Ag, As, Au, Ba, 
Cr, Cu, Dy, Hg*, 
Mo, Nd, Ni, Pb, 
Sn, Te*, Ti, Tl*, W

Al, As, Ce, Ga, Gd, 
Hf, In, K, P*, Pb, 
Re, Sb, Sm, Ta, 
Tb, W

Al, As, Ba, Cr, Ga, 
Gd, Hf, Mo, Nb, Ni, 
P*, Re, Sb, Ti

n×10–5 – Al, B, Bi, In, Li, 
Mg, Se*, Zn

Bi Ag, Au, B, Bi, Ce, 
Co, Fe, Hg*, In, K, 
Na, Pb, Se*, Sm, Sn, 
Ta, Tb, W

n×10–4 – – –
* Элементы, для которых наблюдаются потери при отгонке кадмия.
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в смеси соляной и азотной кислот для германия 
и азотной и фтороводородной кислот для кремния 
[14, 15]. После этого растворы выпаривают досуха 
при 80–90 оC, получаемый концентрат примесей 
переводят в раствор добавлением концентрирован-
ной азотной кислоты и разбавляют. Поскольку при 
данном способе концентрирования анализируемую 
пробу растворяют в сравнительно большом объеме 
смеси кислот, возможно внесение неконтролиру-
емых загрязнений и, соответственно, увеличение 
ПО ряда аналитов, обусловленное контрольным 
опытом. Другой вариант концентрирования ми-
кропримесей в кремнии и германии – реакционная 
отгонка основы переводом германия в тетрахло-
рид в атмосфере хлора и кремния в тетрафторид 
в парах фтороводородной кислоты при нагреве 
в двухкамерных автоклавах микроволновой систе-
мы разложения Mars‑5 [16–19]. Реакционная от-
гонка позволят существенно снизить возможность 
загрязнения концентратов, поскольку реакция 
происходит в газовой фазе без контакта с кисло-
тами. Изучение поведения аналитов в процессе 
отгонки основы в различных температурных ре-
жимах показало, что ~45 аналитов количественно 
остаются в концентрате примесей. Пределы обна-
ружения аналитов находятся в диапазоне от 1×10–10 
до 4×10–7 мас. %. В качестве примера в табл. 2 дано 
сравнение ПО при инструментальном и комбини-
рованном способе МС-ИСП‑анализа германия 
высокой чистоты.

Применение электротермического испарения для 
введения проб и концентратов примесей в источники 
возбуждения и ионизации. Одна из проблем анализа 
веществ высокой чистоты и концентратов микро-
примесей методами АЭС-ИСП и МС-ИСП – это 

необходимость их существенного разбавления 
(до 100 раз для АЭС-ИСП- и до 1 000 раз для 
МС-ИСП‑анализа) в процессе пробоподготовки 
при использовании стандартных систем пневмати-
ческого ввода растворов проб в ИСП. Как правило, 
концентрат примесей представляет собой сухой 
остаток массой несколько миллиграммов или рас-
твор объемом несколько микролитров, тогда как 
для проведения МС-ИСП- или АЭС-ИСП‑анализа 
требуется раствор объемом несколько миллилитров 
[12, 18, 19]. Для АЭС-ДДП‑анализа анализируемые 
пробы также необходимо разбавлять графитовым 
порошком [9]. Разбавление проб и концентратов 
примесей приводит к снижению интенсивности 
сигнала аналитов, повышению вероятности вне-
сения неконтролируемых загрязнений и, соответ-
ственно, увеличению их ПО.

Электротермическое испарение (ЭТИ) – это 
альтернативный высокоэффективный способ вве-
дения проб в источники возбуждения и иони-
зации. Принцип ЭТИ в сочетании с АЭС-ИСП, 
МС-ИСП и АЭС-ДДП заключается в испарении 
пробы с резистивно нагреваемой подложки и пе-
реносе продуктов испарения потоком инертного 
газа в плазменный источник. Как правило, для 
этого используют графитовые печи (кюветы) для 
атомно-абсорционного анализа с электротерми-
ческой атомизацией [20–22]. Схема устройства 
для ЭТИ приведена на рис. 2. В ряде работ при-
меняли спирали из таких материалов, как воль-
фрам, тантал, рений и др. [23–25]. Преимущества 
ЭТИ – значительно большая эффективность ввода 
(использования) проб в ИСП по сравнению с пнев-
матическим распылением растворов, возможность 
прямого анализа твердых проб, малый объем пробы, 

Таблица 2. Сравнение пределов обнаружения примесей в германии при инструментальном и комбинирован-
ном анализе методом масс-спектрометрии с индуктивно связанной плазмой, включающем предварительное 
концентрирование отгонкой основы в виде GeCl4

ПО, мас.% МС-ИСП с предв. конц МС-ИСП

n×10–10 Be, Dy, Eu, Ho, Lu, Pr, Rh, Sm, Tb, Th, Tm, 
U, Yb –

n×10–9 Ba, Ce, Co, Cs, Er, Gd, Hf, La, Li, Mn, Pd, Pt, 
Rb, Ru –

n×10–8 Ag, Cd, Cr, Cu, Mg, Na, Nb, Nd, Ni, Pb, Sc, Ti Eu, Ho, Lu, Tm

n×10–7 Al, Sr, Zn, Zr Be, Bi, Ce, Dy, Er, Gd, Hf, La, Nd, 
Pr, Re*, Sm, Ta*, Tb, Yb

n×10–6 – Ag, Au*, Ba, Co, Cr, In*, Hg*, Li, 
Mn, Pb, Rb, Sb*, Se*, Sn*, Te*, W*

n×10–5 – Al, B*, Cd, Cu, Na, Nb, Ni, Mg, 
Mo, Sc, Sr, Ti, Zn

* Элементы, для которых наблюдаются потери при отгонке германия.
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необходимый для выполнения анализа (достаточно 
несколько микролитров раствора или несколько 
миллиграммов твердой пробы). Оптимизация тем-
пературной программы ЭТИ позволяет проводить 
раздельное испарение основы пробы и аналитов 
в том случае, когда температуры их испарения су-
щественно различаются. Это обеспечивает значи-
тельное снижение матричных влияний и ПО анали-
тов. Основным ограничением является сложность 
испарения ряда тугоплавких и карбидообразующих 
элементов, из-за чего снижается количество одно-
временно определяемых элементов.

Электротермическое испарение использовали 
для прямого АЭС-ДДП‑анализа твердых проб 
теллура и цинка высокой чистоты [26, 27]. Были 
выбраны программы нагрева, обеспечивающие 
раздельное испарение основы проб и аналитов. Для 
КХА теллура температура испарения (отделения) 
основы составляла 1 050 оC, для анализа цинка – 
910 оC. Испарение и регистрацию сигнала аналитов 
проводили при 2 400 оC. Методики ЭТИ-АЭС-ДДП‑ 
анализа теллура и цинка высокой чистоты позволяют 
контролировать содержания 15  элементов-примесей 
с ПО от n×10–9 до n×10–5 мас. %, что в 2–100 раз ниже 
по сравнению с вводом проб в ДДП путем выпарива-
ния их растворов на графитовом порошке (табл. 3).

Для КХА кадмия высокой чистоты разработана 
методика прямого ЭТИ-АЭС-ИСП‑анализа [28]. 
Снижение матричных влияний достигнуто за счет 

использования 2-стадийной температурной про-
граммы, обеспечивающей раздельное испарение 
основы при 900 оC и аналитов при 2 400 оC. Уста-
новлено, что на стадии испарения основы пробы 
происходят полные либо частичные потери таких 
аналитов, как Ag, As, Hg, Mo, P, Pb, Se, Te и Zn. 
ЭТИ-АЭС‑определение содержаний B, Hf, Nb, Sc, 
Si, Ta, W, Y и Zr и редкоземельных металлов затруд-
нено по причине их высоких температур плавления/
возгонки и склонности к образованию карбидов. 
Методика прямого ЭТИ-АЭС-ИСП‑анализа кадмия 
позволяет одновременно определять Al, Au, Be, Bi, 
Co, Cr, Fe, Ga, In, Mn, Ni Re, Sn и V с ПО в диапа-
зоне от 6×10–8 до 1×10–5 мас. %, что в 10–100 раз 
ниже по сравнению с АЭС-ИСП‑анализом кадмия 
с пневматическим введением растворов проб.

Использование ЭТИ для ввода проб при 
МС-ИСП‑анализе позволяет существенно снизить 
ПО при КХА высокочистого вольфрама. Поскольку 
вольфрам имеет высокую температуру плавления/
возгонки, для ЭТИ-МС-ИСП‑анализа навески 
проб переводили в раствор. Электротермическое 
испарение проб вольфрама позволило существен-
но снизить матричные интерференции по срав-
нению с МС-ИСП‑анализом растворов с пнев-
матическим введением в плазму. Температурная 
программа ЭТИ состояла из стадии сушки (90 оC, 
50 с) и  стадии испарения аналитов (2 400 оC, 15 с). 
При ЭТИ-МС-ИСП‑анализе ПО 26 примесей: Ag, 

Рис. 2. Схема устройства для электротермического испарения. 1 – графитовая кювета, 2 – анализируемая проба 
или концентрат примесей, 3 – ввод в плазменный источник.
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Al, As, Au, Ba, Be, Bi, Co, Cr, Cs, Fe, Ga, Li, Mg, Mn, 
Ni, P, Pb, Rb, Sb, Se, Sn, Sr, Te, Tl и Zn находились 
на уровне n×10–7–n ×10–5 мас. %, по сравнению 
с МС-ИСП‑анализом ПО большинства аналитов 
были снижены в 5–50 раз [29].

Перспективно применение ЭТИ в сочетании 
с комбинированными методиками КХА для анализа 
концентратов примесей, например, при анализе 
кремния, германия и их оксидов высокой чистоты 
[19, 30]. В этом случае не требуется разбавление 
концентратов примесей, что позволяет увеличить 
коэффициент концентрирования, уменьшить вклад 
контрольного опыта и снизить ПО аналитов. Кон-
центрирование примесей проводили реакционной 
отгонкой кремния и германия в виде галогенидов. 
Концентрат примесей переводили в раствор добав-
лением 50 мкл 0.5 М азотной кислоты и выполняли 
ЭТИ-АЭС-ИСП‑анализ. Коэффициент концен-
трирования при ЭТИ-АЭС-ИСП‑анализе составил 
5, тогда как комбинированная АЭС-ИСП‑мето-
дика предполагает разбавление проб в восемь раз. 
Температурная программа ЭТИ включала стадию 
сушки при ~ 95 оC и стадию испарения аналитов 
при ~ 2 400 оC. Измерения показали, что при вы-
бранной температурной программе возможно 
определение содержаний 26 примесей с ПО в ди-
апазоне от 5 × 10–9 до 2 × 10–6 мас. %. Применение 
ЭТИ для ввода в ИСП концентратов примесей 
позволило снизить ПО большинства элементов 
в 5–50 раз по сравнению с комбинированным 
(включающем предварительное концентрирование 
примесей) АЭС-ИСП‑анализом оксида германия, 
к которому предъявляются особые требования по 
чистоте [31].

Развитие метода тонкого слоя для анализа концен-
тратов примесей методом масс-спектрометрии с ин-
дуктивно связанной плазмой и лазерной абляцией. 
Метод тонкого слоя заключается в выпаривании 
раствора концентрата примесей на поверхности 

специально подготовленной кремниевой подложки 
с последующим анализом сухого остатка методами 
искровой и лазерной масс-спектрометрии (ЛИМС) 
[32]. Этот метод успешно применен при разработке 
методик анализа деионизованной воды, высокочи-
стых кислот (азотной, соляной, фтороводородной 
и уксусной), кадмия и теллура с предварительным 
концентрированием примесей [33–35]. Преимуще-
ством метода тонкого слоя является возможность 
достижения высоких значений коэффициентов 
концентрирования, что позволяет минимизировать 
вносимые загрязнения и снизить ПО примесей до 
n×10–10–n ×10–7 мас. %. В настоящее время методы 
ИМС и ЛИМС уже не используют в аналитической 
практике, поэтому метод МС-ИСП с лазерной 
абляцией (ЛА) является наиболее перспективным 
для реализации метода тонкого слоя.

На примере анализа азотной кислоты [36] и ок-
сида германия высокой чистоты оценены анали-
тические возможности метода тонкого слоя в со-
четании с ЛА-МС-ИСП. Примеси при анализе 
азотной кислоты концентрировали следующим 
образом: 1 мл азотной кислоты, дополнительно 
очищенной перегонкой без кипения, помещали 
во фторопластовую чашу, после чего проводили 
выпаривание под ИК‑лампой при ~80 oC в чистом 
боксе. После выпаривания концентрат примесей 
переводили в раствор 0.5 М азотной кислоты объ-
емом 10 мкл с добавлением в качестве внутреннего 
стандарта индия (концентрация 100 ppb). Концен-
траты примесей, а также аликвоты стандартных 
растворов объемом 10 мкл наносили на поверх-
ность кремниевой пластины, выпаривали досуха 
и выполняли ЛА-МС-ИСП‑анализ. Измерения 
аналитических сигналов элементов с различаю-
щимися физико-химическими свойствами пока-
зали, что значимых различий в их распределении 
в сухом остатке не наблюдается.

Таблица 3. Пределы обнаружения аналитов в теллуре высокой чистоты при анализе методом атомно-эмисси-
онной спектрометрии с двухструйной дуговой плазмой (АЭС-ДДП) и электротермическим испарением и ме-
тодом АЭС-ДДП

ПО, мас. % ЭТИ-АЭС-ДДП АЭС-ДДП

n×10–9 Ba, Be, Sr –

n×10–8 Mg, Mn –

n×10–7 Co, Cr, Ni, Zn Ba, Be, Mg, Sr

n×10–6 Al, Au, Ca, Fe, Pb, Sn Al, Ca, Co, Cr, Fe, Mn, Ni, Sn, Zn

n×10–5 – Au, Pb
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 Для ЛА-МС-ИСП‑анализа с использовани-
ем метода тонкого слоя необходимо обеспечить 
пробоотбор сухого концентрата примесей с ми-
нимальным вкладом материала подложки, что 
требует оптимизации параметров ЛА. Установлено, 
что при анализе концентратов примесей оптимальны-
ми являются плотность энергии лазера ~ 0.1 Дж/см2 
и скорость сканирования поверхности ~ 400 мкм/с. 
Пределы обнаружения элементов при ЛА-МС-ИСП‑а-
нализе азотной кислоты с предварительным концен-
трированием и методом тонкого слоя составили 
n×10–11 мас. % для Au, Be, Dy, Eu, Hf, Ho, Li, Lu, 
Nb, Pr, Re, Ta, Tb, Tm, Y, Yb; n × 10–10 мас. % для 
Ag, As, Cr, Ce, Co, Er, Ga, Gd, La, Mn, Mo, Nd, 
Rb, Sb, Sc, Sm, V, W, Zr; n × 10–9 мас. % для Ba, 
Bi, Cu, Fe, Ni, P, Pb, Se, Sr, Ti; n × 10–8 мас. % для 
Al, Mg, Zn. Использование метода тонкого слоя 
обеспечило снижение ПО большинства аналитов 
в 10–1 000 раз по сравнению с ИСП-МС‑анализом 
азотной кислоты с концентрированием примесей 
из растворов (в этом случае ПО лежат в диапа-
зоне от 8×10–11 до 4×10–6 мас. %). В наибольшей 
степени снижаются ПО тех аналитов, которые 
ограничены полиатомными интерференциями, 
связанными с компонентами раствора пробы, на-
пример7Li,27Al,54Fe и т. д. В табл. 4 представлены 
ПО примесей при ЛА-ИСП-МС‑анализе оксида 
германия методом тонкого слоя, а также ПО при 
МС-ИСП‑анализе концентратов из раствора азот-
ной кислоты. Видно, что метод тонкого слоя для 
ЛА-МС-ИСП позволяет снизить ПО аналитов 
в 10–1 000 раз и достичь их рекордных значений 
n×10–11–n×10–10 мас. % для Ag, As, Au, Be, Bi, Cd, 
Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Sn, V, РЗМ и др.

*  *  *
Таким образом, использование предваритель-

ного концентрирования микропримесей в сочета-
нии с более эффективными способами ввода кон-
центратов в плазменные источники возбуждения 
и ионизации (ЭТА, метод тонкого слоя) позволяет 
значительно улучшить аналитические возможно-
сти методов АЭС-ИСП, АЭС-ДДП и МС-ИСП.

Работа поддержана Министерством науки и выс-
шего образования Российской Федерации, проект 
№ 121031700315-2.
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Разработана методика поляризационного флуоресцентного иммуноанализа для определения ан-
тибиотика тилозина в мёде. С этой целью проведена иммунизация кроликов конъюгатом тило-
зина с бычьим сывороточным альбумином, получены антисыворотки. Оптимизированы условия 
взаимодействия антисывороток в конкурентном формате с тилозином в пробе и с тилозином, 
меченным флуоресцеином. Разработанная методика характеризуется пределом обнаружения 
тилозина 34.7 нг/мл и рабочим диапазоном определяемых концентраций от 65.2 до 564.0 нг/мл. 
Показана высокая воспроизводимость измерений с помощью портативного детектора: значения 
относительного стандартного отклонения (sr) лежат в диапазоне 1.5–2.5%. Методика апробиро-
вана на образцах меда; процент открытия варьировал от 98 до 103.8%. Продолжительность ана-
лиза без учета подготовки проб – 10 мин. 

Ключевые слова: тилозин, антибиотик, поляризация флуоресценции, гомогенный иммуноанализ, 
конъюгат антиген–флуорофор, получение антисывороток, безопасность пищевой продукции.
DOI: 10.31857/S0044450224020041, EDN: vzcxtw

Антибиотики широко применяются в ветерина-
рии для борьбы с бактериальными инфекциями [1]. 
При этом распространенным стало добавление ан-
тибиотиков в корма для того чтобы обеспечить не 
только лечение, но и профилактику инфекций [2]. 
Следствием этого является развитие резистентной 
микрофлоры в организме конечного потребителя 
[3, 4]. При несоблюдении дозирования и наруше-
нии сроков ожидания после применения препарата 
антибиотики попадают в продукты питания – мясо, 
молоко, яйца и др. [5–7].

Важной проблемой является контамина-
ция антибиотиками продукции пчеловодства, 
что обусловлено сложностями мониторинга 

заболеваемости и массовым профилактическим 
применением. В мёде и другой продукции пче-
ловодства обнаруживаются антибиотики разных 
классов – бета-лактамы (пенициллин, ампицил-
лин), амфениколы (тиамфеникол, хлорамфеникол), 
тетрациклины (окситетрациклин, тетрациклин), 
макролиды (тилозин, эритромицин) и аминогли-
козиды, фторхинолоны (ципрофлоксацин, энро-
флоксацин) и др. [8, 9].

К широко используемым в пчеловодстве ан-
тибиотикам относится тилозин – бактериостати-
ческий препарат из группы макролидов, блоки-
рующий биосинтез белков вследствие образова-
ния комплекса с 50S‑субъединицей рибосом [10]. 
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Низкая скорость трансформации и перенос по 
пищевым цепям обусловливают угрозы попадания 
этого соединения в организм человека [11–13]. Уста-
новленные токсические эффекты тилозина [14, 15] 
привели к разработке нормативных документов, ре-
гулирующих предельно допустимые уровни потребле-
ния и концентрации этого антибиотика в продуктах 
питания. Согласно законодательству Евразийского 
Экономического Союза присутствие остаточных ко-
личеств тилозина в мёде не допускается [16].

В соответствии с указанными требованиями 
для контроля тилозина разработаны методики, 
использующие ВЭЖХ с масс-спектрометрическим 
детектированием [17, 18], инфракрасную спектро-
скопию [19] и др., характеризующиеся высокой 
чувствительностью и селективностью и дающие 
возможность подтвердить структуру определяемого 
соединения [20–22]. Однако из-за необходимо-
сти использования дорогого специализирован-
ного оборудования, сложной пробоподготовки 
(включающей как жидкостную, так и твердофаз-
ную экстракцию), высокой стоимости анализа 
и значительным временным интервалом между 
отбором проб и получением результатов данные 
методики непригодны для широкомасштабного 
первичного скринингового тестирования. Эта 
задача решается при использовании альтернатив-
ных методов – иммунохимических, позволяющих 
минимизировать либо исключить пробоподготовку, 
быстро осуществлять необходимые взаимодействия 
в присутствии компонентов тестируемых проб 
и регистрировать их результаты простыми, в том 
числе портативными (переносными), детекторами 
[23–25]. При контроле антибиотиков, в том числе 
тилозина, в пищевой продукции наиболее широко 
применяют иммуноферментный анализ (ИФА) 
[26–28], иммунохроматографический анализ (ИХА) 
[29–31] и поляризационный флуоресцентный им-
муноанализ (ПФИА) [32] Особенностью ПФИА, 
отличающей его от ИФА и ИХА, является прове-
дение всех взаимодействий в растворе без диффу-
зионно-контролируемого формирования детек-
тируемых комплексов на поверхности носителя 
и без разделения прореагировавших и непроре-
агировавших компонентов реакционной смеси. 
При этом формирование иммунных комплексов, 
отражающее наличие целевого аналита в пробе, 
регистрируется в режиме реального времени без 
дополнительных реагентов и взаимодействий. 
Эти особенности ПФИА делают его относитель-
но простым и экспрессным методом, что опреде-
ляет интерес к его применению для мониторинга 
безопасности пищевой продукции [33].

Поляризационный флуоресцентный иммуноа-
нализ для определения низкомолекулярных антиге-
нов основан на конкуренции между содержащимся 
в пробе аналитом и его производным, меченным 
флуорофором, за связывание с антителами. Реак-
ционная смесь облучается плоскополяризованным 
светом, возбуждающим флуорофор, и регистри-
руется поляризация излучаемого света. Величина 
поляризации флуоресценции при постоянной 
температуре и вязкости зависит только от размеров 
флуоресцирующей молекулы или содержащего ее 
комплекса, поэтому при формировании комплекса 
антитела и аналита, меченного флуоресцентной 
меткой, поляризация флуоресценции изменяет-
ся, а степень этого изменения определяется кон-
центрацией в пробе аналита, конкурирующего за 
связывание с антителом [33].

Основной областью применения ПФИА яв-
ляется медицинская диагностика – мониторинг 
уровней низкомолекулярных фармацевтических 
препаратов и регуляторов метаболизма в биологи-
ческих жидкостях [34, 35]. В ряде работ показана 
эффективность ПФИА для контроля пищевой 
продукции на содержание остаточных количеств 
антибиотиков [36], токсинов [37], пестицидов [38], 
гормонов [39] и др. Для проведения ПФИА ком-
мерчески доступны серийные стационарные при-
боры [33], однако для целей скрининга интересен 
компактный инструментарий, который может 
применяться во внелабораторных условиях. В част-
ности, описаны примеры успешного применения 
в последние годы портативного детектора Sentry 
[40–42], но они ограничены небольшим числом 
аналитов и видов тестируемых проб.

Целью данного исследования является разработ-
ка методики поляризационного флуоресцентного 
иммуноанализа с использованием портативного 
детектора для определения тилозина и ее апроба-
ция для анализа проб мёда. Ранее такое сочетание 
регистрируемого параметра и средств измерений 
для иммуноопределения тилозина не применяли.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. В работе использовали N‑гидрокси-
сукцинимид (N-ГС), N, N'-дициклогексилкарбо-
диимид (N, N-ДЦК), тилмикозин, линкомицин, 
клиндамицин, пирлимицин, спирамицин, эри-
тромицин, вальнемулина гидрохлорид, тиамулин, 
стрептомицин, рокситромицин, спектиномицин, 
тилозина тартрат (Sigma Aldrich, США), азид на-
трия (Serva, США), бычий сывороточный альбумин 
(БСА) (Fluka, Швейцария), полный и неполный 
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адъюванты Фрейнда (InvivoGen, Франция), 
О-(карбоксиметил)гидроксиламин полухлорид 
(КМО) (Sigma Aldrich, США), тиосемикарбазид 
флуоресцеина (Fluka, Швейцария), сульфат и ги-
дросульфат натрия (Sigma Aldrich, США), этила-
цетат (Scharlau, Германия), дихлорметан, метанол, 
диметилформамид (ДМФА), глицерин (Реахим, 
Россия), триэтиламин (Merck, Германия), хлоро-
форм ос. ч. (Химмед, Россия).

Материалы и оборудование. Конъюгат тило-
зин-флуоресцеин (ТИЛ-ФЛУ) очищали мето-
дом колоночной хроматографии на силикагеле 60 
(0.063–0.200 мм, 70–230 mesh) (Merck, Германия), 
для тонкослойной хроматографии (ТСХ) применя-
ли пластины Kieselgel 60 F254 (Merck, Германия) 
[43]. Для измерений поляризации флуоресценции 
использовали портативный детектор Sentry 200 
(Ellie, США), а для кинетических измерений – 
флуориметр BEACON2000 (Panvera, США). При 
обработке данных применяли программное обе-
спечение Origin (OriginLab, США).

Получение иммуногена. Для синтеза методом 
активированных эфиров [44] предварительно по-
лучали производное тилозина с О-(карбоксиметил)
гидроксиламином следующим образом: 5 мг КМО 
и 2 мг гидросульфата натрия растворяли в 1  мл 
деионизованной воды. Полученный раствор по 
каплям добавляли в метанольный раствор тилози-
на тартрата (53 мг/мл) и перемешивали в течение 
2.5  ч при комнатной температуре. После оконча-
ния реакции смесь сушили под вакуумом. Полу-
ченный остаток растворяли в 1 мл дихлорметана, 
добавляли 0.5 мл этанола и 1 г безводного сульфата 
натрия. Смесь оставляли на ночь при комнатной 
температуре и постоянном перемешивании. По-
сле фильтрации растворитель испаряли при 60 оC.

15 мг синтезированного ТИЛ-КМО, 4 мг N, 
N'-ДЦК и 2 мг N-ГС растворяли в 1 мл ДМФА 
и перемешивали в течение 12 ч при комнатной 
температуре. Активированный ТИЛ-КМО по ка-
плям добавляли к 1 мл раствора БСА (10 мг/мл) 
в 50 мМ карбонатном буферном растворе (рН 9.5) 
и перемешивали в течение 12 ч при комнатной 
температуре. Непрореагировавшие компоненты 
удаляли диализом против 50 мM фосфатно-соле-
вого буферного раствора (рН 7.2).

Получение антисывороток. Кроликов иммунизи-
ровали путем внутрикожного введения конъюгатов 
ТИЛ-БСА. Эксперименты проводили в соответ-
ствии с этическими принципами, изложенными 
в Европейской директиве (2010/63/ЕС). Внача-
ле 100 мкг ТИЛ-БСА в виде эмульсии в полном 

адъюванте Фрейнда вводили в несколько точек на 
спине. Далее иммуноген вводили с интервалом в 4 
недели по 20–50 мкг с использованием неполного 
адъюванта Фрейнда с добавкой стерильного 0.9%-
ного раствора хлорида натрия в соотношении 1:1. 
Через неделю после каждой иммунизации у кроли-
ков отбирали порцию крови из краевой вены уха; 
сыворотку отделяли, добавляли к ней глицерин 
в соотношении 1:1 и хранили при –20 оC.

Получение конъюгата тилозина с флуоресцент-
ным маркером. Синтез проводили, как описано 
в работе [43]. Раствор тилозина с концентрацией 
20 мг/мл в 0.4 М ацетатном буферном растворе 
(рН 4.7) смешивали с водным раствором флуо-
ресцеин‑5-тиосемикарбазида с концентрацией 
10 мг/мл в объемном соотношении 1:1. Смесь пе-
ремешивали при 50 °C в течение 12 ч, после чего 
5%-ным раствором NaHCO3 доводили рН до 8.5 
и экстрагировали продукт синтеза этилацетатом. 
Органический слой сушили над безводным сульфа-
том натрия, фильтровали и упаривали на роторном 
испарителе. Полученное маслянистое вещество 
желтого цвета очищали колоночной хроматографией 
в системе растворителей метанол–хлороформ (1:4, по 
объему) и затем проводили элюирование метанолом. 
Выход составил 70%. ТСХ: Rf(CHCl3–MeOH, 4:1) 0.41, 
Rf(CHCl3–MeOH, 5:1) 0.24, Rf(CHCl3–MeOH–AcOH, 
60:10:1) 0.09; τ(ВЭЖХ) = 14.5 мин (градиент 20–80% 
ацетонитрила в 0.01%-ной водной трифторуксусной 
кислоте за 30 мин); флуоресценция (0.1 М Трис с pH 
9.0): λex = 492 нм, λem = 516 нм; MALDI MS, m/z вы-
числено для C67H91N4O21S+, 1 319.6, найдено 1 317.5.

Концентрацию конъюгата определяли, исполь-
зуя молярный коэффициент поглощения флуо-
ресцеина  8.7 × 104 М–1 см–1 [45].

Определение рабочей концентрации конъюгата 
тилозин-флуоресцеин. Готовили серии разведений 
конъюгата ТИЛ-ФЛУ в 50 мM боратном буферном 
растворе (рН 8.5) (ББ) и измеряли их поляризацию 
флуоресценции с помощью портативного детекто-
ра Sentry 200 при длине волны возбуждения 495 нм 
и регистрации эмиссии при 530 нм. Критерием вы-
бора рабочей концентрации конъюгата ТИЛ-ФЛУ 
являлось превышение фонового значения сигнала 
в 10 раз (фоновым значением сигнала считали 
значение флуоресценции буферного раствора).

Характеристика взаимодействия конъюгата тило-
зин-флуоресцеин с антисыворотками. Рабочее разведе-
ние антисывороток определяли следующим образом. 
В пробирках из боросиликатного стекла готовили 
серию разведений антисывороток от 1:100 до 1:1 000 
в ББ в объеме 500 мкл. К ним добавляли по 500 мкл 
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раствора конъюгата ТИЛ-ФЛУ с концентрацией 
5 нМ в том же буферном растворе, выдерживали 
при комнатной температуре 5 мин и измеряли 
поляризацию флуоресценции с помощью порта-
тивного детектора Sentry 200. Все эксперименты 
выполняли в двух повторах.

Изучение кинетики взаимодействия тилозин-флу-
оресцеин с антисывороткой. К 500 мкл конъюгата 
ТИЛ-ФЛУ в выбранном разведении добавляли 
500 мкл антисыворотки против тилозина в раз-
ведении 1:1000 в ББ и с использованием флуо-
риметра BEACON2000 измеряли поляризацию 
флуоресценции в течение 25 мин с 30-секундными 
интервалами.

Поляризационный флуоресцентный иммуноана-
лиз. В стеклянные пробирки вносили по 50 мкл 
растворов тилозина в воде (0, 0.001, 0.01, 0.03, 0.1, 
0.3, 1, 3, 10, 30, 100 мкг/мл) и 500 мкл раствора 
конъюгата ТИЛ-ФЛУ с концентрацией 5 нМ в ББ. 
Затем добавляли 500 мкл антисыворотки против 
тилозина в выбранном разведении и через 10 мин 
регистрировали поляризацию флуоресценции 
с помощью портативного детектора Sentry 200. 
Каждое измерение проводили в трех повторах.

Определение аналитических характеристик по-
ляризационного флуоресцентного иммуноанализа. 
Зависимость поляризации флуоресценции от кон-
центрации тилозина (градуировочную кривую) 
строили в полулогарифмических координатах 
и аппроксимировали с помощью четырехпара-
метрической сигмоидной функции. Значения IC10, 
IC20, IC50, IC80 рассчитывали как концентрации, 
снижающие аналитический сигнал на 10, 20, 50 
и 80% соответственно. Значение IC10 оценива-
ли как предел обнаружения, IC20–IC80 – рабочий 
диапазон определяемых концентраций. Значения 
кросс-реактивности рассчитывали по формуле: 
CR(%) = IC50(ТИЛ)/IC50(аналог) × 100%.

Подготовку образцов мёда проводили, как опи-
сано в работе [22], с некоторыми модификаци-
ями. В полипропиленовые пробирки емк. 2 мл 
помещали 0.3 г мёда и добавляли аликвоты от 0 
до 20 мкл раствора тилозина с концентрацией 
100 мкг/мл. Образцы перемешивали на вихре-
вом смесителе Vortex‑1 (IKA, Германия) в течение 
1 мин. Затем в каждую пробирку вносили 750 мкл 
5  М водного раствора ацетата натрия, инкуби-
ровали 30 мин при 37 оC, затем вносили 750 мкл 
ацетонитрила. Экстракцию проводили в течение 
30 мин и центрифугировали при 3 500 g в течение 
10 мин. Отбирали 650 мкл верхнего органическо-
го слоя, упаривали его до удаления растворителя, 

сухой остаток растворяли в 650 мкл деионизован-
ной воды и перемешивали. Полученный экстракт 
перед анализом разводили в пять раз ББ.

С помощью портативного детектора Sentry 200 
регистрировали поляризацию флуоресценции 
в трех повторах для каждого образца и на осно-
вании градуировочной кривой ПФИА определя-
ли концентрации тилозина. Соответствие между 
введенными и обнаруженными концентрациями 
тилозина оценивали в процентах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Иммунизация животных и получение антисы-
вороток. Тилозин относится к низкомолекуляр-
ным соединениям, его молярная масса составля-
ет 916 г/моль. Для выработки иммунного ответа 
синтезировали конъюгат тилозина с белком-но-
сителем – бычьим сывороточным альбумином – 
с соотношением гаптен: белок при синтезе 100:1. 
Проводили иммунизацию малыми дозами – 20–
100 мкг/кролика, такой способ хорошо зарекомен-
довал себя ранее при получении поликлональных 
антител против фторхинолонов [46]. В результате 
от одного кролика получали серию антисывороток, 
отличавшихся количеством недель с начала имму-
низации – 8, 10, 16, 18 и 21. Далее данные антисы-
воротки обозначены № 1, 2, 3, 4 и 5 соответственно.

Синтез и очистка конъюгатов производного тило-
зина с флуоресцентной меткой. Для введения флу-
оресцентной метки в молекулу тилозина выбрали 
альдегидную группу С20, что позволило получить 
конъюгат в мягких условиях с хорошим выходом 
без предварительной защиты функциональных 
групп антибиотика [43].

Согласно [43] получили конъюгат тилозина 
с флуоресцеин‑5-тиосемикарбазидом (ТИЛ-ФЛУ) 
(схема 1), очищенный колоночной хроматогра-
фией на силикагеле 60. Выход синтеза составил 
70%. Препарат растворяли в метаноле и далее для 
иммуноанализа разбавляли ББ.

Изучение взаимодействия конъюгата тилозин–
флуоресцеин с антисыворотками. Взаимодействие 
синтезированного конъюгата ТИЛ-ФЛУ со спец-
ифическими антителами в антисыворотках ре-
гистрировали по изменению поляризации флу-
оресценции. При этом использовали разведения 
препаратов антисывороток от 100 до 1 200 (данные 
не приведены), критерием выбора разведения было 
значение поляризации флуоресценции на уровне 
120 mP. Разбавленные антисыворотки смешивали 
с раствором конъюгата ТИЛ-ФЛУ и через 10 мин 
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измеряли поляризацию флуоресценции. Дан-
ная величина возрастала, что свидетельствовало 
о связывании антител с конъюгатом ТИЛ-ФЛУ. 
В качестве отрицательного контроля использова-
ли неиммунную сыворотку кролика, смешивание 
конъюгата ТИЛ-ФЛУ с которой показало низкие 
значения поляризации флуоресценции – 53±2 mP. 
Для сывороток, содержащих антитела к тилозину, 
наблюдалось изменение поляризации флуорес-
ценции в зависимости от их разведения (рис. 1). 
Для дальнейшего осуществления конкуренции 
между меченым тилозином (ТИЛ-ФЛУ) и сво-
бодным тилозином за центры связывания антител  

использовали разведения антисывороток, обеспе-
чивающие 50%-ное ингибирование сигнала (пара-
метр IC50). Данные величины составили: 1: 1 050 
для антисыворотки № 1, 1:1 070 для антисыворотки 
№ 2, 1:750 для антисыворотки № 3, 1:700 для анти-
сыворотки № 4 и 1:400 для антисыворотки № 5. Как 
видно, наибольшими разведениями характеризова-
лись препараты № 2 и № 1.

Выбор времени взаимодействия конъюгата тило-
зин–флуоресцеин с антисывороткой. Для изучения 
кинетики взаимодействия с конъюгатом ТИЛ-ФЛУ 
использовали антисыворотку № 1 и 5 нМ раствор 
конъюгата, обеспечивающий десятикратное пре-
вышение фонового сигнала. При формировании 
комплекса антитело–ТИЛ-ФЛУ меняется поляри-
зация флуоресценции. В первые 3 мин наблюдается 
интенсивный рост сигнала (рис. 2), который затем 
замедляется и после 6 мин переходит в область 
плато, стабилизируясь в течение последующих 
нескольких минут. Время взаимодействия 10 мин 
выбрали в качестве оптимального и использовали 
для ПФИА тилозина.

Характеристика поляризационного флуоресцент-
ного иммуноанализа тилозина. После выбора не-
обходимых разведений антисывороток исполь-
зовали их в конкурентной схеме. Для этой цели 
к разбавленной антисыворотке добавляли раствор 
тилозина (в разных концентрациях) в ББ, рабочий 
раствор конъюгата ТИЛ-ФЛУ и через 10 мин из-
меряли поляризацию флуоресценции. Получен-
ные градуировочные зависимости (рис. 3) имеют 
S‑образную форму и расположены близко друг 
к другу. Однако по параметрам кривой (IC10, IC20, 
IC50, IC80) – см. табл. 1 – наблюдаются различия. 

Схема 1. Структура конъюгата тилозина с флуоресцеином.

Рис.  1. Изменения поляризации флуоресценции 
при взаимодействии конъюгата тилозин-флуорес-
цеин (конечная концентрация 2.5 нМ) с антисыво-
ротками в разных разведениях в боратном буферном 
растворе. 25 оC, n = 2.
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Для антисыворотки № 1 получены наименьшее 
значение предела обнаружения (IC10) 51.3 нг/мл, 
а также наиболее широкий диапазон определяемых 
концентраций (IC20–IC80) – от 101.5 до 1 050 нг/мл. 
Значения sr для соответствующей градуировочной 

кривой составили от 1.5 до 2.3%. Данную антисы-
воротку выбрали для дальнейшей работы.

Установили, что для работы с образцами мёда 
из-за влияния компонентов матрикса и после 
проведения экстракции во избежание ухудшения 
чувствительности ПФИА требуется увеличить со-
держание антисыворотки в реакционной смеси. 
Опробовали разведения от 1:100 до 1:1 000 ББ; наи-
лучших аналитических характеристик достигли при 
использовании антисыворотки № 1 с разведением 
1:400 – см. градуировочную кривую на рис. 4. Пре-
дел обнаружения тилозина составил 34.7 нг/мл, 
IC50–191.8  нг/мл, а рабочий диапазон определяе-
мых концентраций (IC20–IC80) – 65.2–564.0 нг/мл. 
Отметим, что подбор условий проведения ПФИА 
с учетом особенностей тестируемого матрикса 
сопровождался нехарактерными изменениями 
аналитических характеристик – несмотря на воз-
росшее содержание антител в реакционной смеси, 
несколько (в 1.5 раза) снизился предел обнаруже-
ния – с 51.3 нг/мл до 34.7 нг/мл. Аналогичные из-
менения произошли с рабочим диапазоном – он 
сдвинулся в область более низких концентраций. 
Возможное объяснение этого эффекта состоит в по-
ликлональности антител, вследствие чего вклад низ-
ко- и высокоаффинных фракций в формирование 
детектируемых комплексов неодинаков при разных 
разведениях. Отметим также высокую точность 
измерений – значения sr не превышали 2.5%, что 
значительно ниже, чем в других полевых методов.

Для оценки селективности ПФИА вместо це-
левого аналита использовали антибиотики разных 
классов – тилмикозин, линкомицин, клиндами-
цин, пирлимицин, спирамицин, эритромицин, 
вальнемулин, тиамулин, стрептомицин, рокси-
тромицин, спектиномицин. Для всех этих соеди-
нений кросс-реактивность не превосходила 0.1% 
(отсутствовали достоверные изменения сигнала 
при концентрациях 1 000 нг/мл), т. е. ПФИА вы-
сокоспецифичен по отношению к тилозину.

Таблица 1. Аналитические характеристики определения тилозина методом поляризационного флуоресцентного 
иммуноанализа с использованием различных антисывороток (n = 3)

Номер 

антисыворотки
Предел обнаружения, нг/мл IC20, нг/мл IC80, нг/мл IC50, нг/мл

1 51.3 101.5±1.0 1050±1.2 326.5±1.5
2 56.8 91.9±1.5 476.3±1.4 209.2±1.9
3 64.1 109.7±1.2 688.6±2.1 274.9±2.0
4 56.6 85.6±0.9 353.5±1.3 174.0±1.4
5 62.0 95.5±1.4 419.6±1.5 200.2±1.2
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Рис.  2. Кинетика связывания конъюгата тило-
зин-флуоресцеин (2.5 нМ) с антисывороткой № 1 
(разведение 1: 1000 в боратном буферном растворе). 
25 °C, n = 2.
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Рис.  3. Градуировочные зависимости для опреде-
ления тилозина методом поляризационного флуо-
ресцентного иммуноанализа в боратном буферном 
растворе (n = 3).
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Анализ образцов мёда методом введено–найде-
но. Для экспериментов использовали образцы 
мёда из различных цветочных групп и регионов, 
в которых отсутствие тилозина было ранее под-
тверждено методом ВЭЖХ–МС [18]. Отобранные 
отрицательные образцы хранили при +4 оC до 
проведения анализа. Использовали только жид-
кую часть мёда без нерастворимых включений – 
фрагментов воска, кусочков прополиса, пыльцы 
и др. Для экстракции компонентов и введения 
в образец известного количества тилозина ис-
пользовали равные объемы ацетонитрила и 5 М 
раствора ацетата натрия, образующих двухфазную 
систему. Такая смесь позволяет, с одной стороны, 
растворять сахара и переводить углеводную часть 
мёда в водную фазу экстрагирующей смеси, с дру-
гой – переводить целевой аналит в органическую 
фазу без потерь [22]. В результате отбора 86.7% от 
полученного органического экстракта (650 мкл от 
общего объема 750 мкл), последующего высушива-
ния и повторного растворения экстрагированных 
компонентов пробы, а также разведения пробы 
перед проведением ПФИА тилозин из исходной 
пробы в 0.3 г перевели в объем 3.25 мл.

Как видно из табл. 2, в таких препаратах после 
экстракции, повторного растворения и концен-
трирования (с учетом доли тестируемого экстрак-
та) разработанной методикой ПФИА выявляется 
98.0–103.8% добавленного количества тилозина.

Таким образом, разработанная методика ПФИА 
характеризуется проcтотой, экспрессностью, при-
емлемым диапазоном определяемых концентра-
ций, высокой воспроизводимостью и поэтому 
перспективна для контроля безопасности мёда.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда, грант 20-76-10033.
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Изучен метаболизм непептидного секретагога гормона роста ибутаморена (MK-677) путем ана-
лиза образцов мочи человека, полученных в течение двух недель после однократного перораль-
ного употребления препарата. Подготовку проб к анализу осуществляли при помощи разбавле-
ния образцов и ферментативного гидролиза с последующей жидкостно-жидкостной экстракци-
ей. Для детектирования соединений применяли обращенно-фазовую ультравысокоэффективную 
жидкостную хроматографию с квадруполь-времяпролетным масс-спектрометрическим детекти-
рованием с электрораспылительной ионизацией в режиме регистрации положительно заряжен-
ных ионов. В пробах мочи обнаружили соединение в неизменной форме, а также его метаболи-
ты, при этом детектирование гидроксилированного аналита возможно спустя четыре дня после 
однократного перорального употребления соединения, что делает его наиболее перспективным 
объектом для детектирования.
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Гормон роста приводит к увеличению мышечной 
массы тела, уменьшению жировой массы, укрепле-
нию мышц, а также выполняет ряд других важных 
функций в организме человека [1]. Для увеличения 
выработки гормона роста применяют так назы-
ваемые “секретагоги гормона роста”, одним из 
которых является ибутаморен (MK‑677, схема 1), 
разработанный компанией Merck (Германия). Дан-
ное соединение имеет низкую молекулярную массу 
и характеризуется пероральной биодоступностью 
с увеличенным временем полувыведения [2–4].
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Схема 1. Структурная формула ибутаморена.

При проведении исследований на собаках пока-
зано, что данное соединение увеличивает уровень 
гормона роста с высокой специфичностью [2]. 
Употребление ибутаморена здоровыми мужчина-
ми, имеющими избыточный вес, в течение двух 
месяцев привело к устойчивому повышению сы-
вороточных уровней гормона роста, инсулинопо-
добного фактора роста 1 и белка‑3, связывающего 
инсулиноподобный фактор роста 1 [5]; у пожилых 
людей MK‑677 стимулирует обновление костной 
ткани [6]. В другом исследовании употребление 
ибутаморена привело к увеличению уровней гор-
мона роста и инсулиноподобного фактора роста 1, 
увеличению как мышечной, так и жировой мас-
сы тела с небольшим влиянием на минеральную 
плотность костей. Наиболее частыми побочными 
эффектами были повышение аппетита, которое 
уменьшалось в течение нескольких месяцев, а так-
же временные легкие отеки нижних конечностей 
и мышечные боли [1, 7].
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Ибутаморен проходит клинические испытания 
в виде мезилатной соли – MK‑0677 [2]. В рандо-
мизированном исследовании по изучению безо-
пасности и эффективности применения мезила-
та ибутаморена у пациентов с переломом шейки 
бедра получены данные о том, что этот препарат 
увеличивает риск сердечной недостаточности [3, 8]. 
Несмотря на то, что ибутаморен не прошел кли-
нические испытания, возможно его приобретение 
на “черном рынке”.

Благодаря заявленным эффектам возможно 
употребление ибутаморена профессиональны-
ми спортсменами, поэтому он внесен в перечень 
запрещенных к употреблению препаратов Все-
мирного антидопингового агентства (категория 
S2, пептидные гормоны и их рилизинг-факторы) 
[9, 10]. В связи с этим представляет интерес раз-
работка методик определения ибутаморена в био-
логических жидкостях. Для решения этой задачи 
использовали несколько подходов. В плазме данное 
соединение определяли с применением жидкост-
но-жидкостной экстракции метил-трет-бутило-
вым эфиром [11]. В моче ибутаморен определяли 
разбавлением образца [12] и твердофазной экс-
тракцией, применяя патроны Oasis HLB после 
однократного перорального употребления препа-
рата [13], а также используя патроны Oasis WCX 
[14]. Описано [15] определение ибутаморена путем 
гидролиза ферментом β-глюкуронидазой E. coli 
и жидкостно-жидкостной экстракции (ЖЖЭ) диэ-
тиловым эфиром с последующим детектированием 
методом ультравысокоэффективной жидкостной 
хроматографии-тандемной масс-спектрометрии 
(УВЭЖХ–МС/МС). В перечисленных ранее ис-
следованиях определяли только соединение в не-
изменной форме. Поиск метаболитов MK‑677 
проводили в образцах мочи и плазмы лошади [16], 
однако, поскольку пути метаболизма у животных 
и людей могут отличаться [17], важным является 
поиск метаболитов в биологических жидкостях 
человека для целей допинг-контроля.

Преимуществами мочи в качестве анализируе-
мой матрицы являются неинвазивность, отсутствие 
болевых ощущений и простота получения образца. 
Кроме того, моча является предпочтительной ма-
трицей при проведении скрининговых исследова-
ний, поскольку обеспечивает более широкое окно 
для обнаружения соединений, а концентрации 
соединений и их метаболитов обычно выше в моче 
по сравнению с плазмой и слюной [18].

Цель данного исследования – изучение ме-
таболизма и кинетики выведения ибутаморена 

для его определения в моче человека методом 
УВЭЖХ–МС.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и реагенты. Стандартный обра-
зец MK‑677 приобретали у Soyoung Biotech. Inc. 
(Китай). Использовали β-глюкуронидазу Esch-
erichia coli (E. coli) (Roche Diagnostics, Германия) 
и арил-сульфатазу Helix pomatia (H. pomatia) (Sigma-
Aldrich, США). В ходе эксперимента использовали 
также ацетонитрил (Biosolve, Израиль), метанол 
(J.T. Baker, Великбритания) квалификации “для 
ВЭЖХ”, муравьиную кислоту (98%) (Вектон, Рос-
сия). Для приготовления фосфатного буферного 
раствора с pH 6.5 использовали Na2HPO4·12H2O, 
KH2PO4 и азид натрия. Для приготовления кар-
бонатного буферного раствора с pH 10 применя-
ли карбонат и гидрокарбонат калия. Ацетатный 
буферный раствор готовили с использованием 
ацетата натрия и уксусной кислоты (98%). Все 
реагенты для приготовления буферных растворов 
приобретали в Вектон (Россия).

Стандартный раствор ибутаморена с концен-
трацией 1 мг/мл готовили в ацетонитриле. Для 
получения растворов с меньшими концентраци-
ями также использовали ацетонитрил.

Оборудование. Для детектирования ибутаморена 
и его метаболитов использовали ультравысокоэф-
фективный жидкостный хроматограф Bruker Elute, 
оснащенный аналитической колонкой Phenomenex 
Kinetex C18 (100×2.1 мм, 1.7 мкм) с соответствую-
щей предохранительной колонкой, соединенный 
с квадруполь-времяпролетным масс-спектроме-
тром Bruker MaXis Impact с источником элек-
трораспылительной ионизации. Для обработки 
результатов использовали программное обеспе-
чение Bruker Data Analysis 4.4. Условия масс-спек-
трометрического детектирования: температура 
источника ионизации – 250 оC; напряжение на 
капилляре – 4 кВ; напряжение на экстрагирую-
щей линзе – 500 В; давление газа-распылителя 
(азот) – 100 кПа; скорость потока газа-осушителя – 
5 л/мин; скорость сканирования – 3 Гц; диапазон 
сканирования масс – 100–1 500 m/z; давление га-
за-мишени (азот) – 1.5 мТорр.

Градиентное элюирование осуществляли по 
программе, представленной в табл. 1, при скорости 
потока подвижной фазы 0.4 мл/мин, температуре 
термостата колонки 40 оC и объеме анализируемого 
образца – 10 мкл. Температура термостатирования 
образцов была 5 оC.
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Употребление препарата. Доброволец употребил 
10 мг соединения, поскольку это количество явля-
ется безопасным [19]. Сбор образцов проводили 
в течение двух недель после однократного употре-
бления препарата. Также получили контрольный 
образец до употребления препарата.

Подготовка проб мочи к анализу. Для изучения 
метаболизма ибутаморена использовали несколько 
способов пробоподготовки. Прежде всего прово-
дили пятикратное разбавление образца смесью 
ацетонитрил–вода (70:30, по объему) с последу-
ющим центрифугированием в течение 10 мин при 
10 000 об /мин. Надосадочный слой переносили 
в виалу и анализировали.

Для пробоподготовки, включающей фермен-
тативный гидролиз β-глюкуронидазой E. coli, ис-
пользовали следующие условия: в аликвоту мочи 
объемом 3 мл вносили 1 мл фосфатного буферного 
раствора, содержащего фермент β-глюкуронидазу 
E. coli. Затем инкубировали смесь в течение 30  мин 
при 50 оC для деконъюгации глюкуронидов. После 
охлаждения до комнатной температуры переноси-
ли 100 мкл образца в виалу для анализа. В остав-
шийся образец (2.9 мл) вносили 1 мл карбонатного 
буферного раствора (pH 9) и 0.5 г сульфата натрия 
в качестве высаливателя. Затем добавляли 3 мл ди-
этилового эфира и перемешивали образец на орби-
тальном перемешивателе с последующим центри-
фугированием в течение 5 мин при 4 000 об/мин. 
Водную фазу вымораживали при –35 оC, затем 
перенесли органическую фазу в твердотельный 
нагреватель для упаривания. После этого сухой 
остаток вновь растворяли в 300 мкл смеси мета-
нол–вода (1:1, по объему) для анализа.

Проводили также ферменативный гидролиз 
арил-сульфатазой H. Pomatia, для чего 1 мл об-
разца мочи инкубировали с данным ферментом 
в ацетатном буферном растворе (pH 5) в течение 
2 ч при 50 оC с последующим анализом образца.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Использование комплексного подхода позво-
лило установить, что ибутаморен подвержен ме-
таболизму по двум фазам.

Анализ разбавленного образца мочи показал, 
что нативное соединение можно определить спустя 
практически двое суток (43 ч) в моче с момента его 
однократного употребления с применением дан-
ного подхода, при этом глюкуронид или сульфат 
ибутаморена не образуются.

В образцах разбавленной мочи присутствовали 
соединения с m/z 439.2010, что предположительно 
соответствует отщеплению бензильного фрагмен-
та (29 ч), m/z 455.1959 (отщепление бензильного 
фрагмента и гидроксилирование, 5 ч), m/z 544.2356 
(гидроксилирование, 29 ч), m/z 561.2377 (дигидрок-
силирование, 10 ч) (рис. 1). Для двух метаболитов 
ибутаморена, предположительно моно- и диги-
дроксилированного, происходило частичное об-
разование глюкуронидов (рис. 2). В то же время 
образование сульфатированных конъюгатов не 
наблюдали на хроматограмме.

Методика с ферментативным гидролизом 
и жидкостно-жидкостной экстракцией диэти-
ловым эфиром позволила детектировать приве-
денные ранее метаболиты первой фазы, а также 
предположительно тригидроксилированный ме-
таболит с m/z 577.2323. Поскольку одним из этапов 
пробоподготовки является жидкостно-жидкостная 
экстракция с целью концентрирования аналитов, 
возможность обнаружения соединений увеличи-
вается по сравнению с анализом разбавленного 
образца (см. табл. 2).

В анализируемых образцах мочи, полученных 
после ферментативного гидролиза и жидкост-
но-жидкостной экстракции, наиболее высокую 
концентрацию нативного соединения наблюдали 
в первом образце, полученном спустя 1.7 ч после 

Таблица 1. Условия градиентного элюирования

Время, мин
0.1%-ная муравьиная кислота 

в метаноле, %
0.1%-ная муравьиная кислота в воде, %

0.00 5 95
1.00 5 95
2.70 60 40
4.00 60 40
5.00 90 10
7.50 90 10
7.51 5 95
9.00 5 95
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употребления вещества, затем она уменьшалась 
вплоть до 70 ч по экспоненциальной зависимости. 
Что касается предположительно гидроксилирован-
ного метаболита, имеющего время удерживания 
3.6 мин, его максимальное содержание наблюдали 
во втором образце, полученном спустя 5.5 ч после 
употребления препарата, после чего его содержание 
в образцах уменьшалось в течение 88.5 ч.

Полученные результаты согласуются с дан-
ными Соболевского и соавт. [20], однако в на-
стоящем исследовании не удалось детектиро-
вать метаболиты, соответствующие отщеплению 

2-метил‑2-аминопропильного фрагмента, в то вре-
мя как обнаружено соединение, предположительно 
соответствующее процессу тригидроксилирования.

*  *  *
Таким образом, установлено, что для выявления 

присутствия ибутаморена в организме человека 
наиболее перспективно детектирование гидрок-
силированного метаболита в моче. Следует отме-
тить, что проведение количественного анализа 
ограничено отсутствием стандартных образцов 
метаболитов. В этом случае возможно определение 

Рис. 1. Хроматограмма по выделенным ионам образца мочи после употребления ибутаморена. m/z: (а) 529.2479, 
(б) 439.2010, (в) 455.1959, (г) 545.2428, (д) 561.2377, (е) 577.2323.

Рис. 2. Хроматограмма по выделенным ионам разбавленного образца мочи после употребления ибутаморена. m/z: 
1 – 721.2749, 2 – 737.2698.
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соединения в нативной форме, особенно при про-
ведении скрининговых исследований.

Исследования проводили в рамках выполнения 
Госзадания Минобрнауки РФ № FZEN‑2023-0006 
с использованием научного оборудования ЦКП “Эко-
лого-аналитический центр” Кубанского государ-
ственного университета.
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Предложены варианты электрофоретического определения нейтральных углеводов методом 
косвенного детектирования с использованием в качестве поглощающих добавок (ПД) акридо-
нуксусной и фолиевой кислот. Изучено влияние природы и концентрации ПД, щелочи, а так-
же различных модификаторов (цетилтриметиламмоний бромида, ЦТАБ) и ионных жидкостей 
(1-додецил-3-метилимидазолий хлорида и 1-гексадецил-3-метилимидазолий хлорида) на элек-
трофоретические параметры миграции аналитов. Наименьшие значения пределов обнаружения 
углеводов достигнуты в фоновом электролите, содержащем 2.5 мМ акридонуксусной кислоты, 
75 мМ KOH, 0.5 мМ ЦТАБ, 5 об. % MeOH, и составили 4−10 мкг/мл при эффективности до 
350 тыс. т.т. В найденных условиях проведен анализ образцов гречишного меда и плазмы кро-
ви человека. Установлено, что при анализе продуктов питания предпочтительнее использовать 
в качестве ПД фолиевую кислоту, поскольку она обеспечивает наибольшую селективность раз-
деления углеводов: для пары сукралоза−сахароза фактор разрешения составляет 7.6.

Ключевые слова: капиллярный электрофорез, углеводы, косвенное детектирование, поглощаю-
щие добавки. 
DOI: 10.31857/S0044450224020064, EDN: vyuysy

Углеводы – класс биомолекул, играющий важ-
ную роль в жизнедеятельности живых организмов. 
Определение углеводов в биологических объектах 
может иметь как медико-диагностическое значение 
[1], так и быть этапом контроля качества в случае 
анализа продуктов питания [2]. Среди методов 
исследования углеводного состава наиболее вос-
требованы хроматографические [3, 4] и электро-
форетические [4]. Последние отличаются высокой 
эффективностью и широкими возможностями 
управления селективностью разделения аналитов 
за счет изменения состава фонового электроли-
та. Однако высокие значения рН, необходимые 
для ионизации и обеспечения электрофоретиче-
ской подвижности углеводов, а также отсутствие 
в их молекулах хромофорных групп представляют 
серьезные проблемы при электрофоретическом 
определении этих аналитов.

Существуют различные подходы к определению 
нейтральных углеводов методом капиллярного 
электрофореза: прямое детектирование ионизиро-
ванных углеводов [5], определение их комплексов 
с ионами металлов [6], использование различных 
видов пред- [7] или внутрикапиллярной дерива-
тизации [8]. Наряду с прямым востребовано кос-
венное детектирование, при котором в фоновый 
электролит (ФЭ) вводятся поглощающие добавки, 
раствор щелочи, обеспечивающий ионизацию 
сахаров, и в ряде случаев поверхностно-активное 
вещество (ПАВ) для обращения и изменения элек-
троосмотического потока (ЭОП). С этой целью 
используют как традиционные катионные ПАВ, 
например цетилтриметиламмоний бромид (ЦТАБ) 
[9], так и имидазолиевые ионные жидкости (ИЖ), 
способные выполнять роль поглощающей добавки 
и модификатора ЭОП [10].
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Определение углеводов в режиме косвенного 
детектирования применяли в анализе биологиче-
ских объектов [9] и различных пищевых продуктов 
[11, 12] с варьированием природы поглощающей 
добавки: бензойная [13, 14], дипиколиновая [9] 
сорбиновая кислоты [15], триптофан [16], глицил-
глицин [17]. Тем не менее поиск новых агентов для 
реализации косвенного детектирования и условий 
селективного электрофоретического разделения 
определяемых углеводов с их участием по-преж-
нему актуален.

Данная работа посвящена выявлению аналити-
ческих возможностей новых поглощающих добавок 
для обнаружения углеводов и изучению влияния 
состава фонового электролита на электрофорети-
ческие параметры миграции аналитов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование. Прибор для капиллярного элек-
трофореза КАПЕЛЬ®-105M (Люмэкс®, Россия) 
со спектрофотометрическим детектированием 
(дейтериевая лампа; спектральный диапазон от 190 
до 380 нм) с возможностью гидродинамического 
и электрокинетического ввода пробы. Кварцевый 
капилляр общей длиной 60 см и эффективной 
50 см внутренним диаметром 50 мкм и внешним 
полиимидным покрытием. Результаты электрофо-
ретических экспериментов обрабатывали с исполь-
зованием программного обеспечения “Эльфоран” 
(Люмэкс, Россия).

Дополнительное оборудование. Аналитические 
весы Shimadzu AUW (Shimadzu, Япония), деи-
онизатор АКВИЛОН Д 301 (Аквилон, Россия). 
рН‑метр HI 2210–2216 (Hanna, Италия), ультраз-
вуковая ванна Branson 1510 (Branson Ultrasonics 
Corporation, США). Автоматические дозаторы 
емк. 20, 200, 1 000 мкл.

Реагенты. Гидроксид натрия ч.  д. а. (Реахим, 
Россия), гидроксид калия ч.  д. а. (Реахим, Рос-
сия), соляная кислота ч., борная кислота ос. ч. 
(Реахим, Россия), цетилтриметиламмоний бромид 
х.   ч. (Sigma-Aldrich, США) 1-додецил‑3-метили-
мидазолий хлорид (C12MImCl) х.   ч. (ABCR, Гер-
мания), 1-гексадецил‑3-метилимидазолий хло-
рид (C16MImCl) х.   ч. (Arcos, США), метанол (Fluka, 
США), ацетонитрил (Sigma-Aldrich, США), акридо-
нуксусная кислота (AУК) х.   ч. (Sigma-Aldrich, США), 
фолиевая кислота х.   ч. (J&K, США), никотиновая 
кислота х.   ч. (J&K, США), аминосалициловая кис-
лота х.   ч. (Sigma-Aldrich, США), бензойная кислота 
х.   ч. (Sigma-Aldrich, США), микофеноловая кислота 
х.   ч. (Sigma-Aldrich, США), глюкоза х.   ч. (PanReac, 

Испания), фруктоза х.   ч. (PanReac, Испания), сахароза 
х.   ч. (PanReac, Испания), мальтоза х.   ч. (Sigma-Aldrich, 
США), лактоза х.   ч. (Sigma-Aldrich, США), лактулоза 
х.   ч. (Sigma-Aldrich, США), сукралоза х. ч. (Sigma-Aldrich, 
США), маннитол х.   ч. (Sigma-Aldrich, США).

Во всех экспериментах использовали деиони-
зованную воду, которую получали из дистилли-
рованной воды с использованием деионизатора 
АКВИЛОН Д 301 (Аквилон, Россия).

Объекты анализа. Образцы гречишного меда, 
нектар апельсиновый, образцы детского питания 
различных производителей. Образцы плазмы кро-
ви, предоставленные ФГБУ “Всероссийский центр 
экстренной и радиационной медицины имени 
А.М. Никифорова” МЧС России.

Приготовление растворов. Растворы поглощаю-
щих добавок (20 мМ акридонуксусная, никотино-
вая, бензойная, фолиевая, микофеноловая, 4-амино-
салициловая кислоты) готовили следующим образом: 
точные навески кислот вносили в пластиковые про-
бирки типа Эппендорф емк. 4 мл, добавляли 0.4 мл 
раствора щелочи (1 М раствор KOH или NaOH), 
тщательно перемешивали до полного растворения 
кислоты и доводили объем раствора водой до метки. 
Концентрированные растворы углеводов (глюкоза, 
фруктоза, сахароза, лактоза, мальтоза, лактулоза, 
сукралоза и маннитол) с концентрацией 10 мг/мл 
готовили следующим образом: точные навески 
аналитов вносили в пробирку типа Эппендорф емк. 
1.5 мл, добавляли 0.5 мл воды, тщательно переме-
шивали до полного растворения и доводили объем 
раствора водой до 1 мл. Подготовленные раство-
ры хранили в морозильной камере при –20  оС. 
Рабочие и градуировочные растворы углеводов 
заданной концентрации готовили путем разбав-
ления концентрированных растворов в требуемое 
количество раз водой. Рабочие растворы хранили 
в холодильнике при +4 оС в течение недели.

Приготовление фоновых электролитов. При опре-
делении электрофоретической подвижности по-
глощающих добавок использовали 10 мМ борат-
ный буферный раствор (рН 9.3), приготовленный 
следующим образом: в мерную колбу емк. 100 мл 
вносили 3 мл 0.3 М боратного буферного раствора, 
добавляли 90 мл воды, тщательно перемешивали 
и доводили до метки водой. Электрофоретическую 
подвижность поглощающих добавок определяли 
по формуле:

эфф общ эфф общ

аналита набл ЭОП
мигр ЭОП

L L L L

Ut Ut
µ = µ −µ = −

,
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где μаналита – электрофоретическая подвижность 
аналита, см2/B·c; μнабл 

– наблюдаемая электрофо-
ретическая подвижность, см2/B; μэоп 

– электро-
форетическая подвижность ЭОП (маркер – ди-
метилсульфоксид), см2/B·c; Lобщ – общая длина 
капилляра от входного до выходного конца, см; 
Lэфф – эффективная длина капилляра от входного 
конца до зоны детектирования, см; U – величина 
рабочего напряжения, В; tмигр – время миграции 
компонента, c.

При исследовании влияния состава фонового 
электролита на параметры миграции углеводов 
концентрацию поглощающих добавок варьировали 
в диапазоне 0.5–10 мМ, щелочи (NaOH или KOH) 
50–150 мМ; ЦТАБ и ИЖ C16MImCl – в диапазоне 
0–5 мМ, а ИЖ C12MImCl – 0–15 мМ. Для изучения 
влияния органических растворителей на гидро-
фобно-гидрофильный баланс использовали аце-
тонитрил или метанол в концентрации 0–5 об. %.

Молярные коэффициенты поглощения приме-
няемых добавок при наблюдаемых длинах волн 
определяли с использованием спектрофотометра 
UV 1800 (Shimadzu, Япония). Регистрировали аб-
сорбцию 20 мкМ растворов поглощающих добавок 
в кювете толщиной 1 см.

Молярный коэффициент поглощения рассчиты-
вали по известной формуле ε = A/(lc), где ε – моляр-
ный коэффициент поглощения вещества, М–1·см–1;  
A – светопоглощение раствора вещества; l – длина 
оптического пути, см; с – концентрация вещества, М.

Пробоподготовка. Образцы мёда. В мерную кол-
бу емк. 10 мл вносили навеску (m = 0.1 г) образца 
меда, добавляли 8 мл воды. Раствор тщательно 
перемешивали до полного растворения образца, 
доводили раствор до метки водой и снова тща-
тельно перемешивали. Затем в пробирку типа Эп-
пендорф емк. 1.5 мл отбирали 1.0 мл полученного 
раствора, центрифугировали в течение 10 мин при 
10 000 об/мин (6 800g), отбирали 0.8 мл и перено-
сили в пробирку типа Эппендорф.

Образцы сока. Апельсиновый сок с мякотью 
тщательно перемешивали в упаковке. В пробир-
ку типа Эппендорф емк. 1.5 мл отбирали около 
1 мл сока, центрифугировали в течение 10 мин 
при 10 000 об/мин (6 800 g). Затем с помощью 
дозатора отбирали 1 мл надосадочного слоя и пе-
реносили в мерную колбу емк. 100 мл, добавляли 
95 мл воды, тщательно перемешивали и доводили 
раствор до метки.

Образцы плазмы крови размораживали при ком-
натной температуре, затем тщательно перемеши-
вали. Далее в пробирку типа Эппендорф емк. 1.5 мл 

отбирали 0.2 мл плазмы, добавляли 0.2 мл метанола. 
Содержимое пробирок тщательно перемешивали 
с помощью перемешивающего устройства типа 
Vortex в течение 5 мин, после чего центрифугиро-
вали 10 мин со скоростью 10 000 об/мин (6800g); 
0.2 мл надосадочного слоя переносили в чистую 
пробирку, центрифугировали 5 мин со скоростью 
10 000 об /мин (6 800 g). Затем 0.175 мл надосадоч-
ного слоя переносили в чистую пробирку.

Образцы детского питания. Навески образцов 
массой примерно 40 мг вносили в пробирки типа 
Эппендорф емк. 1.5 мл. Затем добавляли по 1 мл 
воды и центрифугировали в течение 5 мин при 
10 000 об /мин (6 800 g). Надосадочную жидкость 
отбирали автоматической пипеткой и разбавляли 
водой в требуемое количество раз.

Условия электрофоретических экспериментов. Под-
готовка капилляра к работе. Новый кварцевый ка-
пилляр последовательно промывали ацетонитрилом 
(10 мин), водой (10 мин), 0.1 М HCl (10 мин), водой 
(5 мин), 0.5 М раствором NaOH (30 мин) и снова 
водой (10 мин). Перед началом работы каждый день 
капилляр промывали ацетонитрилом (1 мин), водой 
(3 мин), 0.1 М HCl (1 мин), водой (3 мин), 0.1 М рас-
твором NaOH (1 мин), водой (3 мин). Между ана-
лизами осуществляли последовательную промывку 
ацетонитрилом (1 мин), водой (3 мин) и фоновым 
электролитом (5 мин).

Анализ объектов. Анализ образцов мёда и плаз-
мы крови человека проводили с использованием 
фонового электролита следующего состава: 2.5 мМ 
акридонуксусная кислота (поглощающая добавка), 
75 мМ KOH, 0.5 мМ ЦТАБ, 5 об. % метанола. На-
пряжение –20 кВ; температура термостатирования 
20 оC; длина волны детектирования 240 нм; время 
гидродинамического ввода пробы 5 с; давление 
ввода пробы 30 мбар.

Для анализа образцов детского питания приме-
няли фоновый электролит, включающий 2.5 мМ 
фолиевой кислоты (поглощающая добавка), 75  мМ 
KOH, 0.5 мМ ЦТАБ, 5 об. % метанола. Напря-
жение –20 кВ; температура термостатирования 
20 оC; длина волны детектирования 238 нм; время 
гидродинамического ввода пробы 5 с; давление 
ввода пробы 30 мбар.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка способа электрофоретического 
определения углеводов в условиях косвенного 
детектирования включала: 1) выбор поглощающей 
добавки; 2) изучение влияния состава фонового 
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электролита на параметры миграции нейтральных 
углеводов; 3) апробацию выбранных условий на 
модельных системах углеводов при анализе объектов 
природного происхождения.

Выбор поглощающей добавки. Анализ литера-
туры показал, что поглощающая добавка должна 
обладать высоким коэффициентом поглощения 
и стабильностью, растворяться в фоновом элек-
тролите; ее электрофоретическая подвижность 
(ЭФП) должна быть сопоставима с подвижностью 
аналитов [18, 19]. Основываясь на этих данных, 
для тестовых экспериментов выбрали акридо-
нуксусную, никотиновую, бензойную, фолиевую, 
микофеноловую, 4-аминосалициловую кислоты.

В серии предварительных электрофоретических 
экспериментов определили ЭФП каждой погло-
щающей добавки и изучили влияние ее природы 
на электрофоретические параметры миграции 
углеводов при постоянном составе ФЭ.

Электрофореграммы модельной смеси углево-
дов, полученные с различными поглощающими 
добавками в составе ФЭ, представлены на рис. 1, 
а соответствующие результаты обобщены в табл. 1. 
Как видно, наименьшим значением ЭФП облада-
ет акридонуксусная кислота. Предположили, что 
в фоновом электролите, содержащем эту добавку, 

эффективность для углеводов будет максимальной. 
Однако электрофоретические эксперименты пока-
зали, что наибольшая эффективность достигается 
для бензойной кислоты (160–410 тыс.  т. т.), что 
может быть обусловлено зависимостью интенсив-
ности сигналов аналитов от коэффициента погло-
щения поглощающей добавки при используемой 
длине волны. В случае АУК интенсивность ана-
литического сигнала значительно выше, чем для 
других поглощающих добавок, что является при-
чиной размывания электрофоретических сигналов. 
При этом рассчитанные пределы обнаружения по 
сравнению с другими ПД минимальны. При раз-
бавлении пробы в пять раз (концентрация аналитов 
50 мкг/мл) достигнутое значение эффективности 
для углеводов лежит в диапазоне 150–450 тыс.  т. т. 
Таким образом, акридонуксусную кислоту выбрали 
в качестве поглощающей добавки в дальнейших 
экспериментах.

Влияние состава фонового электролита. Изучали 
влияние концентрации и природы компонентов 
фонового электролита на параметры миграции 
углеводов. Фоновый электролит включал погло-
щающую добавку (АУК), модификатор ЭОПа для 
контроля его скорости и направления, а также 
щелочь для ионизации нейтральных углеводов.

Рис. 1. Электрофореграммы модельной смеси нейтральных углеводов. Условия: система капиллярного электрофо-
реза Капель‑105М; капилляр 60×50 см, 50 мкм; фоновый электролит: 75 мМ NaOH, 0.5 мМ цетилтриметиламмоний 
бромид, 2.5 мМ поглощающая добавка: (а) микофеноловая кислота; (б) фолиевая кислота; (в) 4-аминосалициловая 
кислота; (г) акридонуксусная кислота; (д) бензойная кислота; (е) никотиновая кислота. U = –20 кВ, 20 оC. Длина 
волны при максимальном поглощении (см. табл. 1), ввод пробы: 2с × 30 мбар. Аналиты: модельный раствор угле-
водов (250 мкг/мл) 1 – фруктоза, 2 – глюкоза, 3 – мальтоза, 4 – лактулоза, 5 – лактоза, 6 – сукралоза, 7 – сахароза.
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Влияние концентрации поглощающей добавки на 
эффективность и селективность разделения ана-
литов изучали в диапазоне 1–10 мМ. На рис. 2а 
представлена зависимость фактора разрешения 
(Rs) от концентрации акридонуксусной кислоты 
в ФЭ. При концентрации ниже 1.5 мМ обнаруже-
ние аналитов затруднено. Кроме того, АУК может 

образовывать с ЦТАБ ионную пару, что влияет на 
скорость ЭОП: при увеличении концентрации АУК 
снижается скорость ЭОПа, и увеличиваются време-
на миграции аналитов. При этом наблюдается рост 
селективности разделения нейтральных углеводов 
без потери эффективности. В наибольшей степе-
ни это проявилось для пары сукралоза–сахароза, 

Таблица 1. Эффективность и пределы обнаружения углеводов, полученные в фоновом электролите с различ-
ными поглощающими добавками

Поглощающая добавка  
(μ×105, м2/В·с; εmax, М–1·см–1)

N, тыс.  т. т.
Предел обнаружения, 

мкг/мл

Акридонуксусная кислота (2.41; ε240 = 18 700) 110–285 10–40

Аминосалициловая кислота (3.11; ε241 = 8 800) 150–340 35–150

Никотиновая кислота (3.16; ε242 = 2 400) 120–345 80–190

Бензойная кислота (3.16; ε240 = 3 125) 160–410 30–160

Микофеноловая кислота (3.28; ε230 = 31 400) 75–165 50–115

Фолиевая кислота (3.77; ε238 = 14 300) 60–110 35–100

Рис. 2. Зависимости факторов разрешения от состава фонового электролита. Условия: ФЭ: а) 2.5 мМ АУК, 75 мМ 
NaOH, 0.25–1.0 мМ ЦТАБ; б) 0–10 мМ АУК, 75 мМ NaOH, 0.5 мМ ЦТАБ; в) 2.5 мМ АУК, 50–100 мМ NaOH, 
0.5 мМ ЦТАБ; λ=240 нм, ввод пробы: 2с×30 мбар, U= –20 кВ, Т = 20 оС. 



168	 КОЛОБОВА и др.

	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 2	 2024

и значение фактора разрешения при концентрации 
АУК 10 мМ оказалось в два раза выше, чем при кон-
центрации 2.5 мМ. Однако наименьшие значения 
пределов обнаружения (10–40 нг/мл) достигались 
именно при концентрации АУК 2.5 мМ; при ее 
повышении увеличивается и шум базовой линии.

Влияние концентрации щелочи. Для ионизации 
нейтральных углеводов необходимы высокие зна-
чения рН фонового электролита. Факторы разре-
шения углеводов незначительно снижаются при 
повышении концентрации щелочи в фоновом 
электролите в диапазоне 50–150 мМ (рис. 2б), а ве-
личина тока при этом и дрейф базовой линии воз-
растают. При концентрации NaOH 50 мМ пределы 
обнаружения аналитов составили 20–65  мкг/мл, 
что оказалось выше, чем в случае 75 мМ раствора 
NaOH. Замена NaOH на KOH в той же концен-
трации позволила повысить эффективность до 
350 тыс. т. т. и снизить пределы обнаружения до 
5–20 мкг/мл, в том числе и за счет уменьшения 
дрейфа базовой линии.

Влияние цетилтриметиламмоний бромида. Ка-
тионное ПАВ ЦТАБ при концентрации в растворе 
выше критической концентрации мицеллообра-
зования (ККМ) образует мицеллы с формирова-
нием псевдостационарной фазы. Влияние ЦТАБ 
на параметры миграции углеводов исследовали 
в диапазоне концентраций 0.25–5.0 мМ (рис. 2в). 
При различной концентрации ЦТАБ в составе 
фонового электролита могут реализоваться два ре-
жима разделения аналитов: зонный – до достиже-
ния ККМ и мицеллярный – выше ККМ (0.9  мМ) 

[20]. При концентрации ЦТАБ выше 1 мМ ЭОП 
замедляется, происходит резкое снижение ин-
тенсивности сигналов, что объясняется, скорее 
всего, конкуренцией углеводов и АУК за полость 
мицелл. В результате увеличивается селективность 
разделения, но возрастают пределы обнаружения: 
при 5 мМ ЦТАБ они составляют 50–140 мкг/мл. 
В режиме капиллярного зонного электрофореза 
наибольшие значения факторов разрешения с наи-
меньшими пределами обнаружения достигнуты 
в фоновом электролите, содержащем 0.5 мМ ЦТАБ.

Влияние ионных жидкостей C12MImCl и C16MImCl 
на факторы разрешения углеводов. В качестве модифи-
каторов ЭОП могут выступать ИЖ на основе имида-
золия с длинным углеводородным радикалом [21]. Для 
исследования выбрали C12MImCl (ККМ = 7–15  мМ 
[22]) и C16MImCl (ККМ = 1.1 мМ [23]). Наибольшие 
значения факторов разрешения нейтральных углево-
дов наблюдаются при использовании ФЭ, содержаще-
го C12MImCl (1 мМ) (рис. 3). Это объясняется тем, что 
C12MImCl слабее модифицирует стенки кварцевого 
капилляра, поэтому ЭОП в данном случае медленный, 
что приводит к росту селективности разделения ана-
литов. Пределы обнаружения составили 20–90 мкг/мл. 
В случае модификаторов с близкими значениями 
ККМ – ЦТАБ и C16MImCl – получили аналогичные 
результаты, однако пределы обнаружения аналитов 
для ЦТАБ оказались ниже (табл. 2).

Имидазолиевые ИЖ за счет наличия хромо-
форного фрагмента могут выступать и в качестве 
поглощающих добавок. Поскольку С16MImCl об-
ладает достаточно низкими значениями ККМ, 

Рис. 3. Факторы разрешения (Rs) углеводов при использовании фоновых электролитов с различными модифи-
каторами электроосмотического потока. Условия: фоновый электролит: 2.5 мМ акридонуксусная кислота, 75 мМ 
NaOH, 1 мМ модификатор. λ = 240 нм, ввод пробы: 2с×30 мбар, U = –20 кВ, 20 оС.
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а в режиме мицеллярной электрокинетической 
хроматографии происходит размывание пиков 
аналитов, то для этой цели использовали С12MImCl. 
Установили, что С12MImCl не только обращает 
ЭОП, но и обеспечивает обнаружение углеводов 
в условиях косвенного детектирования (рис. 4). 
Эффективность составила 110–270 тыс. т. т., а пре-
делы обнаружения – 60–115 мкг/мл.

Влияние гидрофобно-гидрофильного баланса на 
эффективность и пределы обнаружения углеводов. 
Электрофоретические параметры миграции анали-
тов в большой степени зависят от гидрофобно-ги-
дрофильного баланса фонового электролита. Для 
изучения его влияния в состав ФЭ вводили мета-
нол или ацетонитрил в концентрациях 0–10 об. %. 
Максимальную эффективность наблюдали при 
введении метанола в ФЭ (5 об. %), она составила 
150–330 тыс.  т. т., а достигнутые пределы обнару-
жения – 4–10 мкг/мл.

Таким образом, выбрали оптимальный со-
став фонового электролита при определении 
нейтральных углеводов в условиях косвенного 

детектирования: 2.5 мМ акридонуксусной кисло-
ты, 75 мМ KOH, 0.5 мМ ЦТАБ, 5 об. % метанола.

Анализ объектов природного происхождения. 
Для определения сахаров в объектах природного 
происхождения использовали метод абсолютной 
градуировки. Для построения градуировочных 
кривых в случае ФЭ с акридонуксусной кислотой 
в качестве поглощающей добавки применяли те-
стовые растворы углеводов с концентрацией 250, 
175, 100, 50, 25 мкг/мл (рис. 5).

Одним из наиболее подходящих объектов 
анализа для адаптации найденных на модельных 
системах условий определения моносахаридов 
в режиме косвенного детектирования является 
мед, основные компоненты которого – фруктоза 
и глюкоза. Пробоподготовка заключалась в рас-
творении точной навески в воде с последующим 
центрифугированием и отбором верхнего слоя. 
Содержание фруктозы и глюкозы составило 46.6 
и 34.2 мас. % соответственно.

Предложенный подход апробировали и при 
анализе образцов плазмы крови (рис. 6). Опре-
деление уровня глюкозы используют для диа-
гностики и контроля сахарного диабета и других 
заболеваний, связанных с нарушением обмена 
углеводов. На стадии пробоподготовки необхо-
димо избавиться от мешающего влияния белков, 

Таблица 2. Эффективность, факторы разрешения и пределы обнаружения (ПО) нейтральных углеводов при 
использовании цетилтриметиламмоний бромида и С16MImCl в качестве модификаторов электроосмотиче-
ского потока

c, мМ
ЦТАБ С16MImCl

N, тыс т. т. Rs ПО, мкг/мл N, тыс т. т. Rs ПО, мкг/мл

0.25 160–205 1.1–4.3 15–55 30–80 0.8–3.2 45–150

0.50 160–390 1.1–5.5 10–40 20–80 0.9–3.5 50–170

1.00 110–270 1.0–4.5 5–25 165–335 1.1–4.8 10–45

Рис.  4. Электрофореграммы смеси нейтральных 
углеводов c использованием в  качестве поглоща-
ющей добавки С12MImCl. Условия: Капель‑105М; 
капилляр 60×50 см, 50 мкм; фоновый электролит: 
75 мМ NaOH, 10 Мм С12MImCl. U = –20 кВ, 20 оC. 
λ = 220 нм, ввод пробы 5 с×30 мбар. Аналиты: 1 – 
фруктоза, 2 – глюкоза, 3 – мальтоза, 4 – лактулоза, 
5 – лактоза, 6 – сукралоза.
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Рис. 5. Градуировочные кривые для определения 
углеводов в диапазоне концентраций 25–250 мкг/мл.



170	 КОЛОБОВА и др.

	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 2	 2024

осаждение которых проводили метанолом. Общее 
время анализа с учетом пробоподготовки соста-
вило не более 12 мин.

Использование акридонуксусной кислоты в ка-
честве поглощающей добавки в составе ФЭ при 
анализе продуктов питания (соки, детское пита-
ние) ограничено, поскольку приводит к слишком 
быстрой миграции аналитов и неполному раз-
делению пиков, что затрудняет идентификацию 
и количественную оценку. В связи с этим в ка-
честве альтернативной поглощающей добавки 
выбрали фолиевую кислоту. В предварительных 
экспериментах установили, что она обеспечивает 
высокую селективность разделения нейтральных 
углеводов и достаточно низкие значения пределов 
обнаружения (рис. 1, табл. 1). Аналогично исследо-
вали зависимость факторов разрешения и ределов 

обнаружения аналитов от концентрации фолие-
вой кислоты, щелочи и ЦТАБ. Лучшие результа-
ты достигнуты при следующем составе фонового 
электролита: 2.5 мМ фолиевой кислоты, 75 мМ 
KOH, 0.5 мМ ЦТАБ, 5 об. % метанола. Пределы 
обнаружения углеводов составили 25–85 мкг/мл.

Для определения углеводов в пюре различного 
состава для детского питания (табл. 3) построили 
градуировочные зависимости для определения 
фруктозы, глюкозы, мальтозы, лактозы и сахарозы 
в диапазоне концентраций 100–500 мкг/мл.

В случае образцов сока пробоподготовка за-
ключалась в осаждении мякоти и разбавлении 
надосадочной жидкости в 100 раз. Полученный 
раствор подвергали электрофоретическому ана-
лизу (рис. 7а). Для образцов детского питания 
(табл. 3) отбирали навески и растворяли в воде. 
Разбавление проб выбирали в зависимости от 
предполагаемого содержания углеводов, исходя 
из данных о пищевой ценности каждого образца. 
Во всех образцах обнаружили фруктозу и глюкозу. 
Лактозу идентифицировали в образцах, содержа-
щих молочные продукты. В некоторых образцах 
выявили сахарозу (табл. 3, рис. 7б).

*  *  *
Таким образом, предложены варианты электро-

форетического определения углеводов в условиях 
косвенного детектирования с использованием 
в качестве поглощающих добавок акридонуксус-
ной и фолиевой кислот. Природа поглощающей 
добавки в наибольшей степени влияет на эффек-
тивность и селективность разделения углеводов 
в условиях косвенного детектирования. Приме-
нение акридонуксусной кислоты в составе фо-
нового электролита позволило добиться высо-
кой эффективности, низких значений пределов 
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Рис. 6. Электрофореграмма плазмы крови человека. 
Условия: Капель‑105М; капилляр 60×50 см, 50 мкм; 
фоновый электролит: 2.5 мМ акридонуксусная кис-
лота, 75 мМ KOH, 0.5 мМ цетилтриметиламмоний 
бромид, 5 об.% MeOH. U = –20 кВ, 20 оC, λ = 240 нм, 
ввод пробы 5 с×30 мбар.

Таблица 3. Содержание углеводов в образцах детского питания (мг/г) (n = 5, p = 0.05).

Углевод

Состав пюре

яблоко, банан, 
творог

яблоко, банан, 
черника, 
йогурт

овсянка, 
яблоко, банан, 

малина

банан рис, морковь, 
курица

Фруктоза 149.3 ± 7.8 92.2 ± 5.9 91.5 ± 5.1 130.3 ± 6.9 5.2 ± 0.4

Глюкоза 52.0 ± 3.6 49.6 ± 4.1 41.0 ± 4.0 105.9 ± 6.2 2.6 ± 0.3

Мальтоза – 26.6 ± 1.6 – – –

Лактоза – 24.5 ± 1.4 – – 1.3 ± 0.1

Сахароза 28.5 ± 2.2 29.1 ± 2.0 – 9.6 ± 0.8 2.5 ± 0.2
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обнаружения, сокращения продолжительности 
анализа, что важно при определении глюкозы 
в образцах плазмы крови человека для диагностики 
нарушения обмена веществ. Однако для анализа 
продуктов питания предпочтительнее применять 
фолиевую кислоту, обеспечивающую высокую 
селективность разделения.
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мМ KOH, 0.5 мМ цетилтриметиламмоний бромид, 5 об.% MeOH, U = –20 кВ, 20оC, λ = 238 нм, ввод пробы 5 с × 30 мбар.
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Для жидкостной микроэкстракции свинца из растительных масел в качестве “зеленых” экстра-
гентов изучены гидрофильные глубокие эвтектические растворители на основе хлорида холина, 
карбоновых кислот и воды. Разработан автоматизированный способ микроэкстракции свинца из 
растительных масел в трехкомпонентный глубокий эвтектический растворитель на основе хло-
рида холина, молочной кислоты и воды. Карбоновая кислота в составе экстрагента обеспечила 
эффективный массоперенос свинца за счет комплексообразования. Вода в составе экстрагента 
позволила снизить его вязкость для автоматизации жидкостной микроэкстракции. Аналитиче-
ские возможности разработанного способа продемонстрированы на примере определения свин-
ца в растительных маслах методом атомно-абсорбционной спектрометрии с электротермической 
атомизацией. Предел обнаружения (3σ) свинца составил 0.3 мкг/кг. Разработанный способ не 
требует минерализации пробы.

Ключевые слова: свинец, растительное масло, жидкостная микроэкстракция, глубокий эвтекти-
ческий растворитель, автоматизация, атомно-абсорбционный спектральный анализ.
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Растительные масла являются неотъемлемой 
частью повседневного рациона человека. Они 
обладают высокой пищевой ценностью, содер-
жат незаменимые питательные вещества (моно- 
и полиненасыщенные жирные кислоты, фосфо-
липиды, фитостерины, витамины). 

Однако помимо полезных веществ они могут 
содержать различные загрязнители. К числу кон-
тролируемых загрязнителей относят свинец [1]. 
В соответствии с ГОСТом [2] допустимое содер-
жание свинца в растительных маслах составляет 
0.1 мг/кг. Свинец может накапливаться в орга-
низме человека, оказывая вредное воздействие 
на кровеносную, почечную и репродуктивную 
функции, центральную нервную систему [3, 4].

Для определения свинца в растительных мас-
лах широкое применение находят методы атом-
но-абсорбционной (ААС) [5−8] и атомно-эмис-
сионной спектрометрии (АЭС) [9], а также элек-
трохимические методы [10, 11].

Независимо от метода анализа пробы расти-
тельных масел предварительно подготавливают. 
Как правило, пробоподготовка масел включает 
в себя микроволновую минерализацию [11, 12] 
и выполняется в избытке азотной кислоты и пе-
роксида водорода. В результате проходит выделе-
ние в атмосферу токсичных оксидов азота.

После минерализации требуется нейтрализация 
избытка азотной кислоты и многократное разбав-
ление минерализата для снижения концентрации 
образующихся солей. В то же время процедура 
разбавления нежелательна при определении сле-
довых концентраций загрязнителей.

Показана возможность выделения свинца 
и  других металлов из растительных масел мето-
дом жидкостной микроэкстракции [6] без при-
менения систем микроволнового разложения 
проб. При этом в качестве “зеленых” экстраген-
тов в последнее время находят все большее при-
менение глубокие эвтектические растворители 

 1Посвящается 300-летию Санкт-Петербургского государственного университета.
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(ГЭР) [13]. Такие растворители представляют 
собой смеси, состоящие из доноров и акцепто-
ров водородной связи, при смешивании которых 
образуются жидкости с более низкими темпера-
турами плавления, чем у исходных компонентов 
[14]. Преимущества ГЭР по сравнению с тради-
ционными экстрагентами – это возможность 
приготовления в лаборатории, регулирование 
экстракционных свойств при изменении приро-
ды прекурсоров и их соотношения, низкие лету-
честь и токсичность [15, 16].

Повысить эффективность жидкостной ми-
кроэкстракции позволяет ее автоматизация на 
принципах проточных методов, в которых ос-
новной акцент сделан на замену ручных проце-
дур автоматизируемыми операциями объедине-
ния и смешения потоков пробы, растворов реа-
гентов и экстрагентов [17, 18].

Автоматизация пробоподготовки позволя-
ет снизить трудозатраты и обеспечить высокую 
воспроизводимость результатов химического 
анализа. Предложено несколько вариантов ав-
томатизированного анализа водных проб с при-
менением гидрофобных ГЭР [19−21], однако для 
элементного анализа растительных масел разра-
ботан только один автоматизированный способ 
микроэкстракции в фазу ГЭР [22], который на-
шел применение для определения меди (катали-
затор окисления полиненасыщенных жирных 
кислот) в растительных маслах методом ААС.

В данной работе разработан автоматизиро-
ванный способ жидкостной микроэкстракции 
свинца из растительных масел в фазу трехкомпо-
нентного ГЭР на основе хлорида холина, молоч-
ной кислоты и воды. Он предполагает последова-
тельное выполнение стадий массопереноса в фазу 
ГЭР и разделения фаз непосредственно в шпри-
цевом насосе проточной системы. Определение 
свинца в экстрактах выполняли методом ААС с 
электротермической атомизацией (ЭТААС).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Использовали следующие реактивы: перок-
сид водорода (30%), хлорид холина, винная, 
яблочная, лимонная, щавелевая и малоновая 
безводные кислоты, молочная (80%) и азотная 
(65%) кислоты, изопропиловый спирт, 2-этил-
гексонат свинца. Все реагенты имели квалифи-
кацию не ниже ч.д.а.

Стандартный раствор свинца в масле (0.1 г/кг) 
готовили путем растворения навески реагента 

2-этилгексоната свинца в подсолнечном масле, 
раствор хранили при 4°C. Рабочие растворы 
свинца в подсолнечном масле готовили непосред-
ственно перед экспериментом последовательным 
разбавлением стандартного раствора той же ма-
трицей. Содержание свинца в подсолнечном 
масле предварительно определяли методом АЭС 
после микроволновой минерализации пробы.

Оливковое, подсолнечное и рапсовое мас-
ло приобретали в местном супермаркете 
(Санкт-Петербург, Россия). Все пробы хранили 
в оригинальной упаковке (пластиковые или сте-
клянные флаконы) в темном месте при комнат-
ной температуре в течение трех месяцев.

Гидравлическая схема (рис. 1) автоматизации 
жидкостной микроэкстракции предполагала ком-
мутацию следующих устройств: восьмиходового 
крана-переключателя (Sciware Systems, Испания); 
шприцевого насоса (Sciware Systems, Испания) 
со стеклянным шприцем емк. 5 мл, снабженным 
магнитной мешалкой (Sciware Systems, Испания) 
(длина 5 мм, диаметр 2 мм), помещенной внутрь 
шприца. Устройство магнитной мешалки под-
робно описано в работе [23]. Для коммутации 
устройств использовали трубки из политетраф-
торэтилена внутренним диаметром 0.8 мм.

Для определения концентрации свинца в экс-
трактах использовали атомно-абсорбционный 
спектрометр (Shimadzu, Япония) с дейтериевой 
коррекцией фона и системой распылителя с гра-
фитовой печью.

Атомно-эмиссионный спектрометр ICPE-
9000 с индуктивно связанной плазмой (Shimadzu, 
Япония) использовали для определения свинца 
в маслах после их микроволнового разложения.

Минерализацию проб проводили в систе-
ме микроволнового разложения MDS-12 (Sineo, 
Китай). Динамическую вязкость экстрагентов 
измеряли с помощью вискозиметра Штабинге-
ра SVM 1001 (Anton Paar, Австрия). Для опреде-
ления воды в ГЭР использовали кулонометриче-
ский титратор 831KF (Metrohm, Швейцария).

Для приготовления двухкомпонентных ГЭР 
хлорид холина, малоновой и карбоновой кислот 
смешивали в мольном соотношении 1:1 при пере-
мешивании магнитной мешалкой при 100°C до по-
лучения однородных вязких жидкостей. Для при-
готовления трехкомпонентных ГЭР к двухкомпо-
нентным растворителям добавляли воду (до 30%).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На предварительном этапе для выделения 
свинца из растительного масла в качестве “зеле-
ных” экстрагентов изучали двухкомпонентные 
гидрофильные ГЭР на основе хлорида холина и 
карбоновых кислот (винной, яблочной, лимон-
ной, щавелевой, малоновой). Холин-хлорид вы-
ступал в качестве акцептора водородных связей, 
а карбоновые кислоты – в качестве доноров во-
дородных связей.

Выбор таких ГЭР связан с тем, что они не 
смешиваются с растительным маслом, а выбран-
ные карбоновые кислоты образуют комплексные 
соединения с ионами металлов [24]. В предвари-
тельных экспериментах экстракцию выполня-
ли вручную. Для этого в стеклянном флаконе 
смешивали 1 г раствора свинца в подсолнечном 
масле (100 мкг/кг) и 1 г ГЭР. Смесь нагревали до 
50 оС для снижения вязкости пробы и экстраген-
та и перемешивали в течение 60 мин. с помощью 
магнитной мешалки.

Затем смесь центрифугировали в течение 
10 мин. при 600×g, отбирали фазу экстракта, раз-
бавляли ее в 10 раз деионизованной водой и ана-
лизировали раствор методом ААС. 

Установили, что все изученные ГЭР обеспе-
чивают удовлетворительное извлечение свин-
ца из растительного масла, степень извлечения 

превышает 90% (рис. 2). Однако приготовленные 
ГЭР представляют собой высоковязкие жидко-
сти, которые невозможно отобрать в шприцевой 
насос проточной системы. Динамическая вяз-
кость ГЭР, установленная при 20 оС с помощью 
вискозиметра Штабингера, находилась в диапа-
зоне от 140 до 10 млн мПа·с.

Для снижения вязкости экстрагентов к двух-
компонентным ГЭР добавляли воду в диапазоне 
концентраций от 10 до 30%. Известно, что вода 
может выступать прекурсором трехкомпонент-
ных ГЭР при ее содержании до 30% [25]. Более 
высокая концентрация воды может способство-
вать разрушению ГЭР.

Кроме того, готовили трехкомпонентный ГЭР 
на основе хлорида холина, молочной кислоты 
и воды. Исходная молочная кислота содержала 
20% воды, поэтому двухкомпонентный ГЭР на ее 
основе не получали. Все трехкомпонентные ГЭР 
на основе хлорида холина, карбоновых кислот и 
воды тестировали для оценки возможности вы-
деления свинца из растительного масла.

На основании полученных результатов 
(см. рис.  2) сделали вывод, что двухкомпонент-
ные и трехкомпонентные ГЭР обеспечивают со-
поставимую эффективность выделения свинца. 
При этом с увеличением концентрации воды 

Рис. 1. Гидравлическая схема для автоматизации микроэкстракции свинца из растительных масел.
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в трехкомпонентных ГЭР их вязкость значитель-
но снижается (табл. 1).

Минимальные значения динамической вязко-
сти получили в случае ГЭР на основе молочной, 
щавелевой и малоновой кислот. Однако ионы 
свинца с щавелевой и малоновой кислотами об-
разуют осадки, поэтому в качестве донора водо-
родной связи выбрали молочную кислоту, кото-
рая обеспечивает массоперенос ионов свинца 
за счет образования комплексов, растворимых 
в фазе ГЭР. При этом введение воды в ГЭР (30%) 
обеспечило существенное снижение вязкости 
экстрагента для его воспроизводимого отбора 
в шприцевой насос.

Соотношение объемов пробы и ГЭР влияет на 
степень извлечения свинца и коэффициент кон-
центрирования. Изучали влияние объема экс-
трагента при фиксированном объеме пробы на 
указанные ранее параметры. Режим микроэкс-
тракции оптимизировали в условиях автомати-
зации процесса. В шприцевой насос (см. рис. 1) 
через кран-переключатель отбирали 4  мл рас-
твора свинца в подсолнечном масле (25 мкг/кг) 

и различные объемы трехкомпонентного ГЭР 
(хлорид холина, молочная кислота и вода (30%)) 
в диапазоне от 100 до 500 мкл. Общий объем 
фаз ограничен номинальным объемом шприца 
(5 мл). Шприцевой насос оснащен вкладышем 
магнитной мешалки, который обеспечивал дис-
пергирование ГЭР в фазе пробы при перемеши-
вании (10 мин.).

После остановки перемешивающего устройства 
и разделения фаз экстракт направляли в полипро-
пиленовую пробирку, разбавляли в 10 раз деиони-
зованной водой и анализировали. С уменьшением 
объема фазы ГЭР до 100 мкл значение аналитиче-
ского сигнала (абсорбция) увеличивалось (рис. 3). 
При объеме фазы ГЭР менее 100 мкл невозможно 
отобрать экстракт без захвата фазы пробы.

Поскольку масло и ГЭР являются вязкими жид-
костями, процесс массопереноса может быть кине-
тически замедленным. Изучали влияние времени 
перемешивания фаз на эффективность массопе-
реноса. Для этого раствор свинца в подсолнечном 
масле (4.0 мл, 25 мкг/кг) и ГЭР (100 мкл) переме-
шивали в шприце в течение 1−10 мин. Определили, 

Рис. 2. Влияние состава ГЭР на степень выделения свинца из растительного масла (100 мкг/л Pb, объем пробы – 1 
мл, объем ГЭР – 1 мл, время перемешивания фаз – 30 мин).

Таблица 1. Динамическая вязкость глубоких эвтектических растворителей (акцептор водородной связи – хло-
рид холина) (n = 3, P = 0.95).

Донор водородной 
связи

Динамическая вязкость при 25oС, мПа с
1% воды 10% воды 20% воды 30% воды

Молочная кислота – 154±6 36.1±1.1 13.6±0.4
Щавелевая кислота 284±11 46±1 15.7±0.3 7.1±0.3
Малоновая кислота 2208±50 147±4 21.8±0.8 10.8±0.4
Яблочная кислота 19098±180 401±12 69±2 18.4±0.5
Винная кислота 4504994±13000 2436±60 158±4 29.1±1.2
Лимонная кислота 10099000±167000 8327±80 343±10 34.4±1.6
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что для установления равновесия в экстракцион-
ной системе требуется перемешивание фаз в тече-
ние 5 мин. (рис. 4).

Компоненты матрицы масла и сами прекур-
соры ГЭР могут влиять на значение аналити-
ческого сигнала. Изучали их влияние на абсор-
бцию при определении свинца методом ЭТААС. 
Для этого в шприцевой насос отбирали 4 мл рас-
твора свинца в подсолнечном масле (20 мкг/кг) 
и 100 мкл ГЭР. После микроэкстракции отбирали 
экстракт и разбавляли его деионизованной водой 
в 2−10 раз. Измеряли абсорбцию водного рас-
твора ионов свинца и разбавленного экстракта, 

в которых концентрации аналита были одинако-
вы. Оценивали смещение по формуле

Смещение (%) = (Абсорбция экстракта / Абсор-
бция стандартного раствора – 1) × 100.

Установили, что минимальное смещение (8%) 
наблюдается при пятикратном разбавлении 
экстракта и более. В этом случае для построе-
ния градуировочной кривой можно использо-
вать стандартные водные растворы аналита. Та-
ким образом, при соотношении фаз 100:4 000 
(ГЭР-проба) степень извлечения свинца соста-
вила 95%, а коэффициент концентрирования 
с учетом пятикратного разбавления – 8.

Полученные результаты позволили предложить 
способ определения свинца в растительных маслах.

На первом этапе через кран-переключатель 
(положение а) в шприцевой насос отбирали 4 мл 
пробы со скоростью 2 мл/мин (см. рис. 1). После 
этого кран переключали в положение б и в шпри-
цевой насос отбирали 100 мкл трехкомпонентного 
ГЭР (хлорид холина – молочная кислота – вода 
(30%)) со скоростью 1 мл/мин.

Затем для интенсификации экстракции двух-
фазную систему перемешивали с помощью вкла-
дыша магнитной мешалки расположенного вну-
три шприца. Время диспергирования – 5 мин. 
Затем мешалку останавливали, и выдерживали 
5 мин. для разделения фаз. Верхнюю фазу про-
бы сбрасывали через кран-переключатель (по-
ложение в), затем кран менял положение (г), 
и в шприцевой насос отбирали 400 мкл деиони-
зованной воды для разбавления экстракта.

После перемешивания фаз в течение 10 с по-
лученный раствор направляли на анализ. На по-
следнем этапе в шприцевой насос отбирали 
500  мкл изопропилового спирта (положение 
д  крана-переключателя) для промывки.

Условия атомно-абсорбционного анализа: ток 
лампы – 4 мА, длина волны – 192.8 нм, ширина 
щели – 0.4 нм, объем пробы для анализа – 10 мкл.

Для построения градуировочной зависимости 
использовали стандартные водные растворы ио-
нов свинца, приготовленные разбавлением стан-
дартного образца раствора ионов свинца (ГСО 
7877-2000, 1  г/л). Диапазон определяемых кон-
центраций свинца в водной фазе составил от 8 до 
160 мкг/л с коэффициентом детерминации 0.9992.

Ур авнение гр адуир ов очной крив ой: 
A = 0.0054c + 0.0316, где А – абсорбция, с –концен-
трация ионов свинца в водном растворе (мкг/л). 
Диапазон определяемых концентраций свинца 

Рис. 3. Влияние объема трехкомпонентного ГЭР на 
основе хлорида холина, молочной кислоты и воды на 
абсорбцию (25 мкг/л Pb, объем пробы – 4 мл, время 
перемешивания фаз 10 мин.).

Рис. 4. Влияние времени перемешивания фаз в шпри-
цевом насосе на степень выделения свинца из расти-
тельного масла (25 мкг/л Pb, объем пробы – 4 мл, объ-
ем ГЭР – 100 мкл).
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в масле составил от 1 до 20 мкг/кг (установлен с 
учетом соотношения фаз, степени извлечения, 
коэффициента разбавления и плотности масла). 
Пределы обнаружения (3σ) и определения (10σ) со-
ставили 0.3 и 1 мкг/кг соответственно. Способ по-
зволяет определять свинец в растительных маслах 
ниже уровня допустимой концентрации (0.1 мг/кг).

Для оценки прецизионности рассчитывали 
относительное среднеквадратичное отклонение 
(ОСКО). Для этого выполняли анализ раститель-
ного масла с добавками свинца (1 и 20 мкг/ кг). 
Значения ОСКО в условиях повторяемости со-
ставили 7 и 5% для концентраций аналита 1 
и  20  мкг/ кг соответственно. Значения ОСКО 
в условиях внутрилабораторной воспроизво-
димости  – 9 и 7% для концентраций аналита 1 
и  20 мкг/кг соответственно.

Правильность получаемых результатов под-
тверждали методом “введено–найдено”. Для 
этого определяли свинец в оливковом, подсол-
нечном и рапсовом масле до и после введения 
добавок 2-этилгексоната свинца. Во всех пробах 
масла содержание свинца было ниже предела 
обнаружения (табл. 2). Для всех проб установ-
ленное смещение не превышало 8%, что под-
тверждает отсутствие существенного мешающего 
влияния компонентов матрицы на извлечение и 
определение свинца методом ЭТААС.

Дополнительно анализировали пробы мас-
ла методом АЭС с индуктивно связанной 
плазмой с предварительной микроволновой 

минерализацией проб. Для этого в соответствии 
с  рекомендациями [24] 0.5 г пробы масла сме-
шивали с 3 мл 65%-ной азотной кислоты и 2 мл 
30%-ного пероксида водорода в тефлоновом со-
суде для микроволнового разложения.

Через 30 мин. сосуды помещали в систему ми-
кроволновой минерализации и проводили раз-
ложение по следующей программе: подъем тем-
пературы до 130 оC в течение 5 мин.; выдержи-
вание при 130 оC в течение 15 мин.; охлаждение 
до 80 оС в течение 10 мин. Полученные минера-
лизаты нейтрализовали добавлением раствора 
аммиака (6 М), растворы переносили в мерные 
колбы емк. 25 мл и доводили до метки деионизо-
ванной водой для дальнейшего анализа.

Свинец в растворах определяли при следую-
щих условиях: скорость потока пробы – 1.0 мл/
мин, расход плазмообразующего газа (аргона) – 
10.0 мл/мин, расход вспомогательного газа (арго-
на) – 0.2 мл/мин, расход аргона через небулай-
зер  – 1 мл/мин, мощность высокочастотного 
генератора – 1.5 кВт. Для сравнения результатов, 
полученных методами ЭТААС и АЭС, использо-
вали F- и t-критерии (n = 5). Полученные зна-
чения F ≤ 5.05 (см. табл. 2) указывают на незна-
чительное различие в величинах стандартных 
отклонений, а полученные значения t ≤ 2.78 ука-
зывают на отсутствие статистически значимого 
различия между полученными результатами.

Таблица 2. Результаты определения свинца в растительных маслах (n = 5, P = 0.95, F = 5.05, t = 2.78)

Проба Введено, мкг/кг
Найдено, мкг/кг

F-тест t-тест Смещение, 
%ААС АЭС

Подсолнечное 
масло

0 <0.3 <0.1 – – –

1 0.92±0.02 0.93±0.02 2.34 1.43 8

10 10.8±0.4 11.4±0.4 2.45 1.56 8

Рапсовое масло 0 <0.3 <0.1 – – –

1 1.01±0.03 1.02±0.02 2.46 1.33 1

10 9.7±0.3 9.9±0.4 3.45 0.97 3

Оливковое масло 0 <0.3 <0.1 – – –

1 1.02±0.02 1.04±0.03 3.47 1.22 2

10 10.4±0.4 9.8±0.3 4.21 1.45 4
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*   *   *

Для определения свинца в растительных мас-
лах методом атомно-абсорбционной спектроме-
трии с электротермической атомизацией разра-
ботан автоматизированный способ жидкостной 
микроэкстракции, основанный на выделении 
аналита в трехкомпонентный глубокий эвтекти-
ческий растворитель на основе хлорида холина, 
молочной кислоты и воды. 

Молочная кислота в составе экстрагента вы-
ступает в качестве хелатирующего агента для 
реакционной микроэкстракции. Вода в составе 
экстрагента позволяет снизить его вязкость для 
реализации автоматизированной микроэкстрак-
ции на принципах проточного метода.

Установлены основные закономерности 
массопереноса свинца из растительного мас-
ла в трехкомпонентный глубокий эвтектиче-
ский растворитель. Способ позволил исклю-
чить ручные манипуляции при пробоподготовке 
и  стадию центрифугирования при выполнении 
микроэкстракции.

Авторы выражают благодарность Российскому 
научному фонду (проект № 22-73-10039, https://
rscf.ru/project/22-73-10039/) за финансовую под-
держку. Исследования выполнены на оборудовании 
научного парка СПбГУ (Центр методов анализа 
состава веществ).
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Молоко является продуктом физиологиче-
ской секреции молочных желез сельскохозяй-
ственных животных (коров, овец, коз, буйволиц, 
верблюдиц, кобыл), полученным при их доении. 
Из цельного молока производят молочные про-
дукты: молоко питьевое, сметану, творог, сли-
вочное масло, кефир, йогурт и др. [1−6].

Все молочные продукты содержат в своем со-
ставе питательные и биологически активные ве-
щества (белки, жиры, углеводы, минеральные 
компоненты, витамины), необходимые человеку, 
в оптимально сбалансированном соотношении. 
Возрастающее значение молочных продуктов в 
рационе питания приводит к увеличению спроса 
на него и, как следствие, дефициту, что зачастую 
приводит к его фальсификации. Фальсификацию 
молочных продуктов осуществляют путем частич-
ной замены молочного жира на более дешевые 
безмолочные продукты (растительное масло, со-
евые белки, крахмал, мочевину, меламин, поверх-
ностно-активные вещества, воду и т.п.) [7].

Факты фальсификации молочной продук-
ции обычно выявляют методами ближней ин-
фракрасной, флуоресцентной спектроскопии, 
по соотношению стабильных изотопов лег-
ких элементов (Н, С, N, S), методом ядерного 

магнитного резонанса и хроматографическими 
методами c обработкой массива данных хемо-
метрическими алгоритмами [8–12]. Для обнару-
жения замены молочного жира растительными 
и животными в твороге, сметане и сливочном 
масле используют в основном методы газовой 
хроматографии (ГХ) [13–15].

Методом ГХ определяют содержание жирных 
кислот (в виде метиловых эфиров), по соотно-
шению и концентрации которых устанавлива-
ют факты фальсификации жирами немолочного 
происхождения [1, 13, 14]. Для обнаружения рас-
тительных жиров в жировой фазе продукта при-
меняют газожидкостную хроматографию стери-
нов [15]. Наличие фитостеринов свидетельствует 
о присутствии жиров растительного происхожде-
ния в исследуемом образце.

Сложность при аутентификации сливочного 
масла заключается в необходимости выявления 
животных жиров немолочного происхождения, 
которые не могут быть идентифицированы по-
средством анализа жирнокислотного или сте-
ринового состава жировой фазы. Для этих це-
лей предложено сочетание методов протонного 
магнитного резонанса и высокоэффективной 
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жидкостной хроматографии с рефрактометри-
ческим детектированием [16].

Продемонстрирована возможность иденти-
фикации триацилглицеридного профиля как 
маркера присутствия свиного жира в составе на-
турального продукта. По результатам исследова-
ния установлено, что химический сдвиг в районе 
сигналов 2.60–2.84 м.д. в спектрах протонного 
магнитного резонанса характерен исключитель-
но для свиного жира (сала).

Предложены и упрощенные способы выяв-
ления фактов фальсификации молочной про-
дукции. Так, для установления фальсификации 
молока в работе [17] определяли массовую долю 
жира и белка по рассеянию света с длиной вол-
ны 465, 526 и 630 нм. Цифровые изображения 
светорассеяния получали с помощью цифрового 
фотоаппарата. Содержание жира и белка и соот-
ветственно фальсификацию молока определяли 
по значениям цветовых каналов RGB.

Предложено [18] микрофлюидное устройство 
на основе целлюлозной бумаги для установления 
фальсификации буйволиного молока по резуль-
татам определения в нем додецилсульфата на-
трия, мочевины, карбонатов и гидрокарбонатов. 
Устройство напечатано на 3D принтере c огра-
ничением трех индикаторных зон парафином. 
Каждая из зон целлюлозной бумаги пропитана 
розоловой кислотой (аурином), бромкрезоло-
вым пурпурным и диметиламинобензальдегидом 
соответственно. Наличие фальсифицирующих 
ингредиентов определяли визуально по измене-
нию окраски индикаторных зон.

Наличие крахмала в фальсифицированном мо-
локе устанавливали по появлению синей окраски 
индикаторной бумаги, содержащей KI [19]. Ин-
тенсивность окраски бумаги определяли цветоме-
трическим методом с использованием смартфона.
Установлена прямолинейная зависимость пара-
метров RGB от концентрации крахмала в диапа-
зоне 0–100 г/л. 

Экспрессным и представляющим большой 
практический интерес является подход, опи-
санный в работе [20]. Для идентификации сли-
вочного масла и выявления его фальсификатов 
предложен простой метод с использованием 
нейронных сетей, обученных акустическим ча-
стотным характеристикам различных масел. Ал-
горитм распознавания данных искусственным 
интеллектом встроен в мобильное приложение. 
Потребители могут проверить органический 

статус продукта, используя звуковые вибрации 
через динамик своего смартфона.

Предложен простой способ установления 
фальсификации козьего молока путем разбавле-
ния его более дешевым коровьим [21]. Диффе-
ренциация основана на наличии каротиноидов 
в коровьем молоке, имеющем желтоватый отте-
нок, в то время как в козьем молоке β-каротин 
превращен в ретинол. Цвет молока определяли 
сканированием его в полистирольном планшете. 
Полученные значения RGB обрабатывали хемо-
метрическими алгоритмами.

Получившие наибольшее распространение при-
емы оценки подлинности молочной продукции 
нуждаются в должном аппаратном оформлении, 
наличии квалифицированного персонала, приоб-
ретении расходных и комплектующих материалов.

В данной работе нами продемонстрирована 
возможность использования метода цифровой 
цветометрии [22, 23] для идентификации и аутен-
тификации молочных продуктов простым и  до-
ступным способом с применением смартфона и 
бесплатного приложения PhotoMetrix PRO®.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Устройства для анализа. Использовали устрой-
ства-боксы (9×12×9, 4×12×9 см), напечатанные 
на 3D-принтере, с установленной УФ-светоди-
одной матрицей SHL0020UV (390 нм) и блоком 
питания на 4.5 В (три элемента питания АА). 
Пробы размещали в стрипованных планшетах 
для иммуноферментного анализа с отламываю-
щимися лунками из полистирола (SPL, Корея). 
Интенсивность флуоресценции регистрирова-
ли  смартфоном Samsung SM-A715F с установ-
ленным приложением PhotoMetrix PRO® (рис. 1).

Пробоподготовка. Пробы для анализа приоб-
ретали в супермаркетах г. Владимира, Республи-
ке Ирак, а также использовали пробы, поступив-
шие в рамках мониторинга во Всероссийский го-
сударственный Центр качества и стандартизации 
лекарственных средств для животных и кормов 
(ФГБУ «ВГНКИ»). Лунки планшета при анализе 
молока, кефира, сметаны заполняли с помощью 
медицинского шприца без иглы (емк. 2 мл) или 
с помощью медицинского шпателя при анализе 
творога и сливочного масла с выравниванием их 
поверхности (рис. 2).

Анализ. Подготовленные лунки с проба-
ми устанавливали в ячейки планшета с коор-
динатами D×5, 6…9, поочередно вводили на 
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середину смотрового окна, прикладывали каме-
ру смартфона к окну с захватом середины лунки в 
области (ROI) 32×32, 64×64 или 96×96 пикселей 
и фотографировали с переменным фокусирова-
нием (infinity), автоматическим балансом бело-
го (white balance auto, при использовании бело-
го планшета) и разрешением камеры (resolution) 
640×480 (рис. 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что молочный жир флуоресциру-
ет при облучении УФ-светом (390 нм) розовым 
цветом. Наоборот, растительные и животные 
жиры флуоресцируют в основном синим, голу-
бым или фиолетовым цветами (рис. 4). Данный 
эффект положен нами в основу определения мас-
совой доли молочного жира цветометрическим 
методом в молочной продукции и установления 
фактов фальсификации путем замены молочного 
жира растительными или животными жирами.

Следует отметить, что при малой концен-
трации молочного жира в молочных продуктах 
(менее 30%) визуальное наблюдение цвета осу-
ществить невозможно (молоко, сметана, творог, 
кефир). В этом случае помогает цветометриче-
ский анализ с использованием смартфона.

Для идентификации сливочного масла (61.5–
99% молочного жира) визуальное наблюдение 
возможно – удалось проследить зависимость 
интенсивности розового свечения от концен-
трации молочного жира. В случае маргарина или 
фальсифицированного растительными жирами 
сливочного масла наблюдали синее (оттенки си-
него) свечение.

PhotoMetrix PRO®. Приложение для смартфо-
нов PhotoMetrix PRO® на платформе Android пред-
назначено для одномерного (зависимость анали-
тического сигнала от одного параметра) и много-
мерного (зависимость аналитического сигнала от 
многих параметров – цветовых каналов) цветоме-
трического анализа различных объектов [24–27]. 
В данной работе рассматривали применение Pho-
toMetrix PRO® для анализа молочных продуктов.

Многомерный анализ (multivariate analysis). 
Многомерный анализ с использованием цвето-
метрических каналов R, G, B, H, S, V, L и I по-
зволяет использовать алгоритмы методов главных 
компонент (PCA), иерархического кластерно-
го анализа (HCA) и частичной регрессии метода 
наименьших квадратов (PLS). Используя данные 
алгоритмы, можно идентифицировать объекты 
анализа, установить факт фальсификации и опре-
делить концентрацию по градуировочной зависи-
мости, рассчитанной методом PLS.

Рис. 1. Устройства для цветометрического анализа.

Рис. 2. Заполнение лунок планшета пробами.
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Рассмотрим применение многомерного анали-
за на примере анализа масла сливочного. В каче-
стве стандартов использовали сладко-сливочное 
несоленое масло молочного завода “Суздальский” 
с массовой долей молочного жира 61.5% (бутер-
бродное, ГОСТ Р 52253-2004), 72.5, 82.5% (“Кре-
стьянское”, ГОСТ 32261-2013), масло топленое 

“Молградъ” 99% (ГОСТ 32262-2013). Соответствие 
содержанию массовой доли жира определяли по 
стандартной методике [28].

Визуальное наблюдение и использование мето-
да главных компонент (алгоритм РСА) для иден-
тификации сливочного масла. При визуальном 
наблюдении оценивали окраску и ее интенсив-
ность (розовое свечение – натуральный молоч-
ный продукт). При использовании алгоритмов 
PCA анализируемые продукты помещали в лун-
ки планшета и проводили фотографирование 
в разделе Sampling. Графический результат мож-
но посмотреть в разделе Re-Processing (рис. 5а). 
Используя иерархический кластерный анализ 
(алгоритм HCA), можно посмотреть полученную 
дендрограмму (устанавливается автоматически 
после использования алгоритма РСА) (рис. 5б).

На рис. 6 показаны полученные графики РСА 
и НСА для исследованного сливочного мас-
ла и маргаринов. Как видно, сливочное масло 
с различной массовой долей жира (пробы 1–4) 
располагается в отдельных кластерах (квадран-
ты 2 и 4), маргарины (пробы 5, 6), напротив, 
располагаются в квадрантах 1 и 3.

Используя данное приложение, очень лег-
ко провести аутентификацию (видовая при-
надлежность) молока (алгоритмы РСА и НСА). 
На рис. 7 представлены результаты определения 
вида молока по графикам РСА и НСА. Как вид-
но, каждый вид молока располагается в отдель-
ных квадрантах и кластерах.

Использование частичной регрессии метода 
наименьших квадратов (алгоритм PLS) для опреде-
ления массовой доли жира. В этом случае для ана-
лиза использовали градуировочные зависимости 
концентраций стандартных образцов от предска-
занных (рассчитанных методом PLS). На рис. 8 
показана последовательность операций при ра-
боте с данным алгоритмом в PhotoMetrix PRO. 
Алгоритм PLS удобно использовать при опреде-
лении концентрации молочного жира в пробах: 
задается концентрация, указанная на упаковке, 
в ответ выдается концентрация, рассчитанная 
в ходе анализа (OUTPUT SAMP, рис. 8б). С ис-
пользованием исследуемых проб сливочного 
масла построены градуировочные зависимости 
с применением алгоритма PLS (число параллель-
ных определений равно трем). Получена градуи-
ровочная зависимость (y = 0.995x + 0.401) с ко-
эффициентом детерминации 0.995.

Одномерный анализ (univariate analysis). Одно-
мерный анализ позволяет определить концентра-
цию по градуировочной зависимости, рассчитан-
ной методом наименьших квадратов по отдельным 
выбранным цветометрическим каналам R, G, B, H, 
S, V, L и I (рис. 9). В табл. 1 приведены результа-
ты определения массовой доли жира в молочной 
продукции с применением многомерного (сливоч-
ное масло) и одномерного (кефир, молоко, тво-
рог, сметана; по цветовому каналу В анализа. Как 
видно, относительное стандартное отклонение ре-
зультатов анализа не превышает 0.16.

* * *
Продемонстрировано применение УФ-устройств, 

напечатанных на 3D-принтере, и приложения Pho-
toMetrix Pro для смартфонов в анализе молочных 
продуктов (молока питьевого, сметаны, кефира, тво-
рога и сливочного масла). Использованы алгоритмы 

Рис. 3. Установка параметров анализа в PhotoMetrix PRO.

Рис. 4. Цвет флуоресценции жира свиного (1), мар-
гарина (2), масла сливочного (3), жира бараньего (4), 
жира говяжьего (5), масла пальмового (6).
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Рис. 5. Использование алгоритмов PCA (а) и HCA (б) в PhotoMetrix PRO при анализе молочных продуктов. 

Рис. 6. График РСА и дендрограмма НСА. Масло сливочное: молочный завод “Суздальский” – 61.5% (1), 72.5% (2), 
82.5 % (3); молочный завод “Судогодский” – 72.5% (4), маргарин “Хозяюшка” – 60% (5), растительно-сливочный 
продукт “Буренкин луг” – 72.5% (6).

Рис. 7. График РСА для аутентификации молока (а) и дендрограмма HCA (б).
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Рис. 8. Использование алгоритма PLS (а) и определение концентрации с его помощью (б) в PhotoMetrix PRO.

Рис. 9. Одномерный анализ в PhotoMetrix PRO. Получение градуировочной зависимости (а) и определение кон-
центрации (б).
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хемометрики – методы главных компонент, наи-
меньших квадратов, частичной регрессии и иерар-
хический кластерный анализ для определения 
концентрации молочного жира и установления 
фактов фальсификации молочных продуктов.

Проводили идентификацию сливочного масла 
и оценивали видовую принадлежность молока ви-
зуально, методами главных компонент и иерархи-
ческого кластерного анализа. Концентрацию мо-
лочного жира в молочных продуктах определяли 
методами одномерного и многомерного анализа. 
Относительное стандартное отклонение результа-
тов анализа не превышало 0.16.
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  ХРОНИКА 

НАУЧНЫЕ ЧТЕНИЯ ПАМЯТИ АКАДЕМИКА Ю. А. КАРПОВА 

17 февраля 2023 г. в Национальном исследова-
тельском технологическом университете МИСиС 
прошли научные чтения “Аналитическая химия 
в науке, образовании и производстве”, посвя-
щенные 85-летию со дня рождения академика 
Ю.А. Карпова.

С приветствием к участникам чтений обратился 
проректор НИТУ МИСиС д. т. н., проф. М.Р. Фи-
лонов, который отметил, что для университета 
МИСиС деятельность Ю.А. Карпова и созданной 
им выпускающей кафедры сертификации и ана-
литического контроля имела и имеет большое зна-
чение. Академик Ю.А. Золотов отразил основные 
вехи биографии Ю.А. Карпова, рассказал о многих 
десятилетиях активного взаимодействия с ним 
в Российской академии наук. Особо была подчер-
кнута роль Ю.А. Карпова в развитии прикладной, 
производственной аналитики, кратко отмечены 
основные направления его научной деятельности: 
определение газов в металлах, аналитический кон-
троль в цветной металлургии, анализ высокочистых 
веществ, развитие методов анализа редких и благо-
родных металлов, обеспечение качества химического 
анализа, включая метрологию. Академик К.В. Гри-
горович поделился подробностями начала научной 

деятельности Ю.А. Карпова в Институте металлур-
гии им. А.А. Байкова АН СССР, остановился на его 
выдающейся роли в развитии методов определения 
газообразующих примесей в металлах и рассмотрел 
сегодняшнее состояние этого направления, включая 
фракционный анализ, позволяющий определять 
форму нахождения аналитов.

Академик М.Ф. Чурбанов передал онлайн сооб-
щение, в котором отметил, что Ю.А. Карпов, начи-
ная с 1970 гг., стоял у истоков химии высокочистых 
веществ, развивал методы анализа этих веществ 
и активно работал над созданием уникальной кол-
лекции веществ высокой чистоты в ИХВВ РАН.

Д.х.н. В.Б. Барановская отметила, что Ю.А. Кар-
пов более 50 лет отдал Гиредмету. Его деятельность 
в этом институте началась в 1962 г., под его нача-
лом работали известные ученые – д. х. н., проф. 
В.В. Недлер, д. ф.‑ м. н., проф. Л.Н. Филимонов, 
д. х. н., проф. Б.Я. Каплан. При Ю.А. Карпове в Ги-
редмете были развиты активационный анализ, 
масс-спектрометрия, определение газов в металлах. 
Вакуум-экстракционные методы и приборы для 
их реализации, разработанные под руководством 
Ю.А. Карпова, нашли широкое применение на 
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предприятиях нашей страны, внедрены на за-
водах в Индии, Египте, Болгарии. С 2000 г. под 
эгидой Ю.А. Карпова функционировала ведущая 
научная школа “Аналитический контроль, сер-
тификация, стандартизация и метрологическое 
обеспечение производства редких и драгоценных 
металлов, высокочистых веществ и полупроводни-
ковых материалов”. О сегодняшнем состоянии дел 
в Испытательном аналитико-сертификационном 
центре Гиредмета, созданном Ю.А. Карповым, 
рассказала его руководитель к. х. н. Е.С. Кошель. 
Центр, первый аккредитованный в России на со-
ответствие требованиям международной системы 
ИЛАК–АПЛАК, поддерживает свой высокий ста-
тус и признание. Д.х.н., проф. Ф.И. Лобанов рас-
сказал о роли Ю.А. Карпова в повышении точно-
сти результатов анализа продаваемого за рубежом 
золота и других благородных металлов.

На протяжении многих лет в Гиредмете действо-
вал диссертационный совет, эффективность кото-
рого во многом определялась именно Ю.А. Кар-
повым. О выдающихся членах диссертационного 
совета, нестереотипном подходе к оценке диссерта-
ций по аналитической химии и успешных защитах 
ведущих ученых рассказал многолетний член этого 
совета д. ф.‑ м. н., проф. М.Н. Филиппов. Испол-
нительный директор Ассоциации аналитических 
центров “Аналитика” И.В. Болдырев рассказал 
о зарождении в России системы аккредитации 
аналитических лабораторий, предпосылках ее 
возникновения, потенциале развития и между-
народном признании.

Директор Аналитико-сертификационного цен-
тра “Ансертэко” к. х. н. Т.Ю. Алексеева, стоявшая 
вместе с Ю.А. Карповым у истоков системы сер-
тификации веществ и материалов по химическому 
составу, описала, как совместно были продуманы 
и созданы схемы сертификации вторичного сырья, 
содержащего драгоценные металлы, внедрены 
методики опробования, не имеющие аналогов 
и по сей день.

Об основных аспектах деятельности Ю.А. Кар-
пова в МИСиС рассказали заведующая кафедрой 
сертификации и аналитического контроля к. х. н. 
В.А. Филичкина и заведующий лабораторией “Раз-
деление и концентрирование в химической диа-
гностике функциональных материалов и объектов 
окружающей среды” д. х. н. П.С. Федотов. В.А. Фи-
личкина сообщила, как Ю.А. Карпов вместе с рек-
тором МИСиС Ю.С. Карабасовым и сотрудниками 
кафедры создавали учебные программы, направ-
ленные на подготовку специалистов по сертифи-
кации материалов на основе методов контроля 
химического состава, структуры и свойств. В ре-
зультате кафедра стала выпускающей. В.А. Филич-
кина также рассказала об успешных выпускниках 
кафедры и охарактеризовала текущее состояние 
учебных дел и ближнесрочные перспективы кафе-
дры. По инициативе Ю.А. Карпова на базе кафе-
дры в МИСиС были созданы Отдел стандартизации 
и метрологического обеспечения, упоминавшаяся 
лаборатория “Разделение и концентрирование 
в химической диагностике функциональных ма-
териалов и объектов окружающей среды”, а так-
же филиал кафедры в Гиредмете. Д.х.н. П.С. Фе-
дотов рассказал что основными направлениями 
деятельности этой лаборатории стали развитие 
новых высокоэффективных методов разделения 
микроэлементов, микро- и наночастиц с исполь-
зованием сорбционных процессов и проточного 
фракционирования в поперечном силовом поле; 
разработка комбинированных методов химиче-
ской диагностики функциональных дисперсных 
материалов и объектов окружающей среды.

Участники чтений высказали пожелания о про-
ведении подобных мероприятий в будущем.

В.Б. Барановская, В.А. Феличкина, 
М.Н. Филиппов
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