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В обзоре рассмотрены основные электрохимические свойства нуклеиновых кислот, проявляю-
щиеся на твердых электродах, с акцентом на пространственную структуру макромолекул. Об-
разование двойной спирали блокирует контакт электроактивных групп азотистых оснований с 
поверхностью электрода, вследствие чего аналитический сигнал дезоксирибонуклеиновой кис-
лоты (ДНК) пропадает. Недостаточную электроактивность двунитевой ДНК преодолевают вве-
дением электрохимически активных фрагментов в последовательность нуклеиновых кислот пу-
тем полимеразного включения химически модифицированных нуклеотидов. В настоящее время 
синтезирована обширная библиотека искусственных нуклеотидов, содержащих различные элек-
троактивные группы, способные как окисляться, так и восстанавливаться на поверхности элек-
тродов при различных потенциалах. Искусственные модифицированные нуклеотиды должны 
обладать высокой электрохимической активностью и одновременно быть хорошими субстратами 
ферментов (полимераз), участвующих в реакциях амплификации нуклеиновых кислот. Введение 
модифицированных нуклеотидов в полимеразную реакцию взамен природных – это компромисс 
между числом меток в одном ампликоне, длиной и количеством образующихся продуктов. Мо-
дифицированные нуклеотиды находят свое применение при выявлении мутаций и однонуклео-
тидных полиморфизмов генов; при секвенировании нуклеиновых кислот; определении концен-
трации белков и пептидов; обнаружении патогенных вирусов и бактерий. С развитием методов 
изотермической амплификации разработка, синтез и исследование искусственных нуклеотидов 
стали весьма актуальными для создания новых внелабораторных электрохимических анализато-
ров нуклеиновых кислот. 

Ключевые слова: нуклеиновая кислота, модифицированный нуклеотид, изотермическая ампли-
фикация, полимеразная цепная реакция, флуориметрия, вольтамперометрия.
DOI: 10.31857/S0044450224070014, EDN: TOWFEY

Нуклеиновые кислоты, неся в себе генети-
ческую информацию, являются неотъемлемой 
частью всех известных живых организмов и ви-
русов. В аналитической химии и биохимии ну-
клеиновые кислоты служат надежными маркера-
ми микробного и вирусного заражения. Анализ 
образцов на нуклеиновые кислоты патогенных 
микроорганизмов используют в различных об-
ластях: в экологии, медицине, ветеринарии, 

научных исследованиях, пищевой промыш-
ленности и сельском хозяйстве. Классическая 
полимеразная цепная реакция (ПЦР) и бурно 
развивающиеся методы изотермической ампли-
фикации способны обеспечить определение ну-
клеиновых кислот на сверхнизких уровнях со-
держания, вплоть до нескольких копий в образце 
[1–3]. Если ПЦР-анализ требует термоциклиро-
вания (циклического чередование температур 
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для проведения синтеза, включая нагрев до 
90 С), то изотермические способы амплифи-
кации работают при постоянной температуре 
(около 30–60 С), что значительно упрощает 
техническую сторону их проведения [1–3]. Тео-
ретически некоторые изотермические реакции 
могут протекать и при комнатной температуре, 
но чуть медленнее, что делает возможным про-
ведение амплификации in situ, держа пробирку 
в руке. Однако для применения в медицинских 
учреждениях “у постели больного” или в услови-
ях “по месту требования” ПЦР и другие реакции 
амплификации нуклеиновых кислот нуждаются 
в подходящем инструментальном методе реги-
страции образующихся продуктов – амплико-
нов. Чаще всего продукты амплификации дез-
оксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) – это 
двунитевые молекулы размером от одной до 
нескольких сотен пар оснований (п. о.), однако 
в некоторых видах изотермических реакций ам-
пликоны имеют однонитевую или смешанную, 
достаточно экзотическую структуру. В поисках 
надежных, портативных и чувствительных си-
стем обнаружения нуклеиновых кислот объеди-
нение принципов электрохимического анализа 
с биохимическими способами амплификации 
ДНК или рибонуклеиновой кислоты (РНК) 
представляет большой интерес [4–7]. Электро-
химическое определение структуры и концен-
трации нуклеиновых кислот является особенно 
привлекательной альтернативой оптическим ме-
тодам, благодаря своей высокой чувствительно-
сти, сравнительно простому инструментарию и 
относительно низкой стоимости. Среди извест-
ных стратегий обнаружения нуклеиновых кис-
лот прямая вольтамперометрическая регистра-
ция ДНК или РНК может обеспечить быстрый 
и экономичный анализ биологических образцов 
in situ. Под “прямой” вольтамперометрической 
регистрацией понимают считывание аналити-
ческого сигнала, используя электроактивные 
свойства самих молекул нуклеиновых кислот, 
без применения каких-либо внешних редокс-ин-
дикаторов или медиаторов. Один из возможных 
путей решения данной задачи – получение про-
дуктов амплификации нуклеиновых кислот по-
средством полимеразного встраивания нуклео-
тидов, модифицированных электроактивными 
группами [8, 9]. Обоснование, общие принци-
пы, достоинства и ограничения применения 
искусственных модифицированных нуклео-
тидов в качестве электроактивных меток для 

вольтамперометрического обнаружения ДНК и 
в меньшей степени РНК рассмотрены в насто-
ящем обзоре.

ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ НА ТВЕРДЫХ 

ЭЛЕКТРОДАХ

Нуклеиновые кислоты – биополимеры, 
способные электрохимически восстанавливаться 
и окисляться на поверхности электродов из раз-
личных материалов [10, 11]. В настоящее время 
электрохимия нуклеиновых кислот основана на 
их необратимом окислении на твердых (угле-
родных, золотых) электродах [12–17]. Известно, 
что нуклеиновые кислоты способны окисляться 
за счет остатков азотистых оснований: гуанина 
(Г), аденина (А), тимина (Т), цитозина (Ц) и ура-
цила (У) [15–22]. Для свободных нуклеотидов на 
электродах из углеродных материалов электро-
активность азотистых оснований проявляется 
анодными пиками при потенциалах 0.9–1.0 В 
(гуанозинмонофосфат, ГМФ), 1.2–1.3 В (аде-
нозинмонофосфат, АМФ), 1.4–1.5 В (тимидин-
монофосфат, ТМФ) и 1.5–1.6 В (цитидинмоно-
фосфат, ЦМФ) (отн. Ag/AgCl, рН 7.4) [19, 23]. 
Интересно, что добавление остатков сахара и 
фосфата к азотистому основанию (с образовани-
ем нуклеозида и затем нуклеотида) сдвигает по-
тенциал пика окисления к более высоким поло-
жительным значениям [24–29]. Соответственно 
показано, что гидролиз олигонуклеотидов ДНК 
до азотистых оснований сдвигает потенциалы 
окисления пиков обратно к меньшим положи-
тельным значениям [30]. Механизмы реакций 
окисления Г, А, Т, Ц и У на электродах из уг-
леродных материалов детально исследованы и 
обсуждены в литературе [18, 19, 24–33]. Однако 
отчетливые сигналы окисления всех азотистых 
оснований получены только для нуклеотидов, 
некоторых коротких олигонуклеотидов и гомо-
полинуклеотидов [19, 22, 23, 30–38]. Сигналы 
окисления ДНК- и РНК-олигонуклеотидов в 
основном генерируют остатки Г и А [23, 30, 37, 
38]. На примере синтетических 15- и 19-член-
ных ДНК-олигонуклеотидов показано [23], что 
только остатки Г и в некоторой степени А все-
гда дают отчетливые отклики на поверхности 
электрода даже при самом низком содержании 
данных азотистых оснований в олигонуклеотид-
ной цепи. Анодный пик Г можно наблюдать на 
вольтамперограммах, даже если в олигонуклео-
тидной цепи присутствует только один остаток Г. 
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Среди азотистых оснований только сигнал окис-
ления Г чувствителен как к концентрации оли-
гонуклеотидов, так и к их составу [23]. Известно, 
что на вольтамперометрический отклик молеку-
лы олигонуклеотида сильно влияют состав и по-
следовательность нуклеотидов в цепи, а также ее 
длина [23, 37, 38]. В молекуле олигонуклеотида 
остатки разных азотистых оснований “меша-
ют” друг другу проявиться в виде четких пиков 
окисления на вольтамперограммах. Только по-
следовательно убирая из цепи остатки нуклео-
тидов определенного вида, можно достоверно 
зарегистрировать сигналы окисления остальных 
нуклеотидов [38]. Другая важная взаимосвязь – 
зависимость вольтамперометрических сигна-
лов от пространственной структуры молекулы 
олигонуклеотида – показана в ряде работ на 
примере G-квадруплексов [36, 38–40]. G-квад-
руплекс – это структура молекул ДНК или РНК 
с последовательностями, обогащенными остат-
ками Г (англ. G), в которых Г спарены за счет 
неканонических водородных связей Хугстина 
с образованием плоской матрицы, которая до-
полнительно стабилизируется взаимодействия-
ми между положительно заряженными ионами 
и неподеленными электронными парами Г [41]. 
G-квадруплексы могут быть образованы одной, 
двумя, тремя или четырьмя полинуклеотидны-
ми цепями. Формирование как внутри-, так и 
межмолекулярных G-квадруплексов зависит 
от нуклеотидной последовательности и состава 
раствора. Последние данные свидетельствуют об 
участии G-квадруплексов в ключевых функциях 
генома, таких как транскрипция, репликация, 
стабильность генома и эпигенетическая регуля-
ция, а также об их роли в биологии онкологи-
ческих заболеваний [41]. Таким образом, мож-
но заключить, что потенциалы и высоты пиков 
окисления азотистых оснований в однонитевых 
ДНК (онДНК) и РНК слишком сильно зависят 
от концентрации, последовательности и про-
странственной структуры олигонуклеотидов, что 
затрудняет их использование для решения слож-
ных аналитических задач. С увеличением длины 
олигонуклеотида величины сигналов окисления 
остатков азотистых оснований падают [38]. Ин-
тересно, что сверхдлинная однонитевая ДНК 
(онДНК) в несколько десятков тысяч нуклеоти-
дов – продукт реакции репликации по типу катя-
щегося кольца (англ. Rolling Circle Amplifi cation, 
RCA) [42, 43] – не может напрямую быть зареги-
стрирована вольтамперометрически из-за высо-
ких фоновых токов [38]. Только ферментативная 

“нарезка” сверхдлинной онДНК на фрагменты 
длиной ~70 нуклеотидов привела к появлению 
на вольтамперограммах кривых, характерных 
для олигонуклеотидов [38].

В отличие от синтетических олигонуклео-
тидов с искусственным несбалансированным 
содержанием нуклеиновых оснований и/или 
неслучайными последовательностями, в натив-
ной ДНК все четыре вида азотистых оснований 
в среднем представлены в равной степени, а их 
общая последовательность случайна. Для гете-
рогенных препаратов ДНК из природных ис-
точников выявлены пики окисления только при 
0.7–0.9 и 0.9–1.2 В (отн. Ag/AgCl) [44–50]. Эти 
пики отнесены к электрохимическому окисле-
нию остатков Г и А соответственно [24–29, 47]. 
Следует отметить, что токи пиков окисления 
для нативной двунитевой ДНК (днДНК) замет-
но ниже по сравнению с сигналами от денатури-
рованной ДНК [44, 45, 47, 51, 52]. Кроме того, 
обнаружено, что токи окисления ДНК (как для 
нативных, так и для денатурированных биополи-
меров) уменьшаются с увеличением молекуляр-
ной массы ДНК [46]. Более того, продемонстри-
ровано, что низкомолекулярные компоненты 
(окисляемые на электродах из углеродных ма-
териалов) даже при относительно низкой (мик-
ромолярной) концентрации могут существенно 
влиять на результаты электроокисления ДНК 
[46]. Интересно, что для регистрации сигналов 
окисления нативной днДНК, денатурированной 
ДНК и даже коротких олигонуклеотидов на стек-
лоуглеродных и золотых электродах требовалась 
предварительная поляризация электрода при вы-
соких положительных потенциалах (от 0.5 до 1.3 
В; в течение 15 мин), вероятно, из-за более эф-
фективной адсорбции отрицательно заряженных 
биомолекул на положительно заряженных элек-
тродах [48, 52]. С увеличением молекулярной 
массы нативной ДНК можно ожидать умень-
шения электрохимических сигналов остатков Г 
и А [46, 53]. Более того, когда активные центры 
нуклеиновых оснований связаны водородными 
связями и таким образом скрыты внутри двой-
ной спирали Уотсона–Крика, они, очевидно, 
становятся недоступными для электродных реак-
ций [8, 14, 21, 53, 54]. Таким образом, низкомо-
лекулярные фрагменты онДНК, по-видимому, 
вносят основной вклад в суммарные токи элек-
троокисления, генерируемые остатками Г или 
А в гетерогенных препаратах ДНК природного 
происхождения, без заметного вклада высоко-
молекулярной днДНК [53]. Электрохимическое 
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поведение как коротких, так и длинных молекул 
онДНК еще до конца не изучено, и многие де-
тали взаимосвязи между электрохимической ак-
тивностью нуклеиновых кислот и их последова-
тельностью и молекулярной структурой требуют 
систематического и более глубокого исследова-
ния. Очевидно, что вольтамперометрия нуклеи-
новых кислот проигрывает в чувствительности и 
селективности из-за высоких потенциалов окис-
ления и низких значений регистрируемых токов. 
Это ставит под сомнение пригодность прямого 
электрохимического анализа (без предваритель-
ного гидролиза) для обнаружения относительно 
крупных молекул днДНК, таких как фрагменты, 
получаемые с помощью ПЦР.

СТРАТЕГИЯ МЕЧЕНИЯ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 

С ПОМОЩЬЮ ЭЛЕКТРОАКТИВНЫХ 
СИНТЕТИЧЕСКИХ НУКЛЕОТИДОВ

Для решения проблемы низкой электрохи-
мической активности нуклеиновых кислот чеш-
ские ученые Хочек и Фойта использовали ме-
чение полинуклеотидных последовательностей 

электроактивными группами путем фермента-
тивного включения в цепи ДНК или РНК ну-
клеотидов с химически модифицированными 
основаниями [8, 9, 55] (рис. 1). Функциональ-
ные нуклеиновые кислоты, такие как аптаме-
ры, сомамеры и ДНКзимы, достаточно давно 
известны и активно используются в биохимии 
и биоаналитической химии [55]. Модифици-
рованные нуклеотиды появились с целью при-
дания нуклеиновым кислотам особых свойств. 
Введение различных функциональных групп, 
особенно модификация остатков нуклеиновых 
оснований, позволило расширить области при-
менения синтетических нуклеиновых кислот. 
Изначально производные нуклеотидов, содержа-
щие электроактивные группы, такие как феноти-
азин, порфирин, комплексы Ru3

II(bpy)и Os3
II(bpy)

 (где 
bpy – бипиридил), 1,10-фенантролин, красите-
ли TAMRA, флуоресцеин, родамин, Cy3 и Cy5 
[55–66], присоединяемые к остатку азотистого 
основания, были успешно синтезированы, но 
использовались лишь в качестве флуоресцент-
ных меток, а их электрохимические свойства 
не изучались. Другим активно развивающим-
ся направлением модификации нуклеотидов, у
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Рис. 1. Модификация нуклеотидов электроактивными группами. На примере ДНК-нуклеотида. 
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в том числе электроактивными группами, слу-
жит придание полинуклеотидным последова-
тельностям сродства к определенным лигандам 
(пептидам, белкам, низкомолекулярным соеди-
нениям) [67–72]. 

За последние два десятилетия для целей элек-
трохимии создана и протестирована целая па-
литра нуклеозидов и нуклеотидов с присоеди-
ненными фрагментами металлоорганических 
соединений (ферроцен) [73–78], хелатов пере-
ходных металлов [79], полиоксометаллатов [80, 
81] или органических функциональных групп, 
способных восстанавливаться или окисляться 
на поверхности электрода [73, 82–95]. Как по-
казано на рис. 1, при синтезе модификация ну-
клеотидов идет по азотистому основанию путем 
прямого или косвенного (через спейсер) присо-
единения электроактивного фрагмента к пури-
новому (А, Г) или пиримидиновому (Т, У, Ц) 
основанию. Присоединение новой группы идет в 
положение С5 пиримидинового основания или в 
положение С7 пуринового основания. Синтети-
ческие нуклеотиды могут быть введены в после-
довательность нуклеи новых кислот путем раз-
личных ферментативных реакций при частичной 
или полной замене природных нуклеотидов в 
реакционной смеси. Образующаяся в результате 
молекула ДНК или РНК несет в себе новые элек-
троактивные группы. Исходя из принципа мето-
да, очевидны два основных требования, которым 
должен удовлетворять искусственный нуклеотид. 
Во-первых, модифицированный нуклеотид дол-
жен обладать высокой электрохимической ак-
тивностью, в отличие от природного нуклеотида, 
обеспечивая селективное и чувствительное опре-
деление содержания модифицированной моле-
кулы нуклеиновой кислоты в образце при от-
носительно низких потенциалах окисления или 
восстановления. Во-вторых, немаловажна сов-
местимость синтетического нуклеотида с элек-
троактивной меткой с ферментами, используе-
мыми в реакциях амплификации нуклеиновых 
кислот. Дизайн, синтез и проверка производных 
нуклеотидов на электрохимическую активность 
и субстратную совместимость с ДНК-полиме-
разами – новое современное направление на 
стыке органической химии, биохимии и анали-
тической химии (в частности, электрохимии). 
Данный подход позволил значительно повысить 
чувствительность и селективность электрохими-
ческого определения концентрации нуклеино-
вых кислот. К сожалению, большинство опуб-
ликованных Хочеком и Фойтой работ [96–102] 

посвящено исследованию электрохимической 
активности модифицированных нуклеотидов на 
ртутном или содержащем ртуть электродах, что 
не имеет каких-либо перспектив практическо-
го применения в современном “зеленом” мире. 
Стоит отметить, что существующее разнообразие 
конъюгатов нуклеотидов с различными элек-
троактивными группами обеспечивает основу 
для мультипотенциального кодирования ДНК с 
перспективой электрохимического определения 
последовательности нуклеиновых кислот при их 
секвенировании (рис. 2) [8, 9, 55, 73–103]. Тер-
мин “мультипотенциальное кодирование ДНК” 
означает расшифровку последовательности ДНК 
на основе введения в нее электроактивных мече-
ных нуклеотидов взамен природных нуклеотидов 
(вплоть до всех четырех). Каждая электроактив-
ная метка, характеризующаяся потенциалом и 
интенсивностью пика и соответствующая опре-
деленному нуклеиновому основанию, должна 
обладать ортогональностью и рациометрично-
стью, т.е. давать вольтамперометрический сиг-
нал, не перекрывающийся с сигналами других 
меток и зависящий от количества нуклеотидов 
данного вида в цепи. Например, модифициро-
ванные нуклеотиды, связанные с различными 
электроактивными фрагментами, недавно были 
успешно применены для мультипотенциального 
кодирования всех четырех оснований ДНК [78, 
103]. Кроме того, искусственные электроактив-
ные нуклеотиды используют для регистрации 
гибридизации ДНК, выявления однонуклеотид-
ных полиморфизмов, обнаружения повреждения 
ДНК и определения содержания белков (рис. 3) 
[8, 9, 55, 73–103]. Другим многообещающим 
практическим применением модифицирован-
ных нуклеотидов является сочетание изотерми-
ческой амплификации ДНК с электроактивны-
ми мечеными нуклеотидами для электрохимиче-
ской регистрации нарабатываемых ампликонов 
и обнаружения инфекционных агентов in situ 
(рис. 3) [89]. Однако, чтобы стать широко при-
менимой для обнаружения нуклеиновых кис-
лот “по месту требования”, данная стратегия 
должна включать: (1) простую процедуру реги-
страции сигнала, исключающую использование 
токсичной ртути или стадию шлифовки поверх-
ности электродов; (2) набор модифицированных 
нуклеотидов, содержащий основания ДНК или 
РНК, коньюгированные с электроактивными 
фрагментами, которые подходят в качестве суб-
стратов полимераз, осуществляющих амплифи-
кацию нуклеиновых кислот. В этой связи прямое 
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нотиазин [85], остатки тирозина и триптофана [88, 89], 3-аминофенил и 3-нитрофенил [87, 106], бензофуразан [98]. 
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электрохимическое обнаружение модифициро-
ванных молекул нуклеиновых кислот с помощью 
одноразовых печатных графитовых или золотых 
электродов может обеспечить технически про-
стой, быстрый и экономичный подход к оцен-
ке результатов изотермической амплификации 
ДНК [88]. 

РАЗНООБРАЗИЕ НУКЛЕОТИДОВ 
С ЭЛЕКТРОАКТИВНЫМИ МЕТКАМИ

Модифицированные по азотистым основа-
ниям нуклеотиды получают либо классическим 
трифосфорилированием модифицированных 
нуклеозидов, либо с помощью простых односта-
дийных реакций перекрестного связывания га-
логенированных дезоксинуклеозидтрифосфатов 

(дНТФ) в воде [55, 83]. Напомним, что синтез 
производных нуклеотидов требует присоедине-
ния новой группы к остатку азотистого осно-
вания либо непосредственно, либо через лин-
кер в положении С5 цитозина и урацила, либо 
в положении С7 7-дезазааденина и 7-дезагуани-
на (рис. 1) [73, 74, 76–78, 83–85, 87, 92, 98, 104]. 
Это делает производные дАТФ и дГТФ более 
отдаленными аналогами природных нуклеоти-
дов, чем конъюгаты дЦТФ и дУТФ (дТТФ) [92]. 
C5-замещенные пиримидиновые и C7-замещен-
ные 7-деазапуриновые дНТФ обычно являются 
хорошими субстратами ДНК-полимераз, тогда 
как C8-замещенные пуриновые дНТФ – плохи-
ми [55, 83]. Также известно, что ацетиленовый 
спейсер между объемным ароматическим за-
местителем и азотистым основанием улучшает 
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субстратные свойства модифицированных 
дНТФ [83].

Палитра модифицированных нуклеоти-
дов с электроактивными метками насчитывает 
несколько десятков соединений – производ-
ных всех видов природных нуклеотидов: дГТФ, 
дАТФ, дТТФ (дУТФ) и дЦТФ. Электроактивны-
ми группами в таких искусственных нуклеоти-
дах выступают: цианиновые красители Cy3 и Cy5 
[63–66], метиленовый синий [73], TEMPO [94], 
нильский синий [95], ферроцен [73–78, 103–
109], антрахинон [73, 83, 91, 94, 106, 107], остат-
ки тирозина и триптофана [88, 89], 5-(4-азидо-
фенил) [97], бензофуразан [98], аминофенил и 
нитрофенил [82, 87, 110], фенотиазин [73, 85], 
4-гидрокси-3-метоксифенил и 2,3-дигидробен-
зофуран-5-ил [84], карборан или металлакарбо-
ран [78], флуоресцеин и родамин [90]. Примеры 
структур электроактивных остатков модифици-
рованных нуклеотидов в сочетании с линкерами 
приведены на рис. 2. Электрохимическое пове-
дение искусственных меченых нуклеотидов изу-
чают различными методами, как правило, вклю-
чающими циклическую вольтамперометрию в 
комбинации с квадратно-волновой или диффе-
ренциальной импульсной вольтамперометри-
ей. Необходимо отметить, что многие красите-
ли обладают электрохимической активностью 
и могут выступать как в роли флуоресцентных, 
так и электроактивных меток [90, 111]. В пио-
нерских работах электроактивные нуклеотиды 
ДНК и РНК названы “электротидами” (от англ. 
electrotide) [106, 107]. Остаток гуанина или 7-дез-
азагуанина может выступать в качестве самосто-
ятельной электроактивной метки в онДНК из-за 
природной электроактивности гуанина [78, 83, 
96, 103, 104]. Если нуклеотиды, меченные флу-
оресцентными метками, такими как флуоресце-
ин, родамин, Cy3, Cy5, коммерчески доступны, 
то большинство нуклеотидов с электроактив-
ными метками синтезированы только в рамках 
конкретных научных проектов. В большинстве 
работ в качестве меток нуклеотидов выступают 
функциональные группы с заведомо известны-
ми электрохимическими свойствами [112]. Так, 
электрохимическое окисление фенольных и ин-
дольных соединений достаточно подробно изу-
чено [113–115]. Тем не менее на электрохими-
ческое поведение меток в составе коньюгатов 
с нуклеотидами влияют природа нуклеотида и 
условия проведения измерений (состав фоно-
вого электролита, рН среды, материал электро-
да). Нуклеотиды дАМФ, дЦМФ, дАТФ и дЦТФ, 

меченные 4-гидрокси-3-метоксифенилом, де-
монстрируют первый пик окисления при 0.3–
0.5 В [84]. Коньюгаты дАМФ и дЦМФ с фено-
тиазином окисляются при потенциале около 
0.6 В [85]. Сигналы окисления дАМФ, дЦМФ, 
модифицированных 2,3-дигидробензофураном, 
находятся в диапазоне 0.8–1.1 В (электрод из 
пиролитического графита, ацетатный буферный 
раствор, рН 5.0) [84]. Производные дУТФ, моди-
фицированные остатками тирозина или трипто-
фана, дают четкие пики окисления при 0.5–0.7 В 
(печатный графитовый электрод, фосфатный 
или Трис-буферный раствор, нейтральная среда) 
[88, 89]. Нуклеотиды дАТФ и дЦТФ, модифи-
цированные по азотистым основаниям окисли-
тельно-восстановительными группами, такими 
как ферроцен и его производные (с обратимым 
сигналом в диапазоне 0.05–0.5 В) [75] или ан-
трахинон (с парой обратимых пиков при потен-
циале около –0.4 В) [83] продемонстрировали 
электроактивность при более низких значениях 
потенциала. Ферментативное кодирование ну-
клеиновых кислот требует набора нуклеотидов, 
конъюгированных с электроактивными группа-
ми, имеющими различные окислительно-восста-
новительные потенциалы, так что каждая из них 
может быть считана в присутствии других, давая 
отчетливый сигнал [85]. 

Среди электроактивных фрагментов, способ-
ных восстанавливаться на поверхности элек-
тродов при относительно низких отрицатель-
ных потенциалах, наибольше распространение 
получила ароматическая нитрогруппа [82, 87, 
110]. Ароматическая нитрогруппа рассматри-
вается как перспективная метка в стратегии 
мультипотенциального вольтамперометриче-
ского кодирования ДНК [82, 83, 87, 91]. Клас-
сическая схема восстановления ароматической 
нитрогруппы на ртутном электроде в кислой 
среде дана в обзоре 1978 г. [116]. Позднее меха-
низм электровосстановления нитрогруппы был 
предметом детального исследования в работах 
Зумана и Лавирона [117, 118]. Интересно, что 
ароматическое нитросоединение нитробензол 
было первой органической молекулой, изучен-
ной методом полярографии еще в 1925 г. [119]. 
Восстановление ароматической нитрогруппы 
дает на вольтамперограмме необратимый пик 
при потенциалах примерно от –0.35 до –0.65 В и 
пару пиков –NHOH/–NO при потенциале око-
ло 0 В, появляющуюся в результате окисления 
–NHOH и дальнейшего восстановления –NO 
[82, 83, 87, 92, 98, 102]. Следует отметить, что для 
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наблюдения окислительно-восстановительной 
пары –NHOH/–NO  на циклических вольтампе-
рограммах требуются два последовательных 
скана [86, 91]. Обычно токи пиков окислитель-
но-восстановительной пары –NHOH/–NO зна-
чительно ниже значения тока пика восстанов-
ления самой ароматической нитрогруппы. На 
ртутном электроде для олигонуклеотида, ме-
ченного 3-нитрофенильной группой, получен 
симметричный пик восстановления при –0.5 В, 
в то время как его отклик на электроде из пи-
ролитического графита довольно слабый [87], 
что, скорее всего, вызвано разной степенью ад-
сорбции анализируемого олигонуклеотида на 
ртути и углероде. К сожалению, в настоящее 
время отсутствуют публикации, в которых был 
бы досконально изучен механизм восстановле-
ния нитрофенильной группы на электродах из 
углеродных материалов. Синтезирован полный 
набор нуклеотидов, модифицированных нитро-
фенильной группой; нитропроизводные дГТФ, 
дАТФ, дЦТФ или дУТФ успешно включены в 
цепи ДНК посредством различных ферментатив-
ных реакций как по отдельности, так и в смеси 
с другими модифицированными нуклеотидами 
[82, 83, 86, 87, 91, 110]. В дополнение к нуклео-
тидам, меченным одной электроактивной груп-
пой, ароматическая нитрогруппа использовалась 
в составе полифункциональных фрагментов, в 
частности в нуклеотидах, меченных 2,4-динит-
рофенилгидразоном, нитробензофуразаном [92] 
или N-метил-4-гидразино-7-нитробензофураза-
ном [102]. 

Следует отметить, что наблюдаемые раз-
личия в значениях потенциалов пиков модифи-
цированных нуклеотидов обусловлены не толь-
ко природой электроактивного фрагмента, но и 
различием в длине и структуре спейсера, с по-
мощью которого электроактивная группа конъ-
югирована с азотистым основанием нуклеоти-
да. В частности, данный эффект наблюдали для 
дУТФ, модифицированных ароматическими 
группами тирозина, триптофана [88, 89], или 
ферроцена [106, 108]. Значения токов и потен-
циалов пиков окисления или восстановления 
модифицированных нуклеотидов сильно зависят 
от параметров регистрации вольтамперограмм, 
например скорости развертки потенциала, а так-
же от общих условий эксперимента – материа-
ла электрода, состава фонового электролита, рН 
среды. В зависимости от условий эксперимента 
различные дезоксинуклеозидтрифосфаты, ме-
ченные нитрофенильной группой (в основном 

производные дАТФ и дЦТФ), генерировали 
пики восстановления ароматической нитрогруп-
пы при потенциалах: от –0.5 до –0.65 В (ацетат-
ный буферный раствор, рН 5.0 и Трис-буферный 
раствор, рН 7.3) на электроде из пиролитическо-
го графита [82, 87]; около –0.35 или –0.5 В (аце-
татный буферный раствор, рН 5.0) [87, 92] и око-
ло –0.45 В (формиат аммония + фосфат натрия, 
рН 6.9) [91] на ртутном электроде; около –0.6 В 
(ацетатный буферный раствор, рН 5.0) на алмаз-
ном электроде, допированном бором [86]. Кро-
ме того, показано, что значения токов и потен-
циалов регистрируемых пиков (восстановления 
или окисления) меченых дНТФ сильно зависят 
от типа модифицированного азотистого основа-
ния [75, 82, 86, 87, 91, 92]. Например, значения 
потенциалов пиков восстановления дНТФ, ме-
ченных 3-нитрофенилом, увеличиваются в ряду 
дГТФ < дЦТФ < дАТФ < дУТФ (дТТФ), что ука-
зывает на наиболее трудное восстановление аро-
матической нитрогруппы в дУТФ (при –0.665 В, 
электрод из пиролитического графита, Трис-бу-
ферный раствор, рН 7.3) [82, 87].

Основной задачей многих эксперименталь-
ных работ стало получение новых модифициро-
ванных нуклеотидов и изучение их электрохими-
ческих свойств с целью выбора метки, способной 
окисляться или восстанавливаться при наиболее 
низких положительных или отрицательных по-
тенциалах с высокой аналитической чувстви-
тельностью для последующего определения кон-
центрации ДНК или регистрации нуклеотидных 
замен и мутаций [74, 76, 77, 78, 103]. При этом 
сигнал введенной метки может накладываться 
на сигналы остатков Г и/или А в ДНК-олигону-
клеотидах, чего лучше избегать. Кроме того, же-
лательно, чтобы встроенная метка давала только 
один четкий пик окисления или восстановления 
без каскада электрохимических превращений. 
При выборе метки немаловажное значение име-
ет, обладает ли новая группа интеркалирующим 
эффектом в ДНК. Например, остатки тирозина и 
триптофана не включены в список интеркалято-
ров ДНК, в отличие от метиленового синего [73] 
или комплексов катионов металлов с полицик-
лическими ароматическими лигандами [79]. На 
практике выбор четырех элетроактивных групп, 
дающих при совместном присутствии раздель-
ные сигналы на вольтамперограмме, являет-
ся непростой задачей. Одновременно проводят 
биохимические исследования с целью выяснить, 
насколько хорошим субстратом ДНК- или РНК-
полимераз является искусственный нуклеотид 
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по сравнению с природным, включая его в раз-
личные реакции амплификации. 

На сегодняшний день широкое распростра-
нение получили нуклеотиды, меченные фер-
роценом и его производными (рис. 3) [74–78, 
103–109, 120]. Заместители в молекуле ферроце-
на сильно влияют на потенциалы окисления мо-
дифицированных нуклеотидов [121]. Коньюгаты 
с ферроценом получены для всех дНТФ, а фер-
роценовые производные дАТФ и дЦТФ стали 
коммерчески доступными через Jena Bioscience 
(https://www.jenabioscience.com) [76]. Это до-
стижение стало результатом многолетних сов-
местных исследований ученых из разных стран. 
Например, сконструированы и синтезированы 
три 7-дезазаадениновых и цитозиновых нуклео-
зидтрифосфата, содержащих незамещенный 
ферроцен, октаметилферроцен или ферроцен-
карбоксамид, связанные алкиновым линкером 
в положении С7 или С5 соответственно (рис. 4) 
[75]. Электрохимическое поведение модифици-
рованных ферроценом нуклеотидов изучали с 
помощью квадратно-волновой вольтамперомет-
рии на электроде из пиролитического графита 
(ацетатный буферный раствор, рН 5.0). Произ-
водные дНТФ, коньюгированных с разными 

производными ферроцена, продемонстрировали 
вольтамперометрические пики, соответствую-
щие обратимому одноэлектронному окислению 
фрагмента ферроцена [75]. В случае коньюга-
тов ферроцена с 7-дезазааденином наблюдали 
дополнительный пик необратимого окисления 
пирролопиримидиновой группы при 1.03–1.10 
В (отн. Ag/AgCl). Обогащенный электронами 
октаметилферроцен окисляется при потенциа-
ле, примерно на 300 мВ более низком, чем по-
тенциал окисления незамещенного ферроцена. 
Данная модификация молекулы ферроцена об-
легчает его окисление, однако ведет к неста-
бильности меток на воздухе. С другой стороны, 
обедненные электронами связанные амидной 
связью производные ферроцена дают сигнал 
окисления, смещенный примерно на 100 мВ 
к более высоким значениям. Нуклеотиды, со-
держащие октаметилферроцен, демонстрируют 
дополнительный необратимый пик при 1.20 В 
[75]. Поскольку меченные октаметилферроце-
ном нуклеотиды и олигонуклеотиды склонны 
к окислению на воздухе, дальнейшие исследо-
вания проводили только на стабильных произ-
водных, содержащих незамещенный ферроцен 
и карбоксамидоферроцен [75]. Коньюгация 
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Рис. 4. Ферроцен и его производные в качестве электроактивных меток нуклеотидов: ферроценкарбоксамид (1), не-
замещенный ферроцен (2), октаметилферроцен (3), ферроценвинил (4), 5-(3-ферроценкарбоксамидопропенил-1) 
(5) и 5-(3-ферроценацетамидопропенил-1) (6), связанные линкером с атомом углерода С7 или С5 пуринового или 
пиримидинового азотистого основания нуклеотида (ДНК или РНК) соответственно [74–78, 103–109, 120]. Для 
модифицированных дУТФ от (1) к (3) [75], от (4) к (5) [106] и от (6) к (5) [108] значения потенциалов пиков окис-
ления возрастают.
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нуклеотида с электроактивными функциональ-
ными группами может приводить как к смеще-
нию потенциала окисления или восстановления 
метки по сравнению с ее свободной формой, так 
и не менять его. Так, свободный ферроцен дает 
хорошо выраженный пик, благодаря обратимо-
му одно элек тронному окислительно-восстано-
вительному процессу Fe(II)/Fe(III) при 0.245 В 
(электрод из пиролитического графита, Трис-
буферный раствор, рН 7.3) [104]. Аналогичные 
обратимые электрохимические сигналы наблю-
дали для несущих ферроценовые метки на аце-
тиленовых линкерах дУТФ и дАТФ: потенциа-
лы их окисления заметно смещены (на 105 мВ 
и 155 мВ соответственно) по сравнению со 
свободным ферроценом. Электроноакцептор-
ные эффекты электронного сопряжения аро-
матических нуклеи новых оснований и меток 
затрудняют окисление комплексов металлов 
по сравнению с несвязанными комплексами (в 
данном случае ферроцена), что приводит к по-
ложительным сдвигам окислительно-восста-
новительных потенциалов. Влияние 7-дезаза-
аденина на окислительно-восстановительный 
потенциал фероценовой метки более значимо, 
чем влияние урацилового остатка. Результиру-
ющая разница в потенциалах пиков окисления 
модифицированных ферроценом нуклеоти-
дов (около 50 мВ) достаточна для обеспечения 
дифференциации между конъюгатами дУТФ 
и дАТФ [104]. На примере нуклеотидов дУТФ, 
меченных ферроценом, также прослеживается 
зависимость окислительно-восстановительных 
потенциалов пары пиков Fe(II)/Fe(III) от дли-
ны линкера, связывающего метку и нуклеотид 
[106, 108]. Так, два меченных ферроценом ана-
лога дТТФ, 5-(3-ферроценкарбоксамидопропе-
нил-1) дУТФ (дУТФ-Fc1) и 5-(3-ферроценаце-
тамидопропенил-1) дУТФ (дУТФ-Fc2) (рис. 4), 
на циклических вольтамперограммах показали 
обратимое окислительно-восстановительное по-
ведение ферроценильных фрагментов в Трис-а-
цетатном буферном растворе со значениями E1/2, 
равными 398 и 260 мВ соответственно (отн. Ag/
AgCl, рН 7.4) [108]. На циклической вольтампе-
рограмме интервал между потенциалами пиков 
окисления и восстановления дУТФ-Fc1 соста-
вил 60 мВ, что соответствует обратимой окис-
лительно-восстановительной реакции ферроце-
нильного фрагмента в данной буферной системе. 
Окислительно-восстановительный потенци-
ал дУТФ-Fc1 на 90 мВ превышает потенциал 
ферроценкарбоксилата (310 мВ, отн. Ag/AgCl), 

измеренный в том же буферном растворе, что 
отражает замену заместителя пентадиенильного 
кольца на более электроноакцепторный (–COO– 
на –CONHR) [108].

Первоначально метод ферментативного вве-
дения электроактивных меток в нуклеиновые 
кислоты был сосредоточен на мультипотенци-
альном кодировании ДНК путем объединения 
нескольких ортогональных (дискретных) функ-
циональных групп для разработки методов элек-
трохимического определения оснований при се-
квенировании нуклеиновых кислот [8, 78, 82, 83, 
85, 87, 91, 98, 103]. Идея использования элек-
троактивных меток для мультипотенциального 
кодирования требовала мечения всех четырех 
нуклеотидных оснований в качестве альтерна-
тивы многоцветному флуоресцентному мето-
ду. В этом ключе большие надежды возлагались 
на ароматическую нитрогруппу, дающую чет-
кий пик восстановления, в сочетании с другими 
метками, способными окисляться на поверхно-
сти электрода [82, 91]. Другой подход – гибри-
дизация иммобилизованного ДНК-праймера 
с исследуемой последовательностью, а затем 
ферментативное удлинение с помощью реак-
ции удлинения праймера (англ. primer extension 
reaction, PEX) [78, 103]. Однако из-за довольно 
узких рабочих окон потенциалов (отличающих-
ся на разных электродах), применимых для ана-
лиза ДНК, и трудностей в разработке и синтезе 
ортогональных и рациометрических электроак-
тивных меток этот подход долгое время оста-
вался нереализованным. Только недавно разра-
ботана и опубликована комбинация из четырех 
окисляемых меток (дикарбанидоундекаборат 
([C2B9H11]–); [3,3-железо-бис(1,2-дикарбол-
лид)]– ([Fe(C2B9H11)2]2–); 7-ферроценилэтинил 
и 7-деазагуанин), которые могут быть присо-
единены к четырем нуклеотидам, ферментатив-
но включаемым ДНК-полимеразой в олигону-
клеотидные цепи, содержащие до 16 модифици-
рованных нуклеотидов подряд [78]. Благодаря 
уникальным окислительно-восстановительным 
потенциалам, данные метки можно одновре-
менно и рациометрически обнаруживать с по-
мощью квадратно-волновой вольтамперометрии 
на стеклоуглеродных электродах [78]. Это первая 
демонстрация концепции мультипотенциально-
го кодирования оснований ДНК, которая поз-
волила определить относительное содержание 
(соотношение) всех четырех нуклеотидных осно-
ваний в неизвестной последовательности ДНК, 
но количественная оценка общего количества 
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нуклеотидов каждого вида оставалась нерешен-
ной задачей. В работе [103] этот вопрос был 
рассмотрен путем сравнения двух вариантов ко-
личественной оценки числа нуклеотидов: (1) ис-
пользования внутреннего стандарта в праймере 
(7-дезаза-2›-дезоксигуанозина в ДНК-праймере) 
и (2) использования пятой электроактивной мет-
ки (модифицированного виологеном праймера), 
которое облегчает получение реперного анали-
тического сигнала, позволяющего определить 
точное количество каждой метки и, следователь-
но, каждого нуклеотидного основания, присут-
ствующего в определенной последовательности 
ДНК. Эта пятая ортогональная электроактивная 
метка выступала в качестве точки отсчета для 
нормализации сигнала, что позволило прове-
сти точный электрохимический анализ после-
довательности за одно считывание. Оба способа 
были протестированы с применением различ-
ных последовательностей ДНК, и полученные 
вольтамперометрические сигналы нормализова-
ны с использованием либо внутреннего стандар-
та (7-дезаза-2'-дезоксигуанозина), либо пятой 
метки (виологена). Было продемонстрировано 
полное соответствие фактическому составу ну-
клеотидов, что открывает перспективы для це-
ленаправленного анализа последовательности 
ДНК [103]. 

АМПЛИФИКАЦИЯ НУКЛЕИНОВЫХ 
КИСЛОТ С УЧАСТИЕМ 

ЭЛЕКТРОАКТИВНЫХ МЕЧЕНЫХ 
НУКЛЕОТИДОВ

Амплификация нуклеиновых кислот с участи-
ем искусственных модифицированных нуклео-
тидов была впервые использована для синтеза 
функциональных нуклеиновых кислот, аптаме-
ров и сомамеров, обладающих сродством к раз-
личным лигандам, а также флуоресцентных ме-
ченых  олигонуклеотидов как альтернатива клас-
сическим методам синтеза [55]. Классическими 
способами получения модифицированных ну-
клеиновых кислот являются твердофазный син-
тез олигонуклеотидов с использованием фосфо-
амидитов функционализированных нуклеозидов 
и постсинтетическая модификация олигону-
клеотидов [55]. Твердофазный химический син-
тез модифицированных олигонуклеотидов с 
использованием фосфоамидитов нуклеозидов, 
коньюгированных с дополнительными функцио-
нальными группами, часто проблематичен из-за 
их несовместимости с условиями определенных 

стадий синтеза (кислотного детритилирования, 
конденсации, кэпирования, окисления и удале-
ния ацильных защитных групп с отщеплением 
синтезированных олигонуклеотидов от твердо-
фазного носителя обработкой аммиаком на фи-
нальной постсинтетической стадии), необходи-
мости использования дополнительных защит-
ных групп и иногда низкого выхода на стадии 
конденсации. С другой стороны, постсинтети-
ческая модификация олигонуклеотидов требует 
селективных и мягких реакций и в большинстве 
случаев используется только для дальнейших 
преобразований функциональных групп уже 
модифицированных олигонуклеотидов. Поми-
мо химического синтеза, модифицированные 
нуклеиновые кислоты могут быть получены 
ферментативным путем посредством включе-
ния модифицированных нуклеозидтрифосфатов 
ДНК- или РНК-полимеразами [55]. Детальный 
экскурс в историю ферментативного синтеза 
функциональных нуклеиновых кислот дан в об-
зорах Хочека и Фойты [8, 55]. Первая работа по 
полимеразному включению функционализиро-
ванного по азотистому основанию нуклеотида в 
цепь ДНК была опубликована в 1981 г. [122]: был 
получен дУТФ, биотинилированный в положе-
нии С5, и обнаружено, что он является субстра-
том для нескольких ДНК-полимераз. Позже ну-
клеотид дУТФ, меченный красителем FluoroRed, 
и нуклеотид дЦТФ, меченный родамином 110, 
применили для флуоресцентного мечения ДНК 
путем удлинения праймера с использованием 
экзополимеразы Klenow [123]. Далее получили 
дУТФ, меченные красителем TAMRA, где флу-
оресцентная метка прикреплена к нуклеотиду с 
помощью ацетиленового линкера к положению 
С5 урацила [124]. Затем данные модифицирован-
ные нуклеотиды были включены полимеразой 
TaqFS путем удлинения праймера с получени-
ем флуоресцентных конъюгатов ДНК. Саваи 
и др. [125] синтезировали модифицированные 
дУТФ, содержащие аминокислотные остатки в 
положении С5, и исследовали их субстратные 
свойства относительно ДНК-полимеразы KOD 
Dash в ходе ПЦР. ПЦР с внесением C5-модифи-
цированного дУТФ, имеющего аминоацильную 
группу (аргинил, гистидил, лизил, фенилаланил, 
триптофанил, лейцил, пролил, глутаминил, се-
рил, О-бензилсерил или треонил), дала соот-
ветствующие полноразмерные продукты ПЦР с 
хорошим выходом. Хотя было обнаружено, что 
аналоги дУТФ, содержащие аспартил, глутамил 
или цистеинил, являются плохими субстратами 
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для ДНК-полимеразы KOD Dash, оптимизация 
условий ПЦР привела к получению значимого 
количества полноразмерных продуктов. В случае 
реакции с использованием аналога дУТФ, имею-
щего цистеинильную группу, добавление восста-
новителя улучшало выход реакции [125]. Позже 
были получены несколько типов нуклеотидов, 
модифицированных ферроценом, привлека-
тельных для электрохимического обнаружения, 
которые были включены в последовательность 
ДНК и использованы для решения различных 
биоаналитических задач [74–78, 103–106, 108, 
109]. Возникает закономерный вопрос о сов-
местимости модифицированных нуклеотидов с 
существующими классами различных ДНК-по-
лимераз. К сожалению, из опубликованных ис-
следований нельзя сделать однозначный вывод 
об универсальной ДНК-полимеразе. Саваи и 
др. [126, 127], исследуя эффективность различ-
ных ДНК-полимераз относительно включения 
С5-замещенных пиримидиновых дНТФ, под-
твердили, что полимеразы семейства В (KOD 
Dash, Pwo и Vent), как правило, более эффек-
тивны, чем полимеразы семейства А. Однако 
для каждого нового модифицированного ну-
клеотида необходим скрининг нескольких по-
лимераз, чтобы найти наиболее эффективную 
для конкретного нуклеотида. Совместимость 
искусственных электроактивных нуклеотидов 
с рядом ДНК-полимераз проанализирована в об-
зоре [55]. Из-за широкого структурного разнооб-
разия и целого спектра биологических функций 
конструирование модифицированных молекул 
РНК даже более привлекательно, чем модифика-
ция ДНК. Нуклеозидтрифосфаты (НТФ), функ-
ционализированные по основанию, также были 
получены и успешно включены в цепь РНК с по-
мощью соответствующих полимераз [55]. Биоти-
нилированный УТФ был первым примером мо-
дифицированного НТФ, инкорпорированного 
РНК-полимеразой T7 [122]. Коньюгаты УТФ с 
ферроценом или антрахиноном были успешно 
встроены в цепь РНК с помощью T7 и SP6 РНК-
полимераз [107].

В целом модифицированные нуклеотиды с 
электроактивными метками хорошо работают 
в формате PEX [82, 83, 87, 92, 98, 102, 106, 108] 
или присоединяются к 3’-концу ДНК-олигону-
клеотида терминальной дезоксинуклеотидил-
трансферазой (англ. terminal deoxynucleotidyl 
transferase, TdT) [85, 87]. В то же время искус-
ственные модифицированные нуклеотиды во 
многих случаях препятствуют амплификации 

днДНК (вплоть до полной остановки реакции) 
за некоторыми исключениями [74, 76, 84, 85, 88, 
89, 97, 108, 109, 110, 125]. Предположительно, 
это связано с тем, что в ходе амплификации по-
лимераза должна “считывать” модифицирован-
ную цепь ДНК, служащую матрицей. В целом 
скорость реакции амплификации снижается в 
присутствии искусственных модифицированных 
нуклеотидов [64, 74, 76, 83, 85, 97, 108]. Напри-
мер, увеличение концентрации флуоресцентных 
меченых дУТФ-Cy5 в реакционной смеси выше 
уровня 8% (вместо природного дТТФ) значи-
тельно снижало выход продукта ПЦР как для 
Taq, так и для Vent (exo-) ДНК-полимераз; оп-
тимальный процент замещения составил 3–5% 
в зависимости от типа модифицированного ну-
клеотида и полимеразы [64]. Помимо этого, как 
показал собственный опыт авторов данного об-
зора, включение модифицированных нуклеоти-
дов в цепь днДНК требует высокой активности 
фермента. Даже небольшое снижение актив-
ности фермента приводит к падению уровня 
встраивания модифицированных нуклеотидов 
в днДНК и, вероятно, служит причиной образо-
вания укороченных продуктов [110]. Интересно, 
что для встраивания искусственных нуклеотидов 
имеет значение соотношение концентраций всех 
нуклеотидов в реакционной смеси. Так, увели-
чение концентрации модифицированного антра-
хиноном дНТФ в десять раз по сравнению с при-
родным дНТФ приводило к ингибированию ре-
акции PEX [83]. 

Изучено влияние структуры модифицирован-
ных нуклеотидов на совместимость с различны-
ми полимеразами в реакциях амплификации. 
Так, на примере дУТФ, меченных красителем 
Cy5, показано, что в ПЦР наиболее эффектив-
ный субстрат для полимераз Taq и Vent (exo-) 
характеризуется электронейтральностью флуо-
рофора и средней или большой длиной связу-
ющих звеньев между репортерной группой и 
пиримидиновым основанием [64]. Нуклеотиды 
дУТФ, меченные электронейтральными цвит-
тер-ионными аналогами флуорофоров Cy3 или 
Cy5, вступали в ПЦР, катализируемую Taq-по-
лимеразой, примерно на порядок эффектив-
нее, чем дУТФ, меченные отрицательно заря-
женными аналогами цианиновых красителей 
[65]. Введение взаимокомпенсирующих зарядов 
во флуо рофоры или другие функциональные 
группы, сопряженные с нуклеотидами, можно 
рассматривать как основу для создания ПЦР-
совместимых модифицированных нуклеотидов 
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[65]. Эффективность флуоресцентного мечения 
ДНК Taq-полимеразой в ПЦР при введении 
дУТФ, модифицированных аналогами красите-
ля Cy5 (2–10% замещения дТТФ в реакционной 
смеси), распознавание образования дуплексов 
ДНК зависят также от относительной ориента-
ции красителя и линкера между красителем и 
пиримидиновым основанием, а также от при-
сутствия гидрофильных групп в красителе [128]. 
Аналогично в реакциях PEX два дУТФ, мечен-
ных ферроценом и отличающихся друг от дру-
га лишь длиной линкера, связывающего метку 
с нуклеотидом, показали разную совместимость 
с ферментами [108]. Тем не менее в недавних 
публикациях PEX и изотермическую амплифи-
кацию ДНК с модифицированными ферроце-
ном нуклеотидами использовали для разработки 
диагностических платформ для выявления од-
нонуклеотидного полиморфизма, основанных 
на электрохимическом детектировании сигнала 
меченых нуклеотидов [66, 73].

Введение в реакцию амплификации синте-
тических модифицированных нуклеотидов вно-
сит в ее течение свои особенности. Показано, 
что присутствие модифицированного нуклео-
тида в реакционной смеси для амплификации 
обычно приводит к более низкому выходу про-
дуктов или даже полному ингибированию ре-
акции амплификации [8, 74, 76, 85, 90, 97, 107, 
108]. Следовательно, общий выход встроенных 
меток, который обычно определяет чувстви-
тельность электрохимического детектирования, 
становится компромиссом между уровнем ме-
чения отдельного ампликона и выходом мече-
ных ампликонов в реакции амплификации [74, 
76, 85, 90, 97, 107]. Например, модифициро-
ванный флуоресцеином или родамином дУТФ 
продемонстрировал значительное снижение 
выхода реакций амплификации ПЦР и изотер-
мической рекомбиназной полимеразной ам-
плификации (РПА, англ. recombinase polymerase 
amplifi cation, RPA) с увеличением доли нуклео-
тида в реакционной смеси относительно при-
родного дТТФ при повышении уровня мечения 
ампликонов [90]. Другим примером включения 
модифицированных нуклеотидов в ПЦР являет-
ся использование 5-(4-азидофенил)-2-дезокси-
цитидин-5-трифосфатов (дЦТФ-АЗФ), где ам-
пликоны днДНК ожидаемого размера получены 
при 10–80%-ной замене дЦТФ на дЦТФ-АЗФ, 
в то время как при 100%-ной замене дЦТФ на 
дЦТФ-АЗФ полноразмерных продуктов ПЦР не 
наблюдалось [99]. Практически неизмененный 

выход ампликонов зарегистрирован вплоть до 
60%-ного замещения дЦТФ на дЦТФ-АЗФ, в 
то время как для 80%-ной замены наблюдалось 
заметное снижение интенсивности полосы ам-
пликонов на гель-элек трофореграмме [97]. Ранее 
показано, что заметный выход продукта ПЦР 
может наблюдаться только при 50%-ной замене 
дАТФ на связанный с фенотиазином дАТФ [85]. 
При включении в ПРЦ дУТФ, меченных фер-
роценом, на гель-электрофореграмме наблюда-
ли выход полноразмерных продуктов (длиной 
998 п.о.) при 25–75%-ном замещении дТТФ на 
дУТФ-Fc [108]. 

Сегодня сформировался запрос на вывод 
ДНК-диагностики за стены специализирован-
ных лабораторий и проведения тестирования 
“на месте оказания медицинской помощи” и 
“в полевых условиях” в медицине, экологии и 
сельском хозяйстве [4, 129]. В рамках этой тен-
денции использование изотермической ампли-
фикации ДНК рассматривается как привлека-
тельный подход к обнаружению инфекционных 
агентов in situ, благодаря постоянной температу-
ре реакции, которая снижает сложность требуе-
мого оборудования, обеспечивая при этом время 
и чувствительность тестирования, сравнимые с 
таковыми при ПЦР [2, 130–134]. Изотермиче-
ская амплификация может быть интегрирована 
в различные биосенсорные системы, в том чис-
ле основанные на электрохимической регистра-
ции результата реакции [6, 7, 129]. Помимо это-
го, появляются новые задачи для классических 
методов амплификации, таких как ПЦР. Так, 
производные дУТФ, меченные аналогом Cy5, 
использовали в реакции ПЦР для идентифика-
ции циркулирующих в России вариантов коро-
навируса SARS-CoV-2 с помощью системы ПЦР 
в реальном времени, основанной на праймерах, 
специфичных к консервативному генетическо-
му локусу, фрагменту (при 2%-ном замещении 
природных дТТФ) [135]. Выбор консервативно-
го участка E-гена, кодирующего малый транс-
мембранный белок E, в качестве мишени для 
обратной транскрипции с последующей ампли-
фикацией позволил выявлять коронавирус не-
зависимо от его подтипов, характеризующихся 
антигенной гетерогенностью в N- и S-белках 
[135]. Комбинация электроактивных меченых 
нуклеотидов с изотермической амплификацией 
ДНК и последующим прямым электрохимиче-
ским детектированием модифицированных ам-
пликонов днДНК перспективна для обнаруже-
ния патогенных микроорганизмов или вирусов 
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в “полевых условиях” с использованием порта-
тивных и технически простых электрохимиче-
ских устройств (рис. 5). Предпринято несколько 
попы ток включить модифицированные нуклео-
тиды с электроактивными метками в амплико-
ны ДНК с помощью методов изотермической 
амплификации, таких как РПА [76, 89] и ампли-
фикации с использованием полимеразы и ники-
рующего фермента (nicking enzyme amplifi cation 
reaction, NEAR, в результате которой генериру-
ются многочисленные короткие одноцепочеч-
ные фрагменты ДНК, копирующие матричную 
последовательность) [85, 136]. Следует отметить, 
что в NEAR фрагменты онДНК синтезируются 
на немодифицированной матрице, в то время 
как в РПА, аналогично ПЦР, требуется поли-
мераза для “считывания” модифицированной 
цепи ДНК [76, 85, 89, 134]. На практике фер-
менты, используемые в РПА, более “капризны” 
по отношению к искусственным нуклеотидам 
по сравнению с ферментами, используемыми в 
ПЦР [89, 90]. Так, производные дУТФ, мечен-
ные остатками тирозина, были успешно вклю-
чены в ампликоны днДНК с помощью РПА при 
100%-ной замене дТТФ [89]. В другом случае 
при 100%-ной замене немодифицированного 
нуклеотида на модифицированный ферроце-
ном на гель-электрофореграмме не наблюдалось 

образования полноразмерных ампликонов [76]. 
Предположительно, существует зависимость 
скорости и выхода реакций амплификации ДНК 
в присутствии искусственных модифицирован-
ных нуклеотидов от последовательности образу-
ющегося ампликона. Флуоресцентно меченные 
дУТФ и дЦТФ, содержащие цвиттер-ионный 
индодикарбоцианиновый краситель, аналог Cy5, 
показали хорошую совместимость с РПА, дав 
полноразмерные целевые продукты фрагмента 
гена ebpS возбудителя бактериальной пневмо-
нии (Staphylococcus aureus) с высокой плотностью 
флуоресцентной метки (при 4%-ном замещении 
соответствующих природных нуклеотидов в ре-
акционной смеси) [137]. Кроме того, электроак-
тивные модифицированные нуклеотиды исполь-
зовали для детектирования белков (например, 
белка р53) [100], создания геносенсоров [74] и 
выявления однонуклеотидных полиморфизмов 
[73, 76, 77, 106], ассоциированных с различными 
заболеваниями (рис. 3).

* * *
Обнаружение и идентификация нуклеино-

вых кислот – одно из центральных направле-
ний современной биологической химии. Фер-
менты, модифицирующие нуклеиновые кисло-
ты, такие как полимеразы, лигазы и нуклеазы, 
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Рис. 5. Объединение реакции изотермической амплификации с внесением модифицированных нуклеотидов и 
вольтамперометрической регистрации выхода – путь к определению вирусного или бактериального заражения 
in situ. 
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используемые в генотипировании, пока не на-
шли широкого применения в электрохимиче-
ских методах анализа. Таким образом, необходи-
мо прилагать дополнительные усилия для более 
тесной интеграции электрохимии и молекуляр-
ной биологии. Электрохимические методы, об-
ладая высокой чувствительностью, низкими 
затратами на оборудование, возможностью ми-
ниатюризации и прямым электронным считыва-
нием, являются привлекательной альтернативой 
общепринятым методам обнаружения нуклеино-
вых кислот, основанным на колориметрии или 
турбидиметрии. Хотя регистрация сигнала элек-
троактивных нуклеиновых кислот может быть 
достигнута с помощью высокоэффективной 
жидкостной хроматографии или капиллярного 
электрофореза в сочетании с электрохимическим 
детектором, эти методы не подходят для миниа-
тюризации анализа. Из известных электрохими-
ческих подходов маркировка электроактивными 
фрагментами обладает совокупными преиму-
ществами: положительным сигналом обнару-
жения, низким фоном и возможностью введе-
ния нескольких электрохимически различимых 
меток. Современное развитие ДНК-технологий 
открывает все новые области применения син-
тетических модифицированных нуклеотидов, 
несущих электроактивные фрагменты, включая 
разработку портативных анализаторов для об-
наружения патогенных микроорганизмов и ви-
русов in situ, электрохимических подходов к ге-
нотипированию, систем для анализа экспрессии 
генов, секвенирования нуклеиновых кислот, ме-
тодов определения гибридизации и повреждения 
нуклеиновых кислот, а также регистрации вза-
имодействий ДНК–белок. Разработка, синтез и 
проверка производных нуклеотидов на электро-
химическую активность и в качестве субстратов 
ДНК- и РНК-полимераз – новое направление 
на стыке органической, биологической и анали-
тической химии. 
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ARTIFICIAL MODIFIED NUCLEOTIDES FOR THE ELECTROCHEMICAL 
DETECTION OF NUCLEIC ACID AMPLIFICATION PRODUCTS

E. V. Supruna, b, *, S. A. Khmelevab, K. G. Ptitsynb, L. K. Kurbatovb,  S. P. Radkob

aDepartment of Chemistry, Moscow State University, 119991, Moscow, Russia
bOrekhovich Research Institute of Biomedical Chemistry, 119121, Moscow, Russia

*E-mail: lenasuprun@mail.ru

 Abstract. The review describes the fundamental electrochemical properties of nucleic acids manifested 
on solid electrodes, with an emphasis on the spatial structure of macromolecules. The formation of the 
double helix impedes the contact of the electroactive groups of the nitrogenous bases with the electrode 
surface, resulting in the disappearance of the analytical signal of deoxyribonucleic acid (DNA). The insuf-
fi cient electroactivity of the double-stranded DNA is overcome by introducing electrochemically active 
fragments into the nucleic acid sequence through the polymerase incorporation of chemically modifi ed 
nucleotides. Currently, an extensive range of artifi cial nucleotides has been synthesized, which contain 
various electroactive groups capable of both oxidation and reduction on electrode surfaces at diff erent 
potentials. Artifi cial modifi ed nucleotides must exhibit high electrochemical activity while also serving as 
good substrates for enzymes (polymerases) involved in nucleic acid amplifi cation reactions. Introducing 
modifi ed nucleotides instead of natural ones into polymerase reactions represents a compromise between 
the number of labels inserted in one amplicon and the length and quantity of the resulting products. 
Modifi ed nucleotides fi nd application in the detection of gene mutations and single-nucleotide polymor-
phisms, nucleic acid sequencing, determination of protein and peptide concentrations, and the detection 
of pathogenic viruses and bacteria. With the advancement of isothermal amplifi cation methods, the de-
velopment, synthesis, and investigation of artifi cial nucleotides have become highly relevant for creating 
new off -laboratory electrochemical nucleic acid analyzers.

Keywords: nucleic acid, modifi ed nucleotide, isothermal amplifi cation, polymerase chain reaction, 
fl uorimetry, voltammetry.
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Представлен высокочувствительный сенсор на основе углеволоконной бумаги, модифицирован-
ной композитом из шунгита и формазаната меди, для вольтамперометрического определения 
лидокаина. Синтезированный металлорганический комплекс, композит и модифицированный 
электрод охарактеризованы методами инфракрасной спектроскопии, масс-спектрометрии вы-
сокого разрешения, элементного анализа, сканирующей электронной микроскопии, цикличе-
ской и линейной вольтамперометрии. Двукратное увеличение тока пика окисления лидокаина 
на модифицированном электроде, по сравнению с немодифицированным, связано с сенсиби-
лизирующим эффектом композитного модификатора, обусловленным увеличением электроак-
тивной площади и числа сайтов связывания лидокаина на электродной поверхности. Сенсор 
демонстрирует широкий динамический диапазон от 2 до 2120 мкМ с низким пределом обнаруже-
ния 0.18 мкМ лидокаина и высокой чувствительностью 0.7553 мкА/В×мкМ. Межэлектродная и 
внутриэлектродная повторяемость аналитического сигнала не превышают 3.5%. Реакция сенсора 
стабильна в течение трех недель. Разработанный сенсор использован для определения лидокаина 
в фармацевтических препаратах. Результаты анализа реальных образцов продемонстрировали 
хорошие воспроизводимость (sr ≤ 5.5%) и показатель правильности (98–102%).

Ключевые слова: электрохимический сенсор, углеволоконный материал, металлорганический 
комплекс, формазанаты, лидокаин, фармпрепараты.
DOI: 10.31857/S0044450224070027, EDN: TOTSNS

Лидокаин является широко распространен-
ным местным анестетиком амидного типа (схе-
ма 1). Он эффективен для уменьшения боли, 
связанной с хирургическими процедурами, в 
стоматологической, отоларингологической, оф-
тальмологической, косметологической прак-
тиках. Лидокаин входит в состав многих ане-
стезирующих кремов. Механизм действия ли-
докаина основан на блокировании передачи 
возбуждающих нервных импульсов в аксонах 
за счет уменьшения переноса ионов натрия че-
рез каналы нейронных мембран. Чрезмерное 

употребление лидокаина вызывает побочные эф-
фекты со стороны сердечно-сосудистой и цен-
тральной нервной систем. Содержание лидокаи-
на в плазме крови на уровне 5 мкг/мл (2.13 × 10−5 
М) и выше оказывает токсический эффект [1, 2]. 
В связи с этим необходим мониторинг содержа-
ния лидокаина в биологических жидкостях и 
фармпрепаратах. 

Разработаны способы определения лидо-
каина как в индивидуальных растворах, так 
и в смеси с другими веществами методами 
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спектрофотометрии, тонкослойной, газовой и 
высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии, капиллярного электрофореза. Спектро-
фотометрический метод не обеспечивает высо-
кую селективность определения и используется 
чаще в качестве метода детектирования после 
хроматографического или электрофоретиче-
ского разделения. Хроматографические мето-
ды отличаются селективностью определения 
лидокаина, но требуют больших материальных 
(сложное оборудование, реактивы) и временных 
затрат, высококвалифицированного персонала, 
использования токсичных растворителей и реа-
гентов. Разделение методом капиллярного элек-
трофореза предполагает использование хрупких 
тонких капилляров из плавленого кварца, в том 
числе с различными покрытиями. К простым и 
при этом высокочувствительным и селективным 
следует отнести электрохимические методы ана-
лиза, обладающие возможностью миниатюриза-
ции и проведения экспрессного анализа в режи-
ме реального времени. 

В электроанализе наиболее часто использу-
ют электроды из угольной пасты, толстопленоч-
ные углеродсодержащие электроды и стекло-
углеродные электроды. Совсем недавно стали 
применять углеволоконные материалы, в том 
числе углеволоконную бумагу для создания 
новых электродов/сенсоров [3–6]. Углеволо-
конную бумагу (англ. carbon fi ber paper) иногда 
называют углеродной вуалью, подчеркивая ее 
полупрозрачность и тонкослойность, обуслов-
ленные значительно меньшей поверхностной 
плотностью (масса углеродных волокон на од-
ном квадратном метре углеродной вуали, г/м2), 
чем у углеродных тканей и войлоков. Для улуч-
шения аналитических, метрологических и экс-
плуатационных характеристик проводят моди-
фицирование поверхности электродов различ-
ными функциональными материалами. К ним 
относятся разнообразные углеродные материа-
лы, такие как оксид графена и восстановленный 
оксид графена [7], пористый углерод [8], полу-
проводниковые нанокристаллические сплавы 

[7], молекулярно-импринтированные полимеры 
[9], биметаллические частицы Pd−Pt [9], нано-
частицы CuO [10]. Модифицирование поверх-
ности электродов обеспечивает увеличение ко-
личества реакционноспособных сайтов, улучше-
ние электронно-транспортных, каталитических 
и электрохимических свойств. Разработанные 
к настоящему времени электрохимические сен-
соры, несмотря на свои хорошие аналитические 
характеристики, имеют некоторые недостатки, 
чаще всего связанные с длительностью процес-
са изготовления модификатора, использованием 
вредных растворителей и высоких температур. 

Перспективным модификатором электрод-
ной поверхности является природный нано-
структурированный минерал шунгит. Основу 
шунгита составляет аморфная углеродная мат-
рица, в которую вкраплены высокодисперсные 
кристаллические силикатные частицы. Основ-
ным элементом супрамолекулярной матрицы 
шунгита является глобула – многослойное об-
разование размером до 10 нм с внутренними по-
рами, состоя щее из стопок дефектных наноли-
стов восстановленного оксида графена [11]. На 
поверхности шунгита обнаружены многочис-
ленные функциональные группы: фенольные, 
спиртовые, эфирные, а также карбоксильные, 
карбонильные, серосодержащие и др. [12]. Эти 
группы придают шунгиту уникальные адсорб-
ционные, каталитические свойства и делают его 
привлекательным для создания электрохимиче-
ских сенсоров [13]. 

Металлорганические комплексы (МОК) – со-
единения, образованные катионами металлов и 
полифункциональными органическими лиган-
дами посредством ковалентных координацион-
ных связей. Они имеют упорядоченную кристал-
лическую структуру и используются в качестве 
модификаторов рабочих электродов. Наличие у 
МОК координационно ненасыщенного метал-
ла обеспечивает активные центры для специфи-
ческих взаимодействий с молекулами аналита. 
МОК обладают большой удельной площадью 
поверхности и настраиваемой пористостью, что 
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Схема 1. Структурная формула лидокаина.
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способствует эффективному концентрированию 
целевых аналитов, увеличению электрохимиче-
ского сигнала и повышению чувствительности 
измерений [14]. Свойства МОК можно регули-
ровать путем выбора металла или органического 
фрагмента. Представляют интерес формазаны и 
их металлокомплексы (формазанаты). Соедине-
ния класса формазанов являются хелатирующи-
ми анионными π-сопряженными N-донорны-
ми лигандами. Как мультидентатные лиганды 
формазаны способны образовывать комплекс-
ные соединения с ионами металлов. На осно-
ве формазанов получают химические реагенты, 
химические и электрохимические сенсоры [15]. 
Широкое применение чистых МОК в электрохи-
мических сенсорах ограничено недостаточно хо-
рошей электронной проводимостью. Эта пробле-
ма решается сочетанием МОК с другими матери-
алами и применением полученных композитов в 
сенсорах, например для определения трамадола 
[16], кетоконазола [17], опиоидов [18]. Анализ 
литературы показал, что на сегодняшний день не 
описаны сенсоры для определения лидокаина на 
основе углеволоконной бумаги в качестве элек-
тродной платформы, шунгита и МОК в качестве 
модификаторов поверхности. 

Цель настоящей работы состояла в разработке 
простого и высокочувствительного сенсора на 
основе модифицированной шунгитом и форма-
занатом меди углеволоконной бумаги для опре-
деления лидокаина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и аппаратура. Комплекс меди 
(CuОК) с 1-(бензо[d]тиазол-2-ил)-3-(2-пири-
дил)-5-(4-метоксифенил)формазаном в качестве 
лиганда (L) синтезирован в Институте органиче-
ского синтеза им. И.Я. Постовского Уральского 
отделения Российской академии наук. Реагенты 
для синтеза CuOK приобретали у Sigma-Aldrich 
(Дармштадт, Германия). В работе также исполь-
зовали шунгит (Ш) дробленый (ООО “Шугге”, 
Петрозаводск, Россия), лидокаин (ЕМУП ГЦА, 
Екатеринбург), диметилсульфоксид (ЗАО НПО 
“Экрос”, Санкт-Петербург, Россия), уксусную 
кислоту (ООО “Невареактив”, Санкт-Петербург, 
Россия), борную кислоту (Самарская фармацев-
тическая фабрика, Чапаевск, Россия), фосфор-
ную кислоту (ООО “Невареактив”, Санкт-Пе-
тербург, Россия), натрия гидроксид (ЗАО НПО 
“Экрос”, Санкт-Петербург, Россия), гексациа-
ноферрат калия (АО “Реахим”, Россия), сульфат 

магния (АО “Химический завод им. Л.Я. Кар-
пова”, Менделеевск, Россия), хлорид кальция 
(ООО “Невареактив”, Санкт-Петербург, Рос-
сия), сульфат натрия (АО “Реахим”, Россия), 
карбонат натрия (АО “Реахим”, Россия). Все ре-
агенты были химически чистыми и применялись 
без дополнительной очистки. Рабочие растворы 
готовили с использованием деионизованной 
воды. Образцы фармпрепаратов (раствор для 
инъекций, капли, спрей для горла, анестезирую-
щий гель) приобретали в аптечной сети.

Бумагу на основе углеродных волокон (Jiaxing 
Fu-Tech New Materials Co., Ltd., Китай) и по-
лиэтилентерефталатную пленку (Fellowes Inc., 
Итаска, Иллинойс, США) использовали для 
изготовления рабочих электродов (УВЭ) с по-
мощью ламинатора LM-260iD (Rayson Electrical 
MFG, Ltd., Фошань, Китай) в соответствии с 
технологией, описанной в работе [4]. Ультра-
звуковую ванну RH PS-40A (Shenzhen Codyson 
Electrical Co.,  Ltd., Гуандун, Китай) приме-
няли для приготовления модифицирующей 
суспензии. 

ИК-спектры поглощения комплекса CuOK 
регистрировали с помощью приставки DRA на 
спектрофотометре Spectrum One (Perkin Elmer, 
США). Масс-спектры записывали на приборе 
maXis impact HD (Bruker Daltonik GmbH, Гер-
мания). Элементный анализ проводили с по-
мощью автоматического элементного анали-
затора CHNS РЕ 2400, серия II (Perkin Elmer 
Instruments, США). Температуры плавления 
определяли с помощью аппарата Stuart SMP3 
(Barloworld Scientific Ltd, Великобритания). 
Ход реакции и чистоту полученных продуктов 
контролировали методом тонкослойной хрома-
тографии на пластинках Sorbfi l, элюент – хло-
роформ (АО “Экос-1”, Москва, Россия). Для 
микроскопических исследований использовали 
сканирующий электронный микроскоп (СЭМ) 
Jeol JSM-6490 LV (JEOL Ltd., Токио, Япо-
ния). Изображения получали при ускоряющем 
напряжении 20 кВ в режиме рассеянных элек-
тронов. Вольтамперометрический анализатор 
ИВА (Екатеринбург, Россия) с трехэлектродной 
ячейкой использовали для регистрации цикли-
ческих и линейных вольтамперограмм. Ячейка 
состояла из хлоридсеребряного электрода срав-
нения ЭВЛ-1М3.1 (Ag/AgCl/KCl, 3.5 М) (ОАО 
“ГЗИП”, Гомель, Беларусь), углеродного стерж-
ня в качестве вспомогательного электрода и не-
модифицированного или модифицированного 
рабочего электрода, изготовленного на основе 
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углеволоконной бумаги. Геометрические раз-
меры рабочего электрода – 35 × 4 мм, геометри-
ческая площадь рабочей области – 12 мм2. Для 
контроля рН фонового электролита использова-
ли рН/иономер TA-Ion (“Томьаналит”, Россия). 
Для получения деионизованной воды применя-
ли установку Аквалаб-УВОИ-М (НПК “Медиа-
на-Фильтр АО”, Россия).

Методика эксперимента. Синтез формазана-
та меди. 1-(Бензо[d]тиазол-2-ил)-3-(2-пири-
дил)-5-(4-метоксифенил)-формазан (L) син-
тезировали по описанной ранее методике [19]. 
Формазаны являются NH-кислотами и легко 
образуют комплексы с ионами металлов [15]. 
Комплекс с медью синтезировали кипячени-
ем формазана с хлоридом меди(II) в ацетоне 
(схема 2). 

К горячему раствору формазана L (0.5 г, 
1.3 ммоль) в ацетоне добавляли горячий раствор 
хлорида меди (0.22 г, 1.3 ммоль) в смеси ацетона 
с водой. Нагревали 10 мин, образовавшийся оса-
док отфильтровывали, промывали водой, суши-
ли. Выход продукта составил 66%. Полученный 
металлокомплекс (CuОК) представляет собой 
темно-синие кристаллы с температурой плавле-
ния 289–291C.

Приготовление модифицированного элек-
трода. В состав композитного модификатора 
(Ш-CuOK) входили водная суспензия шунги-
та (5 мг/мл), приготовленная под воздействи-
ем ультразвуковой обработки (40 кГц, 240 Вт) в 
течение 15 мин, и раствор CuOK (1 мг/мл), полу-
ченный путем растворения навески CuOK в ди-
метилсульфоксиде. Соотношение компонентов 
в композите варьировали для получения наилуч-
шего аналитического сигнала. Модифицирова-
ние УВЭ проводили методом капельного литья, 

электроды оставляли под лампой до полного 
высыхания. Полученный модифицированный 
электрод (Ш-CuOK-УВЭ) хранили при комнат-
ной температуре. 

Электрохимические измерения. Циклические и 
линейные вольтамперограммы регистрировали 
при скорости сканирования потенциала 50 мВ/с. 
Хроноамперограммы получали при потенциале 
0.6 В. В качестве фонового электролита исполь-
зовали универсальную буферную смесь (УБС), 
в состав которой входят фосфорная, уксусная, 
борная кислоты в концентрации 0.04 М каждая. 
Для получения УБС с необходимым значением 
рН к раствору смеси кислот добавляли опреде-
ленный объем 0.2 М раствора NaOH. Образцы 
фармпрепаратов анализировали без дополни-
тельной пробоподготовки с использованием оп-
тимального разбавления, проводили пять пов-
торных анализов. Статистическую обработку 
результатов выполняли при доверительной веро-
ятности 0.95. Результаты представлены как сред-
нее значение ± доверительный интервал. Предел 
обнаружения (ПО) рассчитывали по уравнению 
(1):

 ПО = 3.3s/b,  (1),

где s – стандартное отклонение аналитического 
сигнала минимальной концентрации лидокаина, 
b – наклон градуировочной зависимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика комплекса CuОК. Предпола-
гаемую структуру комплекса CuOK определя-
ли на основании данных ИК-спектроскопии, 
масс-спектрометрии высокого разрешения и 
данных элементного анализа. В ИК-спектре 
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Схема 2. Схема синтеза формазаната меди (CuОК).
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CuOK (рис. 1) обнаружены следующие характе-
ристические полосы: широкая полоса с макси-
мумом при 3394 (О−Н воды), 3058, 2836 (С−Н 
лиганда), полосы 1593, 1453, 1406, 1232, 1135, 
1019, 835, 742, 644 см1 характеризуют систему 
сопряженных связей С−С, C−N, N−N, C−O, 
C−S, N−Cu в комплексе.

Из данных масс-спектрометрии найдено, что 
m/z (m – масса иона, z – заряд иона) состав-
ляет 935.0331 и соответствует молекулярному 
иону [M]+. Вычислено, m/z: 935.0336 для соста-
ва C40H30N12O2S2ClCu2 (рис. 2). По результатам 
элементного анализа установлено, что в состав 
металлокомплекса CuОК входит 51.29% C, 3.20% 
H, 17.94% N и 3.77% Cl.

Из литературы известно [15], что гетарил-
формазаны с переходными металлами образуют 
внутрикомплексные соединения с октаэдриче-
ским строением металл-хелатного узла, в кото-
ром катион металла связан с двумя анионными 

фрагментами формазана. В структуре CuОК 
также два аниона формазана (L−Н) связаны с 
Cu(II). Взаимодействие формазанов с солями 
меди, наряду с образованием комплекса, иногда 
сопровождается окислением части формазанов 
в соль тетразолия с восстановлением Cu(II) в 
Cu(I) [20]. Наличие метоксигруппы как сильного 
электронного донора в формазане способствует 
протеканию такого побочного процесса. В этом 
случае образующийся хлорид Cu(I) способен 
образовывать координационные связи по атому 
азота пиридинового и формазанового фрагмен-
тов, что приводит к возникновению структуры 
CuОК, представленной на схеме 2.

Микроскопические исследования. Как видно 
из рис. 3а, поверхность УВЭ представляет со-
бой рыхлую структуру из углеродных волокон, 
переплетенных произвольным образом и соеди-
ненных между собой связующим. На СЭМ-изо-
бражении модифицированного УВЭ (рис. 3б) 
отчетливо видны равномерно распределенные 
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Рис. 1. ИК-спектры формазаната меди (CuOK), шунгита (Ш) и композита Ш-CuOK.
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на поверхности углеродных волокон мельчайшие 
белые пятна, представляющие собой частички 
композитного модификатора. 

Наличие CuОК на поверхности шунгита под-
тверждают данные ИК-спектров (рис. 1). Срав-
нение спектров шунгита и композита показыва-
ет, что в последнем, наряду с полосами, харак-
терными для шунгита, обнаружены полосы в 
области 3000, 2915, 1435, 1405, 1315, 1111, 949, 
относящиеся к CuОК, но смещенные в низко-
частотную область. Этот факт, с учетом электро-
нодефицитного характера фуллереноподобной 
структуры углеродной составляющей шунгита, 
свидетельствует о прямых контактах между шун-
гитом и металлорганическим комплексом. 

Выбор количества модификатора. Оптималь-
ный состав композитного модификатора выби-
рали по величине тока пика окисления лидо-
каина (Iп). На рис. 4а приведена зависимость 
Iп от массовой доли CuOK в композитном мо-
дификаторе. Из зависимости Iп = f((CuOK) 

(рис. 4а) видно, что при увеличении содержа-
ния металлорганического комплекса в компо-
зите до 1.04% происходит рост Iп. Содержа-
ние CuOK в композите свыше 1.04% приводит 
к спаду тока окисления лидокаина, что, веро-
ятно, связано со снижением электропровод-
ности модифицирующего слоя УВЭ. На рис. 
4б приведена зависимость Iп от количества мо-
дифицирующих слоев, которая проходит через 
максимум, соответствующий двухслойному 
покрытию УВЭ композитным модификатором 
Ш-CuOK. В дальнейшем использовали двух-
слойное модифицирование при приготовлении 
рабочих электродов. 

Электрохимические исследования. Электроак-
тивную площадь поверхности УВЭ и модифици-
рованного Ш-CuОК/УВЭ оценивали с использо-
ванием стандартного редокс-зонда K4[Fe(CN)6] и 
методов циклической вольтамперометрии и хро-
ноамперометрии. Как видно из рис. 5а, окисле-
ние 1 мМ K4[Fe(CN)6] протекает необратимо, что 

Рис. 2. Фрагмент масс-спектра комплекса CuOK, симулированный для состава C40H30N12O2S2ClCu2 и 
экспериментальный.
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подтверждается большой разностью потенциа лов 
0.42 В между анодным и катодным пиками. Мак-
симальный ток окисления K4[Fe(CN)6] на 35% 
больше на Ш-CuОК/УВЭ по сравнению с немо-
дифицированным УВЭ. 

Величины электроактивной площади УВЭ и 
Ш-CuОК/УВЭ рассчитывали с помощью хроно-
амперограмм, зарегистрированных при Е = 0.6 В 
(рис. 5б), и уравнения Коттрелла. Для УВЭ рас-
считанная площадь составила 13.1 мм2, для 
Ш-CuОК/УВЭ – 24.4 мм2. Модифицирование 
УВЭ привело к возрастанию электроактивной 

площади в 1.9 раза за счет большой удельной по-
верхности шунгита.

Электрохимическое поведение лидокаина 
на углеволоконных электродах. Циклические 
вольтамперограммы 0.64 мМ раствора лидокаи-
на в УБС с рН 8, зарегистрированные на разных 
углеволоконных электродах, представлены на 
рис. 6. Наименьший ток пика окисления лидока-
ина наблюдается на немодифицированном УВЭ 
при 1.06 В (рис. 6, кривая 1). Модифицирование 
поверхности УВЭ формазанатом меди приво-
дит к возрастанию Iп в 1.3 раза по сравнению с 

(а) (б)

150 мкм 150 мкм

Рис. 3. СЭМ-изображения (а) немодифицированного электрода на основе углеволоконной бумаги (УВЭ) и (б) мо-
дифицированного Ш-CuОК/УВЭ. Ускоряющее напряжение 20 кВ в режиме рассеянных электронов.

Рис. 4. Влияние (а) массовой доли комплекса CuOК в составе композитного модификатора и (б) количества слоев 
модификатора Ш-CuOK на углеволоконном электроде на сигнал 0.64 мМ лидокаина. Фон: универсальный буфер-
ный раствор с рН 8.
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немодифицированным электродом (рис. 6, кри-
вая 2). Вероятнее всего, это связано с возникно-
вением контакта между лидокаином и формаза-
натом меди за счет взаимодействия неподеленной 
электронной пары атома азота диэтиламиногруп-
пы с Cu(I), что увеличивает концентрацию лидо-
каина на поверхности электрода и приводит к 
возрастанию тока [21]. Модифицирование УВЭ 
шунгитом увеличивает ток окисления лидокаина 
в 1.5 раза по сравнению с немодифицированным 
электродом (рис. 6, кривая 3). Возрастание тока 
лидокаи на на Ш/УВЭ может быть обусловлено 
увеличением электроактивной площади поверх-
ности, с одной стороны, и концентрированием 
лидокаина на электроде за счет образования меж-
молекулярных водородных связей между атомом 
азота диэтиламиногруппы или атомом водорода 
амидной группы лидокаина и функциональны-
ми группами шунгита, такими как карбоксиль-
ные и карбонильные, с другой стороны. На мо-
дифицированном Ш-CuОК/УВЭ ток окисления 
лидокаина (рис. 6, кривая 4) увеличивается в два 
раза и смещается на 20 мВ в катодную сторо-
ну относительно тока на немодифицированном 
электроде. Эти факты можно объяснить допол-
нительным увеличением концентрации лидока-
ина на поверхности электрода за счет его коор-
динации, обусловленной образованием связей 
донорно-акцепторного типа между атомом азота 
диэтиламиногруппы и ненасыщенным атомом 

меди в структуре CuОК (схема 3). Координация 
лидокаина с CuOK приводит к ослаблению свя-
зей вблизи координационного центра, что вызы-
вает облегчение процесса окисления лидокаина и 
сдвиг его сигнала в катодную область.

Влияние рН.  Методом циклической 
вольтамперометрии изучено влияние pH УБС 
в диапазоне от 6.5 до 9.6 на вольт-амперные ха-
рактеристики лидокаина. Потенциал пика (Еп) 

Рис. 5. (а) Циклические вольтамперограммы 1 мМ раствора K4[Fe(CN)6], зарегистрированные в 0.1 М KCl с ис-
пользованием немодифицированного углеволоконного электрода (УВЭ) и модифицированного Ш-CuOК/УВЭ. (б) 
Хроноамперограммы 1 мМ раствора K4[Fe(CN)6], зарегистрированные при Е = 0.6 В на разных электродах. Вставка: 
зависимость I = f(t-1/2), полученная из хроноамперометрических измерений для разных электродов.
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Фон: универсальный буферный раствор с рН 8, 
ν = 50 мВ/с.
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окисления лидокаина сдвигается к менее анод-
ным потенциалам с увеличением рН (рис. 7а), 
что свидетельствует об участии протонов в элек-
тродной реакции. Наклон зависимости Еп от рН 

(рис. 7б) составил 49 мВ/рН, что указывает на 
равное число протонов и электронов, участвую-
щих в электродной реакции окисления лидокаи-
на [22]. Отсутствие катодных пиков подтвержда-
ет необратимость окисления лидокаина во всем 
диапазоне рН. Ток окисления лидокаина растет 
с увеличением рН УБС от 6.5 до 8.0. При значе-
нии рН УБС выше 8.0 ток окисления лидокаина 
увеличивается более резко и достигает максиму-
ма при рН 9.0. При рН 8–9 в растворе преоблада-
ет депротонированная по амидной группе форма 
лидокаина, которая дополнительно способству-
ет взаимодействию лидокаина с CuOК по типу 
N–Cu с участием атома азота амидной группы 
в анионной форме и накоплению его на поверх-
ности электрода [10]. При рН > 9 усиливаются 
процессы гидролиза амидной группы лидокаина 
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Схема 3. Предполагаемая структура комплекса 
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Рис. 7. (а) Циклические вольтамперограммы 0.64 мМ раствора лидокаина, зарегистрированные на Ш-CuOК/УВЭ в 
универсальном буферном растворе с рН 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.3, 8.8, 9.0, 9.6, ν = 50 мВ/с; (б) влияние рН универсально-
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с образованием слаборастворимых в воде про-
дуктов [23], что вызывает падение тока (рис. 7в). 
Для дальнейших исследований выбрали фоно-
вый раствор с рН 9.0, обеспечивающий наи-
больший ток окисления лидокаина.

Влияние скорости сканирования потенциа-
ла. Для исследования особенностей процесса 
электроокисления лидокаина зарегистрирова-
ли вольтамперограммы с линейным сканиро-
ванием потенциала в диапазоне от 0.2 до 1.3 В 
при различных скоростях сканирования от 50 
до 300 мВ/с (рис. 8) и получили зависимости 
тока и потенциала от скорости сканирования 
потенциала. 

Линейная зависимость между током пика 
окисления (Iп) лидокаина и скоростью сканиро-
вания потенциала описывается уравнением:
 Iп (мкА) = 0.283 (мВ/с) + 34.5,
 R2 = 0.9760 (2)
и является характерной для поверхностно 
контролируемых процессов, что согласуется с 
данными [9, 24]. 

Увеличение скорости сканирования в диапа-
зоне от 50 до 300 мВ/с сопровождается сдвигом 
потенциала пика в анодную область в соответ-
ствии с уравнением:

 Еп (В) = 0.130 lg + 0.792, R2 = 0.9637, (3)

что свидетельствует о необратимости электрохи-
мической реакции. Число электронов электрод-
ного процесса, рассчитанное с использованием 
наклона зависимости Еп от lg и уравнения Ла-
вирона, составило 1.8, что указывает на пере-
нос двух электронов и согласуется с данными, 
приведенными в более ранних исследованиях 
[24, 25].

Электроактивными центрами в молекуле ли-
докаина являются третичный атом азота с ал-
кильными заместителями и амидная группа. 
Рахбар и соавт. [25] убедительно показали, что 
электрохимическое окисление молекулы лидо-
каина происходит с большей вероятностью по 
аминогруппе, чем по амидной. Нури-Нигже и 
соавт. [26] предположили, что окисление лидо-
каина на аноде протекает по диэтиламиногруп-
пе с отщеплением электронов через возможное 
образование катион-радикала, иминиевого про-
межуточного продукта с последующим N-деал-
килированием. Подобный механизм, вероятно, 
имеет место и в нашем случае (схема 4).

Химическое и электрохимическое окисление 
аминов с участием двух электронов и двух прото-
нов, сопровождающееся N-деалкилированием, 

80

100

120

140

60

20

40

I,
 м

кА

E, B

0
0,4 0,6

300 мВ/с

50 мВ/с

0,8 1,0 1,2

Рис. 8. Линейные вольтамперограммы с коррекцией 
базовой линии 0.32 мМ раствора лидокаина в уни-
версальном буферном растворе с рН 9 при скорости 
развертки потенциала 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 
250, 300 мВ/с.
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описано и другими авторами [24, 25, 27]. Ко-
нечными продуктами такой трансформации яв-
ляются N-деалкилированный амин и альдегид.

Аналитические и эксплуатационные характери-
стики сенсора. Для оценки аналитических харак-
теристик разработанного сенсора регистриро-
вали линейные вольтамперограммы лидокаина 
в режиме производных (dI/dE), обеспечиваю-
щем бóльшую чувствительность и разрешающую 
способность метода. На рис. 9 представлены 
производные вольтамперограммы при разной 
концентрации лидокаина в растворе. Ток, регис-
трируемый при Е = 1.05 В, линейно зависит от 
концентрации лидокаина в растворе (вставка на 
рис. 9), что позволяет считать его аналитическим 
сигналом. Прямо пропорциональная зависи-
мость между аналитическим сигналом и концен-
трацией лидокаина в диапазоне от 2 до 2120 мкМ 
описывается уравнением:

 dI/dE (мкА/В) =
 = 0.755с (мкМ) − 7.09 (R2 = 0.9948). (4)

Из уравнения (4) следует, что чувствитель-
ность сенсора составляет 0.755 мкА/В×мкМ. 
Предел обнаружения, рассчитанный по форму-
ле (1), равен 0.18 мкМ. Сравнение аналитиче-
ских характеристик разработанного и описанных 

ранее сенсоров для определения лидокаина в 
фармпрепаратах приведено в табл. 1. Разрабо-
танный сенсор характеризуется широким диапа-
зоном определяемых концентраций и более низ-
ким пределом определения лидокаина по срав-
нению с другими сенсорами.

Межэлектродную повторяемость проверяли 
путем регистрации вольтамперометрического 
сигнала 0.64 мМ раствора лидокаина на восьми 
разных электродах. Относительное стандартное 
отклонение (sr) составило 3.3%. Внутриэлектрод-
ная повторяемость, которую оценивали по вось-
ми измерениям сигнала 0.64 мМ раствора лидо-
каина на одном и том же электроде, составила 
3.5%. Электрод стабилен при хранении на воз-
духе в течение трех недель. Величина сигнала к 
концу третьей недели снизилась на 5%.

Исследовали влияние мешающих ионов (Na+, 
Mg2+, Ca2+, Cl−, SO4

2−, СО3
2−) на сигнал 50 мкМ 

лидокаина. Установили, что отклик лидокаина 
в присутствии 200-кратного избытка Na+, СО3

2−, 
250-кратного избытка Mg2+ и SO4

2−, 500-кратного 
избытка Ca2+ и Cl− остается на уровне 98.7% от-
носительно исходного сигнала.

Разработанный сенсор применили для опре-
деления лидокаина в фармацевтических пре-
паратах. Для доказательства правильности 
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каина. Вставка: зависимость аналитического сигнала от концентрации лидокаина в растворе.
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определения лидокаина с использованием раз-
работанного сенсора в образцы вносили добав-
ку стандартного раствора лидокаина. Результа-
ты определения лидокаина в фармацевтических 
препаратах с использованием метода введено–
найдено представлены в табл. 2. Показатель пра-
вильности (ПП), рассчитанный в соответствии 
с рекомендациям ИЮПАК [29], находится в 
диапазоне от 95 до 105%, что свидетельствует об 
отсутствии систематической погрешности. От-
носительное стандартное отклонение получен-
ных результатов не превышает 5.5%.

* * *
Таким образом, разработан планарный сен-

сор на основе трехмерной углеволоконной бу-
маги, модифицированной шунгитом и металл-
органическим комплексом. Сенсор показал вы-
сокочувствительную и избирательную реакцию 
на лидокаин, отличную воспроизводимость, 
правильность и стабильность результатов изме-
рений. Сенсор способен обеспечить быстрое, 
прямое и экономичное определение лидокаина в 
фармпрепаратах. По сравнению с другими элек-
трохимическими сенсорами, предназначенными 
для определения лидокаина в фармпрепаратах, 
разработанный сенсор характеризуется более 

низким пределом определения, широким диапа-
зоном определяемых концентраций и может 
применяться для разовых анализов. Конструк-
тивные особенности (миниатюрность, планар-
ность, простота) сенсора позволяют использо-
вать его как элемент портативных, мобильных 
приборных устройств. 
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A VOLTAMMETRIC SENSOR BASED ON CARBON FIBER PAPER 
MODIFIED WITH SHUNGITE AND COPPER FORMAZANATE FOR THE 

DETERMINATION OF LIDOCAINE

M. A. Bukharinovaa, N. Yu. Stozhkoa, *, T. G. Fedorchenkob, 
G. N. Lipunovab, E. V. Shabrovaa, E. I. Khamzinaa, A. V. Tarasova

aUral State Economic University, 620144, Yekaterinburg, Russia
bPostovskii Institute of Organic Synthesis, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, 

620990, Yekaterinburg, Russia
*E-mail: sny@usue.ru

Abstract. A highly sensitive sensor based on carbon fiber paper modified with a shungite–copper 
formazanate composite is presented for the voltammetric determination of lidocaine. The synthesized 
organometallic complex, composite, and modifi ed electrode are characterized by infrared spectroscopy, 
high-resolution mass spectrometry, elemental analysis, scanning electron microscopy, and cyclic and linear 
sweep voltammetry. The twofold increase in the current of the lidocaine oxidation peak on the modifi ed 
electrode compared to the unmodifi ed one is associated with the sensitizing eff ect of the composite 
modifi er, which is due to an increase in the electroactive area and the number of lidocaine binding sites 
on the electrode surface. The sensor exhibits a wide dynamic range from 2 to 2120 μM with a low limit of 
detection of 0.18 μM lidocaine and high sensitivity of 0.755 μA/V μM. The interelectrode and intraelectrode 
repeatability of the analytical signal do not exceed 3.5%. The sensor response is stable within three weeks. 
The developed sensor was used for the determination of lidocaine in pharmaceuticals. The results of an 
analysis of real samples demonstrated good reproducibility (RSD ≤ 5.5%) and recovery (98–102%).

Keywords: electrochemical sensor, carbon fi ber material, organometallic complex, formazanates, 
lidocaine, pharmaceuticals.
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Разработан вольтамперометрический иммуносенсор типа сэндвич на основе конъюгатов нано-
частиц золота (НЧ Au) и специфических иммуноглобулинов (IgG) против овальбумина (IgG@
НЧAu) для определения овальбумина в некоторых иммунобиологических препаратах. Конъюгат 
IgG@НЧAu синтезировали методом пассивной адсорбции. В качестве субстратной электродной 
подложки для иммобилизации рецепторного слоя специфических иммуноглобулинов использо-
вали углеродсодержащий планарный печатный электрод, модифицированный восстановленным 
лазером оксидом графена. Для усиления сигнала НЧ Au рассмотрена возможность каталитиче-
ского восстановления нитрата серебра смесью восстановителей – лимонной кислоты и метола. 
Подобраны условия вольтамперометрической регистрации электрохимического сигнала серебра 
на иммуносенсоре, который успешно апробирован при определении остатков овальбумина в 
некоторых иммунобиологических лекарственных препаратах. В качестве метода сравнения ис-
пользовали твердофазный иммуноферментный анализ.

Ключевые слова: наночастицы золота, конъюгаты на основе иммуноглобулинов и наночастиц 
золота, электрохимический иммуносенсор, овальбумин, вакцины.
DOI: 10.31857/S0044450224070032, EDN: TOMKOD

Овальбумин (ОВА) – примесь целого ряда 
вакцинных препаратов, полученных с исполь-
зованием эмбрионов куриных яиц и предназна-
ченных для профилактики кори, краснухи, паро-
тита, бешенства, желтой лихорадки и клещевого 
энцефалита, которая наиболее часто вызывает 
аллергические реакции [1]. Овальбумин содер-
жится в некоторых препаратах, которые либо 
включены в национальный календарь прививок 
(например, вакцина “Гриппол”), либо являют-
ся жизненно необходимыми и часто используе-
мыми в клинической практике лекарственными 
средствами (препараты интерферона) [2]. Допу-
стимое остаточное количество ОВА в отечествен-
ной гриппозной вакцине составляет не более 

100 нг/мл, однако этого количества достаточно, 
чтобы вызвать реакцию гиперчувствительности у 
лиц с аллергией к яичному белку [3]. Использо-
вание зарубежных тест-систем контроля содер-
жания ОВА в иммунобиологических препаратах 
в настоящее время не разрешено в связи с тем, 
что они не зарегистрированы в РФ, а также из-за 
их высокой стоимости и недоступности. 

В настоящее время для оценки качества вак-
цин в лабораториях контроля качества на фар-
мацевтических предприятиях наиболее часто 
применяют твердофазный иммуноферментный 
анализ (ИФА) с ферментами в качестве маркеров 
протекания иммунной реакции. Наибольшей 
популярностью пользуются пероксидаза хрена 
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и щелочная фосфатаза. Несмотря на высокую 
чувствительность регистрации аналитических 
сигналов продуктов субстратных реакций с ис-
пользованием данных ферментов, они облада-
ют рядом недостатков: сложностью выделения 
и очистки фермента, лабильностью фермента 
в отношении ряда физико-химических и био-
логических факторов, значительной потерей 
активности фермента в процессе ковалентно-
го связывания с иммуноглобулинами, влияни-
ем на результаты анализа наличия в исследу-
емом образце ферментных ингибиторов. Эти 
недостатки обусловливают высокую стоимость, 
недостаточную стабильность иммунофермент-
ных тест-систем для контроля качества вакцин 
и в основном связаны с биологическим характе-
ром маркера [4]. 

На сегодняшний день электрохимические 
иммуносенсоры с конъюгатами иммуноглобу-
линов, меченными НЧAu, широко используют 
для определения антигенов/антител в различных 
объектах, включая иммунобиологические препа-
раты [5, 6]. 

В данной работе нами предложено использо-
вать в качестве электрохимической маркерной 
метки НЧAu в твердофазном сэндвич-формате 
иммуносенсора для более экспрессного по срав-
нению с ИФА определения ОВА в некоторых 
иммунобиологических препаратах.

По сравнению с ферментами НЧAu обладают 
рядом преимуществ: высокой стабильностью, 
экономичностью, биосовместимостью с имму-
ноглобулинами при получении конъюгатов и 
возможностью регистрировать электрохимиче-
ские сигналы с использование недорогого обору-
дования. Синтез НЧAu осуществляли по методу 
Френса [7]. Конъюгаты иммуноглобулинов кро-
лика (IgG) против овальбумина с наночастицами 
золота (IgG@НЧAu) синтезировали методом пас-
сивной адсорбции [8]. В качестве твердой суб-
стратной подложки для иммобилизации рецеп-
торного слоя захватывающих антител кролика 
против овальбумина использовали углеродную 
поверхность планарного печатного электрода, 
которая была модифицирована оксидом графена 
(ОГ). Для увеличения токопроводящих свойств 
рабочей поверхности электрода ОГ восстанав-
ливали с помощью лазерного гравера. Белковые 
рецепторные слои электрохимического имму-
носенсора оказывали пассивирующее действие 
на регистрацию чувствительного вольтамперо-
метрического сигнала от НЧAu, в связи с этим 
в качестве проявителя НЧAu использовали смесь 

0.5%-ного раствора нитрата серебра и смеси 
растворов восстановителей – 0.25%-ной лимон-
ной кислоты и 0.2%-ного метола. Для опреде-
ления OВА в некоторых иммунобиологических 
препаратах регистрировали чувствительный сиг-
нал окисления серебра методом анодной инвер-
сионной вольтамперометрии.

Новый электрохимический иммуносенсор 
позволил сократить время определения ОВА на 
30 мин по сравнению с традиционными ИФА 
тест-системами в связи с отсутствием дополни-
тельных стадий анализа, связанных с введением 
субстратов и стоп-реагентов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Методика синтеза конъюгатов IgG@НЧAu. 
В основе метода Френса [7] лежит восстановле-
ние НЧAu из 0.01%-ного раствора золотохлори-
стоводородной кислоты 1%-ным раствором цит-
рата натрия. Синтезировали НЧ Au со средним 
размером 17.3 ± 5.0 нм.

Для синтеза конъюгатов IgG@НЧAu методом 
пассивной адсорбции [8] использовали ком-
мерческие иммуноглобулины класса G кролика 
против овальбумина (Имтек, Россия). Для под-
бора минимального количества иммуноглобу-
линов для стабилизации коллоидного раствора 
золота проводили титрование в лунках микро-
титровального планшета в присутствии 100 мкл 
1 М раствора NaCl по методике [8]. В случае от-
сутствия изменения цвета лунки по сравнению 
с первоначальным винным количество имму-
ноглобулинов достаточно для защитного дей-
ствия НЧ Au от коагулирующего действия NaCl. 
Масштабируя объемы растворов иммуноглобу-
линов кролика против овальбумина и раство-
ра НЧAu, установили, что на 300 мкл раствора 
НЧAu необходимо 700 мкл раствора иммуногло-
булинов с концентрацией 0.01 мг/мл. Приведен-
ные фактические данные характеризуют защит-
ную способность иммуноглобулинов в условиях 
эксперимента в отношении НЧAu со средним 
размером 17.3 ± 5.0 нм.

Конъюгат IgG@НЧAu очищали от несвя-
занных компонентов методом центрифуги-
рования. Центрифужную пробирку объемом 
3 мл наполняли 500 мкл 96% глицерина (Sigma, 
США) и 1 мл раствора полученного конъюгата. 
Центрифугирование осуществляли при скоро-
сти 25 000 об/мин и температуре +4 C в тече-
ние 30 мин. Надосадочную жидкость отделяли, 
конъюгат с глицерином переносили в пробирку 
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для хранения. Конъюгат хранили в морозиль-
ной камере при –10 С в течение 1 года. Мор-
фологию конъюгата IgG@НЧAu исследовали 
с помощью просвечивающей электронной мик-
роскопии (ПЭМ) с контрастированием белков 
2.0%-ным раствором безводного уранил ацетата 
на просвечивающем электронном микроскопе 
Philips CM12 (FEI Electron Optics, Нидерланды) 
в Институте физики прочности и материалове-
дения CO PAH (Томск, Россия). Средние раз-
меры неконъюгированных НЧ Au рассчитывали 
по изображениям ПЭМ с помощью программ-
ного обеспечения Fĳ i (www.fi ji.sc) и Origin Pro 8.0 
(OriginLab, США). Для каждого образца брали не 
менее десяти репрезентативных изображений. 
Распределение частиц по размерам получали 
путем подсчета по меньшей мере 100 частиц для 
каждого образца.

Изготовление электрохимического иммуно-
сенсора. Электрохимический иммуносенсор 

представлял собой сэндвич-формат, где в каче-
стве твердой подложки для иммобилизации им-
муноглобулинов использовали углеродсодержа-
щий планарный печатный электрод (OOO “Ру-
сенс”, Москва, Россия). Схема изготовления 
электрохимического иммуносенсора для опре-
деления овальбумина в вакцинах представлена 
на рис. 1.

На первой стадии разработки электрохими-
ческого иммуносенсора модифицировали угле-
родсодержащий планарный печатный электрод 
ОГ. Для того чтобы в модификации электрода 
не участвовали части электрода, выполняющие 
функцию электрода сравнения и вспомогатель-
ного электрода, поверхность предварительно за-
крывали трафаретом из двустороннего скотча. 
При этом поверхность рабочего электрода оста-
валась незакрытой. Далее 100 мкл суспензии ОГ 
(2 мг/мл) (Sigma, Германия) наносили на рабо-
чую часть поверхности электрода и осторожно 

ОГ

Лазер

овальбумин конъюгат

фоновый
электролит

метол

AgNO3

БСА‒IgG
восстановленный

ОГ

I,
 м

кА

E, B
Рис. 1. Схема электрохимического иммуносенсора для определения овальбумина в вакцинах.
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высушивали в течение 2 ч при 22 ± 2 C. Для 
улучшения токопроводящих свойств поверх-
ности электрода и увеличения электроактив-
ной площади поверхности ОГ восстанавливали 
с помощью лазерного гравера мощностью 600 
мВт при длине волны 405 нм [9, 10]. Инкубаци-
онный период для каждого шага иммобилиза-
ции биологического материала на поверхности 
восстановленного ОГ составлял 1 ч при 37 С. 
После каждого этапа иммобилизации биоло-
гического материала трижды ополаскивали по-
верхность сенсора дистиллированной водой 
для удаления несвязанных компонентов. Для 
иммобилизации коммерческих иммуноглобу-
линов кролика против овальбумина использо-
вали 100 мкл раствора с концентрацией 1 мкг/
мл. Далее на поверхность сенсора наносили 
блок-реагент – 0.5%-ный раствор бычьего сы-
вороточного альбумина (БСА), по 100 мкл на 
каждый электрод. После этого на поверхности 
электрохимических сенсоров раскапывали по 
100 мкл растворов овальбумина в концентра-
циях, соответствующих линейному диапазону 
от 0.5 до 24.0 нг/мл, или испытуемую вакцину 
в том же объеме. После иммобилизации оваль-
бумина на поверхность каждого сенсора нано-
сили по 100 мкл конъюгата IgG@НЧAu. Далее 
на поверхность сенсоров наносили по 100 мкл 
0.5%-ного раствора AgNO3 и 100 мкл раствора 
восстановителя – смеси 0.25%-ной лимонной 
кислоты и 0.2%-ного метола. Данная процеду-
ра позволила усилить сигнал золота серебром 
при его каталитическом восстановлении на по-
верхности НЧAu конъюгата IgG@НЧAu. Время 
восстановления серебра составило 3 мин. Далее 
на поверхность сенсора наносили 200 мкл фо-
нового электролита и регистрировали сигнал 

серебра методом инверсионной вольтамперо-
метрии. Для контроля специфичности разрабо-
танного электрохимического иммуносенсора в 
качестве отрицательных контрольных образцов 
использовали неспецифические к овальбумину 
IgG свиньи, иммобилизованные на поверхности 
иммуносенсора, а также БСА. В качестве метода 
сравнения для определения овальбумина в вак-
цинах использовали метод ИФА.

Регистрация электрохимического сигнала се-
ребра иммуносенсора. Для регистрации элек-
трохимического сигнала серебра использовали 
фоновый электролит состава 0.05 М HCl–0.05 
М раствор NaClO4 (1 : 1, по объему). Объем фо-
нового электролита, который наносили в виде 
капли на рабочую поверхность иммуносенсора, 
составил 200 мкл. Условия регистрации элек-
трохимического сигнала: анодная инверсион-
ная вольтамперометрия, потенциал накопления 
–0.8 В, время накопления 60 с, диапазон потен-
циалов от –0.6 до +1.0 В со скоростью сканиро-
вания потенциала 100 мВ/с.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Синтезированные НЧAu и конъюгаты 
IgG@HЧAu для определения овальбумина в вак-
цинах характеризовали методами спектрофото-
мерией в видимой и УФ-областях и ПЭМ.

Спектры светопоглощения НЧAu и конъю-
гатов IgG@HЧAu регистрировали в диапазо-
не 300–700 нм (рис. 2). Максимум поглощения 
при 520 ± 2 нм обусловлен проявлением поверх-
ностного плазмонного резонанса НЧAu, в то 
время как более широкий максимум поглощения 
при 550 нм, смещенный в более длинноволно-
вую область по сравнению с пиком НЧAu, кос-
венно указывает на связывание НЧAu с IgG кро-
лика против овальбумина.

На рис. 3 представлены ПЭМ-изображения 
НЧAu и конъюгатов IgG@НЧAu. На рис. 3а вид-
ны НЧAu сферической формы со средним раз-
мером 17.3 ± 5.0 нм.

После синтеза и очистки конъюгатов 
IgG@НЧAu отмечено, что в их состав включе-
ны белковые компоненты иммуноглобулинов 
кролика (IgG) белого цвета c аморфной струк-
турой, тогда как НЧAu сферической формы, 
распределенные на поверхности IgG, имеют 
темную окраску (рис. 3б). Изображение ПЭМ 
подтверждает успешность синтеза конъюгатов 
IgG@НЧAu.
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Рис. 2. Спектры светопоглощения в видимой и 
УФ-областях в бидистиллированной воде (1) НЧAu 
(2) и конъюгатов IgG@НЧAu (3).



720 ДОРОЖКО и др.

 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ том 79 № 7 2024

После синтеза конъюгатов IgG@НЧAu регис-
трировали циклические вольтамперограммы от 
золотой метки до и после сборки электрохи-
мического иммуносенсора (рис. 4а) в фоновом 
электролите состава HCl–0.1 М раствор NaCl. 
Согласно данным [6], в HCl можно растворить 
коллоидное золото конъюгата. Кроме того, хло-
рид-ионы позволяют окислить золото с образо-
ванием комплекса [AuCl4]-, который окисляется 
в диапазоне потенциалов от +1.0 до +1.2 В на 

электроде, изготовленном по типу трафаретной 
печати [6].

На рис. 4а показано, что после иммобилиза-
ции рецепторного слоя на поверхность сенсора 
сигнал от золотой метки конъюгатов не обнару-
жен, в отличие от поверхности без рецепторно-
го слоя. Слои иммуноглобулинов и овальбуми-
на экранируют электродную поверхность, что 
не позволяет зарегистрировать сигнал от золо-
той метки конъюгатов IgG@НЧAu в указанных 

(а) (б)

20 нм

100 нм

Рис. 3. Изображения, полученные методом просвечивающей электронной микроскопии, (а) НЧAu и (б) конъюга-
тов IgG@НЧAu (контрастирование IgG 2.0%-ным раствором уранил ацетата).
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Рис. 4. Циклические вольтамперограммы (а) НЧAu конъюгатов IgG@НЧAu на углеродсодержащем планарном пе-
чатном электроде в 0.1 М растворе фонового электролита HCl–NaCl (1 : 1, по объему), v = 100 мВ/с, до иммобили-
зации рецепторного слоя (1), после иммобилизации рецепторного слоя (2); (б) циклические вольтамперограммы 
серебра после проявления на поверхности электрохимического иммуносенсора в разных фоновых электролитах: 
1 – 0.05 М HCl–0.05 М раствор NaClO4 (1 : 1), 2 – 0.25 М раствор KNO3–0.5 М HNO3 (1 : 1), объем фонового элек-
тролита – 200 мкл.
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электрохимических условиях. В связи с этим 
было решено усилить электрохимический сигнал 
золота серебром. Известно, что на поверхности 
НЧAu конъюгатов IgG@НЧAu можно каталити-
чески восстановить другой металл, например Ag, 
Hg, Cu как электрохимическим, так и химиче-
ским способами [11–15]. Апробировали несколь-
ко потенциальных химических восстановителей 
серебра – п-фенилендиамин, гидрохинон, боро-
гидрид натрия, метол и лимонную кислоту – на 
поверхности НЧAu конъюгатов IgG@НЧAu для 
усиления вольтамперометрического сигнала. 
Наилучшие результаты по регистрации чувстви-
тельного вольтамперометрического сигнала се-
ребра для определения овальбумина в вакцинах 
достигнуты при использовании раствора восста-
новителя состава 0.2%-ная лимонная кислота и 
0.25%-ный метол.

С целью выбора лучшего фонового электро-
лита для регистрации вольтамперометрического 
сигнала серебра использовали два типа фоно-
вых электролитов: смесь 0.25 М раствора KNO3 
и 0.5 М HNO3 (1 : 1) и смесь 0.05 М HCl и 0.05 М 
раствора NaClO4 (1 : 1). Для регистрации элек-
трохимических сигналов серебра использовали 
метод циклической вольтамперометрии (ЦВА) 
со скоростью развертки 100 мВ/с в диапазоне 
потенциалов от –0.6 до +1 В. Электродные меха-
низмы окисления-восстановления серебра в раз-
личных фоновых электролитах можно описать 
уравнениями (1), (2) для фонового электролита 

KNO3–HNO3 и (3), (4) для фонового электроли-
та HCl–NaClO4:

 ,
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На рис. 4б интенсивность редокс-сигналов 

AgCl в фоновом электролите 0.05 М HCl–0.05 М 
NaClO4 в пять раз интенсивнее редокс-сигналов 
Ag в азотнокислом фоновом электролите 0.25 М 
раствор KNO3–0.5 М HNO3. Это свидетель-
ствует о том, что хлорид серебра накапливает-
ся лучше на поверхностях НЧAu коньюгатов по 
сравнению с Ag0 при измерении аналитических 
сигналов методом ЦВА. В фоновом электроли-
те 0.05 М HCl–0.05 М раствор NaClO4 можно 
использовать как катодный, так и анодный ток 
в качестве аналитического сигнала. В дальней-
ших исследованиях применяли метод анодной 
инверсионной вольтамперометрии, а в качестве 
фонового электролита – 0.05 М HCl–0.05 М 
раствор NaClO4

 (1 : 1, по объему).
На рис. 5 представлено полученное методом 

сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) 
изображение поверхности иммуносенсора по-
сле каталитического восстановления серебра на 
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Рис. 5. (а) Изображение поверхности иммуносенсора, полученное методом скагирующей электронной микроско-
пии, после каталитического восстановления серебра смесью 0.2%-ной лимонной кислоты и 0.25%-ного метола на 
НЧAu конъюгатов IgG@НЧAu (режим обратного рассеяния электронов поверхности); (б) спектр ЭДС поверхно-
сти иммуносенсора после каталитического восстановления серебра с характерными рентгеновскими линиями C, 
O, Au и Ag.
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НЧAu конъюгатов IgG@НЧAu смесью 0.2%-ной 
лимонной кислоты и 0.25%-ного метола, а так-
же полученный методом энергодисперсионной 
рентгеновской спектроскопии (ЭДС) спектр 
поверхности иммуносенсора после каталити-
ческого восстановления серебра с характерны-
ми рентгеновскими линиями C, O, Au и Ag. На 
рис. 5а отчетливо видны крупные сферические 
образования на поверхности иммуносенсора 
после восстановления серебра. На ЭДС-спектре 
(рис. 5б) присутствуют характеристические рент-
геновские линии С, О, Au и интенсивная линия 
Ag, что подтверждает наличие серебра на поверх-
ности иммуносенсора после его каталитического 
восстановления.

Для построения градуировочной зависимости 
интенсивности тока окисления AgCl от концен-
трации ОВА готовили серию градуировочных 
растворов ОВА с концентрациями от 0.125 до 
24 нг/мл. На рис. 6 представлена градуировоч-
ная зависимость и вольтамперограммы окисле-
ния АgCl.

Линейный диапазон, включающий концен-
трации от 0.5 до 24 нг/мл (lgI  = lgc + 1.5, R2 = 
= 0.999), находится в пределах допустимой нор-
мы и ожидаемых концентраций ОВА в имму-
нобиологических препаратах [16] с учетом раз-
ведения проб. Предел обнаружения (ПО) ОВА, 
рассчитанный по 3s-критерию (ПО = 3s/b, где 
s – стандартное отклонение холостой пробы, 
b – наклон прямолинейного участка градуиро-
вочной прямой), составил 0.1 нг/мл [17].

Воспроизводимость работы иммуносенсора 
оценивали по значению относительного стан-
дартного отклонения (sr) в пределах одного экс-
перимента и между экспериментами, повторно 
исследуя стандартные растворы ОВА линейного 
диапазона на трех уровней концентрации (0.5, 8.0 
и 24 нг/мл). Значение sr в пределах одного экспе-
римента оценивали по 10 параллельным опреде-
лениям, между разными эспериментами – по 6 

определениям, выполненным в разные дни. Ва-
риабельность в пределах одного эсперимента по 
определению концентраций ОВА в 10 повторах 
для каждого уровня концентраций не превыша-
ла 8% (sr < 8%). Вариабельность между сериями 
определений, которую оценивали по измерени-
ям в шести повторах для каждого уровня кон-
центраций, составила менее 12% (sr < 12%), что 
соответствует требованиям [16].

Правильность работы электрохимического 
иммуносенсора на ОВА оценивали методом вве-
дено–найдено и рассчитывали степень извлече-
ния (%) на трех уровнях концентрации (0.5, 8.0 и 
24 нг/мл). В качестве метода сравнения выбрали 
метод ИФА (табл. 1). Как видно из таблицы, зна-
чения степени извлечения находятся в диапазоне 
от 94 до 96% и укладываются в диапазон требо-
ваний нормативной документации; компоненты 
матрицы не влияют на правильность полученных 

Таблица 1. Результаты определения правильности и воспроизводимости овальбумина в модельных образцах 
на трех уровнях концентрации (n = 5, P  = 0.95)

Введено ОВА, нг/мл Найдено, 
c(ОВА) ± s, нг/мл

Степень 
извлечения, % sr, %

sr (между
сериями), %

Найдено ИФА, 
c(ОВА) ± s, нг/мл

0.50 0.47 ± 0.01 94 3.1 12 0.52 ± 0.02
8.0 7.7 ± 0.2 96 3.2 8 7.8 ± 0.3

24.0 23.0 ± 0.7 96 3.5 7 23.8 ± 1.0
Требуемая степень извлечения (%) для 
биоаналитических методик (ГФ XV), ICH

85–115

Критерий (ГФ XV) (ICH) 20.0
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Рис. 6. Градуировочная зависимость для определе-
ния овальбумина с помощью электрохимического 
иммуносенсора в диапазоне концентраций от 0.125 
до 128 нг/мл (вставка – анодные инверсионные 
вольтамперограммы окисления серебра).
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результатов определения ОВА предложенным 
электрохимическим иммуносенсором, которые 
согласуются с результатами ИФА. 

Для оценки селективности анализа изучали 
перекрестную реактивность ОВА с близкими по 
структуре антигенами. В качестве отрицательных 
контрольных образцов использовали бычий, че-
ловеческий и лошадиный альбумины, которые 
являются перекрестно реагирующими антигена-
ми и могут вносить ложно положительные вкла-
ды в аналитические сигналы электрохимиче-
ского иммуносенсора. Для каждого перекрестно 
реагирующего антигена рассчитывали процент 
перекрестной реактивности по формуле:

 CR (%) = (ICОВА) / (ICаналог) × 100 %,  (5)

где CR – перекрестная реактивность, %; ICОВА – 
концентрация ОВА в середине градуировочной 
прямой; ICаналог – концентрация перекрестно ре-
агирующего соединения, которое на 50% инги-
бирует максимальный сигнал овальбумина [18]. 

Результаты определения перекрестной ре-
активности представлены в табл. 2. Из данных 
табл. 2 можно сделать вывод, что для исследуе-
мого электрохимического иммуносенсора не вы-
явлено выраженной перекрестной реакции ни с 
одним из анализируемых антигенов, что свиде-
тельствует о его высокой селективности в отно-
шении определения ОВА.

В табл. 3 представлены сравнительные ре-
зультаты определения ОВА в вакцинах с 

помощью электрохимического иммуносенсора 
и методом ИФА в иммунобиологических пре-
паратах. Полученные результаты показали, что 
найденные с помощью разработанного электро-
химического иммуносенсора концентрации ОВА 
соответствуют значениям, заявленным произво-
дителем, и согласуются с результатами традици-
онно используемого метода ИФА.

* * *
Разработан электрохимический иммуносен-

сор на основе наночастиц золота для опреде-
ления овальбумина, который отличается эко-
номичностью и более высокой стабильностью 
конъюгатов по сравнению с ферментными тест-
системами. Электрохимический иммуносенсор 
позволяет сократить продолжительность опреде-
ления ОВА на 30 мин по сравнению с традици-
онными ИФА тест-системами, так как не требу-
ет дополнительных стадий введения субстратов 
и стоп-реагентов. Конъюгат и электрохимиче-
ский иммуносенсор могут быть использованы 
в сэндвич-формате для высокочувствительно-
го определения остатков овальбумина в неко-
торых иммунобиологических лекарственных 
препаратах с пределом обнаружения 0.1 нг/мл 
и диапазоном определяемых содержаний от 0.5 
до 24 нг/мл. Значения степени извлечения при 
оценке правильности определения ОВА не пре-
вышали 94–96% и соответствовали требованиям 
нормативной документации. При исследовании 
селективности электрохимического иммуносен-
сора показана отрицательная перекрестная реак-
тивность (CR < 1%) со структурно родственны-
ми овальбумину соединениями. 

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Исследования выполнены за счет субси-
дии из федерального бюджета на финансовое 
обеспечение выполнения госзадания, проект 

Таблица 2. Показатели селективности электро хими-
ческого иммуносенсора для определения овальбумина

Перекрестно-реагирующий антиген СR, %
Бычий альбумин 0.82 ± 0.20
Человеческий альбумин 0.64 ± 0.20
Лошадиный альбумин 0.34 ± 0.09
Критерий [ГФ XV, (ICH)] Не более 1%

Таблица 3. Сравнительные результаты определения овальбумина в иммунологических препаратах с исполь-
зованием разработанного электрохимического иммуносенсора и методом иммуноферментного анализа (n = 
5, Р = 0.95)

Название препарата
Заявлено 

производителем, 
мкг/мл

Найдено 
электрохимическим 

методом, мкг/мл
Найдено ИФА,

мкг/мл

Вакцина для профилактики гриппа Вакси-
грип (SANOFI PASTEUR, S.A., Франция) Не более 2.0 0.08 ± 0.02 0.09 ± 0.03

Вакцина для профилактики желтой лихо-
радки СинСаВак (ООО “Смартбиотех”, 
Россия)

Не более 2.0 1.1 ± 0.3 1.2 ± 0.4
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ELECTROCHEMICAL IMMUNOSENSORS BASED ON GOLD 
NANOPARTICLES FOR THE DETERMINATION OF OVALBUMIN 

IN IMMUNOBIOLOGICAL PREPARATIONS

E. V. Dorozhkoa, *, A. N. Solomonenkoa, M. Saqiba, V. O. Seminb

aNational Research Tomsk Polytechnic University, Lenin Avenue 30, Tomsk, 634050 Russia 

bInstitute of Strength Physics and Materials Science, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 
Academic Avenue, 2/4, Tomsk, 634055 Russia
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Abstract. A sandwich-type voltammetric immunosensor based on conjugates of gold nanoparticles 
(AuNP) with specifi c immunoglobulins (IgG) against ovalbumin (IgG@AuNP) is developed for the 
determination of ovalbumin in some immunobiological preparations. The IgG@AuNP conjugate 
is synthesized by passive adsorption. A carbon-containing planar printed electrode modifi ed by laser 
reduced graphene oxide is used as a substrate electrode for immobilizing the receptor layer of specifi c 
immunoglobulins. A possibility of the catalytic reduction of silver nitrate with a mixture of reducing 
agents, citric acid and metol, is considered in order to enhance the signal of AuNP. Conditions for the 
voltammetric recording of the electrochemical signal of silver on an immunosensor, which has been 
successfully tested in determining ovalbumin residues in some immunobiological drugs, are selected. 
Enzyme-linked immunosorbent assay is used as a reference method.

Keywords: gold nanoparticles, conjugates based on immunoglobulins and gold nanoparticles, 
electrochemical immunosensor, ovalbumin, vaccines.
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 Высокая каталитическая активность арендиазония, а также способность ионов золота образовы-
вать особые связи с амикацином использованы для изготовления электрохимического сенсора 
на основе модифицированного раствором золота и арендиазония тозилата стеклоуглеродного 
электрода (Ar/ЗСУЭ) для обнаружения и определения амикацина при его релизе из имплантов. 
Методами атомно-силовой микроскопии, циклической вольтамперометрии и инверсионной 
вольтамперометрии показано, что использование раствора золота и арендиазоний тозилата для 
модификации поверхности стеклоуглеродного электрода значительное улучшает характеристики 
электрода. Для определения амикацина использован метод инверсионной вольтамперометрии, 
который позволил определять амикацин на Ar/ЗСУЭ в диапазоне концентраций 0.2–60 мкМ и 
обеспечил предел обнаружения амикацина 0.058 мкМ при релизе его из имплантов.

Ключевые слова: амикацин, арендиазоний тозилат, инверсионная вольтамперометрия, имплант.
DOI: 10.31857/S0044450224070048, EDN: TOHNYN

Исследование релиза (выпуск, освобождение) 
препаратов из биоразлагаемых покрытий кост-
ных имплантов – одно из активно развивающих-
ся направлений в области персонализированной 
медицины. Инновационные технологии и мате-
риалы, применяемые в медицинской практике, 
особенно при  лечении травм опорно-двигатель-
ного аппарата, способствуют появлению новых 
современных способов оперативного лечения. 
Разработка большого количества лекарствен-
ных препаратов и разнообразие лекарственных 
форм обеспечивают множество способов хирур-
гической помощи при получении пациентами 
различных переломов. Инфекции костной тка-
ни, в особенности хронический остеомиелит, 
остаются серьезной проблемой в ортопедии, 
травматологии и хирургии. Как правило, они 
ассоциируются с длительной дорогостоящей 

антимикробной терапией и несколькими этапа-
ми хирургического лечения. 

Альтернативой антибактериальной терапии 
являются биоразлагаемые покрытия костных 
имплантатов, насыщенные биологически ак-
тивными элементами, а также антибиотиками, 
которые локально лечат бактериальную инфек-
цию, приводящую к серьезному осложнению 
в восстановительном этапе лечения. Амикацин 
(AM), или амикацина сульфат, представляет со-
бой полусинтетический аминогликозидный ан-
тибиотик, полученный из канамицина В для ре-
шения проблемы лекарственной устойчивости. 
Его обычно вводят парентерально для лечения 
грамотрицательных инфекций, резистентных 
к гентамицину, канамицину или тобрамицину, 
поскольку молекула амикацина имеет меньше 
точек, чувствительных к ферментативной атаке, 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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чем большинство других аминогликозидов [1]. 
Для определения амикацина и других амино-
гликозидов в биологических жидкостях традици-
онно использовались микробиологические ана-
лизы, однако с их помощью определяют общую 
активность антибиотика в образце, т.е. не прово-
дят идентификацию и определение конкретных 
аминогликозидов; кроме того, эти методы яв-
ляются трудоемкими и занимают много време-
ни [2]. Основным методом определения амика-
цина в различных матрицах является высокоэф-
фективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) 
[3–7]. Высокоэффективный капиллярный элек-
трофорез с флуоресцентным детектированием 
после дериватизации амикацина 1-метоксикар-
бонилиндолизин-3,5-дикарбальдегидом приме-
няется для контроля лекарственных субстанций 
[8, 9]. Другие описанные способы включают 
спектрофотометрическое и флуориметрическое 
детектирование [10, 11]. Все эти методы требуют 
много времени и сложной пробоподготовки.

Электрохимические методы характеризуются 
экспрессностью и экономичностью при опреде-
лении некоторых органических и неорганических 
соединений в водных системах с чувствительно-
стью на уровне ppb [12, 13]. Электроды с модифи-
цированной поверхностью в вольтамперометри-
ческом анализе стали использовать не так давно. 
Для модификации поверхности электродов ис-
пользуют в том числе золото, образующее с ор-
ганическим веществом комплексы. Описанные 
в литературе способы вольтамперометрическо-
го определения амикацина являются достаточно 
сложными, поскольку основаны на использова-
нии производного амикацина в буферном раство-
ре Бриттона–Робинсона (ББР) с pH 8.0 либо на-
норазмерного электрода из модифицированной 
CuO углеродной пасты, а также требуют много-
стадийной пробоподготовки [14–17]. Таким об-
разом, совершенствование существующих и раз-
работка новых способов определения антибиоти-
ков данной группы – актуальная задача.

Цель настоящей работы – создание чувстви-
тельного электрохимического сенсора на основе 
органомодифицированного стеклоуглеродного 
электрода для контроля релиза амикацина из 
биоразлагаемых покрытий костных имплантов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и аппаратура. В качестве объектов 
исследования использовали субстанцию ами-
кацина, синтезированного в ПАО “Красфарма” 

(Россия). Основной раствор, содержащий 
100.0 мг/л амикацина, готовили растворением 
навески фармакопейного препарата сухого по-
рошка амикацина (с содержанием основного ве-
щества не менее 99.5%) в 10.0 мл бидистиллиро-
ванной воды, перемешиванием и последующим 
доведением объема до метки.

Все соединения использовали без допол-
нительной очистки. Для приготовления всех 
растворов применяли бидистиллированную 
воду. Растворы готовили из реактивов марки х. ч. 
и ос. ч. Фоновый электролит для определения 
амикацина готовили путем смешивания конц. 
Н3РО4 с бидистиллированной водой.

Для проведения электрохимических экспери-
ментов использовали комплекс аналитический 
вольтамперометрический СТА, содержащий три 
электрохимические ячейки, в комплекте с IBM – 
совместимым компьютером с установленным 
пакетом программ СТА. Электрохимическая 
ячейка состояла из хлоридсеребряного электро-
да в качестве электрода сравнения, хлоридсере-
бряного электрода в качестве вспомогательного 
электрода и стеклоуглеродного электрода, моди-
фицированного солями арендиазония и золотом 
(Ar/ЗСУЭ) в качестве рабочего электрода. Мор-
фологию поверхности СУЭ и Ar/ЗСУЭ изучали 
методом атомно-силовой микроскопии (АСМ, 
Easy Scan Flex).

 Получение СУЭ и Ar/ЗСУЭ.  В качестве орга-
нических модификаторов широко используют 
класс диазониевых солей. Для дальнейших ис-
следований мы выбрали арендиазоний тозила-
ты. Данные тозилаты по сравнению с класси-
ческими солями диазония обладают рядом пре-
имуществ: взрывобезопасностью, стабильностью 
при хранении и отличной растворимостью в ряде 
растворителей, в том числе в воде. Последнее 
свойство особенно важно, поскольку позволяет 
проводить как спонтанную, так и электрохими-
ческую модификацию в воде без добавления до-
полнительных реагентов. Известно [18], что при 
нанесении на поверхность стеклоуглеродного 
электрода солей диазония происходит спонтан-
ное выделение азота и генерирование свободных 
радикалов Ar ·, ковалентно связывающихся с по-
верхностью электрода.

В работе в качестве органических модифика-
торов использовали арендиазоний тозилаты ArN2 
+ OTs– с заместителем –СООН, полученные 
коллективом сотрудников научно-образователь-
ного центра Н.М. Кижнера Института физики 
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высоких технологий ФГАОУ ВО НИ ТПУ. Для 
получения гладкой поверхности, что имеет ре-
шающее значение для обеспечения хорошей 
повторяемости результатов, поверхность СУЭ 
сначала полировали суспензией оксида алю-
миния (0.05 мкм), а затем промывали этанолом 
и дистиллированной водой для полной очистки. 
Модификацию стеклоуглеродного электрода 
для определения амикацина осуществляли его 
выдерживанием в водном растворе диазониевой 
соли с концентрацией 30 мг/л при комнатной 
температуре в течение от 5 до 10 с. Затем мо-
дифицированный электрод промывали дистил-
лированной водой. Накопление золота (в виде 
водного раствора золотохлористоводородной 
кислоты с концентрацией (5.08 ± 0.25) × 103 М) 
происходило одновременно с определением ор-
ганического вещества в режиме in situ. Приготов-
ленный таким образом электрод использовали 
для определения амикацина.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика СУЭ и Ar/ЗСУЭ методом 
атомно-силовой микроскопии. Морфологию по-
верхности немодифицированного стеклоугле-
родного электрода и модифицированного соля-
ми арендиазония исследовали с помощью АСМ 
(рис. 1). Как видно, АСМ-изображение де-
монстрирует гладкую поверхность СУЭ (рис. 1а). 
При модификации поверхность СУЭ покрыва-
ется не сплошной пленкой, а островками лишь 
в энергетически выгодных активных центрах, и 
формируется система ансамблевых ультрамик-
роэлектродов, что существенно (на ~40%) уве-
личивает эффективную площадь поверхности 
электрода (рис. 1б). При более высоком разре-
шении (рис. 1в) видны колонии модификатора 
в энергетически активных центрах. Опираясь на 
полученные данные, можно сделать вывод, что 
модификация поверхности углеродсодержащих 
электродов происходит островками либо коло-
ниями в этих центрах. 

Время контакта подложки стеклоуглеродного 
электрода с раствором диазониевой соли в пре-
делах 5–10 с незначительно влияет на величи-
ну аналитического сигнала амикацина, однако 
при увеличении времени контакта (от 15 до 30 с) 
происходит его снижение. Данные эффекты при 
увеличении концентрации диазониевых солей и 
продолжительном контакте с электродами мож-
но объяснить образованием многослойных и ме-
нее проницаемых покрытий поверхности СУЭ 

органическими фрагментами, которые действу-
ют как барьер для восстановления-окисления 
органических веществ. Данный эффект подтвер-
ждают авторы работы [19].

Металлический модификатор – золото, по-
падая на поверхность, предпочтительно “свя-
зывается” с центрами, покрытыми арендиазо-
нием (рис. 2). Таким образом, описанным выше 
способом мы получили органомодифицирован-
ный золотом стеклоуглеродный электрод.

Электрохимические характеристики СУЭ 
и Ar/ЗСУЭ оценивали методом цикличе-
ской вольтамперометрии. На рис. 3 показаны 
циклические вольтамперограммы СУЭ и Ar/
ЗСУЭ в 0.1 М Н3РО4 (рН 2), содержащей 1 мМ 
K3[Fe(CN)6], 1 мМ K4[Fe(CN)6]/0.1 М КСl. Как 
видно, увеличение токов окисления и восста-
новления окислительно-восстановительной 
пары феррицианид/ферроцианид на Ar/ЗСУЭ 
по сравнению с чистым СУЭ и уменьшение раз-
ницы между анодным и катодным сигналами 

(а) (б)

(в)

Рис. 1. АСМ-изображения поверхности СУЭ: 
(а) – поверхность СУЭ (5000×); (б) – поверхность 
 Ar/СУЭ (8000×); (в) – колонии модификатора на 
СУЭ (120 000×).

Рис. 2. АСМ-изображение поверхности СУЭ, моди-
фицированного арендиазонием и золотом (1000×).
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указывают на то, что модификатор арендиазо-
ний тозилат с золотом повышает чувствитель-
ность СУЭ.

Электрохимическое поведение амикацина на 
Ar/ЗСУЭ. Наличие в структуре амикацина али-
фатических аминогрупп, а также полиольных 
фрагментов обеспечивает возможность электро-
химического окисления. 

На рис. 4 изображены вольтамперограммы 
амикацина в 0.1 М Н3РО4 (рН 2) на СУЭ и на Ar/
ЗСУЭ с концентрациями амикацина 2.0 × 10–6 и 
3.0 × 106 М. Как видно, пик электроокисления 
амикацина на СУЭ (кривая 1) находится при 
+0.715 В, на Ar/ЗСУЭ происходит значительное 
увеличение аналитического сигнала амикацина 
при том же потенциале (кривая 2) и далее рост 
аналитического сигнала с увеличением кон-
центрации амикацина (кривая 3). Полученные 

результаты подтверждают высокую каталитиче-
скую активность модификаторов при электро-
окислении/восстановлении амикацина, которая 
может быть связана с хорошей проводимостью 
арендиазония тозилата и его способностью к 
переносу электронов.

Оптимальная концентрация золота для моди-
фикации поверхности СУЭ. Оптимизация эффек-
тивных параметров обнаружения аналита игра-
ет важную роль в повышении чувствительности 
сенсора. Влияние содержания золота на электро-
химическое окисление и восстановление амика-
цина на Ar/ЗСУЭ исследовали по изменению его 
аналитического сигнала. Установили, что увели-
чение концентрации золота до 0.1 мМ в раство-
ре приводит к увеличению тока пика окисления 
амикацина, при дальнейшем изменении кон-
центрации золота ток пика остается практиче-
ски постоянным (рис. 5). Концентрацию золота 
0.1 мМ приняли в качестве оптимальной для мо-
дификации поверхности СУЭ.

Влияние pH. Кислотность среды оказывает 
различное влияние на электрохимические сиг-
налы амикацина. По мере увеличения рН фоно-
вого электролита наблюдается уменьшение тока 
электроокисления и смещение потенциала пика 
в более электроположительную область, что ука-
зывает на участие протонов в электрохимиче-
ской реакции (рис. 6).

Для исследования влияния рН раствора на 
аналитический сигнал амикацина использовали 
буферный раствор Бриттона–Робинсона со зна-
чениями рН от 2.0 до 8.0. По мере уменьшения 
рН раствора облегчается протекание процессов 
электровосстановления и окисления вследствие 
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Рис. 3. Циклическая вольтамперограмма пары 
феррицианид/ферроцианид на (1) СУЭ и (2) 
Ar/ЗСУЭ в 0.1 М Н3РО4 (рН 2), содержащей 1.0 мМ 
K3[Fe(CN)6]/1.0 мМ K4[Fe(CN)6].

Рис. 5. Влияние содержания золота (0.05–0.2 мМ) на 
токи пиков окисления амикацина на СУЭ в 0.1 М 
Н3РО4 (рН 2) при скорости сканирования 30 мВ/с.

Рис. 4. Вольтамперограммы амикацина в 0.1 М 
Н3РО4 (рН 2) на 1 – СУЭ; 2 – Ar/ЗСУЭ (сАМ = 
= 2.0 × 106 М); 3 – Ar/ЗСУЭ (сАМ = 3.0 × 106 М).
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облегчения протонирования аминогруппы и, 
как следствие, наблюдается максимальный сиг-
нал. При этом зависимость Еп от рН линейна 
в диапазоне рН 2.0–8.0. В сильнощелочной сре-
де при рН > 8.0 сигнал амикацина на Ar/ЗСУЭ 
отсутствует. 

Предел обнаружения амикацина.  Высокая чув-
ствительность и низкий фоновый ток – оче-
видные преимущества метода инверсионной 
вольтамперометрии. Нами выбраны условия 
вольтамперометрического определения амикаци-
на из релиза костных имплантов: фоновый элек-
тролит – 0.1 М Н3РО4 (рН 2) с добавкой 0.1 мМ 
раствора золота; индикаторный электрод – 
 Ar/ЗСУЭ; электрод сравнения – хлоридсеребря-
ный; потенциал накопления – 1.0 В; потенциал 
пика – 0.715 ± 0.005 В. Выполнили анализ трех 
образцов релиза амикацина из биоразлагаемых 
покрытий костных имплантов, а также проверку 
правильности результатов методом введено–
найдено. Установили удовлетворительную схо-
димость результатов с погрешностью, не превы-
шающей 15%. Предложенный сенсор применили 
для определения амикацина в реальных объектах.

График зависимости тока пика окисления 
от концентрации амикацина линеен в широ-
ком диапазоне концентраций от 0.2 до 2.0 мкМ, 
уравнение регрессии Iп = 1381.1c + 0.3577 (R2 = 
0.9953).  Рассчитали значения предела обнаруже-
ния (смин) и нижней границы определяемых кон-
центраций (сн) амикацина как отношение 3.3s/b 
и 10s/b соответственно, где s – стандартное от-
клонение, b – коэффициент регрессии. Предел 
обнаружения амикацина с применением Ar/
ЗСУЭ составил 0.058 мкМ (табл. 1). 

Возможность определения амикацина в ре-
лизе из имплантов показали на примере анализа 
модельных образцов релизов: к образцу добав-
ляли 0.1 М Н3РО4 (рН 2) в качестве фонового 
электролита, а затем вводили амикацин в раз-
личных концентрациях. Для каждой концентра-
ции получали по пять параллельных результатов 
измерений и оценивали значение sr для диапа-
зона концентраций от 0.2 до 2.0 мкМ. Для ис-
следования стабильности электродной системы 
электрод выдерживали семь дней на воздухе; 
после этого повторяли определение амикацина 
в 1.0 × 105 М растворе. Полученные результаты 
показали хорошее совпадение (96.5%) с первона-
чальным значением.

Для оценки смин описан ряд критериев крите-
риев: критерий оценки предела обнаружения для 
ограниченного числа параллельных измерений; 
непараметрический критерий оценки [20]. Для 
объективного сравнения возможностей одного 
метода с другим мы использовали трехсигмовый 
критерий Кайзера [21] (табл. 1).

Таким образом, предложенный сенсор пер-
спективен для определения амикацина в реаль-
ных образцах.

* * *
Разработан вольтамперометрический сенсор 

Ar/ЗСУЭ для определения амикацина при ре-
лизе его из имплантов. Впервые показана воз-
можность одновременного применения двух 
модификаторов: золота и арендиазония този-
лата для создания электрохимического сенсора 
на амикацин. Аналитический сигнал амикаци-
на, полученный на Ar/ЗСУЭ, значительно выше 
по сравнению с сигналом, полученным на СУЭ, 
при этом потенциал пиков практически не изме-
нился. Это может свидетельствовать о постоян-
ной скорости электродных процессов с участием 
амикацина. Оценен предел обнаружения амика-
цина (0.058 мкМ), который оказался почти на 
порядок ниже, чем с использованием СУЭ. Мо-
дифицированный Ar/ЗСУЭ продемонстрировал 
удовлетворительную стабильность при хранении 

Рис. 6. Вольтамперограммы электроокисления 
амикацина на Ar/ЗСУЭ при разных значениях 
рН (Е = 0.715 В при рН 2.0; Е = 0.875 В при рН 6.0; 
Е = 0.950 В при рН 9.0), сАМ = 2.0 мкМ, скорость ска-
нирования 30 мВ/с.

Таблица 1. Пределы обнаружения и нижние границы 
определяемых содержаний амикацина на различных 
рабочих электродах (n = 10, Р = 0.95)

Рабочий электрод смин, мкМ сн, мкМ
СУЭ 0.35 0.80
ЗСУЭ 0.12 0.38
Ar/ЗСУЭ 0.058 0.12I,

 м
кА
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и хорошую повторяемость результатов определе-
ния амикацина. Предложенный сенсор на ами-
кацин характеризуется широким диапазоном 
определяемых содержаний и низким пределом 
обнаружения и может быть использован в ана-
лизе реальных объектах.
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  A SENSITIVE ELECTROCHEMICAL SENSOR BASED 
ON AN ORGANOMODIFIED GLASSY CARBON ELECTRODE 

FOR MONITORING THE RELEASE OF AMIKACIN FROM 
BIODEGRADABLE COATINGS OF BONE IMPLANTS

G. B. Slepchenkoa, *, E. V. Dorozhkoa, E. S. Moiseevaa, A. N. Solomonenkoa

aNational Research Tomsk Polytechnic University, Tomsk, 634050 Russia

*E-mail: slepchenkogb@mail.ru

Abstract. The high catalytic activity of arenediazonium, along with the ability of gold ions to form 
specifi c bonds with amikacin, has been used in the fabrication of an electrochemical sensor based on a 
glassy carbon electrode modifi ed with a gold solution and arenediazonium tosylate (Ar/GGCE) for the 
detection and quantifi cation of amikacin upon its release from implants. Atomic force microscopy, cyclic 
voltammetry, and square-wave voltammetry were used to demonstrate that the use of a gold solution 
and arenediazonium tosylate for the surface modifi cation of a glassy carbon electrode signifi cantly 
enhances the electrode characteristics. The determination of amikacin was achieved using square wave 
voltammetry, which enabled the detection of amikacin at the Ar/GGCE in the concentration range 
0.2–60 μM and ensured a limit of detection of 0.058 μM for amikacin released from implants.

Keywords: amikacin, arenediazonium tosylate, square-wave voltammetry, implant.

ORIGINAL ARTICLES



733

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, 2024, том 79, № 7, с. 733–745

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 544.6 

ЭЛЕКТРОАНАЛИЗ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ДНК 
И ПРОТИВООПУХОЛЕВОГО ПРЕПАРАТА 

МЕТАБОЛИТА АБИРАТЕРОНА D4А 

© 2024 г.  В. В.  Шумянцеваa, b, *, А. В. Бережноваа, Л. Е. Агафоноваа, 
Т. В. Булкоа, А. В. Веселовскийа, b  

aНаучно-исследовательский институт биомедицинской химии им. В.Н. Ореховича, 
ул. Погодинская, 10, стр. 8, Москва, 119121 Россия

bРоссийский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова, 
медико-биологический факультет, 

ул. Островитянова, 1, Москва, 117321 Россия
*E-mail: viktoria.shumyantseva@ibmc.msk.ru

Поступила в редакцию 23.11.2023 г.
После доработки 19.12.2023 г.

Принята к публикации 20.12.2023 г.

Методом дифференциально-импульсной вольтамперометрии исследованы электроаналитиче-
ские характеристики двуспиральной ДНК (дсДНК) и комплекса дсДНК и метаболита проти-
воопухолевого препарата абиратерона D4А в диапазоне концентраций 25–200 мкМ. Показано 
влияние D4А на дсДНК, регистрируемое по изменению интенсивности электрохимического 
окисления гетероциклических оснований гуанина, аденина и тимина с использованием элек-
тродов, полученных методом трафаретной печати и модифицированных углеродными нанотруб-
ками. Для комплексов дсДНК/D4А рассчитаны константы связывания (Кb) для гуанина, аденина 
и тимина (1.1 × 104, 5.5 × 103, 2.5 × 103 М1 соответственно). Рассчитаны ДНК-опосредованные 
электрохимические коэффициенты токсического эффекта как отношение интенсивности сигна-
лов гуанина и аденина в присутствии D4А и без лекарства (Т, %). На основании анализа электро-
химических параметров и значений констант связывания сделано предположение о механизме 
взаимодействия D4А с ДНК преимущественно за счет электростатических взаимодействий и об-
разования водородных связей с малой бороздкой. Выводы о механизме взаимодействия метабо-
лита абиратерона D4А с малой бороздкой дсДНК, полученные электрохимическими методами, 
подтверждены с помощью молекулярного моделирования комплекса ДНК/D4А. 

Ключевые слова: электроанализ, метаболит абиратерона D4А, ДНК, противоопухолевые препа-
раты, константа связывания.
DOI: 10.31857/S0044450224070057, EDN: TOFTCJ

Фармакологический эффект лекарственных 
препаратов основан на строго целенаправленном 
взаимодействии мишень/лиганд. Такими мише-
нями могут быть функционально значимые бел-
ки, ферменты, клеточные рецепторы, мембраны 
(как совокупность мембранных белков и фосфо-
липидов), а также ДНК/РНК [1–3]. Выяснение 
механизма действия терапевтического препарата 
на ДНК является одним из ключевых вопросов 
фармакогеномных исследований для понимания 
природы различных заболеваний, механизма 

действия лекарств на мишень и разработки но-
вых потенциальных фармацевтических препа-
ратов [4–7]. ДНК является фармакологической 
мишенью многих лекарств. Лекарства, способ-
ные связываться с ДНК, могут влиять на жиз-
ненно важные функции клеток, воздействуя на 
экспрессию, модифицируя гистоны, вызывая 
карциногенез или мутации. Химическая реак-
ционная способность лекарственных препаратов 
и образование активных форм кислорода мо-
жет приводить к окислительному повреждению 
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гетероциклических оснований ДНК и множе-
ственным разрывам сахарофосфатного остова 
[1, 5, 8]. Описано несколько механизмов воздей-
ствия лекарственных препаратов на молекулу 
ДНК, которые включают интеркаляцию молеку-
лы лекарства между основаниями ДНК, связы-
вание в бороздках ДНК или ковалентное связы-
вание с основаниями ДНК [1, 4]. Нековалентные 
взаимодействия лекарства с ДНК происходят 
в основном за счет образования водородных свя-
зей, ионных связей, гидрофобных и Ван-дер-Ва-
альсовых взаимодействий. [1, 8–11]. Количе-
ственное определение нуклеотидов, нуклеози-
дов, гетероциклических оснований (ГЦО) ДНК, 
а также анализ взаимодействий ДНК/лекарство 
может быть осуществлен методами абсорбци-
онной спектроскопии, где регистрируется ин-
тегрированный спектр поглощения ДНК; флуо-
ресцентной спектроскопии с помощью флуорес-
центных “меток”; полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с необходимым набором дополнительных 
реактивов и автоматизированного оборудования; 
атомно-силовой микроскопии; электрохимиче-
скими методами; конфокальной рамановской 

спектроскопий; вискозиметрии; изотермической 
дифференциальной сканирующей микрокалори-
метрии; инфракрасной спектроскопии с преоб-
разованием Фурье; ядерного магнитного резо-
нанса [10–12] (рис. 1). 

Электрохимический метод количественного 
анализа ДНК имеет ряд преимуществ по срав-
нению с другими методами. К ним относятся 
высокая чувствительность, малый объем проб 
(0.5–60 мкл), непродолжительное время анализа, 
регистрация пуриновых и пиримидиновых ГЦО 
при соответствующем выборе типа и модифика-
ции рабочих электродов [13, 14]. Рациональный 
дизайн сенсорных конструкций и наноструктури-
рование рабочей поверхности электродов позво-
ляет подобрать оптимальные условия измерений 
для определяемого вещества, обеспечить биосов-
местимость и необходимые аналитические ха-
рактеристики метода, такие как предел обнару-
жения, диапазон определяемых концентраций, 
чувствительность, что особенно важно при ра-
боте с биологическими объектами [13]. Электро-
химические ДНК-биосенсоры используются для 
анализа взаимодействия с ДНК при обнаружении 

Рис. 1. Методы исследования комплексов ДНК/лекарство.
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и определении таких веществ, как лекарства, ме-
таболиты, биомаркеры [14–19]. Электрохими-
ческие сенсоры позволяют регис трировать “от-
клик” биоматериала на изменение свойств за счет 
ДНК/лигандных взаимодействий [19, 20].  

Рак простаты является одним из наиболее 
агрессивных видов онкологических заболеваний. 
Препарат абиратерон (17-(3-пиридил)андро-
ста-5,16-диен-3β-ол) является “золотым стан-
дартом” в лечении рака предстательной железы. 
Раннее мы исследовали взаимодействие аби-
ратерона в диапазоне концентраций 0–90 мкМ 
с двуспиральной ДНК (дсДНК) [21]. При кон-
центрациях выше 60 мкМ абиратерон вызывал 
снижение сигналов электроокисления аденина 
и гуанина ДНК более чем на 50%. Смещение по-
тенциалов электроокисления в катодную область 
при увеличении концентрации абиратерона ис-
ключает интеркаляцию абиратерона и отражает 
механизм взаимодействия препарата с бороздкой 
дсДНК за счет образования водородных связей и 
возможных электростатических взаимодействий 
[21]. Полученные результаты согласуются с вы-
водами о термодинамически выгодном само-
произвольном процессе, включающем механизм 
образования водородных связей и Ван-дер-Ва-
альсовы взаимодействия за счет связывания 
абиратерона с ДНК в малой бороздке на осно-
ве результатов молекулярного моделирования 
и исследований спектральных характеристик, а 
также расчетов величины изменения свободной 
энергии Гиббса ΔG [22]. 

В организме под действием 3β-гидроксисте-
роиддегидрогеназы (3β-HSD) абиратерон под-
вергается окислению по гидроксильной груп-
пе в третьем положении стероидного фрагмента 

(кольцо А) с образованием более активного 3-ке-
то-4-производного абиратерона (D4A) (схема 1) 
[23–25]. Метаболит абиратерона D4A ингибиру-
ет цитохром Р450 17А1 (CYP17A1), 3β-гидрок-
систероиддегидрогеназу (3β-HSD), а также сте-
роид-5α-редуктазу (SRD5A) – ключевые фер-
менты биосинтеза андрогенов [23–28]. Показано 
также, что он способен ингибировать ряд изоформ 
цитохрома P450 (CYP 21A2, 51A1, 11A1, 19A1, 
11B2, 3A4, 2D6, 2C8), а также 3β-гидроксисте-
роиддегидрогеназы [23–28]. Кроме того, метабо-
лит абиратерона D4A проявляет более высокую, 
чем абиратерон, антагонистическую активность по 
отношению к рецептору андрогенов, сравнимую 
по эффективности с известным антагонистом ре-
цептора андрогенов энзалутамидом (4-(3-(4-циа-
но-3-(трифлуорометил)фенил)-5,5-диметил-4-ок-
со-2-тиоксоимидазолидин-1-ил)-2-флуоро-N-ме-
тилбензамид) [24, 25]. Метаболит абиратерона 
D4A демонстрирует бóльшую по сравнению с аби-
ратероном противоопухолевую активность на ксе-
нографтах у мышей [23, 24]. В настоящее время 
его рассматривают как перспективное соединение 
для лечения рака простаты. Несмотря на высокий 
фармакологический потенциал D4A, его взаимо-
действие с ДНК – одной из главных фармаколо-
гических мишеней противоопухолевой терапии – 
остается малоизученным. 

Цель данной работы – исследование меха-
низма взаимодействия метаболита абиратерона 
D4A с дсДНК электрохимическими методами на 
основе регистрации изменения интенсивности 
сигналов и смещения потенциалов электрохими-
ческого окисления гетероциклических азотистых 
оснований, входящих в дсДНК, в результате об-
разования комплекса ДНК/лекарство. 
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Схема 1. Окисление абиратерона под действием 3β-гидроксистероиддегидрогеназы (3β-HSD) с образованием 3-ке-
то-Δ4-производного абиратерона (метаболит абиратерона D4A) [20, 23, 24].
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование и реагенты. Электрохимиче-
ские измерения проводили на приборе PGSTAT 
312N Autolab (Metrohm Autolab BV, Нидерланды) 
с программным обеспечением NOVA (версия 2.0). 
 Использовали трехконтактные электроды (печат-
ные графитовые электроды, ПГЭ), полученные 
методом трафаретной печати (ООО “КолорЭлек-
троникс”, Москва, http://www.colorel.ru/), с гра-
фитовыми рабочим и вспомогательным электро-
дами, хлоридсеребряным электродом сравнения. 
Диаметр рабочего электрода составлял 0.2 см 
(площадь 0.0314 см2). Все потенциалы приведе-
ны относительно хлоридсеребряного электрода 
сравнения (отн. Ag/AgCl). 

Использовали следующие реактивы: одноза-
мещенный фосфат калия (Реахим, Москва, Рос-
сия), хлорид натрия (Реахим, Москва, Россия), 
одностенные углеродные нанотрубки (УНТ) 
0.4 мас. %, стабилизированные карбоксиметил-
целлюлозой 0.6 мас. % (Новосибирск, Россия, 
https://ocsial.com), двуспиральную ДНК, выде-
ленную из молок осетровых рыб (Sigma-Aldrich, 
Япония) и D4A (Sigma-Aldrich, США).

Методика эксперимента. Измерения прово-
дили методом дифференциально-импульсной 
вольтамперометрии (ДИВА) в диапазоне потен-
циалов 0.2–1.2 В с шагом потенциала 5 мВ, ам-
плитудой модуляции 25 мВ, временем модуля-
ции 50 мс и интервалом времени 0.5 с.

На рабочую поверхность ПГЭ наносили 2 мкл 
дисперсии 0.75 ± 0.05 мг/мл УНТ, стабилизиро-
ванных карбоксиметилцеллюлозой (ПГЭ/УНТ, 
0.02 г исходной дисперсии с концентрацией 
0.4 мас. % разводили в 100 мкл H2O). Электроды 
модифицировали в течение 30 мин при комнат-
ной температуре, затем выполняли их предвари-
тельную обработку (четыре скана ДИВА в диапа-
зоне потенциалов 0–1.2 В). Эксперименты про-
водили в аэробных условиях при комнатной 
температуре в горизонтальном режиме. На элек-
трод наносили 60 мкл анализируемого раствора 
в 0.1 М калий-фосфатном буферном растворе 
(рН 7.4) (КФБ), содержащем 0.05 М NaCl, и ин-
кубировали в течение 5 мин на электроде перед 
измерением.

Исходный раствор дсДНК (3 мг/мл) готовили 
в КФБ. Исходный 10 мМ раствор D4А готовили 
в этаноле с последующим разведением КФБ до 
исследуемых концентраций. Перед нанесением 
на электрод комплекс дсДНК/D4А инкубирова-
ли в течение 5–45 мин. 

Молекулярный докинг. Использовали структу-
ру ДНК, полученную из базы PDB (ID 1BNA). 
Структуры абиратерона и D4A строили в про-
грамме SYBYL8.1. Структуры молекул опти-
мизировали методом минимизации энергии в 
SYBYL 8.1 при помощи метода градиентного 
спуска в вакууме и с зарядами Гастайгера–Хюк-
келя. Докинг исследуемых соединений осуще-
ствлялся в программе Vina Autodock [29]. Докинг 
проводили по всей поверхности ДНК. Значение 
“exhaustiveness” (полнота поиска), использован-
ное при расчетах, составляло 128. Взаимодей-
ствия ДНК с лигандами анализировали при по-
мощи программ SYBYL8.1 и Pymol.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Электроанализ комплекса дсДНК/метаболит 
абиратерона D4A. Обоснованный выбор типа 
электродов и вариантов модификации для эф-
фективного процесса переноса электронов и 
регистрации биохимического события является 
ключевым в электроанализе [13]. Ранее показа-
но, что модификация рабочей поверхности элек-
тродов углеродными нанотрубками способству-
ет повышению аналитической чувствительности 
сенсора [30, 31]. Для исследования механизма 
взаимодействия ДНК и метаболита абиратеро-
на D4A использовали электроды, полученные 
методом трафаретной печати и модифициро-
ванные одностенными углеродными трубками 
(ПГЭ/УНТ). Такой тип электродов использован 
нами ранее для анализа взаимодействия дсДНК 
и абиратерона, доксорубицина, умифеновира, 
рифампицина и фосфолипидных композиций 
этих препаратов [7, 32–35]. Аналитические ха-
рактеристики дсДНК описаны нами ранее [21, 
34, 35]. При модификации ПГЭ углеродными 
трубками, стабилизированными карбоксиметил-
целлюлозой, зарегистрировали сигналы электро-
химического окисления гуанина, аденина и ти-
мина при потенциалах Е = 0.59 ± 0.01, 0.88 ± 0.01, 
1.12 ± 0.05 В соответственно [21, 34]. 

Электроактивность 100 мкМ метаболита аби-
ратерона D4A исследовали методами цикличе-
ской вольтамперометрии и ДИВА в диапазоне 
потенциалов от +0.2 до +1.2 В, который соот-
ветствует диапазону значений потенциалов реги-
страции электрохимического окисления гетеро-
циклических оснований ДНК (рис. 2) [14–19]. 

Метаболит абиратерона D4A не проявляет 
электроактивность в области значений потенци-
алов электрохимического окисления пуриновых 
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оснований с использованием ПГЭ/УНТ, что 
позволяет определять комплекс дсДНК/D4A пу-
тем регистрации изменения интенсивности сиг-
налов электрохимического окисления гуанина, 
аденина и тимина. 

Алгоритм контроля процесса комплексооб-
разования заключался в исследовании влия-
ния возрастающих концентраций метаболита 
абиратерона D4A на интенсивность сигналов 
электрохимического окисления гуанина, аде-
нина и тимина при постоянной концентрации 
дсДНК (1.5 мг/мл). Такой подход дает инфор-
мацию о концентрационной зависимости влия-
ния противоопухолевого препарата метаболита 
абиратерона D4A на ДНК и позволяет сделать 
выводы о его воздействии на процессы элек-
трохимического окисления гетероциклических 
оснований. 

Для оптимизации условий регистрации влия-
ния метаболита абиратерона D4A на дсДНК 
исследовали зависимость интенсивности ам-
плитуды тока электрохимического окисления 
гуанина, аденина и тимина от времени при по-
стоянной концентрации D4A (100 мкМ) (рис. 3). 
Из рис. 3б–г видно, что наиболее интенсивное 
снижение тока электрохимического окисления 
дсДНК наблюдается для продолжительности 
инкубации 15 мин. Дальнейшие исследования 
влияния концентрации метаболита абиратерона 
D4A на дсДНК проводили при времени образо-
вания комплекса 15 мин. 

Терапевтически значимые концентрации аби-
ратерона находятся в диапазоне микромолярных 
значений [22, 36–38]. В экспериментах исполь-
зовали аналогичную шкалу концентраций мета-
болита D4A 25–200 мкМ. Для анализа влияния 
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Рис. 2. (а) Дифференциально-импульсные вольтамперограммы ПГЭ/УНТ/D4A с концентрацией метаболита 
100 мкМ в диапазоне потенциалов 0.2–1.2 В. (б) Циклические вольтамперограммы ПГЭ/УНТ/D4A в диапазоне 
потенциалов 0.2–1.2 В.

Таблица 1. Электроаналитические характеристики комплекса дсДНК/D4A

Концентрация
метаболита D4A, 

мкМ

Гуанин Аденин Тимин 

E ± s, В I ± s, мкА E ± s, В I ± s, мкА E ± s, В I ± s, мкА

0 0.603 ± 0.004 12.00 ± 0.38 0.890 ± 0.004 22.40 ± 0.41 1.137 ± 0.005 31.00 ± 0.68
30 0.597 ± 0.002 8.55 ± 0.51 0.883 ± 0.003 17.40 ± 0.55 1.123 ± 0.004 25.40 ± 0.49
50 0.598 ± 0.004 7.49 ± 0.83 0.882 ± 0.006 16.27 ± 1.03 1.133 ± 0.006 25.20 ± 0.86
60 0.595 ± 0.002 7.56 ± 0.03 0.880 ± 0.002 16.73 ± 0.17 1.123 ± 0.005 26.13 ± 0.73
90 0.595 ± 0.002 6.54 ± 0.20 0.877 ± 0.002 15.65 ± 0.90 1.129 ± 0.005 24.73 ± 2.15

100 0.583 ± 0.004 4.69 ± 0.79 0.870 ± 0.008 12.30 ± 1.85 1.119 ± 0.002 21.90 ± 2.43
200 0.578 ± 0.007 4.53 ± 0.12 0.862 ± 0.013 11.70 ± 0.36 1.119 ± 0.002 21.53 ± 1.03

Примечание: концентрация дсДНК во всех экспериментах 1.5 мг/мл; s – стандартное отклонение.
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метаболита абиратерона D4A в диапазоне кон-
центраций 25–200 мкМ на дсДНК комплекс 
инкубировали в течение 15 мин и затем реги-
стрировали дифференциально-импульсные 
вольтамперограммы в диапазоне потенциалов от 
+0.2 до +1.2 В. На вольтамперограммах наблю-
даются три пика в области потенциалов +0.6, 
+0.9 и +1.1 В, что соответствует электрохими-
ческому окислению гуанина, аденина и тимина 
соответственно (рис. 4а). 

Гистограммы зависимости интенсивности 
электроокисления гуанина, аденина и тими-
на от концентрации метаболита абиратерона 
D4A приведены на рис. 5. Наблюдается кон-
центрационно зависимое (в диапазоне концен-
траций 25–200 мкМ) снижение интенсивности 

электроокисления гуанина, аденина и тимина 
дсДНК. В табл. 1 представлены электроаналити-
ческие характеристики комплексов дсДНК/D4A.

Необходимым условием проведения анали-
за комплексообразования ДНК с низкомоле-
кулярными соединениями электрохимическим 
методом является смещение потенциала элек-
трохимического окисления гетероциклических 
оснований ДНК (рис. 4б, в) [1–5, 9, 10, 33–35]. 
Смещение потенциала электроокисления ге-
тероциклических оснований как результат об-
разования комплексов ДНК/лекарство в катод-
ную или анодную область является индикатором 
для отнесения процесса комплексообразования 
к определенному типу взаимодействий. В на-
ших экспериментах регистрировали смещение 
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Рис. 3. (а) Дифференциально-импульсные вольтамперограммы ПГЭ/УНТ, ПГЭ/УНТ/D4A и ПГЭ/УНТ/дсДНК 
(1.5 мг/мл) /D4A (100 мкМ) с различным временем инкубации комплекса. Зависимости интенсивностей сигналов 
электроокисления при взаимодействии метаболита D4A с ДНК от времени инкубации для: (б) гуанина, (в) аденина 
и (г) тимина. 
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потенциалов электроокисления гуанина и адени-
на в отрицательную область потенциалов, пред-
полагающее электростатические взаимодействия 
и образование водородных связей, которые в 
данном случае могут проявляться в связывании 
с малой бороздкой ДНК (рис. 4б, в). Зависящее 
от концентрации снижение интенсивности элек-
троокисления гетероциклических оснований 
(рис. 5) позволяет рассчитать константы связы-
вания Kb комплекса ДНК/лекарство. Интерка-
ляционные взаимодействия характеризуются 
значениями констант 104–106 М1, электроста-
тические взаимодействия и связывание с малой 
бороздкой молекулы ДНК за счет образования 
водородных связей характеризуется значениями 
порядка 102–104 М1 [33–35, 39–43].  

Константу связывания Kb для процесса об-
разования комплекса дсДНК/D4A (1) рассчиты-
вали по уравнению (2) при постоянной концен-
трации дсДНК 1.5 мг/мл: 

    / ,дсДНК D4A дсДНК D4A   (1)

/

/
 ,

[ ]
дсДНК D4A

b
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1
log log log

D4A

I
K

I I

 
    

 (2)

где Kb – константа связывания, М1; IдсДНК –
амплитуда тока электроокисления дсДНК; 
IдсДНК/D4A – амплитуда тока электроокисления 
комплекса дсДНК/D4A, [D4A] – концентрация 
D4A, мкМ (рис. 6, табл. 2). Значение констан-
ты связывания составило  1.1 × 104, 5.5 × 103 и 
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Рис. 4. (а) Дифференциально-импульсные вольтамперограммы ПГЭ/УНТ, ПГЭ/УНТ/ДНК и ПГЭ/УНТ/ДНК 
(1.5 мг/мл) /D4A с различной концентрацией препарата. Зависимости значений потенциалов электроокисления 
дсДНК для (б) гуанина и аденина, (в) тимина от концентраций 0–200 мкМ метаболита абиратерона D4A.
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2.5 ×103 М1 для гуанина, аденина и тимина 
соответственно.

Анализ полученных результатов по смеще-
нию потенциалов электрохимического окисле-
ния гуанина, аденина и тимина при образовании 
комплекса ДНК-лекарство и значений констант 
связывания (табл. 2) позволил сделать заклю-
чение о механизме взаимодействия метаболита 
абиратерона D4A с малой бороздкой дсДНК за 
счет образования водородных связей, способ-
ствующих таким взаимодействиям [40–43]. 

Одной из важнейших характеристик фарма-
когеномных исследований – ДНК-опосредован-
ный электрохимический коэффициент токсич-
ности препарата (Т, %), который характеризует 
токсическое влияние лекарства на ДНК [7, 33, 

44]. Значения Т оценивали при каждой концен-
трации метаболита абиратерона D4A как соот-
ношение тока электроокисления оснований по 
формуле (3):

    %,s
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Рис. 5. Влияние терапевтических концентраций (0–200 мкМ) метаболита абиратерона D4A на интенсивность элек-
троокисления дсДНК (1.5 мг/мл) (а) гуанина, (б) аденина и (в) тимина. 

Таблица 2. Константы связывания и значения изме-
нения стандартной свободной энергии Гиббса DG 
при образовании комплекса дсДНК/D4A 

Комплекс Kb, М1 G = RT lnKb, кДж/моль
Гуанин/D4A 1.1 × 104 22.7
Аденин/D4A 5.5 × 103 21.0
Тимин/D4A 2.5 × 103 19.1
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где Ib и Is – значения токов электрохимическо-
го окисления гетероциклических оснований 
дсДНК до и после образования комплекса с ме-
таболитом абиратерона D4A. Препарат считает-
ся нетоксичным, если Т > 85%; относится к уме-
ренно токсичным, если 50 < Т < 85%, и токсичен, 
если Т < 50% [7, 33, 44]. При концентрациях ме-
таболита абиратерона D4A 25–200 мкМ прояв-
ляется умеренно токсический эффект (табл. 3).

Для предсказания молекулярного механизма 
взаимодействия D4A с молекулой ДНК провели 
докинг D4A и абиратерона в известную струк-
туру ДНК. Использовали кристаллическую 
структуру ДНК с последовательностью первой 
цепи dCdGdCdGdAdAdTdTdCdGdCdG, вторая 
цепь была полностью комплементарна первой. 

Докинг абиратерона и метаболита абиратеро-
на D4A по всей поверхности двойной спира-
ли ДНК показал, что обе молекулы располага-
лись в малой бороздке спирали. Абиратерон и 
D4A располагались в одном месте связывания, 
в районе dCdGdCdG первой цепи. Это согла-
суется с прежними экспериментами по модели-
рованию комплекса абиратерона с ДНК [22] и 
нашими исследованиями D4A. Сопоставление 
результатов докинга для абиратерона и метабо-
лита абиратерона D4A показало, что D4A должен 
более прочно связываться с ДНК, чем абирате-
рон. Величина оценочной функции для абира-
терона составила 8.6 ккал/моль, а для D4A 
9.1 ккал/моль. Анализ полученных комплек-
сов показал, что абиратерон может образовы-
вать одну водородную связь с молекулой ДНК, 

Рис. 6. Зависимость log(1/[D4A]) от log[IДНК/D4A/(IДНК – IДНК/D4A)] для определения значения константы связывания 
по (а) гуанину, (б) аденину и (в) тимину.
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тогда как D4A – две. Абиратерон и метаболит 
абиратерона D4A формируют водородную связь 
между атомами азота пиримидиновых колец и 
аминогруппой четвертого дезоксигуанина dG 
первой цепи ДНК. У метаболита абиратерона 
D4A вторая водородная связь образуется между 
карбонильной группой лиганда и аминогруппой 
второго дезоксигуанина dG. Причина такого 
различия заключается в разной конфигурации 
кольца А стероидного фрагмента (схема 1). Из-
за наличия двойной связи в этом кольце изменя-
ется его геометрия, и карбонильная группа мета-
болита абиратерона D4A располагается ближе к 

молекуле ДНК, чем гидроксильная группа аби-
ратерона, что и позволяет метаболиту абирате-
рона D4A образовывать дополнительную водо-
родную связь (рис. 7).

Результаты молекулярного докинга подтвер-
ждают данные  электрохимического анали-
за комплекса дсДНК/D4A. Образование более 
прочных связей зарегистрировано именно для 
гуанина с константой связывания 1.1 × 104 М1 
(табл. 2). 

В работе [21] исследован комплекс дсДНК с 
абиратероном. Константы связывания комплек-
са ДНК/абиратерон, рассчитанные на основе 

Таблица 3. ДНК-опосредованный электрохимический коэффициент токсичности препарата, Т, % метаболита 
абиратерона D4A

Концентрация 
D4A, мкМ

Т ± s, % (n = 3)
гуанин аденин тимин

30 71 ± 4 Умеренно 
токсичен

78 ± 2 Умеренно 
токсичен

82 ± 2 Умеренно 
токсичен

50 62 ± 7 Умеренно 
токсичен

73 ± 5 Умеренно 
токсичен

81 ± 3 Умеренно 
токсичен

60 63 ± 0 Умеренно 
токсичен

75 ± 1 Умеренно 
токсичен

84 ± 2 Умеренно 
токсичен

90 55 ± 2 Умеренно 
токсичен

68 ± 4 Умеренно 
токсичен

80 ± 7 Умеренно 
токсичен

100 39 ± 7 Токсичен 55 ± 8 Умеренно 
токсичен

71 ± 8 Умеренно 
токсичен

200 38 ± 1 Токсичен 52 ± 2 Умеренно 
токсичен

69 ± 3 Умеренно 
токсичен

(а)

dG4 dG4

dG2

(б)

Рис. 7. Модели комплексов (а) абиратерона и (б) D4A с ДНК. Желтыми пунктирными линиями показаны водо-
родные связи.
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электрохимических исследований (1.63 × 104 М1 
по гуанину, 1.93 × 104 М1 по аденину), несколь-
ко выше, чем Kb комплекса ДНК/D4A, что под-
тверждает результаты и выводы, полученные 
с помощью молекулярного докинга. 

* * *
Методом дифференциально-импульсной 

вольтамперометрии исследованы электроанали-
тические характеристики двуспиральной ДНК и 
комплекса дсДНК и противоопухолевого препа-
рата метаболита абиратерона D4А в диапазоне 
концентраций 30–200 мкМ. Показано влияние 
D4А на дсДНК, зарегистрированное по измене-
нию тока электрохимического окисления гете-
роциклических азотистых оснований гуанина, 
аденина и тимина с использованием электро-
дов, полученных методом трафаретной печати 
и модифицированных углеродными нанотруб-
ками. Константы связывания (Кb) комплекса 
дсДНК/D4А для гуанина, аденина и тимина со-
ставили 1.1 × 104 М1, 5.5 × 103 М1, 2.5 × 103 М1 
соответственно. Рассчитаны ДНК-опосредован-
ные электрохимические коэффициенты токси-
ческого эффекта как отношение интенсивности 
сигналов регистрируемых гетероциклических 
оснований в присутствии D4А и без лекарства. 
На основании анализа электрохимических пара-
метров и значений констант связывания сдела-
но предположение о механизме взаимодействия 
D4А с ДНК преимущественно за счет электро-
статических взаимодействий и образования во-
дородных связей с гетероциклическими осно-
ваниями. Электрохимический ДНК-биосенсор 
впервые использован для исследования механиз-
ма взаимодействия метаболита абиратерона D4А 
с дсДНК. Выводы о механизме взаимодействия 
метаболита абиратерона D4А за счет водородных 
связей с основаниями ДНК, полученные элек-
трохимическими методами, подтверждены с по-
мощью молекулярного моделирования комплек-
са дсДНК/D4А. 
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ELECTROCHEMICAL ANALYSIS OF THE INTERACTION 
BETWEEN DNA AND ABIRATERONE D4A METABOLITE

V. V. Shumyantsevaa, b, *, A. V. Berezhnovaа, L. E. Agafonovaа, T. V. Bulkoа, A. V. Veselovskyа

aOrekhovich Research Institute of Biomedical Chemistry, 119121, Moscow, Russia
bFaculty of Medicine and Biology, Russian National Research Medical University, 117321, Moscow, Russia

*E-mail: viktoria.shumyantseva@ibmc.msk.ru

Abstract. The electroanalytical characteristics of double-stranded DNA (dsDNA) and the complex of 
dsDNA with the anticancer drug metabolite, abiraterone D4A, in the concentration range of 25–200 μM 
were investigated using diff erential pulse voltammetry. The eff ect of D4A on dsDNA was detected by 
changes in the intensity of the electrochemical oxidation of the heterocyclic bases guanine, adenine, and 
thymine. This investigation used screen-printed electrodes modifi ed with carbon nanotubes. Binding 
constants (Kb) for guanine, adenine, and thymine in the dsDNA/D4A complexes were calculated to be 
1.1 × 104, 5.5 × 103, and 2.5 × 103 M–1, respectively. The DNA-mediated electrochemical coeffi  cients of the 
toxic eff ect were calculated as the ratio of the signal intensities of guanine and adenine in the presence of 
D4A compared to those without the drug (T, %). Based on an analysis of electrochemical parameters and 
binding constant values, an assumption was made regarding the mechanism of the interaction between 
D4A and DNA, predominantly through electrostatic interactions and the formation of hydrogen bonds 
with the minor groove. Conclusions about the mechanism of the interaction of the abiraterone D4A 
metabolite with the dsDNA minor groove, obtained by electrochemical methods, were supported by the 
molecular simulation of the DNA/D4A complex.

Keywords: electroanalysis, abiraterone D4A metabolite, DNA, anticancer drugs, binding constant.
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17 мая 2023 г. на 76-м году жизни скоро-
постижно скончался Валерий Николаевич 
Майстренко, известный ученый, специалист 
в области аналитической химии и химической 
экологии, доктор химических наук, член-корре-
спондент Академии наук Республики Башкорто-
стан, заслуженный деятель науки и техники Рес-
публики Башкортостан, заведующий кафедрой 
аналитической химии Уфимского университета 
науки и технологий. 

В.Н. Майстренко родился 8 сентября 1947 г. 
в поселке Новиковка в Башкирии. После окон-
чания химического факультета Башкирского 
государственного университета в 1970 г. он по-
ступил в аспирантуру кафедры аналитической 
химии Казанского государственного универси-
тета. В этот период в Казанском университете 
проводились исследования в новой области не-
водной электрохимии – полярографии хелатов 
металлов в неводных средах. Работа по этой те-
матике была начата выпускницей Башкирского 
университета аспиранткой Ф.А. Амирхановой и 
получила развитие с приходом В.Н. Майстрен-
ко. Однако через год аспирантуры Валерия Ни-
колаевича призвали в армию, в ракетные вой-
ска стратегического значения. После службы 
В.Н. Майстренко успешно завершил учебу в ас-
пирантуре и в 1974 г. защитил кандидатскую 
диссертацию “Полярографическое исследова-
ние комплексов металлов с некоторыми окси-
азосоединениями”. Тематика неводной поляро-
графии хелатов оставалась еще некоторое время 
актуальной; так, одна из опубликованных работ 
с участием В.Н. Майстренко была отмечена как 
статья с высоким индексом цитирования. 

В 1975 г. В.Н. Майстренко вернулся в Баш-
кирский университет, где прошел обычный 
путь работника высшей школы – сначала был 
ассистентом, затем старшим преподавателем 
и доцентом, профессором и стал деканом 

химического факультета. Проявил хорошие ор-
ганизаторские способности. Его приглашали на 
работу в партийные органы, но после некоторых 
колебаний он твердо решил идти по научному 
пути. Вместе с сотрудниками кафедры, на кото-
рой он работал, и Уфимского научного центра 
Академии наук он приступил к исследованию 
комплексообразующих и окислительно-восста-
новительных свойств органических сульфидов 
в реакциях с переходными металлами. Тема 
имела практическое значение в плане изучения 
серосодержащих соединений как компонен-
тов нефтей Башкирии. Казанский опыт работы 
с ртутным капельным электродом здесь приго-
дился как нельзя кстати. Полярография и в пер-
вую очередь ртутный микроэлектрод вышли на 
авансцену аналитической химии в нашей стране, 
трудно назвать республику или крупный город, 
в которых не проводились бы исследования в об-
ласти полярографии. Уфимский научный центр 
и Башкирский университет оказались среди них. 

Результаты исследований, проведенных 
В.Н. Майстренко в течение почти 15 лет, были 
опубликованы в многочисленных статьях и до-
ложены на различных конференциях. Совокуп-
ный научный материал “тянул” на две специ-
альности: физическая химия и аналитическая 
химия. Физическая химия была представле-
на в диссертационном совете при Уфимском 
научном центре. Председатель совета академик 
Г.А. Толстиков предложил Валерию Николае-
вичу сделать доклад по теме диссертации, на за-
седании совета выступил Г.К. Будников и отме-
тил, что основной материал по свойствам ор-
ганических сульфидов получен с применением 
полярографии, аналитического метода, кото-
рым В.Н. Майстренко владеет в совершенстве. 
В плане развития аналитической химии в Баш-
кирском университете неплохо бы иметь здесь 
доктора наук по специальности “аналитическая 
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химия”. Г.А. Толстиков без колебаний согла-
сился с предложением провести защиту по двум 
специальностям. В защите, которая состоялась 
20 апреля 1990 г., приняли участие специали-
сты-электроаналитики, авторитеты в области 
полярографии. В 1991 г. В.Н. Майстренко стал 
первым доктором химических наук по аналити-
ческой химии в Башкортостане и единственным 
в республике на длительный период. 

В.Н. Майстренко создал известную в стране 
научную школу по электроаналитической хи-
мии. Научные и практические результаты опуб-
ликованы примерно в 300 работах, в том числе 
в ряде монографий, учебнике для вузов, в об-
зорных статьях, 12 патентах и авторских свиде-
тельствах. В.Н. Майстренко активно участвовал 
и в учебном процессе. Обобщенный опыт пре-
подавания курсов неорганической химии и ана-
литической химии им неоднократно выносился 
на обсуждение в докладах на конференциях по 
преподаванию аналитической химии.

Конференции по электроаналитической хи-
мии в нашей стране, как известно, проводились и 

проводятся по планам Научного совета по анали-
тической химии, в составе которого есть комис-
сия по ЭМА. В выборе мест проведения конфе-
ренций В.Н. Майстренко проявлял инициативу. 
В итоге оказалось, что конференции начала ХХI 
в. – это одновременно близкое знакомство с бо-
гатой природой родного для В.Н. Майстренко 
края: теплоход по маршруту “Уфа – Набережные 
Челны – Уфа” (VI Всероссийская конференция, 
2004 г.), небольшое курортное местечко Абзако-
во в 300 км от Уфы среди лесистых Уральских 
гор (VII и VIII Всероссийские конференции) – 
все это по предложению и при хорошей органи-
зации мероприятия В.М. Майстренко. Неудиви-
тельно, что к нему обратились за советом и по-
мощью при организации конференций по химии 
в медицине в тех же местах.

В области электроанализа В.Н. Майстренко 
делал акцент на поиске материалов, способных 
модифицировать поверхность электрода так, 
чтобы амперометрический отклик обеспечил вы-
сокую чувствительность и селективность. Элек-
трод при этом приобретает функцию сенсора. 
Сенсоры и сенсорные системы используют для 

В.Н. Майстренко (справа) и Г.К. Будников, 2006 г.



748 БУДНИКОВ

 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ том 79 № 7 2024

контроля качества пищевых продуктов, лекар-
ственных средств, оценки степени хиральной 
чистоты фармацевтических препаратов и др.

В.Н. Майстренко часто выступал с доклада-
ми, и хотя они обычно были посвящены элек-
троаналитической тематике, стоит отметить и 
доклады по суперэкотоксикантам на междуна-
родных конференциях по диоксинам (Италия, 
Нидерланды, США). В первые два десятилетия 
ХХI в. основное внимание уделялось вопросам, 
связанным с сенсорами. 

С 1996 по 2009 г., будучи заведующим кафед-
рой неорганической химии в Башкирском госу-
дарственном университете, В.Н. Майстренко од-
новременно возглавлял Научно-исследователь-
ский институт безопасности жизнедеятельности 
РБ, который в эти годы стал одним из ведущих 
в стране научных центров по решению экологи-
ческих проблем. О деятельности В.Н. Майстрен-
ко на посту директора НИИБЖД РБ рассказал 
заместитель директора этого института в тот же 
период д.х.н. проф. У.Г. Ибатуллин.

Институт создавался в тяжелой обстановке 
экологического “диоксинового” кризиса нача-
ла 1990-х гг. для целенаправленного научного 
изучения проблем, связанных с охраной окру-
жающей среды. Здесь начали разрабатывать си-
стемные планы по предупреждению и ликвида-
ции чрезвычайных ситуаций в Башкортостане, 
республиканские экологические программы, 
мониторинговые технологии. Затем в сферу ис-
следовательской деятельности института вошли 
вопросы утилизации и переработки промышлен-
ных и бытовых отходов, стали осуществлять ин-
вентаризацию и составлять кадастр особо охра-
няемых природных территорий республики и 
ближайших регионов.

У.Г. Ибатуллин отмечает, что за этот пери-
од в НИИБЖД РБ было защищено восемь док-
торских и 13 кандидатских диссертаций по акту-
альным проблемам охраны окружающей среды, 
промышленной экологии, прогнозированию и 
предупреждению чрезвычайных ситуа ций, эко-
номике природопользования, регулярно про-
водились научно-практические специализиро-
ванные конференции. В 1998 г. стал издаваться 
первый в регионе журнал “Башкирский эколо-
гический вестник”, был организован Учебный 
центр для специалистов предприятий и пре-
подавателей учебных заведений, ведущих дис-
циплину ОБЖ. Продуктивно функционирова-
ли ученый совет института, куда директор су-
мел привлечь ряд высококвалифицированных 

специалистов, научно-техническая библиотека, 
постоянно пополняющая фонды специализи-
рованной и нормативно-технической литерату-
ры, и собственная типография. Немалая заслу-
га директора в том, что в период серьезнейших 
проблем с финансированием он сумел наладить 
продуктивные контакты практически со всеми 
крупными промышленными предприятиями и 
рядом учреждений республики, что позволило 
институту сначала выжить за счет бартера, а по-
том и начать успешно развиваться, многократно 
увеличив финансовые и материально-техниче-
ские ресурсы. С участием специалистов инсти-
тута были разработаны и реализованы респуб-
ликанская целевая программа “Экологическая 
безопасность Республики Башкортостан”, а 
именно ее важнейшие подпрограммы: “Диок-
син”, “Предупреждение ЧС и ликвидация их 
последствий”, “Создание единой государствен-
ной системы экологического мониторинга РБ”, 
“Снижение рисков для населения и территории 
РБ от ЧС природного и техногенного характера”. 
Осуществлялись мероприятия федеральной про-
граммы “Снижение рисков и смягчение послед-
ствий ЧС природного и техногенного характера 
в РФ до 2005 г.”. Институт принимал активное 
участие в разработке ряда федеральных целевых 
программ – “Возрождение Волги”, “Чистый 
воздух” и др.

Совместно с Министерством природных ре-
сурсов РБ и Башкирской академией госслужбы и 
управления при Президенте РБ была разработа-
на и реализована учебная программа повышения 
квалификации специалистов промышленных 
предприятий и других организаций для внедре-
ния системы экологического менеджмента в со-
ответствии с мировым стандартом ИСО-14 000. 

Основным итогом работы Валерия Николае-
вича в должности директора института является 
то, что он сумел создать и в какой-то мере вос-
питать коллектив высококвалифицированных 
специалистов, которых не было в республике. 
При нем серьезно вырос авторитет института во 
всероссийском масштабе, что подтверждается 
заявками на выполнение научно-исследователь-
ских, проектных и практических работ из са-
мых разных регионов. Автор настоящей статьи 
присоединяется к такой высокой оценке 13-лет-
ней деятельности и считает ее не менее важной, 
чем исследования в электроаналитической об-
ласти. В этот период В.Н. Майстренко получил 
грант как Соросовский профессор, стал экспер-
том фонда Сороса по проблемам загрязнения 
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окружающей среды и получателем стипендии 
Президента РФ для выдающихся ученых России. 

В.Н. Майстренко возглавлял Уральское отде-
ление Научного совета РАН по аналитической 
химии, Научный совет по экологии и приро-
допользованию АН РБ, республиканские про-
граммы “Диоксин”, “Экология Башкортостана”, 
“Предупреждение и ликвидация последствий 
чрезвычайных ситуаций”. Был главным редак-
тором журнала “Башкирский экологический 
вестник” (с 1998 г.). В 2019 г. В.Н. Майстрен-
ко побывал в Сибае, в одном из городов Баш-
кортостана, когда образовался смог при тлении 
породы карьера. Ему пришлось выступить как 
эксперту в оценке общей техногенной картины, 
ответить на вопрос, насколько опасен газ из ка-
рьера. Его мнение: сибайский карьер выделяет 
серы меньше, чем нефтяной завод в Уфе. Ситуа-
цию в городе при нормальных метеоусловиях на-
звал некритичной. 

В списке трудов В.Н. Майстренко можно вы-
делить наиболее важные направления, при раз-
работке которых получены новые знания фунда-
ментального и прикладного плана: 

– оценка реакционной способности поли-
функциональных сероорганических соединений 
в реакциях комплексообразования с благород-
ными металлами (эти результаты исследования 
отражены в его докторской диссертации); 

– разработка высокоэффективных электрохи-
мических сенсоров для определения металлов и 
токсичных органических соединений в природ-
ных средах, а также сенсоров для фармации;

– разработка современных методов опреде-
ления токсичных металлов, диоксинов и дру-
гих органических веществ в природных и про-
мышленных объектах, их аттестация и внесение 
в Гос реестр РФ;

– разработка концепций эколого-аналити-
ческого мониторинга супертоксикантов и стой-
ких органических загрязнителей и организация 
соответствующих исследований в Республике 
Башкортостан;

– исследования по утилизации промышлен-
ных и бытовых отходов, разработка технологий 
утилизации отходов горнорудных и машино-
строительных предприятий;

– оценка загрязнения территорий и промыш-
ленных объектов предприятий хлорорганическо-
го синтеза диоксинами и разработка технологи-
ческих решений по уменьшению их эмиссии 
в окружающую среду;

– разработка методологии районирования 
территории субъекта федерации, которая учиты-
вала бы степень опасности от природных и тех-
ногенных катастроф, чрезвычайных ситуаций.

Науку и образование делают люди, поэтому 
персонификация и оценка деятельности ученых 
на поприще науки и образования необходима. 
И здесь, кроме привычных наукометрических 
параметров (число статей или вообще публика-
ций, число цитирований, индекс Хирша, чис-
ло аспирантов и докторов и т.д.), доступных 
из официальных источников, используют другие 
критерии, которые скорее связаны с нравствен-
ными аспектами и этикой поведения в научном 
сообществе. Возникает вопрос, каково было по-
ведение Валерия Николаевича в научно-образо-
вательной среде просто как человека? На этот 
вопрос отвечают коллеги, ученики и, конечно, 
друзья (фото).

Прежде всего, нужно отметить самодоста-
точность ученого, знание дела, его эрудицию, 
смелость при принятии решений, творческий 
подход к делу. Написание книг – одно из дока-
зательств творческой активности. Деятельность 
как эксперта в рамках РФФИ и РНФ. Коллеги 
В.Н. Майстренко особо выделяли период рабо-
ты, когда в республике возникли проблемы эко-
лого-химического плана. Действительный член 
АНБ И.Б. Абдрахманов вспоминал годы, когда 
В.Н. Майстренко был деканом химического фа-
культета БашГУ и одновременно заведующим 
кафедрой неорганической химии. На все у него 
хватало времени. Особо значима его роль по со-
зданию программы экологического мониторин-
га состояния окружающей среды в республике 
Башкортостан после экологической фенольной 
катастрофы. Эту задачу В.Н. Майстренко решил, 
создав для этой цели одну из лучших в России 
лабораторий по контролю содержания диокси-
нов и других стойких органических загрязни-
телей в объектах окружающей среды, подобрав и 
подготовив квалифицированных специалистов. 
Высоко оценивая деятельность В.Н. Майстрен-
ко, Абдрахманов отметил, что он прошел слав-
ный и достойный жизненный путь и внес до-
стойную лепту в химическую науку, воспитание 
молодого поколения в деле служения Отечеству, 
и считал, что Валерий Николаевич является до-
стойным примером.  

В книгах В.Н. Майстренко видел не толь-
ко источник знаний. Он считал, что написа-
ние книги и ее выход в свет – хороший способ 
оценить эффективность деятельности ученого, 
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стремящегося получить известность и призна-
ние научного сообщества. Здесь должны про-
явиться и полнота знания в конкретной области, 
и уровень профессиональной культуры. Приме-
ром может служить книга, недавно вышедшая 
в Уфе (Мир печати, 2023), составленная В.Н. 
Майстренко по материалам семейного архива 
профессора Я.Ш. Шарапова, не успевшего обоб-
щить свои тетради и записки. Название книги 
“Из запомнившегося: эскизы о времени и о себе 
(1920–2008)”.

Друзья говорили, что он был удивительным 
человеком. В характере Валеры, как называл его 
профессор С.С. Злотский, необыкновенно сочета-
лись и переплетались внимание и забота к близким 
коллегам, ученикам и сотрудникам с высочайшей 
принципиальностью и требовательностью к науч-
ным результатам, содержанию научных исследо-
ваний. Он высказывался прямо, откровенно, иногда 
нелицеприятно, но строго по существу, при этом 
указывал на просчеты, ошибки, упущения даже са-
мым близким друзьям, известным, заслуженным, 
титулованным ученым. В то же время непремен-
но предлагал пути и способы исправления, коррек-
тировки, улучшения. Готов был тратить время и 
силы на поддержку и помощь. Эти качества не все-
гда находили понимание у окружающих, поэтому 
научный путь Валеры был сложным и тернистым. 
В его жизни общественная работа и эксперимен-
тальные исследования тесно переплетались. На 
позициях директора института и заведующего ка-
федрой он никогда не использовал административ-
ный ресурс. В каждой публикации существенным, 
решающим являлось его личное участие. Он был за-
мечательным другом, родным, близким человеком 

для коллег, заботливым учителем и опекуном для 
аспирантов и молодых сотрудников. Он оставил о 
себе долгую и светлую память.

Другой близкий человек (Б.И. Кутепов) от-
мечал удивительную любознательность Вале-
рия Николаевича. Он говорил, что его интере-
совало все, прежде всего история, он даже хотел 
стать профессиональным историком, но стал хи-
миком. Сочетая оба этих качества, он издал кни-
гу “История и методология химии” для бакалав-
ров. В 60–70-ые годы было популярно сплавляться 
в Башкирии по реке Белой, В.Н. в таких путеше-
ствиях участвовал. В 21 веке по его инициати-
ве мы каждое лето путешествовали по многим 
красивейшим местам нашей родной Башкирии, 
при этом за рулем всегда был Валера. Он не был 
заядлым грибником, но стоило его один раз сво-
зить в лес за грибами, после этого уже он каждую 
осень возил нас. Еще одна составная часть наше-
го совместного отдыха – это круглогодичная баня 
в течение многих лет. Коллеги завидовали, что мы 
на протяжении многих лет не переставали встре-
чаться, несмотря ни на какие препятствия. И это 
во многом благодаря энтузиазму Валеры. Б.И. Ку-
тепов отмечал также обязательность Валерия 
Николаевича: Если что-то обещал, обязательно 
сделает. Это про него – умру, но вспашу.

Автор благодарит И.Б. Абдрахманова, И.Е. Алё-
хину, Д.М. Бикмеева, С.С. Злотского, Г.Я. Кобаль-
нову, Б.И. Кутепова, Г.Я. Майстренко, Ю.И. Му-
ринова за помощь при написании статьи.

Г.К. Будников
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Контроль содержания кислорода и углекислого газа в потоке воздуха, выходящего из реакто-
ра, в котором происходит нагрев образца, может быть использован для исследования процессов 
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шения содержания кислорода и появления диоксида углерода в потоке воздуха от изменения 
температурного режима, позволяющие контролировать влияние введения наполнителей в состав 
полимеров на их термическую стойкость. На примере чистого полипропилена и полипропиле-
на с добавками диоксида титана показано применение метода окситермографии для изучения 
окислительной термостабильности. 
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Для исследования физико-химических 
свойств полимерных материалов, связанных с их 
нагревом, традиционно используются два мето-
да – термогравиметрический анализ (ТГА) [1] и 
дифференциальная сканирующая калориметрия 
(ДСК) [2]. Оба метода включают в себя програм-
мируемый нагрев образца с непрерывным фик-
сированием его массы либо разницы температур 
анализируемого и эталонного образцов. В на-
стоящее время активно развивается окситер-
мография – относительно новый метод анализа 
вещества [3]. В его основе лежит нагрев образца 
в токе воздуха или инертного газа, содержащего 
точно известное количество кислорода, с непре-
рывным фиксированием динамики изменения 
химического состава газа на выходе высокотем-
пературного реактора. С его помощью может 
быть получена информация о содержании орга-
нического вещества в объеме [4, 5] и в пленках 
на поверхности воды [6], на поверхности кожи 

[7], химически привитого слоя на кремнеземе 
[8, 9], при распределении легколетучих и труд-
нолетучих органических компонентов [10, 11]. 
Устройства с аналогичным  принципом действия 
могут использоваться в качестве детекторов в га-
зовой хроматографии [12, 13].

Основная цель данной работы – показать 
возможности практического использования ме-
тода окситермографии для исследования терми-
ческой стойкости полимерных материалов при 
одновременной регистрации кислорода и СО2 
в потоке газа, выходящего из реактора; изучить 
термическую стойкость чистого полипропилена 
и полипропилена с добавками диоксида титана.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. Использовали полипропилен 
марки H030 GP (ООО “Тобольск-Полимер”, 
Россия), диоксид титана P25 Degussa (Германия). 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Получение образцов для исследований. Образ-
цы композиционного материала, содержащего 
от 1 до 5 мас. % TiO2, получали путем введения 
наполнителя в расплав полимера с использова-
нием двушнекового микрокомпаундера (DACA 
Instruments, США) при 200 C в течение 10 мин. 
Конечный объем материала составлял 4 см3.

Экструдированные образцы исходного по-
липропилена или наполненного композитно-
го материала в виде цилиндров диаметром 3 мм 
нарезали на диски толщиной 50 мкм с исполь-
зованием санного микротома PFM Slide 4003 E 
(Германия).

Исследование окислительной термостойкости 
образцов полипропилена проводили на экспе-
риментальной установке, схема которой изоб-
ражена на рис. 1. Образец полимера помещали 
в кварцевую лодочку (1), в которую вмонтиро-
вана термопара (2). При помощи системы пере-
мещения (3) по программе с компьютера лодоч-
ка перемещалась в высокотемпературную об-
ласть кварцевого реактора (5), где происходило 
окисление полимера в потоке воздуха, который 

засасывался в реактор через входное отверстие 
(4) высокотемпературного реактора. Содержа-
ние кислорода в воздухе составляло 20.9 об. %. 
Реактор выполнен в виде прямой кварцевой 
трубки и не имел скрытых полостей, которые 
могли бы влиять на ламинарный поток воздуха, 
протекающего через реактор. Нагрев реактора 
осущес твляется внешней печкой, позволяющей 
поддерживать максимальную температуру вну-
три реактора на уровне 750 С. Температура вну-
три реактора, в который вводилась лодочка с об-
разцом, в зависимости от его зоны составляла от 
50 до 700 С. Это позволяло осуществлять про-
граммируемый нагрев образца, помещая лодоч-
ку с образцом в различные температурные зоны 
реактора. В конце реактора в самой высокотем-
пературной зоне (750 С) помещен катализатор 
(7). Катализатор дожига представляет собой пла-
тину (1.5 мас. %) на кварцевом стекловолокне. 
Его роль сводится к доокислению летучих ор-
ганических веществ, которые могут образовать-
ся в процессе нагрева образца в потоке возду-
ха. Исходный полимер не обладает летучестью. 
Однако в процессе термодеструкции существует 
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Рис. 1. Схема экспериментальной окситермографической установки для исследования образцов полимеров мето-
дом окситермографии. 1 – кварцевая лодочка, 2 – термопара, 3 – узел введения кварцевой лодочки в реактор, 4 – 
входное отверстие в температурный реактор, 5 – кварцевый высокотемпературный реактор, 6 – нагревательный 
элемент, 7 – катализатор окисления отходящих газов, 8 – термопара контролирующая нагрев реактора, 9 – датчик 
кислорода, 10 – датчик углекислого газа, 11 – ротаметр, 12 – побудители потока воздуха, 13 – блок управления и 
сбора экспериментальных данных, 14 – персональный компьютер.
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ненулевая вероятность формирования летучих 
соединений с кислородом в гидроксильной, кар-
бонильной, карбоксильной формах, требующих 
доокисления до углекислого газа. При много-
кратном (на порядки) избытке кислорода и при 
скоростях потока газа, реализуемых в условиях 
эксперимента, сомневаться в количественном 
превращении органического вещества в углекис-
лый газ нет оснований. Температурный режим 
анализа поддерживали при помощи внешнего 
нагревателя (6), смонтированного непосред-
ственно на реактор (5). Состав отходящих газов 
после прохождения слоя катализатора дожига – 
1.5 мас. % платины на кварцевом стекловолок-
не (7) – непрерывно фиксировали с использо-
ванием широкополосного -датчика кислорода 
фирмы Воsh (9) и ИК-датчика углекислого газа 
(10). Относительное стандартное отклонение 
при регистрации фоновых значений воздуха, 
поступающего в реактор, для датчика кислоро-
да составляло менее 2.5 × 103, для датчика диок-
сида углерода – менее 1 × 102. Скорость потока 
воздуха, последовательно проходящего через ре-
актор и датчики кислорода и углекислого газа, 
составляла 10 см3/с и регистрировалась при по-
мощи газового ротаметра LZB-6M (11).

Для управления введением лодочки с образ-
цом в реактор, нагревом реактора до заданной 
температуры, контролем температуры нагрева 
реактора, контролем температуры поверхности 
лодочки, на которой находится исследуемый 
образец, показаниями датчиков кислорода и 
углекислого газа использовали аппаратно-про-
граммный комплекс, включающий электрон-
ный блок (13) и персональный компьютер (14). 
Разработанное оригинальное программное обес-
печение позволило в режиме реального времени 
регистрировать поступающие данные с датчика 
температуры поверхности лодочки, датчика тем-
пературы нагрева реактора, с датчиков кислоро-
да и диоксида углерода. Это дало возможность 
получать зависимости изменения концентрации 
кислорода и диоксида углерода в потоке возду-
ха, выходящего из реактора, как от времени, так 
и от температуры нагрева образца. Дальнейшую 
обработку первичных данных, представление их 
в графическом виде проводили с использовани-
ем пакета Sigma Plotter.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Полипропилен относится к легкоокисляемым 
полимерам, основная потеря массы которых по 
данным ТГА происходит в интервале температур 

250–500 С в инертной атмосфере [14–19] и 
200–400 С на воздухе [18–20]. Интенсивность 
и температурные границы этого процесса зави-
сят от многих параметров, главными из которых 
являются состав газовой среды [18] и скорость 
подъема температуры [18, 20]. В случае напол-
ненных систем появляется дополнительный 
фактор, влияющий на деструкцию полипропиле-
на, – химическая природа наполнителя [14, 19].

В традиционных методах исследования по-
лимерных материалов, таких как ТГА и ДСК, 
существенную роль играет изменение темпера-
туры в зависимости от времени (температурный 
профиль). На начальной стадии исследования 
применяли двухступенчатый нагрев образца. 
Первая ступень температуры составляла около 
100 С, вторая – 650 С, однако в методах ТГА 
и ДСК используют линейный нагрев образцов. 
В связи с этим был сформирован алгоритм пере-
мещения лодочки в реакторе, обеспечивающий 
линейный нагрев в области 50–400 С со ско-
ростью ~10 С/мин. Линейная аппроксимация 
(рис. 2) дает значение (11.6 ± 0.1) С/мин. Ко-
нечная точка линейного участка нагрева состав-
ляет 400 С. При этой температуре образец вы-
держивается 15 мин, затем для отжига продуктов 
конденсации на 3 мин перемещается в область с 
температурой 700 С. Анализ газовой среды при 
линейном (выбранном) градиенте нагрева образ-
ца позволяет определить температуру термостой-
кости полимера. 

Предлагаемый вариант нагрева образца от-
личается от традиционных схем нагрева, непо-
движно размещенных внутри печи. Нагрев в гра-
диентной печи позволяет избежать системати-
ческих погрешностей, которые возникают при 
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Рис. 2. Временные развертки координаты лодочки 
(1) и температуры поверхности лодочки с образцом 
(2), используемые для формирования температурно-
го профиля нагрева образцов при изучении термоде-
струкции образцов исходного полипропилена (ПП) 
и полипропилена с добавками диоксида титана.
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транспортировке продуктов разрушения орга-
нического вещества. Систематические погреш-
ности могут появиться из-за сорбции органиче-
ских продуктов разрушения на холодных поверх-
ностях при их транспортировке от места нагрева 
до места конверсии, где эти продукты превра-
щаются в летучие газы (СО2 и Н2О). Очевидно, 
что продукты разрушения должны транспор-
тироваться в потоке газа с температурой выше, 
чем температура нагрева исследуемого образца. 
Перемещение лодочки с образцами с помощью 
шагового двигателя можно организовать с вы-
сокой точностью и тем самым вводить пробу в 
различные температурные зоны реактора. Такой 
подход позволяет осуществлять как линейный 
нагрев образцов с небольшим градиентом тем-
пературы, так и быстрый нагрев, поскольку теп-
лоемкость лодочки с образцом незначительная.

Аналитический сигнал непрерывно фикси-
руется датчиками кислорода и углекислого газа. 
Минимально регистрируемое количество кисло-
рода, определяемое как площадь отрицательного 
пика, составляет величину 0.02 мг.

Полипропилен как типичный представитель 
углеводородных полимеров винильного ряда не 
обладает термической устойчивостью в потоке 
воздуха. При нагреве образцов полипропилена в 
потоке воздуха на описанной выше эксперимен-
тальной установке происходит его окисление, на 
что расходуется кислород воздуха, и появляют-
ся продукты окисления. Типичные зависимости 
изменения содержания кислорода от времени в 
потоке воздуха, выходящего из реактора при на-
греве образца, для образцов исходного полипро-
пилена и с добавками 1, 2 и 5% ТiO2 представле-
ны на рис. 3. Типичные зависимости изменения 
содержания диоксида углерода от времени в по-
токе воздуха для тех же образцов представлены 
на рис. 4.

Одновременно регистрируя температуру на-
грева образца в зависимости от времени, по-
лученные экспериментальные зависимости – 
окситермограммы на рис. 3 и рис. 4 – можно 
перевести в окситермограммы зависимости ана-
литического сигнала от температуры, представ-
ленные на рис. 5 и 6.

На всех окситермограммах эксперименталь-
но зафиксированы два пика. На окситермогра-
мах по кислороду два отрицательных пика, ха-
рактеризующих расход кислорода при окисле-
нии полипропилена. На окситермограммах по 
диоксиду углерода два положительных пика, 

характеризующих появление диоксида углерода. 
Окситермограммы зависимости аналитического 
сигнала от температуры (см. рис. 5 и 6) имеют 
особенности построения, связанные с тем, что 
условия нагрева образцов для разных интерва-
лов температур существенно отличались. Для 
интервала температуры от 50 до 400 С осущес-
твлялся линейный нагрев со скоростью около 
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Рис. 3. Изменение содержания кислорода (отн. ед.) в 
потоке воздуха, выходящего из реактора, в зависимо-
сти от времени для образцов чистого полипропилена 
(ПП) и с содержанием 1, 2 и 5% ТiO2.

Рис. 4. Изменение содержания диоксида углерода 
(отн. ед.) в потоке воздуха, выходящего из реактора, 
в зависимости от времени для образцов чистого по-
липропилена (ПП) и с содержанием 1, 2 и 5% ТiO2.

Рис. 5. Изменение содержания кислорода (отн. ед.) 
в потоке воздуха, выходящего из реактора, в зависи-
мости от температуры нагрева для образцов чистого 
полипропилена (ПП) и с содержанием 1, 2 и 5% ТiO2.
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10 С/мин. Для интервала температур от 400 до 
700 С осуществлялся ступенчатый нагрев путем 
быстрого введения образца в высокотемператур-
ную зону реактора. В связи с этим некорректно 
сравнивать пики в низкотемпературной и высо-
котемпературной областях окситермограммы, 
поскольку скорость подъема температуры влияет 
на процесс термодеструкции [18, 20].

Первому (низкотемпературному) пику по-
требления кислорода, скорее всего, соответству-
ет реакция окисления водородсодержащих ме-
тильных, метиленовых и метиновых фрагментов 
кислородом воздуха: 

Кроме того, возникновение этого пика мо-
жет быть обусловлено кинетическим фактором. 
При достижении области температур, соответ-
ствующей плавлению полимера, подвижность 
макромолекул радикальным образом увеличи-
вается, что повышает вероятность процессов 
термодеструкции. 

Наряду с реакциями глубокого окисления при 
взаимодействии с кислородом возможны хими-
ческие взаимодействия, приводящие к образова-
нию кратных связей, конденсированных продук-
тов неполного окисления (см. схему 1).

При высокой температуре они способны к 
глубокому окислению с формированием угле-
кислого газа и воды. Продукты конденсации 

требуют более высокой температуры для окисле-
ния в сравнении с предшественниками, содер-
жащими алифатические фрагменты. Протека-
нию такого рода реакций окисления отвечает 
возникновение высокотемпературного потреб-
ления кислорода.

Наличие диоксида титана способствует уско-
рению реакции окисления в области температур 
110–180 С. На это указывает сдвиг фронта на-
чала окисления исходного полипропилена в об-
ласть более высокой температуры по сравнению 
с фронтом для образцов полипропилена, содер-
жащих диоксид титана (см. рис. 5 и 6). Кроме 
того, скорость окисления углеродсодержащих 
продуктов конденсации в его присутствии выше. 
Диоксид титана в области высоких температур 
исполняет роль катализатора глубокого окис-
ления углеродсодержащих продуктов конден-
сации. Именно в этой области появляется эф-
фект нестехиометрии, связанный с динамикой 
кислородной подрешетки. Эффекты, связан-
ные с ускорением процесса окисления, скорее 
всего, обусловлены особенностями изменения 
стехиометрии титаноксидных кристаллических 
фаз. Известно, что оксиды титана относятся к 
бертоллидам – соединениям с переменной сте-
хиометрией. Кислородная подрешетка диоксида 
титана в области высоких температур способна к 
трансформациям в зависимости от парциального 
давления кислорода и наличия восстановителей 
в окружающей газовой среде [21]. Кинетический 
фактор влияет на вид кривой. Это явление лежит 
в основе работы сенсоров, содержащих оксиды 
IVB группы периодической системы элементов 
[22]. В области низких температур подвижность 
кислорода, приводящая к окислению органи-
ческих соединений, недостаточна для влияния 
на общую скорость окисления. С повышением 
температуры этот запрет снимается, и диоксид 
титана способен вносить существенный вклад 
в процесс глубокой деструкции полипропилена.

Для определения температуры начала раз-
рушения образцов исходного полипропилена 
и полипропилена с добавками диоксида титана 
использовали экспериментальные кривые – ок-
ситермограммы, полученные с датчика кисло-
рода, куда газ сразу поступает из реактора (см. 
рис. 5). Строго говоря, существует разница во 

. 
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Рис. 6. Изменение содержания диоксида углерода 
(отн. ед.) в потоке воздуха, выходящего из реактора, 
в зависимости от температуры нагрева для образцов 
чистого полипропилена (ПП) и с содержанием 1, 2 
и 5% ТiO2.
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времени между регистрацией температуры об-
разца и регистрацией аналитического сигнала 
датчика. Это связано с переносом газа, прореа-
гировавшего с образцом, к датчику, который 
регистрирует изменения газа в потоке, выходя-
щем из реактора. Эта разница между временем 
окисления и временем регистрации определяет-
ся конструкцией экспериментальной установки 
и расходом газа, протекающим через реактор, и 
может быть сведена к минимуму или учитывать-
ся при построении термоокислительных спек-
тров. В нашем случае при расходе газа 10 см3/с и 
объеме камеры менее 30 см3, где осуществляется 
программируемый нагрев анализируемого образ-
ца, разница во времени составляет менее 3 с. За 
это время при скорости нагрева 11.6 С/мин раз-
ница температур составляет величину, не превы-
шающую 0.6 градуса. Эту поправку, возможно, 
следует вносить в термоокислительный спектр, 
получаемый экспериментально.

Для определения температуры начала тер-
моокислительной деструкции использовали за-
висимости изменения содержания кислорода 
(отн. ед.) в потоке воздуха, выходящем из ре-
актора, от температуры нагрева образца для об-
разцов чистого полипропилена (ПП), а также 
полипропилена с содержанием 1, 2 и 5% ТiO2 
(см. рис. 5). Эти зависимости получаются путем 
регис трации экспериментальных данных с дат-
чика кислорода, который находится на выходе 
из высокотемпературного реактора. Необходи-
мо далее осуществить математическую обработку 
этих зависимостей, провести базовые (фоно-
вые) линии, относительно которых происходит 
уменьшение содержания кислорода при термо-
деструкции анализируемых образцов. Базовые 
линии соответствуют концентрации кислорода 

в смеси, поступающей в реактор. Выделяют ин-
формационные пики относительно базовой ли-
нии, которые характеризуют потребление кисло-
рода при окислении полимера. Строят зависи-
мость потребления кислорода в потоке воздуха 
от температуры (рис. 7 на примере полипропи-
лена с добавкой 5% TiO2). Прямой линией ап-
проксимируют передний фронт первого пика, 
характеризующего потребление кислорода (см. 
рис. 7). Точка пересечения этой линии с осью 
абсцисс (ось температур) определяет темпера-
туру, характеризующую начало процесса термо-
оокислительной деструкции полимера. Такой 
подход к определению температуры применяется 
при исследовании полимеров методом термогра-
виметрии [23]. 

В табл. 1 представлены результаты обработки 
экспериментальных кривых, позволившие опре-
делить начальную температуру термоокислитель-
ной деструкции исследуемых образцов. После-
довательно анализировали три образца чисто-
го полипропилена, три образца полипропилена 
с добавкой 1% TiO2, три образца с добавкой 2% 
TiO2 и три образца с добавкой 5% TiO2. Как вид-
но из таблицы, содержание TiO2 в полипропиле-
не влияет на температуру начала процесса термо-
окислительной деструкции. Полученные значения 
температуры соответствуют температуре размягче-
ния полипропилена, которая составляет 140 С.

* * *
Впервые показано, что аналитический ме-

тод окситермографии пригоден для исследова-
ния полимерных материалов и способен давать 
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Рис. 7. Кривая, характеризующая потребление кис-
лорода в зависимости от температуры в процессе 
термодеструкции полипропилена с добавкой 5% 
TiO2. Пунктиром показана прямая линия, аппрок-
симирующая передний фронт.

Таблица 1. Температура, характеризующая начало 
процесса термоокислительной деструкции полимера

Полимер
Начальная T, 

°C, по датчику 
кислорода

Среднее значение 
T, °C, по датчику 

кислорода
Полипропилен 141 142

144
142

Полипропилен 
с добавкой TiO2 
1%

135 134
133
135

Полипропилен 
с добавкой TiO2 
2%

133 134
136
135

Полипропилен 
с добавкой TiO2 
5%

131 131
132
130
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информацию о деструкции образцов [24] наряду 
с традиционно используемыми методами термо-
гравометрии и дифферециальной сканирующей 
калориметрии. Особенностью метода окситер-
мографии является то, что этот метод позволя-
ет изучать образцы с небольшой массой. В дан-
ном случае начальная масса образцов составляла 
около 0.27 мг. 

Авторы выражают благодарность Михаилу 
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OXYTHERMOGRAPHY FOR EXPLORING THE THERMAL STABILITY 
OF POLYMER MATERIALS: A NOVEL ANALYTICAL APPROACH

B. K. Zuev a, A. E. Zaitsevaa, A. S. Korotkova, V. G. Filonenkoa, I. V. Rogovayaa, *

aVernadsky Institute of Geochemistry and Analytical Chemistry, 
Russian Academy of Sciences, 119991, Moscow, Russia

*e-mail: smile_mail@mail.ru

Abstract. The control of oxygen and carbon dioxide concentrations in an airfl ow released from a reactor, 
in which a sample is heated, can be used to investigate the thermal stability of polymer materials. This 
approach, known as oxithermography, involves analyzing experimental data (oxithermograms), repre-
senting the variation in oxygen concentration decrease and carbon dioxide appearance in an airfl ow with 
changing temperature conditions. This method allows for monitoring the eff ect of fi llers introduced into 
polymer compositions on their thermal stability. The application of oxithermography to studying oxida-
tive thermostability is demonstrated using pure polypropylene and polypropylene with titanium dioxide 
admixtures as examples.

Keywords: gas control in airfl ow, oxithermography, polypropylene, titanium dioxide, fi lled polymers, air 
oxidation, thermal stability, thermal analysis.
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Предложен способ получения шипучих таблеток, состоящих из магнитного угля, винной кис-
лоты, карбоната и гидрокарбоната натрия, и их применения для сорбции дихлорфеноксикар-
боновых кислот (ДХФК) – 2,4-дихлорфеноксиуксусной, 2,4-дихлорфеноксипропионовой и 
2,4-дихлорфеноксимасляной кислот и их метаболитов – 2,4-дихлорфенола и 4-хлорфенола. 
Таб летки погружали в анализируемый раствор с нейтральной реакцией среды. Для анализа 
почв проводили экстрагирование раствором щелочи с последующей нейтрализацией экстракта. 
После завершения выделения СО2 сорбент извлекали неодимовым магнитом и десорбировали 
аналиты ацетоном. Ацетоновый экстракт упаривали в токе азота и концентрат анализировали 
методом газовой хроматографии–масс-спектрометрии. Способ апробировали на модельных 
системах – образцах речной воды и типичного чернозема, которые искусственно загрязняли 
ДХФК и хлорфенолами (ХФ). При анализе речных вод пределы определения ДХФК составили 
0.7–0.9  мкг/л, ХФ – 40 нг/л. В почвах предел определения составляет 3–4 и 0.1 мкг/кг для ДХФК 
и ХФ соответственно.

Ключевые слова: магнитная шипучая таблетка, магнитный уголь, дихлорфеноксикарбоновые 
кислоты, хлорфенол, 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота, определение.
DOI: 10.31857/S0044450224070088, EDN: TNKYWY

Пестициды применяют во всем мире для защи-
ты сельскохозяйственных культур от вредителей, 
болезней и сорняков [1]. За последние десятиле-
тия их потребление в сельском хозяйстве увеличи-
лось более чем в 1.5 раза при ежегодном расходе до 
2 млн т [1, 2]. Для человека и окружающей среды 
они являются наиболее опасными токсикантами 
[3]. В зависимости от действия на биологические 
объекты их подразделяют на инсектициды, роден-
тициды, гербициды и фунгициды [4].

2,4-Дихлорфеноксиуксусная (2,4-Д), 2,4-ди-
хлор феноксимасляная (2,4-ДМ) и 2,4-ди хлор-

феноксипропионовая (2,4-ДП) кислоты – 
гербициды ауксинового типа на основе хлор-
феноксиалканкарбоновой кислоты (табл. 1) для 
борьбы с однолетними и некоторыми многолет-
ними двудольными сорными растениями [7]. Их 
применяют также в качестве консервантов для 
фруктов и овощей для увеличения сроков хра-
нения [8]. Наиболее широкое применение как в 
России, так и за рубежом находит 2,4-Д, ее соли 
и сложные эфиры [9]. С поверхности почвы 
2,4-Д проникает вглубь, загрязняя подземные и 
поверхностные воды. Кроме того, 2,4-Д попадает 
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в окружающую среду в результате сброса сточ-
ных вод промышленных предприятий [10]. Даже 
на уровне микроколичеств дихлорфеноксикар-
боновые кислоты (ДХФК) в организме могут 
вызвать эндокринные нарушения, поврежде-
ние почек, печени, дегенеративные изменения в 
центральной нервной системе, онкологические 
заболевания и относятся 2В группе потенциаль-
ных канцерогенов [11, 12]. 

Дихлорфеноксикарбоновые кислоты могут 
накапливаться в почве и иле с длительным пери-
одом деградации в них [13]. В природной среде 
ДХФК разлагаются с образованием стабильных, 
токсичных метаболитов – хлорфенолов (ХФ): 
2,4-дихлорфенола (2,4-ДХФ) или 4-хлорфенола 

(4-ХФ) [14]. Содержание ДХФК и ХФ норми-
руется в России в водных объектах рыбохозяй-
ственного назначения [5] и воде водое мов [6] 
(табл. 1).

Дисперсионная жидкостно-жидкостная мик-
роэкстракция (ДЖЖМЭ) – современный метод 
микроэкстракционного концентрирования ор-
ганических образцов, разработанный в 2006 г. 
и основанный на экстракции аналитов микро-
эмульсией экстрагента [15, 16]. Классический 
вариант ДЖЖМЭ включает диспергирование 
в растворителе и последующее извлечение. 
Присутствие диспергатора или дополнительно-
го источника энергии может уменьшить степень 
извлечения аналита, снизить эффективность 

Таблица 1. Константы кислотной диссоциации (pКа)*, структурные формулы дихлорфеноксикарбоновых кис-
лот и их метаболитов, предельно допустимые концентрации в водных объектах рыбохозяйственного значения 
(ПДК1) [5] и в воде водоемов (ПДК2) [6]

Вещество Формула рКа
ПДК1,
мг/л

ПДК2,
мг/л

2,4-Д O

O
OH

ClCl

2.65 0.004 0.1

2,4-ДМ O

O
OH

ClCl

4.95 – 0.002

2,4-ДП
O

O OH

ClCl 3.10 – 0.02

2,4-ДХФ OH

ClCl

7.89 0.0001 0.002

4-ХФ OH

Cl

9.45 – 0.01

*Приведены по данным https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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экстракции, поэтому их применение ограниче-
но в полевых условиях [17, 18]. 

Микроэкстракция на основе шипучих табле-
ток (ШТ) – способ предварительной пробопод-
готовки образцов, не требующий применения 
диспергирующего растворителя или дополни-
тельного источника энергии (например, обра-
ботки ультразвуком, нагрева, перемешивания) 
[18]. Впервые этот способ описан в 2014 г. Ла-
зарте-Арагонес с соавт. [19] и применен для из-
влечения гербицидов (прометон, тербуметон, 
секбуметон, прометрин и др.) из воды [19]. Дис-
пергирование экстрагента основано на выделе-
нии СО2 при кислотно-основной реакции при 
помещении ШТ в водный раствор. Для протека-
ния реакции в таблетку включают источник СО2 
(агент) и кислоту. При растворении таблетки 
CO2 поднимается со дна сосуда, при этом адсор-
бент/экстрагент быстро и эффективно диспер-
гируется, массоперенос аналитов в акцепторную 
фазу ускоряется, и тем самым время, затрачивае-
мое на извлечение, сокращается [20, 21].

Способ применен для определения фарма-
цевтических препаратов [17], фенольных ксено-
эстрогенов [18, 22], эндогенных стероидов [23], 
полициклических ароматических углеводородов 
[20, 24, 25], синтетических пестицидов [26, 27], 
антипиренов [28], фталевой кислоты [29], ка-
тионов металлов [21, 30], бензоилмочевины [31] 
в образцах воды [17, 18, 25, 27, 28, 30, 31], расте-
ний [21], биологических жидкостях [23], пище-
вых продуктах (молоко, мясо, чай) [20, 22, 24, 26, 
28, 29].  

Ограничением применения ДЖЖМЭ в ана-
лизе является необходимость отделения экс-
трагента, которое обычно проводят центрифу-
гированием [27]. Для исключения этой стадии 
и сокращения времени пробоподготовки при 
анализе сложных матриц, содержащих следовые 
количества поллютантов, применяют магнитную 
экстракцию, основанную на суперпарамагнетиз-
ме магнитных наночастиц (МНЧ), в качестве ко-
торых наиболее часто применяют наночастицы 
магнетита [32, 33]. 

Микроэкстракция на основе магнитных ШТ 
позволяет извлекать аналиты в полевых усло-
виях. Магнитные ШТ стабильны при хранении, 
поскольку кислые и оснóвные соли в безводной 
среде не взаимодействуют друг с другом, а МНЧ 
могут быть в дальнейшем регенерированы. 

Пористые активные угли (АУ), содер-
жащие МНЧ, обладают большей удельной 

поверхностью, являются более эффективны-
ми сорбентами, по сравнению с традиционны-
ми МНЧ [18]. Для получения АУ перспективно 
применять органическое сырье на основе до-
ступных сорбционных материалов, полученных 
из вторичных материалов сельского хозяйства, 
например шелухи риса (РШ) – наружной обо-
лочки рисового зерна, удаляемой в процессе ше-
лушения [34].

Цель настоящей работы – разработка алго-
ритма применения шипучих таблеток на основе 
магнитного угля для концентрирования ДХФК 
и их метаболитов из реальных объектов и после-
дующий анализ концентратов методом газовой 
хроматографии−масс-спектрометрии (ГХ-МС).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Приборы и реактивы. Для сжигания РШ при-
меняли муфельную печь ПМ-10 (ОАО “Электро-
прибор”, Россия). Уголь измельчали в планетар-
ной мельнице Pulverisette 5 classic line (Fritsch, 
Германия), озвучивание проводили в ультразву-
ковой ванне Branson (США). Для установления 
сорбционных характеристик готовили растворы 
из стандартных образцов 2,4-D (ГСО 9105-2008, 
Эколан, Россия) и препаратов 2,4-DP, 2,4-DM, 
2,4-DCP и 4-CP, содержащихи не менее 98% 
чистого вещества (Merck, США). Подкисление 
или подщелачивание проб проводили раство-
рами HCl или NaOH ч. д. а. (Ленреактив, Рос-
сия). Аналиты десорбировали ацетоном ч. д. а. 
(Ленреактив, Россия). Использовали также 
FeCl3 · 6H2O ос. ч. (Merck, США) и FeSO4 · 7H2O 
ч. д. а. (Ленреактив, Россия). Для изготовления 
таблеток применяли винную кислоту, карбонат и 
гидрокарбонат натрия ч. д. а. (Ленреактив, Рос-
сия). Дзета-потенциал измеряли на анализаторе 
Zetasizer Nano-Z (Malvern Instruments Ltd., Вели-
кобритания). Характеристики синтезированных 
сорбентов устанавливали на оборудовании, опи-
санном в работе [35]. 

Синтез магнитного сорбента на основе угля из 
рисовой шелухи (Fe3O4/C) [36]. Рисовую шелуху 
сжигали в муфельной печи (~600 С с доступом 
кислорода). Полученный АУ (10 г) измельчали 
в течение 40 мин при 250 об/мин в лаборатор-
ной планетарной мельнице шарами из оксида 
циркония (300 г) диаметром 2 мм. Навеску из-
мельченного АУ (3.3 г) помещали в нагретую до 
70 С колбу с деионизованной водой емк. 200 мл. 
На смесь 10 мин воздействовали ультразвуком, 
добавляли 2.7 г FeCl3 · 6H2O и 1.4 г FeSO4 · 7H2O, 
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включали мешалку (500 об/мин), постепенно 
добавляя 25%-ный раствор аммиака до рН 11, 
и 2 ч перемешивали. Полученный Fe3O4/C про-
мывали деионизованной водой до нейтральной 
реакции среды промывных вод и консервирова-
ли в бидистиллированной воде. Получили сор-
бент Fe3O4/C со следующими характеристиками: 
средний размер магнитного ядра: 14 нм, средний 
размер частиц сорбента: 1.5–2.0 мкм, удельная 
площадь поверхности сорбента: 892 м2/г, объем 
пор: 0.29 см3/г, средний диаметр пор: 2.24 нм, 
намагниченность насыщения: 7–10 э.м.е./г. 
Величины предельной сорбции 2,4-Д, 2,4-ДП, 
2,4-ДМ, 2,4-ДХФ, 4-ХФ составляют соответ-
ственно 318, 352, 382, 512 и 482 мг/г [36].

Получение шипучих таблеток. Для получения 
ШТ применяли смесь сорбента Fe3O4/C с вин-
ной кислотой, карбонатом и гидрокарбонатом 
натрия в различных соотношениях (табл. 2). 
Состав ШТ после их полного растворения в 
воде должен обеспечивать рН ~ 3.0 (рКа ДХФК 

составляет от 2.69 до 4.95, табл. 1) и максимально 
длительное выделение CO2. Таблетки прессовали 
вручную, используя шаблон (рис. 1а), внешний 
вид ШТ представлен на рис. 1б. Параллельно 
аналогично готовили ШТ из немагнитного угля: 
смешивали измельченный сразу после сжигания 
уголь с винной кислотой, карбонатом и гидро-
карбонатом натрия в соотношениях, указанных 
в табл. 2. Стадии растворения ШТ представлены 
на рис. 1в, г.

Подготовка модельных проб для анализа. При-
родную воду пропускали через тефлоновый 
фильтр с размером пор 22 мкм, отбирали 20 мл 
пробы и вводили известное количество вещества 
ДФХК и ХФ. Пробу подкисляли или подщела-
чивали до рН 7.0. Пробу почвы высушивали до 
воздушно-сухого состояния. Отбирали 20 г и до-
бавляли 20 мл 0.1 М раствора КОН, перемеши-
вали 10 мин, отделяли раствор и подкисляли его 
конц. HCl до рН 7.0. 

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 1. Приготовление и применение шипучих таблеток для сорбции дихлорфеноксикарбоновых кислот и хлор-
фенолов: (а) формы для прессования таблеток, (б) внешний вид таблеток на основе Fe3O4/C, (в) растворение 
и перемешивание за счет выделения СО, (г) извлечение Fe3O4/C неодимовым магнитом после сорбционного 
концентрирования.
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Установление продолжительности сорбции. 
К нейтральному раствору аналитов добавляли 
одну таблетку, ожидали до ее полного раство-
рения и прекращения выделения СО2. Строи-
ли зависимости площади хроматографических 
пиков от времени сорбции. Для десорбции ана-
литов использовали 1 мл ацетона. Масса угле-
родного сорбента составляла 0.02 г (установлена 
в работе [36]).

Определение аналитов методом ГХ-МС. Пробы 
анализировали методом ГХ-МС с применением 
хроматографа Agilent 7890B GC System с детекто-
ром масс Agilent 5977A MSD (Agilent Technologies, 
США) при следующих условиях: объем пробы: 
1.0 мкл, деление потока: 30 : 1, неполярная ко-
лонка: HP-5MS UI (30 м × 0.250 мм × 0.25 мкм), 
неподвижная фаза: (5% фенил)метилполиси-
локсан, газ-носитель: гелий (1.0 мл/мин), тем-
пература узла ввода пробы: 270 С, температура 
источника ионов масс-детектора: 250 С, элек-
тронная ионизация с энергией электронов 70 эВ. 
Сканирование проводили по полному ионному 
току; диапазон масс: m/z 35−650 а.е.м.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Состав шипучих таблеток выбирали таким 
образом, чтобы обеспечить максимально дли-
тельное выделение СО2 и кислую реакцию сре-
ды (рН~3) при растворении таблетки. При этом 
учитывали, что для концентрирования с при-
менением ШТ необходима нейтральная реак-
ция исходного раствора. В щелочных растворах 
(рН > 7.5) снижается выделение СО2 и ухудша-
ются условия перемешивания. Таблетка сразу 
погружается на дно сосуда, где долго и медлен-
но выделяет пузырьки газа, раствор перемеши-
вается неэффективно. При рН > 9.0 таблетка не 
растворяется, СО2 практически не выделяется. 
В кислых растворах (рН < 6) происходит слиш-
ком быстрое выделение СО2. Газ интенсивно 

выделяется в поверхностном слое пробы, где сра-
зу растворяется таблетка. Нижние слои не пере-
шиваются, эффективность сорбции снижается. 

Динамика растворения ШТ в нейтральной сре-
де наиболее благоприятна для перемешивания, 
массообмена и создания значений рН, необходи-
мых для эффективного извлечения аналитов. На 
первой стадии (10–15 с) таблетка плавает в верх-
ней части раствора (рис. 1в). Ее положение на 
поверхности поддерживается некоторое время 
за счет интенсивного выделения СО2. В следу-
ющие 20–60 с таблетка распадается на крупные 
фрагменты, которые постепенно оседают на дно, 
распадаясь на более мелкие части. Интенсивность 
выделения СО2 постепенно снижается. Частицы 
погружаются на дно и полностью растворяются 
в течение 3 мин, выделяющийся газ распределя-
ется по всему объему пробы.

Следует отметить важное значение солей вин-
ной кислоты, образующейся при растворении 
таблетки. Перемешивание с применением СО2 
менее интенсивно, чем было бы при использо-
вании механического перемешивания, однако 
образующиеся тартраты высаливают извлекае-
мые вещества [37] и эффективность сорбции 
с применением ШТ остается практически такой 
же, как и при перемешивании с использованием 
мешалки в отсутствие высаливателя.

Сорбция с применением магнитных шипу-
чих таблеток. Степень извлечения 2,4-Д, 2,4-ДП 
и 2,4-ДМ при сорбции с применением ШТ 
Fe3O4/C составляет 85, 87 и 91% соответственно 
(рис. 2а). Степени извлечения ХФ достигают 98 
и 99% для 4-ХФ и 2,4-ДХФ соответственно. Та-
кие условия достигаются при продолжительно-
сти сорбции 5 мин и составе ШТ, включающем 
0.02 г Fe3O4/C, 0.20 г карбоната натрия, 0.57 г 
винной кислоты и 0.15 г гидрокарбоната натрия 
(табл. 2). Другие составы ШТ обеспечивают бо-
лее низкие степени извлечения.

Таблица 2. Состав шипучих таблеток, продолжительность выделения СО2 (t, c) и рН раствора после сорбции

№
Состав таблетки, г

t, с рН 
Fe3O4/C винная 

кислота Na2CO3 · 10H2O NaHCO3

1 0.02 0.45 0.20 0.25 339 4.07
2 0.49 0.20 0.22 318 3.84
3 0.54 0.20 0.17 308 3.72
4 0.57 0.20 0.15 296 3.52
5 0.61 0.20 0.12 257 3.39
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Наиболее эффективна сорбция при примене-
нии ШТ состава № 4 (табл. 2). Соответствующее 
соотношение компонентов обеспечивает наи-
лучшее сочетание продолжительности выделе-
ния углекислого газа (296 с, что приблизительно 
соответствует ранее установленному времени до-
стижения равновесия [36]), и достижение реак-
ции среды с рН 3.52. Таблетка, при растворении 
которой реакция среды оказывается более кис-
лой (состав № 5), характеризуется меньшим вре-
менем выделения газа, что влияет на сорбцион-
ные характеристики – степени извлечения ДХФ 
снижаются на 2–3%. Составы № 1–3, обеспечи-
вающие более длительное выделение СО2, харак-
теризуются более высоким значением рН. В ре-
зультате происходит менее интенсивное выде-
ление СО2. В дополнение к этому менее кислая 
среда способствует более полной ионизации и 
повышению растворимости ДХФК. Оба фактора 

приводят к снижению извлечения на 3–9%. На 
сорбцию ХФ изменение состава таблеток суще-
ственно не влияет, разница в степенях извлече-
ния не превышает 1–2% (рис. 2в).

Влияние заряда поверхности и магнитного ядра 
на сорбцию. Наличие магнитного ядра практи-
чески не влияет на извлечение ХФ (рис. 2а, б). 
Однако эта характеристика сорбента существен-
но влияет на сорбцию ДХФК. Это обусловле-
но тем, что ядро из магнетита определяет по-
ложительный заряд поверхности сорбента при 
рН < 5.0 [38]. В состав сорбента также входит 
SiO2, который всегда присутствует в РШ в зна-
чительных количествах и также сообщает незна-
чительный положительный заряд поверхности 
сорбента при рН < 5.0 [34]. Измерения ζ-потен-
циала сорбента Fe3O4/C показали, что при рН < 
4.8 его поверхность имеет положительный заряд, 

Рис. 2. Степень извлечения (R, %) дихлорфеноксикарбоновых кислот и хлорфенолов в зависимости от продолжи-
тельности сорбции углем (а) с магнитными и (б) без магнитных свойств и (в) от состава таблеток (номера соответ-
ствуют составу, приведенному в табл. 1). 
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достигающий максимального значения при рН 
2.0–4.0 (рис. 3). Полученные данные согласу-
ются с кривыми ζ-потенциала SiO2 и Fe3O4 [38, 
39]. Таким образом, в указанном интервале рН 
извлечение ДХФК может происходить не только 
за счет образования водородных связей, но и за 
счет электростатических взаимодействий иони-
зированных карбоксильных групп с положитель-
но заряженной поверхностью. Хлорфенолы на-
ходятся в протонированной форме при рН < 5.0, 
поэтому заряд поверхности не влияет существен-
но на их извлечение.

Определение дихлорфеноксикарбоновых кислот 
и их метаболитов в водах и почвах. Наибольшие 
матричные эффекты наблюдаются при анализе 
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Рис. 3. Дзета-потенциал сорбента Fe3O4/C (1) и угля 
(2), полученного по аналогичному алгоритму из 
рисовой шелухи.
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Рис. 4. Хроматограмма модельного образца (а) речной воды и (б) почвы, загрязненных дихлорфеноксикарбоновы-
ми кислотами и хлорфенолами. Идентификация пиков: 1 – 4-ХФ; 2 –2,4-ДХФ; 3 – 2,4-Д; 4 – 2,4-ДП; 5 – 2,4-ДМ.
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почв (рис. 4). Поскольку в качестве модельной 
среды применяли типичный чернозем, при ще-
лочной экстракции, помимо 2,4-Д, 2,4-ДП и 
2,4-ДМ и ХФ, извлекаются продукты микробио-
логического распада гуминовых (ГК) и фульво-
кислот (ФК). Чаще всего это фенолкарбоновые 
кислоты, которые осложняют определение и (в 
отличие от гуминовых и фульвоксилот) не мо-
гут быть частично удалены при пробоподготовке 
путем фильтрования или отстаивания [9]. Благо-
даря сложной структуре ГК и ФК их микробио-
логическая деградация сводится к образованию 
нескольких десятков более простых веществ фе-
нольной природы. При их фрагментации обра-
зуется большое количество ионов с отношением 
m/z, совпадающим со значениями для  характе-
ристических ионов ДХФК и ХФ . На хромато-
грамме фенолкарбоновые кислоты проявляются 
в виде множества малоинтенсивных пиков с вре-
менем удерживания 2–14 мин (рис. 4б). В водах 
определению мешают нефтепродукты (в почвах, 
используемых для сельскохозяйственных це-
лей, содержание нефтепродуктов обычно ниже 
предела определения). В выбранных условиях 
хроматографирования пики с временем удер-
живания в диапазоне 22–34 мин малоинтенсив-
ны, соответствуют нефтепродуктам (рис. 4а) и 
практически не мешают определению целевых 
компонентов.

Концентрирование с применением ШТ в со-
четании с ГХ-МС достаточно для определения 
в одной пробе 2,4-D, 2,4-DP, 2,4-DM на уровне 
нескольких мкг/л, 4-СР и 2,4-DCP – на уровне 
десятков нг/л, что соответствует содержанию 
2,4-D, 2,4-DP, 2,4-DM, 4-СР и 2,4-DCP в воде 
и почвах после внесения соответствующих пре-
паратов при проведении сельскохозяйственных 
работ.

Предел определения (cн) 2,4-Д, 2,4-ДП и 
2,4-ДМ в модельных средах с использовани-
ем речных вод (табл. 3) составил 0.7–0.9 мкг/л 
(соответствует уровню 0.01 ПДК для водоемов 
культурно-питьевого и рыбохозяйственного на-
значения, табл. 1). При анализе почв cн ДХФК 
находится на уровне 3–4 мкг/кг (табл. 4). Предел 
определения по отношению к ХФ в 30–50 раз 
выше, что обусловлено очень высокими степе-
нями извлечения (98–99%). cн в речных водах 
составляет 40 нг/л (на уровне 0.4ПДК в водое-
мах рыбохозяйственного назначения). В почвах 
cн 4-ХФ и 2,4-ДХФ составляет 0.1 мкг/кг. Ана-
лиз почвенных образцов значительно затрудня-
ют продукты деградации гумусовых веществ – 
фенолкарбоновые кислоты [35]. Они образуют 
множество малоинтенсивных пиков с различ-
ными временами удерживания. Из-за матрич-
ных эффектов, обусловленных фенолкарбо-
новыми кислотами в почвах, в области низких 

Таблица 3. Результаты определения дихлорфеноксикарбоновых кислот и хлорфенолов в модельных образцах 
природных вод методом введено–найдено (n = 3, P = 0.95)

Вещество Введено, 
мкг/л Найдено, мкг/л sr, %

cмин, 
мкг/л

cн, 
мкг/л r 2

Диапазон 
ли ней ности, 

мкг/л
2,4-Д 1 0.84 ± 0.18 9.0 0.2 0.7 0.996 0.7–100

5 4.8 ± 0.6 4.7
10 9.9 ± 0.7 2.9

2,4-ДП 1 0.82 ± 0.20 9.2 0.3 0.9 0.997 0.9–100
5 4.8 ± 0.7 5.0

10 9.8 ± 0.9 3.1
2,4-ДМ 1 0.81 ± 0.21 9.3 0.3 0.9 0.995 0.9–100

5 4.8 ± 0.7 4.9
10 9.5 ± 0.9 3.2

4-ХФ 0.1 0.092 ± 0.023 10.2 0.01 0.04 0.998 0.04–1.2
0.5 0.47 ± 0.07 6.1
1.0 0.98 ± 0.10 3.9

2,4-ДХФ 0.1 0.094 ± 0.021 9.8 0.01 0.04 0.998 0.04–1.1
0.5 0.49 ± 0.06 5.7
1.0 0.96 ± 0.07 3.3
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концентраций получены завышенные на 14–18% 
результаты (табл. 4). 

* * *
Разработанный способ концентрирования с 

применением ШТ на основе магнитного угля 
упрощает процедуру концентрирования. При 
анализе водных сред способ можно применять в 
полевых условиях: отбирают необходимый объем 
воды, добавляют таблетку, после прекращения 
выделения углекислого газа сорбент извлекают 
методом магнитной сепарации. Более низкая 
эффективность перемешивания при выделении 
СО2 компенсируется высаливающим эффектом 
тартратов. Эффективность извлечения состав-
ляет 85–89% для ДХФК и 97.5–99% для ХФ. Со-
четание концентрирования с применением ШТ 
и ГХ-МС обеспечивает предел определения на 
уровне 0.7–0.9 мкг/л в воде и 3–4 мкг/кг в почве 
для ДХФК и 40 нг/л, 0.1 мкг/кг для ХФ в речной 
воде и почвах соответственно.
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APPLICATION OF EFFERVESCENT TABLETS BASED ON MAGNETIC 
CHARCOAL FOR THE PRECONCENTRATION AND DETERMINATION 

OF DICHLOROPHENOXYCARBOXYLIC ACIDS AND THEIR 
METABOLITES BY GAS CHROMATOGRAPHY‒MASS SPECTROMETRY 

IN SOILS AND NATURAL WATERS
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Abstract. A method for obtaining eff ervescent tablets, consisting of magnetic carbon, tartaric acid, sodium 
carbonate and sodium bicarbonate, and their use for the adsorption of dichlorophenoxycarboxylic acids 
(DCPA)—2,4-dichlorophenoxyacetic, 2,4-dichlorophenoxypropionic and 2,4-dichlorophenoxybutyric 
acids and their metabolites—2,4-dichlorophenol and 4-chlorophenol is proposed. The tablets are im-
mersed in an analyzed solution with a neutral reaction medium. To analyze soils, extraction with an alkali 
solution followed by the neutralization of the extract is carried out. After CO2 separation is completed, the 
sorbent is removed with a neodymium magnet and the analytes are desorbed with acetone. The acetone 
extract is evaporated under a stream of nitrogen, and the concentrate is analyzed by gas chromatogra-
phy–mass spectrometry. The method was tested on model systems—samples of river water and typical 
chernozem, which were artifi cially contaminated with DCPA and chlorophenols (CP). In analyzing river 
waters, the limits of determination for DCPA are 0.7–0.9 μg/L, for CP—40 ng/L. In soils, the limit of 
detection is 3–4 and 0.1 μg/kg for DCPA and CP, respectively.

Keywords: magnetic effervescent tablet, magnetic carbon, dichlorophenoxycarboxylic acids,   
chlorophenol, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, determination.
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Исследовано влияние потожировых отложений (ПЖО) отпечатка пальца на эффективность об-
наружения следовых количеств взрывчатых веществ – триацетона трипероксида (ТАТП), гекса-
метилентрипероксиддиамина (ГМТД) и нитрата аммония (НА) методом спектрометрии ионной 
подвижности в воздушной среде при атмосферном давлении. Одними из основных компонентов 
ПЖО, оказывающими такое влияние, в положительной моде является мочевина, в отрицатель-
ной – молочная кислота (МК). Показано, что наличие в пробе мочевины или ПЖО существенно 
не влияет на регистрацию ТАТП в положительной моде, но уменьшает эффективность образова-
ния ионов ГМТД и вызывает появление аддукт-катионов ГМТД и мочевины. Наличие в пробе 
МК или ПЖО незначительно уменьшает эффективность образования ионов НА в отрицательной 
моде, сильно изменяет качественный состав ионов ГМТД, вызывая появление аддукт-анионов 
ГМТД и МК. В отсутствие каких-либо примесей в пробе наилучший приведенный предел об-
наружения (сигнал/шум = 3), оцениваемый величиной 30–50 пг, зарегистрирован для ГМТД. 
Определено время жизни следов ГМТД, ТАТП и НА на алюминиевой фольге при лабораторных 
условиях, равное 1, 3 и 12 ч для проб массами mГМТД 1 × 10–9, 2 × 10–9 и 1 × 10–8 г и с поверхност-
ными плотностями ds 0.008, 0.016 и 0.08 мкг/см2 соответственно; 102 и 103 с для mТАТП 1 × 10–5 и 
1 × 10–4 г и ds 80 и 800 мкг/см2 соответственно; 12 и 25 ч для mНА 3 × 10–8 и 5 × 10–8 г и ds 0.24 и 
0.4 мкг/см2 соответственно.

Ключевые слова: спектрометрия ионной подвижности, триацетона трипероксид, гексаметилен-
трипероксиддиамин, нитрат аммония, отпечаток пальца руки человека, мочевина, молочная 
кислота.
DOI: 10.31857/S0044450224070093, EDN: TNKCRB

Простота изготовления и доступность необ-
ходимых для синтеза химических компонентов 
является причиной высокого риска проведения 
террористических актов с использованием само-
дельных, так называемых “кухонных”, взрывча-
тых веществ (ВВ). К таким веществам относятся 
триацетона трипероксид (ТАТП), гексаметилен-
трипероксиддиамин (ГМТД) и нитрат аммония 
(НА), причем последнее ВВ может быть как ку-
старного, так и промышленного изготовления. 
В табл. 1 указаны города и даты совершения 

террористических актов и других противоправ-
ных деяний, связанных с использованием пере-
численных выше ВВ. Из таблицы видно, какую 
серьезную угрозу представляют собой самодель-
ные ВВ и насколько важна задача обнаружения 
взрывных устройств или зарядов на их основе.

В настоящее время одним из самых широ-
ко распространенных и эффективных методов 
обнаружения следов/микрочастиц ВВ является 
спектрометрия ионной подвижности [15–17]. 
Этот метод основан на отборе потенциально 
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содержащей следы/микрочастицы ВВ твердой 
или жидкой пробы и переводе (например, тер-
модесорбцией) ее в газообразное состояние, 
ионизации газовой пробы, разделении образо-
вавшихся ионов по скорости их движения в газе 

под действием электрического поля и регистра-
ции разделенных ионов в виде совокупности 
пиков – спектра.

Ключевым процессом, обеспечивающим эф-
фективность обнаружения того или иного веще-
ства посредством метода спектрометрии ион-
ной подвижности, является ионизация. Часто 
в спектрометрах ионной подвижности (СИП) 
используют ионизацию при атмосферном дав-
лении (ИАД). В ИАД формирование ионов газо-
вой пробы происходит в две стадии. На первой 
стадии происходит образование реактант-ионов 
из атомов и молекул газовой матрицы, на вто-
рой – образование ионов примесных веществ за 
счет ион-молекулярных реакций реактант-ионов 
с молекулами этих веществ. При ИАД с помо-
щью коронного разряда в положительной моде 
(ПМ) основными типами реактант-ионов в воз-
духе в присутствии паров воды являются поли-
гидраты (H2O)mH+ (m  1 – целое число) [18], а 
в отрицательной моде (ОМ) – ионы O2

– и NO2
–, 

в меньшей степени NO3
–, CO3

– и др., а также по-
лигидраты на их основе [19, 20]. Образование 
ионов ТАТП, ГМТД происходит в ион-моле-
кулярных реакциях реактант-ионов и молекул 
этих веществ. Ионы НА возникают вследствие 
термического разложения молекул вещества 
и последующих реакций автоионизации [21] 
([R]– – реактант-ионы):

 NH4NO3 
T  NH3+HNO3 

  HNO3+[R]–R+H+[NO3]– 

 HNO3+[NO3]–[HNO3+NO3]–.  (1)

В СИП разделение ионов по типам прово-
дят в дрейфовой камере, представляющей со-
бой заполненную газом полость, образованную 
системой электродов, обеспечивающих вну-
три полости однородное электрическое поле E. 
Ионы различных типов, импульсно введенные 
через ионный затвор в дрейфовую камеру, под 
действием поля приобретают скорости, про-
порциональные их подвижности, дрейфуют, 
разделяясь на концентрационные облака, и ре-
комбинируют на электроде электрометрической 
системы регис трации (ЭСР). Регистрируют ве-
личину ионного тока в зависимости от време-
ни дрейфа I(td) – спектр. Скорость движения 
ионов i-го типа характеризуется приведенной 
подвижностью:

 ( ) ( . ) ( )2
0 273 15 760i diK l U t T P , (2)

Таблица 1. Города и даты проведения террористиче-
ских актов и других противоправных деяний, свя-
занных с использованием триацетона трипероксида 
(ТАТП), гексаметилентрипероксиддиамина (ГМТД) 
и нитрата аммония (НА)

Город Дата Лите-
ратура

ТАТП
Теракт в г. Касабланка 16.05.2003 [1]
Теракт в г. Маракеш 28.04.2011 [2]
Теракт в г. Серанг 28.10.2015 [3]
Теракт в г. Париж 13.11.2015 [1]
Теракт в аэропорту г. Брюссель 22.03.2016
Теракт на Манчестер-Арена 22.05.2017
Хранение вещества, г. Москва 14.08.2017 [4]
Самоподрыв на вокзале 
г. Брюссель

20.06.2017 [5]

Случайный самоподрыв 
в г. Альканар (Испания)

17.08.2017

Теракт в метро г. Лондон 15.09.2017
Серия терактов в г. Сурабая 13.05.2018 [6]
Серия терактов в Шри-Ланке 21.04.2019 [7]
Хранение зарядов, г. Джакарта 29.03.2021 [8]

ГМТД
Попытка теракта в аэропорту 
г. Лос-Анджелеса

Декабрь 
1999

[9]

Попытка подрыва самолетов, 
Великобритания

28.08.2006 [10]

Хранение вещества, г. Бристоль 17.04.2008 [11]
Теракты в г. Сисайд-Парк и на 
Манхеттене в г. Нью-Йорк

17.09.2016 [12]

НА
Теракт у посольства США 
в г. Бейрут

18.04.1983 [1]

Теракт в г. Оклахома Сити 19.04.1995
Теракты в г. Стамбул 15.11.2003, 

20.11.2003
Теракт в г. Касабланка 16.05.2003
Теракт в г. Маракеш 28.04.2011 [2]
Подрыв автомобиля в г. Осло 22.07.2011 [13]
Теракты в г. Сисайд-Парк и на 
Манхеттене в г. Нью-Йорк

17.09.2016 [12]

Теракт в г. Могадишо 14.10.2017 [2]
Теракт в г. Ламитан, 
Филиппины

31.07.2018 [14]
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где l – расстояние между ионным затвором и 
электродом ЭСР, см; U – разность потенциалов 
между ионным затвором и электродом ЭСР, В; 
tdi – среднее время дрейфа ионов i-го типа между 
ионным затвором и электродом ЭСР, с; T – тем-
пература, К; P – давление, мм рт. ст. Значения 
K0i исследуемых веществ могут быть определены 
при использовании химического стандарта:

 0 0di d cs cs it t K K , (3)

где td cs, K0 cs – время дрейфа и приведенная по-
движность химического стандарта.

В табл. 2 указаны опубликованные значения 
приведенных подвижностей K0i и отношения 
массы к заряду m/z ионов ТАТП, ГМТД и НА, 
образующихся в воздушной среде, а также пред-
полагаемые типы этих ионов. Из таблицы сле-
дует, что молекулы ТАТП эффективно образуют 
положительные ионы, НА – отрицательные, а 
ГМТД – положительные и отрицательные.

При наличии в газовой пробе паров несколь-
ких веществ возможно их взаимное влияние 
в процессе ионообразования. В работе [17] это 
влияние исследовано для случая, имеющего 
большую практическую значимость, – анали-
за отпечатка пальца (ОП) человека, имевшего 
контакт с зарядами взрывчатых веществ, содер-
жащих нитрогруппу. В частности, показано, что 
основным активным компонентом потожиро-
вых отложений (ПЖО) отпечатка, который мо-
жет воздействовать на обнаружение паров ВВ 
при использовании СИП в отрицательной моде, 
является молочная кислота (МК). Из литерату-
ры также известно [25, 26], что ПЖО содержит 
мочевину, способную активно образовывать по-
ложительные ионы. Молекулы мочевины и МК 
вступают в ион-молекулярные реакции с реак-
тант-ионами, конкурируя с молекулами ВВ, а 
образующиеся ионы мочевины и МК взаимодей-
ствуют с молекулами ВВ. Все это может сильно 
уменьшать эффективность образования ионов 
ВВ и изменять их качественный состав.

Таблица 2. Приведенные подвижности K0i и отношения массы к заряду (m/z) ионов триацетона трипероксида 
(ТАТП), гексаметилентрипероксиддиамина (ГМТД) и нитрата аммония (НА), образующихся в воздушной 
среде, а также предполагаемые типы этих ионов

ВВ K0, см2/(В · с) m/z, а.е.м. Тип иона или полярность Литература
ТАТП 2.15 59 [C3H6OH]+ [18]

2.08 91 [C3H6O3H]+ 
1.36 240 [M+NH4]+ 

ТАТП 2.30 73 [C4H9NH2]+ [21]
2.17 89 [C4H9O2]+ 

ГМТД 2.12 90 [NC3H8O2]+ 
1.74 145 [M+H–CH2O–H2O2]+

2.33 72 [NC2H2O2]– 
2.05 108, 110 [NC2H3O2+Cl]– 
1.82 138, 140 [M–NC3H7O3+Cl]– 
1.83 140, 142 [M–NC3H7O3+Cl]– 

НА 2.40 62 [NO3]– 
2.05 125 [HNO3+NO3]– 

ТАТП 1.36 240 [M+NH4]+ [22]
ГМТД 2.10 90 +

1.73 145 +
1.50 209 [M+H]+ 
1.49 224 +
1.49 226 [M+NH4]+ 
2.42 72 –
1.82 150 –

НА 62 [NO3]– [23]
2.07 125 [HNO3+NO3]– 

ТАТП 2.05 91 [C3H6O3H]+ [24]
ГМТД 1.53 209 [M+H]+ 
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Цель настоящей работы – выявление влияния 
следовых количеств мочевины и молочной кис-
лоты, являющихся одними из основных компо-
нентов потожировых отложений человека, в том 
числе отпечатков пальца, на эффективность об-
наружения следовых количеств ТАТП, ГМТД 
и НА методом спектрометрии ионной подвиж-
ности в положительной и отрицательной иони-
зационных модах в воздушной среде при атмо-
сферном давлении.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. Растворы триацетона триперокси-
да (CAS 17088-37-8) в ацетоне с концентрацией 
(1.0 ± 0.1) × 10–2 г/мл, гексаметилентриперок-
сиддиамина (CAS 283-66-9) в ацетоне с кон-
центрацией (1.0 ± 0.1) × 10–3 г/мл и нитрата ам-
мония (CAS 6484-52-2) в воде с концентрацией 
(1.0 ± 0.1) × 10–2 г/мл с массовой долей примесей 
не более 4 × 10–4 % (РХТУ им. Д.И. Менделее-
ва, Москва, Россия); диамид угольной кислоты 
(мочевина, ч.д.а., CAS 57-13-6) (Экспит, Рос-
сия); 2-гидроксипропановая (молочная) кислота 
(80%-ный водный р-р, CAS 50-21-5) (Hugestone 
Enterprise Co., Ltd, Китай); ацетон для хромато-
графии 99.85% (CAS 67-64-1) (Компонент-Реак-
тив, Россия), вода для инъекций (Новосибхим-
фарм, Россия).

Аппаратура. Салфетка для нанесения про-
бы – фольга алюминиевая толщиной 14 мкм. 
Дозаторы Лайт 2–20 мкл и Лайт ДПОП-1-100-
1000 (Thermo Fisher Scientifi c, USA). Весы лабо-
раторные XS 205 DU (Mettler Toledo, Швейца-
рия). Ионно-дрейфовый детектор (ИДД) Кер-
бер-Т (Атомпромкомплекс, Россия) на основе 
спектрометрии ионной подвижности, подробно 
описанный в работах [17, 27]. Параметры ИДД: 
температура камеры термодесорбции 180 С; ис-
точник ионизации при атмосферном давлении 
на основе коронного разряда с импульсным ис-
точником питания; l = 12 см; U = 2.2 кВ; газ-но-
ситель – лабораторный воздух (объемная ско-
рость Q = 5 см3/с, 180°С, абсолютная влажность 
≤ 12 г/м3); дрейфовый газ – осушенный воздух 
(объемная скорость 10 см3/с, 100°С, абсолют-
ная влажность ≤0.1 г/м3); чувствительность ЭСР 
15 фА/(ед. АЦП); уровень шумов ЭСР (3) – 
25 ед. АЦП, эквивалентных 0.375 пА; уров-
ни срабатывания сигнала “тревога” Ia = 60 пА 
(ТАТП), Ia = 45 пА (ГМТД и НА) и Ia = 4.5 пА 
(2,4,6-тринитротолуол, ТНТ), т.е. в 160, 120 
и 12 раз превышают 3σ ЭСР соответственно. 

Приведенные подвижности ионов химических 
стандартов K0(прокаин) = 1.31 см2/(В·с) в ПМ и 
K0(ТНТ) = 1.47 см2/(В·с) в ОМ [28, 29]. Время 
установления показаний ts ≤ 6 с. Разрешающая 
способность, определяемая как отношение вре-
мени tdi ионного пика в спектре к ширине этого 
пика на половине высоты, составила 40–50.

Методика эксперимента. Растворы различных 
концентраций готовили из исходных растворов 
в день проведения экспериментов. В лаборатор-
ных условиях (23–25 С, относительная влаж-
ность 25–40%, давление 1000–1017 гПа) с по-
мощью дозатора растворы ВВ, мочевины и МК 
наносили на поверхность алюминиевой салфет-
ки в виде пятна диаметром 4 мм, которое при 
анализе располагалось вблизи входного отвер-
стия ИДД. В экспериментах со смесями веществ 
сначала наносили растворы мочевины или МК, 
затем растворы ВВ; в экспериментах с отпечат-
ками пальца – сначала отпечаток, затем раствор 
ВВ в виде пятна диаметром 4 мм. После нанесе-
ния проб ожидали ~102 с для испарения ацетона 
либо ~103 с для испарения воды. Далее салфет-
ку помещали в термодесорбер ИДД. Регистри-
ровали среднее время дрейфа tdi ионов, а также 
зависимость амплитуды ионного тока Ai пика 
этих ионов от времени пребывания салфетки в 
камере термодесорбции th. Значения K0i ионов 
ВВ определяли с использованием td cs и K0 cs хи-
мических стандартов и уравнения (3). Для опре-
деления ионизационной эффективности регис-
трации ВВ в присутствии или в отсутствие сле-
довых количеств мочевины, МК или отпечатка 
пальца зависимости амплитуд соответствующих 
ионных пиков Ai интегрировали по времени th и 
полученные значения зарядов (qi) нормировали 
на нанесенные массы веществ (mi). Предел об-
наружения ВВ определяли как превышение ам-
плитуды какого-либо из пиков ионов данного 
ВВ соответствующего уровня срабатывания сиг-
нала “тревога” Ia. Отпечатки пальца ранжирова-
ли на отпечатки со среднестатистическими (сс) 
и обильными (об) ПЖО. Их примерные массы, 
оцениваемые в 8–15 и 30–50 мкг, определены 
ранее [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Эксперименты показали, что при регистра-
ции исследуемых ВВ наличие в пробе ПЖО су-
щественно не влияло на качественный состав 
ионов ТАТП или НА, однако вызывало появле-
ние новых пиков ГМТД. На рис. 1 представлены 
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фрагменты положительного и отрицательно-
го спектров подвижности при анализе отпе-
чатка пальца, содержащего 1 мкг ГМТД. В по-
ложительной моде время дрейфа доминирую-
щих ионов ПЖО отпечатка пальца td = 30.42 мс 
(пик 1) полностью совпадало с td ионов моче-
вины, а в отрицательной моде времена дрейфа 
доминирующих ионов ПЖО отпечатка пальца 
td = 32.26 мс и td = 32.80 мс (пики 4) полностью 
совпадали с td ионов молочной кислоты. Пик (3) 
соответствует аддукт-катиону, так как послед-
ний образуется при наличии в пробе ГМТД и 
мочевины или ПЖО, а пик (5) – аддукт-аниону 
ГМТД, для образования которого необходимо 
наличие в пробе ГМТД и МК или ПЖО.

В табл. 3 представлены полярности и приве-
денные подвижности K0i ионов мочевины, МК и 
ВВ, вычисленные с использованием уравнения 
(3), экспериментальных значений td cs и подвиж-
ностей химических стандартов K0(прокаин) = 
= 1.31 см2/(В·с) (ПМ) и K0(ТНТ) = 1.47 см2/(В · с) 
(ОМ) [28, 29].

Из данных табл. 2, 3 и рис. 1 можно сделать 
следующие основные выводы по качественному 
составу ионов:

– присутствие в пробе мочевины или ОП вы-
зывает появление в спектре пика катионов по-
движностью K0 = 1.77 см2/(В·с) (рис. 1, пик 1);

– присутствие в пробе МК или ОП вызывает 
появление в спектре пиков анионов с подвижно-
стями K0 = 1.54 и 1.52 см2/(В·с) (рис. 1, пики 4);

– полученные в настоящей работе значения 
подвижности ионов ТАТП, ГМТД в ПМ и НА 

в ОМ хорошо согласуются с опубликованными 
данными (см. табл. 2), на основании чего мож-
но предположить, что в регистрируемых спек-
трах наиболее интенсивные пики образованы 
следующими типами ионов (K0i, см2/(В·с)): 2.05 
(ТАТП) – [C3H6O3H]+; 1.50 (ГМТД) – [M+H]+; 
2.36 (НА) – [NO3]– и 2.01 (НА) – [HNO3+NO3]–.

– количество наблюдаемых в спектре пиков 
ионов ГМТД в отрицательной моде и значения 
их K0i, полученные в настоящей работе, отлича-
ются от опубликованных данных [21, 22];

– при анализе пробы, содержащей ТАТП и 
мочевину (либо ОП), качественный состав спек-
тра ТАТП не изменяется;

– при анализе пробы, содержащей ГМТД и 
мочевину (либо ОП), в спектре положитель-
ной моды, помимо пика ионов ГМТД с K0 = 
= 1.50 см2/(В · с) (рис. 1, пик 2), появляется пик 
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Рис. 1. Фрагменты (а) положительного и (б) отри-
цательного спектров при анализе отпечатка пальца, 
содержащего 1 мкг ГМТД. Обозначения пиков: 1 – 
катионы мочевины, 2 – катионы ГМТД, 3 – аддукт-
катионы ГМТД и мочевины, 4 – МК, 5 – аддукт-
ани оны ГМТД и МК, 6 – анионы ГМТД.

Таблица 3. Полярности и приведенные подвижности 
K0i ионов мочевины, молочной кислоты и взрывча-
тых веществ, а также ионизационная эффективность 
регистрации веществ ei

Вещество Полярность 
ионов

K0, 
см2/(В·с)

ei, 
Кл/моль

Мочевина (ОП) + 1.77 3.3
МК (ОП) – 1.54 2.8

1.52
ТАТП + 2.13 0.0002

2.05 0.003
1.33 0.002

ТАТП + ОП 2.05 0.0007
1.33 < 0.0001

ГМТД + 1.50 8.2
– 2.13 0.1

1.91 0.09
1.73, 1.58 ≤ 0.02
1.66, 1.52, 
1.42, 1.38, 
1.33, 1.26

≤ 0.005

ГМТД + ОП + 1.50 0.5
1.31 0.2

– 1.48 0.02
1.42 0.003
1.38 0.004
1.33 0.002
1.26 0.006

НА – 2.36 1.3
2.01 2.8

НА + ОП 2.36 0.01
2.01 0.2
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предположительно аддукт-катионов ГМТД и 
мочевины с подвижностью K0 = 1.31 см2/(В · с) 
(рис. 1, пик 3);

– при анализе пробы ГМТД в спектре отри-
цательной моды регистрируется по крайней мере 
десять пиков;

– в спектре отрицательной моды, получен-
ном при анализе пробы, содержащей ГМТД 
и МК (либо ОП), по сравнению со спектром 
ГМТД без МК (ОП) отсутствуют пики ионов с 
высокой подвижностью K0 = 2.13, 1.91, 1.73, 1.66, 
1.58 см2/(В · с), регистрируются пики ионов по-
движностью K0 = 1.42, 1.38, 1.33, 1.26 см2/(В · с) 
(рис. 1, пики 6), и появляется наиболее интен-
сивный пик предположительно аддукт-анионов 
фрагмента ГМТД и МК с подвижностью K0 = 
= 1.48 см2/(В · с) (рис. 1, пик 5);

– присутствие в пробе МК или ОП заметно 
не влияет на качественный состав ионов НА.

Ранее предложено [17] для оценки иониза-
ционной эффективности регистрации веще-
ства, испаряемого с поверхности пробоотбор-
ной салфетки, использовать интеграл ампли-
туды пика ионов этого вещества Ai по времени 

пребывания салфетки в камере термодесорб-
ции th, отнесенный к массе вещества mi в про-
бе: ( ) .i i h h i i ie A t dt m q m   На рис. 2 в ка-
честве примера приведены зависимости Ai (th) 
в ПМ пика ионов с подвижностью K0 ГМТД = 
= 1.50 см2/(В · с) при десорбции с поверхности 
салфетки mГМТД = 1 мкг (1) или 10 нг (2) и пика 
ионов K0 ТАТП = 2.05 см2/(В · с) при десорбции 
mТАТП = 10 мкг (3), а также пика ионов K0 ТАТП = 
= 2.05 см2/(В · с) (4) в ПМ и пиков ионов K0 НА = 
= 2.01 см2/(В · с) (5) и K0 ГМТД = 1.48 см2/(В · с) (6) 
в ОМ при одновременной десорбции с отпечат-
ком пальца с обильными ПЖО соответственно 
mТАТП =10 мкг, mНА = 50 нг или mГМТД = 0.5 мкг.

Из рис. 2 видно, что проба mГМТД = 10 нг (2) 
малолетучего ГМТД при введении салфетки 
в термодесорбер, в котором поддерживается 
температура 180 С, полностью испаряется с ее 
поверхности, проходит входной тракт ИДД и по-
кидает камеру ионизации примерно за th = 15 с. 
Максимум наблюдается при t  1.2 с. При ана-
лизе mГМТД = 1 мкг (кривая 1) в диапазоне 
th  5–13 с амплитуда пика находится в насыще-
нии AГМТД 120 пА, при th > 13 с интенсивно спа-
дает, но даже при th = 35 с она остается достаточ-
но большой – AГМТД  5 пА. Пик ионов летучего 
ТАТП при массе пробы mТАТП =10 мкг полностью 
исчезает примерно за 8 с при максимуме th  1 с. 

Рис. 3. Зависимости ei (mмочевина) в положитель-
ной моде для ионов с K0, см2/(В · с): черный круг – 
K0 ГМТД = 1.50, черный ромб – K0 ТАТП = 2.05, белый 
ромб – K0 ТАТП = 1.33. Зависимости ei (mМК) в отрица-
тельной моде для ионов: белый круг – K0 ГМТД = 1.48, 
серый круг – K0 ГМТД = 1.91, белый квадрат – K0 НА = 
= 2.01. 1 – среднестатистические потожировые отло-
жения + взрывчатое вещество, 2 – обильные пото-
жировые отложения + взрывчатое вещество.
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Рис. 2. Зависимости амплитуды пиков ионов от 
времени пребывания салфетки в камере термо-
десорбции Ai(th): в положительной моде K0 ГМТД = 
= 1.50 см2/(В · с) при массе пробы mГМТД = 1 мкг 
(1) или 10 нг (2) и K0 ТАТП =2.05 см2/(В · с) при 
mТАТП = 10 мкг (3); в положительной моде K0 ТАТП 
mТАТП =10 мкг + обильные потожировые отложе-
ния (4); в отрицательной моде K0 НА = 2.01 см2/(В · с) 
mНА = 50 нг + обильные потожировые отложения (5) 
и K0 ГМТД = 1.48 см2/(В · с) mГМТД = 0.5 мкг + обильные 
потожировые отложения (6).
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Наличие в пробе отпечатка пальца с обильными 
ПЖО практически не влияет на динамику испа-
рения летучего ТАТП (сравнение кривых 3 и 4), 
в то время как для малолетучих НА и ГМТД на-
блюдается более пологий спад амплитуды Ai (th).

Из зависимостей Ai (th) определили ионизаци-
онные эффективности ei для наблюдаемых ти-
пов ионов мочевины в ПМ, МК в ОМ, ГМТД и 
ТАТП в ПМ и ГМТД и НА в ОМ при десорбции 
с поверхности салфеток следовых количеств этих 
веществ массами mi = 5, 1, 1, 5000, 100 и 20 нг со-
ответственно. Полученные значения ионизаци-
онных эффективностей ei приведены в табл. 3. 
Там же даны значения ei ионов, регистрируемых 
при одновременной десорбции с салфетки отпе-
чатка пальца с обильными ПЖО и следовых ко-
личеств ТАТП, НА, ГМТД в ПМ и ОМ массами 
mi = 10, 0.1, 0.05 и 1 мкг соответственно.

Для определения степени воздействия сле-
довых количеств мочевины и МК, входящих в 
состав ОП, на ионизационную эффективность 
наблюдаемых типов ионов ВВ исследовали зави-
симости ei (mмочевина) в положительной и ei (mМК) 
в отрицательной модах (рис. 3). При варьирова-
нии в пробе массы мочевины от 5 до 50 нг регис-
трировали Ai (th) и рассчитывали ei для положи-
тельных ионов K0 ГМТД = 1.50 см2/(В · с), K0 ТАТП = 
= 2.05 и 1.33 см2/(В · с), а при варьировании МК 
от 1 до 100 нг определяли ei для отрицательных 
ионов K0 ГМТД = 1.48 и 1.91 см2/(В · с), K0 НА = 
= 2.01 см2/(В · с). На рис. 3 также даны значе-
ния ei для указанных ионов при их регистрации 
в присутствии отпечатка с ссПЖО и обПЖО. Из 
рисунка следует, что увеличение в пробе массы 
мочевины вызывает существенное уменьше-
ние ei ионов K0 ГМТД = 1.50 см2/(В·с) и K0 ТАТП = 
1.33 см2/(В · с), умеренное уменьшение ei ионов 
K0 ТАТП = 2.05 см2/(В·с), а увеличение массы МК 
приводит к исчезновению наиболее интенсив-
ного пика ионов K0 ГМТД = 1.91 см2/(В · с) и по-
явлению пика ионов K0 ГМТД = 1.48 см2/(В · с), 
а также существенному уменьшению ei ионов 
K0 НА = 2.01 см2/(В · с). При наличии в пробе от-
печатков с ссПЖО или обПЖО, содержащих 
существенно бóльшие массы мочевины и МК 
[17, 25, 26], чем нанесенные из растворов, тен-
денции падения эффективностей ei указанных 
ионов с увеличением массы мочевины или МК 
сохраняются.

Очевидно, что влияние присутствующих 
в ОП мочевины и МК на величину ei ВВ бу-
дет отражаться и на их пределах обнаружения 
(ПО), являющихся основными параметрами, 

характеризующими обнаружительную способ-
ность устройства.

Гексаметилентрипероксиддиамин (ГМТД). 
В отсутствие мочевины, МК или ОП, из всех 
исследованных веществ наилучший ПО зафик-
сирован с помощью ИДД Кербер-Т для ГМТД 
при регистрации положительных ионов c по-
движностью K0 ГМТД = 1.50 см2/(В·с), равный 
LГМТД = = 10 нг при Ia = 45 пА и соотношении 
Ai/3σ = 120. При использовании традиционно-
го соотношения сигнал/шум = 3 (Кербер-Т, 
3 = 0.375 пА) приведенный ПО оценивали ве-
личиной LГМТД = = 30–50 пг, что существенно 
меньше пределов обнаружения других СИП, рав-
ных 0.2 нг [24] и 5 нг (сигнал/шум = 3) [30, 31]. 
Верхняя граница динамического диапазона до-
стигает величины mГМТД = 0.4 мкг при амплиту-
де пика ГМТД 120 пА. При дальнейшем увели-
чении mГМТД > 0.4 мкг амплитуда пика ионов 
K0 ГМТД = 1.50 см2/(В · с) уменьшается, а в спектре 
появляются новые пики. Таким образом, с уче-
том показателя шума 3σ потенциально динами-
ческий диапазон составил ~ 104.

В пробе с ссПЖО предел обнаружения ГМТД 
в ПМ регистрировали на уровне LГМТД  50 нг, а 
в пробе с обПЖО – LГМТД  150 нг, причем в по-
следнем случае указанное значение LГМТД фик-
сировали либо для пика ионов подвижностью 
K0 ГМТД = 1.50 см2/(В · с), либо для пика предпо-
ложительно аддукт-катионов ГМТД и мочевины 
K0 = 1.31 см2/(В · с).

В отрицательной моде наиболее представи-
тельным индикатором наличия в пробе ГМТД 
в отсутствие МК является пик ионов с K0 = 
= 1.91 см2/(В · с), при регистрации которого 
масса пробы mГМТД = 0.5 мкг вызывает сигнал 
Ai = 4.5 пА = 12 · (3σ). При наличии отпечатка с 
ссПЖО или обПЖО наиболее представитель-
ным является появляющийся именно в присут-
ствии МК пик ионов ГМТД с подвижностью 
K0 = 1.48 см2/(В·с), близкий к пику ионов K0 ТНТ = 
= 1.47 см2/(В·с), что при mГМТД = 0.5 мкг обеспе-
чивает срабатывание сигнала “тревога” с инди-
кацией обнаружения ТНТ (Ia = 4.5 пА). Значение 
LГМТД = 0.5 мкг можно считать пределом обнару-
жения ГМТД в отрицательной моде. К сожале-
нию, в литературе не удалось найти ПО ГМТД 
в ОМ каких-либо других СИП.

Триацетона трипероксид (ТАТП). Предел 
обнаружения ТАТП при регистрации ионов 
K0 ТАТП = 2.05 см2/(В · с) является сравнительно 
высоким LТАТП = 15 мкг (Ai/3σ = 160). Кроме 
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того, с увеличением mТАТП ≥ 20 мкг амплиту-
да этого пика практически не возрастает, а при 
m ТАТП ≥ 50 мкг уменьшается и в спектрах по-
является много новых неразделенных пиков. 
Приведенный ПО (3) оценивали величиной 
~0.1 мкг. Опубликованные значения ПО ТАТП 
других СИП сильно различаются – от 5 нг [31] и 
23.3 нг [24] до 3.9 мкг [32] и ~102 мкг [22]. При-
веденный ПО ИДД Кербер-Т лежит примерно в 
середине указанного диапазона значений.

Можно оценить предел обнаружения паров 
ТАТП в воздухе Lv ТАТП, используя значения 
Ia, ei, Q, число Авогадро NA = 6.02 × 1023 моль–1 
и число Лошмидта NL = 2.69 × 1019 cм–3. Напри-
мер, при температуре воздуха T  = 298 K по 
пику ионов K0 ТАТП = 2.05 см2/(В · с), для ко-
торого Ia = 60 пА и ei = 0.003 Кл/моль, 
Lv ТАТП= (Ia /(ei · Q)) · (NA/NL) · (298/273) × 106 
779100 ppm, а приведенный ПО при Ia = 3 = 
= 0.375 пА составил Lvr ТАТП  0.6 ppm. Для срав-
нения в отрицательной моде Lvr ТНТ  167 ppt 
(1.5 пг/см3), так как ei (ТНТ) = 11 Кл/моль [17].

В присутствии отпечатка с ccПЖО или 
обПЖО предел обнаружения ТАТП по пику 
ионов K0 ТАТП = 2.05 см2/(В · с) оценивали ве-
личиной LТАТП = 50 мкг. При дальнейшем уве-
личении m ТАТП > 50 мкг в спектрах появляется 
много других неразделенных пиков в области 
td = 35 ÷ 50 мс, амплитуда пика ионов K0 ТАТП = 
= 2.05 см2/(В · с) уменьшается и сигнал “тревога” 
не вырабатывается.

Таким образом, необходимо особо отме-
тить, что ИДД Кербер-Т имеет верхнюю гра-
ницу обнаружения ТАТП, примерно равную 
m ТАТП  50 мкг. Это означает, что для проб с 
m ТАТП > 50 мкг высока вероятность отсутствия 
сигнала “тревога” (ложноотрицательный сиг-
нал – “пропуск цели”). Возможно, выявленное 
ограничение присуще любым СИП с данным ти-
пом ионизации.

Нитрат аммония (НА). Обнаружение НА име-
ет особенность. Так как образование ионов НА 
происходит посредством реакции автоиониза-
ции (уравнение (1)), зависимость амплитуды 
пика ионов K0 НА = 2.01 см2/(В·с) от массы НА в 
пробе нелинейна – AНА ~ (m НА)k, где k > 1. Напри-
мер, при m НА= 5 нг – AНА = 0, m НА = 10 нг – 
AНА  25 пА, m НА= 20 нг – AНА  150 пА. Из этих 
данных ПО НА оценивали величиной LНА  15 нг 
(при AНА/3 = 120). Указанное значение ПО на 
два порядка выше, чем, например, приведенный 
ПО НА (при AНА/3 = 1) 0.1 нг СИП с фотоиони-
зацией [23].

В присутствии ссПЖО или обПЖО пре-
дел обнаружения НА по пику ионов K0 НА = 
= 2.01 см2/(В ·  с) оценивали величиной 
LНА = 100 нг.

Экспериментально оценили время жизни сле-
дов ГМТД, ТАТП и НА на алюминиевой фоль-
ге. Время жизни следов ГМТД с массами mГМТД = 
1 × 10–9, 2 × 10–9, 1 × 10–8 г и поверхностными 
плотностями ds = 0.008, 0.016, 0.08 мкг/см2 при-
мерно равно 1, 3 и 12 ч соответственно. Время 
жизни следа ТАТП массой mТАТП = 1 × 10–5 г и 
ds » 80 мкг/см2 оценивается величиной ~ 102 с, а 
массой mТАТП = 1 × 10–4 г и ds » 800 мкг/см2 ~ 103 
с. Наличие следов НА с массами mНА = 3 × 10–8, 
5 × 10–8 г и ds = 0.24, 0.4 мкг/см2 регистрировали 
в течение 13 и 25 ч соответственно.

* * *
Подводя итог, можно отметить следующее. 

Мочевина и молочная кислота являются теми 
компонентами ПЖО отпечатка пальца, которые 
могут влиять на эффективность обнаружения 
ГМТД, ТАТП и НА с помощью СИП с ИАД в по-
ложительной и отрицательной модах. Наличие в 
пробе мочевины или ПЖО оказывает небольшое 
влияние на регистрацию ТАТП в положительной 
моде, существенно уменьшает эффективность 
образования ионов ГМТД, вызывая появление 
предположительно аддукт-катионов ГМТД и 
мочевины с подвижностью K0 = 1.31 см2/(В · с). 
Наличие в пробе МК или ПЖО незначительно 
уменьшает эффективность образования ионов 
НА в отрицательной моде, сильно изменяет ка-
чественный состав ионов ГМТД, вызывая появ-
ление наиболее интенсивного пика предположи-
тельно аддукт-анионов фрагмента ГМТД и МК 
с подвижностью K0 = 1.48 см2/(В·с).

Пределы обнаружения следовых количеств 
ГМТД в ПМ и ОМ, ТАТП в ПМ и НА в ОМ с 
учетом высоких уровней срабатывания сигнала 
“тревога” (~ 100) ИДД Кербер-Т, уменьшаю-
щих вероятность ложноположительных сигна-
лов при решении реальных задач обнаружения 
ВВ в присутствии возможных мешающих ве-
ществ,  составили 10 нг, 0.5 мкг, 15 мкг и 15 нг, а 
этих же ВВ, но в присутствии отпечатка пальца 
с обильными ПЖО – 150 нг, 0.5 мкг, 50 мкг и 
100 нг соответственно.
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DETECTING TRACE AMOUNTS OF PEROXIDES AND AMMONIUM 
NITRATE IN FINGERPRINTS BY ION MOBILITY SPECTROMETRY

T. I. Buryakov a, *, I. A. Buryakov a, **

aAlexandrov Research Institute of Technology, 188540, Sosnovy Bor, Leningrad oblast, Russia
*E-mail: buryakovti@gmail.com

**E-mail: buryakovia@gmail.com

Abstract. The eff ect of the sweat and grease deposits (SGD) from fi ngerprints on the detection effi  cien-
cy of trace amounts of explosive substances—triacetone triperoxide (TATP), hexamethylene triperoxide 
diamine (HMTD), and ammonium nitrate (AN) by ion mobility spectrometry in air at atmospheric 
pressure was investigated. Among the main components of SGD, urea is identifi ed as a positive mode 
infl uencer, while lactic acid (LA) aff ects in a negative mode. The presence of urea or SGD in the sample 
does not signifi cantly aff ect the detection of TATP in the positive mode but decreases the effi  ciency of 
HMTD ion formation and leads to the appearance of adduct cations of HMTD and urea. The presence 
of lactic acid or SGD slightly decreases the effi  ciency of ammonium nitrate ion formation in the negative 
mode and signifi cantly alters the qualitative composition of HMTD ions, leading to the appearance of 
HMTD and LA adduct anions. In the absence of any impurities in the sample, the best reduced limit of 
detection (signal-to-noise ratio = 3σ), estimated at 30–50 pg, was observed for HMTD. The lifetime of 
HMTD, TATP, and AN traces on aluminum foil under laboratory conditions was determined to be 1, 3, 
and 12 h for samples with masses of mHMTD 1 × 10–9, 2 × 10–9, and 1 × 10–8 g and surface densities ds of 
0.008, 0.016, and 0.08 μg/cm2, respectively; 102 and 103 s for mTATP 1 × 10–5 and 1 × 10–4 g and ds of 80 
and 800 μg/cm2, respectively; 12 and 25 h for mAN 3 × 10–8 and 5 × 10–8 g and ds of 0.24 and 0.4 μg/cm2, 
respectively.

Keywords: ion mobility spectrometry, triacetone triperoxide, hexamethylene triperoxide diamine, 
ammonium nitrate, human fi ngerprint residue, urea, lactic acid.
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Рассмотрены результаты оценки сорбционных и флуоресцентных свойств соединений класса азо-
лотриазинов и фаз на основе квантовых точек сульфида кадмия в парах легколетучих органичес-
ких соединений (биомаркеры состояния живых систем). Сорбционные свойства фаз на основе 
органических красителей и капсулированных полупроводников по отношению к парам спиртов, 
кетонов, аминов, кислот, аммиака, альдегидов изучены прямым высокочувствительным пьезо-
кварцевым микровзвешиванием. Спектральные свойства и изменение их в парах аналитов изуче-
ны различными методами спектроскопии (абсорбционная, фотолюминесценция). Сопоставлены 
результаты исследований и возможность оптимизации этой стадии. Предложено оценивать со-
гласованность методов по прогнозированию изменений флуоресцентных свойств в тест-системах 
для летучих органических соединений по коэффициенту конкордации Кендалла W. Установлено, 
что наибольший коэффициент согласованности оценки (W = 0.89) имеют методы спектрофлуо-
риметрии и прямого микровзвешивания паров при сорбции на фазах – потенциальных напол-
нителях тест-систем. Корреляция результатов, полученных разными методами флуоресценции 
(визуальные планшетные тест-системы и  флуориметрия фаз на бумажных подложках), состав-
ляет 0.80, что подтверждает высокую степень согласованности оценок с  их помощью степени 
взаимодействия аналитов и  органических, комбинированных флуорохромов. Установлено, что 
методы, близкие по природе возникновения аналитического отклика, согласованы не лучше, чем 
с методом прямого микровзвешивания паров на микрофазах флуориметрических реагентов раз-
ной природы (квантовые точки CdS/хитозан, органические соединения класса азолотриазинов, 
смешанных фаз). Это, в свою очередь, позволяет выбирать на стадии рутинных экспериментов 
более простые, доступные и экспрессные методы и средства анализа.  

Ключевые слова: спектроскопия, флуоресценция, квантовые точки, органические реагенты, сорб-
ция, органические биомолекулы, информативность.

DOI: 10.31857/S0044450224070107 EDN: TNHNCU

Наиболее перспективным и  малоизученным 
подходом к  разработке многокомпонентных, 
доступных и удобных в любых условиях тест-си-
стем является применение в них в качестве реак-
тивных центров флуоресцентных зондов. Такой 
способ хорошо подходит для различных биологи-
ческих сред и основан на анализе изменений сиг-
налов флуоресценции небольшим количеством 
молекул-зондов в биопробе малого объема [1−5]. 

Известно применение подобного подхода для 
ранней диагностики, но оно имеет ограниченное 
применение в животноводстве и в неинвазивных 
тест-средствах.

К потенциальным детектирующим зондам 
для различных малых биомолекул, в  частно-
сти для легколетучих органических соединений 
(ЛОС), предъявляется ряд требований: они долж-
ны взаимодействовать с  целевыми аналитами 
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с  высокими чувствительностью и  специфично-
стью, быть относительно устойчивыми при хра-
нении, давать устойчивый явный аналитический 
отклик, в  составе простых тест-средств позво-
лять быстро определять соединения-маркеры 
в  небольшом объеме различных биологических 
образцов (например, мазков биосред) без до-
полнительной пробоподготовки. Существующие 
флуоресцентные или иные тест-системы для ана-
лиза биопроб либо весьма дорогостоящие, либо 
имеют недостаточно высокие чувствительность 
и селективность к биомаркерам [6−13].

Несомненным преимуществом применения 
флуоресцентных зондов внутри организма являет-
ся возможность исследования с их помощью моле-
кулярных механизмов возникновения и развития 
патологических процессов, действия на организм 
биологически активных веществ и лекарственных 
препаратов. Флуоресцентные зонды применяются 
также для диагностики и прогноза развития забо-
леваний, выявления факторов риска и  контроля 
эффективности лечения [14−16]. Зондовая флуо-
ресценция чувствительна к структурно-функцио-
нальным изменениям в биологических мембранах, 
микровязкости липидного бислоя, связыванию 
с  белками и  другими веществами, структурным 
перестройкам в  белках, изменению мембранно-
го потенциала и концентрации внутриклеточного 
кальция и  др. [15]. Все эти факторы необходимо 
учитывать при изучении новых реагентов, кото-
рые потенциально могут быть применены в такого 
рода аналитических системах.

Особое место среди соединений с  ярко вы-
раженной и стабильной люминесценцией (в том 
числе по отношению к  различным биомолеку-
лам) занимают неорганические квантовые точки 
разной структуры и  органические производные 
азолотриазинов. Однако лишь незначительное 
число публикаций посвящено синтезу линеарно 
связанных и  конденсированных гетероцикличе-
ских соединений, содержащих данный фрагмент. 
Между тем именно сочетание в  одной молекуле 
нескольких гетероциклических фрагментов за-
частую позволяет добиться более “чистой” лю-
минесценции за счет синергетического действия 
и лучшего связывания с медиаторами воспалений 
и другими биомишенями [17−19].

В настоящий момент известно, что производ-
ные азолотриазинов характеризуются интенсив-
ной люминесценцией. В частности, азотсодержа-
щие гетероциклические люминофоры являются 
предметом изучения органической электрони-
ки, биохимии, биофизики и  микробиологии. 
На  их основе создаются электролюминесцент-
ные датчики, лазеры и иные полупроводниковые 
 приборы, иммунологические люминесцентные 
(флуоресцентные) зонды [17−24]. При анализе 
биологических систем отмечено их специфичес-
кое взаимодействие с  различными микроорга-

низмами, грибами, биомолекулами, приводящее 
к  видимым изменениям цвета люминесценции. 
Однако следует отметить, что органические лю-
минесцирующие соединения, в  частности азо-
лотриазины, имеют проблему фотоустойчивости 
в  возбуждающем излучении (быстрое выгора-
ние), а корреляция между химической структурой 
и эффективностью флуоресценции еще далека от 
удовлетворительного понимания. Схожесть в из-
менении спектров люминесценции не всегда дает 
возможность определить конкретный биомаркер 
без дополнительных исследований. Квантовые 
точки (КТ), в свою очередь, имеют более высокий 
выход флуоресценции, но изменять их сродство 
к ЛОС на стадии синтеза или при дальнейшей об-
работке весьма сложно. 

До настоящего времени актуальными оста-
ются проблемы, связанные с  разработкой новых 
методов и  реакций, позволяющих осуществлять 
направленный синтез КТ, гетероциклических си-
стем, содержащих остов азолотриазинов, в  том 
числе структурно близких природным. Большое 
значение имеют также установление взаимосвязи 
между строением и  люминесценцией, изучение 
и быстрая оценка перспективности новых реаген-
тов для дальнейшего применения в аналитических 
тест-системах. Быстрый синтез и  вариабельность 
свойств флуоресцентных фаз, как органических, 
так и неорганических, ставят задачу по оптимиза-
ции предварительного этапа оценки их оптиче-
ских и реакционных свойств по отношению к кон-
кретным аналитам. Применение дорогостоящего 
спектрального оборудования на этом этапе неэф-
фективно и экономически неоправданно. Однако 
и упрощение до простых, в том числе визуальных, 
методов оценки аналитического отклика не все-
гда информативно на стадии определения вектора 
синтеза реагентов, когда их характеристики могут 
быть еще далеки от ожидаемых. На всех этапах по-
иска приоритетным является решение задач уско-
рения и упрощения стадий получения оценочной 
информации, при этом с  сохранением условий, 
близких к  условиям дальнейшего применения 
аналитических тест-систем. Для синтеза флуо-
ресцентных реагентов наиболее доступными яв-
ляются планшетные тесты с растворами аналитов. 
Однако реакции в растворах и в газовой среде с ле-
тучими соединениями могут не совпадать по вызы-
ваемому аналитическому эффекту. Тем более, что 
дальнейшее применение тест-систем  на основе 
флуоресцентных зондов практически не изучено 
для газосодержащих сред. Обозначенные проти-
воречия могут быть устранены путем применения 
метода, совмещающего в  себе возможность ис-
пользования малых концентраций твердотельных 
фаз реагентов и летучих паров ЛОС с возможно-
стью экспрессного и несложного изучения, коли-
чественной оценки скорости, эффективности их 
взаимодействия.
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Основной идеей предлагаемой работы яв-
ляется обоснование возможности предсказания 
эффективности реакций между фазами-реаген-
тами и  веществами-аналитами, протекающих 
в жидкой, газовой средах и приводящих к значи-
тельным изменениям в структуре люминофора, 
возникновению внешнего эффекта, регистри-
руемого не только спектральным методом, но 
и  другими, например сорбционным, напрямую 
не регистрирующим изменение спектральных 
свойств в системе.  

Цель работы – оценить возможность и  на-
дежность предсказания флуоресцентной актив-
ности органических (азолотриазины) и  неорга-
нических (на основе квантовых точек сульфида 
кадмия в  хитозане) реагентов по отношению 
к приоритетным ЛОС, в том числе биомаркерам, 
по результатам исследований их спектральных 
и сорбционных свойств.  

Для оценки влияния биомаркеров на воз-
можное изменение оптических свойств новых 
реагентов выбраны следующие методы: визуаль-
ная флуориметрия с  оцифровкой изображения 
при возбуждении при 365 и 254 нм фаз в раство-
рах и  на подложках после контакта с  парами 
и  растворами тест-веществ; фотолюминесцен-
ция при освещении лазером с  длиной волны 
405 нм фаз реагентов, нанесенных на бумажную 
подложку, при контакте их с  парами тест-ве-
ществ на спектрометре; высокочувствительный 
прямой метод изучения сорбции паров – пье-
зокварцевое микровзвешивание микрофаз ре-
агентов (сорбенты) при экспозиции в парах те-
ст-веществ (сорбаты).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Характеристика реагентов. В качестве органи-
ческих реагентов синтезировали соединения, со-
держащие остов имидазо- и пиразолотриазинов. 
В исследовании оценивали свойства следующих 
реагентов: 

Наименование по IUPAC Маркировка

2-(6-Оксо-2-фенилимидазо[1,2-b]
пиридо[4,3-e][1,2,4]триазин-7(6Н)-
ил)уксусная кислота

ФЗ 12

Этил-3-метил-6-
фенилимидазо[1,2-b][1,2,4]триазин-
2-карбоксилат

ФЗ 14

2-(4-Гидрокси-7-(метоксиметил)-
8-фенилпиразоло[5,1-c][1,2,4]
триазин-3-ил)бензойная кислота

ФЗ 28

2-(4-Гидрокси-8-
фенилпиразоло[5,1-c][1,2,4]
триазин-3-ил)бензойная кислота

ФЗ 32

Фазы хранили в  виде растворов в  невод-
ных растворителях с  концентрацией реагента 
1 мг/ мл. 

Для оценки сорбционных свойств фазы на-
носили на электроды пьезокварцевых резонато-
ров (ПКР) и бумажные подложки. 

В качестве неорганических реагентов изучали 
фазы на основе квантовых точек сульфида ка-
дмия в хитозане без и с добавлением при синтезе 
родамина 6 G. 

Синтез КТ основан на реакции 

CdCl2 + Na2S = CdS + 2NaCl.

Для осуществления синтеза готовили исход-
ные растворы хитозана с концентрацией 2 мас.% 
в  2%-ном растворе уксусной кислоты; 0.010  М 
растворы хлорида кадмия, сульфата натрия чи-
стотой х. ч. Далее при постоянном перемешива-
нии в  раствор хитозана малыми порциями вво-
дили растворы реагентов. Через 10−15 мин после 
непрерывного перемешивания коллоидный 
раствор приобретал характерный желтый цвет. 
На спектрофотометре Shimadzu UV-1800 (Центр 
коллективного пользования ФГБОУ ВО ВГУ-
ИТ) регистрировали спектры поглощения полу-
ченного раствора квантовых точек относительно 
раствора хитозана в диапазоне 250−900 нм. Ши-
рина запрещенной зоны полученных КТ состав-
ляла для разных партий 2.6−2.8 эВ. Полученные 
КТ отмывали пропанолом-2, центрифугировали, 
наносили на серебряные электроды ПКР с  двух 
сторон капельным методом. Также наносили ме-
тодом капли на бумажную подложку фиксиро-
ванный объем изопропанольного раствора КТ.

Для изменения сродства КТ к парам ЛОС до-
полнительно вводили в хитозан раствор родами-
на 6G с разным соотношением с КТ. Далее фазы 
также отмывали и наносили на ПКР и бумагу.

Кроме индивидуальных, применяли ком-
бинированные фазы: на фазы КТ и  наногидрок-
сиапатита (ГА) в  качестве нефлуоресцирующе-
го наноматериала наносили капельным путем 
растворы органических люминофоров ГА/ФЗ 
12 (ФЗ 28, ФЗ 32, ФЗ 14); СdS/ФЗ 32 (ФЗ 28, ФЗ 
14, ФЗ 12). Массу фаз после удаления раствори-
телей подбирали в  диапазоне 3−8 мкг. Свобод-
ный растворитель удаляли в  сушильном шкафу 
(20−40 мин при 50−60C). Массу фаз контроли-
ровали по изменению базовой частоты колеба-
ния ПКР без нагрузки.

Тест-вещества. Оценивали сорбцию и спек-
тральный отклик фаз по отношению к  парам 
спиртов алифатических С2–С4 нормального 
и  изомерного строения; метилэтилкетона, аце-
тона, аминов линейного и циклического строе-
ния (метиламин, диэтиламин, бутиламины, 
пиридин); этановой, пропановой кислот; этил-
ацетата, ацетальдегида, раствора аммиака, воды, 
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других тест-веществ. Применяли индивидуаль-
ные вещества в  объеме 5−10 мкл для изучения 
сорбции паров при 20−22С. Для оценки от-
клика растворов на планшете готовили водные 
растворы тест-веществ на двух уровнях концен-
трации: низкая соответствует норме процессов 
в организме человека; высокая – уровень диаг-
ностирования метаболических нарушений [25].

Характеристика приборов. Визуальная флуори-
метрия на планшетах с оцифровкой результатов 
взаимодействия фаз ФЗ и тест-веществ на ден-
ситометре “ДенСкан” (ООО "НЦ "Ленхром", 
С.-Петербург) при двух длинах волн возбужде-
ния (365, 254 нм). Планшеты формировали по 
единой схеме добавления веществ с двукратным 
повторением.

ФЗ H2O М М* О О* В В* Н Н* К К*

Т Т* У У*

Г Г* З З* С С* Р Р* Д Д*

Ж Ж* П П* Б Б* И И*

(буквами обозначены растворы тест-веществ: 
этаноламин (Г, Г*), бутиламин (М, М*), изо-
бутиламин (Р, Р*), циклопентиламин (П, П*), 
триэтиламин (Н, Н*), морфолин (О, О*), про-
пионовая (В, В*), масляная (Т, Т*), молочная (У, 
У*), этановая (Ж, Ж*), 3-фенилмолочная (Д, Д*) 
кислоты; ацетон (З, З*), бутан-2,3-дион (К, К*), 
циклогексанон (С, С*)).

Флуоресценцию нанесенных на бумагу лю-
минофоров возбуждали твердотельным лазером 
405 нм мощностью 200 мВт. Спектры регистри-
ровали в  диапазоне 200–1100 нм с  помощью 
спектрометра Maya 2000 Pro (Ocean Optics, 
США) с разрешением 0.5 нм. Время интегриро-
вания – 1 с.

Оценку сорбционного сродства фаз на осно-
ве квантовых точек CdS/хитозан, органических 
люминофоров, комбинированных фаз на се-
ребряных электродах по отношению к  микро-
концентрациям летучих молекул выполняли на 
многоканальных нановесах “MCNanoW-PQ” 
(ООО “Сенсорика  – Новые Технологии”, Рос-
сия [25]) с  восемью рабочими каналами. Для 
микровзвешивания сорбатов в режиме реально-
го времени с высокой чувствительностью по мас-
се применяли ПКР объемных акустических волн 
(масс-чувствительные AT-среза) с  базовой ча-
стотой колебания кварцевой пластины 10.0 МГц 
с  серебряными электродами диаметром 5  мм 
(ОАО “Пьезо”, Россия). Многоканальные на-
новесы связаны с  индивидуальным программ-
ным обеспечением для регистрации изменения 
частоты колебания кварцевой пластины и массы 
в режиме реального времени с шагом 1 с и разре-
шением 1 Гц по модели Зауэрбрея. 

Изменение частоты колебаний кварцевой 
пластины (–ΔFi, Гц) прямо пропорционально 
массе сорбента за счет адсорбции на ней паров 
тест-веществ. Эта закономерность позволяет 
устанавливать прямые зависимости кинетики 
сорбции (скорость изменения сигнала), массы 
адсорбированных молекул (величина сигнала 
сенсора) с их природой и концентрацией в ячей-
ке детектирования. 

На многоканальных нановесах, оснащенных 
герметичной ячейкой из фторопласта объемом 
140  см3, с  открытым входом для фронтального 
ввода паров от индивидуального соединения, 
проводили эксперимент по изучению сорбцион-
ных свойств различных сорбентов. Режим изме-
рения эффективности неравновесной сорбции: 
полное время (цикл измерения) составляет 200 с; 
нагрузка (выдерживание над пробой тест-веще-
ства фиксированного объема) составляет 60  с, 
далее следует самопроизвольная регенерация 
системы, во время которой также регистрирует-
ся активность десорбции паров с фаз сорбентов.

Выходные сигналы пьезосенсоров – изме-
нение частоты колебаний (–ΔFi. Гц) при сорб-
ции/десорбции легколетучих веществ с  шагом 
в 1 с фиксировались в виде хроночастотограмм 
(–ΔFi = ƒ(τ), где τ – время измерения), макси-
мальные сигналы пьезосенсоров (–Fmax, Гц). Это 
наиболее полная регистрируемая характеристи-
ка и наиболее простой из рассчитываемых пара-
метров соответственно.

Для оценки различий в  сорбции легколе-
тучих соединений и  сравнения сорбционных 
свойств реагентов к  определенным тест-веще-
ствам применяли максимальные аналитические 
сигналы двух сенсоров и рассчитывали коэффи-
циент парной селективности:
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–ΔFmax i,j, Гц – фиксируемый максимальный за 
время нагрузки отклик сенсоров i и  j соответ-
ственно. Соотношения таких сигналов харак-
теризуют относительную скорость сорбции на 
фазах двух сорбентов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Тест-планшеты для органических люминофо-
ров. В идентичных условиях изучали и оценива-
ли визуально с оцифровкой результата эффекты 
и  взаимодействие органических реагентов КТ 
CdS, CdS/родамин 6G на бумажных подлож-
ках с  растворами тест-веществ минимальной 
(физиологическая норма) и  максимальной (не 
норма) концентраций. Рис.  1 и  2 на примере 
органических реагентов демонстрируют систе-
мы с имеющимися и отсутствующим откликами 
на тест-вещества. Полученные данные система-
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тизированы в табл. 1, там же дан анализ аналити-
ческого отклика.

Используемые в  данном исследовании 
флуоресцентные зонды класса азолотриази-
нов являются весьма стабильными полифлу-
орофорами, способными к  фосфоресценции. 
Помимо этого, в зависимости от природы ана-
лита имеет место цветовой переход в видимой 
части спектра (за счет наличия значительного 

количества бензольных фрагментов), что су-
щественно упрощает процедуру регистрации 
эффекта взаимодействия и потенциально ана-
лиза. 

Установлено, что наличие в  структуре ФЗ 
таких функциональных групп, как карбоксиль-
ная и карбонильная способствует селективному 
и обратимому связыванию с первичными и вто-
ричными аминами. Происходит образование 

ФЗ 14

ФЗ 12

 = 365 нм

 = 254 нм

 = 365 нм

 = 254 нм

Рис. 1. Флуоресцентный отклик планшетов с ФЗ 12, ФЗ 14 с растворами тест-веществ (схема смешивания представ-
лена в “Экспериментальной части”) при разных длинах волн источника возбуждения. 
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Таблица 1. Наблюдаемые визуально изменения в планшетных тест-системах органических люминофоров 
и водных растворов тест-веществ

Аналит ФЗ 14 ФЗ 28 ФЗ 32

Ацетоуксусная к-та Гашение 
люминесценции (*) Не меняет свойств (–) –

Уксусная к-та * – –

Пропионовая к-та *
Зелено-оранжевое свечение 

(254,365 нм),
высокие концентрации

–

Масляная к-та *
365 нм, 

гасит свечение высокая 
концентрация

365 нм, 
гасит свечение высокая 

концентрация

Молочная 
к-та *

365 нм, 
гасит свечение высокая 

концентрация

365 нм, 
гасит свечение высокая 

концентрация

3-Фенилмолочная к-та *
365 нм, 

гасит свечение любая 
концентрация

365  нм, 
гасит свечение высокая 

концентрация

Пероксид водорода * – –

Ацетон *
Зелено-оранжевое свечение 

(254,365 нм),
высокие концентрации

–

Циклогексанон * – –

Этаноламин *
Зелено-оранжевое свечение 

(254,365 нм),
любые концентрации

–

Аммиак
Зелено-голубое свечение 

(365, 254 нм), 
любые концентрации

Зелено-оранжевое свечение 
(254,365 нм),

высокие концентрации
–

Бутиламин
Зелено-голубое свечение 

(365, 254 нм), 
любые концентрации

Зелено-оранжевое свечение 
(254,365 нм),

любые концентрации

Зелено-оранжевое 
свечение (254 нм),

любые концентрации

Триэтиламин *
Зелено-оранжевое свечение 

(254, 365 нм),
низкие концентрации

–

Изобутиламин * – –

Циклопентиламин * –
Зелено-оранжевое 
свечение (254 нм),

высокие концентрации

Аналог стеарина *
Зелено-оранжевое свечение 

(254 нм), 
низкие концентрации

–

Аналог гормона *
Зелено-оранжевое свечение 

(254 нм),
низкие концентрации

Зелено-оранжевое 
свечение (254 нм),

низкие концентрации

Вода Слабое гашение Гашение Гашение
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ионных и/или водородных связей с  кетонами 
и карбоновыми кислотами. Указанные взаимо-
действия приводят к  существенному перерас-
пределению электронных плотностей и сниже-
нию конформационной лабильности. Однако 
повышенная гидрофильность исследуемых зон-
дов приводит к снижению доступности актив-
ных групп и, как следствие, к  сглаживанию 
эффектов свечения в присутствии целевых ана-
литов. В связи с этим приоритетными направ-
лениями изменения структуры люминофоров 
являются: увеличение липофильности и сохра-
нение достаточной гидрофильности для обес-
печения возможности взаимодействия с поляр-
ными молекулами. При этом контролируемыми 
свойствами структур-лидеров остается интен-
сивность флуоресценции, фотостабильность 
растворов и выраженность аналитического от-
клика (усиление/гашение люминофора). 

В условиях многовариантности синтеза наи-
более простым и  доступным способом контро-
ля является визуальная индикация на бумажных 
подложках или в  планшетах. Однако при таких 
подходах могут быть некорректно оценены эф-
фекты с парами летучих соединений. 

Рис. 3 иллюстрирует влияние аммиака и ме-
тиламина на спектр флуоресценции ФЗ 32. 

И  аммиак, и  метиламин приблизительно вдвое 
усиливают свечение люминофора на бумажном 
носителе. Действие их обратимо: пары уксусной 
кислоты (кривая 4) тушат свечение люмино-
фора до уровня несколько ниже исходного. Та-
кая же картина наблюдается для ФЗ 28, что неу-
дивительно, поскольку молекулы ФЗ 32 и ФЗ 28 
отличаются единственным заместителем, незна-
чительно влияющим на свойства ароматической 
системы. Основной причиной эффекта пред-
положительно является ионизация фенольной 
группы, что типично для кислотно-основных 
индикаторов.

Помимо указанного эффекта с парами ана-
литов, для ФЗ 28 и  ФЗ 32 обнаружена чрезвы-
чайно высокая чувствительность яркости лю-
минесценции к  присутствию катионных ПАВ. 
Хотя этот эффект не реализуется напрямую при 
детектировании паров, он указывает на высо-
кую чувствительность спектров флуоресцен-
ции указанных молекул к  окружению, причем 
эффект не сводится только к влиянию pH. Это 
позволяет положительно оценить возможно-
сти регулировки свойств аналитических систем 
в дальнейшем. Свойства флуоресцентного кис-
лотно-основного индикатора проявляет также 
реагент ФЗ 12, однако свечение этого вещества 

Рис. 3. Спектры флуоресценции ФЗ 32 на бумажном носителе при длине волны возбуждении 405 нм: исходный (1), 
под действием паров аммиака (2), метиламина (3) и уксусной кислоты (4).
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подавляется только в присутствии сильной ми-
неральной кислоты.

Оценка сорбционных свойств индивидуаль-
ных и  смешанных фаз. Методом пьезокварце-
вого микровзвешивания сопоставлено сорб-
ционное сродство паров некоторых классов 
соединений к  веществам – потенциальным 
люминофорам: неорганическим (квантовые 
точки сульфида кадмия в хитозане), органичес-
ким соединениям и их комбинациям. Фазы КТ 
и органические фазы ФЗ 12, 14, 28, 32 близких 
масс проявляют разное сродство к парам орга-
нических соединений, воде, аммиаку (табл. 2). 
Для удобства представления данных пронуме-
ровали фазы на ПКР: CdS (1), ФЗ 14 (2), ФЗ 12 
(3), ГА/ФЗ 32 (5), CdS/ ФЗ 32 (6), ГА/ФЗ 28 (7), 
ГА (8). 

Установлено, что удельная скорость накоп-
ления паров за 1 мин (Sуд = (–ΔFmax)/(–ΔFсорбен-

та), Гц/мин) различается существенно как для 
органических, так и  для комбинированных фаз 
(рис. 4). Органические люминофоры без подлож-
ки проявляют практически химическое сродство 
к  аминам и  к аммиаку (ФЗ 12, 14). Нанесение 
фазы на наноструктурированную подложку при-
водит к  существенному изменению как эффек-
тивности, так и скорости сорбции паров.  

Сопоставление результатов микровзвешива-
ния разных по природе тест-веществ позволяет 
говорить о высокой избирательности фаз ФЗ 32, 
28 к парам аммиака и аминов, а ФЗ 25 в большей 
степени к  кислотам. Нанесение люминофоров 
на наноструктурированные фазы ГА и  CdS 
(табл. 2) приводит к существенному нивелирова-
нию избирательности и чувствительности орга-
нических люминофоров и фаз подложек к ами-
нам, кислотам. Если же такие фазы применять 
в качестве модификаторов газовых сенсоров, то 

Таблица 2. Максимальные отклики (–Fmax, Гц) пьезовесов с фазами разных люминофоров в парах некоторых 
тест-веществ

Фазы
сорбентов

Масса,
мкг Вода Аммиак, 

9%-ный раствор
Аммиак,
повтор

Этанол 
70%-ный н-Бутиламин Раствор уксусной 

кислоты

ФЗ 32 6.0 40 516* 50 51 318* 76

ФЗ 14 3.7 136 263 160 140 187* 394

ФЗ 25 3.0 130 257 160 140 110* 366

ФЗ 28 5.0 11 329* 20 20 150* 42

ФЗ 28/ ГА 20.5 200 113 85 – 350 105

ФЗ 12/ ГА 15.5 80 138 98 – 145 145
*Не происходит десорбции.

Рис. 4. Зависимость удельной скорости накопления органическими и комбинированными люминофорами паров 
тест-веществ: воды (1), раствора аммиака (2), этанола (3), бутиламина (4), раствора уксусной кислоты (5).
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по значениям параметра парной селективности 
сенсоров с  фазами А(CdS// CdS/ФЗ 32) высо-
коизбирательно на фоне паров воды идентифи-
цируются пары циклопентиламина, аммиака, 
метоксиэтанамина, изобутиламина, бутиловых 
спиртов (табл.  3). Анализ всех возможных па-
раметров парной селективности пьезосенсоров 
с изученными индивидуальными и смешанными 
органическими, неорганическими модифика-
торами позволил выделить наиболее надежные 
и  высокочувствительные (табл.  4). Анализ дан-
ных показал, что подложка из гидроксиапатита 
сильно ускоряет сорбцию, при этом снижается 
дифференциация паров; фазы ФЗ 28 и ФЗ 14 на 
воду не реагируют, хорошо дифференцируют 
амины, особенно алкиламины. При этом даже 
подложка из ГА не меняет этой высокой селек-
тивности. 

Высоконадежно идентифицируются амины 
и  аммиак, молочная кислота. А  среди этих со-
единений фазы люминофоров позволяют иден-
тифицировать раздельно: аммиак, воду (как 
микропримесь), метоксиэтанамин, пропила-
мин, бутиламины. Именно эти соединения часто 
входят в  набор паттернов летучих соединений, 
характерных для распространенных социально 
значимых заболеваний (табл. 5). 

Полученная информация согласуется с  от-
кликами визуальной планшетной тест-системы 
и флуоресценции фаз, нанесенных на бумажные 
носители. Однако уровень согласованности, 
строго говоря, не является максимально кор-
ректным, так как концентрация реагентов и ана-
литов при этом различаются значительно.

Оценка согласованности методов. Очевидно, 
что изменения флуоресцентного отклика и эф-
фективности сорбции органических фаз и  КТ 
должны быть вызваны связыванием с  парами 
органических соединений за счет более сильных 
взаимодействий, чем сорбционные, поверхност-
ные, даже водородные и донорно-акцепторные. 

Для сравнения согласованности результа-
тов применения в исследовании фаз различных 
методов (планшетная видимая спектроскопия 
(ВФл), флуориметрия (СФл), прямое микро-
взвешивание (ПКМ)) предложено использовать 
коэффициент конкордации r, который является 
мерой согласованности мнений экспертов в ор-
ганолептических испытаниях [26]. Применя-
емые методы (m  = 3) будем рассматривать как 
экспертов свойств в  системах органических, 
неорганических флуоресцентных реагентов 
и  тест-веществ (изученных на данном этапе), 
которые, в  свою очередь, выбраны факторами 
(n  =  28). Ранговыми оценками будем считать 
следующие эффекты: 0  – отсутствие селектив-
ности при сорбции на выбранных фазах, отсут-
ствие видимых эффектов, а  также каких-либо 
изменений флуоресцентных свойств при вза-

имодействии реагентов и  аналитов; 1  – уста-
новленная избирательность, селективность де-
тектирования аналитов (тест-веществ) всеми 
методами; 2 – интенсивные изменения откликов 
аналитических систем во всех методах (табл. 6). 
Для каждого из выбранных методов и способов 
фиксирования взаимодействия в системе люми-
нофор–аналит кодировали эффекты по следую-
щим признакам: выбирали изменения, которые 
в  системе являются для конкретного вещества 
отличительными среди всего набора тестируе-
мых в выборке. 

В планшетных тест-системах отсутствие 
визуального изменения цвета и  интенсивно-
сти свечения трактовалось как не влияющее на 
структуру люминофора взаимодействие либо 
его эффект незначителен с  аналитической точ-
ки зрения, отсутствует значимый отклик систе-
мы. Такой аналитический эффект кодировали 
как “0”. Изменения на планшетах оценивали 
при естественном освещении, 365 и 256 нм. Из-
менение цвета или усиление/гашение свечения 
лунок с  раствором реагента и  аналита хотя бы 
при одном источнике излучения по сравнению 
с  раствором чистого реагента кодировали как 
“+1”. Если устойчивый эффект изменения на-
блюдался при всех условиях регистрации, то 
результат взаимодействия в системе кодировали 
как “+2”. 

Для флуориметрии в  качестве объекта ко-
дировки выбрали величину аналитического 
сигнала: отсутствие изменений интенсивности 
излучения в  системе (изменение аналитичес-
кого сигнала на уровне шумов) кодировали как 
нулевой отклик с присвоением кода “0”, незна-
чительное изменение излучения (3−6 уровней 
шума) без смещения исходной длины волны 
в  системе кодировали как возникающий ответ 
в  системе и  этому эффекту присваивали код 
“+1”, если изменения интенсивности свечения 
или гашения более чем в  два раза превышали 
исходные значения или наблюдалось смещение 
длины волны излучения, то аналитический сиг-
нал в  системе считали значимым и  значитель-
ным, такой эффект кодировали кодом “+2”. 

В наиболее чувствительном и  экспрессном 
методе изучения сорбции паров соединений на 
фазах с  малым содержанием реагента – пьезо-
кварцевом микровзвешивании – как при на-
грузке (контакт с аналитом), так и при десорбции 
(исключен контакт с  парами) регистрируются 
скорость изменения массы сорбента, полнота 
его регенерации за определенный момент вре-
мени. Минимизация времени измерения соот-
ветствует задачам тест-методов, а для сорбцион-
ных методов наиболее информативным является 
начальный кинетический участок сорбции/де-
сорбции. Это позволяет в первом приближении 
оценивать порядок реакции, обратимость взаи-
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Таблица 4. Высоконадежные параметры парной селективности пьезокварцевых резонаторов с фазами 
квантовых точек и органическими люминофорами

Тест-вещество

Фаза КТ

CdS/
ФЗ 14

CdS/
ФЗ 12

CdS/
ГА с

ФЗ 32

CdS/ ГА 
с ФЗ 28

ФЗ 14/
ФЗ 12

ФЗ 12/
ГА с

ФЗ 32

ГА с ФЗ 32/
CdS c ФЗ 32

Вода 0.65 – – – 0.56 – 1.1

Этанол – – – – – – –

Бутанол-1 – – – – – – –

Метилэтилкетон – – – – – – –

Этилацетат – – – – – – –

Молочная к-та – – – – 0.72 – –

Метоксиэтан-амин – – 0.88 – 3.3 – –

Циклопентиламин – – – – – – –

Пропиламин 0.10 – – – – – –

Изобутиламин – – – – – 0.70 –

Бутиламин – – – – – 0.79 –

Аммиак 0.42 1.6 – 1.0 4.0 – –

Таблица 5. Примеры летучих органических соединений – биомаркеров для некоторых заболеваний 
(составлено по материалам [2])

Заболевания / характерные 
нарушения метаболизма

Некоторые летучие органические соединения 
диагностических паттернов

Расстройство дыхательной системы (астма) Бутановая (масляная) кислота, 
п-гидроксибензальдегид, гексанон, пентанон, 
1-гидрокси-2-пентанон, сульфиды, гептанон, 
метилциклогексанолы, бутанон

Колоректальный рак п-Гидроксибензальдегид, этанол (продукт гликолиза)

Язвенный колит Ацетон, этанол (продукт гликолиза), бутанолы

Эозинофильный эзофагит 4-Аминобутановая кислота, этанол (продукт 
гликолиза)

Печеночная энцефалопатия 4-Аминобутановая кислота

Расстройство нервной системы (болезнь 
Альцгеймера),
алкоголизм, 
психические расстройства (депрессия, 
алкогольный синдром,  шизофрения)

Ацетальдегид (этаналь), 4-аминобутановая кислота, 
кетоны (ацетон, дигидроксиацетон, циклогексанон, 
циклопентанон, ацетилацетон, 4-метил-2(3)-
пентанон, 2-гексанон), 2-метилпентаналь, геканаль, 
акрилонитрил

Рак легких,
органическая ацидемия,
заболевание кленовым сиропом, расстройство 
центральной нервной системы

Уксусная кислота, этанол

Алкаптонурия, цистиноз,
фенилкетонурия, саркозинемия, тирозинемия, 
расстройство кровеносной и лимфатической 
системы, 
уремия, почечная недостаточность, 
эозинофильный эзофагит

Аммиак, диметиламин, триметиламин
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модействия. Если скорости приращения и убы-
ли массы за определенный промежуток времени 
равны или близки, а максимальный сигнал сен-
сора за время нагрузки парами значим (> 6σ, где 
σ – шум системы), то система обратимая, сорб-
ция неспецифическая и эффект взаимодействия 
кодировали как “0”. Если сигнал сенсора за вре-
мя нагрузки составлял ≤ 6σ, то кодировали как 
“–1”. Если в сорбционной системе существенно 
отличались скорости сорбции и  десорбции при 
аналитическом сигнале, составляющем >6σ, то 
эффект взаимодействия кодировали как “+2”. 
Такому поведению сорбционной системы со-
ответствует также дрейф базовой линии пьезо-
весов с  сорбентом. Базовая линия может быть 
возрастающей, когда наблюдается унос части 
сорбента, или убывающей, когда происходит не-
полная десорбция в условиях эксперимента. Эти 
эффекты соответствуют интенсивному взаимо-
действию сорбата и  сорбента. После кодиров-
ки составляли матрицу оценок взаимодействия 
разными методами (табл. 6).

Так как в матрице имеются связанные ранги 
(одинаковый ранговый номер) в оценках всеми 
методами, последовательно проводили пере-
формирование оценок. На основании перефор-
мирования рангов строили новую матрицу оце-
нок изменения свойств аналитических систем 
при контакте с  выбранными тест-веществами 
(табл. 7).

Среднюю степень согласованности мнений 
всех экспертов (результатов методов) оценива-

ли по коэффициенту конкордации Кендалла для 
случая, когда имеются связанные ранги (одина-
ковые значения рангов в оценках одного метода). 
Коэффициент конкордации Кендалла для трех 
методов оценки эффективности взаимодействия 
на фазе CdS/хитозан для 28 тест-веществ состав-
ляет W = 0.70. Это говорит о  наличии средней 
степени согласованности результатов. Установ-
лено, что это значение – величина не случайная, 
поэтому полученные результаты подчиняются 
определенной функциональной связи. 

Средняя степень согласованности предска-
зания активности фазы CdS/хитозан по отно-
шению к  парам 28 аналитов тремя методами 
подтверждает влияние условий выполнения экс-
перимента на результаты ранговой корреляции. 
Доминирующими являются чувствительность 
фаз к  парам тест-веществ, влияние раствори-
телей на эффекты взаимодействия. Так, метод 
планшетной визуальной оценки флуоресценции 
при двух длинах волн возбуждения (365, 254 нм) 
существенным образом отличается от флуори-
метрии и микровзвешивания паров фазами КТ 
на бумаге и  ПКР. Если сравнить согласован-
ность оценок близких по условиям методов  – 
флуоресценции зон КТ и  микровзвешивания 
фазы КТ при обработке парами аналитов, то ко-
эффициент конкордации Кендалла этих методов 
иной. 

На примере малой выборки аналитов, кото-
рые однозначно были выделены по результатам 
ПКМ (табл. 8) как специфически и селективно 

Таблица 6. Сводная матрица рангов методов по результатам оценки изменений флуоресценции и сорбции 
в системах с квантовыми точками CdS при действии паров и растворов тест-веществ

Тест-вещество ПКМ СФл ВФл Тест-вещество ПКМ СФл ВФл

Бутанол-1 0 0 0 Метанпентанол-2 0 0 0

Метилэтилкетон 0 0 0 5-Метилгексанон 0 0 0

Этанол 1 1 0 Бензальдегид 0 0 0

Ацетилацетон 1 0 0 Пропанол-2 0 0 0

Малоновый эфир 0 0 0 Ацетон 0 1 0

Вода 0 0 0 Ацетальдегид 0 0 0

Салициловый альдегид 0 0 0 Гексан 0 0 0

Пиридин 1 0 0 Аммиак 1 0 1

Диоксан 0 0 0 Метиламин 1 1 1

Морфолин 1 1 1 Пероксид водорода 1 0 1

Аминол 1 0 1 Бутанол-2 0 0 0

Пропиламин 1 1 1 Пропиламин 1 1 1

Ацетон 0 1 1 Фениламин 1 1 0

Диэтаноламин 1 1 1 Молочная кислота 0 0 0



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ том 79 № 7 2024

 СРАВНЕНИЕ ВОЗМОЖНОСТЕЙ МЕТОДОВ ЭКСПРЕССНОЙ ОЦЕНКИ 795

сорбируемые фазай КТ, оценили согласован-
ность с результатами оценки изменения флуо-
ресценции в парах этих веществ высокой кон-
центрации. Для полученных двумя методами 
данных согласованность результатов состав-
ляет W = 0.89 (величина не случайная, говорит 
о  наличии высокой степени согласованности 
результатов разных методов). На основании 
полученного коэффициента ранговой корре-
ляции для двух методов вычислили показате-
ли весомости предсказания эффективности 
взаимодействия для 33 аналитических систем 
(табл. 9).

Оба метода показали полную согласован-
ность оценки эффективности взаимодействия 
с парами морфолина фазы КТ CdS/хитозан; па-
ров аммиака, метиламина с  комбинированной 
фазой CdS/хитозан//ФЗ 12; паров метиламина 
и  фазы ФЗ 14.  Наименьшая согласованность 
оценки взаимодействия и  ожидаемого эффекта 
изменения флуоресценции относится к  15 ана-
литическим системам с  разными по природе 
фазами и  органическими веществами (раствор 
аммиака, формальдегид, спирты С2−С4, метила-
мин с  комбинированной фазой CdS/хитозан//
родамин 6 G; ацетон, раствор уксусной кислоты) 
практически со всеми изученными фазами. По-
лученные результаты подтверждают правильную 
стратегию синтеза органических флуориметри-
ческих реагентов для возможного применения 

в  аналитических тест-системах, например, для 
оценки процессов воспаления в  организме по 
изменениям в  биопробах, деструкции белков 
в пищевых системах.

*      *      * 

Установлено, что согласованность результа-
тов методов оценки степени взаимодействия 
паров аналитов по изменению флуоресцен-
ции фаз и чувствительности сорбции высокая. 
Этот факт можно применять для значительно-
го сокращения времени оценки действия па-
ров разных соединений и флуоресцентных фаз 
разной природы (органические и  неорганиче-
ские) в  первом приближении. На наш взгляд, 
неполная корреляция оценок для тест-веществ 
связана с  разной чувствительностью методов 
и  ограничением концентрации при изучении 
сорбционных свойств фаз методом ПКМ. По-
лученные данные согласуются с  результата-
ми сопоставления изменения флуоресценции 
и эффективности пьезокварцевого микровзве-
шивания для некоторых органических и неор-
ганических газов [28−30]. Сокращение време-
ни и расхода реагентов на стадии поиска пути 
синтеза и  направленного изменения свойств 
органических и неорганических реагентов зна-
чительно повышает эффективность исследо-
ваний. 

Таблица 7. Сводная матрица преобразованных оценок результатов флуоресцентных изменений 
и сорбционных взаимодействий в системах с квантовыми точками CdS и тест-веществами 

Тест-вещество ПКМ СФл ВФл Тест-веществ ПКМ СФл ВФл

Бутанол-1 8.5 10 10 Метанпентанол-2 8.5 10 10

Метилэтилкетон 8.5 10 10 5-Метилгексанон 8.5 10 10

Этанол 22.5 24 10 Бензальдегид 8.5 10 10

Ацетилацетон 22.5 10 10 Пропанол-2 8.5 10 10

Малоновый эфир 8.5 10 10 Ацетон 8.5 24 10

Вода 8.5 10 10 Ацетальдегид 8.5 10 10

Салициловый альдегид 8.5 10 10 Гексан 8.5 10 10

Пиридин 22.5 10 10 Аммиак 22.5 10 24

Диоксан 8.5 10 10 Метиламин 22.5 24 24

Морфолин 22.5 24 24 Пероксид 
водорода

22.5 10 24

Аминол 22.5 10 24 Бутанол-2 8.5 10 10

Пропиламин 22.5 24 24 Пропиламин 22.5 24 24

Ацетон 8.5 24 24 Фениламин 22.5 24 10

Диэтаноламин 22.5 24 24 Молочная кислота 8.5 10 10



 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ том 79 № 7 2024

796 КУЧМЕНКО и др.

Таблица 8. Ранговая оценка результатов и изменений в тест-системах с неорганической, органическими 
и комбинированными фазами

№ 
п/п Тест-вещество Пьезокварцевое селективное 

микровзвешивание
Изменение флуоресценции 

в парах аналитов (ƛвозб = 405 нм)

Фаза CdS/хитозан

1 Аммиак (9%-ный водный раствор) 0 0

2 Метиламин 1 0

3 Морфолин 2 (значительно) 2 (гашение свечение)

4 Ацетон 1 1 (усиление свечения)

5 Уксусная кислота 1 0

6 Формальдегид 0 0

7 Пропанол-1 (спирты С2−С4) 0 0

Фаза CdS/хитозан/Родамин 6G

8 Аммиак ( 9%-ный водный раствор) 1 1 (гашение свечения)

9 Метиламин 1 1 (гашение свечения)

10 Морфолин 1 0

11 Ацетон 1 0

12 Уксусная к-та 1 1 (гашение свечения)

13 Формальдегид 0 0

14 Пропанол-1 (спирты С2−С4) 0 0

Фаза CdS/хитозан/ФЗ 12

15 Аммиак (9%-ный водный раствор) 0 0

16 Метиламин 0 0

17 Морфолин 1 1 (гашение свечения)

18 Ацетон 1 1 (гашение свечения)

19 Уксусная к-та 0 0

20 Формальдегид 0 1 (усиление свечения)

21 Пропанол-1 (спирты С3−С4) 0 0

ФЗ 32

22 Аммиак 2 2 (усиление свечения)

23 Метиламин 2 2 (усиление свечения)

24 Ацетон 0 0

25 Пропанол-1 0 0

ФЗ 28

26 Аммиак 1 1 (усиление свечения)

27 Метиламин 1 1 (усиление свечения)

28 Ацетон 0 0

29 Пропанол-1 0 0

ФЗ 14

30 Аммиак 1 1 (гашение свечения)

31 Метиламин 1 2 (гашение свечения)

32 Ацетон 0 0

33 Пропанол-1 0 0
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 Abstract. The paper presents the results of assessing the sorption and fl uorescence properties of compounds 
from the azolotriazine class and phases based on cadmium sulfi de quantum dots in the presence of volatile 
organic compounds (biomarkers of the state of living systems). The sorption properties of phases based on 
organic dyes and encapsulated semiconductors in relation to vapors of alcohols, ketones, amines, acids, 
ammonia, and aldehydes were studied using direct high-sensitivity quartz crystal microgravimetry. Spectral 
properties and their changes in the presence of analyte vapors were studied using various spectroscopic 
methods (absorption, photoluminescence). The results of these studies and the possibility of optimizing 
this stage were compared. It is proposed to evaluate the consistency of methods for predicting changes in 
fl uorescence properties in test systems for volatile organic compounds using Kendall’s W concordance co-
effi  cient. It was found that the highest concordance coeffi  cient (W = 0.89) was obtained with the methods 
of spectrofl uorimetry and direct vapor microgravimetry when sorption occurs on phases—potential fi llers 
for test systems. The correlation of results obtained by diff erent fl uorescence methods (visual plate test 
systems and fl uorimetry of phases on paper substrates) is 0.80, which confi rms a high degree of consistency 
in assessing the interaction between analytes and organic, combined fl uorochromes. It was established that 
methods similar in the nature of their analytical response are not better aligned with each other than with 
the method of direct vapor microgravimetry on microphases of fl uorimetric reagents of diff erent natures 
(CdS/chitosan quantum dots, organic compounds of the azolotriazine class, mixed phases). This, in turn, 
allows for the selection of simpler, more accessible, and rapid methods and tools for analysis during routine 
experiments.

Keywords: spectroscopy, fl uorescence, quantum dots, organic reagents, sorption, organic biomolecules, 
informativeness.
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Методом капиллярного электрофореза исследовано разделение хлорид- и хлорат-ионов 
в случае значительного избытка хлорид-ионов в анализируемой пробе. Установлено, что при 
стандартных условиях разделения с применением хроматного фонового электролита для пика 
хлорат-ионов при c(ClO3

) = 0.1 мМ резко ухудшается отношение сигнал/шум, когда отношение 
концентраций c(Cl)/c(ClO3

) > 100. Рассмотрен ряд подходов для устранения этого явления. 
Наиболее эффективным оказался подход, заключающийся во введении в капилляр после пробы 
зоны раствора, содержащего ацетат-ионы, для создания условий для самоиндуцированного 
изотахофореза. Подобраны оптимальные параметры электрофоретического разделения хлорид- 
и хлорат-ионов при содержании хлорид-ионов в пробе 35 мМ. Предел обнаружения составил 
0.01 мМ хлорат-ионов (0.03–0.06% в пересчете на массу сухих хлоридов калия, натрия или лития). 
Градуировочный график линеен в диапазоне 0.01–1 мМ ClO3

. Выбранные условия позволяют 
определять хлорат-ионы при молярном отношении хлорид- к хлорат-ионам 35–3500. Факторы 
эффективности концентрирования составили 10–70. Перхлорат-ионы не мешает определению 
хлорат-ионов при концентрации обоих ионов 0.1 мМ и ниже. Методика апробирована на 
примере анализа поваренной соли.

Ключевые слова: капиллярный электрофорез, хлорат-ионы, соли, самоиндуцированный 
изотахофорез, концентрирование, высокопроводящие образцы.
DOI: 10.31857/S0044450224070115, EDN: TNEFVO

Хлораты широко используются в качестве 
ядохимикатов, красок, пиротехнических изде-
лий, присутствуют в отбеливающих и чистящих 
средствах бытовой химии, могут образовывать-
ся в процессе хлорирования питьевой воды [1]. 
Их содержание в различных объектах необхо-
димо контролировать, поскольку они ядовиты 
и могут негативно влиять на технологические 
процессы. Для определения хлорат-ионов при-
меняют целый ряд методов. В несепарационных 

методах – титриметрических [1, 2], спектро-
фотометрических [2–4], потенциометрических 
[2], методах атомной адсорбции [2] и др., как 
правило, предусматривается предварительная 
дериватизация для обеспечения необходимой 
чувствительности или селективности опреде-
ления. Среди сепарационных методов, помимо 
ионной хроматографии [5, 6], особое место зани-
мает капиллярный электрофорез [5, 7–9]. К его 
достоинствам можно отнести простоту, высокую 



ОПТИМИЗАЦИЯ УСЛОВИЙ ОПРЕДЕЛЕНИЯ НИЗКИХ КОНЦЕНТРАЦИЙ ХЛОРАТ-ИОНОВ... 801

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ том 79 № 7 2024

селективность, малый расход реагентов, низкую 
себестоимость единичного анализа, а также от-
сутствие необходимости применения специфи-
ческих реагентов или катализаторов для прове-
дения дериватизации. Ранее метод капиллярно-
го электрофореза применяли для определения 
ClO3

-ионов только в низкосолевых матрицах, 
таких как питьевая вода [5, 10–12], отбеливаю-
щие растворы [5, 12], модельные смеси [13], 
смывы с поверхностей для определения следов 
взрывчатых веществ [14] и некоторые другие 
объекты. В то же время при производственном 
контроле существует необходимость определе-
ния хлорат-ионов при их небольшом содержа-
нии в хлоридах. В литературе отсутствуют при-
меры применения метода капиллярного элек-
трофореза для этой цели, поэтому исследование 
возможности разделения хлорид- и хлорат-ио-
нов в случае большого избытка хлорид-ионов 
методом капиллярного электрофореза является 
актуальным.

Цель данной работы – нахождение оптималь-
ных условий определения низких концентраций 
хлорат-ионов в растворах хлоридов щелочных 
металлов методом капиллярного электрофореза.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Аппаратура. Для электрофоретического раз-
деления применяли приборы Красноярского 
регионального центра коллективного пользо-
вания ФИЦ КНЦ СО РАН – системы капил-
лярного электрофореза Agilent 3DCE G1600 и 
Agilent 7100 (Agilent Technologies, Вальдбронн, 
Германия). Для обработки сигнала детектора, 
определения времен миграции, площадей пиков 
и отношений сигнал/шум применяли встроен-
ное программное обеспечение HP ChemStation 
Rev.A.10.02 и OpenLab CDS ChemStation Edition 
C.01.08. Использовали немодифицированные 
кварцевые капилляры внутренним диаметром 
50 мкм, общей/эффективной длиной 64.5/56 и 
80.5/72 см. Температуру капилляра поддержи-
вали равной 25 ± 0.04 C. Детектирование осу-
ществляли в УФ-области при 375 нм с опорной 
длиной волны 450 нм. Образцы в капилляр вво-
дили гидродинамически. Новые капилляры про-
мывали 15 мин 1 М раствором NaOH, дважды 
водой по 5 мин, затем 10 мин фоновым электро-
литом. В начале каждого дня капилляры промы-
вали 0.1 M раствором NaOH в течение 10 мин, 
дважды водой по 5 мин, затем 10 мин фоно-
вым электролитом. Между съемками капилляр 

промывали фоновым электролитом в течение 
3 мин. Для измерения рН использовали рН- 
метр-иономер Эксперт-001 (Москва, Россия) и 
рН-метр Radelkis (Будапешт, Венгрия) с предва-
рительно откалиброванными комбинированны-
ми стеклянными электродами.

Реагенты. Использовали реактивы марки 
ч. д. а., х. ч. или ос. ч. Растворы готовили на де-
ионизованной воде, полученной с помощью си-
стемы очистки воды Direct Q3 (Millipore, Фран-
ция), и фильтровали через фильтры с диаметром 
пор 0.2 мкм. В качестве фонового электролита 
использовали буферный раствор, содержащий 
4.7 мМ K2CrO4 и 0.3 мМ K2Cr2O7, с рН 7.3, если 
не указано другое. Растворы ацетатов щелочных 
металлов получали доведением рН растворов 
уксусной кислоты до значения 7.3 растворами 
KOH, LiOH или NaOH. 

Поваренная соль. В работе анализировали 
следующие объекты: “Соль пищевая, вывароч-
ная. Сорт Экстра” (ООО “ТДС”, Москва, Рос-
сия) (содержание NaCl не менее 99.7%), а также 
“Соль пищевая, каменная, молотая” (ОАО “Ты-
ретский солерудник”, Россия) (содержание NaCl 
не менее 98.4%).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Разделение в стандартных условиях. На пер-
вом этапе провели разделение смесей хлорат- и 
хлорид-ионов с фиксированной концентраций 
хлорат-ионов (0.1 мМ) и увеличивающейся кон-
центрацией хлорид-ионов методом капиллярно-
го электрофореза с использованием хроматного 
фонового электролита [11, 15, 16]. Из рис. 1 вид-
но, что при c(Cl)/c(ClO3

) > 100 пик хлорат-ионов 
становится сильно размытым, резко ухудшается 
отношение сигнал/шум и, следовательно, повы-
шается предел обнаружения хлорат-ионов. Пик 
на рис. 1, расположенный после пика хлорат-
ио нов, интенсивность которого растет при уве-
личении концентрации хлорид-ионов, является 
системным и соответствующее ему время мигра-
ции согласуется с теоретическим [16, 17]. Силь-
ное размывание пика хлорат-ионов при высоком 
содержании хлорид-ионов в пробе можно упро-
щено объяснить следующим образом. В процес-
се электрофоретического разделения в капилля-
ре в каждой точке концентрация ионов остается 
постоянной (в неупрощенном виде постоянной 
остается регулирующая функция Кольрауша, 
которая является функцией концентраций и 
подвижностей всех ионов) [18]. В случае ввода 
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в капилляр пробы с высокой концентрацией 
(49.1 мМ) при приложении напряжения зона 
пробы будет уширяться до тех пор, пока не вы-
полнится условие постоянства концентрации 
(около 5 мМ, суммарная концентрация анио-
нов фонового электролита). Это явление про-
тивоположно явлению стэкинга, когда вводят 
очень широкую зону пробы, содержащую анали-
ты в низкой концентрации, и при приложении 
напряжения зона пробы сужается в стремлении 
приблизиться к суммарной концентрации ионов 
фонового электролита [19].

Способы устранения излишнего размывания 
пика хлорат-ионов. Исследовали влияние усло-
вий разделения на отношение сигнал/шум пика 
0.1 мМ хлорат-ионов в присутствии 49 мМ хло-
рид-ионов (почти 500-кратный избыток). В ряде 
случаев при затруднениях в идентификации пи-
ков регистрировали электрофореграммы хло рат-
ионов отдельно или в виде смеси 1 мМ ClO3

и 
49 мМ Cl. При плохом разделении пиков хло-
рид- и хлорат-ионов применяли гидродинамиче-
ское давление.

Попытались отделить хлорид-ионы от хло-
рат-ионов за счет электроосмотического пото-
ка и выяснить, как влияют условия разделения 
на отношение сигнал/шум. Пробу вводили с 

обратного торца капилляра для уменьшения вре-
мени разделения, поскольку при этом происхо-
дит уменьшение общей скорости движения. Пу-
тем подбора скорости потока электролита за счет 
приложения гидродинамического давления уда-
лось добиться того, что хлорат-ионы двигались 
по направлению от выходного конца к детек-
тору, а хлорид-ионы, присутствующие в пробе, 
выносились из капилляра потоком электролита 
в выходную виалку с буферным электролитом и 
не достигали детектора. Однако данный подход 
не привел к увеличению отношения сигнал/шум 
для хлорат-ионов.

Одним из способов уменьшения размывания 
пика хлорат-ионов в присутствии избытка хло-
рид-ионов является добавление хлорид-ионов 
в фоновый электролит. Однако у этого способа 
есть существенный недостаток, заключающийся в 
уменьшении чувствительности косвенного детек-
тирования, поскольку хлорид-ионы плохо погло-
щают свет в УФ-области по сравнению с хро-
мат- и дихромат-ионами, входящими в состав 
исходного фонового электролита. Тем не менее 
повышение суммарной концентрации анионов 
фонового электролита может позволить увеличить 
время ввода пробы и, соответственно, отношение 
сигнал/шум для хлорат-ионов. Исследовали три 
состава фонового электролита с добавками 20, 
49 и 200 мМ KCl. Установили, что, несмотря на 
добавку хлорид-ионов к фоновому электролиту, 
отношение сигнал/шум ниже в районе 190 нм и 
максимально по-прежнему при 375 нм с опорной 
длиной волны 450 нм, как для хроматного фоно-
вого электролита без добавок. Отношение сиг-
нал/шум для пика хлорат-ио нов в смеси 0.1 мМ 
ClO3

 и 49 мМ Cl оказалось максимальным в слу-
чае хроматного фонового электролита с добав-
кой 49 мМ KCl и составило 6.1 при вводе про-
бы при 50 мбар в течение 110 с, что почти в три 
раза выше по сравнению с отношением сигнал/
шум для хроматного фонового электролита без 
добавок при стандартных условиях разделения. 
При этом объем пробы, введенной в капилляр, 
в 11 раз превышал объем при стандартных усло-
виях (50 мбар, 10 с). Это стало возможным благо-
даря тому, что суммарная концентрация анионов 
фонового электролита (54 мМ) была сравнима с 
концентрацией ионов пробы (49 мМ), в то вре-
мя как для стандартных условий суммарная кон-
центрация анионов фонового электролита (5 мМ) 
почти на порядок ниже концентрации ионов про-
бы (49 мМ), что не позволяет вводить большие по 
объему пробы с высоким солевым содержанием. 

1 mAU

49 мМ

10 мМ

1 мМ

6 7 8 9 10 11
t, мин

Cl‒

сп(Cl‒)

ClO3
‒

Рис. 1. Влияние концентрации хлорид-ионов в сме-
си с хлорат-ионами (0.1 мМ) на форму электро-
форетического пика хлорат-ионов. сп(Cl) – си-
стемный пик от присутствия в пробе хлорид-ионов 
(см. текст). Система капиллярного электрофореза 
Agilent 3DCE G1600, капилляр 64.5/56 см, напряже-
ние 15 кВ, давление 50 мбар, ввод пробы 50 мбар, 
10 с.
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Однако дальнейшее увеличение времени ввода 
пробы оказалось неэффективным. Предел обна-
ружения хлорат-ионов – концентрация, при ко-
торой на электрофореграмме наблюдается пик 
с отношением сигнал/шум, равным 3, – в этих 
условиях составил 0.05 мМ.

Зона ацетат-ионов после пробы. Для проб с вы-
соким содержанием солей часто используют со-
четание самоиндуцированного изотахофореза 
(transient isotachophoresis) для концентрирова-
ния следовых количеств аналитов с последую-
щим разделением образовавшихся зон методом 
капиллярного электрофореза [7, 19–22]. В изота-
хофорезе пробу вводят между двумя электролита-
ми с подвижностями ионов, большими и мень-
шими (ведущий и замыкающий электролит), чем 
подвижности ионов пробы; для низких концен-
траций аналитов в этих условиях из-за различия 
электропроводностей зон происходит стэкинг. 
Для рассматриваемого нами случая хлорид-ионы 
в пробе могут выступать как ведущий электролит 
[20]. В качестве замыкающего электролита выбра-
ли 5 мМ раствор ацетата натрия с рН 7.3 (получен 
добавлением гидроксида натрия к раствору уксус-
ной кислоты до заданного значения рН). Такое 
значение рН близко к рН фонового электролита 
и не должно приводить к образованию дополни-
тельных системных пиков из-за различия кислот-
ности. Концентрацию ацетата натрия на началь-
ном этапе выбрали равной сумме концентраций 
анионов фонового электролита. Электрофорети-
ческие подвижности хлорид-, хлорат- и ацетат-и-
онов в данных условиях имели следующие зна-
чения: 77.6, 64.5 и 43.4 × 109 м2В1с1. Как видно 
из рис. 2, данный подход позволяет эффективно 
сузить зону хлорат-ионов, однако нужно подби-
рать ширину зоны ацетат-ионов для получения 
неискаженного пика хлорат- ионов. Зависимость 
от ширины зоны ацетат-ио нов связана с тем, что 
хромат-ионы (фоновый электролит) имеют бо-
лее высокую подвижность, чем ацетат-ионы, и 
при недостаточной ширине зоны ацетат-ионов 
хромат-ионы обгоняют ацетат-ионы и достигают 
границы между ацетат- и хлорат-ионами прежде, 
чем завершится стэкинг зоны хлорат-ионов. Хро-
мат-ионы, в отличие от ацетат-ионов, имеют бо-
лее высокую по сравнению с хлорат-ионами по-
движность и не могут выступать как замыкающий 
электролит и вызывать стэкинг. 

При использовании самоиндуцированого 
ихотахофореза отношение сигнал/шум для пика 
хлорат-ионов увеличивается в 4–5 раз по сравне-
нию с вводом пробы без зоны ацетат-ионов. Для 

количественной характеристики степени кон-
центрирования обычно используют фактор эф-
фективности концентрирования (SEFh, stacking 
effi  ciency factor) [19]:

 SEFh = h2/h1 · ,

где h2 – высота пика, полученного при концен-
трировании; h1 – высота пика, полученного при 
обычных условиях ввода пробы (2 с);  – коэф-
фициент разбавления. В данных условиях SEFh 
составил 14 ± 1.

Установлено, что добавка ацетат-ионов в про-
бу до концентрации 5 мМ эффект стэкинга 
не вызывает: форма пика хлорат-ионов не изме-
няется в присутствии в пробе ацетат-ионов (без 
ввода зоны ацетат-ионов после зоны пробы). 
Это, вероятно, связано с недостаточным време-
нем ввода ацетат-ионов в капилляр. В этом слу-
чае оно равно времени ввода пробы, а для по-
лучения неискаженного пика время ввода зоны 
ацетат-иона должно быть в 20 раз больше (рис. 2, 
электрофореграмма 6). 

Важным параметром является частота сбо-
ра данных, влияющая на уровень шума и, со-
ответственно, на предел обнаружения, обычно 
определяемый как концентрация, при которой 

1 mAU

1

2

3
4

5
6

8 10 12
t, мин

CH3COO‒

ClO3
‒

ClO3
‒

сп(Cl‒)

Рис. 2. Влияние зоны раствора 5 мМ ацетат-ионов с 
рН 7.3, введенной после пробы, на форму пика хло-
рат-ионов. Состав пробы: 1 – 10 мМ KCl, 0.1 мМ 
KClO3; 2–6 – 35 мМ KCl, 0.1 мМ KClO3. Ввод 5 мМ 
раствора ацетат-ионов при 50 мбар в течение, с: 3 – 
40, 4 – 100, 5 – 150, 6 – 200. Система капиллярного 
электрофореза Agilent 7100. Остальные условия раз-
деления см. в подписи к рис. 1.
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на электрофореграмме наблюдается пик с отно-
шением сигнал/шум, равным 3. Задание часто-
ты сбора данных в применяемом программном 
обеспечении для управления системой капил-
лярного электрофореза осуществляется путем 
указания пользователем ширины пика. Рекомен-
дуется в качестве этого значения использовать 
ширину пика на половине высоты для самого уз-
кого пика. Выбрали значение >0.05 мин для пика 
хлорат-ионов с концентрацией 0.1 мМ, програм-
ма для этого значения ширины пика задала ча-
стоту сбора данных 5 Гц.

Для снижения предела обнаружения хлорат- 
ионов в случае их низкого содержания при про-
чих фиксированных условиях следует увеличить 
время ввода пробы. Однако при этом требуется 
увеличить и ширину зоны ацетат-ионов, иначе 
можно получить такие искаженные пики, как 
на рис. 2. Установили, что пик хлорат-ионов не 
виден на электрофореграмме при увеличении 
времени ввода пробы и зоны ацетат-ионов в два 
раза, поскольку, вероятно, он не успевает отде-
литься от зоны ацетат-ионов, которые не обла-
дают хромофорными свойствами, в отличие от 
хромат-ионов. С целью дальнейшей оптимиза-
ции использовали более длинный капилляр с об-
щей/эффективной длиной 80.5/72 см. Для умень-
шения времени миграции аналитов и устранения 
мешающего влияния системного пика от хло-
рид-иона (сп(Cl-)) [16, 17] увеличили приклады-
ваемое напряжение до 30 кВ и гидродинами-
ческое давление до 100 мбар; системный пик от 
хлорид-ионов при этих условиях также выходит 
после пика хлорат-ионов и не мешает его опреде-
лению. Таким образом удалось зарегис трировать 
пик хлорат-ионов при увеличенном в два раза 
времени ввода пробы. Дальнейшее увеличение 
длины капилляра нецелесообразно, поскольку 
используемое оборудование не позволяет при-
менять напряжение >30 кВ и гидродинамическое 
давление >100 мбар, а при имеющихся услови-
ях для капилляра с общей/эффективной длиной 
112.5/104 см время миграции хлорат-ионов по 
расчетам составит уже около 17 мин.

Исследовали влияние природы катиона в зоне 
ацетат-ионов и концентрации ацетат- ионов, а 
также продолжительности ввода пробы и зоны 
ацетат-ионов на форму пика хлорат- ионов. Для 
того чтобы можно было визуально по электро-
фореграммам определить, ухудшает или улучша-
ет тот или иной фактор форму пика хлорат-ио-
нов, в качестве начальных выбрали условия, 
при которых пик хлорат-ионов имеет частично 

искаженную форму. В ряду щелочных металлов 
Li+ имеет самую низкую подвижность, Na+ – про-
межуточную, K+, Rb+ и Cs+ – наибольшие и близ-
кие значения. Установили, что природа катиона 
(калий или литий) не влияет на форму пика хло-
рат-ионов (рис. 3, электрофореграммы 1 и 2). 

Повышение концентрации ацетат-ионов при 
фиксированном времени ввода в капилляр зоны 
ацетат-ионов в целом приводит к получению бо-
лее узких пиков хлорат-ионов (рис. 3), что, ве-
роятно, связано с уширением зоны ацетат-ионов 
(с концентрацией выше концентрации фонового 
электролита) в процессе приложения напряже-
ния для выполнения постоянства регулирующей 
функция Кольрауша. Однако при концентрации 
ацетат-ионов 30 мМ пик хлорат-ионов не отде-
ляется до базовой линии от пика ацетат-ионов 

Рис. 3. Электрофореграммы смеси 35 мМ KCl и 
0.1 мМ KClO3 (1–8, 10) и 35 мМ KCl (9). Система 
капиллярного электрофореза Agilent 7100. Капилляр 
80.5/72 см, напряжение –30 кВ, давление 100 мбар. 
Ввод пробы при 100 мбар в течение, с: 1–5 – 5; 6, 7 – 
10; 8, 9 – 15; 10 – 20. Дополнительно после пробы 
ввод зоны aцетата калия (1, 3–10) или лития (2) с рН 
7.3 при 100 мбар, 60 с. Концентрация ацетата калия 
или лития, мМ: 1, 2 – 5; 3 – 2; 4, 6 – 10; 5, 7–10 – 20.
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(рис. 4). Оптимальные условия для получения 
неискаженного пика хлорат-ионов, отделенно-
го от пика ацетат-ионов до базовой линии, при 
максимально возможном времени ввода пробы 
для наименьшего предела обнаружения оказа-
лись следующими: ввод пробы при гидродина-
мическом давлении 100 мбар в течение 20 с, а 
затем ввод зоны 20 мМ ацетат-ионов при гид-
родинамическом давлении 100 мбар в течение 
80 с. Фактор концентрирования SEFh для этих 
условий в случае 0.1 мМ хлорат-ионов составил 
29 ± 1, для 1 мМ – 10.4 ± 0.8.

 Исследовали влияние типа катиона (литий, 
калий, натрий) в самой пробе, а также концен-
трации хлорид-ионов на форму, площадь и вре-
мя миграции пика хлорат-ионов. Первый фак-
тор исследовали на примере проб с содержанием 

0.1 мМ хлората калия и 35 мМ хлоридов щелоч-
ных металлов, при этом влияния не обнаружи-
ли. Для исследования влияния второго факто-
ра зарегистрировали электрофореграммы проб 
с концентрацией 10–40 мМ хлорид-ионов при 
фиксированном содержании хлорат-ионов 
(0.1 мМ). Установили, что при концентрациях 
хлорид-ио нов 10 и 20 мМ пик хлорат-ионов не 
отделяется до базовой линии от зоны ацетат-и-
онов. Площадь пика хлорат-ионов при содержа-
нии хлорид-ионов в пробе 25–35 мМ в пределах 
погрешности одинакова, а для содержания 40 мМ 
она занижена и слева от пика наблюдается сту-
пенька, аналогично пику хлорат-ионов на рис. 2 
(электрофореграмма 5). С понижением концен-
трации хлорид-ионов время миграции пика хло-
рат-ионов уменьшается. Рекомендуется разбав-
лять пробы таким образом, чтобы концентрация 
хлорид-ионов в пробе была близка к 35 мМ.

Изучили мешающее влияние перхлорат-ио-
нов на определение хлорат-ионов в оптимальных 
условиях разделения, поскольку эти ионы имеют 
близкие электрофоретические подвижности [11]. 
Как видно из рис. 5, пик перхлорат-ионов в кон-
центрации 0.1 мМ делится до базовой линии 
с пиком хлорат-ионов с такой же концентрацией. 
Однако при повышении концентрации хлорат- 
ионов до 1 мМ рассматриваемые пики перестают 
делиться до базовой линии (рис. 5). Тем не менее 
максимум пика перхлорат-ионов в этом случае 
заметен и для устранения их мешаюшего влия-
ния необходимо просто разбавить пробу.

Метрологические характеристики методики. 
В оптимальных условиях оценили предел об-
наружения хлорат-ионов в пробе с содержани-
ем хлорид-ионов 35 мМ. Для этого определили 
отношения сигнал/шум для пиков, полученных 
от пробы, содержащей 0.1 мМ хлорат-ионов. По-
скольку для симметричных пиков высота прямо 
пропорциональна концентрации, на основе по-
лученного отношения сигнал/шум рассчитали 
концентрацию хлорат-ионов, при которой на 
электрофореграммах ожидается пик с отноше-
нием сигнал/шум, равным 3. Приготовили про-
бы, содержащие хлорат-ионы в рассчитанной 
концентрации (0.02 мМ) и в два раза меньшей, 
зарегистрировали электрофореграммы, измери-
ли отношение сигнал/шум. Предел обнаружения 
оказался равным 0.01 мМ. В пересчете на мас-
су сухих хлоридов калия, натрия или лития он 
составил 0.03–0.06%. Зарегистрировали элек-
трофореграммы проб с варьируемой концентра-
цией хлорат-ионов в диапазоне 0.01–1.00 мМ 
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Рис. 4. Электрофореграммы смеси 35 мМ KCl и 
1 мМ KClO3. Система капиллярного электрофореза 
Agilent 7100. Капилляр 80.5/72 см, напряжение 
–30 кВ, давление 100 мбар. Ввод пробы при гидро-
динамическом давлении 100 мбар в течение, с: 1 – 
15; 2, 3 – 25; 4–6 – 20. Дополнительно после про-
бы ввод зоны aцетата калия с рН 7.3 при 100 мбар 
в течение, с: 1–4 – 60; 5 – 90; 6 – 80. Концентрация 
ацетата калия, мМ: 1, 2, 5, 6 – 20; 3, 4 – 30. 
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(0.8–85 мг/л) (рис. 5). Градуировочный график в 
этом диапазоне линеен с R2 > 0.999. Относитель-
ное стандартное отклонение для площадей элек-
трофоретических пиков не превышает 5%, за ис-
ключением концентраций хлорат-ионов 0.01 и 
0.02 мМ (для которых оно составило 42 и 28%). 
Из-за дрейфа электроосмотического потока от-
носительное стандартное отклонение времен 
миграции при фиксированной концентрации 
хлорат-ионов составляет 0.1–1.4%. Ввиду этого, 

а также поскольку пик по мере увеличения кон-
центрации приобретает треугольную форму с со-
ответствующим смещением времени миграции, 
для идентификации пиков при анализе реальных 
образцов рекомендуется использовать метод до-
бавок. Факторы концентрирования варьируются 
от 10 до 70, увеличиваясь с уменьшением кон-
центрации хлорат-ионов.

Анализ растворов поваренной соли. Проанали-
зировали на содержание хлорат-ионов реальные 
объекты – растворы поваренной соли (см. “Экс-
периментальную часть”), искомый аналит не 
обнаружили (рис. 6). Правильность результатов 
оценили методом введено–найдено. При вве-
дении в пробу 0.100 мМ хлорат-ионов для соли 
ООО “ТДС” найдено 0.090 ± 0.002 мМ (n  = 5, 
P  = 0.95, пробу готовили трижды), т.е. содержа-
ние занижено на 10%; для соли ОАО “Тыретский 
солерудник” найдено 0.100 ± 0.002 мМ. Заниже-
ние результата анализа может быть связано с на-
личием в реальном объекте веществ, реагирую-
щих с хлорат-ионами. 

* * *
Таким образом, подобраны оптимальные 

условия определения низких концентраций 
хлорат-ионов в растворах хлоридов щелоч-
ных металлов методом капиллярного электро-
фореза с применением фонового электролита, 
содержащего 4.7 мМ K2CrO4 и 0.3 мМ K2Cr2O7, 
с рН 7.3: капилляр с общей/эффективной дли-
ной 80.5/72 см и внутренним диаметром 50 мкм; 
напряжение 30 кВ; прикладываемое гидро-
динамическое давление 100 мбар; ввод пробы 

Рис. 5. Влияние присутствия 0.1 мМ перхлорат-ио-
нов в пробе на разделение (снизу) и влияние кон-
центрации хлорат-ионов на форму и площадь пи-
ков (сверху). Состав пробы: 35 мМ KCl, 0–1 мМ 
KClO3, 0 или 0.1 мМ NaClO4. Система капиллярно-
го электрофореза Agilent 7100. Капилляр 80.5/72 см; 
напряжение 30 кВ; давление 100 мбар; ввод пробы 
100 мбар, 20 с; ввод после пробы зоны 20 мМ раство-
ра ацетат-ионов с рН 7.3 100 мбар, 80 с.

Рис. 6. Электрофореграммы раствора с содержани-
ем 2.05 г/л поваренной соли (ООО “ТДС”, в расче-
те на 100% NaCl концентрация хлорид-ионов равна 
35 мМ) и такого же раствора с добавкой 0.100 мМ 
KClO3. Условия разделения см. в подписи к рис. 5.
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100 мбар, 20 с; ввод после пробы зоны 20 мМ 
раствора ацетат-ионов с рН 7.3, 100 мбар, 80 с; 
содержание хлорид-ионов в пробе 35 мМ. В этих 
условиях предел обнаружения хлорат-ионов со-
ставил 0.01 мМ, в пересчете на массу сухих хло-
ридов калия, натрия или лития – 0.03–0.06%. 
Градуировочный график линеен в диапазоне 
концентраций хлорат-ионов 0.01–1 мМ, что поз-
воляет определять их при содержании хлорид- 
ионов, превышающем концентрацию хлорат- 
ионов в 35–3500 раз. Методика применена для 
анализа растворов поваренной соли.
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OPTIMIZATION OF CONDITIONS FOR THE DETERMINATION OF LOW 
CONCENTRATIONS OF CHLORATE IONS IN ALKALI METAL CHLORIDE 

SOLUTIONS BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS
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Abstract. The separation of chloride and chlorate ions in the case of a signifi cant excess of chloride ions 
in a sample is studied by capillary electrophoresis. It is found that under standard separation conditions 
using a chromate background electrolyte, the signal-to-noise ratio for the chlorate ion peak at c(ClO3

–) = 
= 0.1 mM sharply decreases at the concentration ratio c(Cl–)/c(ClO3

–) > 100. A number of approaches 
are considered to eliminate this phenomenon. The most eff ective approach was to introduce a solution 
containing acetate ions into the capillary after the sample zone to create conditions for transient 
isotachophoresis. Optimal parameters for the electrophoretic separation of chloride and chlorate ions are 
selected at a chloride ion content of 35 mM in the sample. The limit of detection is 0.01 mM chlorate ions 
(0.03–0.06% based on the mass of dry potassium, sodium, or lithium chlorides). The calibration curve 
is linear in the range of 0.01–1 mM ClO3

–. The selected conditions allow the determination of chlorate 
ions at a molar ratio of chloride to chlorate ions of 35–3500. The stacking effi  ciency factors are 10–70. 
Perchlorate ions do not interfere with the determination of chlorate ions at the concentrations of both 
ions of 0.1 mM or lower. The procedure is tested by analysis of table salt.

Keywords: capillary electrophoresis, chlorate ions, salts, transient isotachophoresis, sample 
preconcentration, high-conductivity samples.
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