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Пробоподготовка до сих пор остается наибо-
лее сложной для автоматизации стадией химиче-
ского анализа, особенно в тех случаях, когда она
включает концентрирование аналитов, а анализ
выполняется в непрерывном режиме. Пробопод-
готовка в анализе жидких и газовых сред, как пра-
вило, решает две задачи. Во-первых, концентри-
рования аналитов, а во-вторых, их перевод в дру-
гое фазовое состояние для их определения
наиболее простыми и доступными методами. На-
пример, для одновременного определения “кис-
лых” газов (HCl, HF, SO2, NO2 и т.д.) в воздухе
возможно использование ионного хроматографа
после их предварительного выделения из газовой
фазы в водный раствор. Или, наоборот, для опре-
деления летучих органических веществ (ЛОВ) в
воде обычно прибегают к газовой экстракции,
чтобы перенести ЛОВ в газовую фазу для их по-
следующего определения методом газовой хрома-
тографии. Для решения тех и других задач пробо-
подготовки чаще всего находят применение методы
жидкостно-жидкостной экстракции, жидкостной
абсорбции из газовой фазы в водные растворы и га-
зовой экстракции. Общий принцип разделения ве-
ществ, лежащий в основе этих методов, – разли-
чия в их межфазном распределении. В течение
длительного времени оставались неизменными
принципиальные схемы реализации процессов
межфазного распределения: смешение и расслаи-
вание фаз в статических условиях или создание

потока одной фазы относительно другой, находя-
щейся в стационарном состоянии. За редкими
исключениями любая из этих схем, независимо
от используемой системы фаз, позволяет осуще-
ствить разделение при периодическом вводе про-
бы исходной смеси веществ в зону ее контакта с
фазой, извлекающей аналиты, и при периодиче-
ском выводе аналитов из извлекающей фазы или
при использовании в качестве пробы самой из-
влекающей фазы с выделенными в нее аналита-
ми. А в тех случаях, когда существует возмож-
ность непрерывного разделения, например, в
противоточной жидкостно-жидкостной экстрак-
ции, как правило, возникают серьезные пробле-
мы с расслаиванием фаз в потоке. Отсюда – объ-
ективные трудности, с которыми приходится
сталкиваться при автоматизации стадии пробо-
подготовки с использованием любого из упомя-
нутых выше методов.

Хроматомембранные процессы и основанные на
их принципе методы разделения. Новые возможно-
сти для решения задач пробоподготовки открыли
хроматомембранные методы (ХММ) – новые ме-
тоды разделения [1], основанные на проявлении
капиллярных эффектов в гидрофобных пористых
средах [2, 3]. Хроматомембранные массообмен-
ные процессы (ХММП), лежащие в основе ХММ,
принципиально осуществимы в системах жид-
кость–газ или жидкость–жидкость. Для осу-
ществления ХММП необходимы бипористые
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матрицы – пористые структуры с двумя типами
однородных по размерам пор, различающихся
размерами, изготовленные из гидрофобного ма-
териала. При этом единственная жидкая фаза или
одна из двух жидких фаз должна быть настолько
полярной, чтобы исключалась смачиваемость ею
материала, из которого изготовлены гидрофоб-
ные пористые матрицы. Дополнительным обяза-
тельным требованием является определенный
размер открытых пор в этих пористых матрицах.
Одни из них относятся к категории микро- или
мезопор (в дальнейшем по отношению к ним ис-
пользуется одна обобщающая характеристика –
микропоры). Вторые относятся к категории мак-
ропор, существенно превосходя первые по разме-
рам. Критерием выбора размеров пор каждого ти-
па является возникающее в них капиллярное дав-
ление Рк по отношению к полярной жидкой фазе
(ПЖФ).

В применяемых для осуществления ХММП
бипористых матрицах размер микропор должен
быть таким, чтобы в условиях проведения экспе-
римента давление ПЖФ во всем объеме бипори-
стой матрицы (РПЖФ) не превышало величину Рк,
возникающего в микропорах:

В этом случае последние оказываются недо-
ступными для нее. В то же время микропоры в
матрице могут служить каналами для прохожде-
ния второй фазы, участвующей в массообменном

ПЖФ к.Р Р<

процессе: неполярной жидкости или газа. В свою
очередь, размеры макропор не должны быть
меньше некоторой пороговой величины, при ко-
торой возникающее в них капиллярное давление
сделает их непроницаемыми для ПЖФ. В этом
случае они образуют каналы для создания потока
этой фазы. В результате в бипористых гидрофоб-
ных матрицах можно создать независимые, пере-
секающиеся под произвольными углами потоки
двух фаз, массообмен между которыми будет осу-
ществляться в местах пересечения каналов, обра-
зованных порами каждого типа, т.е. процесс мас-
сообмена будет аналогичен осуществляемому в
хроматографической колонке, функционирую-
щей в режимах обращенно-фазовой жидкостно-
жидкостной хроматографии (случай двух жидких
фаз) или в режиме жидкостно-газовой хромато-
графии (система жидкость–газ). Последнее га-
рантирует высокую эффективность массообмена,
достигаемую в хроматографических методах.

Для того чтобы обеспечить ввод в бипористую
матрицу и вывод из нее неполярной жидкой и
(или) газовой фазы с соответствующих сторон
массобменных матриц устанавливают плотно
прижатые к ней однородно микропристые гидро-
фобные мембраны, требования к размерам пор в
которых аналогичны требованиям к размерам
микропор в бипористых матрицах.

Схема осуществления ХММП (рис. 1) соответ-
ствует прохождению потоков двух фаз, пересека-
ющихся под прямым углом: полярная жидкость
протекает через бипористую матрицу, образующую
массообменное пространство от входа в массооб-
менную камеру 5 до выхода из нее 6 (P1 и P2 – давле-
ния ПЖФ на входе в массообменную камеру и на
выходе из нее соответственно), а в перпендику-
лярном направлении создается поток неполяр-
ной жидкости или газа от входа 3 к выходу 4 (P3 и
P4 – давление на входе и выходе соответственно).
Смешение потоков двух фаз в массообменной ка-
мере исключается за счет поддержания опреде-
ленных соотношений давлений полярной и непо-
лярной жидкой или газовой фаз на входе и на вы-
ходе из матрицы, в результате чего давление в
пределах всего объема, занимаемого в массооб-
менной камере неполярной фазой, поддержива-
ется на более низком уровне, чем давление по-
лярной фазы, т.е. минимальное давление P2 по-
лярной фазы, создаваемое на ее выходе из
массообменной камеры, должно превышать мак-
симальное давление P3 неполярной жидкой фазы
или газа на входе в нее:

(1)

В результате газ или неполярная жидкая фаза
не могут перейти из “микропор” в макрпоры.
В свою очередь, их вытеснение из “микропор”
полярной фазой исключается благодаря тому, что

2 3.P P>

Рис. 1. Схема осуществления хроматомембранных
массообменных процессов в случае потоков фаз, пе-
ресекающихся под прямым углом. 1 – бипористая
гидрофобная матрица; 2 – однородномикропористые
гидрофобные мембраны; 3 – вход неполярной жид-
кой или газовой фазы; 4 – выход неполярной жидкой
или газовой фазы; 5 – вход полярной жидкой фазы;
6 – выход полярной жидкой фазы. P1, P2, P3, P4 – дав-
ления обеих фаз соответственно на входе в матрицу и
на выходе из нее.

1

2
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максимальная величина давления ПЖФ Р1, кото-
рое реализуется на ее входе в матрицу, поддержи-
вается меньшей совокупной величины давления
Р4 и Рк, возникающего в микропорах:

(2)

где |Pк| – абсолютная величина капиллярного дав-
ления, имеющего в данном случае отрицательное
значение.

Поток неполярной жидкой или газовой фазы
вводится в массообменное пространство и выхо-
дит из него через гидрофобные пористые мембра-
ны, размеры пор в которых в случае идентичных
материалов совпадают с размерами микропор в
бипористой матрице, образующей массообмен-
ное пространство. Граничным условием выбора
материала мембран и размера пор в них является
соотношение:

(3)

В рамках приведенной физико-химической
модели ХММП достаточно очевидны подходы к
выбору материала пористой матрицы. По своим
физико-химическим свойствам материал матри-
цы должен быть, во-первых, химически инерт-
ным по отношению к обеим фазам, во-вторых,
должен обеспечивать максимальный краевой
угол смачивания полярной фазой. Подход к вы-
бору пористой структуры материала бипористой
матрицы с точки зрения эффективности процес-
са межфазного обмена аналогичен применяемо-
му в хроматографических методах подходу к вы-
бору размеров частиц носителей неподвижной
фазы. В обоих случаях приходится искать ком-
промисс между улучшением проницаемости би-
пористой матрицы или хроматографической ко-
лонки соответственно и ухудшением разрешения
зон разделяемых веществ при увеличении разме-
ров частиц сорбентов или носителей, а в случае
ХММП – радиусов макропор.

Не столь однозначны критерии выбора радиу-
сов “микропор”. При уменьшении их радиуса
увеличивается величина возникающего в них ка-
пиллярного давления, что оправдано с точки зре-
ния предотвращения проникновения в них по-
лярной жидкой фазы. Но при этом снижается
проницаемость матрицы для потока газа или
жидкости, смачивающей поверхность пор, про-
порционально квадрату их радиуса. Таким обра-
зом, возникает проблема подбора интервала ра-
диусов “микропор”, при котором ХММП может
быть осуществлен наиболее эффективно. Теоре-
тически и экспериментально доказано [4, 5], что в
идеальном случае при использовании в качестве
материала матриц из политетрафторэтилена ра-
диус микропор должен находиться в интервале от
1 до 10 мкм. При этом, как уже отмечалось выше,

1 4 к ,P P P< +

1к .РP < >

микропоры, также как и макропоры должны быть
максимально близки друг к другу по размерам.

Пробоподготовка на принциапх хроматомем-
бранных методов при выполнении анализов офлайн
и онлайн. Еще одно достоинство хроматомем-
бранных методов для использования их в пробо-
подготовке проявляется в открываемой ими воз-
можности разделения веществ как по традицион-
ной дискретной схеме, так и в непрерывном
режиме соответственно при выполнении анали-
зов офлайн и онлайн. Если в последнем случае
для исключения смешения фаз требуется строгое
выполнение условия (2), то при дискретном раз-
делении смешение фаз исключается схемой пода-
чи обеих фаз в хроматомембранную ячейку
(ХМЯ) с перекрытием на входе и выходе из нее
каналов подачи и сбора той фазы, которая в усло-
виях эксперимента является неподвижной. Соот-
ветственно условие осуществления ХММП упро-
щается до

(3)

где ΔP – градиент давления, при котором в ХМЯ
подается та фаза, которая выступает в роли по-
движной.

Принципиальные схемы осуществления ХММП
в дискретном режиме приведены на рис. 2.

Другими важными параметрами оптимизации
условий хроматомембранного разделения ве-
ществ являются направления относительного пе-
ремещения фаз в ХМЯ. В зависимости от направ-
лений относительного перемещения фаз возможны
три варианта ХММ (рис. 3). В случае параллельных
потоков двух фаз, движущихся в одном направле-
нии, реализуется прямоточный вариант метода.
При встречном движении потоков – противоточ-
ный. Наконец, если потоки пересекаются под пря-
мым углом, то осуществляется двухмерная схема
ХМ-разделения. Относительные достоинства этих
схем подробно обсуждаются в работах [6, 7], где рас-
смотрены закономерности движения зон разделяе-
мых веществ в ХМЯ. Указанные закономерности
описываются теми же уравнениями, что и в соот-
ветствующих вариантах хроматографических мето-
дов. Там же можно найти подтверждение примени-
мости тарелочной теории хроматографии для оцен-
ки эффективности ХМ-методов и описание
примеров их применения в вариантах хромато-
мембранной жидкостной экстракции (ХМЖЭ),
хроматомембранной газовой экстракции (ХМГЭ)
и хроматомембранной жидкостной абсорбции
(ХМЖА).

Первыми иллюстрациями возможностей при-
менения ХМЖЭ в проточных методах анализа
явились проточно-инжекционное экстракцион-
но-фотометрическое определение меди [6] и ани-
онных поверхностно-активных веществ [8].
В обоих случаях при минимальных временных за-

к,DP P<
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тратах и полной автоматизации процесса предва-
рительного концентрирования удалось достичь
резкого снижения пределов обнаружения анали-
тов. При использовании в качестве экстрагента
хлороформного раствора диэтилдитиокарбамата
свинца нижняя граница диапазона определяемых
концентраций Cu(II) составила 0.1 мкг/л. При
хроматомембранном экстракционном предвари-
тельном концентрировании анионных поверх-
ностно-активных веществ в форме ионных ассо-
циатов с метиленовым голубым при продолжи-
тельности концентрирования 5 мин нижняя
граница диапазона определяемых концентраций
составила 8 мкг/л.

С увеличением продолжительности цикла
предварительного концентрирования нижняя
граница диапазона определяемых концентраций
может быть пропорционально снижена. В этом
проявляются принципиальные преимущества хро-
матомембранного экстракционного предваритель-
ного концентрирования по сравнению с приняты-
ми в настоящее время сегментными схемами экс-
тракции в проточно-инжекционном анализе
(ПИА) [9], которые не позволяют достичь суще-
ственного концентрирования аналитов из-за
ограничений возможности варьирования соотно-
шения объемов пробы и экстрагента.

Гибридная схема экстракционно-хроматографи-
ческой и хроматомембранной пробоподготовки.

Рис. 2. Принципиальные схемы проведения хроматомембранного предварительного концентрирования в дискретном
режиме из водной (а) и газовой (б) фазы: 1 – кран-переключатель потоков, 2 – хроматомембранная ячейка, 3 – детек-
тор, 4 – анализируемый (а) или абсорбирующий (б) водный раствор, 5 – органический экстрагент (а) или анализиру-
емая газовая смесь (б), 6 – сброс.
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Рис. 3. Прямоточная (а), противоточная (б) и двухмерная (в) схемы осуществления хроматомембранных процессов.
1 и 3 – вход и выход потока неполярной жидкой или газовой фазы газа; 2 и 4 – вход и выход потока полярной жидкой
фазы; 5 – массообменный слой; 6 – мембраны.

(а) (б) (в)

6 6
67

5 5

5
4

4

4

3 3

3

2

2

2

1 1
1



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 2  2023

АВТОМАТИЗАЦИЯ ПРОБОПОДГОТОВКИ 103

Еще одной нетрадиционной возможностью ХМ-
методов является разделение двухфазных смесей
водных сред и органических растворителей в виде
эмульсий, что позволило осуществить гибридные
схемы разделения, включающие на первом этапе
экстракционно-хроматографическое концентри-
рование аналитов с элюированием концентрата
органической фазой, удерживаемой в хромато-
графической колонке в качестве неподвижной.
На заключительном этапе проводится разделение
в ХМЯ двухфазного потока, выходящего из экс-
тракционно-хроматографической колонки, на
индивидуальные компоненты с детектированием
аналитов в фазе экстрагента, выходящего из
ХМЯ. Подобная схема анализа позволила пре-
одолеть основные ограничения возможностей
использования ХМ-методов в схемах пробопод-
готовки при анализе природных и сбросных вод,
существенно загрязненных взвесями неорганиче-
ской и органической природы.

Присутствие взвесей приводит к засорению
ими бипористых гидрофобных матриц, что требу-
ет их частой замены в ХМЯ. В этих случаях из-за
возможных потерь определяемых примесей недо-
пустима предварительная фильтрация пробы.
Типичный пример – определение в воде приме-
сей нефтепродуктов и фенолов [10].

Конструкция ХМЯ для разделения двухфаз-
ных потоков приведена на рис. 4.

В предлагаемой схеме пробоподготовки элюи-
рование из концентрирующей колонки может
осуществляться как при остановке потока водной
фазы, так и при непрерывном пропускании через
ХМЯ потоков водной и органической фаз. Пер-
вый вариант соответствует схеме ПИА с инжек-
цией пробы в аналитическую систему, второй –
схеме непрерывного проточного анализа (НПА).

Независимо от используемого варианта схемы
взвеси, содержащиеся в пробе воды, будут засо-
рять экстракционно-хроматографическую ко-
лонку, периодическая замена которой, учитывая

простоту ее конструкции, более оправданна, чем
замена ХМЯ. Важное преимущество предложен-
ной схемы гибридной подготовки в ПИА, кроме
уже отмеченного, проявляется в устранении огра-
ничений по величине давления, под которым
проба воды может подаваться в предконцентра-
тор. Это давление в случае выделения аналитов
непосредственно в ХМЯ ограничено величиной
капиллярного давления, возникающего в микро-
порах бипористой матрицы и гидрофобных мем-
бран, обеспечивающих выведение потока орга-
нической фазы из ячейки. В случае выделения
аналитов в экстракционно-хроматографической
колонке подобных ограничений нет. Соответ-
ственно, появляется возможность предваритель-
ного концентрирования при больших скоростях
потока пробы с соответствующим сокращением
продолжительности анализа. Результаты экспе-
риментальной проверки предложенной схемы
экстракционного предварительного концентри-
рования в непрерывном режиме представлены на
примере определения в воде нефтепродуктов
флуориметрическим методом (рис. 5).

При люминесцентном детектировании в слу-
чае НПА для определения нефтепродуктов на
уровне 1 мкг/л достаточен объем пробы 20 мл.
Суммарная продолжительность анализа – 5 мин.
Предел обнаружения дополнительно может быть
снижен пропорциональным увеличением объема
пробы. Возможности варьирования коэффици-
ента концентрирования в режиме НПА определя-
ются соотношением скоростей потоков водной и
органической фаз. При соотношении скоростей
потоков водной и органической фаз, равном 9,
диапазон определяемых концентрацией нефте-
продуктов в воде составил 5–250 мкг/л. При кон-
троле онлайн схема НПА, в отличие от ПИА, ис-
ключает потерю информации о концентрации
нефтепродуктов в анализируемой воде в период
времени, соответствующий стадии элюирования

Рис. 4. Схема ячейки для хроматомембранного разделения двухфазных водно-органических потоков: 1 – вход сме-
шанного потока водной и органической фаз; 2 – массообменная бипористая матрица; 3 – мембрана; 4 – дроссель; 5 –
выход органической фазы; 6 – выход водной фазы.
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концентрата из экстракционно-хроматографиче-
ской колонки.

Хроматомембранная жидкостная абсорбция.
С учетом значительно меньшей вязкости газооб-
разных сред по сравнению с жидкими ХММП бо-
лее эффективен для разделения веществ в системе
жидкость−газ. Принципиальные схемы проточного
анализа газообразных сред с хроматомембранным
жидкостно-абсорбционным выделением определя-
емых веществ в водные растворы аналогичны при-
меняемым для жидкостно-экстракционного выде-
ления [11]. Иллюстрацией аналитических возмож-
ностей хроматомембранного предварительного
концентрирования из газовой фазы может слу-
жить определение наиболее типичных загрязни-
телей воздуха: диоксидов азота [12–15], серы [16,
17], aммиака [18–20], формальдегида [21], гидра-
зина [22], паров ацетона [23] и одновременное
ионохроматографическое определение неоргани-
ческих соединений, образующих в поглощающих
водных растворах ионные формы [24–26].

В проточных методах анализа, когда они ис-
пользуются для контроля онлайн, целесообразно
включение ХМЯ в качестве постоянного элемен-
та аналитических приборов [24]. В случае ПИА
периодически отбираемых проб в различных точ-
ках пробоотбора ХМЯ могут включаться в выно-
симые блоки для автономного пробоотбора [25].
Причем число ячеек должно соответствовать чис-
лу отбираемых проб. Выносной блок подключа-

ется к анализатору в лаборатории таким образом,
чтобы обеспечить последовательное элюирова-
ние концентратов из всех ячеек. При этом одно-
временно регенерируется ХМЯ.

Последняя схема автономного пробоотбора в
ХМЯ наиболее адекватна хроматомембранной под-
готовке в дискретных методах химического анали-
за. В частности, она использована для ионохро-
матографического определения в воздухе микро-
примесей, образующих в водных растворах
диссоциирующие соединения: HF, HCl и NO2 [26].

Хроматомембранная газовая экстракция. От-
дельным направлением аналитического приме-
нения хроматомембранных методов является па-
рофазный анализ (ПФА), основанный на газо-
экстракционном выделении аналитов [27].
Непрерывное ХМГЭ-выделение аналитов откры-
ло, в частности, возможность непрерывной про-
боподготовки при определении летучих органи-
ческих веществ в водных средах [28–30].

ХМГЭ легко сочетается с газоадсорбционным
концентрированием аналитов из потока газа-экс-
трагента с их последующей термодесорбцией. В
англоязычной литературе подобная гибридная
схема анализа называется purge and trap [31, 32].
Помимо подходов к выбору адсорбентов, реко-
мендуемых в работе [31], найдено оригинальное
решение – композиционные поверхностно-
слойные сорбенты [33], обеспечившие большую
эффективность сорбции, благодаря чему описан-
ная в работе [34] хроматомембранная версия этой
схемы, помимо универсальности в плане приме-
нения в вариантах онлайн и офлайн анализа при
решении задач пробоподготовки для определе-
ния летучих органических веществ, по своим воз-
можностям превосходит все известные аналоги.
В частности, она позволяет проводить отбор проб
на месте, используя установки без насоса и источ-
ника питания к нему. Взаимное перемещение фаз
обеспечивается установкой сосуда с пробой и
ХМЯ на различной высоте, обеспечивающей
протекание пробы через ячейку и всасывание в
нее атмосферного воздуха в качестве газа-экстра-
гента.

Независимо от реализуемого варианта ПФА –
дискретного или непрерывного − в обоих случаях
достигается высокая воспроизводимость резуль-
татов. Относительное стандартное отклонение не
превышает 0.02–0.03. Выбор оптимальных ско-
ростей потоков фаз зависит от режима хромато-
мембранного процесса и осуществляется, исходя
из компромисса между требованиями к пределу
обнаружения и к инерционности системы кон-
троля. Время, необходимое для достижения
стационарного состояния хроматомембранного
процесса, составляет от нескольких секунд до не-
скольких минут в зависимости от величин коэф-
фициентов распределения, соотношений скоро-

Рис. 5. Динамика изменения аналитического сигнала
при осуществлении непрерывного проточного ана-
лиза после изменения содержания нефтепродуктов в
потоке водной пробы. Концентрации нефтепродук-
тов в порядке их изменения в пробах, подаваемых в
анализатор, приведены в форме их номеров по поряд-
ку последовательной подачи в анализатор: 1 –
0.1 мкг/л; 2 – 5 мкг/л; 3 – 50 мкг/л; 4 – 100 мкг/л; 5 –
250 мкг/л. Объемная скорость водной пробы –
7 мл/мин; органического экстрагента – 0.7 мл/мин.
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стей потоков фаз, выбранного режима и парамет-
ров массообменного слоя [1].

Дополнительные преимущества проявляются
при определении микропримесей. Осуществле-
ние хроматомембранного процесса в непрерыв-
ном режиме позволяет проводить продувку со-
единительных коммуникаций и дозирующей пет-
ли газового хроматографа газом-экстрагентом,
содержащим выделяемые вещества, что миними-
зирует адсорбцию определяемых веществ на по-
верхности коммуникаций и так называемый “эф-
фект памяти” [34–36].

* * *
Расширение арсенала методов разделения за

счет появления группы хроматомембранных ме-
тодов позволило найти целый ряд новых методи-
ческих решений в пробоподготовке, расширяю-
щих ее возможности в трех аспектах:

– повышение коэффициентов концентриро-
вания аналитов;

– перевод аналитов в другое агрегатное состо-
яние, более адекватное возможностям методов их
определения;

– автоматизация стадии пробоподготовки при
выполнении анализов как по традиционной схе-
ме офлайн, так и в варианте систем непрерывного
аналитического контроля онлайн.

В плане уже доказанных и потенциально воз-
можных областей применения ХММП основан-
ные на его принципах методы разделения явля-
ются универсальными. Основными объектами,
при анализе которых они уже подтвердили свою
эффективность, являются объекты окружающей
среды и биологические среды. Хроматомембран-
ные методы пробоподготовки достаточно уни-
версальны и с точки зрения аналитических мето-
дов, к которым они могут быть адаптированы.
Это, в первую очередь, проточные и хроматогра-
фические методы: газовая и ионная хромато-
графия.

Статья посвящена 300-летию Санкт-Петер-
бургского государственного университета.
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Углеводы – обширный класс органических ве-
ществ, в молекулах которых содержатся гидрок-
сильные и карбонильные группы. Название этого
класса соединений происходит от слов “гидраты
углерода” (К. Шмидт, 1844 г.): первые из извест-
ных науке углеводов описывались брутто-форму-
лой Cn(H2O)m. Углеводы подразделяют на свобод-
ные и связанные, т.е. коньюгаты, соединенные с
молекулами других классов соединений. Свобод-
ные углеводы, в свою очередь, включают моноса-
хариды (альдозы и кетозы), дисахариды, олигоса-
хариды (восстанавливающие и невосстанавлива-
ющие) и полисахариды (гомо- и гетеро-) (рис. 1).

Выделяют и функциональные производные
углеводов, выполняющие различные функции в
живом организме: дезокси-, амино- и сульфоса-
хара, фосфорные эфиры моносахаридов, глюко-
новые кислоты, полиолы и иминосахара и т.д.,
основой которых служат нейтральные природные
моносахариды. Из моносахаридов наиболее рас-
пространены пентозы и гексозы. В метаболизме
живых существ важнейшую роль в развитии, ро-
ста, функционирования или выживания организ-
ма играют олигосахариды. Они могут быть мише-

нями для распознавания патогенными токсина-
ми и микроорганизмами, подвержены большей
внутри- и межвидовой изменчивости из-за взаи-
модействий хозяина и патогена в ходе эволюции
[2, 3]. Неотъемлемыми компонентами многих
биологических объектов являются и полисахари-
ды (крахмал, целлюлоза, хитин, инулин и др.).

К связанным углеводам традиционно относят
гликопротеины и гликолипиды [2]. Гликопротеи-
ны – углеводы, ковалентно связанные с белком в
результате реакции гликозилирования, одной из
наиболее частых посттрансляционных модифи-
каций в эукариотических клетках [4]. Отдельную
группу гликопротеинов представляют протеогли-
каны. Белковая часть этих молекул гликозилиро-
вана. Помимо протеогликанов также выделяют
гликозаминогликаны, состоящие из неразветв-
ленной гетерополисахаридной основы, O-глико-
зилированной серином или триптофаном [5]. К
этому классу углеводов относят, например, хон-
дроитин, гепарин и дерматан.

Гликолипиды имеют в структуре как гидро-
фильные, так и гидрофобные группы, составляют
основу клеточных мембран, проявляя поверх-

УДК 543.545

ОБЗОРЫ



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 2  2023

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ВОЗМОЖНОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ УГЛЕВОДОВ 109

ностную активность на границах раздела, облада-
ют такими уникальными свойствами, как низкая
токсичность, высокая способность к биологиче-
скому разложению, пенообразующая способ-
ность и т.д. Выявлен их большой потенциал в ме-
дико-биологической области [6].

Особенности структур углеводов приходится
учитывать при выборе аналитического метода их
определения. Они могут существовать в раство-
рах в виде нескольких равновесных изомерных
структур, имеют хиральные центры; в составе их
молекул отсутствуют хромофорные группы. Вви-
ду разнообразия углеводов в живых организмах
используют различные методы их определения:
химические (титриметрия, гравиметрия, коло-

метрия), физические (поляриметрия, рефракто-
метрия, денситометрия, ЯМР- и масс-спектро-
метрия), энзиматические, методы иммуноанали-
за [7–10]. Несмотря на множество подходов,
предложенных для определения сахаров, наибо-
лее востребованы хроматографические и элек-
трофоретические методы, позволяющие разде-
лять сложную многокомпонентную смесь на от-
дельные аналиты.

Данный обзор посвящен обсуждению возмож-
ностей и ограничений различных вариантов жид-
костной и газовой хроматографии, а также режи-
мов капиллярного электрофореза при определе-
нии нейтральных углеводов.

Рис. 1. Общая схема классификации углеводов [1].
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ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ УГЛЕВОДОВ

Жидкостная хроматография. Поскольку ней-
тральные углеводы являются гидрофильными со-
единениями, прямое разделение высокополяр-
ных моно- и олигосахаридов предпочтительнее
проводить в режиме гидрофильной хроматогра-
фии (HILIC – hydrophilic interaction chromatogra-
phy) [11–14] с применением следующих детекти-
рующих систем: рефрактометрический [15], ис-
парительный светорассеивающий [16, 17] или
масс-спектрометрический (МС) [18]. Для этой
цели используют полярные колонки c амино-,
циано- и диольными группами. Так, при опреде-
лении олигосахаридов на основе ксилозы, хито-
зана и альгиновой кислоты на различных типах
колонок (Silica, Diol, TSK Amide80, XAmide, Click
Maltose, Click β-CD и Click TE-Cys) применяли
испарительный светорассеивающий детектор
[17]. В работе [19] определяли нейтральные угле-
воды – полиолы и фосфаты сахаров − в экстракте
листьев Arabidopsis thaliana c использованием
масс-селективного детектора на основе ионной
ловушки с электроспрей-ионизацией, а методом
HILIC в сочетании с тандемной масс-спектро-
метрией проводили определение углеводов в экс-
трактах семян Moringa oleifera [18], а также в об-
разцах Streptococcus thermophiles после их фермен-
тации [20]. Авторами работы [21] предложена и
валидирована HILIC-MС/MС-методика опреде-
ления лактулозы и маннитола в моче. Соотноше-
ние концентраций этих аналитов использовано в
качестве независимого диагностического показа-
теля (двойной сахарный тест) проницаемости ки-
шечника [22].

Вариант HILIC с МС-детектированием при-
меняется и при исследовании профилирования
углеводов. Так, в работе [23] на полимерной ко-
лонке Aminex HPX-87H, модифицированной
аминогруппами, в сочетании c времяпролетной
масс-спектрометрией с электроспрей-ионизаци-
ей (ESI-TOF) проведено профилирование целлю-
лозной биомассы после предварительной термо-
химической обработки для выбора гликозилгид-
ролазы с целью превращения в биотопливо или
биохимические продукты.

Проблему размывания хроматографических
пиков сахаров на классических полярных непо-
движных фазах в условиях HILIC можно преодо-
леть применением монолитных колонок, облада-
ющих большей удельной поверхностью. Так, ав-
торам работы [24] удалось достичь высокой
эффективности при разделении моно- и дисаха-
ридов (рибозы, седогептулозы, глюкозы, сахаро-
зы, мальтозы, трегалозы и раффинозы) в экстрак-
тах растений c использованием силикагелевой мо-
нолитной колонки. Пределы обнаружения (ПО)
составили 470 аттомоль для сахарозы, трегалозы и

невосстанавливающих дисахаридов. Мальтоза не
определялась при концентрации ниже 16 нг/л.

Перспективным направлением при разделе-
нии углеводов является использование ионных
жидкостей (ИЖ), которые могут быть иммобили-
зованы на поверхности неподвижной фазы и
обеспечить определение моно- и олигосахаридов
с высокой эффективностью. Так, достигнуто раз-
деление глюкозы и ксилозы [25] с использовани-
ем различных неподвижных фаз на основе ими-
дазолиевых ИЖ и диоксида кремния. Ионные
жидкости применяются и для модификации сор-
бента при твердофазной экстракции углеводов
[26] с последующим их определением методом
HILIC с рефрактометрическим детектированием
Пределы обнаружения глюкозы, ксилозы, фрук-
тозы и рибозы лежат в диапазоне 0.45–3 мкг/мл.
В работе [27] предложена модификация поверх-
ности аминированной полимерной колонки с ис-
пользованием диглицидилового эфира 1,4- бу-
тандиола, что обеспечило селективное разделе-
ние 9 сахаров в течение 12 мин.

Другим режимом жидкостной хроматографии,
успешно зарекомендовавшим себя при разделении
заряженных аналитов, является высокоэффектив-
ная анионообменная хроматография (HPAEC –
high-performance anion-exchange chromatography),
позволяющая определять углеводы без предвари-
тельной дериватизации, например моносахариды
или N-гликаны, при высоких значениях pH (pH >
> 11) элюента [28]. Обычно HPAEC комбинируют
с амперометрическим [29, 30] или рефрактомет-
рическим детектированием [31]. Амперометриче-
ское детектирование широко применяется для
обнаружения N-гликопротеинов и реализовано,
например, при определении нейтральных углево-
дов (арабинозы, рамнозы, галактозы, глюкозы,
ксилозы и маннозы) в образцах водоросли Chlorella
sorokiniana; ПО аналитов составили 0.07–0.12 ppm
[32]. Рефрактометрическое детектирование при-
меняли при обнаружении лактулозы и маннитола
в образцах мочи [33].

Вариант HPAEC мало совместим с масс-спек-
трометрией с электроспрей ионизацией (ESI-MS).
Основной проблемой является сильнощелочная
среда элюента. Применение обессоливающих мем-
бран позволяет предварительно удалить из пробы
мешающие компоненты [32]. Определение глюко-
зы, фруктозы и сахарозы в образцах меда проводи-
ли с использованием HPAEC-МС с обессоливаю-
щей мембраной, достигнутые значения ПО соста-
вили 1.49, 1.19 и 0.46 пмоль соответственно [33].

Несмотря на отсутствие хромофорных групп в
молекулах углеводов, их определение возможно и
с использованием спектрофотометрического де-
тектирования. В сильнощелочной среде опреде-
ляемые нейтральные сахара (глюкоза, сахароза и
фруктоза) в результате фотоокисления образуют
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производные малонового альдегида, поглощаю-
щие свет в УФ-области спектра (λmax = 266 нм),
что использовано при определении сахаров в со-
ставе фруктовых соков [34].

Наиболее распространенный обращенно-фа-
зовый режим высокоэффективной жидкостной
хроматографии (ОФ ВЭЖХ) мало приемлем для
разделения высокополярных нейтральных угле-
водов без предварительной их дериватизации с
получением более гидрофобных производных
[35–39]. Удерживание углеводов на таких колон-
ках можно увеличить за счет образования ионных
пар между молекулами сахаров и добавками ами-
нов, например диэтаноламином, введенными в
состав подвижной фазы. Показано, что при ана-
лизе смесей гликанов эффективность оказалась
сопоставимой со значениями, достигнутыми в
условиях гидрофильной хроматографии [40]. В
работе [41] сопоставлены результаты разделения
углеводов на различных колонках в режиме ОФ
ВЭЖХ с рефрактометрическим детектированием
или детектором заряженных аэрозолей, методами
HPAEC с амперометрическим детектированием и
газовой хроматографии (ГХ) с пламенно-иониза-
ционным детектированием после дериватизации
алдитолацетатом (рис. 2).

Показано, что полное разделение модельной
смеси достигается в условиях HPAEC или после
дериватизации методом ГХ, что успешно реали-
зовано при определении углеводов в экстрактах

водорослей [41]. Для совместного определения
аналитов различной природы и полярности в
биологических объектах успешно зарекомендо-
вала себя двумерная жидкостная хроматография,
основанная на последовательном разделении
сложных смесей с использованием двух хромато-
графических колонок [42]. Применение различ-
ных стационарных фаз для каждой колонки поз-
воляет разделять и идентифицировать большее
количество аналитов. Проблемой является поиск
условий кондиционирования каждой из колонок,
выбор подходящей подвижной фазы, разбавле-
ние образцов при последовательном прохожде-
нии через колонки. Так, двумерную ВЭЖХ при-
меняли при определении низкомолекулярных ге-
паринов [43, 44]. Исходный анализируемый
образец после обработки ферментом гепариназой
был разделен на отдельные фракции. Анализ про-
водили методом УВЭЖХ-МС с использованием
двух колонок: анионообменной (Ultisil XB-SAX)
и эксклюзионной (Waters SEC BEH).

Газовая хроматография. Газовая хроматогра-
фия является еще одним широко востребован-
ным методом определения углеводов в биологи-
ческих образцах в силу ее высокой эффективно-
сти, экспрессности и возможности совмещения с
различными типами детекторов. В подавляющем
большинстве случаев необходимо предваритель-
ное получение производных углеводов, что обу-
словлено их низкой летучестью и высокой поляр-

Рис. 2. Хроматограммы модельной смеси моносахаридов, полученные различными методами: A – ВЭЖХ с использо-
ванием Prevail™ Carbohydrate колонки; B – ВЭЖХ с использованием Shodex Pb2+ колонки; С – ГХ алдитолацетат-де-
риватов; D – HPAEC-PAD. Аналиты: 1 – глюкоза, 2 – ксилоза, 3 – рамноза, 4 – галактоза, 5 – фукоза, 6 – арабиноза,
7 – манноза, 8 – мио-инозитол, 9 – рибоза, 10 – глюкозамин, 11 – галастозамин, 12 – глюкуроновая кислота, 13 –
галактуроновая кислота [41].
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ностью [45]. Наиболее распространенными дери-
ватами углеводов, определяемых методом ГХ,
являются ацетаты, триметилсилиловые эфиры и
триметилсилилоксимы [46]. Так, разработан [47]
способ определения сахарозы в меде, включаю-
щий дериватизацию образца уксусным ангидри-
дом с использованием N-метилимидазола в каче-
стве катализатора, концентрирование аналита
методом твердофазной микроэкстракции с исполь-
зованием полиакрилатного волокна с последую-
щим ГХ-МС-анализом. Пределы обнаружения со-
ставили 0.3 мас. %. Силилирование позволяет уве-
личить летучесть исследуемых соединений с
использованием одностадийной процедуры дери-

ватизации и провести их определение в биологи-
ческом образце (схема 1) [48].

Авторам работы [49] удалось успешно разде-
лить фруктозу, ксилозу, арабинозу, фукозу, ман-
нозу и галактозу, извлеченных из экстрактов
A. asphodeloides и G. ganoderma. Помимо триме-
тилсилильных производных для дериватизации
при ГХ-анализе применяют производные пента-
ацетата альдонитрила, например, при определе-
нии глюкозы и галактозы в плазме крови челове-
ка (схема 2) [50]. Микроволновая обработка на
этапе дериватизации позволила сократить ее про-
должительность с 60 до 3–5 мин.

Схема 1. Схема дериватизации углевода с использованием метоксиамина 
и N,O-бис(триметил)силилтрифторацетамида [48].

Схема 2. Схема дериватизации углевода с получением пентаацетата альдонитрила [50].
Триметилсилилирование остается наиболее

распространенным вариантом получения произ-
водных для ГХ-анализа смесей углеводов, обеспе-
чивая определение как нейтральных углеводов,
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так и других классов органических соединений.
Это, в свою очередь, позволяет в условиях газо-
хроматографического анализа осуществлять ме-
таболическое профилирование, например, при
поиске возможных маркеров рака легких у мы-
шей [51]. Выявлены [51, 52] возможности различ-
ных силилирующих агентов при определении
моно- и дисахаридов в пищевых продуктах. От-
мечено, что наиболее предпочтителен N,O-
бис(триметил)силилтрифторацетамид за счет со-
кращения времени анализа и снижения количе-
ства возможных побочных продуктов. Разработа-
ны также автоматизированные системы получе-
ния триметилсилильных производных, которые
применялись при определении нейтральных са-
харов (арабинозы и фруктозы) наряду с органиче-
скими кислотами и аминокислотами в образцах
вина [53].

Газовая хроматография, несмотря на необходи-
мость предварительного получения соответствую-
щих производных, является одним из наиболее эф-
фективных методов определения нейтральных уг-
леводов благодаря высокой чувствительности и
эффективности. Однако способы дериватизации
не являются селективными по отношению к угле-
водам, поэтому в многокомпонентной смеси
нельзя исключить наложения нескольких сигна-
лов. Применение масс-спектрометрического де-
тектирования позволяют существенно улучшить
идентификацию [54, 55].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ УГЛЕВОДОВ МЕТОДОМ 
КАПИЛЛЯРНОГО ЭЛЕКТРОФОРЕЗА

Капиллярный электрофорез (КЭ) хорошо за-
рекомендовал себя как эффективный метод раз-
деления, в первую очередь, заряженных частиц.
Поскольку pKa нейтральных углеводов в общем
случае выше 12, их электрофоретическое разделе-
ние возможно лишь при высоких значениях рН
фонового электролита (ФЭ) для перевода данных
аналитов в анионную форму.

Так, моно- и дисахариды разделены с исполь-
зованием в качестве ФЭ раствора гидроксида на-
трия с амперометрическим [56] и кондуктометри-
ческим [57] детектированием. Сообщается [58] о се-
лективном электрофоретическом определении
углеводов в образцах красного и белого вина с масс-
спектрометрическим детектированием. Примене-
ние спектрофотометрических детекторов для пря-
мого обнаружения сахаров ограничено, поскольку в
составе молекул этих аналитов отсутствуют хро-
мофорные группы. Однако установлено, что при
высоких значениях рН в ячейке детектирования
происходит их фотоокисление с образованием
малонового альдегида и других низкомолекуляр-
ных соединений, поглощающих свет при 268 нм
[59–62], что обеспечивает возможность опреде-
ления сахаров в соках и винах с пределами

обнаружения 0.02–0.05 мМ, а также в расти-
тельных волокнах [63] и олигомерах целлодекс-
тринов [64].

Сообщается [65] о целевом электрофоретиче-
ском профилировании углеводов в водных экс-
трактах сосны и ели в зависимости от времени
экстракции с прямым УФ-детектированием. Ос-
новываясь на миграции модельных соединений
(фурфурол, инозитол, сахароза, глюкоза, полида-
тин и глюкуроновая кислота), на электрофоре-
граммах выделили три группы аналитов: производ-
ные фурана и сахароспирты, моно- и дисахариды и
уроновые кислоты. Определению сахаров в вино-
градных листьях и почках методом капиллярного
зонного электрофореза с использованием 130 мМ
раствора NaOH (pH 13.0) в качестве фонового элек-
тролита посвящена публикация [66].

Другой подход к определению углеводов мето-
дом КЭ – косвенное детектирование [67] с введе-
нием в ФЭ поглощающих в УФ-области спектра
добавок: сорбиновой [68–70], 1-нафтилуксусной
[71, 72], бензойной [73], 3,5-динитробензойной
[74], 2,6-пиридиндикарбоновой кислот (ПДКК)
[75–77], триптофана [77, 78], глицилглицина [79].
При таком подходе возможно также детектирова-
ние неорганических анионов, карбоновых и ами-
нокислот, что может оказаться как достоинством
предлагаемого варианта анализа, так и ограниче-
нием, затрудняя определение минорных концен-
траций углеводов [76] (рис. 3). Для сахаров преде-
лы определения составили десятки мкг/мл.

Предложен [77] экспрессный электрофорети-
ческий вариант анализа смеси сахаров, содержа-
щей девять моно- и олигосахаридов, в сильноще-
лочном (pH > 12) растворе с косвенным УФ-де-
тектированием (280 нм). Пределы обнаружения
составили несколько фемтомолей. Для сокраще-
ния времени анализа и увеличения селективно-
сти разделения нейтральных углеводов применя-
ют различные катионные детергенты: цетилтри-
метиламмония бромид [75] или гидроксид [76,
77], миристилтриметиламмония бромид [72], гек-
садиметрина бромид [69, 70]. Модифицируя
стенки капилляра, они ослабляют и обращают
электроосмотический поток (ЭОП). Интересный
вариант с использованием имидазолиевых ион-
ных жидкостей предложен для определения мо-
но- и дисахаридов (глюкозы, фруктозы и сахаро-
зы) в овощных соках [81]. Так, 1-додецил-3-эти-
лимидазолия хлорид использовали не только для
обращения ЭОПа, но и в качестве поглощающей
добавки (λdet = 207 нм) для обеспечения режима
косвенного детектирования.

Поиск новых хромофорных добавок в фоно-
вый электролит весьма актуален при решении задач
обнаружения и определения нейтральных углево-
дов косвенным детектированием. Идеальный хро-
мофорный агент должен характеризоваться высо-
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ким коэффициентом поглощения и обладать элек-
трофоретической подвижностью, близкой к
подвижности определяемых аналитов.

Весьма успешными при определении сахаров в
различных объектах являются подходы, основан-
ные на процессах комплексообразования с ком-
понентами фонового электролита, например бо-
ратами, что обеспечивает перевод углеводов в
анионную форму и расширяет аналитические
возможности метода КЭ. При использовании та-
ких фоновых электролитов сахара могут быть
превращены in situ в анионные боратные ком-
плексы. Их стабильность обусловлена положени-
ем гидроксильных групп, участвующих в ком-
плексообразовании: для циклических аналитов
только вицинальные группы с цис-конфигураци-
ей могут формировать стабильные комплексы;
для полиолов предпочтительнее цис-1,2-диолы
[82, 83]. Устойчивость подобных комплексов воз-
растает при увеличении числа гидроксильных
групп и зависит от рН ФЭ. Существенно, что УФ-
поглощение таких комплексов заметно увеличи-
вается при 195 нм, что обеспечивает их обнаруже-
ние [74].

Хорошо известно, что полиолы образуют хе-
латные комплексы и с ионами металлов [84]. Ли-
гандообменный КЭ с участием ионов меди(II) ре-
ализован при анализе красного вина, цветочного
меда и грейпфрутового сока [79, 85]. Предложены
варианты разделения и обнаружения нейтраль-
ных углеводов за счет комплексообразования с
солями меди(II) в режиме лигандообменного ка-
пиллярного электрофореза (ЛОКЭ) [72, 86]. В ам-
миачных растворах ион Cu2+ координирует четы-
ре молекулы аммиака и две молекулы воды

([Cu(NH3)4(H2O)2]2+). Хелатирование с углевода-
ми возможно только при высоких значениях рН
фонового электролита. Формирующиеся связи
металл–лиганд обладают повышенным поглоще-
нием в УФ-диапазоне, которое батохромно сме-
щено по сравнению с первоначальным комплек-
сом. Таким образом достигнуто разделение трех
сахаров (сахарозы, рибозы и глюкозы) с высокой
эффективностью (200 тыс. т.т. /м) при прямом де-
тектировании при длине волны 245 нм [86, 87].
Установлено, что чувствительность в режиме
ЛОКЭ ограничена разницей в поглощении между
хелатным комплексом углевод–Cu(II) и
[Cu(NH3)4(OH2)2]2+, а пределы обнаружения ока-
зались в три раза выше по сравнению с косвен-
ным детектированием [72].

В условиях ЛОКЭ возможно совместное с уг-
леводами обнаружение и определение неоргани-
ческих катионов и аминокислот (рис. 4) [86]. Бо-
лее подробно особенности метода ЛОКЭ и его
аналитические возможности обсуждаются в обзо-
ре [87]

Перспективными способами электрофорети-
ческого определения углеводов являются вари-
анты с применением внутрикапиллярной дери-
ватизации [88–93]. Так, предложен [88] подоб-
ный подход, основанный на взаимодействии
аналитов с флуоресцентным агентом 7-амино-
1,3-нафталиндисульфоновой кислотой. В каче-
стве модельных аналитов выбраны ксилоза, фу-
коза, глюкоза, N-ацетилглюкозамин и лактоза.
В качестве внутрикапиллярного дериватизиру-
ющего реагента для определения глюкозы в
плазме крови применяли п-гидразинбен-
золсульфоновую кислоту [89]. Предел обнару-

Рис. 3. Разделение неорганических и органических анионов, аминокислот и углеводов. Условия: кварцевый капилляр
Ltot = 112.5 см (Leff = 104 см), внутренний диаметр 50 мкм; фоновый электролит: 20 мМ 2,6-пиридинкарбоновая кис-
лота, 0.5 мМ ЦТАБ (цетилтриметиламмоний бромид), pH 12.1; 15°С; напряжение −30 кВ; гидродинамический ввод
пробы в течение 6 с, давление – 50 мбар; детектирование: 350 нм; 230 нм. Концентрации: Cl– – 110 мг/л, углеводы –
200 мг/л, остальные – 50 мг/л [75].

12.5

10.0

7.5

5.0

2.5

0

–2.5

–5.0
0 10 15 20 25 30 35

П
ог

ло
щ

ен
ие

, m
A

U

Время, мин

B
r

C
l

N
O

2
N

O
3

SO
4

P
O

4

O
xa

la
te

F
C

itr
at

e
M

al
at

e
A

sp
G

lu A
ce

ta
te

Ty
r

G
ly

L
ac

ta
te

A
la

Se
r

Pr
o

T
hr

Va
l

M
et

H
is

L
eu

 +
 Il

e
Ph

e
Ly

s
Tr

p
N

G
N

A
N

A
N

A R
ib

os
e

M
an

no
se

X
yl

os
e

G
lu

co
sa

m
in

e
G

lu
co

se

G
al

ac
to

se
G

al
ac

to
sa

m
in

e

F
uc

os
e

Su
cr

os
e

M
an

ni
to

l
So

rb
ito

l
X

yl
ito

l
In

os
tio

l



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 2  2023

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ВОЗМОЖНОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ УГЛЕВОДОВ 115

жения составил 31.2 мкМ. В работе [90] внутри-
капиллярная дериватизация олигосахаридов

проведена с использованием 1-фенил-3-метил-
пиразолона (схема 3).

Схема 3. Схема дериватизации углеводов с использованием 1-фенил-3-метил-5-пиразолона [90].

Предложена система мониторинга уровня
глюкозы в крови человека с использованием мик-
рочипового электрофореза. Сочетание восстанови-
тельного аминирования глюкозы флуоресцентным
2-аминоакридоном и образования комплекса глю-
коза–борат обеспечило высокоселективное обна-
ружение глюкозы в такой сложной матрице, как об-
разцы крови [92]. Обсуждаются [93] условия внут-
рикапиллярной дериватизации и последующего
прямого УФ-детектировании (270 нм) в соках ли-
мона, ананаса, апельсина и пробе коньяка ней-
тральных углеводов: ксилита, D-(−)-маннита, са-

харозы, D-(+)-фукозы, D-(+)-целлобиозы,
D-(+)-галактозы, D-(+)-глюкозы, L-рамнозы,
D-(+)-маннозы, D-(−)-арабинозы, D-(+)-ксило-
зы и D-(−)-рибозы. Воспроизводимость времен
миграции составила от 0.3 до 1.1%. При этом не
требовалось другой пробоподготовки, кроме раз-
бавления анализируемой пробы.

Метод капиллярного электрофореза применя-
ется и при разделении производных углеводов
после дериватизации на стадии пробоподготовки.
В качестве фонового электролита преимуще-
ственно применяют боратные буферные раство-
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ры, обеспечивая дополнительное комплексооб-
разование с аналитами, что, в свою очередь, при-
водит к увеличению селективности разделения
[94]. В ряде исследований разделение дериватов
проводили в режиме мицеллярной электрокине-
тической хроматографии (МЭКХ) с использова-
нием в качестве псевдостационарной фазы доде-
цилсульфата натрия [94], холевой кислоты [95],
цетилтриметиламмония бромида при определе-
нии фруктозы, глюкозы, мальтозы, мальтотри-
озы, лактозы и сахарозы в злаках и молочных
продуктах [96]. В работе [94] удалось достичь раз-
деления глюкозы и фруктозы в форме 4-амино-
бензонитрильных производных методом МЭКХ,
что в условиях зонного варианта КЭ оказалось
невозможным.

Основные реагенты дериватизации и условия
разделения производных рассмотрены в следую-
щем разделе.

ПРОБОПОДГОТОВКА

При выполнении пробоподготовки природно-
го объекта к хроматографическому или электро-
форетическому определению углеводов требуется
учитывать природу и концентрацию соответству-
ющих моносахаридов, наличие различных изо-
мерных структурных форм и коньюгатов и др.
[97–99]. Основные этапы включают извлечение
из матрицы растворимых полисахаридов, их гид-
ролиз, дериватизацию с последующим хромато-
графическим или электрофоретическим анали-
зом. Гидролиз полисахаридов проводят обычно с
использованием серной или трифторуксусной

кислот. Ускорению гидролиза способствует мик-
роволновая обработка.

Наиболее распространенными приемами про-
боподготовки для очистки образца со сложной
матрицей являются фильтрация, экстракция,
хроматографическое разделение и химическая
либо биологическая обработка пробы. В подавля-
ющем большинстве случаев для извлечения и
очистки нейтральных углеводов применяют раз-
личные варианты экстракции: жидкостная, твер-
дофазная, сверхкритическая флюидная или жид-
костная экстракция под давлением. В случае жид-
костной экстракции наиболее часто в качестве
экстрагентов используют воду и низкомолеку-
лярные спирты [100] либо такие органические
растворители, как диметилсульфоксид [101].
Имеются публикации, где роль экстрагента вы-
полняют ионные жидкости [102]. Эффективность
экстракции возрастает с применением микровол-
нового излучения [103]. Применение сверхкрити-
ческой жидкостной экстракции для выделения
углеводов пока остается ограниченным, посколь-
ку их растворимость в наиболее распространен-
ном в этом методе пробоподготовки сверхкрити-
ческом CO2 оказывается достаточно низкой.
Предприняты попытки увеличить их раствори-
мость добавлением смеси этанол–вода для выде-
ления из образца углеводов, синтезированных
бактериями-пребиотиками [104, 105]. Для жид-
костной экстракции под давлением чаще всего в
качестве экстрагента используют воду, обеспечи-
вая разделение углеводов на фракции в зависимо-
сти от их молекулярной массы [106–109]. Так, с
помощью жидкостной экстракции под давлением
получены фракции образцов меда, содержащих
ди- и трисахариды [108]. Твердофазная экстрак-
ция по-прежнему остается наиболее востребо-
ванным вариантом пробоподготовки. Для этой
цели используют обращенно-фазовые (C8 и C18)
картриджи, ионообменные сорбенты либо гра-
фитированный углерод [110–112].

В работе [113] предложено частично заполнять
кварцевый капилляр карбоксилированными од-
ностенными углеродными нанотрубками при
электрофоретическом определении глюкозы,
мальтозы и фруктозы. Наночастицы удерживают
примесные компоненты матрицы. Электрофоре-
тическое разделение углеводов осуществляли с
использованием 200 мМ боратного буферного
раствора (рН 9.5; 15 кВ). Перед вводом анализи-
руемого образца в капилляр в течение 60 с вводи-
ли суспензию углеродных нанотрубок (50 мг/л в
300 мМ боратном буферном растворе).

Среди хроматографических методов для про-
боподготовки образцов, содержащих углеводы,
наибольшее распространение получила эксклю-
зионная хроматография. Время элюирования
различных компонентов зависит от соотношения

Рис. 4. Совместное определение сахаров, неорганиче-
ских катионов и аминокислот в условиях ЛОКЭ.
Условия: кварцевый капилляр Ltot = 73 см
(Leff = 50 см), внутренний диаметр 50 мкм; фоновый
электролит: 7.5 мМ CuSO4, 500 мМ NH3, pH 11.6;
25 кВ; 245 нм. Аналиты: 1 – К+, 2 – Nа+, 3 – глута-
мин, 4 – сахароза, 5 – рибоза, 6 – глюкоза, 7 – аспар-
тат, 8 – глутамат [86].
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между размером их молекул и размером пор вы-
бранной стационарной фазы. Это может быть по-
лезно в случае необходимости выделять моно-
или олигосахариды из образца, содержащего уг-
леводы с различной степенью поликонденсации
[114]. Биологическая обработка образцов для
анализа смесей углеводов применяется реже, од-
нако описано использование дрожжей для удале-
ния моносахаридов из образцов меда, в которых
требовалось установить содержание олигосахари-
дов [115].

В качестве методов пробоподготовки с приме-
нением химических реагентов обычно рассмат-
риваются варианты разложения проб под дей-
ствием кислот и органических растворителей
(табл. 1). Кислотный гидролиз применяется для
разрушения полисахаридов и их определения в
образцах почвы [116, 117]. Для определения содер-
жания ксилозы, рамнозы, маннозы, фукозы и га-
лактозы полисахариды, присутствующие в образ-
цах почвы, гидролизовали при 100°C в течение 4 ч
до моносахаридов путем добавления трифторук-
сусной кислоты непосредственно в почву. Полу-
ченные моносахариды количественно деривати-
зировали этиловым эфиром 4-аминобензойной
кислоты с восстановительным аминированием
цианоборгидридом натрия и разделяли методом
мицеллярной электрокинетической хроматогра-
фии с УФ-детектированием при 300 нм [117].

Метанолиз является более мягким способом
расщепления полисахаридов и предложен,
например, для определения компонентов
лигноцеллюлоз в различных растительных объек-
тах [118].

Формолиз обычно используется при определе-
нии сложных углеводов, нерастворимых в горя-
чей воде [120].

Необходимым этапом пробоподготовки явля-
ется дериватизация, позволяющая изменить
свойства углеводов и обеспечить их обнаружение
выбранным методом. Предложено немало дерива-
тизирующих агентов [121, 122] с введением в состав
молекул углеводов хромофорных или флуорофор-
ных групп. При этом желательно, чтобы реакция
протекала с участием одной функциональной груп-
пы аналита, исключая тем самым образование
нескольких продуктов. Более того, выбранный
вариант получения производных должен быть вос-
производимым и характеризоваться высокой кон-
версией. Весьма распространена дериватизация пу-
тем восстановительного аминирования. В таких ре-
акциях подходящие хромофоры или флуорофоры,
несущие первичную аминогруппу, взаимодей-
ствуют с карбонильной группой восстанавливаю-
щих сахаров в присутствии цианоборогидрида
натрия (схема 4) [123].

Схема 4. Схема восстановительного аминирования сахаров на примере глюкозы [123].
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Таблица 1. Определение нейтральных углеводов с применением различных вариантов гидролиза
Вариант гидролиза Аналиты Литература

Гидролиз трехфторуксусной кислотой Нейтральные и кислые углеводы  [116], [117]
Метанолиз Гетерополисахариды  [118]
Гидролиз неорганическими кислотами 
(H2SO4 или HCl)

Нейтральные углеводы  [119]

Формолиз Нерастворимые в воде полисахариды  [120]
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В качестве дериватизирующих реагентов,
участвующих в восстановительном аминирова-
нии, применяют аминобензойные кислоты и их
эфиры [124–128]. Для электрофоретического раз-
деления необходимо получать дериваты, имею-
щие ионогенную аналитическую форму. Так, в
работе [128] в качестве реагента для дериватиза-
ции используют сульфатированные ароматиче-
ские амины. В ряде публикаций для получения
производных используют конденсацию между
карбонильной группой восстанавливающих угле-
водов и активными атомами водорода 1-фенил-3-
метил-5-пиразолона, что успешно применяется
как в хроматографическом [129], так и в электро-
форетическом анализе [90]. Фенилгидразины
применяют в качестве агентов для дериватизации
восстанавливающих сахаров с образованием про-
изводных, обеспечивающих высокую чувстви-
тельность и при МС- и УФ-детектировании [130].

Некоторые примеры агентов дериватизации и
условия их использования представлены в табл. 2.

* * *

Рассмотрены возможности и ограничения
определения нейтральных углеводов в объектах
природного происхождения методами хромато-
графии и электрофореза. Низкие константы
ионизации, отсутствие хромофорных групп в со-
ставе молекул сахаров, наличие в водных рас-
творах нескольких равновесных изомерных
структур – главные проблемы при определении
этих аналитов. Один из важнейших этапов пробо-
подготовки углеводов к анализу различными фи-
зико-химическими методами – получение соот-
ветствующих производных. Доминирующими
тенденциями в выборе стратегии при определе-
нии сахаров в объектах со сложной матрицей яв-
ляется применение различных методов ГХ и ВЭ-
ЖХ с масс-спектрометрическим детектировани-
ем и с получением производных. Значительная
роль при решении этих задач отводится методам
анионообменной и гидрофильной хроматогра-
фии. Электрофоретические методы имеют свою
нишу за счет их высокой эффективности, воз-
можности онлайн концентрирования и внутри-
капиллярной дериватизации. При этом методы
капиллярного электрофореза (зонный и мицел-
лярный варианты) могут выступать и в качестве
референтных по отношению к хроматографиче-
ским. Поиск новейших и высокоселективных де-
риватизирующих агентов – одна из приоритет-
ных задач при разработке как электрофоретиче-
ских, так и хроматографических способов
определения нейтральных углеводов.

Работа выполнена при финансовой поддержке Рос-
сийского научного фонда (номер гранта 19-13-00370).
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В объектах сложного состава обычно присутствуют однотипные органические соединения, молеку-
лы которых различаются по составу и строению, но обладают общими признаками (структурными,
функциональными, химико-аналитическими и др.), которые не характерны для других соедине-
ний. Суммарные содержания однотипных соединений являются показателями группового состава
исследуемого объекта. Методики их определения широко применяются в контрольно-аналитиче-
ских и исследовательских лабораториях. К концу XX века сложился особый вид химического ана-
лиза – групповой анализ (ГА). Важным частным случаем ГА предлагается считать структурно-груп-
повой анализ (СГА). К сожалению, методологические и метрологические аспекты ГА и СГА недоста-
точно изучены. Не сложилась в этой области и общепризнанная система терминов. В статье
рассмотрены терминология и история ГА, принципы формирования групп и способы оценки сум-
марных содержаний. Выделены нерешенные проблемы ГА. Это − неопределенность качественного
состава групп, затрудняющая интерпретацию результатов группового анализа, а также внутригруп-
повая селективность и неаддитивность аналитических сигналов. Рассмотрены возможные пути ре-
шения этих проблем.

Ключевые слова: групповой анализ, структурно-групповой анализ, принципы формирования
групп, расчеты суммарных содержаний, интегральные показатели, многомерные градуировки, не-
определенность результатов анализа.
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Групповой анализ (ГА) – один из видов хими-
ческого анализа. Он применяется в аналитиче-
ском контроле объектов окружающей среды,
биообъектов, нефтепродуктов и пищевых про-
дуктов, а также при исследовании состава других
объектов. В ходе ГА измеряют обобщенные сиг-
налы однотипных органических соединений,
присутствующих в пробе, и рассчитывают сум-
марное содержание этих соединений (показатель
группового состава). Интерес к ГА в последние
годы возрос. Тем не менее методологические и
метрологические аспекты ГА слабо изучены. Этот
вид анализа не рассматривается в учебной лите-
ратуре (кроме учебника [1]) и недостаточно изве-
стен многим аналитикам. В этой области не выра-
ботана даже единая терминология.

Цели настоящей статьи – предложения по тер-
минологии ГА, обзор истории и основных вари-
антов ГА, выявление проблем, возникающих при
разработке методик ГА, и обсуждение возможных
путей их решения.

ПРЕДЛОЖЕНИЯ ПО ТЕРМИНОЛОГИИ
В общей методологии науки групповым ана-

лизом называют способ исследования сложных
систем, включающий их мысленное расчленение
на широкие группы компонентов [2]. Компонен-
ты единичной группы должны иметь тождествен-
ные или близкие значения некоторых признаков
(дескрипторов), отличаясь по ним от компонен-
тов других групп. Представители частных наук
(математики, психологи, социологи и др.) по-
разному конкретизируют понятие “групповой
анализ”. В рамках аналитической химии предла-
гается считать групповым анализом (group analy-
sis) совокупность методик обнаружения и/или сум-
марного количественного определения органических
соединений, имеющих некоторые общие признаки.
Эти соединения следует считать компонентами
искомой группы. Единичный объект анализа
обычно содержит не все компоненты искомой
группы, а наборы компонентов, присутствующих
в разных объектах (пробах), могут сильно разли-
чаться.

УДК 543.635
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Качественный групповой анализ – это проверка
присутствия каких-либо компонентов группы без
их опознания. Методики обнаружения некото-
рых групп органических соединений были созда-
ны еще в XIX веке (проба Бейльштейна, реакция
серебряного зеркала и др.). Теперь качественный
ГА применяют редко, далее он рассматриваться
не будет.

Количественный групповой анализ – это опреде-
ление суммарных содержаний одной или несколь-
ких групп однотипных соединений, входящих в со-
став исследуемого объекта [3]. Так, в сыворотке
крови определяют суммарное содержание белков; в
пищевых продуктах – суммарные содержания бел-
ков, жиров и углеводов, а в нефтепродуктах – сум-
марные содержания алканов, аренов, нафтенов и
олефинов [4]. Внутри этих широких групп выде-
ляют более узкие совокупности однотипных со-
единений. Так, кроме суммарного содержания
всех белков, в биообъектах дополнительно опре-
деляют суммарные содержания альбуминов и
глобулинов. Внутри группы глобулиновых белков
выделяют подгруппу гамма-глобулинов и т.п. Та-
ким образом, показатели группового состава ис-
следуемых объектов можно определять, норми-
ровать и контролировать на разных иерархиче-
ских уровнях.

В качестве показателей группового состава ча-
сто используют не суммарные содержания одно-
типных соединений, а их приблизительные оцен-
ки – интегральные показатели (ИП). Термин ин-
тегральный показатель (total index) означает
приблизительную оценку суммарного содержа-
ния однотипных соединений, найденную путем
пересчета их обобщенного аналитического сиг-
нала на некоторое стандартное вещество. Приме-
ры ИП: фенольный и углеводородный индексы,
показатели ХПК и БПК, кислотное и бромное
число, “общий белок” и др. [1, 5]. Как будет пока-
зано далее, измерение интегральных показателей
– наиболее распространенный, но далеко не
единственный способ проведения ГА.

Следует оговориться, что интегральными по-
казателями часто называют и величины, не свя-
занные с групповым химическим анализом. При-
мером могут быть интегральные показатели эко-
номической эффективности [6].

Термин групповой анализ не ограничен ни при-
родой объектов анализа, ни природой аналитов,
ни природой дескрипторов. Однотипные соеди-
нения можно объединять в группы и отличать от
компонентов других групп как по структурным,
так и по функциональным, химико-аналитиче-
ским и другим признакам. Следует признать, что
термин групповой анализ аналитики используют
довольно редко. Более популярен термин “струк-
турно-групповой анализ” (СГА, structural group
analysis), хотя по определению он ограничен при-

родой дескрипторов (компоненты группы долж-
ны иметь близкую структуру молекул [7]). Тер-
мин СГА преимущественно используют в публи-
кациях и нормативных документах, относящихся
к изучению состава нефти и нефтепродуктов. Од-
нако определение фракционного состава нефте-
продуктов к СГА не относят [8], поскольку любая
фракция содержит соединения с близкими тем-
пературами кипения, но несходной структурой
молекул. В ходе группового анализа белков или
гуминовых веществ группы однотипных соедине-
ний также выделяют не по структуре соответству-
ющих молекул, а по свойствам аналитов (раство-
римости и/или электрофоретической подвижно-
сти) [9].

Понятия ГА и СГА многие специалисты раз-
личают [8], а другие считают синонимами [7]. Веро-
ятно, структурно-групповой анализ следует считать
одним из видов группового анализа, его частным слу-
чаем. Предлагается следующая дефиниция: СГА –
это определение суммарных содержаний одной или
нескольких групп соединений, имеющих общие
структурные признаки, входящих в состав исследу-
емого объекта и совместно формирующих аналити-
ческие сигналы.

Надо отметить, что иногда термин СГА ис-
пользуют в более широком и даже в совершенно
ином смысле, не связывая его с определением по-
казателей группового состава. Примером могут
быть исследования структуры и свойств функци-
ональных групп ионообменников [10]. Иногда же
термин СГА неоправданно сужают, сводя его к
одному из способов расчета показателей группо-
вого состава, а именно к расчету доли атомов уг-
лерода, входящих во фрагменты заданного типа
[2, 8].

К групповому анализу близок еще один вид
анализа органических веществ, а именно функци-
ональный анализ (ФА, functional group analysis). Как
указывал Ю.А. Клячко [11], в рамках ФА решают
две основные задачи: 1) подтверждение предпо-
лагаемого строения некоторого соединения;
2) определение соединений известного строения
в смеси продуктов органического синтеза. Основ-
ное внимание всегда уделялось первой задаче [12,
13]. Для этого опознавали функциональные груп-
пы, входящие в состав молекул синтезированного
соединения, и количественно определяли их.
К ГА эта задача не имеет отношения, так как объ-
ектами ГА являются не индивидуальные соедине-
ния, а их многокомпонентные смеси. Решая же
вторую задачу, специалисты в области ФА разра-
батывали методики определения единичных со-
единений, содержащих некоторую функциональ-
ную группу. Как правило, суммарное содержание
этих соединений не определяли. Поэтому трудно
согласиться с авторами, считающими ФА частью
СГА [7] или отождествляющими эти виды анали-
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за [14]. Вероятно, следует считать ФА особым ви-
дом молекулярного анализа, принципиально от-
личающимся от любых вариантов ГА.

Все изложенное выше указывает на необходи-
мость обсуждения русскоязычной терминологии
ГА и выработки рекомендаций Научного совета
РАН по аналитической химии.

Не менее важно понять место ГА в общей
структуре видов и методов анализа. В конце XX
века сформировалась классификация видов ана-
лиза, учитывающая природу аналитов (см. учеб-
ники [14, 15]). В рамках этой классификации ос-
новные виды анализа отвечают разным уровням
структурирования материи (табл. 1). Если в ходе
молекулярного анализа определяют одинаковые
молекулы, то в групповом – совокупности разных
молекул, имеющих некоторые общие признаки.
Таким образом, ГА принципиально отличен от
молекулярного анализа. Как отдельный вид ана-
лиза, ГА имеет свой набор методов, оптимальных
или хотя бы пригодных для измерения обобщен-
ных сигналов неидентичных молекул. Здесь не
нужны высокоселективные методы (масс-спектро-
метрические, ферментативные и т. п.). Подходят
малоселективные методы, особенно спектрометрия
в ИК-, УФ- или видимой области. Пригодны также
гравиметрия, титриметрия, кондуктометрия, ре-
фрактометрия и некоторые другие методы.

Как отдельный вид анализа, групповой анализ
должен иметь собственные теоретические осно-

вы. Теория ГА только создается, но уже ясно, что
ее предметами должны быть: формирование
групп однотипных соединений, измерение обоб-
щенных сигналов, расчеты суммарных содержа-
ний, источники неопределенности результатов и
способы ее снижения [5]. В рамках молекулярно-
го анализа эти вопросы не рассматривались, так
как для раздельного определения индивидуаль-
ных органических соединений они неактуальны.

ИСТОРИЯ ГРУППОВОГО АНАЛИЗА

История ГА началась с попыток изучения со-
става минералов и природных вод методом фрак-
ционной кристаллизации (Р. Бойль, Т. Бергман).
Раствор пробы поочередно обрабатывали реаген-
тами-осадителями, в осадок переходили смеси
однотипных соединений [16]. Взвешивание этих
осадков позволило бы установить групповой со-
став исследуемых объектов. Однако Г. Розе,
К.Р. Фрезениус и другие аналитики XIX века рас-
сматривали совместное выделение однотипных
веществ (в частности, сульфидов) лишь как одну
из стадий качественного элементного анализа.
Суммарные содержания разных неорганических
веществ или разных элементов количественно
определяли очень редко. Групповой анализ изна-
чально развивался как инструмент исследования
состава многокомпонентных органических ве-
ществ. Необходимость ГА была осознана во вто-
рой половине XIX века в связи с началом

Таблица 1. Классификация видов химического анализа по природе объектов определения [15]

Вид анализа Объекты определения (аналиты) Примеры
Области 

преимущественного 
применения

Изотопный Атомы с заданными значениями 
заряда ядра и массового числа 
(изотопы)

137Cs, 235U Атомная энергетика, кон-
троль загрязнения окружа-
ющей среды, медицина, 
археология

Элементный Атомы с заданными значениями 
заряда ядра (элементы)

Cs, Sr, U,
Cr, Fe, Hg

Повсеместно

Вещественный Атомы (ионы) элемента в заданной 
форме (степени окисления)

Сr(III), Fe2+, сера 
сульфатная

Химическая технология, 
экомониторинг, металлур-
гия, геология и др.

Молекулярный Молекулы с заданной структурой Бензол, глюкоза, этанол Химическая технология, 
медицина, фармакология, 
экомониторинг и др.

Групповой 
(включая СГА)

Совокупности разных молекул с 
заданным набором признаков

Арены, смолы, углеводы, 
ПАВ, фенольные антиок-
сиданты

Нефтепереработка, пище-
вая промышленность, 
медицина, экологический 
мониторинг

Фазовый Отдельная фаза в составе твердого 
вещества

Графит, кварц Металлургия, геология, тех-
нология стройматериалов
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промышленной переработки нефти. Работы
К. Шорлеммера, К. Энглера, Д.И. Менделеева,
В.В. Марковникова, С.С. Наметкина и других хи-
миков того времени позволили выделить и изу-
чить множество индивидуальных углеводородов
(УВ). Так, только из бензиновой фракции пен-
сильванской нефти были выделены десятки ин-
дивидуальных УВ, отнесенных к трем структур-
ным группам (алканы, циклоалканы, арены).
Стало понятно, что индивидуальный состав неф-
тепродуктов слишком сложен, а свойства инди-
видуальных УВ слишком близки, чтобы при пере-
работке нефти руководствоваться данными о
природе и содержании отдельных УВ. Нужно бы-
ло развивать структурно-групповой анализ!

Первые методики СГА нефти и нефтепродук-
тов появились в начале XX века. Группы однотип-
ных компонентов выделяли из узких фракций
(дистиллятов), полученных при перегонке нефти.
Одним из вариантов СГА стал так называемый
SARA-анализ (Saturates, Aromatics, Resins, As-
phaltenes), разработанный У. Ричардсоном в 1908 г.
Для разделения указанных групп использовали
различия в полярности и растворимости их ком-
понентов [17]. Несколько ранее (1900) Д.Т. Дей
предложил разделять группы УВ, учитывая раз-
личия в адсорбционных свойствах. Он пропускал
дистилляты через колонки, заполненные фулле-
ровой землей, выделяя группы структурно-одно-
типных соединений, в частности ароматические
УВ [16]. Со временем колоночную хроматогра-
фию стали применять не только для изучения
группового состава нефтей, но и для контроля
технологических процессов, связанных с получе-
нием и переработкой легких нефтепродуктов.
Примером может быть стандартная методика
определения группового состава бензинов мето-
дом ГЖХ [18]. Эту задачу решают и без разделе-
ния УВ, применяя экспрессные методики, осно-
ванные на регистрации и математической обра-
ботке спектра поглощения исследуемого бензина
в ближней ИК-области [19].

Групповой анализ тяжелых нефтепродуктов
представляет собой намного более трудную зада-
чу. Дело в том, что тяжелые нефтепродукты со-
держат множество гибридных структур, одновре-
менно включающих и бензольные кольца, и
длинные цепочки метиленовых звеньев, и харак-
терные для нафтенов пяти- или шестичленные
циклы из тех же звеньев. Наличие гибридных
структур мешает четкому разделению традицион-
ных структурных групп. Поэтому еще в 1940-х го-
дах были разработаны расчетные варианты СГА,
не требующие разделения анализируемой фрак-
ции. Как правило, они были экспрессными, но не
очень точными. Измеряя показатель преломле-
ния (n), плотность (d) и среднюю молекулярную
массу (M), а затем подставляя результаты в зара-
нее выведенные формулы, нефтяники вычисляли

показатели группового состава [20]. Теперь n-d-M
анализ применяют редко, а для того чтобы оха-
рактеризовать групповой состав тяжелых нефте-
продуктов, вместо массовой доли тех или иных
молекул рассчитывают массовые доли атомов уг-
лерода, входящих в те или иные структурные
фрагменты молекул. Фрагментами могут быть
бензольное кольцо, метильная или метиленовая
группа и т.п. Определять содержания фрагментов
можно методами ИК- или ЯМР-спектрометрии
[21]. При этом не важно, в какие молекулы (обыч-
ные или гибридные) входит этот фрагмент. Найден-
ные содержания фрагментов с близкой структурой
суммируют и вычисляют доли атомов углерода, вхо-
дящих в алифатические, алициклические и арома-
тические структуры [22]; они являются показателя-
ми структурно-группового состава тяжелых нефте-
продуктов.

Групповой анализ других объектов развивался
медленнее, чем анализ нефтепродуктов. Одно-
типные соединения в водах стали суммарно опре-
делять в 1940-х годах, а система аналитического
контроля природных и сточных вод, включающая
определение показателей группового состава,
была сформирована лишь в 1960-х годах. Важную
роль при этом сыграла деятельность Ю.Ю. Лурье
[23]. Суммарные содержания кислот находили
титриметрическим методом, выражая результат в
моль-экв/л. Суммарные содержания легкоокис-
ляемых органических соединений выражали в
виде интегральных показателей ХПК или БПК.
Разные группы токсикантов в водах определяли
спектрометрическими методами [24]. Так, одно-
типные фенолы переводили в окрашенные со-
единения, применяя групповые фотометриче-
ские реагенты (обычно 4-аминоантипирин), а за-
тем измеряли оптическую плотность раствора в
видимой области. Суммарное содержание УВ на-
ходили преимущественно методом ИК-спектро-
метрии. Лишь в США сумму УВ в водах обычно
определяли хроматографическими методами [25].

Большая группа исследователей разрабатыва-
ла методики ГА биообъектов. Еще в 1926 г. был
разработан турбидиметрический метод определе-
ния суммарного содержания белков в биологиче-
ских жидкостях [26], основанный на взаимодей-
ствии белков с сульфосалициловой кислотой
(ССК). Простой и высокочувствительный метод
ССК до сих пор применяют в практике, хотя он
имеет важный недостаток: разные белки (альбу-
мины, глобулины, липопротеины и т.п.) опреде-
ляются с различной чувствительностью. В част-
ности, чувствительность определения альбуми-
нов вчетверо выше, чем глобулинов. Из-за
внутригрупповой селективности сигналов ре-
зультат ГА (показатель “общий белок”) зависит
от соотношения альбуминов и глобулинов, а оно
непредсказуемо меняется от пробы к пробе. Со
временем общий белок стали определять, ис-
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пользуя менее селективные реагенты, например
пирогаллоловый красный [27]. Внутригрупповая
селективность сигналов, с которой аналитики
впервые столкнулись при определении показате-
ля “общий белок”, позднее была выявлена и в
других вариантах ГА [28].

В конце XX века аналитики стали уделять
большое внимание оценке суммарного содержа-
ния антиоксидантов (АО) в пищевых продуктах
[29, 30]. Вместо суммарного содержания АО
обычно определяют разные ИП, называя их пока-
зателями обобщенной антиоксидантной актив-
ности (или емкости). Исследования в этой обла-
сти многочисленны и охватывают множество
объектов. Так, только одна группа авторов изме-
рила показатели антиоксидантной активности
более трех тысяч пищевых продуктов [31]. Анти-
оксиданты в целом или отдельные группы АО
(например, тиолы или флавоноиды) определяют,
используя различные групповые реагенты. Осо-
бое внимание уделяется определению суммарно-
го содержания фенольных АО в винах, чае и
фруктовых соках. Разработаны стандартные ме-
тодики определения отдельных групп АО, напри-
мер полифенолов в чае [32]. Однако нормативные
значения ИП для большинства продуктов не
установлены, и в пищевых лабораториях суммар-
ные содержания АО определяют лишь эпизоди-
чески.

Отметим, что методики ГА в XX веке разраба-
тывали не столько профессиональные аналити-
ки, сколько инженеры-нефтяники, гидрохими-
ки, биохимики, медики и специалисты по пище-
вой химии; каждый из них занимался лишь
“своими” объектами, не выявляя общие законо-
мерности ГА. Многие аналитики считали, что ме-
тодами ГЖХ и ВЭЖХ в будущем можно будет
быстро и легко определять индивидуальный со-
став любых сложных объектов, а потому группо-
вой анализ развивать незачем. Однако к концу XX
века число известных органических соединений
настолько выросло, а свойства многих из них ока-
зались настолько близкими, что их раздельное
определение стало нецелесообразным, а иногда и
невозможным (например, из-за таутомерии). Вы-
ходом стал групповой анализ. По оценкам специ-
алистов, методики ГА составляют около 20% от
общего числа методик анализа [33]. Чаще всего
ГА проводят в природоохранных и клинико-диа-
гностических лабораториях. Значимость ГА по-
степенно возрастает [34]. Однако замена поком-
понентного анализа групповым никогда не ста-
нет полной: уникальные по свойствам вещества
(суперэкотоксиканты, ферменты и др.) всегда на-
до будет определять отдельно от их аналогов.

ПРИНЦИПЫ ФОРМИРОВАНИЯ ГРУПП
Историческое развитие ГА привело к форми-

рованию множества групп совместно определяе-
мых соединений (табл. 2) и еще большего количе-
ства показателей группового состава. Однако ин-
дивидуальный состав большинства таких групп
не регламентирован, а иногда и вовсе неизвестен
(в частности, при определении АО). Неопределен-
ность индивидуального состава групп является се-
рьезной методологической проблемой. Аналитик
должен знать, какие именно соединения он мо-
жет, а какие – не может суммарно определять по
данной методике! Судить об этом по названию
группы нельзя, нередко оно носит условный ха-
рактер (например, “антиоксиданты”) или не от-
вечает фактическому составу группы. Так, при
спектрофотометрическом определении суммы
фенолов в водах с применением 4-аминоантипи-
рина обобщенный сигнал формируют далеко не
все индивидуальные фенолы, зато вместе с фено-
лами определяются некоторые амины [35, 36]. Как
правило, в нормативных документах (ГОСТы, ПДК
и т.п.) подобная информация не приводится. Для
выполнения анализа по готовой методике она не
очень нужна, но совершенно необходима для пра-
вильной интерпретации результатов ГА. Естествен-
но, перечень компонентов группы либо четкие пра-
вила ее формирования должны быть установлены
до разработки соответствующей методики ГА.

Возможны три разных подхода к формирова-
нию групп, различающиеся по природе учитыва-
емых дескрипторов (табл. 3).

Первый подход (учет структурных признаков)
позволяет легко сформировать перечень компо-
нентов группы. Надо только заранее установить
правила отнесения компонента к той или иной
группе при наличии в молекуле нескольких раз-
ных заместителей. Если один аналитик будет от-
носить хлорфенолы к группе фенолов, другой – к
группе хлорпроизводных, а третий – выделять
хлорфенолы в отдельную группу, то результаты
ГА окажутся несопоставимыми.

Второй подход предполагает учет потреби-
тельских свойств компонентов группы. Речь идет
о признаках, связанных с применением, реакци-
онной способностью или биологической актив-
ностью веществ. Так, для медиков важно выявить
и определить сумму однотипных токсикантов или
лекарственных веществ, а для технологов – веще-
ства с близкими температурами кипения или
близкими значениями растворимости.

Третий подход – это объединение компонен-
тов в группы по их химико-аналитическим свой-
ствам. Этот подход применяют весьма часто, по-
скольку соответствующую методику ГА легко
разработать. В одну группу можно включить все
вещества, осаждаемые некоторым реагентом при
некотором значении рН (этот подход применял
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еще Фрезениус). Можно объединить в одну груп-
пу все вещества, поглощающие свет при некото-
рой длине волны, независимо от строения их мо-
лекул, а затем рассчитать их суммарное содер-
жание.

Абсолютизация какого-либо одного подхода
нежелательна. Каждый из них имеет свои ограни-
чения и недостатки. Так, вещества, однотипные в
структурном отношении, нередко сильно разли-
чаются по потребительским свойствам, и данные
о суммарном содержании структурно однотип-
ных соединений оказываются невостребованны-
ми. Примером может быть группа полиаренов.
Биологическая активность разных полиаренов
столь различна, что в работах по канцерогенезу и
экомониторингу определяют лишь некоторые
(“приоритетные”) полиарены, но не сумму всех
полиаренов [37]. Напротив, вещества, родствен-

ные по канцерогенной активности или токсично-
сти, могут сильно различаться по строению и хи-
мико-аналитическим свойствам. Это ведет к си-
стематическим погрешностям при определении
суммарного содержания компонентов такой
группы. Примером может быть сформированная
в рамках второго подхода широкая группа анти-
оксидантов. Ни один из групповых реагентов не
реагирует со всеми АО, так как строение молекул
и химико-аналитические свойства разных АО
сильно различаются [29, 30] По методу ORAC в
основном определяются АО, реагирующие с пе-
роксидными радикалами (так называемые НАТ-
антиоксиданты), а методы DPPH и CUPRAC чув-
ствительны к ЕТ-антиоксидантам (сильным вос-
становителям) [38].

Объединение в одну группу веществ с одина-
ковыми химико-аналитическими свойствами без

Таблица 3. Основные подходы к формированию групп органических веществ

Учитываемые признаки 
компонентов Примеры признаков Примеры групп

Область 
преимущественного 

применения

Структурные Наличие и число двойных 
связей, циклов и функцио-
нальных групп, разветвлен-
ность или линейность цепей

Олефины, н-алканы, полиа-
рены, моносахариды, триг-
лицериды

Систематизация веществ в 
науке и в образовании, СГА 
нефтепродуктов, геология, 
химическая технология, 
клинический анализ

Потребительские 
(функциональные

Растворимость, токсичность 
(ПДК), температура кипе-
ния, каталитическая или 
лекарственная активность, 
теплотворная способность

Антиоксиданты, токси-
канты, анальгетики, редуци-
рующие сахара, бензин и 
другие фракции нефти, 
ПАВ, пестициды

Аналитический контроль в 
промышленности, клиниче-
ский анализ, безопасность 
жизнедеятельности, экомо-
ниторинг и др.

Химико-аналитические Спектральные характери-
стики, редокс-потенциалы, 
характеристики удержива-
ния, летучесть, экстрагируе-
мость, сорбируемость и др.

Нефтепродукты, гуминовые 
вещества, липиды, летучие 
органические соединения 
(ЛОС)

Аналитический контроль, 
экомониторинг

Таблица 2. Традиционные группы совместно определяемых органических веществ [1]

Объекты анализа Основные группы объектов определения

Нефть и нефтепродукты Алканы (парафины), циклоалканы (нафтены), арены, полиарены, олефины, 
смолы, асфальтены, серосодержащие соединения, кислоты, фракции по темпе-
ратурам кипения (бензин, керосин) и др.

Природные и сточные воды Органические вещества, нефтепродукты (углеводороды), фенолы, ПАВ, гуминовые 
кислоты, взвешенные вещества и др.

Пищевые продукты Белки, жиры, углеводы, кислоты, антиоксиданты, отдельные группы антиокси-
дантов (флавоноиды, тиолы и др.), экстрактивные вещества

Биообъекты Белки, отдельные группы белков (альбумины, глобулины и т.п.), редуцирующие 
сахара, липиды, триглицериды, холестерин (суммарно), билирубин (суммарно), 
антиоксиданты и др.
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учета строения их молекул и потребительских
свойств также нежелательно. Это затрудняет ин-
терпретацию результатов ГА. Ярким примером
является определение суммарного содержания
нефтепродуктов в природных водах. Группа
“нефтепродукты” была сформирована именно в
рамках третьего подхода. Еще в 1968 г. было при-
нято решение считать “нефтепродуктами” сумму
неполярных и малополярных УВ, растворимых в
гексане и не сорбирующихся на оксиде алюми-
ния [39, 40]. В такую группу входят и сильные
токсиканты (бензол), и малотоксичные УВ (алка-
ны). Следовательно, по величине ИП “нефтепро-
дукты” (hydrocarbon index) нельзя судить о загряз-
нении водоема токсичными УВ, а это очень важ-
но. Неслучайно во многих странах в последние
годы отказались от определения этого ИП, заме-
нив его определением отдельных групп УВ [41]. В
частности, нужна информация о содержании
наиболее опасных УВ (моноциклических аренов
C6−C9). Их определяют как по отдельности [42],
так и суммарно [43]. Компоненты этой узкой
группы имеют и сходную структуру, и близкие
значения ПДК, и сходные спектры поглощения.
При формировании подобных групп следует учи-
тывать все признаки предполагаемых компонен-
тов – и структурные, и потребительские, и хими-
ко-аналитические. Кроме того, обязательно сле-
дует учитывать ожидаемый состав исследуемых
объектов.

В регламентации индивидуального состава но-
вой группы однотипных веществ должны прини-
мать участие не только аналитики, но и предста-
вители организаций, заинтересованных в получе-
нии результатов ГА (например, экологи или
технологи). Должны участвовать и те, кто уста-
навливает нормативы группового состава (напри-
мер, значения ПДК) или выпускает стандартные
образцы. Согласованный перечень компонентов
группы или правила их отбора должны быть
включены в нормативные документы (ГОСТы,
МВИ, ПДК) и согласованы с международными
организациями (ISO, CITAC). Примером регла-
ментации индивидуального состава групп могут
быть официальные перечни наркотиков или ле-
карственных средств, хотя компоненты этих
групп определяют порознь. К сожалению, разоб-
щенность специалистов в области группового
анализа, а также экономические и политические
факторы в настоящее время препятствуют реали-
зации изложенной выше идеальной схемы.

Набор совместно определяемых соединений
не должен зависеть от того, каким методом будет
определяться их суммарное содержание (при оди-
наковых пределах обнаружения). Это требование
отвечает общеметрологическому принципу един-
ства измерений. К сожалению, определение од-
ного и того же показателя группового состава раз-
ными методами нередко ведет к достоверно раз-

личающимся результатам, иногда в 10−20 раз
[44]. Основная причина в том, что обобщенные
сигналы формируют не все, а лишь некоторые
компоненты искомой группы, причем сигналы
разного типа создаются разными компонентами.
Так, при определении нефтепродуктов ИК-спек-
трометрическим методом обобщенный сигнал
создается в основном алканами и циклоалкана-
ми; в рамках УФ-спектрометрии такой сигнал
формируют арены, а в рамках флуориметриче-
ского метода − полиарены, которых в исследуе-
мом объекте очень мало. Чтобы исключить воз-
можность таких расхождений, надо не только за-
ранее определить индивидуальный состав
искомой группы, используя выбранные призна-
ки, но и проверить, все ли компоненты искомой
группы будут участвовать в формировании обоб-
щенного сигнала. Если метод, обеспечивающий
такое участие, найти не удастся, придется опреде-
лять компоненты этой группы порознь, как опре-
деляют ферменты, витамины и многие другие ве-
щества. Если же подходящий метод будет найден,
надо проверить, насколько различна чувстви-
тельность определения отдельных компонентов
группы; аддитивны ли сигналы этих компонен-
тов; влияют ли на обобщенный сигнал посторон-
ние вещества и т.п. Алгоритм проверки изложен в
статье [35].

СПОСОБЫ ГРУППОВОГО АНАЛИЗА. 
ИНТЕГРАЛЬНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ

Как уже отмечалось, исторически первым спо-
собом ГА было препаративное выделение и взве-
шивание искомой группы соединений. Этот спо-
соб широко применяют и сегодня. Так, чтобы
определить нефтепродукты в сточных водах, их
экстрагируют н-гексаном, а после осторожного
удаления экстрагента смесь оставшихся УВ взве-
шивают [45]. К сожалению, подобные методики
обычно являются длительными и трудоемкими.

Второй способ ГА предполагает разделение
пробы вплоть до индивидуальных соединений
(обычно методом ГЖХ). Затем пики всех компо-
нентов пробы опознают, выбирают соединения
искомой группы, измеряют их сигналы (площади
пиков), рассчитывают содержания каждого из
отобранных соединений и суммируют их. Приме-
ром являются методики экстракционно-хромато-
графического определения всех УВ [25] или мо-
ноциклических ароматических УВ [46] в водах.
Однако такие методики длительны, трудоемки и
дают избыточную информацию об индивидуаль-
ном составе пробы. Вероятно, методики этого ти-
па лучше применять в качестве референтных –
для проверки экспрессных методик ГА, не требу-
ющих разделения и опознания компонентов
группы.
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Третьим способом ГА является измерение
обобщенного аналитического сигнала с последу-
ющим прямым расчетом суммарного содержания
компонентов группы. Таких методик немного,
так как они должны соответствовать трем жест-
ким условиям. А именно:

– обобщенный сигнал (АΣ) аддитивно форми-
руют все компоненты искомой группы;

– чувствительность определения всех компо-
нентов искомой группы одинакова;

– величина АΣ не зависит от природы и содер-
жания посторонних веществ.

Пример методики, удовлетворяющей этим
требованиям, − титриметрическое определение
суммарной концентрации сильных кислот (в
моль-экв/л). Другой пример: определение сум-
марного содержания УВ с помощью хроматогра-
фа, в колонке которого смесь разных УВ не разде-
ляется [47]. После ввода пробы, ее испарения и
отделения неуглеводородных компонентов еди-
ный пик всех УВ регистрируется пламенно-иони-
зационным детектором, одинаково чувствитель-
ным к любым УВ. Одномерную градуировку мож-
но построить по любому УВ или по смеси разных
УВ, это не повлияет на результат анализа.

Как уже отмечалось в начале статьи, наиболее
распространенный способ ГА − это измерение
интегральных показателей. Примером могут быть
показатели состава природных и сточных вод, по-
казанные в табл. 4. Более полный перечень ИП
приведен в статье [33]. Для определения ИП чаще
всего применяют разные варианты спектромет-
рии. Используют и другие инструментальные ме-

тоды, вплоть до ЯМР-спектрометрии [48]. В лю-
бом случае вначале измеряют обобщенный сиг-
нал компонентов искомой группы (АΣ) и,
пользуясь заранее построенной одномерной гра-
дуировкой, рассчитывают суммарное содержание
компонентов искомой группы (с*), выраженное в
пересчете на стандартное вещество (Xст). Анализ
объектов сложного состава с помощью ИП
позволяет оценить суммарное содержание (cΣ)
компонентов группы и в тех случаях, когда их
сигналы измеряются с существенно разной чув-
ствительностью [28]. Надо лишь правильно подо-
брать Хст. В качестве стандарта обычно использу-
ют один из компонентов искомой группы или
смесь таких компонентов [35, 40, 49]. Если стан-
дартное вещество Хст выбрано правильно, то ре-
зультат анализа (с*) окажется приблизительно
равным действительной величине cΣ. Так, ИП
“фенольный индекс” должен быть приблизитель-
но равен суммарному содержанию фенолов в
данной пробе. На практике стандартные методи-
ки определения фенолов обычно приводят к
сильно заниженным оценкам cΣ [36, 50].

Следует обратить внимание на принципиаль-
ное различие между определением индивидуаль-
ных соединений и оценкой их суммарного содер-
жания в виде ИП. В обоих случаях аналитик мо-
жет измерять одни и те же сигналы (например,
оптические плотности растворов), пользоваться
теми же реагентами и приборами, строить такие
же градуировки. Однако в метрологическом от-
ношении результаты будут сильно различаться.
Утверждение “фенольный индекс некоторой пробы
равен 3 мг/л” вовсе не означает, что суммарное со-

Таблица 4. Некоторые интегральные показатели состава природных и сточных вод [5]

Примечание: ФЛ – флуориметрия; УФ, ИК, ВИД – спектрометрия в УФ-, ИК- и видимой областях спектра.

Показатель Определяемые соединения Способ измерения Стандартное вещество

Фенольный индекс 
(phenol index)

Фенолы, реагирующие с 4-ами-
ноантипирином

Вид Простейший фенол (С6Н5ОН)

Нефтепродукты 
(hydrocarbon index)

Углеводороды (алканы, арены, 
нафтены, олефины и др.)

ИК, УФ, ФЛ Смесь Симарда, н-гептан и др.

AПАВ (MBAS, 
anionic detergents)

Алкилбензосульфонаты и суль-
фоэфиры, дающие экстрагируе-
мые ассоциаты

Вид, ФЛ Додецилсульфат натрия

КПАВ 
(cationic detergents)

Четвертичные аммониевые 
соединения, имидазолины и 
алкиламины

Вид, ФЛ Цетилпиридиний хлорид

ХПКCr (chemical 
oxygen demand)

Соединения, реагирующие с 
K2Cr2O7 в сильнокислой среде

Хроматометрия Кислород, бифталат калия

Общая жесткость 
(total hardness)

Соли кальция, магния и других 
металлов, реагирующих с ЭДТА

Комплексонометрия Са2+, СаО, СаСО3

Соленость (salinity) Сильные электролиты (соли) Кондуктометрия Стандартная смесь солей
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держание фенолов в пробе составляет 3 мг/л или
хотя бы приблизительно равно этой концентра-
ции. Оно означает только то, что после обработки
4-аминоантипирином проба с неизвестным сум-
марным содержанием фенолов имеет такую же
оптическую плотность, как раствор, содержащий
3 мг С6H5OH в 1 л. Таким образом, для определе-
ния одной физической величины (суммарного
содержания разных фенолов) аналитик использу-
ет градуировку, построенную для определения
другой величины (содержания стандартного ве-
щества). Выражение одной физической величи-
ны в пересчете на другую метрологически некор-
ректно, так же как оценка расстояний в часах по-
лета или литрах затраченного бензина.

Чтобы построить “правильную” градуировку,
нужны эталоны с известным суммарным содер-
жанием именно тех компонентов искомой груп-
пы, которые есть в пробах, причем с таким же со-
отношением этих компонентов. Можно приме-
нять в качестве стандартного вещества смеси
компонентов группы, заранее выделенные из та-
ких же объектов, как исследуемые [51]. Этот при-
ем снижает систематические погрешности, но не
устраняет их.

Относительная погрешность группового ана-
лиза (δс) зависит от ряда факторов. Главный из
них – внутригрупповая селективность сигналов;
чем она сильнее выражена, тем больше предель-

ная погрешность. Чтобы получить приблизитель-
но правильные результаты группового анализа,
надо не только правильно выбрать стандартное
вещество, но и нивелировать чувствительность
определения разных компонентов группы; для
этого аналитики разработали и проверили на
практике целый ряд способов (табл. 5). Разные
способы нивелирования сигналов обоснованы и
сопоставлены в монографии [5].

Если качественный состав группы и коэффи-
циенты чувствительности компонентов извест-
ны, то величину δс можно успешно прогнозиро-
вать. Более того, по величине ИП можно рассчи-
тать искомое значение сΣ (в интервальной форме)
[63]. Однако интервальные оценки суммарных
содержаний учитывают лишь внутригрупповую
селективность сигналов и выбор стандартного ве-
щества. Другими источниками погрешностей мо-
гут быть ошибки при формировании группы, не-
правильный выбор способа измерений, неадди-
тивность сигналов, потери аналитов в ходе
пробоподготовки, влияние посторонних веществ
и т.д. Как правило, для методик, основанных на
измерении ИП, единичные погрешности ГА не
превышают 50 отн. %. При неудачном выборе
способа измерений и использовании неподходя-
щих стандартных веществ эти погрешности могут
доходить до 500% [40], особенно при сильно вы-
раженной внутригрупповой селективности сиг-

Таблица 5. Способы нивелирования коэффициентов чувствительности при оценке суммарного содержания од-
нотипных аналитов с помощью интегральных показателей [5]

Способ нивелирования Метод анализа Группа аналитов Литература

Подбор группового реагента Спектрофотометрия Белки  [27, 52]
Спектрофотометрия Фенолы  [50]

Замена вспомогательного 
реагента

Спектрофотометрия Антиоксиданты (полифенолы)  [53]

Введение дополнительного 
реагента

Спектрофотометрия Белки  [52, 54]
Вольтамперометрия Тиолы  [55]

Изменение концентрационных 
условий

Спектрометрия в видимой 
области

Антиоксиданты (полифенолы)  [56]

Изменение времени экспозиции Спектрометрия в видимой 
области

Белки, полифенолы  [56, 57]

Подбор длины волны Спектрофотометрия Фенолы  [58]
Измерение сигнала на нескольких 
длинах волн

ИК-спектрометрия Углеводороды  [28, 59]

Измерение поглощения полихро-
матического излучения

ИК-фотометрия Углеводороды  [60]

Измерение интегральной интен-
сивности сигнала

ИК-спектрометрия Углеводороды  [61]

Переход к другому способу выраже-
ния концентраций

Рефрактометрия Углеводы  [62]
Спектрометрия в видимой 
области (FRAP)

Антиоксиданты (полифенолы)  [56]
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налов. Возникает вопрос, можно ли вообще при-
менять столь неточные показатели состава, как
ИП. Ответ зависит от цели применения. Для мо-
ниторинга или оценки степени очистки сточных
вод можно использовать любые ИП, так как зна-
чения с* в пробах, отобранных в разное время из
одного и того же водоема и проанализированных
по одной и той же методике, приблизительно
пропорциональны действительным значениям сΣ.
По меняющимся значениям ИП можно судить о
динамике изменений группового состава объек-
та. Можно использовать неточные ИП и для
скрининга. Но такие ИП нельзя сопоставлять с
нормативами группового состава! Предложенные
гигиенистами предельно допустимые значения
показателей группового состава вызывают рез-
кую критику специалистов [64–66]. Применение
ИП в аналитическом контроле качества продук-
ции промышленных предприятий также нежела-
тельно.

Несмотря на метрологическую некоррект-
ность и невысокую точность результатов, получа-
емых с помощью ИП, этот способ группового
анализа имеет свои достоинства: экспрессность,
простота и прецизионность методик, возмож-
ность оценки сΣ без разделения и опознания ком-
понентов пробы. Имеет значение и то, что с по-
мощью ИП уже собран большой объем данных по
групповому составу разных объектов. Система
интегральных показателей должна быть суще-
ственно улучшена, но отказываться от нее не сле-
дует.

ПРИМЕНЕНИЕ МНОГОМЕРНЫХ 
ГРАДУИРОВОК

Недостатки ИП как инструмента группового
анализа привлекли внимание аналитиков к аль-
тернативным способам оценки суммарных со-
держаний. Новые методики ГА не должны усту-
пать известным по прецизионности, чувстви-
тельности и экспрессности, но они должны быть
гораздо более правильными. Должны быть устра-
нены субъективность и метрологическая некор-
ректность, характерные для применения инте-
гральных показателей. Этим требованиям соот-
ветствует сравнительно новый способ оценки
суммарных содержаний, а именно применение
многомерных градуировок. Аналитические воз-
можности многомерных градуировок как инстру-
мента ГА еще недостаточно изучены.

Исходными данными обычно являются опти-
ческие плотности раствора пробы, одновременно
измеренные при разных аналитических длинах
волн (АДВ) в УФ- или ближней ИК-области [67].
По этим данным рассчитывают математические
модели (регрессии), связывающие концентрации
аналитов (сi или сΣ) и результаты исходных изме-

рений [68]. Начиная с 1980-х годов, эти модели
рассчитывают, применяя хемометрические алго-
ритмы и компьютерные программы [69, 70]. Чаще
всего с помощью многомерных градуировок ком-
поненты исследуемого объекта определяют раз-
дельно, однако на рубеже XX и XXI веков много-
мерные градуировки стали применять и для опре-
деления суммарного содержания однотипных
органических соединений. Для этого пригодны
многомерные линейные градуировки двух типов,
прямые и обращенные.

Прямые (“традиционные”) градуировки соот-
ветствуют общей формуле

(1)

где (AΣ)j – обобщенный сигнал присутствующих в
пробе аналитов искомой группы при j-ой АДВ,
kij – коэффициент поглощения i-го аналита при
j-ой длине волны, сi – концентрация i-го аналита.
Коэффициенты поглощения аналитов при всех
АДВ заранее определяют по однокомпонентным
модельным растворам или по стандартным сме-
сям известного состава. Значения сi для очеред-
ной пробы находят, решая переопределенную си-
стему линейных уравнений типа (1) с помощью
подходящих хемометрических алгоритмов, а за-
тем суммируют найденные значения сi. Приме-
ром может быть УФ-спектрометрическое опреде-
ление суммарного содержания аренов в интерва-
ле значений сΣ от 0.1 до 0.5 мг/л [71].
Суммирование найденных сi привело к довольно
точным оценкам сΣ; относительная погрешность
не превышала 5 отн. %. Данный вариант ГА явля-
ется простым и метрологически корректным, но
он применим лишь к сравнительно простым сме-
сям с известным качественным составом. Число
АДВ должно превышать число аналитов в пробе,
а сигналы компонентов должны быть аддитивны.

В более сложных случаях рекомендуется ис-
пользовать обращенные многомерные градуировки.
Они отвечают общей формуле

(2)

Здесь bj – регрессионный коэффициент для j-ой
АДВ. Значения bj заранее находят по спектрам
модельных смесей известного состава, образую-
щих обучающую выборку. Для расчета сΣ часто
используют хемометрический алгоритм PLS, реа-
лизуемый с помощью программы “Unscrambler”
[70]. Можно применять и другие алгоритмы, реа-
лизуемые с помощью более простых и доступных
программ. Примеры методик ГА, основанных на
применении обращенных градуировок, представ-
лены в табл. 6. При построении обращенных гра-
дуировок число АДВ может быть меньше числа
однотипных аналитов, имеющихся в пробе. При
аддитивном светопоглощении компонентов ис-
комой группы и достаточно большом объеме обу-

( ,) j ij iA k сΣ = Σ

( ) .j jс b AΣ Σ= Σ
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чающей выборки применение обращенных гра-
дуировок дает весьма точные результаты ГА. При
неаддитивном светопоглощении точность ре-
зультатов ниже, тем не менее анализ возможен и
в этом случае [77].

Несомненно, вариант группового анализа, ос-
нованный на применении обращенных много-
мерных градуировок, является очень перспектив-
ным. Он имеет два важных преимущества по
сравнению с использованием ИП. Во-первых, ре-
зультат ГА выражают в метрологически коррект-
ной форме, без пересчета на содержание произ-
вольно выбранного стандартного вещества. Во-
вторых, использование множества стандартных
смесей и проведение измерений при многих дли-
нах волн способствуют повышению прецизион-
ности и правильности группового анализа. Если в
обучающую выборку включили достаточное чис-
ло градуировочных смесей, а их состав близок к
составу исследуемого объекта, то погрешности
группового анализа окажутся намного ниже (при
прочих равных условиях), чем при использова-
нии ИП. Систематические погрешности ГА с
применением обращенных градуировок обычно
не превышают 10%. Формировать обращенные
многомерные градуировки можно так, чтобы
учесть влияние потерь при экстракции и влияние
посторонних веществ [76].

НЕРЕШЕННЫЕ ПРОБЛЕМЫ 
ГРУППОВОГО АНАЛИЗА

Обзор литературы показывает, что групповой
анализ объектов сложного состава является само-
стоятельным видом химического анализа, имеет
собственные теоретические основы, свой набор
применяемых методов анализа и целый ряд нере-

шенных проблем. Рассмотрение методологиче-
ских и метрологических аспектов группового
анализа позволяет выделить три основные про-
блемы. А именно:

1. Неопределенность индивидуального состава 
групп однотипных (совместно определяемых) 

органических соединений

Такая неопределенность затрудняет разработ-
ку методик ГА и интерпретацию результатов ана-
лиза. Способом решения проблемы может стать
официальная регламентация состава групп.
А именно: должны быть проведены специальные
исследования, и по их результатам установлены
перечни наиболее распространенных однотип-
ных соединений, входящих в ту или иную группу.
Вместо перечней могут быть указаны четкие кри-
терии отнесения индивидуальных соединений к
той или иной группе. Информация об индивиду-
альном составе групп должна не только учиты-
ваться при разработке методик группового анали-
за, но и указываться в нормативных документах
(ГОСТы, МВИ, ПДК и т.п.). Методики ГА долж-
ны быть составлены так, чтобы все компоненты
искомой группы, присутствующие в единичной
пробе, участвовали в формировании обобщенно-
го аналитического сигнала. В этом случае и при
исключении других источников неопределен-
ности (влияние посторонних веществ и т.п.) ре-
зультаты ГА одних и тех же объектов не должны
зависеть от выбора методики, что важно для со-
поставления результатов анализа и достижения
единства измерений.

Таблица 6. Примеры определения суммарных содержаний (сΣ) однотипных аналитов с помощью обращенных
многомерных градуировок

Группа 
аналитов

Диапазоны 
значений сΣ

Объект анализа Область 
спектра Алгоритм δс, отн. % Литература

Углеводы 10−200 мг/мл Фруктовые соки БИК PLS <3  [72]
Таннины До 1 мг/мл Красные вина БИК PLS ?  [73]
Парафины, 
нафтены, 
арены

40−50%
40−65% 
1.5−11%

Бензиновые
фракции нефти

БИК PLS <2 <3 <5  [74]

Полифенолы 15−25 мг/л Чай БИК PLS ?  [75]
Углеводороды 10−100 мг/л Сточные воды ИК МЛР

PLS
<8
<6

 [76]

Арены До 50 мг/л Сточные воды УФ OLS <20  [43]
Тяжелые 
металлы

10–20 мкмоль/л Модельные рас-
творы

ВИД OLS <6  [77]

Антоцианины <1% Красные вина БИК PLS, нейрон-
ные сети

?  [78]
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2. Внутригрупповая селективность сигналов

В отличие от неопределенности индивидуаль-
ного состава групп, внутригрупповая селектив-
ность сигналов искажает результаты анализа не
во всех вариантах ГА, а только при определении
интегральных показателей состава. В настоящее
время такие показатели являются основным ин-
струментом ГА, и проблема внутригрупповой се-
лективности сигналов весьма актуальна. Спосо-
бом ее решения является нивелирование чувстви-
тельности определения компонентов группы.
Нивелирование обычно достигается путем выбо-
ра оптимального способа или оптимальных усло-
вий измерения обобщенных сигналов. При не-
возможности нивелирования сигналов выходом
может быть переход к применению обращенных
многомерных градуировок. Другой выход – сум-
мирование концентраций компонентов группы
после их хроматографического разделения и опо-
знания.

3. Неаддитивность сигналов

Этот фактор также приводит к систематиче-
ским погрешностям ГА. Проблема неаддитивно-
сти сигналов актуальна при любом способе про-
ведения ГА. К сожалению, источники неаддитив-
ности сигналов недостаточно изучены. Обычно
считают, что источником является химическое
взаимодействие аналитов, однако значимые от-
клонения от аддитивности иногда наблюдаются и
в тех случаях, когда компоненты искомой группы
друг с другом не реагируют. Снизить отклонения
от аддитивности можно путем перехода к другим
условиям измерения сигналов или изменения
концентрационных условий. При невозможно-
сти устранения отклонений от аддитивности сле-
дует применять обращенные многомерные граду-
ировки или суммировать концентрации компо-
нентов после их разделения.

Для успешного решения этих и ряда других
проблем группового анализа необходимо расши-
рение исследований в этой области аналитиче-
ской химии. Следует увеличить выпуск и расши-
рить ассортимент стандартных образцов группо-
вого состава. Принципы, возможности и способы
группового анализа должны войти в программу
профессиональной подготовки аналитиков. Зна-
комить студентов с этим видом химического ана-
лиза следует и в рамках базового курса “Аналити-
ческая химия”.

Автор благодарит акад. Ю.А. Золотова за цен-
ные советы при обсуждении плана данной статьи и
д.х.н. И.В. Власову за полезные замечания при об-
суждении текста.
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Изучено влияние химически активных фторсодержащих добавок AlF3, BaF2 и ZnF2 на характер ис-
парения ряда труднолетучих элементов из тугоплавкой матрицы в кратере электрода дуги постоян-
ного тока при атомно-эмиссионном анализе циркония. Найдено, что в присутствии добавок проис-
ходит образование легколетучих фторидов труднолетучих элементов-примесей и их фракционное
испарение по отношению к испарению элемента-основы. Быстрое и полное испарение фторидов
примесей происходит в течение первых 30 с горения дуги, и лишь после этого начинается интенсив-
ное испарение основы. Такое фракционирование приводит к значительному росту интенсивности
спектральных линий примесей и уменьшению интенсивности фона и, следовательно, снижению
пределов определения труднолетучих элементов в оксиде циркония. Установлено, что наиболее эф-
фективной из исследуемых фторирующих добавок является фторид цинка. Его использование поз-
волило снизить пределы определения труднолетучих элементов на два порядка по сравнению с пре-
делами определения в оксиде циркония без добавок, а также улучшить воспроизводимость резуль-
татов определений.
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Благодаря своим уникальным свойствам:
прочности, термостойкости и высокой коррози-
онной стойкости цирконий находит широкое
применение в электротехнике, металлургической
промышленности и машиностроении. Кроме то-
го, цирконий, обладая нейтронной прозрачно-
стью, является незаменимым конструкционным
материалом для оболочек тепловыделяющих эле-
ментов (ТВЭЛов) для атомных реакторов элек-
тростанций и ядерных установок морского флота.
Немаловажными являются и перспективы его
применения в медицине. При лечении переломов
и в челюстно-лицевой хирургии успешно исполь-
зуют импланты на основе циркониевых сплавов,
обладающих преимуществами перед другими ма-
териалами-аналогами по биологической совме-
стимости, прочности, устойчивости к коррозии и
пластичности. Известно, что содержание приме-
сей даже в следовых концентрациях ухудшает по-
лезные свойства металла. Например, B и Hf име-
ют большое сечение поглощения нейтронов,
причем у бора оно на порядок выше, чем у гаф-
ния, поэтому их допустимое содержание в цирко-

нии для атомной промышленности составляет
0.01–0.05 мас. % для гафния и на порядок меньше
для бора [1]. Бериллий является высокотоксич-
ным элементом, поэтому возможность его опре-
деления в цирконии с достаточно низкими преде-
лами определения (сlim) важна для медицины. Та-
ким образом, разработка высокочувствительных
методов определения примесных элементов в
цирконии остаeтся весьма актуальной задачей.

Анализ тугоплавких металлов, к числу кото-
рых принадлежит и цирконий, представляет со-
бой непростую аналитическую задачу ввиду ряда
причин, в частности, трудностей в пробоподго-
товке из-за плохой растворимости в случаях, тре-
бующих переведения проб в раствор, и высокой
температуры кипения в дуговых спектральных
методах. Кроме того, богатые эмиссионные спек-
тры циркония обусловливают высокую интен-
сивность фона в спектре, а также риск перекры-
вания его спектральных линий с линиями приме-
сей. В результате предложенные методы анализа
циркониевых материалов, например атомно-
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эмиссионная спектрометрия (АЭС) с индуктивно
связанной плазмой, демонстрируют достаточно
высокие сlim, например, для труднолетучих эле-
ментов они находятся на уровне 0.1 мас. %, [2],
что не удовлетворяет требованиям атомной про-
мышленности и медицины. Кроме того, способы,
связанные с растворением матрицы, являются
трудоемкими, требуют сильного разбавления
пробы или отделения матрицы, что связано с
риском дополнительных загрязнений, т.е. увели-
чением значений холостого опыта и ухудшением
тем самым метрологических характеристик. Дру-
гие, более чувствительные методы, например
масс-спектрометрия с индуктивно связанной
плазмой, помимо указанных выше недостатков,
связанных с растворением пробы, являются до-
рогостоящими и не всегда доступными.

Наиболее подходящим, не требующим раство-
рения образцов методом анализа циркониевых
соединений представляется АЭС в дуге постоянно-
го тока. Метод характеризуется достаточно высокой
чувствительностью и простой пробоподготовкой,
широкой доступностью и экономичностью. Одна-
ко задача усложняется при необходимости опреде-
ления примесных элементов, обладающих анало-
гичной с цирконием низкой летучестью (Ткип свы-
ше 4000°С), а также богатыми эмиссионными
спектрами, перекрывающимися с линиями основы.
Эти причины препятствуют достижению необходи-
мых сlim и требуемой надежности определений и
мотивируют поиск путей их преодоления. Так,
например, для снижения сlim гафния до 0.01 мас. %
предложено использование тонкостенного элек-
трода формы “узкий кратер” [3], который обеспе-
чивает быстрый и равномерный нагрев пробы до
высоких температур, при которых она достаточно
быстро поступает в плазму дуги. Однако в этом
случае испарение основы и примесных элементов
происходит одновременно, что не позволяет сни-
зить ни уровень фона, ни возможное перекрыва-
ние аналитических линий в спектре. С нашей
точки зрения, для снижения сlim более эффекти-
вен метод фракционного (селективного) испаре-
ния определяемых элементов-примесей из мат-
рицы, которое можно осуществить введением со-
ответствующей химически активной добавки,
приводящей к образованию в кратере электрода
дуги легколетучих соединений определяемых
элементов. В результате можно ожидать значи-
тельного снижения сlim примесных элементов.
Однако описанные в литературе способы исполь-
зования химических добавок BiF3 и BaF2 в анали-
зе оксида циркония в дуге постоянного или пере-
менного тока [3, 4] не дали желаемых результатов.
Возможно, это объясняется тем, что из-за низкой
температуры кипения фторид висмута испаряет-
ся из электрода прежде, чем происходит фтори-
рование и образование легколетучих фторидов

труднолетучих элементов [3]. Добавку BaF2 исполь-
зовали в сочетании с графитовым порошком, что
приводило к образованию труднолетучих карбидов
не только матричного, но и примесных элементов
[4] и делало способ неэффективным. Таким обра-
зом, поиск оптимальных химических добавок для
селективного испарения и, следовательно, улуч-
шения метрологических характеристик опреде-
ления тугоплавких примесей в соединениях цир-
кония не теряет своей актуальности.

Цель настоящей работы – исследование пове-
дения и возможности фракционного испарения
труднолетучих элементов-примесей и основы из
кратера электрода дуги постоянного тока в при-
сутствии фторсодержащих химических добавок
AlF3, BaF2 и ZnF2 для улучшения метрологиче-
ских характеристик анализа оксида циркония.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Использовали спектрограф PGS-2 с плоской
дифракционной решеткой 651 штр/мм, обеспе-
чивающий обратную линейную дисперсию
0.74 нм/мм. В качестве источника возбуждения
спектров применяли дугу постоянного тока 13 А.
Эмиссионные спектры регистрировали с помо-
щью разработанной в нашей лаборатории фото-
электрической системы регистрации с использо-
ванием линеек приборов с зарядовой связью [5].

В качестве добавок исследовали AlF3, BaF2,
ZnF2, и NaCl марки ос. ч. Кривые испарения эле-
ментов строили по результатам регистрации
спектров с экспозициями по 10 с до полного ис-
парения пробы из кратера электрода. Пробу на-
бивали в кратер нижнего электрода (анода) типа
“рюмка”. Кратер “рюмки” имел глубину и диа-
метр 4 мм, толщину стенок 1 мм, шейку диамет-
ром 1.5 и высоту 4 мм. Конец верхнего электрода
был заточен на конус. Расстояние между электро-
дами составляло 4 мм. Использовали трехлинзо-
вую систему освещения щели.

Образцы сравнения готовили на основе окси-
да циркония ос. ч. Примесные элементы вводили
также в виде их оксидов ос. ч. Концентрация при-
месных элементов в головном образце составляла
1 мас. % Образцы сравнения готовили методом
последовательного разбавления головного этало-
на оксидом циркония ос. ч. Готовили две серии
образцов сравнения. О правильности приготов-
ленных образцов свидетельствовало совпадение
градуировочных графиков определяемых элемен-
тов в этих сериях.

Металлический цирконий перед анализом пе-
реводили в оксид путем прокаливания на воздухе
при 900°С. В полученный оксид вводили добавку,
тщательно перемешивали в ступке из оргстекла и
анализировали.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Изученные элементы перечислены в табл. 1.

Их выбор определялся аномально высокими
(4000–5000оС) температурами кипения соедине-
ний, в виде которых они могут находиться в ана-
лизируемой основе, имеющей также высокую
температуру кипения. Кроме того, высокочув-
ствительное определение примесей Be, B и Hf
имеет практическое значение для различных об-
ластей применения. В качестве химических доба-
вок выбрали фторсодержащие соединения AlF3,
BaF2 и ZnF2, так как фториды труднолетучих эле-
ментов, которые могут образоваться в кратере
электрода дуги в их присутствии, имеют низкие
температуры кипения и достаточно устойчивы
[6]. Эти добавки обладают достаточно высокими
температурами кипения, что предотвращает их
преждевременное испарение из кратера электро-
да до окончания процесса фторирования трудно-
летучих элементов, имеют довольно простой эмис-
сионный спектр, поэтому их присутствие в анали-
зируемом образце дополнительно не усложняет
проведение анализа. Для сравнения с фторидами
изучили влияние на характер испарения трудноле-
тучих элементов добавки NaCl, широко используе-
мой для снижения пределов обнаружения ряда эле-
ментов в различных объектах [7].

На рис. 1а, б приведены кривые испарения бе-
риллия и гафния из кратера дуги постоянного то-
ка в присутствии и в отсутствие добавок. Опти-
мальное количество добавки, найденное из зави-
симости интенсивности спектральных линий
определяемых элементов от еe содержания, со-
ставило 15 мас. % для всех изучаемых фторидов.
Из рис. 1а, б видно, что влияние всех изученных
фторсодержащих соединений одинаково по от-
ношению к Be и Hf. Наблюдается как значитель-
ный рост интенсивности спектральных линий,
так и уменьшение времени их полного испарения
из кратера электрода дуги, что свидетельствует об
образовании легколетучих фторидов. Тем не ме-
нее максимальный эффект наблюдается для фто-
рида цинка. Объяснить это явление, по-видимо-
му, можно разницей в потенциалах ионизации
элементов (Vi), образующих фториды. Как видно
из табл. 1, Vi определяемых элементов находятся
на уровне 7–9 эВ. Оптимальная температура
плазмы (Топт) для возбуждения выбранных атом-
ных спектральных линий для этих элементов,
рассчитанная по предложенной в работе [8] фор-
муле, составляет 5600–5800°С. Значения Топт для
ионных линий элементов составляют около
7000°С. Эффективная температура плазмы цир-
кониевой дуги в атмосфере воздуха (Vi циркония
равен 6.95 эВ) составляет 5900°С [9]. Известно
[10], что введение в плазму дуги, горящую в атмо-
сфере воздуха, элементов с невысоким Vi способ-
ствует снижению эффективной температуры

плазмы. При этом снижение температуры плазмы
тем больше, чем ниже Vi вводимого элемента и
больше его концентрация в столбе дуги. Введение
в дугу элементов с высокими Vi (>10 эВ) практи-
чески не влияет на эффективную температуру
столба дуги. В связи с этим можно предположить,
что введение фторида цинка (Vi цинка 9.393 эВ)
практически не приводит к снижению эффектив-
ной температуры плазмы дуги, и она остается
близкой к оптимальной для возбуждения спек-
тральных линий труднолетучих элементов. В то
же время использование легкоионизуемых фто-
ридов алюминия и бария (Vi алюминия и бария
равны 5.985 и 5.21 эВ соответственно) способ-
ствует значительному снижению температуры
плазмы дуги до 5300 ± 5400°С [9], что и объясняет
менее значительный рост интенсивности атом-
ных линий гафния и бериллия в присутствии этих
добавок по сравнению с фторидом цинка. Таким
образом, при выборе химически активной добав-
ки важно учитывать не только температуру кипе-
ния добавки, но и потенциал ионизации элемен-
та, входящего в ее состав.

Использование добавки 4 мас. % хлорида на-
трия (рис. 1) способствует лишь незначительному
росту интенсивности спектральных линий труд-
нолетучих элементов, а время их полного испаре-
ния остается практически тем же, что и без добав-
ки. Это еще раз подтверждает [11], что добавка
NaCl действует скорее как спектроскопический
буфер, а не химически активная добавка, поэтому
ее использование для определения труднолетучих
элементов нецелесообразно.

Поведение остальных примесных элементов,
перечисленных в табл. 1, при введении добавок
имеет аналогичный характер.

На рис. 2 представлены кривые испарения
элемента-основы циркония из электрода дуги
при наличии и в отсутствие добавок. Видно, что
без добавок (кривая 4) температура плазмы и,

Таблица 1. Потенциалы ионизации (Vi), температуры
кипения труднолетучих металлов и их оксидов, а также
длины волн спектральных линий, используемые для
их определения

Элемент λ, нм
Ткип Мe, 

°C
Ткип 

МexOy, °C
Vi, эВ

B 249.772 3865 1860 8.29
Be 313.042 2970 4120 9.32
Hf 277.335 4600 5400 6.82
Nb 309.417 3700 4744 6.77
Ta 293.355 5458 >5000 7.89
V 310.229 3400 2030 6.74
Zr 268.945 4409 4300 6.95
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следовательно, электрода выше, поэтому интен-
сивное испарение основы – циркония из элек-
трода начинается с момента зажигания дуги.
В присутствии всех добавок интенсивное поступ-
ление циркония в плазму дуги начинается после
30-й секунды с момента зажигания дуги. При
этом интенсивность его спектральных линий в
присутствии ZnF2 выше, чем в присутствии дру-
гих добавок. Это наглядно подтверждает тот
факт, что в присутствии легкоионизуемых доба-
вок температура плазмы и, соответственно, элек-
трода ниже, чем в присутствии фторида цинка.

Из рис. 3 на примере поведения примеси тан-
тала видно, что его испарение и испарение эле-
мента-основы циркония из кратера электрода в
присутствии добавки ZnF2 разделено во времени.
Испарение тантала происходит в первые 30 с го-
рения дуги, а интенсивное испарение циркония
начинается после 30-й секунды. Известно, что
чувствительность метода определяется соотно-
шением Iл/Iф, где Iл – интенсивность аналитиче-
ской линии определяемого элемента, а Iф – ин-
тенсивность фона рядом с ней. Фракционное ис-
парение элемента-примеси по отношению к

Рис. 1. Кривые испарения Hf (а) и Be (б) из оксида циркония без добавок (1) и в присутствии добавок: 2 – 15 мас. %
ZnF2, 3 − 15 мас. % AlF3, 4 − 15 мас. % BaF2, 5 – 4 мас. % NaCI.
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элементу-основы приводит к уменьшению вели-
чины Iф вблизи аналитической линии тантала.
Таким образом, использование добавки фторида
цинка способствует одновременно и росту интен-
сивности спектральных линий труднолетучих
элементов-примесей за счет образования в крате-

ре электрода их летучих фторидов, и уменьшению
интенсивности фона в спектре, что приводит к
значительному снижению сlim тантала в оксиде
циркония.

Такое поведение характерно для всех изучен-
ных примесей в цирконии, что отражено в табл. 2,

Рис. 2. Сравнительные кривые испарения элемента-основы циркония из кратера электрода в присутствии добавок:
1 – NaCI, 2 − AlF3, 3 – ZnF2, 4 – без добавки.
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Рис. 3. Фракционный характер испарения элемента-примеси тантала (1) по отношению к испарению элемента-осно-
вы циркония (2) из кратера электрода дуги в присутствии добавки ZnF2.
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где приведены значения сlim, а также сходимость
результатов их определения в оксиде циркония в
присутствии и в отсутствие добавки ZnF2. сlim оце-
нивали по содержанию, соответствующему ниж-
ней точке градуировочного графика, найденному
с приемлемой точностью [12]. Из табл. 2 видно,
что использование фторида цинка приводит не
только к снижению сlim на два порядка, но и к
улучшению сходимости результатов определе-
ния. Правильность результатов определения
труднолетучих элементов-примесей в присут-
ствии ZnF2 проверяли методом введено−найдено
(табл. 3). Для Hf, Nb и Ta, пределы определения
которых составляют (2−5) × 10–3 мас. %, проверку
правильности проводили при концентрации 5.0 ×
×10–2 мас. %. Для B, Be и V, пределы определения
которых на порядок ниже, правильность опреде-
ления контролировали при более низкой концен-
трации − 5.0 × 10–4 мас. %. Полученные результа-
ты (табл. 3) свидетельствуют об отсутствии значи-
мых различий между введеннным и найденным
содержаниями для всех определяемых элементов.

* * *
Таким образом, изучено поведение трудноле-

тучих элементов в присутствии фторсодержащих
добавок AlF3, BaF2 и ZnF2 в дуге постоянного тока
при анализе циркония методом атомно-эмисси-
онной спектрометрии. Показано, что происходит
фракционное испарение труднолетучих элемен-
тов-примесей по отношению к матричному эле-
менту в плазму дуги благодаря образованию в
кратере электрода их легколетучих фторидов. Это
приводит к существенному росту интенсивности
спектральных линий элементов-примесей и сниже-
нию фона вблизи аналитических линий. Найдено,
что из изученных добавок наиболее эффективен
ZnF2. Использование ZnF2 позволило снизить пре-
делы определения труднолетучих элементов в оксиде
циркония на полтора-два порядка и значитель-
но улучшить сходимость результатов их опреде-
лений.

Работа выполнена в рамках Госзадания № 075-
00706-22-00.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Решетников Ф.Г. Разработка, производство и экс-

плуатация тепловыделяющих элементов энергети-
ческих реакторов. М.: Энергоиздат, 1995. Кн. 1.
С. 126.

2. Глинская И.В., Теселкина А.Э., Алексеева Т.Ю.,
Куфтырев Р.Ю. Анализ диоксида циркония, ста-
билизированного оксидом иттрия, методом атом-
но-эмиссионной спектрометрии с индуктивно
связанной плазмой // Заводск. лаборатория. Диа-
гностика материалов. 2018. Т. 84. № 4. С. 16.

3. Домбровская М.А., Лисиенко Д.Г., Шафар О.Ю.
Определение гафния в циркониевых материалах //
Заводск. лаборатория. Диагностика материалов.
2019. Т. 85. № 1. Ч. II. С. 56.

4. Елинсон С.В., Петров К.И. Аналитическая химия
циркония и гафния. М.: Наука, 1965. 240 с.

5. Бурмий Ж.П., Золотарева Н.И., Хвостиков В.А.,
Гражулене С.С. Фотоэлектрическая регистрация
эмиссионных спектров на основе приборов с заря-

Таблица 2. Пределы определения (сlim) и сходимость результатов определения (sr) труднолетучих элементов в ок-
сиде циркония в присутствии добавки 15 мас. % ZnF2 и без добавки (n = 15, P = 0.95)

Элемент
clim, мас. % sr

без добавки с ZnF2 без добавки с ZnF2

B 5 × 10–2 3 × 10–4 0.18 0.12

Be 7 × 10–3 7 × 10–5 0.16 0.09

Hf 8 × 10–2 2 × 10–3 0.20 0.12

Nb 5 × 10–2 8 × 10–4 0.18. 0.09

Ta 8 × 10–2 5 × 10–3 0.20 0.12

V 1 × 10–2 2 × 10–4 0.15 0.08

Таблица 3. Проверка правильности определения труд-
нолетучих элементов в оксиде циркония в присут-
ствии добавки ZnF2 дуговым атомно-эмиссионным
методом (n = 4, Р = 0.95)

Элемент Введено, 
мас. % Найдено, мас. % sr

B 5.0 × 10–4 (4.6 ± 0.9) × 10–4 0.13

Be 5.0 × 10–4 (4.8 ± 0.8) × 10–4 0.11

Hf 5.0 × 10–2 (4.6 ± 0.9) × 10–2 0.12

Nb 5.0 × 10–2 (4.9 ± 0.7) × 10–2 0.09

Ta 5.0 × 10–2 (4.4 ± 0.9) × 10–2 0.13

V 5.0 × 10–4 (5.0 ± 0.8) × 10–4 0.10



150

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 2  2023

ЗОЛОТАРЕВА, ГРАЖУЛЕНЕ

довой связью // Заводск. лаборатория. Диагности-
ка материалов. 2008. Т. 74. № 6. С. 26.

6. Верятин У.Д., Маширев В.П. Термодинамические
свойства индивидуальных веществ. М.: Атомиздат,
1965. С. 154.

7. Чанышева Т.А., Шелпакова И.Р. Унифицирован-
ный метод атомно-эмиссионного спектрального
анализа объектов разной природы // Аналитика и
контроль. 2002. Т. 6. № 3. С. 298.

8. Гольдфарб В.М., Ильина Е.В. О зависимости интен-
сивности спектральных линий от состава плазмы
дуги постоянного тока / Прикладная спектроско-
пия. М.: Наука, 1969. Т. 1. С. 172.

9. Зильберштейн Х.И. Спектральный анализ чистых
веществ. Л.: Химия, 1971. С. 105.

10. Зайдель А.Н., Калитеевский Н.И., Липис Л.В., Чай-
ка М.П. Эмиссионный спектральный анализ атом-
ных материалов. М.: Физматгиз, 1960. 686 с.

11. Домбровская М.А., Лисиенко Д.Г., Гильмуллина Ч.Г.,
Кубрина Е.Д. Совершенствование атомно-эмисси-
онной методики анализа графитового коллектора //
Заводск. лаборатория. Диагностика материалов.
2017. Т. 83. № 1. Ч. II. С. 51.

12. Экспериандова Л.П., Беликов К.Н., Химченко С.В.,
Бланк Т.А. Еще раз о пределах обнаружения и
определения // Журн. аналит. химии. 2010. Т. 65.
№ 3. С. 229. (Eksperiandova L.P., Belikov K.N., Khim-
chenko S.V., Blank T.A. Once again about determina-
tion and detection limits // J. Anal. Chem. 2010. V. 65.
№ 3. P. 223.)



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, 2023, том 78, № 2, с. 151–158

151

СПИРОПИРАНЫ НА ОСНОВЕ БЕНЗОФУРАНОВОГО ФРАГМЕНТА 
КАК АНАЛИТИЧЕСКИЕ РЕАГЕНТЫ НА НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ 

АМИНОТИОЛЫ
© 2023 г.   А. А. Щербатыхa, *, О. И. Аскалеповаa, А. О. Булановa, И. Н. Щербаковa, С. Т. Нгуенa

aЮжный федеральный университет, химический факультет
ул. Р. Зорге, 7, Ростов-на-Дону, 344090 Россия

*е-mail: sherbatyh@sfedu.ru, asherbatyx@inbox.ru
Поступила в редакцию 12.04.2022 г.

После доработки 21.06.2022 г.
Принята к публикации 06.07.2022 г.

Задача определения биологически активных низкомолекулярных аминотиолов, таких как цистеин
и глутатион, требует разработки новых методов и аналитических реагентов. Среди последних в от-
дельную группу можно выделить спиропираны – фотохромные органические вещества, в растворах
которых существует равновесие между циклической и открытой формами. В настоящей работе рас-
смотрена возможность применения бензофурановых спиропиранов в качестве аналитических реа-
гентов на аминотиолы. Изучено влияние различных заместителей в структуре спиропиранов на из-
менение их оптических свойств в присутствии цистеина и глутатиона. Установлено, что равновесие
в растворах бензофурановых спиропиранов, содержащих в положении 7 гидроксогруппу, в присут-
ствии аналитов смещается в сторону образования окрашенной раскрытой формы. Рассмотренные
спиропираны использованы для создания простой, селективной и чувствительной методики спек-
трофотометрического и кинетического определения цистеина и глутатиона in vitro.
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Низкомолекулярные аминотиолы, такие как
цистеин, гомоцистеин и глутатион, играют важ-
ную роль в биохимических процессах. Благодаря
сильным восстановительным свойствам они яв-
ляются незаменимыми компонентами защитной
системы организма: нейтрализуют действие
окислителей (таких как свободные радикалы [1,
2]) в условиях оксидативного стресса, поддержи-
вают постоянство окислительно-восстановитель-
ного статуса клетки [3], участвуют в биосинтезе
других антиоксидантов и клеточных метаболитов
[4]. Концентрация их в клетке достаточно высока
(30−200 μM для цистеина, 5−15 μM для гомоци-
стеина, 10 мМ для глутатиона [5–7]), а в условиях
нарушения клеточного гомеостаза (оксидатив-
ный стресс, заболевания иммунной системы) мо-
жет изменяться, что делает их индикаторами для
отслеживания нежелательных физиологических
процессов [8–10]. Важная роль аминотиолов обу-
словливает необходимость их точного количе-
ственного определения, для чего постоянно раз-
рабатываются новые эффективные методы и син-
тезируются селективные сенсоры.

Перечень методов определения цистеина, го-
моцистеина и глутатиона достаточно широк – к

ним относятся спектрофотометрия [11], флуори-
метрия [12, 13], высокоэффективная жидкостная
хроматография [14], капиллярный зонный элек-
трофорез [15], масс-спектрометрия [16]. Если
рассматривать методы, основанные на спектро-
фотометрическом детектировании, то, поскольку
аналиты характеризуются слабым поглощением в
диапазоне 200–800 нм, часто в анализе применя-
ют дериватизирующие агенты [17, 18] или селек-
тивные химические сенсоры [7, 19]. Среди по-
следних в отдельную группу можно выделить
спиропираны.

Спиропираны – фотохромные органические
вещества, в растворах которых существует равно-
весие между двумя формами: спиро-формой
(циклической формой, ее раствор бесцветен) и
мероцианиновой формой (открытой меро-фор-
мой, ее раствор окрашен) [20–22]. На равновесие
могут влиять различные факторы: температура,
давление, облучение, pH среды, природа раство-
рителя, присутствие субстрата. В аналитических
целях особенно интересен последний фактор:
субстратами, которые способствуют раскрытию
циклической формы и образуют комплекс с меро-
цианиновой формой, часто служат ионы металлов
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[23] и аминокислоты [24] (в частности, содержащие
тиольные группы [25, 26]). На изменении спектров
поглощения спиропиранов, вызванном стабилиза-
цией мероцианиновой формы под действием ана-
лита, и основаны соответствующие методы ана-
лиза.

В работах [19, 25, 26], посвященных определе-
нию аминотиолов, отмечается, что тиольная
группировка аналитов участвует в дополнитель-
ном связывании со спиропираном, чем объясня-
ется селективность определения цистеина и глу-
татиона на фоне остальных аминокислот. Более
того, авторами работы [19] подчеркивается важ-
ность учета стерического фактора при подборе
структуры спиропирана. Так, наличие заместите-
лей большого размера и протяженной формы, со-
держащих гетероатомы (например, азот), позво-
ляет добиться селективности действия по отно-
шению к олигопептиду глутатиону на фоне
небольших по размеру аминокислот цистеина и
гомоцистеина. Кроме этого, все рассмотренные
спиропираны содержат индолиновый фрагмент,
благодаря которому образующаяся мероциани-
новая форма является цвиттер-ионом. С одной
стороны, за счет взаимодействия между цвиттер-
ионами мероцианина и аминокислоты образует-
ся прочный комплекс, что позволяет разработать
чувствительную методику. С другой стороны, по-
скольку цвиттер-ион мероцианина аналогичным
образом связывается и с другими цвиттер-иона-
ми, присутствующими в растворе (например, с
другими аминокислотами), а также с протонами
и ионами металлов, селективность разработан-
ных методов в ряде случаев [24–26] не всегда удо-
влетворительна.

В данной работе рассмотрены бензофурано-
вые спиропираны как аналитические реагенты на
аминотиолы. Мероцианиновая форма спиропи-
ранов, содержащих бензофурановый фрагмент,
представляет собой нейтральную молекулу [27–
31]. Изучено влияние структуры предложенных
спиропиранов на устойчивость мероцианиновой
формы и на чувствительность определения ци-
стеина, гомоцистеина и глутатиона. Показано,
что аналиты могут смещать равновесие в сторону
образования окрашенной формы, что позволило
разработать чувствительные и селективные мето-
дики их определения in vitro.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
L-цистеин (98%, Sigma-Aldrich, США; Cys),

L-гомоцистеин (98%, Sigma-Aldrich, США; Hcy),
L-глутатион (97%, Alfa-Aesar, США; GSH), L-ме-
тионин (98%, Sigma-Aldrich, США; Met), L-гли-
цин (97%, Sigma-Aldrich, США; Gly) использова-
ли без дополнительной очистки. Спиропираны
SP1-7 синтезировали, как описано ранее [27–31].
Ацетонитрил для ВЭЖХ производства “Крио-
хром” (Россия) применяли без дополнительной

очистки. Использовали реактивы и растворители
квалификации не ниже х. ч., если не указано
иное.

Точные навески препаратов взвешивали на ве-
сах специального класса точности МВ 210-А
(“Сартогосм”, Россия) с погрешностью измере-
ния 0.0001 г. Электронные спектры поглощения
соединений и значения оптической плотности ре-
гистрировали на спектрофотометре Cary 50, снаб-
женном Пельтье-термостатом (Varian, США), в
кварцевых кюветах с толщиной поглощающего
слоя 1.0 см. Значения pH растворов измеряли ио-
номером рН-150М (Теплоприбор, Россия) с ин-
дикаторным стеклянным электродом и хлоридсе-
ребряным электродом сравнения.

Исходные растворы аминокислот (5.0 × 10–3 М)
готовили растворением точной навески в биди-
стиллированной воде. Рабочие растворы необходи-
мой концентрации готовили последовательным
разбавлением исходного раствора бидистиллиро-
ванной водой. Исходные растворы спиропиранов
(5.0 × 10–4 М) готовили растворением точной на-
вески в ацетонитриле. Рабочие растворы необхо-
димой концентрации готовили последователь-
ным разбавлением исходного раствора ацетонит-
рилом.

Трис-HCl буферный раствор с pH 7.4 готови-
ли, разбавляя 25 мл 0.2 М раствора трис(гидрок-
симетил)аминометана до 100 мл 0.1 М HCl, кон-
тролируя значение pH с помощью pH-метра.

Для изучения взаимодействия между спиро-
пираном и субстратом раствор субстрата (Cys,
Hcy, GSH, Met или Gly, диапазон концентраций
0–1.0 × 10–3 М) добавляли к раствору спиропира-
на (конечная концентрация 5.0 × 10–5 М; раство-
ритель – смесь ацетонитрил–трис-HCl буфер-
ный раствор с pH 7.4 (50 : 50, по объему) [25]).
Смесь инкубировали в темноте в течение 25 мин,
затем регистрировали электронный спектр по-
глощения.

Константу связывания для комплекса амино-
тиола со спиропираном рассчитывали по форму-
ле (1):

(1)

где Ai – оптическая плотность при 460 нм (SP3) и
при 450 нм (SP7) в присутствии i-той концентра-
ции аналита [RSH] (GSH в случае SP7 и Cys в слу-
чае SP3), М; ε – молярный коэффициент свето-
поглощения спиропирана, М–1 см–1; [SP] – концен-
трация спиропирана, М; β – константа связывания
между спиропираном и аналитом, М–1.

Для получения градуировочных зависимостей
для спектрофотометрического определения Cys
(SP3) и GSH (SP7) смешивали растворы спиро-
пирана (конечные концентрации 2.0 × 10–5 М для
SP3 и 1.0 × 10–4 М для SP7) и аминотиола (диапа-
зон концентраций 1.7 × 10–6−2.0 × 10–5 М для Cys

[ ] [ ][ ]i i

1 1 1 ,
ε SP βε SP RSHA

= +
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и 5.0 × 10–7−1.0 × 10–4 М для GSH), в смеси ацето-
нитрил–трис-HCl буферный раствор с pH 7.4
(50 : 50, по объему) и после выдерживания в тем-
ноте в течение 25 мин регистрировали спектр по-
глощения.

Для определения Cys (SP3) и GSH (SP7) кине-
тическим методом смешивали растворы спиро-
пирана (конечные концентрации 2.0 × 10–5 М для
SP3 и 1.0 × 10–4 М для SP7) и аминотиола (диапа-
зон концентраций 1.7 × 10–6−1.0 × 10–5 М для Cys
и 5.0 × 10–7−5.0 × 10–5 М для GSH), в смеси аце-
тонитрил–трис-HCl буферный раствор с pH 7.4
(50 : 50, по объему) и в течение 25 мин регистри-
ровали спектры поглощения с интервалом 2 мин.
Кинетика взаимодействия спиропирана с амино-
тиолом при избыточной концентрации спиропи-
рана описывается уравнением реакции псевдо-
первого порядка по реагирующим компонентам:

(2)

где c0 – исходная концентрация спиропирана, М;
X – координата реакции, t – время, мин; k – кон-
станта скорости, мин–1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Концепция выбора структуры спиропиранов.

Определение аминокислот при помощи спиро-
пиранов основано на образовании комплекса
между мероцианиновой формой спиропирана и
аминокислотой. Это взаимодействие смещает
равновесие между спироциклической (раствор
бесцветен) и мероцианиновой (раствор окрашен
и поглощает свет в длинноволновой области)
формами в сторону последней.

В работах [19, 24–26], посвященных определе-
нию аминокислот, в основном рассмотрены спи-
ропираны, содержащие индолиновый фрагмент.
При раскрытии спиро-формы таких спиропира-
нов образуется полярная цвиттер-ионная меро-

цианиновая форма (схема 1а). Она образует ком-
плекс с цвиттер-ионной формой серосодержа-
щей аминокислоты главным образом за счет сил
электростатического притяжения, хотя возможно
образование дополнительных координационных
связей с атомом серы тиольной группы определя-
емой аминокислоты. При этом молекулы аналита
также могут активно участвовать в процессе рас-
крытия циклической формы за счет нуклеофиль-
ной атаки тиолат-аниона серосодержащей ами-
нокислоты [25]. Очевидно, что в случае спиропи-
ранов на основе индолинового фрагмента при
выборе структуры и природы заместителей следу-
ет руководствоваться следующими принципами:
заместители должны стабилизировать цикличе-
скую форму, что повышает контрастность анали-
тической реакции; должен быть учтен стериче-
ский фактор – размер и положение заместителей
спиропирана влияет на селективность по отно-
шению к аминотиолам, отличающимся по разме-
ру, например глутатиону и цистеину.

В случае спиропиранов на основе бензофура-
нового фрагмента при раскрытии спиро-формы
не образуется цвиттер-иона [27–31] (схема 1б),
они более устойчивы к влиянию растворителя и
внешнего облучения, т.е. процесс раскрытия
циклической формы затруднен. Поскольку меро-
цианиновая форма бензофуранового спирана не
является биполярным ионом, связывание с ами-
нокислотой происходит за счет координацион-
ных связей. Нами изучена целесообразность ана-
литического применения ряда бензофурановых
спиропиранов, имеющих различные заместите-
ли, которые могут стабилизировать как цикличе-
скую, так и раскрытую форму. Кроме того, заме-
стители, отличающиеся размерами и наличием
гетероатомов, как и в случае индолиновых спиро-
пиранов могут влиять на эффективность анализа,
поскольку их структура может определять селек-
тивность по отношению к различным аналитам.

Схема 1. Равновесие между циклической и открытой формами спиропирана 
на основе индолинового (а) и бензофуранового (б) фрагмента.
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Предложенные спиропираны имеют различ-
ные заместители в положениях 6, 7 или 8 (рис. 1).
Например, показано [25], что нитрогруппа в по-
ложении 6 у индолинового спиропирана приво-
дит к стабилизации мероцианиновой формы и
падению чувствительности по отношению к глу-
татиону и цистеину. Мы, в свою очередь, иссле-
довали свойства бензофуранового спиропирана с
аналогичным заместителем в положении 6 (SP1).
Ранее показано [27], что присутствие в положе-
нии 7 гидроксогруппы с подвижным атомом во-
дорода стабилизирует открытую форму. В связи с
этим мы проанализировали соединения SP3,
SP4, и SP7, содержащие OH-заместители в поло-
жении 7, а также заместители различного размера
в положении 8. Кроме того, рассмотрены спиро-
пираны с различными заместителями в положе-
нии 8, но не содержащие гидроксогруппы в поло-
жении 7 (SP2, SP5, SP6).

Фотохимические свойства соединений SP1-7 в
присутствии различных субстратов. Спиропираны
SP1-7 хорошо растворимы в метаноле, ацетонит-
риле, диметилсульфоксиде, но нерастворимы в
воде. При этом цистеин, гомоцистеин и глутати-
он являются водорастворимыми аминотиолами и
практически не растворяются в органических
растворителях. Для дальнейшего анализа мы ис-
пользовали в качестве растворителя смесь ацето-
нитрил–трис-HCl буферный раствор с pH 7.4

(50 : 50, по объему), в которой одинаково хорошо
растворимы и аналиты, и спиропираны. Чтобы
исключить влияние компонентов буферного рас-
твора на равновесие между изомерными форма-
ми спиропиранов (например, за счет возможного
комплексообразования мероцианиновой формы
с ионами калия) при исследовании их фотохими-
ческих свойств использовали трис-HCl буфер-
ный раствор. Поскольку в диапазоне pH 7.2–9.0
значительных различий в оптических свойствах
для каждого спиропирана не наблюдали, для
дальнейших исследований выбрали значение
pH 7.4 как близкое к физиологическому.

Изучили электронные спектры поглощения
спиропиранов в присутствии различных субстра-
тов: GSH, Cys, Hcy, Gly и Met (рис. 2). Для SP1,
SP2, SP5, SP6 не наблюдали изменения оптиче-
ских свойств как в присутствии аминотиолов, так
и в присутствии аминокислот, не содержащих
тиольной группы. Оптическая плотность в длин-
новолновой области спектра увеличивается в
присутствии субстратов в случае спиропиранов,
содержащих гидроксогруппу в положении 7 (SP3,
SP4, SP7). При этом соединения SP3, SP4, SP7 ха-
рактеризуются стабильностью мероцианиновой
формы. Во-первых, открытую форму стабилизи-
рует переход протона с гидроксогруппы на атом
азота [27]. Во-вторых, у этих спиропиранов отно-
сительно велика длина связи Cспиро–O, которая

Рис. 1. Бензофурановые спиропираны SP1-7, рассмотренные в настоящей работе.
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Рис. 2. Электронные спектры поглощения спиропиранов SP1-7 (5.0 × 10–5 М) в отсутствие субстратов (1) и в присут-
ствии 1.0 × 10–3 М GSH (2), Cys (3), Hcy (4), Gly (5) и Met (6).
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разрывается при раскрытии циклической формы
[30, 31]. К примеру, у SP7 и SP4 она значительно
длиннее, чем у SP1 [31].

Показано [25], что нитрогруппа в положении 6
стабилизирует мероцианиновую форму спиропи-
рана на основе индолинового фрагмента. Тем не
менее в спектре аналогичного бензофуранового
спиропирана SP1 аналитический сигнал в при-
сутствии аминокислот не наблюдается. Вероят-
но, в сравнении со спиропираном индолинового
типа именно бензофурановый фрагмент оказыва-
ет решающее влияние на стабильность цикличе-
ской формы.

В случаях SP7 и SP3 изменения спектра в при-
сутствии метионина и глицина незначительны.
Наоборот, отклик на присутствие аминотиолов
цистеина и глутатиона явно выражен. При этом
соединения SP7, SP4, SP3 демонстрируют раз-
личную селективность по отношению к аналитам
(рис. 2, 3).

Во всех случаях, где наблюдается аналитиче-
ский сигнал, увеличение оптической плотности
при длине волны 450 нм для SP7, SP4 и при 460 нм
для SP3 происходит пропорционально увеличе-
нию концентрации субстрата. Это позволяет оце-
нить константу связывания и возможность коли-
чественного анализа. Для расчета константы свя-
зывания использовали уравнение (1). Для
комплекса SP3 с цистеином константа составила
4.46 × 104 М–1, для SP7 с глутатионом – 1.05 × 106 М–1.
Значения констант превосходят аналогичные
данные для некоторых индолиновых спиропира-
нов [25] и позволяют использовать спектрофото-
метрический метод для количественного опреде-
ления цистеина и глутатиона.

Получены градуировочные зависимости вида
(A – A0)/A0 = c(RSH)K + b, где A0 и A – значения
оптической плотности при 460 нм (SP3) или
450 нм (SP7) в отсутствие и в присутствии Cys или
GSH соответственно. Параметры градуировоч-
ных функций представлены в табл. 1.
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Кинетический анализ. Увеличение оптической
плотности в растворе спиропирана в длинновол-
новой области свидетельствует о переходе соеди-
нения в мероцианиновую форму. При этом изо-
меризация спиропирана в присутствии амино-
тиола происходит быстрее, чем в его отсутствие
(рис. 4).

Анализ кинетики перехода соединений SP7 и
SP3 из циклической формы в открытую показал,
что скорость процесса изомеризации напрямую

зависит от концентрации присутствующего ами-
нотиола. Кинетика процесса позволяет использо-
вать константы псевдопервого порядка для разра-
ботки методики количественного определения
[26] цистеина и глутатиона.

Рассчитаны константы псевдопервого поряд-
ка при взаимодействии избытка спиропирана с
аминотиолом. Коэффициенты градуировочных
зависимостей вида k = c(RSH)K + b (где k – кон-
станта псевдопервого порядка, рассчитанная по

Рис. 3. Селективность спиропиранов SP7 (черный), SP3 (белый) и SP4 (серый) по отношению к аминокислотам, где
A0 и A – поглощение спиропирана при 450 нм для SP7, SP4 и при 460 нм для SP3 в отсутствие и присутствии изомо-
лярного количества аминокислоты соответственно.

20

14

16

18

12

10

8

6

4

2

0
GSH Cys Hcy Met Gly GSH Cys Hcy Met Gly GSH Cys Hcy Met Gly

A/A0

SP7 SP3 SP4

Таблица 1. Параметры градуировочных функций для спектрофотометрического определения цистеина и глута-
тиона

Примечание: R – коэффициент корреляции, cмин – предел обнаружения.

Аналит Спиропиран
Коэффициенты градуировочных зависимостей

cмин, М
K b R

Cys SP3 2.7 × 104 0.7 0.964 8.8 × 10–7

GSH SP7 3.9 × 104 1.2 0.956 1.2 × 10–7

Рис. 4. Увеличение оптической плотности при 450 нм в спектре SP7 (1.0 × 10–4 М) в отсутствие (а) и в присутствии
4.0 × 10–5 М GSH (б) в смеси ацетонитрил–трис-HCl буферный раствор с pH 7.4 (50 : 50, по объему); спектры реги-
стрировали с интервалом 2 мин.
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формуле (2), для реакции аминотиола RSH (Cys
или GSH) с избытком SP3 или SP7 соответствен-
но) представлены в табл. 2.

Таким образом, каталитические свойства ци-
стеина и глутатиона могут быть использованы для
разработки методики их чувствительного кинети-
ческого определения.

Разработанные методики спектрофотометри-
ческого (табл. 1) и кинетического (табл. 2) опре-
деления цистеина и глутатиона являются просты-
ми, чувствительными и селективными.

* * *
Спиропираны бензофуранового ряда SP1, SP2,

SP5, SP6, стабильные в циклической форме, не
продемонстрировали аналитического сигнала по
отношению к определяемым веществам. Соеди-
нения, имеющие в положении 7 гидроксогруппу,
стабилизирующую мероцианиновую форму, мож-
но использовать при спектрофотометрическом и
кинетическом определении цистеина и глутатиона.
Рассмотренные методики характеризуются высо-
кой чувствительностью и селективностью. При
этом спектрофотометрическое определение менее
трудоемко, поскольку не требует получения серии
значений оптической плотности в фиксированные
моменты времени и расчета констант скорости.
Спектрофотометрическая методика в целом явля-
ется более перспективной для дальнейшего приме-
нения для определения аминотиолов.

Работа выполнена при поддержке гранта
РФФИ №21-53-54007 Вьет_а.
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Разработан автоматизированный способ дисперсионной жидкостной микроэкстракции антибио-
тиков фторхинолонового ряда на принципах циклического инжекционного анализа. Способ пред-
полагает диспергирование экстрагента газовой фазой, которая образуется in situ в экстракционной
камере проточного анализатора. В качестве экстрагента для выделения и концентрирования фторх-
инолонов изучен глубокий эвтектический растворитель на основе терпеноида и смеси гидрофиль-
ной и гидрофобной карбоновых кислот, и обоснована возможность его применения. Гидрофильная
карбоновая кислота в составе экстрагента выступает донором протонов для образования углекисло-
го газа-диспергатора в присутствии растворенного в водной фазе карбоната натрия. На примере
определения фторхинолонов в сточных водах показана возможность сочетания разработанного
способа с методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с флуориметрическим детек-
тированием. Пределы обнаружения (3σ) для офлоксацина, флероксацина и норфлоксацина соста-
вили 0.3 мкг/л.
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Как правило, инструментальный химический
анализ проб сложного состава включает процеду-
ры разделения и концентрирования с целью
устранения мешающего влияния матричных ком-
понентов проб и снижения пределов обнаруже-
ния целевых аналитов. Однако такая пробоподго-
товка остается наиболее длительной и трудоем-
кой в общей схеме химического анализа и
предполагает большой расход реагентов и проб на
ее выполнение.

Новые возможности для инструментального
химического анализа открыли методы жидкост-
ной микроэкстракции, обеспечивающие возмож-
ность эффективного предконцентрирования це-
левых аналитов, миниатюризацию и экологиче-
скую безопасность пробоподготовки [1–3].
Миниатюризация состоит в уменьшении мас-
штабов процедур на всех стадиях выполнения
анализа с целью снижения расходов проб, реаген-
тов и образующихся отходов и, как следствие, по-
вышения его экологической безопасности. По-

высить экспрессность жидкостной микроэкс-
тракции возможно путем ее автоматизации на
принципах проточных методов, в которых основ-
ной акцент сделан на замену ручных рутинных
процедур, составляющих основу стадии пробо-
подготовки, простыми легко автоматизируемыми
операциями объединения и смешения потоков
пробы, растворов реагентов и экстрагентов [4–6].

В последнее время особое внимание уделяют
поиску и разработке новых эффективных экс-
тракционных систем для выделения различных
классов аналитов, в том числе в условиях проточ-
ного анализа [7]. К “зеленым” экстрагентам по-
следнего поколения относят глубокие эвтектиче-
ские растворители (ГЭР) [8, 9]. Такие экстраген-
ты состоят из двух или более прекурсоров,
которые способны образовывать между собой во-
дородные связи, что приводит к существенному
снижению температуры плавления ГЭР по срав-
нению с температурами плавления исходных
компонентов. Как правило, ГЭР находятся в

УДК 543.4
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жидком состоянии при нормальных условиях.
Комбинируя прекурсоры ГЭР можно получать
“дизайнерские” гидрофобные [10] и гидрофиль-
ные [11] растворители с требуемыми экстракци-
онными свойствами.

Фторхинолоны находят обширное примене-
ние при фармакотерапии широкого круга заболе-
ваний человека и животных. Выведение фторхи-
нолонов и их метаболитов из организма осу-
ществляется почками, главным образом в
неизменном виде [12], поэтому фторхинолоны
попадают в сточные воды и загрязняют объекты
окружающей среды. Важной задачей является
разработка экспрессных и чувствительных спосо-
бов определения антибиотиков в сточных водах.

Цель данной работы − разработка автоматизи-
рованного способа дисперсионной жидкостной
микроэкстракции в ГЭР, реализуемого на прин-
ципах циклического инжекционного анализа
(ЦИА). Способ предполагает диспергирование
экстрагента газовой фазой (углекислым газом),
которая образуется in situ в экстракционной ка-
мере проточного анализатора. С целью подтвер-
ждения эффективности предложенного способа
дисперсионной жидкостной микроэкстракции
изучали возможность выделения антибиотиков
фторхинолонового ряда (офлоксацина, флерок-
сацина и норфлоксацина) из проб сточных вод для
последующего их определения методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии с флуори-
метрическим детектированием (ВЭЖХ-ФД).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Рабочие растворы фторхинолонов (офлокса-
цина, флероксацина и норфлоксацина) готовили
непосредственно перед работой последователь-

ным разбавлением деионизованной водой стан-
дартного раствора (1.0 мг/л), полученного раство-
рением соответствующих навесок аналитов в
0.01 М растворе NaOH. Стандартный раствор
фторхинолонов устойчив при хранении в закрытом
сосуде в холодильнике при 5°C в течение одного ме-
сяца.

Глубокие эвтектические растворители готови-
ли в стеклянном стакане путем смешивания 1 мл
гептановой кислоты, 22.4 г расплавленного мен-
тола и 13 мл муравьиной кислоты. Смесь хранили
в закрытом сосуде в холодильнике при 5°C.

Фосфатный буферный раствор (pH 6.4) гото-
вили перед анализом путем смешивания 0.05 М
раствора Na2HPO4 и 0.05 М раствора NaH2PO4 в
соотношении 1 : 3.

Все реактивы имели квалификацию не ниже
ч. д. а.

Пробы сточных вод получали из ГУП “Водо-
канал Санкт-Петербурга”. Перед анализом все
пробы предварительно фильтровали через
фильтр “синяя лента”.

Гидравлическая схема ЦИА (рис. 1) включала:
соленоидный кран-переключатель (Cole-Parmer,
США); перистальтический насос (MasterFlex L/S,
Cole-Parmer, США), обеспечивающий реверс на-
правления потока (скорость потока – от 0.5 до
6.0 мл/мин); экстракционную камеру – полипро-
пиленовую трубку конусообразной формы объе-
мом 5 мл; трубки для коммуникаций из политет-
рафторэтилена (внутренний диаметр 0.5 мм). Си-
стема управлялась с помощью компьютера.

Хроматографический анализ выполняли с по-
мощью жидкостного хроматографа с флуоримет-
рическим детектором LC-20 (Shimadzu, Япония).
Для определения фторхинолонов устанавливали
длины волн возбуждения и флуоресценции 278 и

Рис. 1. Гидравлическая схема для автоматизации дисперсионной жидкостной микроэкстракции.
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466 нм соответственно. Хроматографическое раз-
деление осуществляли на колонке Luna C18
(250 × 4.6 мм, размер частиц 5 мкм, Phenomenex,
США) в изократическом режиме при 40°C. По-
движная фаза представляла собой смесь метанола
и фосфатного буферного раствора (рН 6.4) в соот-
ношении 45 : 55. Скорость потока подвижной фа-
зы составляла 0.7 мл/мин. Времена удерживания
норфлоксацина, флероксацина и офлоксацина
составляли 6.3, 9.7 и 11.3 мин соответственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На предварительном этапе для микроэкстрак-

ционного выделения фторхинолонов в статиче-
ских условиях изучали возможность применения
гидрофобных ГЭР на основе тимола и гептановой
кислоты с различным соотношением прекурсо-
ров. Тимол широко применяется в качестве ак-
цептора водородной связи для приготовления
устойчивых в водной фазе ГЭР [13]. Гептановую
кислоту выбрали в качестве донора водородной
связи, поскольку она обеспечивает возможность
получения менее вязких ГЭР по сравнению с бо-
лее длинноцепочечными карбоновыми кислота-
ми. Высокая вязкость растворителей ограничива-
ет их применение в проточном анализе. ГЭР и
водный раствор аналитов (200 мкг/л) встряхивали
при соотношении фаз 1 : 30 в течение 5 мин, после
чего выполняли хроматографический анализ по-
лученных фаз. Установили, что максимальные
степени извлечения наблюдаются при мольном
соотношении гептановой кислоты и тимола 1 : 2
соответственно (рис. 2).

Для автоматизации дисперсионной жидкост-
ной микроэкстракции фторхинолонов в ГЭР раз-
работали гидравлическую схему (рис. 1), которая
предполагает коммутацию крана-переключателя,
перистальтического насоса и сообщающейся с
атмосферой экстракционной камеры. Схема
обеспечивает возможность диспергирования фа-
зы ГЭР потоком углекислого газа, который обра-
зуется в результате химической реакции гидро-
карбонат-ионов с прекурсором ГЭР непосред-
ственно в экстракционной камере.

Учитывая необходимость в доноре протонов
для реакции образования углекислого газа в при-
сутствии гидрокарбонат-ионов, в состав ГЭР на
основе гептановой кислоты и тимола (1 : 2) вводи-
ли муравьиную/уксусную кислоту, которая рас-
творяется и в водной фазе, и в фазе ГЭР. Мура-
вьиную/уксусную кислоту вводили в ГЭР в коли-
чествах, необходимых для полной нейтрализации
водной фазы, чтобы обеспечить условия для извле-
чения молекулярных форм аналитов. Установили,
что в присутствии муравьиной кислоты наблюдает-
ся более интенсивное выделение углекислого газа и
перемешивание фаз (диспергирование) в экстрак-
ционной камере, так как этот прекурсор ГЭР явля-

ется более сильной кислотой, чем уксусная (pKa
3.75 и 4.76 соответственно).

Карбонат натрия использовали как источник
гидрокарбонат-ионов в растворе пробы. Для оп-
тимизации концентрации карбоната натрия в
водной фазе проводили серию экспериментов в
условиях ЦИА. В экстракционной камере после-
довательно смешивали 2 М раствор Na2CO3 (0.6,
1.3, 1.9, 2.5, 3.1 мл) с водным раствором антибио-
тиков (4.4, 3.7, 3.1, 2.5, 1.9 мл). Далее в экстракци-
онную камеру подавали ГЭР на основе тимола и
гептановой кислоты (100 мкл; мольное соотно-
шение 1 : 2) и муравьиной кислоты (от 100 до
490 мкл). Результаты, представленные на рис. 3,
показывают, что оптимальная концентрация
Na2CO3 составляет 0.75 М, так как, начиная с этой
концентрации, степени извлечения аналитов до-
стигают максимального значения, и дальнейшее
увеличение концентрации реагента не влияет на
эффективность массопереноса.

Объем пробы влияет на соотношение фаз и до-
стигаемые коэффициенты концентрирования.
С целью снижения пределов обнаружения изучи-
ли возможность увеличения соотношения объе-
мов фаз. Для этого в экстракционную камеру по-
следовательно подавали порции 2 М раствора
Na2CO3 и водного раствора аналитов в различных
соотношениях, получая в результате от 1 до 5 мл
водной фазы с постоянными концентрациями
Na2CO3 (0.75 М) и аналитов (200 мкг/л). Далее к
полученному раствору добавляли трехкомпо-
нентный ГЭР, состоящий из тимола и гептановой
кислоты (мольное соотношение 1 : 2) и муравьи-
ной кислоты (от 60 до 295 мкл). Как видно из
рис. 4, объем водной фазы 5 мл обеспечивает мак-

Рис. 2. Влияние состава глубокого эвтектического
растворителя на эффективность экстракции фторхи-
нолонов (концентрация аналитов 200 мкг/л).
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симальные коэффициенты концентрирования.
Дальнейшее увеличение объема пробы невоз-
можно, так как при этом происходит частичное
растворение фазы экстрагента в пробе, что за-
трудняет отбор органической фазы и приводит к
невоспроизводимым результатам.

Изучали влияние времени разделения фаз в
экстракционной камере на прецизионность в ин-
тервале от 30 с до 10 мин. При этом дополнительно
в экстракционную камеру подавали поток атмо-
сферного воздуха (скорость потока 3.0 мл/мин), ко-
торый инициировал разрушение эмульсии. При пе-
ремешивании фаз в течение менее 5 мин значения sr

составляли от 20 до 45%. Для воспроизводимого

разделения фаз требовался барботаж в течение
5 мин, при этом sr ≤ 10%.

На основании полученных результатов разра-
ботали способ определения фторхинолонов в
водных средах. На первом этапе с помощью пери-
стальтического насоса через кран-переключатель
в экстракционную камеру подавали 1.9 мл 2 М рас-
твора Na2CO3 (канал 1) и 3.1 мл пробы (канал 2).
Для перемешивания двух растворов в камеру в те-
чение 20 с подавали атмосферный воздух (канал 3).
Далее вводили 390 мкл ГЭР (гептановая кислота,
ментол и муравьиная кислота, 1 : 2 : 48) (канал 4),
после чего подавали атмосферный воздух в течение
5 мин. Скорость потоков составляла 3.0 мл/мин. На
втором этапе (после разделения фаз) с помощью
перистальтического насоса выполняли слив ниж-
ней (водной) фазы из камеры, а фазу экстракта
перекачивали в виалу для последующего ВЭЖХ-
ФД-анализа. На заключительном этапе проводи-
ли промывку всех коммуникаций системы сме-
сью метанола и дистиллированной воды (1 : 1)
(канал 6).

Для построения градуировочных зависимо-
стей (рис. 5) использовали стандартные растворы
аналитов, которые проводили через все стадии
микроэкстракции. Способ обеспечил диапазоны
определяемых концентраций офлоксацина, фле-
роксацина и норфлоксацина от 1 до 200 мкг/л при
объеме пробы 5 мл. Пределы обнаружения (3σ)
для всех аналитов составили 0.3 мкг/л, пределы
определения (10σ) для всех аналитов – 1 мкг/л.
Для этого уровня концентраций соотношение
сигнал/шум составило 8, 11 и 16 для норфлокса-
цина, флероксацина и офлоксацина соответ-
ственно. Относительная неисключенная система-
тическая погрешность для уровня концентраций
аналитов 1 мкг/л не превышала ±20% (P =

Рис. 3. Влияние концентрации карбоната натрия на
эффективность экстракции фторхинолонов (концен-
трация аналитов 200 мкг/л).
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= 0.95). При этом значения sr внутрилаборатор-
ной прецизионности не превышали 9% (n = 6).
Производительность пробоподготовки – 10 проб
в час. Время хроматографического анализа –
20 мин. Способ позволил исключить ручные ма-
нипуляции и стадию центрифугирования.

Аналитические возможности способа под-
тверждены при анализе сточных вод. В пробах ан-
тибиотики не были обнаружены (табл. 1). Пра-
вильность полученных результатов проверяли
методом введено−найдено. Хроматограммы, по-
лученные при анализе сточной воды с различны-

Таблица 1. Результаты анализа сточных вод (n = 3, P = 0.95)

* Предел обнаружения.

Образец сточной 
воды Аналит Введено,

мкг/л
Найдено,

мкг/л

Относительная 
степень извлечения,

%

№ 1 Норфлоксацин 0 <ПО*
15 12.1 ± 1.2 81
30 25.0 ± 1.5 83
45 38.6 ± 1.9 86

Флероксацин 0 <ПО
15 13.5 ± 1.4 90
30 24.4 ± 0.8 81
45 38.7 ± 2.1 86

Офлоксацин 0 <ПО
15 13.2 ± 0.9 88
30 25.6 ± 1.2 85
45 37.4 ± 0.9 83

№ 2 Норфлоксацин 0 <ПО
15 14.7 ± 0.8 98
30 27.1 ± 1.0 90
45 41.7 ± 1.5 93

Флероксацин 0 <ПО
15 13.7 ± 0.7 91
30 28.6 ± 1.3 95
45 40.5 ± 1.0 90

Офлоксацин 0 <ПО
15 14.8 ± 0.9 99
30 27.7 ± 0.6 92
45 41.2 ± 1.4 92

№ 3 Норфлоксацин 0 <ПО
15 12.6 ± 0.7 84
30 24.7 ± 1.2 82
45 40.0 ± 1.4 89

Флероксацин 0 <ПО
15 13.4 ± 1.1 89
30 26.0 ± 0.9 87
45 39.7 ± 1.3 88

Офлоксацин 0 <ПО
15 13.9 ± 0.6 93
30 26.7 ± 1.0 89
45 37.3 ± 0.6 83
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ми добавками офлоксацина, флероксацина и
норфлоксацина, представлены на рис. 6. Относи-
тельную степень извлечения фторхинолонов рас-
считывали по формуле:

где сс добавкой – концентрация аналита в пробе с
введенной в нее добавкой, сдобавки – концентрация
введенной в пробу добавки, сбез добавки – концен-
трация аналита в пробе.

Относительная степень извлечения превыша-
ла 81%, что подтверждает отсутствие существен-
ного мешающего влияния компонентов матрицы
на извлечение и определение аналитов. В соот-
ветствии с данными [14] для уровня концентра-
ций аналита 10 мкг/л значение относительной
степени извлечения в диапазоне от 60 до 115% яв-
ляется допустимым.

* * *
Разработан автоматизированный способ дис-

персионной жидкостной микроэкстракции, ос-
нованный на диспергировании глубокого эвтек-
тического растворителя потоком углекислого га-
за, который образуется в результате химической
реакции. Представлена гидравлическая схема для
реализации дисперсионной жидкостной микро-
экстракции на принципах циклического инжек-
ционного анализа. Для микроэкстракционного
выделения офлоксацина, флероксацина и нор-
флоксацина изучена возможность применения
глубокого эвтектического растворителя на основе
ментола, гептановой и муравьиная кислот. Пред-
ложенный способ определения фторхинолонов в

с добавкой добавки

без добавки

100%,
c c

R
c

−= ×

сточных водах обеспечивает пределы обнаруже-
ния (0.3 мкг/л), сопоставимые с приведенными в
работах [15–17]. В отличие от описанных ранее
способов дисперсионной микроэкстракции, раз-
работанный способ исключает необходимость
применения токсичных экстрагентов, полярных
растворителей для диспергирования экстраген-
тов и центрифугирования для разделения фаз.

Авторы выражают благодарность РНФ
(№ 21-13-00020, https://rscf.ru/project/21-13-00020/) за
финансовую поддержку в проводимых исследовани-
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Соединения ряда незамещенных гидразонов RR′C=NNH2 отличаются нестабильностью в ходе га-
зохроматографического разделения. Проверка их устойчивости к гидролизу в условиях обращенно-
фазовой ВЭЖХ показала, что гидразоны ароматических кетонов стабильны. В отличие от них, гид-
разоны альдегидов оказались стабильными в системах метанол–вода при их нейтральной реакции
(при отсутствии кислых модификаторов). В системах же ацетонитрил–вода, содержащих 0.1% му-
равьиной кислоты, стабильны только гидразоны ароматических кетонов, тогда как производные
альдегидов полностью гидролизуются. Эту особенность необходимо принимать во внимание при
определении других соединений этого класса. Для выявления гидролиза аналитов сопоставлены
индексы удерживания исходных карбонильных соединений и гидразонов при разных соотношени-
ях объемов органических модификаторов и водных фаз и различных значениях рН элюента, отно-
сительные оптические плотности характеризуемых компонентов A(254/220) = А(254)/А(220), а так-
же данные хромато-масс-спектрометрического анализа.

Ключевые слова: незамещенные гидразоны ароматических карбонильных соединений, обращенно-
фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография, нестабильность аналитов в процессе раз-
деления.
DOI: 10.31857/S0044450223020032, EDN: CEGSOJ

Нестабильность химических соединений
осложняет многие экспериментальные операции
с ними. Для подобных объектов надежные значе-
ния аналитических параметров часто отсутству-
ют, что затрудняет их идентификацию. С другой
стороны, именно отсутствие справочной инфор-
мации является одним из признаков нестабиль-
ности аналитов. Помимо нестабильности исход-
ных образцов (взаимодействие компонентов ана-
лизируемых проб между собой), возможности
хроматографического анализа дополнительно огра-
ничены нестабильностью аналитов в процессе их
хроматографического разделения [1]. В газовой
хроматографии основной причиной является тер-
мическое разложение аналитов, а в высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) – их

гидролиз. Поскольку этими факторами обуслов-
лена значительная часть ошибок и парадоксов
интерпретации результатов [2], подобные приме-
ры, несомненно, заслуживают специального рас-
смотрения.

Нестабильность присуща даже относительно
несложным соединениям, например незамещен-
ным гидразонам алифатических и ароматических
альдегидов и кетонов (RR'C=N–NH2). Такие
гидразоны синтетически легко доступны и обра-
зуются при взаимодействии карбонильных со-
единений с гидразином (или гидразин-гидратом).
При избытке карбонильных соединений стано-
вится значимым параллельное образование ази-
нов (схема 1):

УДК 543.544.3:547.574.3
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Схема 1. Взаимодействие карбонильных соединений с гидразином.

Соединения этого класса хорошо известны и
являются, например, промежуточными продук-
тами при восстановлении карбонильных соеди-
нений гидразин-гидратом до изоструктурных уг-
леводородов (реакция Кижнера–Вольфа) [3–5].
Однако в базе NIST [6], как ни удивительно, со-
держатся сведения лишь об одном из простейших
представителей этого класса – гидразоне ацето-
на. Известно всего одно значение его газохрома-
тографического индекса удерживания на стан-
дартных неполярных полидиметилсилоксановых
неподвижных фазах, определенное с большой по-
грешностью (700 ± 24). Если же обратить внима-
ние на доступные справочные значения нормаль-
ной температуры кипения этого гидразона (по
разным данным они составляют 124−125,
114−116, 122−126, 128−131, 110.5°С и т.п.), то их

значительный разброс свидетельствует о терми-
ческой нестабильности этого соединения. Даже в
процессе хранения при комнатной температуре
незамещенные гидразоны постепенно превраща-
ются в более стабильные азины. Поэтому неуди-
вительно, что проверка возможностей газохрома-
тографического разделения как алифатических,
так и ароматических соединений этого класса
подтвердила их разложение в хроматографиче-
ской колонке [7]. Примечательно, что этот про-
цесс, в отличие от большинства других примеров
термической деструкции аналитов, представляет
собой бимолекулярную реакцию второго порядка, а
образующийся при этом гидразин способен всту-
пать во вторичные взаимодействия с другими ком-
понентами анализируемых образцов (схема 2):

Схема 2. Схема разложения незамещенных гидразонов с образованием азинов.

Результатом протекания подобных процессов
оказывается искажение формы хроматографиче-
ских пиков и аномальные контуры хромато-
грамм. Если компонент А превращается в компо-
нент Б (или наоборот), то между их пиками может
регистрироваться размытая зона Z (“шлейф”,
“плато” и т.п.), как это условно изображено на
рис. 1. Аналогичный вид имеют хроматограммы со-
единений, способных к таутомерным превращени-
ям в ходе хроматографического разделения [8].

Подобные профили хроматограмм нестабиль-
ных в условиях разделения аналитов сходны как
в газовой хроматографии, так и в обращенно-фа-
зовой ВЭЖХ. Как правило, продукты разложения
А → Б имеют меньшие параметры удер-
живания, tR(Б) < tR(А). Однако для бимолекуляр-
ной реакции Б → А (схема 2) более сложные про-
дукты бимолекулярных реакций могут иметь
большие параметры удерживания. Регистрация
масс-спектров в различных точках диффузных
зон Z (рис. 1) [1] показывает, что они могут быть
образованы либо только продуктами разложения
Б, либо обоими компонентами А и Б в перемен-
ных соотношениях. Оценка температурных диа-
пазонов термической стабильности аналитов в

ходе хроматографического разделения на основа-
нии их температур кипения при атмосферном
давлении без разложения [9] показывает, что да-
же для простейших незамещенных гидразонов
это условие не выполняется.

Таким образом, принципиальная невозмож-
ность газохроматографического разделения неза-
мещенных гидразонов (I) заставляет проверить
применимость для этих целей обращенно-фазо-
вой высокоэффективной жидкостной хромато-
графии (ОФ ВЭЖХ), что и является задачей насто-
ящей работы. Необходимым условием УФ-детек-
тирования аналитов в этом варианте разделения
является наличие хромофора в молекуле, поэтому
рассмотрение ограничено только гидразонами
ароматических карбонильных соединений.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты, растворители. В работе использова-

ли гидразин-гидрат (99%, Ленреактив) и следую-
щие карбонильные соединения: п-метилбензаль-
дегид х. ч. (Реахим, Москва), ацетофенон, про-
пиофенон, бутирофенон (Sigma-Aldrich Rus LLC,
Россия), п-метилацетофенон х. ч. (Реахим,

O
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Москва). Реакцию карбонильных соединений
(100 мкл или ∼100 мг) с гидразин-гидратом (1 мл)
для гомогенизации реакционных смесей прово-
дили в смеси с 1 мл изопропилового спирта х. ч.
(Криохром, Санкт-Петербург). Для предотвра-
щения образования азинов (схема 1) мольный из-
быток гидразин-гидрата составлял приблизи-
тельно 25–30. Далее анализировали реакционные
смеси, которые предварительно смешивали с
элюентом в соотношении 1 : 100. В случае альде-
гидов, легко окисляющихся в присутствии кисло-
рода атмосферного воздуха, реакционные смеси
обычно содержали некоторые количества соот-
ветствующих карбоновых кислот, имеющих
меньшие параметры удерживания. Для приготов-
ления элюентов для ВЭЖХ использовали метанол
х. ч. (Криохром, Санкт-Петербург) и деионизован-
ную воду (удельное сопротивление 18.2 МОм ⋅ см) с
добавкой 0.1% муравьиной кислоты (98% “для
анализа”, PanReac, Испания).

Условия хроматографического анализа. Време-
на удерживания выбранных соединений в раз-
личных изократических режимах определяли на
жидкостном хроматографе Shimadzu LC-20 Prom-
inence с диодно-матричным детектором и колон-
кой Phenomenex C18 длиной 250 мм, внутренним
диаметром 4.6 мм и размером частиц сорбента
5 мкм. Образцы анализировали в нескольких ре-
жимах изократического элюирования. Расход
элюента 1.0 мл/мин, температура колонки 30°C.
Пробы дозировали с использованием автосам-
плера SIL-20A/AC, объем проб 20 мкл, число па-
раллельных дозирований каждой из них – два.
Для определения индексов удерживания во все
образцы добавляли смесь трех реперных н-алкил-
фенилкетонов C6H5COCnH2n+1 c n = 1−3. Для всех
аналитов вычисляли относительные оптические
плотности при 254 и 220 нм, A(254/220) =
= А(254)/А(220).

Условия хромато-масс-спектрометрического
анализа. Анализ проводили на жидкостном хро-
матографе UltiMate 3000 (Thermo, США) с масс-
спектрометрическим детектором QExactive (Ther-
mo, США) с орбитальной ловушкой и колонкой
ZorbaxSB-C18 длиной 50 мм, внутренним диамет-
ром 4.6 мм и размером частиц сорбента 1.8 мкм.
Использовали градиентное элюирование смесью
0.1%-ного водного раствора муравьиной кислоты
(фаза А) и ацетонитрила (фаза Б): 20% Б (0–0.5 мин),
15 – 90% Б (0.5–8 мин) 90% Б (8–10 мин) и 20% Б
(10.1–14 мин); для элюента такого состава рН ≈
≈ 2.7. Расход элюента 0.4 мкл/мин, объем проб
1 мкл. Условия электрораспылительной иониза-
ции с регистрацией положительно заряженных
ионов: температура проводящего капилляра
380°С, температура распыляющего капилляра
300°С, расход газа-осушителя 45 усл. ед., расход
вспомогательного газа 20 усл. ед., напряжение на
капилляре 3.5 кВ.

Обработка результатов. В условиях изократи-
ческого элюирования гидразоны характеризова-
ли логарифмическими индексами удерживания
[10]:

(1)

где tR, tR,n и tR,n + k – времена удерживания целево-
го аналита (х) и ближайших к нему по параметрам
удерживания реперных компонентов с присво-
енными им значениями индексов удерживания
RIn и RIn + k. В качестве реперных компонентов
в ОФ ВЭЖХ используют н-алкилфенилкетоны
C6H5COCnH2n + 1, RIn = 100nC, где nC – суммарное
число атомов углерода в молекуле.

Необходимые для вычисления логарифмиче-
ских индексов удерживания времена удержива-
ния несорбируемых компонентов (t0) оценивали
по временам удерживания трех реперных н-ал-
килфенилкетонов по формуле Петерсона и Хир-
ша [11]:

(2)

Для статистической обработки параметров
удерживания использовали ПО Excel (Microsoft
Office, 2010), а для построения графиков – ПО
Origin (версия 4.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Различные полифункциональные соедине-

ния, относящиеся к классу гидразонов, находят
широкое применение, например, как лекарствен-
ные препараты [12–17]. Некоторые из замещен-
ных гидразонов, значительно более устойчивых к
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Рис. 1. Схематическое изображение хроматограммы
аналитов, нестабильных в условиях хроматографиче-
ского разделения. Регистрация размытой зоны Z
(“шлейф”, “плато” и т.п.) между пиками свидетель-
ствует о том, что компонент А превращается в компо-
нент Б (или наоборот) в хроматографической ко-
лонке.
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гидролизу, чем незамещенные, рекомендованы
как производные карбонильных соединений для
их разделения и определения в ОФ ВЭЖХ [18, 19].
Чаще всего для этого используют 2,4-динитрофе-
нилгидразоны [18–24]. Что же касается незаме-
щенных гидразонов, то их характерным свой-
ством является легкость гидролиза; по имеющим-
ся оценкам [25] она в 102–103 раз выше, чем
изоструктурных оксимов RR'C=NOH. Именно
нестабильность незамещенных гидразонов при
хранении в нашем случае определила природу
анализируемых образцов: это непосредственно
реакционные смеси соответствующих карбо-
нильных соединений, содержащие большой из-
быток гидразин-гидрата.

Задача настоящей работы не предполагала харак-
теристику большого количества аналитов, а заклю-
чалась, прежде всего, в выяснении стабильности
простейших незамещенных гидразонов ароматиче-
ских карбонильных соединений в условиях ОФ ВЭ-
ЖХ. Это позволило ограничить рассмотрение их
сравнительно небольшим числом.

Гидразоны ароматических кетонов. В табл. 1
приведены аналитические данные для продуктов
взаимодействия четырех ароматических кетонов
с гидразин-гидратом I–IV, прежде всего, индексы
удерживания продуктов, определенные в изокра-
тических режимах при содержании метанола в
элюенте от 50 до 85 об. %. Кроме этого указаны
диапазоны значений m/z, соответствующие моле-
кулярным массам исходных соединений и ожида-
емых гидразонов, что необходимо для их селек-
тивного масс-спектрометрического детектирова-
ния, а также отношения оптических плотностей
A(254/220) = А(254)/А(220). Для сравнения при-
ведены соответствующие относительные оптиче-
ские плотности исходных карбонильных соеди-
нений и их индексы удерживания. Использова-
ние таких спектральных параметров повышает
надежность и однозначность идентификации
аналитов в ОФ ВЭЖХ. В ряде случае становится
возможным их отнесение к соответствующим го-
мологическим рядам [26, 27].

Представленная в табл. 1 информация позво-
лила установить следующее:

– Массовые числа ионов [M + H]+ главных
компонентов реакционных смесей во всех случа-
ях соответствуют массовым числам таких ионов
для ожидаемых гидразонов ароматических кето-
нов I–IV;

– Регистрация масс-хроматограмм реакцион-
ных смесей по массовым числам ионов [M + H]+

исходных карбонильных соединений показала их
отсутствие. Кроме того, хроматограммы по пол-
ному ионному току в диапазоне m/z 50–750 и ре-
зультаты ВЭЖХ-анализа демонстрируют отсут-
ствие в таких реакционных смесях детектируемых
количеств азинов;

– Индексы удерживания регистрируемых
компонентов всегда меньше индексов удержива-
ния исходных кетонов и зависят от концентрации
метанола в составе элюента. Среднее значение
разности индексов удерживания гидразонов и ис-
ходных кетонов составляет −81 ± 21. Поскольку
индексы удерживания в ОФ ВЭЖХ зависят от
концентрации органического компонента элю-
ента [28], дополнительно оценили коэффициен-
ты dRI/dc, равные −0.11 ± 0.05 (I), 1.9 ± 0.6 (II),
1.6 ± 0.3 (III) и 1.6 ± 0.4 (IV);

– Относительные оптические плотности
A(254/220) главных компонентов реакционных
смесей составляют 1.15 ± 0.03 и статистически
значимо отличаются от значений A(254/220) ис-
ходных алкиларилкетонов (2.6 ± 0.2).

– Различия в индексах удерживания и относи-
тельных оптических плотностях исходных кето-
нов и ожидаемых гидразонов подтверждают пол-
ноту взаимодействия кетонов с гидразин-гидра-
том. Кроме того, отсутствие хроматографических
аномалий продуктов взаимодействия показыва-
ет, что такие гидразоны стабильны к гидролизу в
условиях их разделения методом ОФ ВЭЖХ даже
при слабокислой реакции водно-ацетонитриль-
ного элюента (0.1% муравьиной кислоты).

Еще одним доводом в пользу образования гид-
разонов алкиларилкетонов является наличие на
масс-хроматограммах реакционных смесей по
массам ионов [M + H]+ гидразонов несимметрич-
ных карбонильных соединений (всех алкиларилке-
тонов) двух пиков с одинаковыми молекулярными
массами, соответствующими син- (минорный ком-
понент с меньшим временем удерживания) и анти-
изомерам гидразонов. Подобное разделение син- и
анти-изомеров ранее отмечено для 2,4-динитрофе-
нилгидразонов несимметричных карбонильных со-
единений [29].

Поведение гидразонов замещенных бензальде-
гидов в условиях ВЭЖХ. Аналитические данные
для продуктов взаимодействия трех ароматиче-
ских альдегидов V–VII приведены в табл. 2. Ин-
терпретировать хроматограммы таких реакцион-
ных смесей в условиях ОФ ВЭЖХ сложнее.
Прежде всего, необходимо отметить известный
факт [30], что альдегиды в реакциях с гидразина-
ми более реакционноспособны по сравнению с
кетонами, что означает возможность образова-
ния не только незамещенных гидразонов, но и
соответствующих азинов (схема 1). Для более де-
тальной характеристики общих особенностей по-
ведения гидразонов альдегидов в условиях ОФ
ВЭЖХ один пример целесообразно рассмотреть
подробнее, а именно: результаты анализа реакци-
онной смеси п-метилбензальдегида (V) с гидразин-
гидратом, фрагмент хроматограммы которой по
суммарному ионному току в диапазоне m/z 50–300
приведен на рис. 3а.
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Рис. 2. Фрагменты масс-хроматограмм гидразонов ацетофенона (а) и пропиофенона (б) по массовым числам ионов
[M + H]+. Минорные пики с меньшими временами удерживания соответствуют син-изомерам, основные – анти-изо-
мерам.
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В области времени удерживания исходного
карбонильного соединения нет заметных хрома-
тографических пиков; единственным сигналом
оказывается пик со временем удерживания
12.39 мин, соответствующий азину п-метилбен-
зальдегида. С целью селективного выявления воз-
можных следов исходного карбонильного соедине-
ния записали масс-хроматограмму по значению m/z
в диапазоне 121.0630–121.0666 (рис. 3б). Регистри-
руемый на ней сигнал со временем удерживания
4.52 мин можно приписать п-метилбензальдегиду;
тогда второй сигнал с tR 1.95 мин закономерно при-
надлежит примеси продукта окисления такого аль-
дегида кислородом воздуха – п-метилбензойной
кислоте. С аналогичной целью, а именно для вы-
явления возможных следов незамещенного гид-

разона, записали масс-хроматограмму по значе-
нию m/z в диапазоне 135.0896–135.0037 (рис. 3в).
Однако вместо отчетливо детерминированных
хроматографических пиков на ней проявляется
широкий размытый сигнал. Правая граница та-
кого “шлейфа” (приблизительно 12.4 мин) соот-
ветствует времени удерживания азина п-метил-
бензальдегида, тогда как левая (4.57 мин) практи-
чески совпадает со временем удерживания
исходного альдегида. Форма такого сигнала ана-
логична специфическому хроматографическому
профилю, изображенному на рис. 1, характеризу-
ющему нестабильность аналитов в хроматогра-
фической колонке в процессе разделения. В дан-
ном случае это указывает на гидролиз азина п-ме-
тилбензальдегида в процессе анализа (схема 3):

Схема 3. Гидролиз азина п-метилбензальдегида с образованием гидразона.

Размытый сигнал, иллюстрируемый рис. 3в, пре-
имущественно принадлежит ионам [C8H10N2 + H]+,
соответствующим по составу незамещенному

гидразону п-метилбензальдегида. Однако этот
компонент не присутствует в реакционной смеси,
а образуется в результате гидролиза азина. В соот-
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ветствии со схемой 3 этот процесс должен проте-
кать в две стадии. Можно отметить, что на осно-
вании имеющейся у авторов настоящей работы
информации это всего лишь второй известный
пример протекания двухстадийных процессов в
хроматографической колонке и первый пример
двухстадийного гидролиза аналитов в условиях ОФ
ВЭЖХ. Ранее к процессам такого типа было отнесе-
но термическое разложение незамещенных гидра-
зонов карбонильных соединений в ходе газохрома-
тографического анализа [1, 7]

Если сравнить результаты хроматографиче-
ского анализа одних и тех же смесей ароматиче-
ских альдегидов с гидразин-гидратом на хромато-
графе Shimadzu LC-20 Prominence и их хромато-
масс-спектрометрического анализа на хромато-
графе UltiMate 3000, то они оказываются суще-
ственно отличающимися. Во-первых, индексы
удерживания регистрируемых компонентов не
совпадают друг с другом; в первом случае они
меньше на 150 ± 9 ед. индекса. Такие различия
превышают возможные вариации индексов удер-
живания в результате замены в составе элюента
метанола на ацетонитрил. Иными словами, про-
слеживается та же закономерность, что и в случае
гидразонов ароматических кетонов и самих кар-

бонильных соединений, для которых такая раз-
ность равна −81 ± 21 (табл. 1). Незамещенные
гидразоны, содержащие в молекуле два активных
атома водорода, элюируются раньше, чем их пре-
курсоры. Во-вторых, не совпадают значения от-
носительных оптических плотностей, А(254/220),
равные 0.9 ± 0.4 и 2.0 ± 0.1. И здесь можно отме-
тить аналогию с величинами А(254/220) для гид-
разонов кетонов и самих кетонов (1.15 ± 0.03 и
2.6 ± 0.2, табл. 1). Сочетание этих двух независи-
мых аналитических параметров (индексы удер-
живания + спектральные отношения) позволяет
однозначно утверждать, что в условиях хромато-
графического разделения мы обнаруживаем ис-
ключительно гидразоны, тогда как в условиях
хромато-масс-спектрометрического анализа гид-
разоны альдегидов полностью гидролизуются.
Причиной этого является слабокислая реакция
элюента, содержащего 0.1% муравьиной кислоты,
с рН ≈ 2.7.

* * *
Таким образом, в отличие от незамещенных

гидразонов кетонов, которые стабильны даже в
элюентах с рН < 7, незамещенные гидразоны аль-
дегидов полностью гидролизуются при слабокис-

Рис. 3. Масс-хроматограммы реакционной смеси п-метилбензальдегида с избытком гидразин-гидрата (а) по суммар-
ному ионному току в диапазоне m/z 50–300; (б) по массовому числу ионов [M + H]+ исходного альдегида (в диапазоне
m/z 121.0630–121.0666); (в) по массовому числу ионов [M + H]+ незамещенного гидразона (m/z в диапазоне 135.0896–
135.0037).
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лой реакции элюентов типа ацетонитрил–вода,
обусловленной добавками в водную фазу 0.1%
муравьиной кислоты. Эту их особенность необхо-
димо принимать во внимание при определении
других соединений этого класса. Для выявления
гидролиза аналитов сопоставлены индексы удер-
живания исходных карбонильных соединений и
гидразонов при разных соотношениях объемов
органических модификаторов и водных фаз и
различных значениях рН элюентов, относитель-
ные оптические плотности характеризуемых ком-
понентов при длинах волн детектирования 254 и
220 нм, A(254/220) = А(254)/А(220), а также дан-
ные хромато-масс-спектрометрического анализа.

Экспериментальные данные настоящей работы
получены в Ресурсном центре “Методы анализа со-
става вещества” Научного парка Санкт-Петербург-
ского государственного университета. Авторы благо-
дарят сотрудников Центра за содействие.
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Предложена методика извлечения 2,6-диизоборнил-4-метилфенола (ИБФ), молекула которого об-
ладает потенциальной мультитаргетной активностью, и его активного метаболита 2,6-диизобор-
нил-4-гидроксиметилфенола (ИБФ–ОН) из образцов плазмы человека и крысы для дальнейшего опре-
деления методом жидкостной тандемной хромато-масс-спектрометрии. Определена растворимость
ИБФ (в мг/мл) в различных органических растворителях. В частности, соединение легко растворимо в
хлороформе (346 ± 14), метил-трет-бутиловом эфире (98.6 ± 3.8) и этилацетате (96.8 ± 2.0). Показано,
что использование в качестве экстракционной системы с одновременной денатурацией белка смеси
хлороформа и изопропанола (5 : 1, по объему) позволяет извлекать лишь 66 ± 10% ИБФ от его об-
щего количества, в то время как степень извлечения ИБФ–ОН составляет 96 ± 7%. Предваритель-
ное разбавление 200 мкл плазмы 300 мкл физиологического раствора повышает извлечение ИБФ до
100 ± 4%. Высушивание экстрактов в вакуумном концентраторе (воздух, 45°C) с дальнейшим рас-
творением сухих остатков в 300 мкл ацетонитрила способствует очистке биообразцов и концентри-
рованию аналитов. Общее время пробоподготовки не превышает 70 мин, а продолжительность ана-
лиза составляет 7 мин, объем вводимой аликвоты − 2 мкл. Методика успешно апробирована на ре-
альных образцах плазмы крыс после однократного перорального введения масляной формы ИБФ
(10 мг/кг) в рамках фармакокинетических исследований.

Ключевые слова: пробоподготовка образцов плазмы, ВЭЖХ-МС/МС, диборнол, простагенин, фе-
нольные антиоксиданты.
DOI: 10.31857/S0044450223020068, EDN: CEKHAR

В настоящее время, несмотря на значительные
успехи в разработке биофармацевтических пре-
паратов, актуальной остается задача поиска и со-
здания лекарственных средств на основе малых
молекул. Значительный интерес представляют
так называемые “мультитаргетные лекарствен-
ные средства” [1, 2], воздействующие одновре-
менно на несколько биологических мишеней, что
обусловлено современной точкой зрения на
мультифакториальную, т.е. вызываемую сово-

купностью как наследственных, так и внешних
факторов, этиологию заболеваний.

Одной из таких молекул является 2,6-диизо-
борнил-4-метилфенол (ИБФ, диборнол, медибо-
рол, схема 1а) – полусинтетическое соединение
класса пространственно-затрудненных фенолов,
полученное из продуктов лесопереработки в ин-
ституте химии Коми научного центра Уральского
отделения РАН (Сыктывкар) [3].
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Схема 1. Структурные формулы 2,6-диизоборнил-4-метилфенола (а) 
и 2,6-диизоборнил-4-гидроксиметилфенола (б).

В рамках проведенных доклинических иссле-
дований, а также в ходе последующих научных
изысканий установлено, что ИБФ обладает выра-
женной антиоксидантной активностью [4],
вследствие чего демонстрирует нейро-, кардио- и
ретинопротекторные свойства [5–8], улучшает
реологические показатели крови при моделиро-
вании различных патологических состояний [9–
11]. Кроме того, соединение оказывает мембра-
нопротекторное действие на сперматозоиды и
способствует нормализации их окислительно-
восстановительного статуса [12], а также обладает
терапевтическим потенциалом для лечения доб-
рокачественной гиперплазии предстательной же-
лезы [13]. Тем не менее, как отмечают авторы ра-
боты [13], метаболит ИБФ – 2,6-диизоборнил-4-
гидроксиметилфенол (ИБФ–ОН, простагенин,
схема 1б) более перспективен для применения в
лечении указанного заболевания.

Сотрудниками НИИ фармакологии и регене-
ративной медицины им. Е. Д. Гольдберга (Томск)
изучена фармакокинетика ИБФ, а также его био-
доступность при различных способах введения
[14–18]. Установлено, что масляная форма препа-
рата является наиболее подходящей для дальней-
шего перорального использования, поскольку
ИБФ относится к числу высоколипофильных ве-
ществ (lgP = 8.14) [17]. Для подобных соединений
следует ожидать связывания с липидными ком-
понентами биологических систем помимо уже
известной способности лекарственных средств
связываться с белками плазмы, в том числе с ли-
попротеинами, а также клетками крови. Данные
обстоятельства создают ряд сложностей для из-
влечения ИБФ из биологических жидкостей и
тканей. Кроме того, высокое значение коэффи-
циента липофильности определяет раствори-
мость препарата в неполярных и малополярных
растворителях. При использовании классическо-
го способа пробоподготовки методом жидкост-
но-жидкостной экстракции (ЖЖЭ) указанными
выше типами растворителей в органическую фазу
наряду с целевыми компонентами экстрагируют-
ся различные липофильные соединения биологи-
ческой матрицы, обусловливающие матричный

эффект и загрязнение аналитического оборудо-
вания.

В литературе описан ряд традиционных мето-
дик пробоподготовки биологического материала
для извлечения высоколипофильных соедине-
ний, за прототип которых выбран пробукол (lgP =
= 11.30) [19–24]. В качестве экстрагентов авторы
использовали следующие смеси (по объему):
MeOH−(Me)2CO (3 : 2) [19], (Et)2O−CH2Cl2 (1 : 1)
[20], EtOH [21], н-C6H14 с добавлением MeOH и
EtOH [22], н-C7H16 с физиологическим раствором
и EtOH [23], изо-C8H18 с дистиллированной водой
и EtOH [24]. Для концентрирования и очистки
проб экстракты высушивали в токе азота с после-
дующим растворением сухих остатков в неболь-
шом количестве органического растворителя. Ав-
торы работы [21] высушивали экстракт в токе воз-
духа, остаток растворяли в (Et)2O и NaOH, затем
вновь отбирали полученную органическую фрак-
цию и высушивали досуха с дальнейшим раство-
рением в MeOH. Что касается ИБФ, описана
следующая методика пробоподготовки образцов
плазмы [15, 17]: 4 мл биоматериала подвергали
термической денатурации (30 мин), разбавляли
2 мл физиологического раствора, центрифугиро-
вали (10 мин), добавляли смесь CHCl3−изо-
PrOH−H3PO4 (9 : 1 : 0.15, по объему), перемешивали
(20 мин), центрифугировали (15 мин), отбирали ор-
ганической слой и высушивали в токе азота, сухой
остаток растворяли в 100 мкл смеси н-C6H14−изо-
PrOH−MeCN (3 : 5 : 2, по объему), фильтровали че-
рез пористый фильтр и 5 мкл использовали для
хроматографического анализа с флуориметриче-
ским детектированием (общее время анализа
16 мин). Количественная характеристика извле-
чения ИБФ не приведена.

Одно из требований при выборе подходящего
экстрагента – его способность растворять макси-
мальное количество аналита. В литературе приве-
дены лишь качественные характеристики раство-
римости ИБФ в некоторых растворителях [25]:
практически нерастворим в воде, очень плохо
растворим в 95%-ном EtOH, умеренно растворим
в (Et)2O, н-C6H14 и (Me)2CO, хорошо растворим в
CHCl3.

OH OH

OH
(a) (б)
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ЛАКЕЕВ и др.

Цель настоящей работы – разработка методи-
ки пробоподготовки образцов плазмы для опре-
деления ИБФ и его метаболита ИБФ–ОН мето-
дом жидкостной тандемной хромато-масс-спек-
трометрии (ВЭЖХ-МС/МС). Особое внимание
уделено минимизации количества биологическо-
го материала, а также продолжительности пробо-
подготовки, что, несомненно, важно для даль-
нейших клинических исследований. Интерес
также представляло получение количественных
данных о растворимости ИБФ в различных рас-
творителях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. Использовали стандартные образ-

цы (содержание основного вещества не менее
98%) 2,6-диизоборнил-4-метилфенола и 2,6-дии-
зоборнил-4-гидроксиметилфенола (институт хи-
мии Коми научного центра Уральского отделе-
ния РАН, Россия), ацетонитрил сорт 0, ос. ч.
(Криохром, Россия), ацетон х. ч. (ЭКОС-1, Рос-
сия), гексан х. ч. (ЭКОС-1, Россия), гептан х. ч.
(ЭКОС-1, Россия), диметилсульфоксид (99%,
Иодные технологии и маркетинг, Россия), диэти-
ловый эфир х. ч. (Кузбассоргхим, Россия), изо-
пропанол х. ч. (ЭКОС-1, Россия), метанол х. ч.
(Вектон, Россия), метил-трет-бутиловый эфир
х. ч. (ЭКОС-1, Россия), хлороформ х. ч. (ЭКОС-1,
Россия), этанол (95%, Кемеровская фармацевти-
ческая фабрика, Россия), этилацетат х. ч. (ЭКОС-1,
Россия), концентрированную серную х. ч. (Сигма
Тек, Россия) и ортофосфорную х. ч. (Химпром,
Россия) кислоты, муравьиную кислоту (~98%,
Sigma-Aldrich, США), аммиак х. ч. (Сигма Тек,
Россия), сульфат аммония х. ч. (Химреактивснаб,
Россия), физиологический раствор (Мосфарм,
Россия). Сверхчистую воду (тип I) получали c
применением специализированной системы
очистки воды Millipore Direct-Q 5 UV (Merck,
США).

Оборудование. Аналитическая ВЭЖХ-
МС/МС-система включала дегазатор DGU-20A5R,
насосы высокого давления LC-20ADXR, автоин-
жектор SIL-20ACXR, термостат CTO-20A (Shi-
madzu, Япония), тандемный масс-спектрометр
Triple Quad 3500 с тройным квадруполем (AB Sci-
ex, США), хроматографическую колонку EC Nu-
cleodur C8ec (150 × 4.6 мм, 5 мкм, 100 Å) (Mache-
rey-Nagel, Германия) с предколоночным картри-
джем, газогенератор азота Genius (Peak Scientific,
Великобритания).

Для пробоподготовки образцов применяли
универсальный пробирочный вортекс MSV-3500
(Biosan, Латвия), мультифункциональную цен-
трифугу с охлаждением SL 16R (Thermo Scientific,
США), вакуумный центробежный концентратор
Concentrator plus (Eppendorf, Германия), термо-
шейкер TS-100 (Biosan, Латвия).

Программное обеспечение Analyst 1.7.2 и Mul-
tiQuant 3.0.3 использовали для сбора и обработки
хромато-масс-спектрометрических данных соот-
ветственно.

Биологические образцы. Образцы интактной
плазмы здоровых добровольцев, содержащей ди-
калиевую соль этилендиаминтетрауксусной кис-
лоты в качестве антикоагулянта, приобретали у
частной организации и хранили при –32°C. Об-
разцы интактной плазмы крыс линии Вистар с
добавлением гепарината натрия в качестве анти-
коагулянта получали из сонной артерии, предва-
рительно наркотизировав животных диэтиловым
эфиром. Образцы крови центрифугировали
(3000×g, 15 мин, 4°C), отбирали полученную
плазму и хранили при –32°C.

Все процедуры с участием животных как объ-
ектов данного исследования выполнены в соот-
ветствии с международными и национальными
руководящими принципами по уходу и использо-
ванию животных, а также одобрены локальным
комитетом НИИФиРМ им. Е. Д. Гольдберга, где
выполнено исследование.

Приготовление стандартных растворов. Исход-
ные растворы ИБФ и ИБФ–ОН (1000 мкг/мл) го-
товили растворением их точных навесок в MeOH
и в смеси MeCN−(Me)2CO (8 : 2, по объему) соот-
ветственно. Затем из полученных растворов по-
следовательным разбавлением MeCN получали
рабочие растворы с концентрациями 400, 40,
0.8 мкг/мл (ИБФ) и 40, 0.8, 0.08 мкг/мл (ИБФ–
ОН). Из них, в свою очередь, готовили градуи-
ровочные растворы (n = 9) в концентрацион-
ном диапазоне 0.2–100 мкг/мл (ИБФ) и (4–400) ×
× 10–3 мкг/мл (ИБФ–ОН). Для оценки степени
извлечения аналитов готовили растворы контро-
ля качества с концентрациями 90 мкг/мл (ИБФ)
и 0.36 мкг/мл (ИБФ–ОН). При приготовлении
градуировочных растворов и растворов контроля
качества использовали отдельные исходные и ра-
бочие растворы.

Все исходные и рабочие растворы хранили в
посуде из темного стекла в холодильных камерах
при –32°C, а градуировочные растворы и раство-
ры контроля качества – при 4°C в виалах из про-
зрачного стекла.

Определение растворимости 2,6-диизоборнил-
4-метилфенола. В сверхчистую воду (500 мкл),
(Me)2SO, (Me)2CO, MeOH, MeCN, MeOC(Me)3,
EtOH, (Et)2O, EtOAc, изо-PrOH, н-C6H14, н-C7H16,
CHCl3 (300 мкл для каждого растворителя) вноси-
ли навески ИБФ до получения насыщенных рас-
творов. Суспензии интенсивно встряхивали на
термошейкере (500 об/мин, 25°C) в течение 6 ч
для установления гетерогенного равновесия (при
растворении вещества в раствор вносили его но-
вую порцию). Эксперимент проводили в плотно
закрытых пробирках типа Эппендорф во избежа-
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ние улетучивания органических растворителей
(количество контролировали по заранее установ-
ленным меткам). Далее полученные насыщенные
растворы центрифугировали (12000 об/мин,
3 мин, 25°C) и 20 мкл надосадочной жидкости пе-
реносили в виалы. После испарения растворите-
ля остаток растворяли в MeCN, разбавляли и ана-
лизировали методом ВЭЖХ-МС/МС. В случае
таких растворителей, как вода, ROH, MeCN,
(Me)2SO надосадочные жидкости разбавляли без
предварительного высушивания.

Для количественной оценки содержания ИБФ
в полученных растворах использовали метод абсо-
лютной градуировки, которую строили по градуиро-
вочным растворам в диапазоне 0.1–5 мкг/мл (n = 7;
готовили отдельно из растворов, указанных в раз-
деле “Приготовление стандартных растворов”).
Уравнение градуировочной зависимости имело
следующий вид: y = 11.1595x – 472.2379 (линейная
функция с весовым фактором 1/x; коэффициент
детерминации R2 = 0.9932).

Приготовление градуировочных, контрольных и
холостых образцов. Образцы интактной плазмы
человека или крысы перед анализом разморажи-
вали при комнатной температуре, 190 мкл плазмы
затем помещали в пробирки типа Эппендорф и до-
бавляли 10 мкл стандартного градуировочного или
контрольного раствора (смесь ИБФ и ИБФ–ОН).
Для приготовления холостых образцов к плазме
добавляли 10 мкл MeCN. Диапазон концентраций
аналитов в градуировочных образцах составил
0.01–5 мкг/мл (ИБФ) и (0.2–20) × 10–3 мкг/мл
(ИБФ–ОН). Концентрации в образцах контроля
качества – 4.5 мкг/мл (ИБФ) и 18 × 10–3 мкг/мл
(ИБФ–ОН).

Пробоподготовка. Ниже описаны различные
способы пробоподготовки исследуемых биологи-
ческих образцов. В каждом случае общим этапом,
если не указано иное, являлось перемешивание
проб на вортексе (2100 об/мин, 5 мин), центрифу-
гирование (12000×g, 8 мин, 4°C), отбор органиче-
ской фракции и ее высушивание в концентраторе
(1200 об/мин, 30–50 мин в зависимости от рас-
творителя, 45°C), растворение остатков в 300 мкл
MeCN с последующим перемешиванием при
1500 об/мин в течение 5 мин и переносом полу-
ченного экстракта в виалу для дальнейшего ана-
лиза. Под образцом далее будем понимать смесь
190 мкл плазмы и 10 мкл контрольного раствора.

(1) Образец + 400 мкл охлажденного MeCN
(или MeOH) (без высушивания);

(2) Образец + 1200 мкл н-C6H14;
(3) Образец + 1200 мкл н-C7H16;
(4) Образец + 600 мкл н-C6H14 + 600 мкл

MeOC(Me)3;
(5) Образец + 400 мкл н-C6H14 + 400 мкл

MeOC(Me)3 + 400 мкл (Et)2O;

(6) Образец + 600 мкл н-C6H14 + 600 мкл EtOAc;
(7) Образец + 1200 мкл CHCl3;
(8) Образец + 200 мкл изо-PrOH + 1000 мкл

CHCl3;
(9) Образец + 200 мкл MeOH + 1000 мкл CHCl3.
В качестве наиболее подходящей экстракци-

онной системы выбрали смесь (8) (см. ниже раз-
дел “Результаты и их обсуждение”), поэтому тща-
тельно проанализировали влияние соотношения
растворителей CHCl3−изо-PrOH (1 : 1; 2 : 1; 2.5 : 1;
3 : 1; 5 : 1, по объему) на степень извлечения ИБФ
и ИБФ–ОН. Также изучили роль неорганических
добавок 3 М (NH4)2SO4, 0.6 М H2SO4 и 30%-ной
(по массе) H3PO4 в процессе извлечения целевых
компонентов. Более детально оценили влияние
физиологического раствора. Так, физиологиче-
ский раствор добавляли к 200 мкл плазмы, содер-
жащей аналиты, в соотношениях 1 : 2; 1 : 1 и 1.5 : 1
(объем плазмы был постоянным).

Оценка степени извлечения. Извлечение оце-
нивали на образцах контроля качества (n = 3).
В качестве образцов сравнения использовали
экстракты холостых образцов, к которым непо-
средственно перед анализом на этапе высушива-
ния добавляли известное количество аналита (об-
разцы, представляющие 100%-ную эффективность
экстракции). Степень извлечения рассчитывали со-
гласно формуле:

где Sреал – площадь пика образца контроля каче-
ства, подвергшегося процедуре пробоподготов-
ки, S100% – площадь пика образца контроля каче-
ства, представляющего 100%-ную эффективность
экстракции.

Условия хромато-масс-спектрометрического
анализа. Хроматографирование осуществляли в
изократическом режиме при использовании в ка-
честве подвижной фазы MeCN (элюент Б) и
0.1%-ную HCOOH в воде (элюент А) при объем-
ном соотношении 97 : 3 соответственно. Объем
вводимой аликвоты 2 мкл, скорость потока элю-
ента 0.55 мл/мин, температура автоинжектора и
колонки 15 и 40°C соответственно, среднее время
удерживания ИБФ 6.34 ± 0.02 мин (рис. 1а) и
ИБФ–ОН 4.51 ± 0.02 мин (рис. 1б), общая про-
должительность анализа 7.00 мин.

Для детектирования аналитов использовали
метод тандемной масс-спектрометрии с электро-
распылительной ионизацией в режиме монито-
ринга заданных реакций (регистрировали отри-
цательно заряженные ионы) на основе перехо-
дов, m/z: 379.1 → 256.1 (ИБФ) и 395.1 → 377.1
(ИБФ–ОН). Время накопления сигнала 150 мс.
В табл. 1 приведены условия МС/МС-детектиро-
вания, предварительно оптимизированные для
обеспечения максимальной чувствительности

реал 100%( )/ 100%,E S S= ×
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прибора путем прямого шприцевого ввода рас-
твора аналита в камеру источника (c = 1 мкг/мл в
соответствующей подвижной фазе при скорости
потока 7 мкл/мин).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Растворимость 2,6-диизоборнил-4-метилфено-
ла. Растворимость ИБФ изучали в 13 растворите-
лях различной природы (табл. 2): полярные про-
тонные (ROH, H2O) и апротонные (EtOAc,
(Me)2CO, MeCN, (Me)2SO), неполярные
(н-C6H14, н-C7H16, (Et)2O, MeOC(Me)3, CHCl3).
Как и ожидалось, аналит оказался лучше всего
растворим в неполярных растворителях (за ис-
ключением (Et)2O), а также в одном полярном
апротонном (EtOAc). В связи с тем, что даже в та-
ких неполярных растворителях, как (Et)2O,
MeOC(Me)3, CHCl3, ориентационные и индукци-
онные силы на фоне преобладания дисперсион-
ных вносят определенный вклад в межмолеку-
лярные взаимодействия, довольно сложно вы-
явить характер зависимостей растворимости
ИБФ от диэлектрической проницаемости кон-
кретного растворителя, его поляризуемости или
дипольного момента даже в пределах одной груп-
пы. Тем не менее можно выделить следующую
корреляцию. В ряду полярных амфипротонных
растворителей (в скобках приведены значения их
полярности, рассчитанные относительно поляр-
ности воды [26]) H2O (1.000), MeOH (0.762), EtOH
(0.654), изо-PrOH (0.546) наблюдается возраста-
ние растворимости ИБФ (табл. 2) наряду с законо-
мерным уменьшением энергий водородных связей
и диполь-дипольных взаимодействий между моле-
кулами растворителя (параметры δh и δp по Хансену
[27] соответственно). Зависимость значения рас-
творимости ИБФ в рассматриваемых растворите-
лях от их относительной полярности носит ли-
нейный характер (рис. 2; y = –56.0537x + 56.5124,
R2 = 0.9998). Полученный порядок указывает на
то, что в общем случае растворимость соединения
возрастает с увеличением размера молекул рас-
творителя и уменьшением его полярности. В це-
лом экспериментальные данные свидетельствуют
о незначительном вкладе специфической сольва-
тации в процесс растворения аналита, что, веро-
ятно, обусловлено стерической заслоненностью
гидроксильной группы объемными изоборниль-
ными группировками. Так, по мере введения в
молекулу фенола различных заместителей в ряду
фенол (9.98 [28], 82.8 мг/мл [29]), пара-крезол
(10.14 [28], 21.5 мг/мл [29]), 2,6-диизоборнил-4-
метилфенол (11.20, 0.46 мг/мл), 2,6-ди-трет-бу-
тил-4-метилфенол (12.20 [30], 0.6 × 10–3 мг/мл
[29]) наблюдается снижение подвижности атома
водорода гидроксила, что выражается в возраста-
нии значений pKa и уменьшении растворимости

соединений в воде (данные представлены для
I = 0 и t = 20 или 25°C).

В фармакопейном анализе понятие раствори-
мости используется в качестве характеристики
приблизительной растворимости фармацевтиче-
ской субстанции при постоянной температуре.
Согласно общей фармакопейной статье (ОФС.
1.2.1.0005.15 Растворимость) [31], растворимость
соединения в различных растворителях можно
охарактеризовать терминами (в скобках приведе-
но примерное количество растворителя в мл, не-
обходимое для растворения 1 г вещества): прак-
тически нерастворим (более 10000), очень мало
растворим (1000–10000), мало растворим (100–
1000), умеренно растворим (30–100), растворим

Рис. 1. Репрезентативные хроматограммы смеси
стандартных образцов 2,6-диизоборнил-4-метилфе-
нола (c = 4.5 мкг/мл) (а) и 2,6-диизоборнил-4-гид-
роксиметилфенола (c = 18 × 10–3 мкг/мл) (б), экстра-
гированных из плазмы.
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(10–30), легко растворим (1–10) и очень легко
растворим (до 1). Из представленных значений
(табл. 2) следует, что ИБФ легко растворим в
CHCl3, MeOC(Me)3 и EtOAc, растворим в н-C6H14
и н-C7H16, умеренно растворим в изо-PrOH,
MeCN, (Et)2O, EtOH, MeOH и (Me)2CO, очень
мало растворим в воде и (Me)2SO.

Выбор экстракционной системы. На начальном
этапе оценивали возможность извлечения ИБФ

из плазмы человека и крысы методом осаждения
белка добавлением MeCN или MeOH (система 1),
отличающимся высокой производительностью и
экспрессностью. Тем не менее степень извлече-
ния аналита варьировалась от 58 до 61%, что кос-
венно указывает на высокую степень связывания
препарата с белками и/или липидами биологиче-
ской матрицы. Вследствие этого данные вариан-
ты исключены нами из дальнейшего рассмотре-
ния. По результатам определения растворимости
ИБФ в различных растворителях (табл. 2) выбрали
ряд наиболее подходящих экстрагентов, в том числе
их смесей, для извлечения аналитов из биообразцов
методом ЖЖЭ (системы 2–9). Несмотря на то, что
ИБФ (lgP = 8.14) и ИБФ–ОН (lgP = 6.20) – высоко-
липофильные соединения, экстракция с примене-
нием неполярных растворителей, а также их сме-
сей (системы 2–5 и 7) оказалась наименее эффек-
тивна с точки зрения извлечения ИБФ (рис. 3),
которая не превышала 61% (здесь и далее приво-
дим усредненные величины). Аналогичная ситуация
наблюдалась и для смеси н-C6H14 с полярным апро-
тонным растворителем EtOAc (46%, система 6).
Использование CHCl3 с добавлением полярных
протонных растворителей – спиртов MeOH и
изо-PrOH (5 : 1, по объему), выступающих в роли
депротеинизирующих агентов, позволило до-
стичь степени извлечения ИБФ, равной 66%
(рис. 3). CHCl3 по сравнению с н-C6H14 характе-
ризуется бóльшей летучестью, что позволяет зна-
чительно сократить время высушивания экстрак-
тов в ходе дальнейшей пробоподготовки. Именно
это преимущество определило выбор данного рас-
творителя в качестве основного компонента экс-
тракционной системы, несмотря на близкие зна-
чения степени извлечения ИБФ CHCl3 и н-C6H14
(~44%, рис. 3). Напротив, для ИБФ–ОН при ис-
пользовании неполярных растворителей получи-
ли удовлетворительные результаты по его извле-
чению (75–83%). Тем не менее выбор системы
CHCl3−изо-PrOH позволил существенно повы-
сить степень извлечения соединения (96%,
рис. 3). Следует отметить, что при экстракции
ИБФ из плазмы наблюдали большой разброс дан-
ных между тестируемыми системами (степень из-
влечения варьировалась от 37 до 66%, рис. 3). По-
лученные показатели были ниже и не коррелиро-
вали с результатами по извлечению ИБФ–ОН,
что, вероятно, обусловлено бóльшей липофиль-
ностью ИБФ. Таким образом, в качестве оконча-
тельного варианта экстракционной системы вы-
брали смесь CHCl3−изо-PrOH (5 : 1, по объему).

Влияние соотношения компонентов экстракци-
онной системы на извлечение аналитов. Для вы-
бранной экстракционной системы CHCl3−изо-
PrOH оценили влияние соотношения компонен-
тов (1 : 1, 2 : 1, 2.5 : 1, 3 : 1, 5 : 1 соответственно, по
объему) на степень извлечения аналитов (изна-

Таблица 1. Условия МС/МС-детектирования

Параметр

Значение 
параметра

ИБФ ИБФ–
ОН

Потенциал входа, В –3.4
Потенциал декластеризации, В –260 –200
Энергия столкновения, В –60 –48
Потенциал столкновения на 
выходе из ячейки, В –10

Газовая завеса (N2), psi 20
Газ столкновения (N2), psi 10
Напряжение на капилляре, В –4500
Температура источника, °C 500
Газ-распылитель (воздух), psi 40
Газ-нагреватель (воздух), psi 35

Таблица 2. Растворимость 2,6-диизоборнил-4-метил-
фенола в различных растворителях при 25°C

* Характеристика растворимости вещества согласно Госу-
дарственной Фармакопеи РФ XIV издания [31].

Растворитель S, мг/мл
S, мл 

растворителя на 
1 г вещества*

Гексан 53.6 ± 1.0 19
Гептан 50.3 ± 1.1 20
Диэтиловый эфир 22.7 ± 1.5 44
Метил-трет-
бутиловый эфир 98.6 ± 3.8 10

Хлороформ 346 ± 14 3
Этилацетат 96.8 ± 2.0 10
Изопропанол 26.9 ± 0.5 37
Ацетон 12.57 ± 0.31 80
Этанол 19.0 ± 0.4 53
Метанол 13.80 ± 0.05 73
Ацетонитрил 25.50 ± 0.23 39
Диметилсульфоксид 0.40 ± 0.06 2500
Вода 0.460 ± 0.032 2174
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чально выбрали соотношение 5 : 1). Статистических
различий, рассчитанных попарно между двумя
группами относительно системы CHCl3−изо-PrOH
(5 : 1, по объему) с помощью t-критерия Стью-
дента, выявлено не было (p > 0.05). Однако от-
мечены визуальные различия – при соотноше-
нии CHCl3−изо-PrOH, равном 5 : 1, белковый
слой на границе фаз тоньше, что позволяет отби-
рать бóльший объем органической фазы (рис. 4).
В связи с этим указанное соотношение компо-
нентов используемой экстракционной системы
выбрали как наиболее подходящее.

Влияние добавок неорганических соединений на
извлечение аналитов. Одним из факторов, влияю-
щих на полноту процесса экстракции, является
величина pH водной фазы, так как только в ней-
тральной форме аналит в максимальном количе-
стве переходит в органическую составляющую и в
меньшей степени связывается с белками плазмы.
Экстракция соединений, представляющих собой

Рис. 2. Зависимость растворимости 2,6-диизоборнил-
4-метилфенола (мг/мл) от относительной полярно-
сти растворителя (R2 = 0.9998).
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Рис. 3. Результаты оценки степени извлечения 2,6-диизоборнил-4-метилфенола и 2,6-диизоборнил-4-гидроксиме-
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слабые кислоты, максимальна только при значе-
ниях pH ниже pKa аналита не менее чем на две
единицы. ИБФ (pKa1 = 11.20) и ИБФ–ОН (pKa1 =
= 10.33, pKa2 = 15.20) обладают слабыми кислот-
ными свойствами, поэтому их экстракция из
плазмы крови, состоящей на 90–92% из воды,
наиболее эффективна лишь в кислых, нейтраль-
ных и слабощелочных средах. В связи с этим мы
наблюдали незначительное влияние pH водной
фазы при добавлении H2SO4 и H3PO4 на извлече-
ние аналитов, так как в интервале pH от 0 до 8 со-
единения находятся в молекулярной форме. Кро-
ме того, добавление кислот способствовало ча-
стичному растворению белка, что приводило к
загрязнению получаемых экстрактов.

При внесении 3 М раствора (NH4)2SO4 между
фазами формировался выраженный белковый
слой, что затрудняло отбор нижней органической
фракции и приводило, таким образом, к потере
аналитов. Кроме того, введение в систему
(NH4)2SO4 значительно уменьшало извлечение
ИБФ (по сравнению с системой, в которой
(NH4)2SO4 отсутствовал).

Принимая во внимание методики, описанные
в работах [15, 17, 23], изучили также влияние добав-
ки физиологического раствора на степень извлече-
ния ИБФ и ИБФ–ОН. Для этого в 10 мкл стандарт-
ного раствора аналитов вносили 100–300 мкл фи-
зиологического раствора и 190 мкл плазмы,
создавая, таким образом, соотношения раствор–
плазма, равные 1 : 2, 1 : 1, 1.5 : 1 (по объему) соответ-
ственно. Далее проводили пробоподготовку образ-
цов (см. выше раздел “Пробоподготовка”). Как
видно из рис. 5, наблюдалось симбатное изменение
степени извлечения ИБФ в зависимости от количе-
ства добавленного физиологического раствора. Так,
разбавление плазмы 300 мкл физиологического рас-
твора позволило достичь максимального извлечения
ИБФ (100 ± 4%). В случае ИБФ–ОН добавление
физиологического раствора не оказывало влия-
ния на его извлечение (рис. 5, по сравнению с си-
стемой, не содержащей физиологический рас-
твор).

Влияние времени перемешивания на извлечение
аналитов. После окончательного выбора способа
пробоподготовки образцов плазмы человека и
крысы (10 мкл стандартного раствора аналитов +
190 мкл плазмы + 300 мкл физиологического рас-
твора + 200 мкл изо-PrOH, перемешивание, +
+ 1000 мкл CHCl3, далее см. выше раздел “Пробо-
подготовка”) требовалось установить подходя-
щее время перемешивания образцов, обеспечи-
вающее наиболее полное извлечение аналитов

Рис. 4. Визуальное представление образцов после экстракции аналитов из плазмы смесью CHCl3−изо-PrOH при раз-
личных соотношениях компонентов (по объему).

1 : 1 2 : 1 2.5 : 1 3 : 1 5 : 1

Рис. 5. Зависимость степени извлечения 2,6-диизо-
борнил-4-метилфенола (1) и 2,6-диизоборнил-4-гид-
роксиметилфенола (2) от объема добавленного фи-
зиологического раствора на этапе экстракции.
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как на этапе их экстракции, так и при растворе-
нии остатков после высушивания. Как видно из
рис. 6, практически полное извлечение целевых
компонентов (с учетом погрешности) достигает-
ся уже после 5 мин интенсивного встряхивания
экстрактов и сухих остатков на пробирочном вор-
тексе. Близкие результаты по извлечению анали-
тов как на этапе экстракции, так и растворения
остатков указывают на отсутствие термической
деградации соединений при их высушивании
(~45 мин) в ходе очистки и концентрирования об-
разцов.

* * *

Разработана методика пробоподготовки об-
разцов плазмы крови человека и крысы, обеспе-
чивающая практически 100%-ное извлечение как
2,6-диизоборнил-4-метилфенола, так и его ак-
тивного метаболита 2,6-диизоборнил-4-гидрокси-
метилфенола. В качестве способа пробоподготовки
выбран простой и доступный метод жидкостно-
жидкостной экстракции с использованием смеси
CHCl3−изо-PrOH (5 : 1, по объему) в качестве экс-
трагента, в одном из компонентов которого
(CHCl3) 2,6-диизоборнил-4-метилфенол демон-
стрирует наибольшую растворимость (346 мг/мл).

Показано, что добавление 300 мкл физиологиче-
ского раствора препятствует связыванию соеди-
нения с белками и липидами плазмы, повышая
тем самым его извлечение с 66 до 100%. Высуши-
вание образцов в вакуумном концентраторе на
воздухе при 45°C с дальнейшим растворением су-
хих остатков в MeCN способствует не только их
очистке и снижению возможного мешающего
влияния со стороны соэкстрагирующихся компо-
нентов биологической матрицы, но и позволяет
сконцентрировать аналиты почти в три раза.
Предложенная методика по сравнению с описан-
ной ранее позволяет сократить затраты времени
на этапе пробоподготовки как минимум в два ра-
за с объемом вводимой аликвоты 2 мкл. Указан-
ные преимущества весьма существенны при ра-
боте с чувствительным и дорогостоящим ана-
литическим оборудованием, а также при
анализе большого количества биообразцов ме-
тодом ВЭЖХ-МС/МС. Для анализа достаточно
0.2 мл плазмы крови, тогда как по известной ме-
тодике требовалось 4 мл биоматериала. Методика
пробоподготовки и анализа успешно апробиро-
вана на реальных образцах плазмы крыс после од-
нократного перорального введения им субстанции
2,6-диизоборнил-4-метилфенола в персиковом
масле в дозе 10 мг/кг в рамках фармакокинетиче-
ских исследований.

Рис. 6. Влияние времени перемешивания образцов на степень извлечения 2,6-диизоборнил-4-метилфенола и 2,6-ди-
изоборнил-4-гидроксиметилфенола на этапах экстракции и растворения сухих остатков.
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Развитие фармацевтической промышленно-
сти и рост объемов производства лекарственных
препаратов поставили человечество перед новой
экологической проблемой, связанной с попада-
нием лекарственных средств и их метаболитов
(так называемых фармацевтических поллютан-
тов) в окружающую среду. Применение высоко-
эффективной жидкостной и газовой хроматогра-
фии, часто в сочетании с масс-спектрометрией,
позволяет обнаруживать фармполлютанты не
только в сточных водах, но и в природных водое-
мах и даже в питьевой воде [1–6].

Одним из широко используемых в медицин-
ской практике нестероидных противовоспали-
тельных препаратов является ибупрофен
(C13H18O2; CAS: 15687-27-1; (2RS)-2-[4-(2-метил-
пропил)фенил]пропановая кислота [7]. Ибупро-
фен (ИБ, схема 1) и его метаболиты обнаружены
в сточных водах очистных сооружений разных
стран в концентрациях от нескольких нг/л до
6000 мкг/л [8–11].

Схема 1. Структурная формула натриевой 
соли ибупрофена.

На настоящий момент накоплен значитель-
ный экспериментальный материал по биоде-
струкции ИБ различными микроорганизмами, в
том числе почвенными и водными бактериями
рода Rhodococcus, которые отличаются наиболь-
шим разнообразием деградируемых фармполлю-
тантов [12–14]. Исследования направлены в ос-
новном на изучение метаболических путей про-
цесса биодеструкции ИБ. Однако информация о
возможности определения ИБ в ходе данного
процесса явно недостаточна. При этом особый
интерес представляет кинетическое моделирова-
ние, которое дает возможность оценивать не
только скорость, но и воспроизводимость про-
цесса, время его окончания, а также осуществ-
лять переход от лабораторных исследований к
промышленным технологиям.
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Цель настоящего исследования – подбор
методики хроматографического анализа ибупро-
фена в среде культивирования актинобактерий
рода Rhodococcus с использованием обращенно-
фазовой ВЭЖХ и кинетическое моделирование
процесса биодеструкции данного вещества.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. Использовали натриевую соль

ибупрофена (C13H17NaO2, CAS 31121-93-4, соль α-
метил-4-(изобутил)фенилуксусной кислоты; Sig-
ma-Aldrich, США) − белый кристаллический по-
рошок, хорошо растворимый в воде. Реагенты
имели квалификацию х. ч., ч. д. а. или ос. ч. (База
№ 1 химреактивов, Россия; Криохром, Россия;
Merck, Германия; Sigma-Aldrich, США).

Условия проведения процесса биодеструкции
ибупрофена. В качестве деструктора ибупрофена
использовали штамм Rhodococcus cerastii ИЭГМ
1243 из Региональной профилированной кол-
лекции алканотрофных микроорганизмов
(официальный акроним коллекции ИЭГМ,
http://www.iegmcol.ru, ЦКП 480868, УНУ 73559,
WDCM 768) [15]. В колбу Эрленмейера емк.
250 мл вносили 0.01 г ибупрофена, 100 мл мине-
рально-солевой среды “K” состава (г/л):
K2HPO4 − 1.0; KH2PO4 − 1.0; NH4NO3 − 1.0;
NaCl − 1.0; MgSO4·7Н2О − 0.2; CaCl2·2Н2О − 0.02;
FeСl3·7Н2О − 0.001; 0.5 г/л глюкозы, 0.1 мл/л н-
гексадекана в качестве косубстратов (дополни-
тельных источников углерода и энергии) и ино-
кулят (взвесь клеток родококков) до соответствия
стандарту мутности БАК5 (5 NTU). Клетки родо-
кокков предварительно выращивали в течение
трех суток в мясопептонном бульоне и отмывали
10 мМ фосфатным буферным раствором (рН 7.0).
Биодеструкцию ибупрофена проводили в услови-
ях периодического культивирования на орби-
тальном шейкере Certomat IS (Sartorius, Герма-
ния) при 160 об/мин и 28°С. Продолжительность
экспериментов составляла 5 сут. Пробы объемом
2.0 мл отбирали с интервалом 1 сут.

Приборы и оборудование. Орбитальный шей-
кер Certomat IS (Sartorius, Германия); хромато-
граф LC Prominence 20А (Shimadzu, Япония),
оснащенный хроматографической колонкой с
сорбентом с обращенной фазой Luna 5uC18(2)
100A (4.6 мм × 250 мм) и диодно-матричным де-
тектором (SPD-M20A); лабораторная центрифуга
(12000 об/мин, Eppendorf, Германия).

Модельные смеси для построения градуировочной
кривой для ВЭЖХ − растворы ибупрофена в среде
“К” в диапазоне концентраций 1–100 мкг/мл в за-
висимости от валидируемого показателя.

Подготовка проб культуральной жидкости родо-
кокков для анализа методом ВЭЖХ. Аликвотную
часть культуральной среды в количестве 1.0 мл,

содержащей ибупрофен, продукты его биоде-
струкции, бактериальные клетки и продукты их
жизнедеятельности, помещали в пробирку Эп-
пендорфа и центрифугировали при 10000 об/мин
в течение 5 мин. Надосадочную жидкость, осво-
божденную от клеток, фильтровали через мем-
бранный шприцевой нейлоновый фильтр с раз-
мером пор 0.45 мкм (Agilent Technologies, США).
В качестве контрольных сред использовали сте-
рильную минеральную среду “К” с ибупрофеном
(0.01%) без внесения бактериальных клеток
(абиотический контроль); стерильную среду “К”
с клетками родококков без ибупрофена (биотиче-
ский контроль или плацебо).

Учет результатов. Хроматографическую ин-
формацию записывали и обрабатывали с помо-
щью программного обеспечения LCSolution
(v/1.25 rus).

Валидация методики. Валидационную оценку
проводили в 6-кратной повторности по показате-
лям: селективность, линейность, прецизион-
ность и правильность результатов анализа [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Экспериментально установили, что ИБ под-
вергается бактериальному разложению. Остаточ-
ная концентрация исследуемого соединения из
среды культивирования Rhodococcus cerastii
ИЭГМ 1243 на уровне 20% через 5 сут экспери-
мента.

Условия хроматографического определения ибу-
профена. При выборе оптимальных условий опре-
деления ибупрофена в культуральной среде родо-
кокков в качестве неподвижной фазы использо-
вали обращенно-фазовый сорбент из группы
алкилсиликагелей. В качестве растворителей
применяли смеси ацетонитрила и фосфатного бу-
ферного раствора (рН 3) в разных соотношениях,
которые позволяли работать в широком УФ-диа-
пазоне и использовать наиболее популярный при
анализе лекарственных препаратов спектрофото-
метрический детектор. Длина волны детектиро-
вания ибупрофена составила 220 нм (рис. 1).

Поскольку в изократическом режиме элюиро-
вания удалось получить симметричные пики ибу-
профена с приемлемыми временами удерживания,
то исследования по возможности использования
градиентного режима не проводились. В результате
для разделения образующейся в процессе биоде-
струкции ибупрофена многокомпонентной систе-
мы предложены следующие условия хроматогра-
фического анализа: подвижная фаза ацетонит-
рил–фосфатный буферный раствор (рН 3) (60 :
40); скорость потока элюента – 1 мл/мин; темпера-
тура колонки – 40°С; объем пробы – 10 мкл; дли-
на волны детектирования – 220 нм. В описанных
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условиях время удерживания ибупрофена соста-
вило 10.80 ± 0.02 мин.

Валидационная оценка методики. Для оценки
селективности хроматографического определе-
ния ибупрофена в предложенных условиях полу-
чили хроматограммы раствора стандартного об-
разца ибупрофена (0.01%) в среде “К” (рис. 2),
раствора плацебо (среды “К” с клетками родо-
кокков без ибупрофена) и раствора ибупрофена в
культуральной среде родококков после биоде-
струкции в течение 5 сут (рис. 3). Установили, что

на хроматограмме раствора плацебо отсутствуют
пики с временами удерживания, близкими к ибу-
профену. Пики плацебо и культуральной жидко-
сти хорошо разделяются с пиком ибупрофена,
что свидетельствует о селективности методики.

При оценке линейности построили градуиро-
вочный график зависимости площади пика ибу-
профена (S) от его концентрации (c) в модельных
растворах в интервале от 1 до 100 мкг/мл. Градуи-
ровочная зависимость описывается уравнением
S = 13083c; полученный коэффициент корреля-

Рис. 1. УФ-спектр стандартного раствора ибупрофена (0.01%).
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Рис. 2. Хроматограмма ибупрофена (0.01%) в среде “К” (абиотический контроль).
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Рис. 3. Хроматограмма культуральной жидкости родококков после ферментации в течение пяти суток.
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ции 0.999 указывает на линейность зависимости в
данном диапазоне концентраций ибупрофена.

Прецизионность и правильность методики оце-
нивали по величинам относительного стандарт-
ного отклонения (sr, %) и относительной погреш-
ности (ε, %), используя модельные смеси с тремя
уровнями содержаний ибупрофена: 0.0001, 0.002
и 0.007% (табл. 1). Полученные  данные удовле-
творяют критериям приемлемости, предъявляе-
мым к биоаналитическим методикам [16].

Предложенную методику хроматографическо-
го определения ибупрофена использовали для
изучения динамики удаления данного вещества в
процессе биодеструкции клетками Rhodococcus
cerastii ИЭГМ 1243 (табл. 2). Эксперименты про-
водили в 10 повторностях (реализациях) в одина-
ковых условиях.

Абиотический контроль показал отсутствие
изменений содержания ибупрофена за время от-
бора проб. Остаточное содержание ибупрофена в
культуральной среде Rhodococcus cerastii ИЭГМ
1243 в 10 реализациях за первые сутки уменьши-
лось до 43–50% и после пяти суток до 17–26%, что
свидетельствует об эффективности процесса
биодеструкции ибупрофена в данных условиях.
Разброс значений концентрации исследуемого
вещества по реализациям в день отбора проб со-
ставил 7–9%, что при достаточной точности ме-

тодики хроматографического анализа подтвер-
ждает случайность процесса биодеструкции с по-
зиций стохастического анализа [17, 18].

Кинетическое моделирование процесса биоде-
струкции ибупрофена. Для кинетического модели-
рования использовали уравнение первого поряд-
ка dx/dt = – kx с начальным условием x0 = 100%
при t = 0. Данное уравнение адекватно описывает
динамику изменения концентрации лекарствен-
ных средств (дротаверина гидрохлорида, кодеина
фосфата, ацетилсалициловой кислоты и др.) в
процессе бактериальной деструкции [19–21].
Значения параметра скорости биодеструкции k в
реализациях определяли с применением метода
наименьших квадратов по полученным экспери-
ментальным данным (табл. 2). Помимо этого, со-
гласно выражению t1/2 = ln(2)/k определяли пери-
од полураспада ибупрофена в процессе биодеструк-
ции, а по выражению t1 = ln(100)/k устанавливали
время окончания процесса биодеструкции при 100-
кратном уменьшении начальной концентрации ис-
следуемого вещества (табл. 2).

Кинетические кривые, характеризующие измене-
ние остаточной концентрации ибупрофена в культу-
ральных средах родококков в процессе его биоде-
струкции (рис. 4), хорошо соответствуют полученным
экспериментальным данным (табл. 2).

Таблица 1. Прецизионность и правильность методики хроматографического определения ибупрофена в культу-
ральной среде родококков

Концентрация 
ибупрофена 

в модельном растворе

Найдено 
ибупрофена, 

мкг/мл

x̅
(n = 6) s, мкг/мл sr, % ε, %

1.01 мкг/мл
(0.0001%)

0.98 0.99 0.11 11.11 –1.00
0.86
1.08
0.87
1.05
1.11

20.03 мкг/мл
(0.002%)

21.10 20.30 0.84 4.14 1.50
19.62
19.31
20.84
21.19
19.73

70.02 мкг/мл
(0.007%)

68.42 69.02 1.25 1.81 –1.40
69.18
69.20
71.18
67.39
68.77
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Значения параметра k скорости процесса
биодеструкции ибупрофена с использованием
клеток Rhodococcus cerastii ИЭГМ 1243 находятся в
пределах 0.4367−0.5252 сут–1, период полураспада
t1/2 − 1.32−1.59 сут, время окончания процесса t1 −
8.77−10.54 сут. Доверительные интервалы для вы-
борочных средних значений периода полураспада
и времени окончания процесса биодеструкции
ибупрофена, установленные с применением кри-
тического значения коэффициента Стьюдента
для доверительной вероятности P = 95% и числа
степеней свободы (n – 1) = 9, составляют (1.49 ±
± 0.07) сут и (9.88 ± 0.45) сут соответственно. По-
лученное значение относительного стандартного
отклонения для данных интервалов (6.4%) свиде-
тельствует о приемлемой воспроизводимости
процесса биодеструкции ибупрофена [18].

* * *
Методом обращенно-фазовой ВЭЖХ подо-

браны условия хроматографического определе-
ния ибупрофена в культуральных средах родо-
кокков. Предложенная методика характеризуется
достаточной точностью, линейной градуировоч-
ной зависимостью, что позволяет использовать ее
для достоверной оценки содержания ибупрофена
в процессе бактериальной деструкции. С приме-
нением кинетического моделирования осуществ-
лен прогноз изменения содержания ибупрофена
в процессе биодеструкции, определены период
полураспада вещества, время окончания процес-
са и его воспроизводимость. Полученные данные
могут быть использованы при разработке биотех-
нологических способов очистки сточных вод
фармацевтических предприятий от опасных для
окружающей природной среды фармацевтиче-
ских отходов.

Исследования выполнены при поддержке Госза-
дания АААА-А19-119112290008-4 Минобрнауки РФ
и РНФ (грант 21-14-00132).
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