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Рассмотрены особенности строения флаванонов, сделан критический обзор и обобщены способы
их определения в различных объектах. Данные систематизированы по методам анализа – хромато-
графическим, электрофоретическим, спектральным и электрохимическим. Обсуждены аналитиче-
ские возможности, преимущества и недостатки каждой группы методов. Уделено внимание приме-
нению химически модифицированных электродов на основе углеродных наноматериалов, трехмер-
ных нанопористых металлических структур, композитов наночастиц оксидов и сульфидов металлов
или красителей с углеродными наноматериалами, а также комбинации модификаторов различных
типов в вольтамперометрии флаванонов.

Ключевые слова: фенольные антиоксиданты, флаваноны, хроматография, спектрофотометрия,
электрохимические методы, химически модифицированные электроды.
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Природные фенольные антиоксиданты явля-
ются одной из активно исследуемых групп биоло-
гически активных соединений в современной хи-
мии, что обусловлено как многообразием этих со-
единений, так и широким спектром проявляемой
биологической активности [1]. Среди этих соеди-
нений следует выделить флаваноны – основные
флавоноиды растений рода цитрусовых семей-
ства рутовые (Rutaceae). Отдельные представите-
ли флаванонов идентифицированы в экстрактах
растений семейства Lamiaceae, Amaranthaceae
и др., однако их содержание крайне мало [2].
Флаваноны ингибируют пролиферацию клеток и
ангиогенез, снижают уровень холестерина и триг-
лицеридов, выступают в качестве ловушек сво-
бодных радикалов, проявляют эстрогенную ак-
тивность, модулируют уровень оксида азота и
уменьшают агрегацию тромбоцитов и иммобили-
зацию лимфоцитов [3]. Это обусловливает их
применение в медицине в составе различных ле-
карственных средств. С другой стороны, цитрусо-
вые фрукты и продукты на их основе являются
частью пищевого рациона человека, что также
обеспечивает положительное воздействие на здо-
ровье. Флаваноны, в частности нарингин, оказы-
вают влияние на фармакокинетику ряда лекар-
ственных средств, поскольку ингибируют неко-
торые ферменты группы цитохрома P450 [4].
Кроме того, флаваноны при высоких концентра-
циях способны проявлять прооксидантные свой-

ства [1, 5]. Очевидно, что необходим контроль со-
держания соединений этой группы в реальных
объектах. Тем не менее определение флаванонов
не привлекало до недавнего времени достаточно-
го внимания аналитиков по сравнению с другими
классами природных фенольных соединений.
Частично это связано с тем, что идентификация
отдельных флаванонов стала возможной лишь с
развитием хромато-масс-спектрометрии.

В настоящем обзоре рассмотрены особенно-
сти строения флаванонов и их основные предста-
вители, обобщены и критически проанализиро-
ваны данные по способам их определения. В рам-
ках каждой группы методов обсуждены подходы,
обеспечивающие наилучшие аналитические ха-
рактеристики определения флаванонов, а также
достоинства и недостатки. Особое внимание уде-
лено аналитическим возможностям химически
модифицированных электродов при определе-
нии флаванонов в качестве эффективной альтер-
нативы хроматографическим методам.

СТРУКТУРА ФЛАВАНОНОВ,
ИХ ОСНОВНЫЕ ПРЕДСТАВИТЕЛИ 

И ИСТОЧНИКИ

Флаваноны или дигидрофлавоны состоят из
двух ароматических колец А и В, соединенных
друг с другом трехуглеродной цепью, которая

УДК 543.8

ОБЗОРЫ
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формирует закрытый пирановый цикл (кольцо С)
с одним из ароматических колец (схема 1).

Схема 1. Общая структура флаванонов.

Отсутствие двойной связи C2–C3, присутствие
хирального атома углерода в положении C2 и от-
сутствие заместителя в положении C3 кольца C
являются основными структурными особенно-
стями, позволяющими рассматривать флаваноны
как отдельный класс флавоноидов [6]. Флавано-
ны представлены широким спектром соединений
с О- (гидрокси-, метокси-, метилендиокси-)
и/или С-заместителями (метил-, бензил-, гид-
роксиметил-, формил-) в кольцах А и/или В [7]
(схема 2).

Схема 2. Агликоны флаванонов.

Как и другие флавоноиды, в природе флавано-
ны существуют в виде агликонов и гликозидов [1,
6, 8]. Гликозилирование агликонов протекает по-
следовательно под действием флаванон-7-O-бе-
та-глюкозилтрансферазы и флаванон-7-O-глю-
козид-2''-O-рамнозилтрансферазы с образовани-
ем 7-O-β-D-глюкозидов и рамноглюкозидов [8]
(табл. 1). При этом содержание агликонов в рас-
тительных объектах незначительно по сравнению
с гликозидами.

Как отмечалось выше, основными источника-
ми флаванонов для человека являются продукты
питания (овощи (томаты и картофель), специи
(розмарин и мята), фрукты (широкий круг цитру-

совых, слива, малина и виктория)) [9]. Макси-
мальное содержание флаванонов характерно для
цитрусовых фруктов (апельсин, померанец,
грейпфрут, лайм, мандарин, бергамот, кумкват,
лимон, чинотто и танжерин) [3]. При этом основ-
ными флаванонами апельсинов, мандаринов,
лайма и лимонов является гесперидин, а поме-
ранца, бергамота и чинотто – неогесперидин, не-
оэриоцитрин и нарингин. Для грейпфрута харак-
терно высокое содержание нарингина и минор-
ные количества понцирина, неогесперидина и
дидимина. Танжело содержит главным образом
неогесперидин, а также меньшие количества на-
рингина, гесперидина и нарирутина, а кумкват –

O
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Таблица 1. Гликозидные формы флаванонов
Сахарид Агликон Гликозид
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Таблица 1. Окончание

гесперидин и нарингин [3]. Кроме того, флавано-
ны, в частности гесперидин, входят в состав ле-
карственных средств и биологически активных
добавок [10], а также средств традиционной ки-
тайской медицины [11]. В связи с этим основны-
ми объектами анализа являются цитрусовые
фрукты и продукты питания на их основе, лекар-
ственные средства, биологически активные до-
бавки и лекарственное растительное сырье, а так-
же биологические жидкости.

СПОСОБЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ФЛАВАНОНОВ

В настоящее время для определения флавано-
нов в различных объектах применяют инструмен-
тальные методы анализа, в частности хроматогра-

фию, капиллярный электрофорез, спектральные
и электрохимические методы, отличающиеся по
чувствительности, селективности, экспрессности
и экономичности. Немаловажным фактором при
разработке способов определения флаванонов
является также возможность проведения прямого
анализа образцов с минимальной пробоподготов-
кой или вовсе без нее.

Хроматография. Растительные материалы, ко-
торые являются источниками флаванонов и объ-
ектами анализа, характеризуются сложным хими-
ческим составом, причем эти компоненты отно-
сятся к различным классам органических
соединений, в том числе и структурно родствен-
ным. Для идентификации флаванонов и их опре-
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деления традиционно используют хроматографи-
ческие методы. При этом зачастую необходимо
предварительное извлечение аналитов и их кон-
центрирование. Для этих целей применяют раз-
личные варианты жидкостной [12] и твердофаз-
ной экстракции [13–15] или их сочетание [16], что
значительно увеличивает трудоемкость анализа и
его стоимость.

Для идентификации флаванонов чаще всего
используют жидкостную хроматографию с масс-
спектрометрическим детектированием, причем в
тандемном варианте [15–20]. Ионизацию моле-
кул флаванонов проводят с помощью электрорас-
пыления [15–20], а детектирование – в режиме
как положительно [15, 17–19], так и отрицательно
заряженных ионов [14, 16–18, 20] (рис. 1).

Флаваноны количественно определяют обыч-
но в условиях обращенно-фазовой высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ)
с УФ- и диодно-матричным детектированием
при 280 или 282 нм [12, 21–24], а также c элек-
трохимическими детекторами (кулонометриче-
ским [25] и амперометрическим [26]). В по-
следнее время уделяют внимание масс-спек-
трометрическому детектированию, в том числе
тандемному и высокого разрешения, что обеспе-
чивает повышение селективности и чувствитель-
ности определения [14–17, 20, 27, 28]. Аналитиче-
ские возможности ВЭЖХ-определения флавано-
нов в различных объектах охарактеризованы в
табл. 2. Разделение достигается на колонках С18
(стандартных 3.0–4.6 × 250 мм, 5 мкм [21–24]
или коротких 4 × 55 мм, 3 мкм [12] и 2.1 × 50 мм,
2.6 мкм [27]) с использованием в качестве по-
движной фазы смесей ацетонитрила или метано-
ла с водой или водными растворами уксусной,
трифторуксусной, муравьиной кислот, фосфат-
ным или ацетатным буферными растворами с рН

2.4–6.2 в режиме изократического или градиент-
ного элюирования.

Представляет практический интерес опреде-
ление оптических изомеров флаванонов. Так, до-
стигнуто хиральное разделение шести пар изоме-
ров (флаванона, нарингенина, гесперетина, эри-
одиктиола, ликвиритигенина и пиностромбина)
на колонке Chiralpak AD-3R (2.1 × 150 мм, 3 мкм)
с тройным квадрупольным тандемным масс-
спектрометрическим детектированием в режиме
мониторинга множественных реакций [15].

Развитие и внедрение ультра-ВЭЖХ в анали-
тическую практику нашло отражение и в хрома-
тографии флаванонов [29]. Так, показана воз-
можность одновременного определения нариру-
тина, нарингина, гесперидина, неогесперидина,
и их агликонов нарингенина и гесперетина в рас-
тительном сырье в условиях ультра-ВЭЖХ с УФ-
детектированием при 280 нм [13]. Диапазоны
определяемых содержаний составляют 2.50–
20.0 мкг/мл для нарирутина, нарингина, геспери-
дина, неогесперидина, 1.25–10.0 мкг/мл для на-
рингенина и 5.00–40.0 мкг/мл для гесперетина.

Для определения флаванонов в цитрусовых
фруктах успешно использовано матричное твер-
дофазное диспергирование образца с последую-
щим ультра-ВЭЖХ-определением. Детектирова-
ние осуществляют на квадруполь-времяпролет-
ном масс-спектрометре высокого разрешения с
технологией разделения по ионной подвижно-
сти, что обеспечивает упрощение масс-спектров
за счет лучшего разрешения пиков и нивелирова-
ния влияния фона. Метод позволяет определять
нарирутин, нарингин, гесперидин и неогеспери-
дин в диапазоне 0.01–5 мкг/мл с пределами обна-
ружения 3.70, 5.36, 6.52 и 5.77 нг/мл соответствен-
но [14].

Рис. 1. Хроматограммы по полному ионному току 70%-ного метанольного раствора лиофилизированного образца
водного отвара Gungha-tang, полученные методом ЖХ-МС/МС с мониторингом множественных реакций в режимах
детектирования положительных и отрицательных ионов. Ликвиритина апиозид (1), неоэриоцитрин (2), нарирутин
(3), нарингин (4), гесперидин (5), неогесперидин (6), ликвиритигенин (7), глицирризин (8) и 6-шогаол (9). Адаптиро-
вано из [17].
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Ультра-ВЭЖХс тандемным масс-спектрометри-
ческим детектированием в режиме выбранных ре-
акций обеспечивает одновременное определение
11 флаванонов. Диапазоны определяемых содержа-
ний равны 0.4–1000 нг/мл для эриоцитрина, геспе-
ридина, неогесперидина и эриодиктиола, 0.4–
300 нг/мл для ликвиритина, 0.8–1000 нг/мл для на-
рирутина и нарингина, 0.4–100 нг/мл для ликвири-
тигенина, 0.4–700 нг/мл для нарингенина и пино-
цембрина, 0.8–700 нг/мл для гесперетина. Метод
успешно апробирован на образцах растительного
сырья (люцерне, золотарнике, фацелии, гречихе,
лакрице, лаванде) [16].

Ряд работ [30–34] посвящен определению фла-
ванонов (главным образом нарингина, гесперидина
и их агликонов) в плазме крови человека и живот-
ных в рамках фармакокинетических исследований
с помощью ультра-ВЭЖХ с тандемным масс-спек-
трометрическим детектированием.

Во всех рассмотренных примерах ультра-ВЭ-
ЖХ-определения в качестве подвижной фазы ис-
пользуют те же элюенты, что и в случае ВЭЖХ, а
для детектирования чаще всего выбирают тан-
демную масс-спектрометрию [14, 16, 30–34], в
том числе высокого разрешения [14, 30]. Метод
обеспечивает лучшее разрешение хроматографи-
ческих пиков флаванонов за счет уменьшения
длины колонки и размера частиц сорбента
(≤2 мкм). Ультра-ВЭЖХ характеризуется более
высокой чувствительностью по сравнению с ВЭ-
ЖХ, позволяет снизить расход элюента и сокра-
тить продолжительность разделения, а следова-
тельно, и анализа в целом.

Другое направление в хроматографии флава-
нонов – использование высокоэффективной
тонкослойной хроматография (ВЭТСХ), считаю-
щейся универсальным методом исследования
растительного сырья [35, 36]. ВЭТСХ позволяет
проводить селективное определение отдельных
флаванонов. Например, предложен нормально-
фазовый ВЭТСХ-способ определения геспериди-
на в метанольных экстрактах кожуры цитрусовых
фруктов на силикагеле 60 F254 с УФ-детектиро-
ванием при 286 нм. В качестве подвижной
фазы использовали смесь этилацетата, метанола
и воды (15 : 3 : 2, по объему). Диапазон определя-
емых содержаний гесперидина составляет 100–
800 нг/пятно с пределом обнаружения
8.87 нг/пятно [37]. Сходный подход позволяет оп-
ределять нарингин в экстрактах щавеля пузырча-
того с применением смеси этилацетата, ледяной
уксусной кислоты, метанола и воды (30 : 10 : 5 : 1,
по объему) в качестве элюента и денситометриче-
ского детектирования при 275 нм в режиме отра-
жения [38]. Интервал определяемых содержаний
нарингина составляет 100–1000 нг/полосу, а пре-
дел обнаружения – 36.9 нг/полосу.

Двумерная ВЭТСХ в сочетании с поверхност-
но-усиленной рамановской спектроскопией

обеспечивает успешное разделение и определе-
ние 14 флаваноидов, характерных для цитрусо-
вых, в том числе флаванонов (нарингина, геспе-
ридина, нарингенина и гесперетина) [39]. Разде-
ление компонентов достигается в течение 5 мин
элюированием последовательно смесью дихлор-
метана с метанолом (20 : 1), содержащей 1% ук-
сусной кислоты, а затем смесью петролейного
эфира с ацетоном (6 : 4) (рис. 2). Градуировочные
зависимости линейны в диапазонах 30–300 мкМ
для нарингенина, нарингина и гесперидина и 30–
250 мкМ для гесперетина, а пределы обнаруже-
ния составляют 10 мкМ для всех флаванонов.
Практическая применимость метода продемон-
стрирована на образцах апельсинового сока и
цедре свежего апельсина. ВЭТСХ-способ харак-
теризуется в 4.5 раза меньшей продолжительно-
стью анализа по сравнению с ВЭЖХ (10 и 45 мин
соответственно) и сопоставимой точностью, что
делает его привлекательным для рутинного лабо-
раторного анализа.

Одним из недостатков вышеупомянутых ВЭТ-
СХ-подходов является использование в составе
элюентов токсичных органических растворите-
лей. Эта проблема успешно решена в условиях
обращенно-фазовой ВЭТСХ на пластинах с
С18 модифицированным силикагелем 60 F254S с
подвижной фазой этанол–вода (50 : 50, по объе-
му) [40]. Линейность денситометрического от-
клика гесперидина при 287 нм наблюдается в ин-
тервале 20–2000 нг/полосу с пределом обнаруже-
ния 7.02 ± 0.28 нг/полосу. Способ применен для
определения гесперидина в различных экстрак-
тах кожуры цитрусовых фруктов и лекарственных
средствах.

Капиллярный электрофорез. Метод капилляр-
ного электрофореза активно развивается и
успешно применяется в анализе растительного
сырья [41]. Способность флаванонов к иониза-
ции успешно используется для их электрофоре-
тического определения. Зонный капиллярный
электрофорез с различными типами детектирова-
ния позволяет проводить одновременное опреде-
ление флаванонов в объектах растительного про-
исхождения, в том числе в присутствии феноль-
ных соединений других классов [42–48].
Достижения в этом направлении обобщены в
табл. 3. Для разделения аналитов чаще всего ис-
пользуют капилляры из плавленого кварца и бо-
ратный буферный раствор с рН 8.45–9.5 в каче-
стве фонового электролита. Время разделения со-
ставляет от 8 до 25 мин в зависимости от
накладываемого напряжения, параметров капил-
ляра и природы аналитов. Электрохимическое
детектирование [46–49] обеспечивает более ши-
рокие диапазоны определяемых содержаний и
низкие пределы обнаружения флаванонов по
сравнению с диодно-матричным и масс-спектро-
метрическим, что подтверждает высокую чув-
ствительность электрохимического отклика де-
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текторов на аналиты. Кроме того, использование
электрохимического детектирования дает воз-
можность миниатюризации системы, а также
снижения объемов вводимой пробы и электро-
лита.

Оригинальный подход к электрофоретическо-
му определению гесперетина и нарингенина в
присутствии 6-гидроксифлавона и биоханина А
основан на использовании бесконтактного детек-
тора проводимости [50]. Разделение аналитов до-
стигается в течение 6 мин на модифицированном
полиимидом капилляре с эффективной длиной
58 см при напряжении 30 кВ в среде 1.0 мМ хро-
мата натрия с рН 9.5. Диапазон определяемых со-
держаний гесперетина и нарингенина составляет
1–10 мкг/мл в пределами обнаружения 0.15 и
0.17 мкг/мл соответственно. К преимуществам
бесконтактного детектора проводимости следует
отнести высокую чувствительность (пределы об-
наружения в 8 и 6 раз ниже, чем для УФ-детектора
в аналогичных условиях разделения), а также
низкий уровень шумов. Подход использован для
определения нарингина в лекарственном сред-
стве Синупрет®.

Дальнейшее развитие в области электрофоре-
тического определения флаванонов может быть
направлено на миниатюризацию с помощью мик-
рофлюидных электрофоретических устройств, а
также расширение числа одновременно детектиру-
емых аналитов.

Спектральные методы характеризуются про-
стотой и доступностью, достаточной экспрессно-
стью и поэтому привлекательны для рутинного
использования. Флаваноны характеризуются до-
статочно интенсивным поглощением в областях
300–330 нм и 277–295 нм, связанным с присут-
ствием колец В и А в структуре флаванонов соот-

ветственно. Такие полосы поглощения характер-
ны для различных классов природных фенольных
соединений. Появление заместителей в кольцах
А и/или В, как правило, приводит к гипсо- или
батохромным сдвигам полос [51].

Возможно определение флаванонов с помо-
щью УФ-спектроскопии и флуориметрии. В ка-
честве аналита выступает обычно гесперидин
[52–55], реже нарингенин [56, 57]. Аналитиче-
ские возможности УФ-спектроскопического
определения флаванонов иллюстрирует табл. 4.
Представляет интерес подход к определению гес-
перидина в апельсиновых соках, основанный на
обработке образца специфичным ферментом гес-
перидин 6-O-α-L-рамнозил-β-D-глюкозидазой
из грибов Acremonium sp. DSM 24697 и последую-
щем УФ-детектировании образующегося геспе-
ретина при 323 нм [52]. Ферментативная реакция
проводится непосредственно в кювете в течение
10 мин при 60°С при перемешивании. Подход ис-
ключает необходимость предварительной пробо-
подготовки образца, что является преимуще-
ством по сравнению с хроматографическими спо-
собами.

Как видно из табл. 4, основными объектами
анализа являются лекарственные средства на ос-
нове гесперидина. При этом особое внимание
уделяется возможности одновременного опреде-
ления гесперидина и диосмина [54, 55], что обу-
словлено составом лекарственных средств. Од-
ним из подходов к решению этой задачи является
использование производной спектрофотометрии
при пересечении нулевой линии [54]. Определе-
ние нарингенина проводится для оценки его вы-
свобождения из твердых дисперсий [56] и липид-
ных наночастиц [57] в рамках исследований по
поиску новых лекарственных форм на его основе.

Рис. 2. ТСХ-разделение 14 флавоноидов при (а) элюировании смесью дихлорметана (ДХМ) с метанолом (МТ) (20 : 1),
содержащей 1% уксусной кислоты; (б) элюировании смесью петролейного эфира (ПЭ) с ацетоном (АТ) (6 : 4); (в) дву-
мерное разделение при последовательном элюировании смесями ДХМ–МТ (20 : 1) и ПЭ–АТ (6 : 4). Флавоноиды: 1–
10 – полиметоксифлавоны, 11 – нарингенин, 12 – гесперетин, 13 – нарингин, 14 – гесперидин). Цитировано по [39]
с разрешения Elsevier.
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Разработан простой и чувствительный флуо-
риметрический способ определения гесперидина
в лекарственных формах и плазме крови с внесен-
ным гесперидином [58], основанный на тушении
флуоресценции (λвозб = 248 нм, λэмиссии = 494 нм)
Tb3+ в среде Трис-HCl буферного раствора с
рН 8.5 за счет образования комплекса Tb3+ с гес-
перидином состава 1 : 3. Диапазон определяемых
содержаний составляет 3.28–16.4 мкмоль, а пре-
дел обнаружения – 0.14 мкмоль. По аналогично-
му принципу можно определять диосмин, для ко-
торого длина волны возбуждения и эмиссии флу-
оресценции составляют 275 и 549 нм
соответственно.

Основным недостатком спектроскопических
способов является низкая селективность опреде-
ления флаванонов, что ограничивает их практи-
ческую применимость для анализа объектов рас-
тительного происхождения (лекарственного рас-
тительного сырья, фруктов и продукции на их
основе), содержащих широкий круг фенольных
соединений различных классов и являющихся
основным источником флаванонов. С другой
стороны, в этом случае флаваноны могут исполь-
зоваться в качестве стандарта при определении
общего содержания фенольных соединений. На-
пример, в работе [53] при анализе лекарственного
средства “Витамин С с цитрусовыми биофлаво-
ноидами и шиповником” для этих целей исполь-
зован гесперидин. В настоящее время спектро-
скопические методы практически не применяют
для определения индивидуальных флаванонов.

Электрохимические методы. Присутствие фе-
нольных фрагментов в структуре флаванонов
обусловливает их электрохимическую активность
и возможность использования методов электро-
анализа для их определения. Однако до недавнего
времени число работ в этой области было невели-
ко. Рост внимания исследователей к флаванонам

как объектам электроанализа возрос в последнее
пятилетие, однако этот класс флавоноидов явля-
ется наименее изученным по сравнению с осталь-
ными. В качестве аналитов рассматривали лишь
гесперидин, нарингин, эриодиктиол и их аглико-
ны. Для их определения предложены различные
типы электродов (рис. 3).

Полярография. Первые работы по электрохи-
мическому определению флаванонов основаны
на использовании ртутного электрода типа “ви-
сящая капля” в условиях инверсионной поляро-
графии [59–61]. Гесперидин и нарингин образу-
ют комплексы со ртутью, которые восстанавлива-
ются при –0.2 и –0.4 В [59] и –0.25 и –0.42 В [60]
соответственно в среде фосфатный буферный
раствор (рН 11)–ацетонитрил (1 : 1). Для опреде-
ления использовали оба пика восстановления по-
сле предварительного накопления, условия кото-
рого варьируются для каждого аналита в зависи-
мости от потенциала пика восстановления. Для
гесперидина диапазоны определяемых содержа-
ний составляют 0.164–3.28 мкМ с пределом обна-
ружения 0.137 мкМ для пика при –0.2 В и 8.19–
41 мкМ с пределом обнаружения 0.101 мкМ для
пика при –0.4 В после накопления при –0.15 В в
течение 60 с [59]. Для нарингина линейные зави-
симости токов восстановления наблюдаются в
диапазонах 0.172–3.44 мкМ с пределом обнаруже-
ния 0.055 мкМ после накопления при –0.05 В в
течение 10 с для пика при –0.25 В и 17.2–69 мкМ
с пределом обнаружения 10 мкМ после накопле-
ния при –0.2 В в течение 30 с для пика при
‒0.42 В [60]. Аналогичный подход основан на ад-
сорбционном концентрировании гесперидина
или его комплекса с медью(II) на ртутном элек-
троде типа “висящая капля” [61]. В последнем
случае в режиме квадратно-волновой инверсион-
ной полярографии удается определять следовые
количества гесперидина в диапазоне 9.0–184 нМ
с пределом обнаружения 4.89 нМ. Тем не менее

Таблица 4. УФ-спектроскопические способы определения флаванонов и их аналитические возможности

Аналит λ, нм Растворитель
Диапазон 

определяемых 
концентраций

Предел 
обнаружения Объект анализа Литера-

тура

Гесперидин 323 50 мМ фосфатный 
буферный раствор 
с рН 8.0

0–9 мкМ 1.8 мкМ Апельсиновые соки  [52]

283 60% метанол 
(pH 6.4)

1.83–24.5 мкг/мл 0.9 мкг/мл Лекарственные средства  [53]

269 0.2 М NaOH 3–25 мкг/мл —  [54]
285 0.2 М NaOH 5–50 мкг/мл 0.139 мкг/мл  [55]

Нарингенин 288 Метанол 2–12 мкг/мл 0.52 мкг/мл Твердые дисперсии 
нарингенина

 [56]

283.49 Метанол 0–25 мкг/мл 0.1137 мкг/мл Твердые липидные нано-
частицы с инкапсулиро-
ванным нарингенином

 [57]
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Рис. 3. Классификация электродов, применяемых для определения флаванонов.

Электроды

Ртутный
электрод типа

“висящая капля”

Электроды из
углеродистых материалов

Стеклоуглеродный электрод

Стержневой графитовый электрод

Допированный бором алмазный электрод

Модифицированные электроды на основе
стеклоуглеродных и угольно-пастовых

электродов

Углеродные наноматериалы

Трехмерные нанопористые металлические
структуры

Наночастицы диоксидов олова и кремния

Нанокомпозиты

Сочетания нескольких модификаторов

рассмотренные полярографические способы ха-
рактеризуются значимыми недостатками, кото-
рые ограничивают их практическую примени-
мость. Во-первых, это низкая селективность от-
клика флаванонов в присутствии ионов
металлов, других флавоноидов, органических со-
единений (щавелевой, глутаровой и аскорбино-
вой кислот, аланина) и поверхностно-активных
веществ, которые существенно влияют на пики
восстановления вплоть до их полного исчезнове-
ния [59–61]. Во-вторых, это необходимость ис-
пользования двух пиков восстановления при раз-
личных потенциалах, отличающихся условиями
проведения измерений, в зависимости от кон-
центрации флаванона. Это осложняет анализ ре-
альных объектов, содержание аналитов в которых
неизвестно. В-третьих, использование ртутных
электродов в настоящее время запрещено в боль-
шинстве стран мира вследствие токсичности па-
ров ртути.

Электроды из углеродистых материалов. Упо-
мянутые выше ограничения частично снимаются

при использовании стеклоуглеродного электрода
(СУЭ) [62], одноразового стержневого графито-
вого электрода [63], в том числе электрохимиче-
ски активированного [64–66], и допированного
бором алмазного электрода [67]. Рассмотрено
электроокисление эриодиктиола на СУЭ в вод-
ной среде и показано, что пик окисления по пер-
вой ступени связан с обратимым окислением пи-
рокатехинового фрагмента [62].

Представляет интерес одноразовый стержне-
вой графитовый электрод – относительно новый
тип электродов в электроанализе, одним из пре-
имуществ которого является отсутствие стадии
очистки электродной поверхности перед каждым
измерением и высокая воспроизводимость элек-
тродной поверхности. Такие электроды ранее не
применялись для определения флаванонов. По-
казана возможность определения гесперидина на
одноразовом стержневом графитовом электроде в
среде буферного раствора Бриттона–Робинсона с
рН 1.81 в условиях дифференциально-импульс-
ной вольтамперометрии (ДИВ) [63]. Градуиро-
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вочная зависимость линейна в диапазоне 0.10–
12 мкМ, а предел обнаружения составляет
0.0858 мкМ. Для улучшения этих параметров
предложен инверсионный вариант с предвари-
тельным накоплением продукта окисления гес-
перидина при потенциале 1.000 В в течение 60 с,
что обеспечивает линейный диапазон 0.050–
1.00 мкМ с пределом обнаружения 0.019 мкМ гес-
перидина. Установлено, что в режиме ДИВ на-
рингин и галловая кислота не мешают определе-
нию гесперидина, тогда как пик окисления диос-
мина полностью перекрывается с пиком
гесперидина. Подход апробирован при анализе
пищевых добавок [63].

Разработаны способы вольтамперометриче-
ского определения гесперидина [64], нарингени-
на [65] и нарингина [66] на электрохимически ак-
тивированных одноразовых стержневых графи-
товых электродах. Для электроактивации
поверхности можно использовать потенциодина-
мический [64] и потенциостатический режимы
[65, 66]. Показано, что активация пятикратным
сканированием потенциала от –0.6 до 2.0 В со
скоростью 50 мВ/с в среде фосфатного буферного
раствора с рН 7.0 обеспечивает восьмикратное
увеличение токов окисления гесперидина [64].
Потенциостатическая активация при 2.000 В в те-
чение 60 с в той же среде приводит к 5- и 1.3-крат-
ному увеличению токов окисления нарингенина
[65] и нарингина [66] соответственно. Эти эффек-
ты обусловлены увеличением площади поверхно-
сти электрода, что подтверждено эксперимен-
тально, а также образованием кислородсодержа-
щих функциональных групп. В условиях ДИВ в
среде ацетатного буферного раствора с рН 5.0 от-
клик гесперидина линеен в диапазоне 0.5–
10 мкМ, а предел обнаружения составляет
0.2 мкМ [64]. Подход использован в анализе мо-
нокомпонентного лекарственного средства на ос-
нове гесперидина, содержащего в качестве вспо-
могательных компонентов диоксид кремния и
крахмал. Мещающее влияние других типов со-
единений не рассматривается. Для определения
нарингенина рассмотрены ДИВ и квадратно-вол-
новая вольтамперометрия (КВВ) на фоне 0.05 М
гидрофталата натрия при рН 4.0 [65]. Оба метода
характеризуются близкими аналитическими ха-
рактеристиками и позволяют определять нарин-
генин в диапазонах 0.0786–0.762 и 0.762–95.4
мкМ с пределом обнаружения 0.0306 мкМ для
ДИВ и 0.0750–7.50 и 7.50–100 мкМ с пределом об-
наружения 0.0440 мкМ для КВВ. Определение
нарингина в режиме адсорбционной ДИВ воз-
можно в диапазоне концентраций 0.6–8.0 мкМ с
пределом обнаружения 0.135 мкМ после предва-
рительного накопления в течение 240 с при по-
тенциале 0.0 В [66]. Определение нарингенина и
нарингина неселективно, поэтому подходы [65,
66] использованы для определения антиокси-
дантной емкости соков и кожуры грейпфрутов,

обусловленной присутствием фенольных антиок-
сидантов.

Адсорбционная инверсионная КВВ на допи-
рованном бором алмазном электроде в среде
0.1 М хлорной кислоты предложена для определе-
ния гесперидина в пищевых добавках [67]. Элек-
трохимическое концентрирование при 0.4 В в те-
чение 30 с обеспечивает диапазон определяемых
концентраций 4.09–115 мкМ, а предел обнаруже-
ния 1.2 мкМ. Эти характеристики существенно
уступают полученным на упомянутых выше элек-
тродах. Однако допированный бором алмазный
электрод менее подвержен загрязнению поверх-
ности продуктами реакции, удобен в эксплуата-
ции и применим для решения задач фармацевти-
ческого анализа. Мешающее влияние аскорбино-
вой кислоты не позволяет проводить прямое
определение гесперидина в некоторых лекар-
ственных формах, апельсинах и продуктах на их
основе, являющихся основными источниками
гесперидина. В этом случае требуется предвари-
тельная обработка образца аскорбатоксидазой,
что повышает трудоемкость и снижает экономич-
ность анализа.

Главный недостаток всех упомянутых выше
подходов к определению флаванонов – исключе-
ние в ряде случаев из рассмотрения мешающего
влияния неорганических и органических соеди-
нений различных классов либо низкая селектив-
ность отклика флаванонов в присутствии струк-
турно родственных соединений. Кроме того, име-
ются резервы для улучшения аналитических и
операционных характеристик. Перечисленные
проблемы удается преодолеть в той или иной сте-
пени с помощью химически модифицированных
электродов.

Модифицированные электроды. К различным
типам модификаторов можно отнести углерод-
ные наноматериалы [68–73], трехмерные нано-
пористые металлические структуры [74, 75], на-
ночастицы диоксидов олова [76] и кремния [77], а
также различные нанокомпозиты [78–82] и соче-
тания нескольких модификаторов с послойным
нанесением [83–90]. Аналитические возможно-
сти модификаторов обобщены в табл. 5. Следует
отметить, что практически все модифицирован-
ные электроды характеризуются селективностью
отклика на флаваноны в присутствии типичных
мешающих компонентов, таких как неорганиче-
ские ионы (Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Al3+, Zn2+, Cl–,

   и т.д.), аскорбиновая кислота,
сахариды (глюкоза, фруктоза, сахароза, рамноза).
Представляет интерес оценка мешающего влия-
ния других фенольных соединений, в первую оче-
редь, структурно родственных.

Электроды, модифицированные углеродными
наноматериалами. Одним из наиболее широко
применяемых типов модификаторов электрод-
ной поверхности являются углеродные нано-

3NO ,− 2
4SO ,− 3

4PO −
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материалы. Много- (МУНТ) [68–70] и одностен-
ные [71] углеродные нанотрубки, электровосста-
новленный оксид графена [72, 73] показали
электрокаталитические свойства по отношению
к окислению гесперидина, нарингина, эриоцит-
рина и их агликонов. Варьирование типов угле-
родных наноматериалов и условий получения их
суспензий позволяет управлять откликом флава-
нонов. Так, сопоставление вольт-амперных ха-
рактеристик гесперидина и нарингина на СУЭ,
модифицированных 1D (МУНТ), 2D (оксидом
графена) и 3D (углеродной сажей Ketjen black
EC300J) структурированными материалами, дис-
пергированными в нафионе показало, что наи-
лучший отклик наблюдается для электрода на ос-
нове многостенных углеродных нанотрубок [69].
Это обусловлено большим числом структурных
дефектов, sp2-гибридизованных атомов углерода
и меньшим количеством кислородсодержащих
функциональных групп, чем у оксида графена.
Углеродная чернь Ketjen black EC300J обладает
высокой электропроводимостью и дает высокие
фоновые токи, что приводит к менее выражен-
ным откликам флаванонов.

Оксид графена характеризуется низкой прово-
димостью; для ее повышения проводят его элек-
тровосстановление [72, 73]. Этот способ характе-
ризуется экспрессностью по сравнению с хими-
ческими методами, не требует использования
восстановителей, многие из которых токсичны, а
также легко контролируется и позволяет получать
воспроизводимые покрытия. Сочетание электро-
восстановленного оксида графена с одностенны-
ми углеродными нанотрубками обеспечивает си-
нергетический эффект двух модификаторов [73].

Аналитические характеристики определения
флаванонов на электродах, модифицированных
углеродными наноматериалами, значительно
улучшаются по сравнению с таковыми на элек-
тродах из традиционных углеродных материалов
[68–73]. Кроме того, преимуществом модифици-
рованных углеродными наноматериалами элек-
тродов является селективность отклика флавано-
нов в присутствии широкого круга неорганиче-
ских ионов и органических соединений, в том
числе аскорбиновой кислоты, глюкозы, рибо-
флавина, витамина B1, а также структурно близ-
ких соединений. Например, определению эрио-
цитрина не мешают 100-кратные избытки геспе-
ридина, нарингина, нарирутина и дидимина [72].
С другой стороны, ионы меди(II) при низких
концентрациях оказывают мешающее влияние
при определении нарингенина на электроде, мо-
дифицированном одностенными углеродными
нанотрубками [71], что хорошо согласуется с дан-
ными [61]. В работе [70] селективность оклика
гесперидина не рассматривается.

Электроды на основе трехмерных нанопори-
стых металлических структур стали активно ис-

пользоваться в органическом электроанализе.
Для определения флаванонов предложены печат-
ные углеродные электроды, модифицированные
трехмерными пористыми наноструктурами нике-
ля [74] и платины [75]. Такие структуры имеют
губчатоподобную морфологию (рис. 4), что обес-
печивает большую площадь поверхности, мень-
шую плотность и большее число активных цен-
тров не только на поверхности модификатора, но
и в порах. Кроме того, создание трехмерной на-
нопористой структуры может улучшить электро-
химические характеристики электрода, облегчая
процесс диффузии целевого аналита, уменьшая
забивание пор и повышая чувствительность от-
клика электрода [91]. Покрытие на основе пори-
стого никеля (рис. 4а) получали путем электро-
осаждения при плотности тока –0.6 А/см2 в тече-
ние 40 с в присутствии пузырьков водорода как
динамического темплата [74]. В случае трехмер-
ных наноструктур пористой платины использо-
вали 15-кратное циклирование потенциала от 1.2
до –0.6 В со скоростью 100 мВ/с в растворе, со-
держащем 1.0 мМ H2PtCl6 и 1.0 мМ CuSO4 в 0.5 М
H2SO4. На каждом катодном скане происходит
электроосаждение сплава Pt–Cu, а на анодном –
растворение меди, что приводит к формирова-
нию трехмерной пористой структуры платины
(рис. 4б) [75].

Оба электрода обеспечивают статистически
достоверное увеличение токов окисления флава-
нонов по сравнению с немодифицированным
электродом и характеризуются селективностью
отклика в присутствии других флаванонов, что
позволяет использовать их в анализе “yellow wa-
ter” (жидких остатков, образующихся после мы-
тья апельсиновых плодов, дистилляции и произ-
водства эфирного масла) [74, 75]. Для проведения
измерения достаточно 50 мкл разбавленного в
20 [74] или 2.5 раза [75] образца. Электрод на ос-
нове трехмерных наноструктур пористой плати-
ны позволяет одновременно определять нариру-
тин и гесперидин.

Электроды, модифицированные наночасти-
цами оксидов металлов и неметаллов, не получи-
ли широкого применения в качестве модифика-
торов электродной поверхности для определения
флаванонов. Так, разработан СУЭ, модифициро-
ванный наночастицами диоксида олова(IV), дис-
пергированными в 0.50 мМ катионном поверх-
ностно-активном веществе (ПАВ) цетилпириди-
ний бромиде, для определения гесперидина в
апельсиновых соках [76]. При этом ПАВ выпол-
няет двойную роль: выступает в качестве стаби-
лизатора дисперсии наночастиц диоксида оло-
ва(IV) вследствие электростатического взаимо-
действия (наночастицы несут поверхностный
отрицательный заряд) и обеспечивает концен-
трирование гесперидина на электродной поверх-
ности за счет гидрофобных взаимодействий, в
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частности π–π стэкинга, что подтверждается дан-
ными для катионных ПАВ, не содержащих в
структуре ароматические фрагменты. Поверх-
ностная концентрация гесперидина составляет
69 ± 1 пмоль/см2 [76]. Предложенный модифика-
тор обеспечивает 7.4-кратный рост токов окисле-
ния по сравнению с СУЭ без использования
предварительного адсорбционного накопления.

Электрод на основе мезопористого диоксида
кремния также обеспечивает значимый рост то-
ков окисления гесперидина, обусловленный уве-
личением эффективной площади поверхности
электрода вследствие присутствия пор и каналов
в структуре модификатора, а также адсорбцией
аналита [77].

Аналитические характеристики методик опре-
деления гесперидина на этих электродах сопоста-
вимы с таковыми для других модифицированных
электродов и позволяют определять его в реаль-
ных объектах. Достоинством электродов на осно-
ве наночастиц диоксидов олова и кремния явля-
ется селективность их отклика в присутствии дру-
гих природных фенольных соединений
(нарингина, кверцетина, рутина, морина, кофей-
ной и хлорогеновой кислот [76], танжеретина,
цитромитина и нобилетина [77]).

Электроды, модифицированные композитны-
ми наноматериалами. В настоящее время нано-
композиты активно используют в качестве моди-
фицирующих покрытий электродов. Примени-
тельно к определению флаванонов описаны
композиты наночастиц оксидов [78] и сульфидов
[79, 80] металлов, а также красителей [81, 82] с уг-
леродными наноматериалами. Композиты на ос-
нове наночастиц [78–80] получают химическим
путем в несколько стадий с использованием боль-
шого числа вспомогательных реагентов (рис. 5).
Конечный композит получают в автоклавах при
120–200°С в течение 8–12 ч, а затем центрифуги-

руют, тщательно отмывают этанолом и водой и
высушивают под вакуумом в течение 8–10 ч. За-
тем ультразвуковым диспергированием в течение
1–3 ч получают суспензии наноматериала в воде
[78, 79] или водно-этанольной смеси [80]. Таким
образом, процедура является трудоемкой и требу-
ет контроля структуры получающихся наноком-
позитов. Способы получения композитов на
основе красителей проще в исполнении. В сус-
пензию соответствующего наноматериала в под-
ходящем растворителе (этаноле [81] или диметил-
формамиде [82]), полученную ультразвуковым
диспергированием, добавляют необходимое ко-
личество красителя и снова подвергают ультра-
звуковой обработке в течение 30 [81] или 15 мин
[82]. Электродную поверхность модифицируют
рассматриваемыми нанокомпозитами методом
капельного испарения.

Электроды на основе композитов наночастиц
оксидов и сульфидов металлов дают чувстви-
тельный отклик на эриоцитрин [78, 79] и нарин-
генин [80]. Аналитические характеристики, до-
стигнутые при определении эриоцитрина, суще-
ственно превосходят таковые для СУЭ,
модифицированного электровосстановленным
оксидом графена [81]. Кроме того, показана се-
лективность отклика эриоцитрина в присутствии
10-кратных избытков других флаванонов (геспе-
ретина, нарингенина, нарирутина), а также фла-
воноидов (10-кратного избытка диосмина и 3-
кратного избытка рутина). Для нарингенина ме-
шающее влияние структурно родственных соеди-
нений не рассматривали, поскольку в качестве
объектов анализа выбрали биологические жидко-
сти. Показано, что компоненты нарингинсодер-
жащих лекарственных средств и биологических
жидкостей (аскорбиновая и мочевая кислоты,
глюкоза, лактоза, сахароза, крахмал и целлюлоза)
не мешают его определению [80].

Рис. 4. (а) СЭМ-изображение 3D наноструктурированного пористого Ni/УПЭ, полученного при плотности тока
‒0.6 А/см2. Цитировано по [74] с разрешения Elsevier. (б) СЭМ-изображение 3D наноструктурированного пористого
Pt/УПЭ. Цитировано по [75] с разрешения Elsevier. 50 000x увеличение. УПЭ – печатный угольно-пастовый электрод.

100 нм 1 мкм
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Композиты на основе красителей [81, 82] дают
менее чувствительный отклик на флаваноны, но
достигнутые аналитические характеристики поз-
воляют успешно их использовать для анализа ре-
альных объектов. Кроме того, электроды просты
в изготовлении, определение проводится при фи-
зиологических значениях рН и не требуется пред-
варительное накопление аналитов, что значи-
тельно уменьшает продолжительность измере-
ния, а также исключает возможность адсорбции
других электроактивных компонентов из анали-
зируемого объекта.

Комбинации модификаторов различных ти-
пов. Другой подход к модификации электродной
поверхности заключается в послойном нанесе-
нии нескольких типов модификаторов. Так,
электроды, модифицированные углеродными на-
номатериалами [83–86], применяют в качестве
платформы для последующего нанесения моди-
фикаторов различного типа. Для этого можно ис-
пользовать подход in situ (рис. 6а), который реали-
зован, например, для нанесения додецилсульфа-
та натрия на электрод, модифицированный
карбоксилированными многостенными углерод-
ными нанотрубками методом капельного испаре-
ния [83]. Такой подход к модификации обеспечи-
вает чувствительный отклик нарингина за счет

гидрофобных взаимодействий с молекулами
ПАВ, адсорбированными на электродной по-
верхности. Однако при получении покрытия in si-
tu необходимо строго соблюдать время контакта
электрода со средой, чтобы обеспечить воспроиз-
водимость электродной поверхности. Преимуще-
ствами описанного подхода являются простота
изготовления электрода, экспрессность, доста-
точная чувствительность и высокая селектив-
ность определения нарингина в присутствии фе-
нольных кислот (галловой, кофейной и п-кума-
ровой) и флавоноидов (катехина, кверцетина и
рутина).

Применение электрохимической модифика-
ции позволяет получать покрытия различных ти-
пов. Так, электроосаждение наночастиц золота
на поверхности модифицированного электровос-
становленным оксидом графена СУЭ [84] обеспе-
чивает узкое и равномерное распределение нано-
частиц по размеру (30–40 нм) с формированием
трехмерного покрытия, что приводит к росту пло-
щади поверхности электрода и обеспечивает эф-
фективную адсорбцию гесперидина и высокую
чувствительность его определения.

Представляет интерес формирование поли-
мерных покрытий на поверхности модифициро-
ванных углеродными нанотрубками СУЭ в

Рис. 5. Схематическое представление нанокомпозита из восстановленного оксида графена (ОГ), функционализиро-
ванного ПДДА, наночастиц CoS2 и нанолистов MoS2 как модификатора электродной поверхности для вольтамперо-
метрического определения эриоцитрина. Цитировано по [79] с разрешения Elsevier. ПДДА – поли(диаллилдиметил-
аммоний хлорид).
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условиях потенциодинамического электролиза
[85, 86]. В качестве мономеров использовали
эллаговую кислоту (димер галловой кислоты лак-
тонового типа) [85] и алюминон [86]. Присут-
ствие фенольных фрагментов в их структуре
приводит к формированию непроводящих поли-
мерных покрытий, что характерно для электро-

полимеризации фенольных соединений [92]. Ис-
пользование углеродных нанотрубок в качестве
подложки обеспечивает достаточную проводи-
мость электрода, а также большую площадь по-
верхности и, следовательно, более равномерное
распределение полимерного покрытия, увеличе-
ние его количества на электроде и стабилизацию

Рис. 6. Схематическое изображение (а) СУЭ, модифицированного карбоксилированными многостенными углерод-
ными нанотрубками (МУНТ-COOH) и in situ додецилсульфатом натрия (ДДС) для вольтамперометрического опреде-
ления нарингина; (б) СУЭ, послойно модифицированного функционализированными полиаминобензолсульфоно-
вой кислотой одностенными углеродными нанотрубками (ОУНТф) и электрополимеризованным алюминоном для
одновременного вольтамперометрического определения гесперидина и нарингина.
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[92]. Поскольку свойства получаемого полимер-
ного покрытия зависят от концентрации мономе-
ра, фонового электролита и условий электропо-
лимеризации, необходима оптимизация этих
параметров. Как показано на природных феноль-
ных антиоксидантах [93–95], параметры электро-
полимеризации следует оптимизировать по от-
клику целевых аналитов. Применительно к
флаванонам установлено, что электрополимери-
зацию эллаговой кислоты следует проводить из
10 мкМ раствора мономера семикратным циклиро-
ванием потенциала от 0.0 до 1.0 В со скоростью 100
мВ/с в фосфатном буферном растворе с рН 7.0 [85],
а для получения полиалюминона необходимо ис-
пользовать 100 мкМ раствор мономера и десяти-
кратное сканирование потенциала от 0.1 до 0.8 В со
скоростью 100 мВ/с в 0.1 М растворе NaOH [86].
Оба электрода демонстрируют чувствительный и
селективный отклик на флаваноны в присутствии
структурно подобных соединений. Модифициро-
ванный полиалюминоном электрод впервые пред-
ложен для одновременного определения нарингина
и гесперидина [86] (рис. 6б). Позже для решения
этой задачи разработан электрод на основе много-
стенных углеродных нанотрубок, диспергирован-
ных в нафионе [69], однако отсутствуют данные по
пределам обнаружения флаванонов и селективно-
сти определения.

Полимеры с молекулярными отпечатками как
модификаторы электродной поверхности. Одним
из современных подходов к повышению селек-
тивности определения аналитов является созда-
ние полимеров с молекулярными отпечатками.
Этот подход успешно реализован при определе-
нии нарингина и гесперидина, для которых со-
зданы электроды, модифицированные электро-
химически полученными полимерами с молеку-
лярными отпечатками. Поли(о-аминофенол) с
молекулярными отпечатками нарингина получен
в условиях циклической вольтамперометрии на
графитовом электроде [87]. Оригинальный элек-
трод на основе полимера с молекулярными от-
печатками предложен для определения геспери-
дина в препаратах традиционной китайской ме-
дицины [88]. Для этого использована послойная
модификация СУЭ ультрадисперным активиро-
ванным углем с высокой проводимостью с после-
дующим электроосаждением наночастиц золота.
Затем электрод помещали на 12 ч в раствор, со-
держащий о-аминотиофенол и гесперидин, при
этом происходила самоорганизация мономера на
электродной поверхности за счет взаимодействия
тиольных групп с наночастицами золота. Элек-
трополимеризацию проводили методом цикличе-
ской вольтамперометрии (13 циклов от –1.0 до
1.0 В со скоростью 50 мВ/с). Темплат удаляли вы-
держиванием электрода при перемешивании в
0.1 M растворе Na2HPO4 в течение 40 мин. Элек-
трод характеризуется высокой селективностью
отклика на гесперидин в присутствии гесперети-

на, рутина, кверцетина, пуэрарина, нарингенина,
что позволяет использовать его в анализе расти-
тельных объектов со сложным фенольным соста-
вом. На одном электроде можно выполнить три
измерения, после которых необходимо заново
получать модифицирующее покрытие.

ДНК-сенсоры. При определении природных
фенольных соединений чаще всего используют
ферментные биосенсоры, позволяющие находить
их суммарное содержание в образце [96]. В
биосенсорах другого типа в качестве чувствитель-
ного слоя используют ДНК. Показана возмож-
ность определения нарингина и гесперидина с
помощью электрохимических ДНК-сенсоров
по уменьшению токов окисления гуанина и/или
аденина [89, 90]. Для иммобилизации двунитевой
ДНК из молок сельди использовали стержневой
графитовый электрод, модифицированный кар-
боксилироваными многостенными углеродными
нанотрубками, диспергированными в поли(диал-
лилдиметиламмоний хлориде) [89], или СУЭ, мо-
дифицированный послойно электровосстанов-
ленным оксидом графена и электрополимеризо-
ванной 2,6-пиридиндикарбоновой кислотой [90].
Применение таких подложек обеспечивает за-
крепление большего количества ДНК на элек-
тродной поверхности за счет увеличения площа-
ди электрода. Кроме того, присутствие катионно-
го поли(диаллилдиметиламмоний хлорида)
обеспечивает электростатическое взаимодей-
ствие с отрицательно заряженными молекулами
ДНК [89]. В случае полимерного покрытия про-
исходит сорбция ДНК, зависящая от времени,
которое составило 20 мин [90]. Оба сенсора пока-
зали не лучшие аналитические характеристики.
Более того, для ДНК-сенсора на гесперидин от-
сутствуют данные по селективности отклика [90],
хотя приведены результаты анализа плазмы кро-
ви с внесенным гесперидином. ДНК-сенсор на
нарингин селективен в присутствии 200-кратных
избытков рутина, икариина, нарингенина и гес-
перидина, 100-кратных избытков неорганиче-
ских ионов, никотинамида, аскорбиновой и ли-
монной кислот, фруктозы и глюкозы, что позво-
лило использовать его в анализе свежевыжатых и
коммерческих грейпфрутовых, апельсиновых и
лимонных соков [89].

Фотоэлектрохимический сенсор для опреде-
ления нарингина основан на использовании до-
пированного фтором SnO2-электрода, модифи-
цированного электроосажденным CdS и компо-
зитом на основе TiO2 и комплекса
хлоропротопорфирина IX с железом(III) [97]. В
среде фосфатного буферного раствора с рН 7.0
фототок регистрируется в условиях амперомет-
рии при потенциале 0.0 В. Диапазон определяе-
мых содержаний нарингина составил 1–332 мкМ,
а предел обнаружения – 0.03 мкМ. Аналитиче-
ский сигнал характеризуется высокой воспроиз-
водимостью и стабильностью. Определению на-
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рингина не мешают аскорбиновая, галловая и ли-
монная кислоты, гесперидин, нарингенин,
флавон и кверцетин, что позволяет использовать
такой подход в анализе цитрусовых соков.

* * *
Анализ литературы показал, что флаваноны

представляют интерес как объекты анализа, для
идентификации и определения которых обычно
используют хроматографические и электрофоре-
тические методы с различными типами детекти-
рования, среди которых все больше внимания
уделяют ультра-ВЭЖХ с масс-спектрометриче-
ским детектированием, в том числе в тандемном
варианте, а также зонному капиллярному элек-
трофорезу с электрохимическим детектировани-
ем. Дальнейшее развитие хроматографических
подходов связано с идентификацией новых фла-
ванонов, извлекаемых из растительного сырья, с
применением масс-спектрометрии высокого раз-
решения и разработкой способов их определения.
При этом представляет практический интерес ис-
пользование “зеленых растворителей” в качестве
подвижных фаз, особенно в ВЭТСХ. Для зонного
капиллярного электрофореза актуально увеличе-
ние числа одновременно детектируемых флава-
нонов и миниатюризация систем, что может быть
достигнуто за счет применения модифицирован-
ных капилляров и электрохимического детекти-
рования соответственно.

Аналитические возможности спектральных
методов при определении флаванонов крайне
ограничены вследствие недостаточной селектив-
ности УФ-спектроскопии и флуориметрии. Объ-
ектами анализа могут быть лишь однокомпонент-
ные лекарственные средства, число которых не-
велико. Для объектов сложного состава
(лекарственного растительного сырья, фруктов,
продуктов питания) возможно определение сум-
марного содержания флаванонов. Для повыше-
ния селективности определения индивидуальных
флаванонов необходимо разрабатывать способы
селективной экстракции целевого аналита либо
синтезировать специфические фотометрические
или флуоресцентные реагенты.

Проблема селективности отклика флаванонов
является актуальной и для электрохимических
методов анализа. Для решения этой задачи ис-
пользуют химически модифицированные элек-
троды, обеспечивающие в ряде случаев высокую
селективность отклика флаванонов в присут-
ствии структурно родственных соединений, в том
числе того же класса. В качестве модификаторов
электродной поверхности чаще всего используют
углеродные наноматериалы, их композиты с ок-
сидами и сульфидами металлов, красителями, а
также комбинации с послойно нанесенными по-
лимерными покрытиями, наночастицами золота,
ПАВ, ДНК. Композитные материалы характери-
зуются многоступенчатой и длительной процеду-

рой синтеза и очистки, но аналитические харак-
теристики определения флаванонов сопостави-
мы с таковыми для других модификаторов.
Модификаторы, получаемые электрохимически,
обеспечивают более широкие диапазоны опреде-
ляемых содержаний флаванонов, низкие пределы
обнаружения и селективность отклика, высокую
воспроизводимость электродной поверхности и
при этом характеризуются простотой синтеза.
Высокая селективность отклика характерна для
электродов, модифицированных полимерами с
молекулярными отпечатками флаванонов, одна-
ко исследования в этом направлении практиче-
ски не ведутся.

В целом флаваноны как объекты электроана-
лиза – один из наименее изученных классов фла-
воноидов. В качестве объектов анализа рассмот-
рены лишь гесперидин, нарингин, эриодиктиол и
их агликоны. Представляет интерес расширение
круга аналитов, тем более что они специфичны
для отдельных видов растительного сырья. Дру-
гое перспективное направление исследований
связано с разработкой способов одновременного
определения нескольких флаванонов. Для реше-
ния этой проблемы необходимы новые модифи-
каторы электродной поверхности, сочетающие
высокую чувствительность и селективность от-
клика на целевые флаваноны. Структура поверх-
ности модификатора, в частности присутствие
пор определенного размера, может обеспечить
эффективное разделение агликонов и гликозидов
флаванонов. Актуальное направление исследова-
ний флаванонов – миниатюризация электрохи-
мических систем, в том числе уже существующих,
представляет практический интерес, но пока
остается не реализованной. Таким образом, раз-
работка простых и экспрессных способов опреде-
ления флаванонов, характеризующихся надежно-
стью получаемых результатов и применимых в
рутинной практике, остается востребованной.
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На протяжении нескольких десятилетий пере-
довые инструментальные методы, такие как газо-
вая и жидкостная хроматография, капиллярный
электрофорез и масс-спектрометрия, были ос-
новными инструментами для обнаружения и
оценки содержания веществ в образцах биологи-
ческого происхождения, объектах окружающей
среды, продуктах питания и напитках. Основные
преимущества этих методов можно свести к вы-
сокой специфичности и низким пределам обна-
ружения. Однако соответствующие инструменты
очень дороги, измерения требуют значительных
затрат времени, узкоспециализированного лабо-
раторного оборудования и обученного высоко-
квалифицированного персонала. Внедрение в
практику рутинного анализа (в том числе внела-
бораторного, полевого) гораздо более простых
устройств и подходов обнаружения и определе-
ния представляет большой научный интерес [1].

Распространение цифровой цветометрии в
многочисленных научных работах последних лет
является следствием объективных достоинств
данного метода [2–4]. В отличие от классических
методологий колориметрического, фотометриче-
ского и люминесцентного анализа, цветометри-
ческий подход обеспечивает возможность иссле-

дования окрашенных и флуоресцирующих рас-
творов, сорбентов, осадков и индикаторных
бумаг в рамках одного аппаратурного решения.
Для увеличения чувствительности и достоверно-
сти проводимых измерений в распоряжении хи-
миков-исследователей имеются разного рода воз-
можности: вариативность цветометрических си-
стем, различные методы математической и
статистической обработки массива данных, мно-
гообразие приемов формирования аналитическо-
го сигнала.

Популяризации метода способствует создание
портативных и переносных цифровых устройств,
среди которых главным образом следует выде-
лить смартфон [1, 5]. Их немаловажным достоин-
ством является высокая скорость передачи полу-
ченной информации практически в любую точку
планеты. Увеличение разрешающей способности
цифровых камер повышает локальность цвето-
метрического анализа, открывая перспективы
исследования малых образцов и включений (на-
пример, осадков малого объема) [2].

Смартфон – это явление современной жизни,
использование которого становится все более
распространенным. Его возможности с каждым
днем быстро развиваются. Следует выделить не-
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сколько особенностей, вследствие которых смарт-
фон стремительно завоевывает статус аналитиче-
ского инструмента для решения задач идентифика-
ции и оценки содержания соединений различной
природы. Помимо доступности, мобильности, про-
стоты в применении, данное средство легко уком-
плектовать интуитивно понятными приложения-
ми, способными проводить регистрацию оптиче-
ского сигнала (колориметрия, флуоресценция,
хемилюминесценция, биолюминесценция, фото-
люминесценция, пикселизация), электрохимиче-
ского сигнала, считывание штрих-кодов, хемо-
метрические расчеты и визуализацию с помощью
флуоресцентной микроскопии [1].

Камера является основным аналитическим
инструментом смартфона. Она способна снимать
цифровое изображение и выполнять дальнейшую
обработку с помощью различных приложений
для смартфонов. Обнаружение и количественная
оценка возможны за счет измерения характери-
стик цифрового изображения, зависящих от кон-
центрации, таких как цвет, люминесценция, ко-
личество пикселей, отраженный или рассеянный
свет, показатель преломления.

В данной работе проведен обзор научных ра-
бот, в основе которых лежит использование
смартфона в качестве аналитического инстру-
мента для контроля объектов различного проис-
хождения цветометрическим методом.

ЦВЕТОМЕТРИЧЕСКИЕ СИСТЕМЫ, 
УСТРОЙСТВА И ПРИСПОСОБЛЕНИЯ 

ДЛЯ ХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗА 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ СМАРТФОНА

Расширение возможностей и перспективы
развития цветометрического метода при исполь-
зовании смартфона как современного и портатив-
ного инструмента для мониторинговых исследова-
ний в различных областях производственного ком-
плекса обусловлены не только многообразием
цветометрических систем и доступных программ-
ных продуктов, но и значительным спектром
устройств и приспособлений, которые в настоя-
щее время разработаны для решения конкретных
нетривиальных задач.

В ряде научных обзоров [2–4] подробно рас-
смотрены основные цветометрические системы,
применяемые в химической цветометрии на ос-
нове бытовых, офисных и персональных цветоре-
гистрирующих устройств. Наибольшей популяр-
ностью в химическом анализе с использованием
смартфона для фиксации цветометрических ха-
рактеристик получили такие системы, как RGB,
CIE (1976) L*a*b, HSL, CMYK, YCbCr, CIE 1931
(XYZ), HSV (HSB), которым можно дать следую-
щую общую характеристику:

− RGB (от англ. red, green, blue) – аддитивная
цветовая модель, описывающая способ кодиро-
вания цвета для цветовоспроизведения с помо-
щью трех цветов, которые принято называть ос-
новными. Выбор основных цветов обусловлен
особенностями физиологии восприятия цвета
сетчаткой человеческого глаза. Система RGB на
практике является наиболее распространенной
цветовой моделью для компьютерных изображе-
ний и смартфона. В 24-битной версии этой моде-
ли возможны 256 значений для каждого из трех
основных цветов, что дает производные комби-
нации в диапазоне 16777216 цветовых решений.

− HSL, HLS или HSI (от англ. hue, saturation,
lightness (intensity)) – цветовая модель, в которой
цветовыми координатами являются тон, насы-
щенность и светлота.

− CIE 1931 (XYZ) – эталонная цветовая мо-
дель, заданная в строгом математическом смысле
Международной комиссией по освещению в
1931 г. Модель CIE (1931) XYZ является мастер-
моделью практически всех остальных цветовых
моделей, используемых в технических областях.

− CIE 1976 L*a*b* (CIELAB) представляет со-
бой цветовое пространство, особенно используе-
мое для характеристики цветов поверхности.
Цвета характеризуют три размера: яркость L*
определяется яркостью поверхности; два пара-
метра a* и b* выражают отклонение цвета от цвета
серой поверхности той же яркости. Наличие се-
рой неокрашенной ахроматической поверхности
подразумевает явное указание состава света, ко-
торый освещает окрашенную поверхность. Цве-
товое пространство CIELAB определяется из
пространства CIE XYZ. По сравнению с послед-
ним оно имеет то преимущество, что распределе-
ние цветов больше соответствует восприятию
цветовых различий зрительной системой чело-
века.

− HSV (от англ. hue, saturation, value) или HSB
(от англ. hue, saturation, brightness) – цветовая мо-
дель, в которой координатами цвета являются:
Hue – цветовой тон, (например, красный, зеле-
ный или сине-голубой). Варьируется в пределах
0–360°, однако иногда приводится к диапазону
0–100 или 0–1. Saturation – насыщенность; варьи-
руется в пределах 0–100 или 0–1. Чем больше этот
параметр, тем “чище” цвет, поэтому этот пара-
метр иногда называют чистотой цвета. А чем бли-
же этот параметр к нулю, тем ближе цвет к ней-
тральному серому. Value (значение цвета) или
Brightness – яркость; также задается в пределах
0–100 или 0–1. Модель была создана Элви Рэем
Смитом в середине 1970-х. Она является нели-
нейным преобразованием модели RGB.

− CMYK (от англ. cyan, magenta, yellow, key или
black), четырехцветная автотипия – субтрактив-
ная схема формирования цвета, используемая,
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прежде всего, в полиграфии для стандартной три-
адной печати. Она использует голубой, пурпур-
ный и желтый цвета в роли основных, а также
черный цвет.

− YCbCr (Y’CbCr) – семейство цветовых про-
странств, которые используются для передачи
цветных изображений в компонентном видео и
цифровой фотографии. Y' – компонента яркости,
Cb и Cr являются синей и красной цветоразност-
ными компонентами. Y' отличается от Y, которой
обозначают яркость без предыскажения. Это
означает, что для Y' интенсивность света кодиру-
ется нелинейно с помощью гамма-коррекции.

Устройства и приспособления для химического
анализа с использованием смартфона. Эволюция
данного направления как неотъемлемой состав-
ляющей цифровой цветометрии направлена на
решение ряда задач: уменьшение пределов обна-
ружения и определение разрабатываемых прие-
мов; повышение достоверности идентификации
химического соединения или группы веществ;
реализация многокомпонентного анализа в рам-
ках единичного исследования (в полевых условия
или в условиях ограниченного объема пробы);
внедрение чувствительных способов формирова-
ния аналитического сигнала (флуоресценция, хе-
милюминесценция); стандартизация (обеспечение
воспроизводимости) условий проведения исследо-
ваний; миниатюризация; увеличение мобильности
и экологичности.

Значительный прорыв в области совершен-
ствования микроустройств и приспособлений
для смартфона в рамках методологии экспресс-
анализа достигнут за счет активного внедрения
3D-принтеров. Применение современных техно-
логий 3D печати позволяет изготавливать устрой-
ства практически любой конфигурации, обуслов-
ленной конкретными целями и задачами иссле-
дователя. Примечательна возможность создания
платформ как обязательной и неотъемлемой ча-
сти единой колориметрической системы, непо-
средственно соединенной со смартфоном. Для
стандартизации расстония между объективом ка-
меры и кюветой, используемой для регистрации
аналитического сигнала, при цветометрическом
определении сульфат-ионов и хинина представ-
лена принципиальная схема впервые разработан-
ного устройства [6]. Конструкция платформы
полностью исключает влияние факторов внеш-
ней среды на результаты анализа природной воды
и тонизируемых напитков.

Помимо послойной печати узкоспециализи-
рованных микроустройств, требующих значи-
тельных манипуляций и технических решений
для их должного функционирования, предложе-
ны варианты печати на подложке, чаще всего на
бумаге (в том числе офисной), для производства
готового продукта [7–9]. Методом восковой пе-

чати [7, 9] изготавливают микропланшеты для од-
новременного анализа значительного количества
проб при регистрации цифрового изображения.
В работе [8] используют одноразовые платформы
из прозрачной пленки с нанесенными угольными
электродами методом трафаретной печати для
электрохимического непрямого обнаружения
бактерий вида Escherichia coli и Enterococcus.

Особый интерес представляет внедрение в
практику цветометрических исследований гото-
вых приспособлений коммерческого производ-
ства. В данном случае это позволяет снизить себе-
стоимость единичного анализа за счет уменьше-
ния затрат на приобретение и изготовление
комплектующих материалов. Среди приспособ-
лений подобного рода следует выделить полисти-
роловый микропланшет на 96 лунок [10, 11], стек-
лянные кюветы с длиной оптического пути 10 мм
[12, 13], фарфоровый планшет на 6 [14], 9 [15] и
12 лунок [16], микропробирки типа “Эппендорф”
[17, 18], пробирки типа “Фалькон” [19, 20].

Для стандартизации условий регистрации цве-
тометрических характеристик посредством смарт-
фона предложены камеры (боксы) изготовленные
из различных материалов [21–41]. Приведены при-
меры использования (пено)полистирола [22, 30,
32, 36], плексигласа [26], древесноволокнистой
плиты средней плотности (МДФ) [27, 28], фане-
ры [35], пластика [31, 34], пенопласта [33] и кар-
тона [40] при производстве подобных камер, за-
частую обшитых с внутренней стороны черным
или белым материалом. Для контроля освещен-
ности боксы в ряде работ [31, 32, 34, 36–41] снаб-
жены светодиодными лампами (лентами).

Рассматривая смарфтон как цветорегистриру-
ющее устройство, необходимо отметить, что его
статус универсального и мобильного инструмен-
та при решении задач в различных областях ана-
литической химии обусловлен разработкой до-
ступных программных продуктов, среди которых
можно выделить RGBer, ColorGrab, ColorMeter,
GIMP и другие. Мобильные приложения, как уз-
коспецилизированные, так и универсальные гра-
фические редакторы, являются неотъемленой и
обязательной составляющей единого цветомет-
рического подхода. С целью удобства регистра-
ции аналитического сигнала и последующей ин-
терпретации полученных данных авторы иссле-
довательских работ [22, 23, 26, 42–56] предлагают
свои программные продукты, совместимые с опе-
рационной системой Android.

Развитие цифровой цветометрии на базе пер-
сональной техники послужило толчком для со-
вершенствования программных средств. На при-
мере приложения для смартфона PhotoMetrix [57]
рассмотрены этапы разработки новых, более ак-
туальных версий, возможности одномерного и
многомерного анализа, включая хемометриче-
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скую обработку данных in situ. Разработанное в
2015 г. приложение использовалось для обработ-
ки готовых цифровых изображений, полученных
камерой смартфона. Первоначальная версия
обеспечивала одномерный (калибровку системы)
и многомерный анализ при реализации метода
главных компонент. Вторая версия программы
(PhotoMetrix PRO®) включала два инструмента в
многомерном режиме: иерархический кластер-
ный анализ и частичный метод наименьших
квадратов. Третья версия (PhotoMetrix UVC®)
адаптирована для использования с внешней ка-
мерой при получении изображений. Особенность
программного продукта заключается в декомпо-
зиции изображения средствами нескольких цве-
тометрических систем (RGB, HSV, HSL). Подоб-
ная мультифункциональность удобна с практиче-
ской точки зрения при выборе оптимальных
условий идентификации и определения конкрет-
ных химических соединений (или их групп) в ана-
лизируемом объекте. Обзор [57] в полной мере от-
ражает общую тенденцию последних лет − модер-
низацию программных продуктов для мобильных
устройств, обеспечение полной работоспособности
цветометрического подхода in situ, привлечение хе-
мометрических приемов для повышения достовер-
ности конечных результатов и выводов.

ПРАКТИЧЕСКИЕ ПРИЛОЖЕНИЯ МЕТОДА 
ЦИФРОВОЙ ЦВЕТОМЕТРИИ 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ СМАРТФОНА

Несмотря на простоту аппаратурного оформ-
ления, применение доступных и популярных рас-
ходных материалов цифровая цветометрия с ис-
пользованием смартфона является конкурентоспо-
собным инструментом для научных, рутинных,
полевых, мониторинговых и клинических иссле-
дований. Специфичность и эффективность раз-
работанных решений во многом обусловлена
уникальной комбинацией механизма формиро-
вания аналитического сигнала, изготовленного
датчика для смартфона, выбранной цветометри-
ческой системы и программного продукта, спо-
соба обработки и оценки полученных первона-
чальных данных, включая статистические и хемо-
метрические методы.

Анализ объектов окружающей среды. В период
активного развития и функционирования про-
мышленного комплекса антропогенное воздей-
ствие на конкретные объекты окружающей среды
имеет значительные масштабы, поэтому априори
актуальной является задача разработки простых,
быстрых и экономически выгодных средств
оценки данного воздействия.

Анализ данных табл. 1 позволяет сделать вывод о
значительном многообразии принципов, лежащих
в основе работы аналитических устройств, которые

предназначены для идентификации и оценки со-
держания контаминантов различной природы в
объектах окружающей среды.

Среди широкого спектра аналитических задач,
решаемых при помощи метода цветометрии, тра-
диционно наиболее распространенной является
определение ионов металлов [4]. Высокая значи-
мость этого направления сохраняется и в настоя-
щее время, что нашло отражение в ряде научных
публикаций [12, 28, 42, 43, 58, 59, 61–64]. В силу
специфики определяемой группы соединений их
переводят в окрашенную форму за счет проведе-
ния хромогенных реакций на бумажных носите-
лях [42, 58, 59, 61], в растворе [12] или в органиче-
ской фазе в присутствии ПАВ [28]. Совершен-
ствование материально-технической базы и
появление новых реагентов (или расширение об-
ласти их применения) позволяет использовать
для определения ионов металлов в сочетании с
цифровыми цветоизмерительными технология-
ми такие аналитические эффекты, как эмиссию
пламени [64], усиление флуоресценции комплек-
сов с редкоземельными металлами [60], колоримет-
рию при агрегации (плазмонный колориметриче-
ский анализ) или распаде наночастиц благородных
металлов в присутствии аналита [43, 62, 63].

Предложена двухслойная бумажная микро-
флюидная система (БМФС) в качестве колори-
метрического анализатора на основе смартфона
совместно с программным продуктом CAnal для
чувствительного и селективного определения
ртути(II) в пробах воды [62]. Устройство специ-
альной конструкции изготовлено методом струй-
ной печати с использованием димера алкилкете-
на, легированного немодифицированными нано-
частицами серебра в зоне обнаружения аналита.
Аналитическим сигналом является интенсивность
серого в синем цветовом канале (lg(GB-GBо)), обу-
словленная распадом наночастиц серебра при воз-
действии ртути(II) на БМФС. В оптимизирован-
ных условиях разработанный подход показал
высокую чувствительность, низкий предел обна-
ружения (0.003 мг/л) при малом объеме пробы
(дважды по 2 мкл) и коротком времени анализа.
Диапазон линейности составил 0.01–10 мг/л.
Кроме того, практическая реализация представ-
ленного подхода на различных пробах продемон-
стрировала приемлемые характеристики, которые
согласуются с данными традиционного метода
атомно-абсорбционной спектрометрии холодно-
го пара. Данный способ позволяет проводить
быстрое, простое (мгновенный отчет о концен-
трации ртути(II) на дисплее смартфона), чувстви-
тельное, селективное определение следовых ко-
личеств ртути(II) в пробах воды на месте отбора с
высокой производительностью (48 проб/ч при
n = 3).
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ШАОКА и др.

Применение привычных колориметрических
реакций с образованием окрашенных аналитиче-
ских форм в рамках анализа объектов окружаю-
щей среды нашло отражение при определении
неорганических анионов [11, 22–24], фенола [27],
активного хлора [21, 25], формальдегида [26] и
взрывчатых веществ [45].

В исследовании [26] представлено сочетание
жидкостной микроэкстракции в каплю воды
(раствора) в свободном пространстве и анализа
окрашенной капли с помощью смартфона для
определения формальдегида в качестве модель-
ного токсиканта в образцах текстиля и сточных
вод. Сконструировано простое устройство (бокс
для колориметрического анализа из плексигласа)
для обнаружения аналита. Методика основана на
одновременной экстракции формальдегида в
водную каплю и переводе его в окрашенное со-
единение реакцией с ацетилацетоном. Мобиль-
ный телефон использовали для обнаружения
проявленного цвета и анализа изображения. В ра-
боте оптимизированы ключевые эксперимен-
тальные параметры, влияющие на чувствитель-
ность, включая конструкцию устройства, состав
капель, ионную силу раствора, температуру и
время экстракции. Диапазон определяемых со-
держаний (ДОС) составил 0.3–10 мг/л с пределом
обнаружения 0.1 мг/л. Подход успешно применен
для определения свободного формальдегида в об-
разцах текстиля и сточных вод при степени извле-
чения 80–97% и 91–99% соответственно.

Предложен новый подход к фотометрическим
измерениям в сочетании с процедурой жидкост-
ной экстракции [25]. Подход позволяет избежать
недостатков спектрофотометрических измере-
ний в УФ- и видимой областях спектра, вызван-
ных ограниченным объемом экстракта образца,
таких как уменьшение оптического пути или не-
обходимость разбавления. Кроме того, исключа-
ется необходимость разделения фаз и, следова-
тельно, потерь экстракта перед измерениями.
Возможность применения данного приема про-
демонстрирована с помощью дисперсионной
жидкостной микроэкстракции (ДЖЖМЭ) для
определения анионных поверхностно-активных
веществ (АПАВ) в пресных водах с метиленовым
синим и экстракции в точке помутнения для
определения свободного хлора в водопроводной
воде с N,N-диэтил-n-фенилендиамином. В каче-
стве аналитического сигнала принимали значе-
ния каналов RGB. При определении АПАВ мето-
дом ДЖЖМЭ линейный отклик достигнут в диа-
пазоне 10–70 мкг/л с пределом обнаружения
2.6 мкг/л. Наблюдали высокие значения степе-
ней извлечения (87.8–99.7%) и корреляцию ре-
зультатов с эталонным методом. Определение
свободного Cl2 характеризовалось линейным от-
кликом сигнала в диапазоне 0.1–2.0 мг/л с преде-
лом обнаружения 70 мкг/л.

Колориметрию ингибирования аналитами
гидролиза субстрата под действием фермента, со-
провождающуюся образованием окрашенного
продукта реакции, применяли для определения
хлорпирифоса [66], малатиона и параоксона [46]
в воде. Авторами подобных приемов разработано
устройство на бумажной основе, предназначен-
ное для использования в полевых условиях. При
оценке содержания хлорпирифоса изучены раз-
личные модели цветового пространства (RGB,
HSV и YCbCr), в результате чего для последую-
щих расчетов выбрана координата Cb в силу бо-
лее высокой линейности (R2 = 0.988) по отноше-
нию к концентрации пестицида [66]. В работе [46]
представлено приложение для обработки изобра-
жений на месте, которое использует новый алго-
ритм для количественной оценки интенсивности
цвета и связывания его с концентрацией загряз-
няющих веществ. Данное приложение для мо-
бильного телефона разработано на основе алго-
ритма подсчета пикселей, который работает с
меньшей предвзятостью и субъективностью
пользователя, чем обычно используемое лабора-
торное программное обеспечение ImageJ.

В рамках данного раздела обособленное место
занимает цикл работ [17–20], посвященный рас-
ширению возможностей цветометрического под-
хода для определения антибактериальных препа-
ратов различных классов в природных и сточных
водах по собственной флуоресценции аналитов
на силикагеле после статической сорбции [19, 20]
и сенсибилизированной аналитами флуоресцен-
ции Eu(III) на его гидроксиде [17, 18]. Отличи-
тельной особенностью подобных методик явля-
ется создание колориметрических датчиков на
основе привычных лабораторных комплектую-
щих материалов, отличающихся доступностью и
простотой в обращении и не влияющих на мо-
бильность системы. Использование чувствитель-
ных техник формирования аналитического сиг-
нала в сочетании с высокой локальностью прово-
димых измерений (сорбенты и осадки малого
объема) обеспечивает пределы обнаружения на
уровне 0.002–0.08 мкг/мл.

Образцы биологического происхождения. Но-
вой вехой в истории развития данного исследова-
тельского направления является создание датчи-
ков и устройств с цветовой фиксацией результата
химической или ферментативной реакции.
Регистрация и интерпретация полученной ин-
формации проводится при использовании персо-
нального цветорегистрирующего устройства –
смартфона (табл. 2).

Среди разработанных различными научными
группами принципиальных схем для анализа об-
разцов биологического происхождения (биоло-
гических жидкостей) можно выделить приемы,
направленные на оценку функционального со-
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стояния организма, внутренних органов, а также
обмена веществ [47–49, 69–77, 79], и средства,
позволяющие определить содержание лекар-
ственных и наркотических веществ [15, 67, 68, 78].

Возможности мониторинга состояния здоро-
вья, обеспечиваемые сбором и количественным
химическим анализом пота, могут дополнить или
потенциально устранить необходимость в подхо-
дах, основанных на спорадической оценке образ-
цов крови. В работе [79] представлена мягкая,
гибкая и растяжимая микрофлюидная система,
которая может тесно и прочно прикрепляться к
поверхности кожи без химического и механиче-
ского раздражения. Система каналов (капилля-
ров) обеспечивает поток пробы от потовых желез
через микрофлюидную сеть и набор резервуаров.
Встроенные химические анализаторы (индика-
торные зоны) колориметрически реагируют на
такие маркеры, как глюкоза, рН, хлорид- и лак-
тат-ионы. Исследования на людях продемон-
стрировали функциональность этого устройства
во время тренировок в контролируемой среде и во
время велогонок на длинные дистанции в засуш-
ливых условиях на открытом воздухе. Помимо
концентрации глюкозы, хлорид-, лактат-ионов и
уровня рН, система позволяет рассчитать количе-
ственные значения скорости потоотделения и об-
щей потери пота.

Специфика объектов исследования и опреде-
ляемых компонентов объясняет превалирующее
число научных публикаций с упором на хромо-
генные и ферментативные реакции. Однако их
практическая реализация характеризуется вну-
шительным спектром технических решений
(табл. 2), направленных на проведение чувстви-
тельного определения аналитов в широком диа-
пазоне определяемых содержаний, в том числе с
использованием экстракции [70]. Кроме того, для
детектирования органических биологически ак-
тивных веществ (алпразолам, витамин Д) и ионов
Fe3+ в качестве аналитического реагента предло-
жено использовать наночастицы благородных
металлов [67, 69, 75].

Содержание хлорид-ионов в поте является
важным диагностическим маркером кистозного
фиброза (муковисцидоза), но внедрение систем
диагностики на месте затруднено в силу высокой
стоимости существующих хлорид-селективных
датчиков. Для обеспечения недорогих диагности-
ческих решений авторы работы [71] создали плат-
форму, адаптированную под стандартную кюве-
ту, в качестве неотъемлемой части хлоридомера
на базе смартфона. В качестве аналитического
параметра в данной конструкции применяется
тушение флуоресценции продукта взаимодей-
ствия цитрат-ионов с L-цистеином (СА-цистеи-
на) в присутствии хлорид-ионов. Представлен-
ный сенсор продемонстрировал широкий линей-

ный диапазон определяемых концентраций
хлорид-ионов 0.8–200 мМ и время отклика, огра-
ниченное диффузией. Клиническая валидация
проводилась с использованием биопроб пота лю-
дей с муковисцидозом и без него, что позволило
получить необходимое количество статистиче-
ских данных для надежной диагностики заболе-
вания.

Разработана простая, точная и недорогая ана-
литическая процедура определения каптоприла с
помощью цифрового изображения [15]. Данная
стратегия основана на реакции между каптопри-
лом и хлоридом палладия(II), в результате кото-
рой образуется желтый водорастворимый ком-
плекс с максимумом светопоглощения при длине
волны 380 нм. Камера смартфона и предназна-
ченное для управления внутренним освещением
портативное устройство объединены при получе-
нии цифровых изображений реакционных сме-
сей. Для установления количественной связи
между интенсивностью цвета и концентрацией
аналита применяли цифровую обработку изобра-
жений с применением RGB. При использовании
в качестве аналитического параметра значения
интенсивности синего канала В получена градуи-
ровочная зависимость в диапазоне концентраций
от 3.12 × 10–5 до 1.21 × 10–3 моль/л. Пределы обна-
ружения и определения составили 8.06 × 10–6 и
2.69 × 10–5 моль/л соответственно. Степень из-
влечения в образцах синтетической мочи варьи-
ровалась от 97.1 до 102.9%. Результаты сравнивали
с эталонным методом. При доверительной веро-
ятности 95% существенных различий не обнару-
жено. Разработанный подход имеет бюджетные и
экологические преимущества, связанные с ис-
пользованием дешевых и простых в обращении
устройств и потреблением очень малых объемов
реагента (800 мкл на одно определение). Этот
аналитический инструмент может быть полезен
для лабораторий с ограниченными финансовыми
ресурсами при соблюдении принципов “зеле-
ной” химии.

Анализ пищевых продуктов. В эпоху бурного
развития разнообразных способов фальсифика-
ции продуктов питания и распространения не-
доброкачественной продукции на рынке важ-
ность совершенствования методологии экспресс-
анализа сложно переоценить. Кроме того, потен-
циальные пути контаминации сырья на различ-
ных этапах производства (от получения до хране-
ния) могут оказывать существенное влияние на
безопасность и качество готовой продукции [80].

Анализ литературных данных (табл. 3) пока-
зал, что цветометрический подход нашел приме-
нение для определения неорганических и органи-
ческих веществ природного и синтетического
происхождения в молочной [29, 30, 35–37, 84–87,
92, 96–98, 100], мукомольно-крупяной [95], муч-
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ной [93], спиртосодержащей [14, 31–34, 99], соко-
вой [53], мясной [92, 100], масложировой [82]
продукции, в морепродуктах [91], овощах и фрук-
тах [16, 81, 100], зерне [52, 54], питьевой воде [6, 8,
37, 51, 53, 87–89, 98, 100] и напитках [6, 83, 94, 99].

Универсальность подхода обусловлена воз-
можностью сочетания привычных в использова-
нии и доступных широкой аудитории смарт-
фонов с простыми тест-устройствами для хими-
ческого анализа. Спектр контролируемых
показателей средствами цветометрии внушите-
лен, что подтверждает его конкурентоспособ-
ность по отношению к прочим инструменталь-
ным методам. В работах [9, 81] представлена уни-
версальная стратегия кислотно-основного
титрования (определение титруемой кислотно-
сти) с использованием индикаторов природного
происхождения (антоцианов и экстракта кожуры
жаботикабы). Колориметрические реакции про-
водили с использованием полистирольного мик-
ропланшета [81] или массива из двенадцати мик-
розон диаметром 5 мм, напечатанного воском на
фильтровальной бумаге [9]. Интенсивность цвета
фиксировали с помощью смартфона в режиме ре-
ального времени [9] или после получения цифро-
вого изображения [81] с последующим анализом
посредством бесплатного приложения Photomet-
rix® [9]. Кривые титрования соответствуют кри-
вым, полученным с применением традиционного
титриметрического метода.

Применение цветометрического метода на ба-
зе смартфона обеспечивает обнаружение бакте-
рий вида Escherichia coli и Enterococcus, индикато-
ров фекального загрязнения воды и продуктов
питания с использованием субстратов, специ-
фичных для ферментов, продуцируемых каждым
видом [8]. E. coli продуцируют β-галактозидазу и
β-глюкозидазу, тогда как Enterococcus spp. проду-
цирует β-глюкозидазу. Наличие субстратов обес-
печивает выделение n-нитрофенола, o-нитрофе-
нола или n-аминофенола в качестве продуктов.
Установлено, что электрохимическое обнаруже-
ние с использованием угольных электродов с тра-
фаретной печатью обеспечивает оптимальную
производительность на недорогих и одноразовых
платформах с прозрачной пленкой. Обнаружение
электрохимически активных субстратов (n-нит-
рофенола, o-нитрофенола или n-аминофенол)
осуществляли соответственно на уровне 1.1, 2.8 и
0.5 мкМ. Для обнаружения нитрофенолов разра-
ботана колориметрическая система луночных
планшетов на бумажной основе из простой кар-
тонной коробки и смартфона. Пределы обнару-
жения n-нитрофенола и o-нитрофенола состави-
ли 81 и 119 мкМ соответственно. Хотя колоримет-
рические принципы детектирования давали
более высокие пределы обнаружения, чем элек-
трохимические, оба метода обеспечивали одина-
ковое время обнаружения бактерий. Низкие кон-

центрации (101 КОЕ/мл) патогенных и непато-
генных изолятов E. coli и (10° КОЕ/мл) штаммов
E. faecalis и E. faecium обнаружены в течение 4 и 8 ч
после предварительного обогащения. Образцы
проростков люцерны и воды из лагуны служили
модельными образцами пищевой продукции и
воды в рамках апробации описанного подхода.
Образцы воды не дали положительных результа-
тов, в то время как образцы проростков дали по-
ложительный результат в течение 4 ч после пред-
варительного обогащения. Положительное обна-
ружение заранее зараженных (2.3 × 102 и 3.1 ×
× 101 КОЕ/мл(г) E. coli и E. faecium соответствен-
но) образцов проростков и воды дало положи-
тельный результат в течение 4 и 12 ч после предва-
рительного обогащения соответственно. Подобные
разработки имеют большой научный и практиче-
ский интерес, поскольку, с одной стороны, позво-
ляют смартфону в сочетании с сопутствующими
материалами (платформа, датчик) заменить значи-
тельный спектр оборудования с сохранением точ-
ности, с другой, – увеличить производительность
стационарной или передвижной лаборатории.

Актуальной задачей, требующей инструмен-
тального решения, является оценка содержания
сложных эфиров в алкогольном напитке из сахар-
ного тростника Кашаса, вкус и аромат которого
связаны с наличием данной группы аналитов,
обычно выраженным в пересчете на этилацетат.
Предложен точечный тест для определения об-
щего количества сложных эфиров посредством
анализа цифровых изображений [32]. Способ ос-
нован на реакции аналитов с гидроксиламином
при образовании соответствующих ионов гид-
роксамата, дающих фиолетовый комплекс с
Fe(III) в кислой среде. Цифровые изображения
получены при контролируемом освещении и пре-
образованы в значения компонентов цвета RGB с
помощью приложения PhotoMetrix® 1.8. Значения
канала В приняты за аналитический отклик из-за
комплементарности цвету продукта реакции.
Диапазон линейности составил 100–500 мг/л при
коэффициенте вариации (n = 10) и пределе обна-
ружения 1.1% и 30 мг/л (в пересчете на этилаце-
тат) соответственно. Методика характеризуется
экологичностью и малым расходом реактивов.
Результаты предложенной схемы согласуются с
данными, полученными титриметрическим ме-
тодом при доверительной вероятности 95%.

Объекты различного происхождения. Возмож-
ность комплектации смартфона дополнительны-
ми универсальными средствами, позволяющими
реализовывать специфические химические реак-
ции, способствует применению цифровой цвето-
метрии на базе смартфона в различных областях
химического анализа (табл. 4).

Предложены условия для оценки качества
косметики и средств личной гигиены [38, 40],
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топлива [39, 41, 103], наркотических веществ [7],
растительной продукции (лекарственных трав)
[10, 106], газовых [56], водных и модельных сред
[101, 102, 104, 105].

Разработан простой и чувствительный подход к
оценке качества отбеливающих жидкостей, содер-
жащих гипохлорит-ионы [40]. Прием экономичен и
безопасен для окружающей среды, поскольку в нем
используются недорогие материалы на основе нату-
ральных компонентов. С использованием только
одного цифрового изображения удается провести
12 анализов в течение 5 мин при образовании
600 мкл отработанного слива за один тест. Подход
заключается в получении цифрового изображе-
ния колориметрической реакции гипохлорит-
ионов с антоцианами при помощи смартфона и
системы, построенной из недорогих материалов
для оптимизации сбора данных. В оптимизиро-
ванных условиях реакции аналитический синг-
нал линеен в диапазоне концентраций аналита
от 1.23 × 10–4 до 3.69 × 10–4 моль/л с пределами
обнаружения и определения 3.5 × 10–5 и 1.16 ×
× 10–4 моль/л соответственно. Результаты анали-
за согласуются с данными, полученными с ис-
пользованием титриметрического метода.

В работе [7] предлагается колориметрическое
устройство на основе офисной бумаге в качестве
портативного, быстрого и недорогого датчика для
судебно-медицинских экспертиз, направленных
на обнаружение фенацетина, используемого в ка-
честве примеси в незаконных изъятых материа-
лах, таких как кокаин. Подход описывает исполь-
зование белой офисной бумаги в качестве под-
ложки и технологию восковой печати для
изготовления зон детектирования. На основе
проведенных исследований установлено, что
аналитический сигнал линеен в диапазоне 0–
64.52 мкг/мл фенацетина. Предел обнаружения
составил 3.5 мкг/мл. Точность колориметриче-
ского устройства на базе смартфона оценена с ис-
пользованием изъятых образцов кокаина, в том
числе с привлечением метода добавок.

Для определения газообразного кислорода в
работе [56] представлен портативный прибор,
принцип работы которого основан на тушении
интенсивности люминесценции октаэтилпорфи-
ринового комплекса платины при его возбужде-
нии с помощью светоизлучающего диода с мак-
симум излучения 380 нм. Измеренное значение R
для мембраны напрямую связано с концентраци-
ей окружающего кислорода. Разработано прило-
жение для устройств на базе Android с камерами
(таких как смартфоны), чтобы использовать их в
качестве детекторов и процессоров изображений
при прогнозировании концентрации газообраз-
ного кислорода.

Анализ лекарственных препаратов. Фармацев-
тическая отрасль предъявляет жесткие и регла-

ментированные требования к качеству готовых
лекарственных препаратов (ГЛП) [107–109]. Од-
нако значительные темпы разработки лекар-
ственных средств и вывода на рынок новых ГЛП
не могут обеспечить своевременную актуализа-
цию и переиздание общих контрольных процедур
[107–109]. Перспективным направлением, спо-
собным конкурировать по точности и экспресс-
ности с традиционными титриметрическими и
спектрометрическими методами, является внед-
рение в рутинную практику контрольных лабора-
торий цветометрических приемов на базе смарт-
фона (табл. 5).

Представлен новый подход к определению ас-
корбиновой кислоты в растворе, основанный на
анализе полученных с помощью смартфона циф-
ровых изображений [13]. В основе методики ле-
жит уменьшение количества хромофора хинони-
мина (при реализации ферментативного колори-
метрического метода определения глюкозы),
образующегося по мере увеличения концентра-
ции аскорбиновой кислоты в среде.

Для определения антибиотиков пенициллино-
вого ряда в лекарственных средствах использовали
ДЖЖМЭ ассоциатов пенициллинов с метилено-
вым синим [114]. Показана возможность использо-
вания хемометрического анализа, обработку масси-
ва данных проводили методами главных компо-
нент, иерархического кластерного анализа и метода
k-means c использованием программного обеспе-
чения XLSTAT. Проведены идентификация и
определение концентрации антибиотиков пени-
циллинового ряда в таблетированных формах с
использованием хемометрического анализа. Граду-
ировочные характеристики линейны с коэффици-
ентами достоверности аппроксимации ≥0.99. Отно-
сительное стандартное отклонение результатов
анализа не превышает 0.05.

Предложен способ определения четвертичных
аммониевых соединений (ЧАС) в лекарственных
и дезинфицирующих средствах, основанный на
ДЖЖМЭ ассоциатов с эозином и измерении цве-
тометрических характеристик экстрактов с помо-
щью смартфона и специализированного про-
граммного обеспечения [116]. В качестве анали-
тического сигнала (Ar) использовали значения
цветометрических параметров в системе RGB.
Разработаны варианты определения содержания
хлоридов цетилпиридиния, миристалкония, бен-
залкония и бензилдиметил[3-(миристоилами-
но)пропил]аммония в лекарственных препаратах
Терафлю, Септолете Тотал, Калгель, Мирамистин,
Инокаин и Фарматекс, а также хлоридов цетилпи-
ридиния, бензалкония, алкилдиметил(этилбен-
зил)аммония, цетилтриметиламмония, мири-
стилтриметиламмония и дидецилдиметилам-
мония в антисептических препаратах Секурол,
Ахдез, Стеллариум и мицеллярных водах. Преде-
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лы обнаружения и определения составили 0.007–
0.100 и 0.02–0.40 мг/л соответственно. Относи-
тельное стандартное отклонение результатов ана-
лиза не превышало 0.13–0.15. Продолжитель-
ность анализа составила 15–20 мин.

Предложен простой и доступный способ опре-
деления антибиотиков хинолонового ряда с ис-
пользованием цифровой цветометрии твердофаз-
ной флуоресценции [111]. Изучены собственная
флуоресценция 17 хинолонов и сенсибилизиро-
ванная хинолонами флуоресценция европия(III)
на целлюлозной бумаге (ЦБ) и тонком слое сили-
кагеля. При облучении ультрафиолетовым светом
(365 нм) нанесенных на матрицу растворов хиноло-
нов наблюдается синяя (ЦБ, высокоэффективная
тонкослойная хроматография (ВЭТСХ)) и розовая
(ЦБ–Eu, ВЭТСХ–Eu) флуоресценция. Измерение
интенсивности флуоресценции на поверхности
матриц осуществляли с помощью смартфона. В ка-
честве аналитического сигнала (Ar) использовали
значения цветометрических параметров в систе-

ме RGB: .
Пределы обнаружения и определения составили
0.2–4 и 0.6–12 мкг/мл соответственно для всех
рассматриваемых аналитов. Диапазоны опреде-
ляемых содержаний – 0.6–500 мкг/мл. Предло-
жена методика определения фторхинолонов в ле-
карственных препаратах. Относительное стан-
дартное отклонение результатов анализа не
превышало 0.05.

На этом же принципе основана методика
определения нестероидных противоспалитель-
ных средств (НПВС) [112]. Изучена сенсибилизи-
рованная НПВС флуоресценция европия и тербия
на целлюлозной бумаге и тонком слое силикагеля.
При облучении ультрафиолетовым светом (365 нм)
пятен, нанесенных на матрицу растворов НПВС,
наблюдается зеленая флуоресценция толфенамо-
вой, мефенамовой и нифлумовой кислот и красная
мелоксикама. Пределы обнаружения и определе-
ния составили 1–5 и 3–17 мкг/мл соответственно
для всех рассматриваемых аналитов. Диапазоны
определяемых содержаний 3–500 мкг/мл. Мето-
дика проверена на лекарственных препаратах.
Относительное стандартное отклонение резуль-
татов анализа не превышало 0.08.

Использование хемометрики при идентифика-
ции в химическом анализе. Наряду с развитием
цветометрического метода с привлечением
смартфона в качестве регистратора сигнала, обу-
словленного наличием аналита, значительное
распространение в анализе продуктов питания и
лекарственных средств получили подходы, поз-
воляющие сравнивать, различать и классифици-
ровать объекты сходного состава. Состав объек-
тов может различаться в силу специфики клима-
тических и геологических условий региона
происхождения, особенностей технологических

( ) ( ) ( )2 2 2
r 0 0 0x x xA R R G G B B= − + − + −

процессов изготовления, времени хранения и на-
личия добавок. Образцы в таком случае разделя-
ют по их индивидуальным сигналам, не выполняя
многокомпонентый аппаратурный анализ. При
реализации подобных дискриминационных стра-
тегий анализируемые объекты идентифицируют
и классифицируют, используя хемометрические
методы [18, 20, 45, 115, 117–126].

Привлечение алгоритмов хемометрической
обработки массивов данных способствует совер-
шенствованию методологии экспресс-анализа на
базе цифровой цветометрии в рамках решения
сложнейших задач идентификации, аутентифи-
кации и выявления фальсификации продукции
различного происхождения. Подобная консоли-
дация имеет неоспоримые преимущества в срав-
нении с традиционными инструментальными
подходами, к которым можно отнести низкие ма-
териальные затраты на реализацию, доступность
аппаратурного оформления, мобильность и воз-
можность быстрого принятия решения.

В работе [119] описана новая процедура клас-
сификации минеральных вод на основе цифро-
вых изображений, полученных с помощью смарт-
фона. В пробы воды коммерческого производства
из восьми минеральных источников, а также в
дистиллированную и водопроводную воду добав-
ляли раствор эриохромового черного Т или му-
рексида. Смесь переносили в кювету, которую
помещали в камеру с контролируемым освеще-
нием. Значения базисных компонентов цвета в
системе RGB полученных цифровых изображе-
ний кюветы регистрировали в режиме реального
времени с помощью бесплатного приложения для
смартфона и использовали в качестве перемен-
ных для дальнейшего исследования. Разброс
(дисперсия) данных по компоненте B для мурек-
сида и по компоненте R для эриохромового чер-
ного Т обеспечивает четкую визуализацию кла-
стеров с использованием необработанных пере-
менных. Иерархический кластерный анализ,
примененный к этим данным, подтвердил эф-
фективное разделение образцов, обеспечиваю-
щее характеристику девяти кластеров для десяти
исследованных образцов воды. Классификация
выборок на основе метода k-ближайших соседей
(k-NN) смоделирована с коэффициентом эффек-
тивности 100% для восьми образцов, 94.4 и 50%
для остальных образцов соответственно, что ука-
зывает на высокую эффективность предложен-
ной стратегии. Принимая во внимание низкую
стоимость приборов и реагентов, а также экс-
прессность процедуры, разработанная процедура
может применяться для выявления фальсифика-
ции воды коммерческого производства.

Комбинированный подход на основе цвето-
метрического и хемометрических методов ис-
пользован для определения срока годности каль-
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маров [120]. Предложен колориметрический дат-
чик, состоящий из шести нанесенных на
пластину для тонкослойной хроматографии ин-
дикаторов (бромкрезоловый пурпурный, бром-
феноловый синий, бромтимоловый синий, тимо-
ловый синий и двуядерные комплексы родия
(цис-[Rh2(C6H4PPh2)2(O2CCH3)2](HO2CCH3)2)).
Образцы, упакованные с датчиком, хранили в хо-
лодильнике в течение 12 дней. Порчу кальмаров
при хранении контролировали также физико-хи-
мическими и микробиологическими методами.
Образцы превысили допустимые пределы мик-
робного числа на третий день. Анализ методом
главных компонент, проведенный с помощью
цветометрической системы CIELab, показал, что
колориметрический датчик способен отличить
свежего кальмара, пригодного для употребления,
от испорченного.

Представлен новый подход для обнаружения и
распознавания пяти взрывчатых веществ (трипе-
роксида триацетона, гексаметилентрипероксид-
диамина, 4-амино-2-нитрофенола, нитробензола
и пикриновой кислоты) в почве [45]. Исследова-
ния проводили с использованием недорогого и
одноразового колориметрического датчика на бу-
мажной основе, изготовленного методом воско-
вой печати. Применяемые в колориметрических
реакциях реагенты (KI, креатинин и анилин) при
взаимодействии с аналитами создавали уникаль-
ный цветовой узор для каждого химического со-
единения. Взрывчатые вещества дифференциро-
вали друг от друга по профилям изменения цвета,
которые можно было легко различить по истече-
нии 15 мин с привлечением иерархического кла-
стерного анализа и метода главных компонент.
При регистрации базисных компонентов цвета в
аддитивной системе RGB применяли специально
разработанное программное обеспечение. В це-
лях избежания проблем с освещением, обычно
встречающихся в других устройствах, работу про-
водили с закрытой камерой (боксом). При апро-
бации описанного способа минимальная опреде-
ляемая концентрация составила 0.2 мкг (для три-
пероксида триацетона).

Для оценки порчи рыбы по летучим биоген-
ным аминам использовали кислотно-основные
красители бромкрезоловый зеленый, бромкрезо-
ловый пурпурный, крезоловый красный и 6 ме-
таллопорфиринов [121]. Обнаружение аналитов в
голавле проводили каждые 24 ч в течение семи
дней. Профиль изменения цвета для каждого об-
разца получали путем дифференциации изобра-
жений массива датчиков до и после воздействия
летучих аминов. Цифровые данные, представля-
ющие профили изменения цвета рыбы, анализи-
ровали с использованием метода главных компо-
нент. Образцы голавля разделили на три группы
свежести с использованием нейронной сети ра-

диальной базисной функции с общей точностью
классификации 87.5%.

Использование хемометрического анализа
массива данных, полученных с помощью смарт-
фона, позволило идентифицировать этаноламин,
диметиламин и тетраметиламин в донных отло-
жениях [123]. Использовали колориметрический
датчик, состоящий из семи индикаторных зон с
рН-индикаторами.

Метод главных компонент и иерархический
кластерный анализ использовали для классифи-
кации и идентификации 18 сортов пива и 14 без-
алкогольных напитков [124, 125]. Применяли ко-
лориметрический датчик из 25 индикаторных зон
(в основном рН-индикаторы). Надежность иден-
тификации составила 97–98%. Этот же датчик
использовали для идентификации 10 образцов
кофе по его аромату (электронный нос) [126]. Во
всех случаях для регистрации аналитического
сигнала использовали смартфон.

* * *

Возможности современной цифровой цвето-
метрии на базе портативных персональных
устройств (смартфона) в настоящее время срав-
нимы с привычными спекральными методами
(спектрофтометрия и флуориметрия), а зачастую
и превосходят их по числу решаемых задач, про-
стоте реализации, мобильности и доступности.
Во многом это обусловлено разработкой и совер-
шенствованием специализированных программ-
ных продуктов, мобильных приложений с графи-
ческими редакторами, устройств и приспособле-
ний для регистрации аналитического сигнала и
интерпретации полученных данных. Развитие
метода в значительной степени связано с увели-
чением разнообразия практических решений для
различных научных направлений, а также с воз-
можностью анализа видео и видеофайлов, что
позволит реализовать кинетические исследова-
ния, особенно актуальные в фармацевтической
области.
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Изучены условия формирования распознающего слоя пьезоэлектрического иммуносенсора на ос-
нове магнитных углеродных нанокомпозитов (МУНК) под действием внешнего магнитного поля.
Установлено влияние размера и количества магнитных наночастиц (МНЧ) в композите на анали-
тические характеристики гравиметрического иммуносенсора. Методом сканирующей электронной
микроскопии определены средние размеры магнитных наночастиц Fe3O4, синтезированных мето-
дом соосаждения. Отмечено, что минимальная масса и стабильность распознающего слоя наблюда-
ются для нанокомпозита, полученного при соотношении углеродных нанотрубк и МНЧ со средним
диаметром 22 нм, равном 3 : 1. Методом ИК-спектрометрии установлено образование пептидных
связей между МУНК и конъюгатом пенициллина G. Показано, что применение магнитных угле-
родных нанокомпозитов при формировании распознающего слоя позволяет существенно упро-
стить процедуру подготовки пьезоэлектрического сенсора к анализу и сократить ее продолжитель-
ность с 24 до 1.5 ч. Диапазон определяемых концентраций антибиотика составляет 1–450 нг/мл,
предел обнаружения равен 0.5 нг/мл.

Ключевые слова: пьезоэлектрический иммуносенсор, магнитные углеродные нанокомпозиты, рас-
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Существенным преимуществом гравиметри-
ческих пьезоэлектрических иммуносенсоров явля-
ется возможность прямого измерения аналитиче-
ского сигнала по увеличению массы распознающего
слоя при протекании гетерогенной иммунохимиче-
ской реакции без применения специальной метки
[1–4]. Такие устройства просты в обращении и поз-
воляют с высокими чувствительностью и экспресс-
ностью проводить селективное определение ана-
литов в пробах сложного состава в присутствии
большого числа посторонних веществ [5].

Важнейшей задачей при разработке пьезо-
электрических иммуносенсоров является форми-
рование устойчивого распознающего слоя, поз-
воляющего осуществлять многократные измере-
ния после регенерации, а также увеличение
концентрации и поверхностной доступности ак-
тивных “сайтов” связывания. Наиболее часто в

качестве распознающего слоя используют много-
слойные покрытия с прочными связями между
отдельными слоями, включающие создание на
поверхности электрода самоорганизованного мо-
нослоя тиолов или силанов, электрогенерирован-
ных пленок, активацию их бифункциональным
реагентом и иммобилизацию антител или белко-
вых конъюгатов аналитов [6, 7]. Процесс форми-
рования многослойного покрытия, как правило,
продолжителен и не всегда приводит к образова-
нию устойчивого слоя. Для повышения площади
активной поверхности сенсора, обеспечивающей
высокую чувствительность определения, наибо-
лее перспективно использование углеродных на-
нотрубок (УНТ), характеризующихся низкой
массой и высокоразвитой поверхностью [8, 9].

Другим многообещающим наноматериалом,
используемым в химической сенсорике, являют-
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ся магнитные наночастицы (МНЧ) [10–12]. Это
связано с их уникальными свойствами: просто-
той синтеза, легкостью функционализации по-
верхности, высоким магнетизмом и низкой цито-
токсичностью [13, 14]. Имеется информация о
применении МНЧ в пьезоэлектрических сенсо-
рах, предназначенных для предварительного кон-
центрирования [15] и определения высокомоле-
кулярных соединений в прямом или конкурент-
ном форматах иммуноанализа [16, 17].

Перспективно также использование в имму-
носенсорах магнитных углеродных нанокомпо-
зитов (МУНК) – комбинации магнитных нано-
частиц с углеродными нанотрубками. Примене-
ние МУНК способствует не только увеличению
площади активной поверхности распознающего
слоя сенсора, но и позволяет осуществлять фор-
мирование рецепторного покрытия под действи-
ем внешних магнитных сил [18]. Однако влияние
размера и концентрации МНЧ, присутствующих
в структуре МУНК, на метрологические характе-
ристики гравиметрического пьезоэлектрического
иммуносенсора пока практически не изучено.

Целью работы являлось изучение условий
формирования распознающего слоя пьезоэлек-
трического сенсора на основе МУНК, влияния
размеров и концентрации МНЧ на чувствитель-
ность детектирования и диапазон определяемых
содержаний пенициллина G (Пен G).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и оборудование. Использовали сле-
дующие иммунореагенты: бензилпенициллина
натриевую соль (пенициллин G) (Биохимик, Рос-
сия), поликлональные антитела к Пен G (Abcam,
Великобритания).

В ходе исследования применяли следующие реа-
генты: FeCl2⋅4H2O, FeCl3⋅6H2O, Na2CO3, KH2PO4,
Na2HPO4⋅12H2O, NaHCO3, HCl (ρ = 1.198 г/мл),
KCNS (Реахим, Россия); NH3, NaОН, NaCl и KCl
(База № 1 Химреактивов, Россия); малоновую
кислоту (Вектон, Россия); Тритон X-100, 2-ами-
но-3-меркаптопропановую кислоту (цистеин),
N-этил-N'-(3-диметиламинопропил)карбодиими-
да гидрохлорид (ЭДАК), N-гидроксисукцинимид
(N-ГС), N,N'-дициклогексилкарбодиимид (ДСС)
3-аминопропилтриэтоксисилан (АПТЕС) (Sigma-
Aldrich, США); диметилформамид (ДМФ) (Sigma,
Германия); ацетон и этанол (Quimica, Испания);
бычий сывороточный альбумин (БСА) (ПанЭко,
Россия).

Для синтеза магнитных углеродных наноком-
позитов использовали многостенные углеродные
нанотрубки (Институт проблем технологии мик-
роэлектроники и особо чистых материалов РАН,
Черноголовка) [19].

В качестве сенсоров применяли пьезокварце-
вые резонаторы АТ-среза с собственной частотой
колебаний 10 МГц с золотыми электродами с двух
сторон кристалла диаметром 8 мм, полученными
методом магнетронного напыления (ЭТНА, Рос-
сия). Аналитический сигнал регистрировали на
измерительной установке CPNA-330 (ЭТНА,
Россия).

Массу покрытия рассчитывали по уравнению
Зауэрбрея [20]:

(1)

где ∆f – изменение частоты колебаний кристалла
кварца, Гц; f0 – собственная частота колебаний
кристалла, 10 МГц; ∆m – масса нанесенного на
электрод покрытия, г; А – площадь поверхности
электрода, 0.10066 см2.

Число циклов измерений (N) – число после-
довательных измерений, при котором аналитиче-
ский сигнал сенсора не изменяется более чем на
5%.

Закрепление МНЧ на поверхности углерод-
ных нанотрубок, а также их размер контролиро-
вали методом сканирующей электронной микро-
скопии (СЭМ) на электронно-ионном микро-
скопе TESCAN VEGA3 SBH (Tescan, Чехия).

Образование связей между конъюгатом Пен G
и МУНК контролировали методом ИК-спектро-
метрии (ИК-Фурье спектрометр Iraffinity-1 (Shi-
madzu, Япония)). ИК-спектры регистрировали
после нанесения на подложку (пластина моно-
кристаллического кремния КЭС-0.01, “ПРОМ-
ТЕХ”, Россия) 100 мкл исследуемого раствора и
высушивания в потоке теплого воздуха.

Для предотвращения агломерации дисперсий
МУНК и УНТ использовали ультразвуковую ван-
ну (ПСБ-Галас, Россия).

Синтез магнитных наночастиц. Использовали
МУНК, полученные путем иммобилизации на
поверхности УНТ магнитных наночастиц Fe3O4,
синтезированных по методу соосаждения при раз-
ных мольных соотношениях ионов Fe2+ : Fe3+ : OH–,
рН реакционной среды, температуре [21–23] и про-
должительности ультразвуковой обработки (  ч)
(табл. 1).

Наночастицы отделяли от раствора при помо-
щи магнита, промывали до рН 7 и высушивали
при 60°С до постоянной массы. Силанизацию
Fe3O4 осуществляли двумя способами:

Способ 1: наночастицы Fe3O4 массой 100 мг
вносили в раствор, содержащий 200 мл этанола и
4 мл дистиллированной воды, обрабатывали уль-
тразвуком в течение 1 ч. Далее вводили 40 мл
АПТЕС и перемешивали в течение 7 ч. Осадок от-
деляли центрифугированием (10000 об./мин),

2 6
02.3 10 ,f mf

A
−Δ × Δ=

τ,
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промывали до рН 7 и высушивали при 80°С до по-
стоянной массы [24].

Способ 2: наночастицы Fe3O4 массой 300 мг по-
мещали в колбу, содержащую 150 мл 0.05 М рас-
твора NaOH, нагревали до 65°С в течение 5 ч и
оставляли на ночь при комнатной температуре.
Образующийся осадок активированных магнит-
ных наночастиц отделяли при помощи магнита,
промывали дистиллированной водой до рН 7 и
высушивали до постоянной массы. Далее прово-
дили силанизацию магнитных частиц: 190 мг ак-
тивированных МНЧ вносили в 96 мл этанола и
подвергали ультразвуковой обработке в течение
10 мин. К полученной суспензии добавляли
111 мл АПТЕС и перемешивали в течение 20 ч.
Органическую фазу удаляли, удерживая магнит-
ные наночастицы при помощи магнита, осадок
промывали водой до pH 7 и высушивали до по-
стоянной массы [25].

Синтез магнитных углеродных нанокомпозитов
осуществляли смешиванием магнитных наноча-
стиц с углеродными нанотрубками в 30 мл де-
ионизованной воды. Полученную смесь переме-
шивали при комнатной температуре в течение
30 мин. Образующийся магнитный композит
промывали деионизованной водой и высушивали
под ИК-лампой до постоянной массы. Таким об-
разом синтезировали ряд нанокомпозитов с раз-
ным соотношением УНТ : МНЧ – 1 : 1, 2 : 1, 3 : 1,
7 : 1 и 10 : 1 [26].

Формирование распознающего слоя на основе
МУНК. Перед формированием распознающего
слоя поверхность электрода очищали с помощью
1 М HCl, ацетона и этанола.

Для предотвращения агломерации 1 мг МУНК
вносили в 1 мл 1%-ного водного раствора Трито-
на X-100 и подвергали ультразвуковой обработке
в течение 1 ч [18]. Иммобилизацию молекул Пен
G–БСА на поверхности МУНК осуществляли
следующим образом: к 10 мкл дисперсии нано-
композита в 1%-ном водном растворе Тритона
X-100 добавляли 10 мкл активационной смеси
(2.5 мг ЭДАК и 5 мг N-ГС в 200 мкл 1%-ного вод-
ного раствора Тритона X-100) и оставляли на
20 мин при комнатной температуре. Далее в си-
стему вводили 10 мкл раствора Пен G–БСА фик-

сированной концентрации и оставляли на 10–12 ч
при 4°С для получения устойчивого нанокомпо-
зита МУНК/Пен G–БСА.

Сенсор помещали в ячейку детектирования
над неодимовым магнитом, наносили на золотой
электрод 2 мкл дисперсии МУНК/Пен G–БСА и
оставляли на 90 мин на воздухе при комнатной
температуре, после чего промывали 200 мкл ди-
стиллированной воды для удаления несвязав-
шихся компонентов и высушивали в потоке теп-
лого воздуха.

Формирование распознающего слоя на основе
углеродных нанотрубок. В 1 мл ДМФ вносили 1 мг
карбоксилированных углеродных нанотрубок и
подвергали ультразвуковой обработке в течение
1 ч, после чего разбавляли дисперсию ДМФ в со-
отношении 1 : 7 (143 мкг/мл) и вновь обрабатыва-
ли ультразвуком в течение 1 ч. Для иммобилиза-
ции белкового конъюгата Пен G на поверхность
пьезоэлектрического сенсора помещали 2 мкл
1 мМ этанольного раствора цистеина и высуши-
вали при комнатной температуре в течение
90 мин, после чего наносили 2 мкл суспензии
УНТ и оставляли при 4°С на 24 ч. Сенсор промы-
вали 200 мкл дистиллированной воды, высушива-
ли в потоке теплого воздуха и проводили актива-
цию карбоксильных групп на поверхности УНТ с
помощью 2 мкл активационной смеси, содержа-
щей 2.5 мг ЭДАК и 5 мг N-ГС в 200 мл ДМФ. Вы-
держивали сенсор 90 мин при комнатной темпе-
ратуре и наносили 5 мкл белкового конъюгата
Пен G, после чего помещали сенсор во влажную
камеру при 4°С на 10–12 ч. Вновь промывали ди-
стиллированной водой и сушили в потоке тепло-
го воздуха [9].

Процедура измерения аналитического сигнала
иммуносенсора методом “deep-and-dry”. Для опре-
деления Пен G в конкурентном формате иммуно-
анализа к пробе добавляли раствор антител с кон-
центрацией, соответствующей 50%-ному связы-
ванию в гомогенный иммунокомплекс, и выдер-
живали 15 мин. Далее 2 мкл пробы наносили на
поверхность распознающего слоя сенсора и после
завершения реакции (15 мин) между свободными
антителами пробы и конъюгатом Пен G–БСА
промывали поверхность сенсора дистиллирован-

Таблица 1. Условия синтеза магнитных наночастиц

Способ
Мольное 

соотношение 
Fe2+ : Fe3+ : OH–

рН Температура, °С , ч Литература

1 2 : 1 : 6.5 7 80 1  [22]
2 2 : 1 : 6.5 7 80 14  [22]
3 2 : 1 : 37.5 4 80 1  [23]
4 2 : 1 : 6.5 7 70–90 1  [24]

τ
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ной водой для удаления несвязавшихся биореа-
гентов и высушивали до постоянной массы в по-
токе теплового воздуха [27].

После измерения аналитического сигнала по-
верхность распознающего слоя регенерировали
200 мкл 0.003 М раствора тиоционата калия. Че-
рез 15 мин сенсор промывали дистиллированной
водой и высушивали до постоянной массы в по-
токе воздуха.

Синтез белкового конъюгата пенициллина G.
Белковый конъюгат Пен G синтезировали по сле-
дующей методике: 50 мг Пен G, 45 мг N-ГС и
72 мг ДСС растворяли в 1 мл ДМФ и перемешива-
ли при комнатной температуре в течение 3 ч, по-
сле чего выдерживали при 4°С в течение 12 ч. Об-
разовавшийся осадок отделяли центрифугирова-
нием (4 мин, 8000 об./мин). Верхний слой
жидкости объемом 0.5 мл отделяли и при переме-
шивании по каплям добавляли к раствору, содер-
жащему 50 мг БСА в 3.5 мл 0.1 М карбонатного
буферного раствора (рН 9.5), смесь перемешива-
ли в течение 3 ч при 25°С и оставляли на 12 ч при
4°С. После инкубации полученный раствор очи-
щали диализом против фосфатного буферного
раствора (рН 7.2) в течение двух суток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Формирование распознающего слоя пьезоэлек-
трического сенсора на основе магнитных углерод-
ных нанокомпозитов. Важнейшими характеристи-
ками распознающего слоя пьезоэлектрического
сенсора являются:

– масса (высокая масса слоя приводит не толь-
ко к сужению диапазона определяемых концен-
траций, но и может быть причиной срыва анали-
тического сигнала сенсора);

– площадь активной поверхности, влияющая
на концентрацию и доступность активных “сай-
тов” связывания, обеспечивающих чувствитель-
ность определения;

– устойчивость, позволяющая осуществлять
регенерацию поверхности после каждого цикла
измерения без существенного изменения свойств
покрытия.

Изучили влияние способа синтеза на диаметр
и массу МНЧ, которые устанавливали методами
СЭМ и пьезокварцевого микровзвешивания со-
ответственно (рис. 1). Ранее показано [28], что
магнитные свойства в максимальной степени
проявляются у МНЧ со средним диаметром 10–
20 нм. При синтезе наночастиц способом 1 про-
исходит формирование крупных ядер Fe3O4 (Ø =
= 64 ± 5 нм). Нанокомпозит на их основе проде-
монстрировал хорошие магнитные свойства,
обеспечивающие стабильное закрепление покры-
тия на поверхности сенсора, но при этом высокую
массу формируемого слоя (∆m = 1.9 ± 0.1 мкг), не-
гативно влияющую на диапазон определяемых
содержаний. При получении наночастиц спосо-
бом 2, отличающимся от предыдущего способа
продолжительностью УЗ-обработки, наблюдали
уменьшение среднего диаметра (Ø = 42 ± 4 нм), но
увеличение дисперсии размеров частиц. Среди
синтезированных магнитных наночастиц Fe3O4
наименьший средний диаметр и масса формируе-
мого слоя отмечены у структур, полученных спо-
собом 3 (Ø = 22 ± 2 нм, ∆m = 1.6 ± 0.1 мкг). Уста-
новили, что увеличение концентрации ОН–-
ионов при постоянном соотношении Fe3+ : Fe2+ и
ультразвуковая обработка по окончании синтеза
способствуют уменьшению диаметра МНЧ (спо-
соб 3). Постепенное увеличение температуры
синтеза от 70 до 90°С приводит к получению МНЧ
небольшого диаметра (способ 4, Ø = 35 ± 7 нм,
∆m = 1.7 ± 0.3 мкг), но неоднородных по размеру,
что также не позволяет использовать их в грави-
метрических пьезоэлектрических сенсорах.

Для более надежного закрепления магнитных
наночастиц на поверхности углеродных нанотру-
бок изучили возможность применения МНЧ с
оболочкой на основе кремнезема. Силанизация
приводит к образованию на поверхности МНЧ
аминогрупп, которые связываются с карбоксиль-
ными группами УНТ с образованием пептидной
связи. Отмечено, что синтез кремниевой оболоч-
ки на поверхности наночастиц Fe3O4 (рис. 1) со
средним диаметром 22 нм приводит к увеличе-
нию диаметра МНЧ до 93 нм (способ 1) или
140 нм (способ 2). Соответственно происходит
увеличение массы слоя МУНК на базе МНЧ, мо-
дифицированных АПТЕС, до 2.5 ± 0.1 мкг (спо-
соб 1) и до 2.7 ± 0.2 мкг (способ 2). В дальнейших
исследованиях применяли нанокомпозиты с
МНЧ Fe3O4 минимального размера с Ø = 22 ± 2 нм

Рис. 1. Влияние способа синтеза на массу и диаметр
магнитных наночастиц.
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(МУНКА) и с МНЧ Fe3O4@SiO2, обеспечивающи-
ми более высокую стабильность распознающего
слоя, с Ø = 93 ± 12 нм (МУНКБ).

На характеристики рецепторного слоя пьезо-
электрического сенсора существенно влияет со-
отношение количества углеродных нанотрубок и
МНЧ в МУНК. Избыточная концентрация ча-
стиц Fe3O4 может не только быть причиной срыва
аналитического сигнала гравиметрического сен-
сора, но и приводить к стерическим затруднени-
ям при связывании МУНК с белковым конъюга-
том Пен G через поверхностные карбоксильные
группы УНТ, и, соответственно, к уменьшению
чувствительности определения аналита. С другой
стороны, недостаток МНЧ в составе МУНК
уменьшает магнитные свойства [26], что приво-
дит к снижению устойчивости покрытия сенсора,
сформированного под действием внешних маг-
нитных сил.

Методом пьезокварцевого микровзвешивания
контролировали массу распознающего слоя на каж-
дом этапе его формирования (табл. 2). Сначала ре-
гистрировали массу нанокомпозита (∆mМУНК) по-
сле нанесения его на поверхность электрода сенсо-
ра. А затем определяли массу нанокомпозита с
иммобилизованным на его поверхности белко-
вым конъюгатом (∆mслоя). Массу биомолекул
конъюгата антибиотика, иммобилизованных на
поверхности МУНК, рассчитывали по разности
(∆mбиомолекул).

Увеличение соотношения УНТ : МНЧ свыше
3 : 1 приводит к получению нестабильного по-
крытия (N ниже 15), так как присутствующие в
композите МНЧ не обеспечивают достаточно
прочного удерживания МУНК на поверхности
сенсора под действием магнитного поля. Для на-
нокомпозитов с соотношениями УНТ : МНЧ 7 : 1
и 10 : 1 уменьшается масса распознающих моле-
кул Пен G–БСА, зафиксированных на поверхно-
сти. Это связано с тем, что нанокомпозиты с низ-
ким содержанием МНЧ не обеспечивают надеж-
ное закрепление на поверхности МУНК высоких
концентраций Пен G–БСА, из-за чего часть их

теряется при промывке сенсора, что приводит к
снижению чувствительности определения анти-
биотика. При использовании подложки на базе
нанокомпозита с соотношением УНТ : МНЧ,
равным 1 : 1, отмечается низкая воспроизводи-
мость значений ∆mМУНК и ∆mслоя, что недопусти-
мо для гравиметрического сенсора. В то же время
покрытия на основе МУНК с соотношениями
УНТ : МНЧ, равными 2 : 1 и 3 : 1, показали близ-
кие характеристики. Однако для соотношения
3 : 1 наблюдали максимальное количество до-
ступных “сайтов” связывания, а также высокие
магнитные свойства нанокомпозита, обеспечива-
ющие надежную фиксацию распознающего слоя
на поверхности пьезоэлектрического сенсора под
действием внешних магнитных сил.

При анализе нанокомпозитов методом скани-
рующей электронной микроскопии установили,
что, независимо от формы и размера, МНЧ в
МУНК располагаются на сгибах и разломах угле-
родных нанотрубок. В случае нанокомпозита с кон-
центрацией компонентов, равной 3 : 1 (МУНКА),
магнитные наночастицы равномерно распреде-
ляются на поверхности углеродных нанотрубок
за счет физической сорбции (рис. 2). Аналогич-
ные закономерности отмечены и для нанокомпози-
та на основе наночастиц Fe3O4@SiO2. Схемы фор-
мирования нанокомпозитов МУНКА и МУНКБ
представлены на рис. 3.

На массу распознающего слоя МУНК значи-
тельное влияние оказывает способ перевода на-
нокомпозита в дисперсное состояние [18]. Для
предотвращения агломерации магнитные угле-
родные нанокомпозиты вносили в водный рас-
твор Тритона Х-100, так как данное неионогенное
поверхностно-активное вещество обеспечивает
достаточную смачиваемость наноматериала во-
дой, что позволяет добиться равномерного рас-
пределения МУНК на поверхности пьезоэлек-
трического гравиметрического сенсора.

Образование связей между конъюгатом анти-
биотика и магнитными углеродными нанокомпо-
зитами подтверждено методом ИК-спектромет-

Таблица 2. Влияние соотношения компонентов на характеристики массы покрытия

Соотношение
УНТ : МНЧ

∆mМУНК, мкг ∆mслоя, мкг ∆mбиомолекул, мкг N

1 : 1 1.5 ± 0.3 2.0 ± 0.4 0.4 34

2 : 1 1.6 ± 0.1 2.1 ± 0.1 0.5 33

3 : 1 1.7 ± 0.1 2.2 ± 0.1 0.6 32

7 : 1 1.3 ± 0.4 1.8 ± 1.2 0.5 14

10 : 1 1.2 ± 0.2 1.5 ± 0.1 0.3 6
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рии (рис. 4). В случае МУНКА (рис. 4а) значитель-
ное уширение и сдвиг пика карбоксильных групп
в спектре МУНКА/Пен G–БСА относительно
спектра МУНКА с 1720 до 1800 см–1 свидетель-
ствует об их участии в образовании связей. О свя-
зывании конъюгата с нанокомпозитом также го-
ворПик амидной связи в спектре МУНКБ

(1485 см–1) объясняется взаимодействием амино-
групп наночастиц Fe3O4@SiO2 и карбоксильных
групп УНТ. Его уширение в спектит четкое прояв-
ление пика при 1496 см–1 в спектре МУНКА/Пен
G–БСА, соответствующего пептидной связи. В
спектре МУНКБ/Пен G–БСА (рис. 4б) пик, отвеча-
ющий колебаниям группы C=O, смещается и вытя-
гивается относительно спектра МУНКБ (1705
вместо 1655 см–1). ре нанокомпозита МУНКБ/Пен

G–БСА указывает на образование связей между
карбоксильными группами УНТ и белковым конъ-
югатом антибиотика. Присутствие в спектрах
МУНКБ и МУНКБ/Пен G–БСА пика в области
1100 см–1 свидетельствуют о наличии оболочки
SiO2 на поверхности наночастиц магнетита.

Методика определения пенициллина G с помо-
щью пьезоэлектрического иммуносенсора. Пени-
циллин G определяли при помощи пьезоэлектри-
ческого иммуносенсора в конкурентном формате
иммуноанализа. Рабочую концентрацию иммо-
билизованного на поверхности сенсора конъюга-
та Пен G–БСА, существенно влияющую на кон-
центрацию активных сайтов связывания, опреде-
ляли по максимуму на графике зависимости
аналитического сигнала от концентрации конъ-
югата. Для МУНКА рабочая концентрация конъ-

Рис. 2. СЭМ-изображение МУНКА.
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Таблица 3. Аналитические характеристики пьезоэлектрических иммуносенсоров для определения пенициллина
G с распознающими покрытиями на основе УНТ, МУНКА и МУНКБ

Примечание: Δf, Гц; с, нг/мл.

Вид покрытия

Диапазон 
определяемых 
содержаний, 

нг/мл

Уравнение градуировочного графика R2 cmin, нг/мл

УНТ 6–300 Δf = (1522 ± 155) – (3.3 ± 0.9)с 0.97 3

МУНКА 1–450 Δf = (2740 ± 100) – (3.8 ± 0.4)с 0.99 0.5

МУНКБ 10–300 Δf = (2072 ± 172) – (5.1 ± 1.8)с 0.97 5
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югата составила 0.67 мМ (рис. 5а), для МУНКБ –
0.43 мМ (рис. 5б).

Разбавление сыворотки антител, соответству-
ющей 50%-ному связыванию с конъюгатом на
поверхности сенсора, выбирали на линейном
участке зависимости аналитического сигнала от
концентрации антител: для подложки на основе
МУНКА разбавление первичной сыворотки анти-
тел составило 20/80 (рис. 5в), а для МУНКБ –
12/88 (рис. 5г). Как видно, применение в МУНК
магнитных наночастиц меньшего диаметра со-
провождается увеличением концентрации иммо-
билизованного на поверхности сенсора конъюга-
та и, следовательно, количества активных “сай-
тов” связывания. Установлены характеристики
сенсоров с распознающим слоем на основе раз-

личных магнитных углеродных нанокомпозитов
(табл. 3). Для сравнения приведены характери-
стики пьезоэлектрического сенсора на базе УНТ.

Наибольший диапазон определяемых содер-
жаний Пен G достигается при применении
МУНКА. Использование для формирования рас-
познающего слоя, включающего магнитные ча-
стицы Fe3O4@SiO2, УНТ или МУНКБ сопровож-
дается сужением диапазона определяемых содер-
жаний из-за более низкой концентрации
конъюгата Пен G на поверхности электрода сен-
сора. Кроме того, увеличивается продолжитель-

Рис. 3. Схема формирования магнитных углеродных нанокомпозитов на основе наночастиц Fe3O4 (а) и
Fe3O4@SiO2 (б).
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Таблица 4. Результаты (нг/мл) определения пеницил-
лина G в модельных растворах методом введено–най-
дено (tтабл = 2.1, n = 5, P = 0.95)

Введено Найдено sr tэксп

50 53 ± 1 0.02 2.0
100 101 ± 4 0.01 0.8
300 305 ± 8 0.01 1.9

Таблица 5. Результаты (нг/мл) определения пеницил-
лина G в молоке и мясе (n = 5, P = 0.95)

Введено
Найдено

sr
с добавкой без добавки

Свинина
50 52 ± 9 2 ± 1 0.07

100 102 ± 11 2 ± 1 0.04
Молоко

50 55 ± 8 5 ± 1 0.06
100 108 ± 8 8 ± 2 0.03
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ность и усложняется процедура подготовки к ана-
лизу сенсора на базе УНТ из-за необходимости
послойного нанесения модификаторов для созда-
ния устойчивого слоя. Формирование подложки
на основе МУНКА под действием внешних маг-
нитных сил позволяет упростить процедуру им-
мобилизации биомолекул на поверхности элек-
трода пьезокварцевого сенсора. При этом время
подготовки сенсора к анализу сокращается в
шестнадцать раз по сравнению с покрытием на
основе УНТ (с 24 ч в случае УНТ до 1.5 ч при при-
менении МУНК). Кроме того, удаление распо-
знающего слоя после снижения его характери-
стик не требует применения агрессивных раство-
рителей, что позволяет продлить срок службы
сенсора.

Методом введено–найдено оценена правиль-
ность определения Пен G с помощью сенсора на
основе МУНКА в модельных растворах. Отсут-
ствие систематической погрешности в результа-
тах анализа подтверждено c помощью критерия
Стьюдента (tэксп < tтабл). Значения sr свидетель-
ствуют о высокой прецизионности результатов
анализа (табл. 4). Разработанные сенсоры апро-
бированы при определении Пен G в молоке и

мясе методом добавок (табл. 5). Белки осаждали
обработкой проб этанолом и насыщенным рас-
твором сульфата аммония с последующим центри-
фугированием (3 мин, 7000 об./мин) [18]. Прочие
присутствующие в матрице компоненты не меша-
ли определению антибиотика.

* * *
Предложена методика формирования рецеп-

торного слоя на основе МУНК на поверхности
пьезоэлектрического сенсора под действием
внешнего магнитного поля. Установлено влия-
ние размера и концентрации магнитных наноча-
стиц, полученных различными способами, на ха-
рактеристики распознающего покрытия сенсора.
Сенсор на основе МУНК апробирован при опре-
делении Пен G в жидких средах. Наибольший
диапазон определяемых концентраций составил
1–450 нг/мл, предел обнаружения равен
0.5 нг/мл.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ и Липецкой области в рамках научного про-
екта № 20-43-480001. В ИПТМ РАН работа выпол-
нена в рамках Госзадания 075-01304-23-00.

Рис. 4. ИК-спектр МУНКА (а) и МУНКБ (б): 1 – Пен G–БСА; 2 – МУНК; 3 – композит МУНК/Пен G–БСА.
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Обсуждаются результаты исследования водных и водно-спиртовых экстрактов фенольных соедине-
ний ромашки аптечной (Matricаria chamomilla L.) в зависимости от условий их извлечения различ-
ными способами. Объект исследований – собранная в различных регионах России ромашка аптеч-
ная. Фенольные компоненты в их нативных формах извлекали из лекарственного сырья различны-
ми способами: настаиванием, мацерацией, микроволновым, ультразвуковым, субкритическим и
фармакопейным. Содержания индивидуальных компонентов и суммарное содержание фенольных
соединений в экстрактах ромашки аптечной оценивали хроматографическими методами. ВЭЖХ-
определение фенольных соединений с диодно-матричным и масс-спектрометрическим детектиро-
ванием проводили в градиентном режиме элюирования смесью ацетонитрил–0.1%-ная муравьиная
кислота. В водных и водно-спиртовых экстрактах ромашки аптечной идентифицировали хлороге-
новую кислоту, гликозиды феруловой кислоты, лютеолин-7-О-глюкозид, дикофеилхинную и ци-
кориевую кислоты, апигенин-7-глюкозид, апигенин. По содержаниям фенольных соединений в
экстрактах цветов ромашки различных производителей с различных территорий изучили зависи-
мость данного показателя от географического места произрастания растительного сырья. Макси-
мальное суммарное содержание фенольных соединений (10.1 мг/г) наблюдали в экстракте ромашки
аптечной торговой марки “Фармацвет” (Московская обл., Красногорск).

Ключевые слова: ромашка аптечная (Matricаria chamomilla L.), фенольные соединения, экстракция,
ВЭЖХ.
DOI: 10.31857/S0044450223040151, EDN: KZWUHC

Широкое распространение при производстве
препаратов терапевтического воздействия полу-
чили лекарственные растения семейства Астро-
вые (Asteraceae) – полынь, тысячелистник, ромаш-
ка, череда, календула, одуванчик и другие [1–3].
Эти лекарственные растения обладают антиокси-
дантной активностью и проявляют разнообразные
терапевтические свойства, обусловленные наличи-
ем в их составе комплекса ряда действующих соеди-
нений [2–6]. Например, антиоксидантное, проти-
воопухолевое, гепатопротекторное, химиопротек-
торное и противовоспалительное действие связано
с наличием в экстрактах лекарственного расти-
тельного сырья (ЛРС) лупеола. Противовоспа-
лительное, антиоксидантное и противораковое
действие обусловлено присутствием апигенина и

лютеолина, а цинарин обеспечивает антимикроб-
ные и противоязвенные свойства [4]. Фенольные
соединения (ФС) в этих лекарственных растени-
ях преимущественно представлены флавоноида-
ми, фенольными кислотами (гидроксибензойными
и гидроксикоричными) и их производными [7].

Для определения ФС в экстрактах лекарствен-
ных растений традиционно используют методы
суммарного их определения в пересчете на рутин
[8]. Однако для полноценной оценки фармаколо-
гической активности ЛРС важно знать каче-
ственный состав и содержание индивидуальных
компонентов, определяющих фитотерапевтиче-
ские свойства ромашки аптечной. Для этих целей
применяют высокоэффективную жидкостную
хроматографию (ВЭЖХ) [4, 9–11], которая в со-

УДК 543.054;543.544.5.068.7
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четании с разными вариантами детектирования
позволяет идентифицировать и определять со-
держание ФС в их нативном виде [11, 12].

Способ экстракции сказывается на содержа-
нии ФС в экстракте ромашки аптечной [13]. При
хроматографическом определении ФС в экстрак-
тах ЛРС в зависимости от выбранного способа
экстракции меняется также состав (качествен-
ный и количественный) извлечений, что услож-
няет оценку компонентного состава экстрактов.
Для экстракции фенольных веществ из расти-
тельного сырья семейства Астровые используют
жидкостную экстракцию водно-спиртовыми
смесями – мацерацию [4, 10, 14], водой – настаи-
вание [15–21], а также жидкостную экстракцию с
дополнительным физическим воздействием –
ультразвуковым [1, 22], микроволновым [11, 23],
повышением температуры и давления [11, 24].

Ромашка аптечная (Matricаria chamomilla L.)
исследуется достаточно широко [5, 6], но сведе-
ния по оценке эффективности способов извлече-
ния целевых соединений, позволяющие сопоста-
вить различные способы экстракции компонен-
тов из растительного материала, практически
отсутствуют. В табл. 1 приведены некоторые при-
меры способов извлечения целевых соединений
из ромашки аптечной.

Целью данной работы является хроматографи-
ческая оценка индивидуального и суммарного
содержания фенольных соединений в водных и
водно-спиртовых экстрактах в условиях различ-
ных способов извлечения из ромашки аптечной
(Matricаria chamomilla L.).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Растительный материал. Объекты исследова-
ния – цветки ромашки аптечной (Matricаria
chamomilla L.) производителя “Родные травы”
(республика Адыгея, партия 250321); цветки ро-
машки (Chamomillae flores) торговых марок “Фар-
маЦвет” (Московская обл., Красногорск, партия
210820), “Грин Сайд” (Алтайский край, Барнаул,
партия 02) и “Фитофарм” (Краснодарский край,
Анапа, серия 010215). Также осуществляли сбор
ромашки в стадии цветения на территории
г. Краснодара (Краснодарский край). Раститель-
ное сырье предварительно измельчали и просеи-
вали, выделяя фракции размером 0.5–1.0 мм, за-
тем растительный материал усредняли путем пе-
ремешивания [8].

Реактивы и стандартные образцы. Использо-
вали ацетонитрил (HPLC-S, Biosolve BV, Ни-
дерланды), муравьиную кислоту (85%, ЛенРе-
актив, Россия), этанол (ректифицированный,
высшей очистки) и метанол х.ч. (Вектон, Рос-
сия). Деионизованную воду с удельным сопро-

тивлением 18.2 МОм⋅см (25°С) получали на уста-
новке Milli-Q-UV (Millipore, Франция).

Для идентификации аналитов использовали
стандартные образцы хлорогеновой кислоты, лю-
теолин-7-О-гликозида, транс-феруловой кисло-
ты, цикориевой кислоты и апигенина (Sigma-Al-
drich, Германия).

Экстракция фенольных компонентов из ромаш-
ки аптечной. Извлечение фенольных соединений
из ромашки аптечной проводили с учетом рекомен-
даций Государственной Фармакопеи РФ (ГФ) [8],
традиционными и современными способами с
интенсификацией процесса ультразвуком и мик-
роволновым излучением, а также при повышен-
ных давлении и температуре.

Для извлечения ФС из ромашки аптечной ре-
комендованным ГФ методом навеску пробы
(1.0000 г) помещали в колбу со шлифом емк.
250 мл, прибавляли 70%-ный этанол (100 мл).
Колбу с содержимым присоединяли к обратному
холодильнику, нагревали на кипящей водяной ба-
не в течение 45 мин, периодически встряхивая. За-
тем колбу с экстрактом охлаждали до комнатной
температуры, фильтровали раствор через вату в
мерную колбу емк. 100 мл, объем раствора доводили
до метки 70%-ным этанолом. Перед хроматографи-
ческим анализом полученный экстракт фильтрова-
ли через фильтр с диаметром пор 45 мкм.

Для экстракции ФС мацерацией из ромашки
аптечной навеску пробы (1.0000 г) помещали в
коническую колбу со шлифом емк. 250 мл, добав-
ляли растворитель (100 мл) и оставляли отстаи-
ваться при комнатной температуре. В качестве
растворителя использовали 70%-ный этанол. Пе-
ред хроматографическим анализом полученный
экстракт фильтровали через фильтр с диаметром
пор 45 мкм.

Для извлечения ФС ромашки аптечной также
готовили настой. Для этого навеску измельчен-
ной пробы (0.5000 г) помещали в коническую
колбу с притертой пробкой объемом 100 мл и за-
ливали деионизованной водой (25 мл) при ~95°С.
Перед хроматографическим анализом получен-
ный экстракт фильтровали через фильтр с диа-
метром пор 45 мкм.

Для проведения ультразвуковой экстракции
(УЗЭ) ФС из ромашки аптечной навеску сухой
измельченной пробы (0.5000 г) помещали в кони-
ческую колбу с притертой пробкой объемом
100 мл. В качестве растворителя использовали
водно-спиртовые смеси разного состава (25 мл).
Экстракция проходила в ультразвуковой ванне
УЗВ–4.0/1 ТТЦ (Сапфир, Россия) с частотой уль-
тразвукового излучения 35 кГц в течение 30 мин.
После фильтрования через вату в мерную колбу
емк. 25 мл объем раствора доводили до метки рас-
творителем. Перед хроматографическим анали-
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зом полученный экстракт фильтровали через
фильтр с диаметром пор 45 мкм.

Микроволновую экстракцию (МВЭ) ФС из ро-
машки аптечной проводили с использованием
микроволновой системы ETHOS EX (Milestone,
Италия). Навеску сухой измельченной пробы
(0.5000 г) помещали в ячейку-экстрактор, куда
добавляли растворитель (25 мл). В качестве рас-
творителя использовали водно-спиртовые смеси
различного состава. Продолжительность экс-
тракции составляла 30 мин при мощности микро-
волнового излучения 300 Вт и температуре 75°С.
Далее экстракт фильтровали через вату в мерную
колбу емк. 25 мл и доводили объем раствора до
метки растворителем. Перед хроматографиче-
ским анализом экстракт пропускали через
фильтр с диаметром пор 45 мкм.

Экстракцию ФС из ромашки аптечной в дина-
мических условиях при повышенных температуре и
давлении (субкритическая экстракция, СКЭ) про-
водили на экспериментальной установке, по-
дробно описанной в работе [26]. Экстрагент (де-
ионизованная вода/водно-спиртовые смеси) по-
давали насосом от жидкостного хроматографа
LC20AD (Shimadzu, Япония), в качестве ячейки-
экстрактора использовали стальной корпус хро-
матографической колонки размером 150 × 4.6 мм,
которую подключали к установке двумя стальны-
ми капиллярами. Для предотвращения закипания
экстрагента и поддержания требуемого давле-
ния в системе использовали ограничитель дав-
ления P-455 (Upchurch Scientific, США). Высушен-
ную и измельченную навеску пробы (0.2000 г) по-
мещали в ячейку-экстрактор в печи термостата.
Экстрагент предварительно продували азотом
для удаления растворенного кислорода и с помо-
щью насоса заполняли им систему. Затем оста-
навливали поток экстрагента и включали нагрев
термостата. По достижении термостатом задан-
ной температуры выдерживали систему в течение
10 мин при постоянной температуре и останов-
ленном потоке экстрагента, после чего его пода-
вали в систему со скоростью 1 мл/мин. Давление
в системе по показаниям манометра насоса со-
ставляло 80–150 атм. На выходе собирали 10 мл
экстракта в стеклянные емкости. Перед хромато-
графическим анализом экстракт пропускали че-
рез фильтр с диаметром пор 45 мкм.

ВЭЖХ-определение фенольных соединений с
диодно-матричным и масс-спектрометрическим де-
тектированием в экстрактах ромашки аптечной.
ВЭЖХ-определение ФС в полученных экстрактах
проводили на хроматографе LC-20 Prominence
(Shimadzu, Япония), состоящем из дегазатора
DGU-20A5, насоса LC20AD, автоматического доза-
тора SIL-20A, термостата колонок CTO-20AC,
спектрофотометрического детектора на основе ди-
одной матрицы SPD-M20A, масс-спектрометриче-

ского детектора LCMS2010EV. Фенольные со-
единения разделяли на хроматографической
колонке Luna C18 100А, 250 × 2.0 мм, 5 мкм (Phe-
nomenex, США) с предколонкой C18 4 × 2.0 мм,
5 мкм (Phenomenex, США) в режиме градиентного
элюирования. Подвижной фазой являлась смесь
ацетонитрил (А)–0.1%-ная муравьиная кислота
(В): 0.01–2 мин от 95 до 90% В, 2–10 мин от 90 до
80% В, 10–18 мин от 80 до 70% В, 18–28 мин от 70
до 10% В, 28–30 мин 10% В, 30–31 мин от 10 до
95% В. Скорость потока подвижной фазы состав-
ляла 0.40 мл/мин при температуре термостата ко-
лонки 40°С и объеме вводимой пробы 5 мкл.
Спектрофотометрическое детектирование на ди-
одно-матричном детекторе осуществляли в диа-
пазоне длин волн 190–800 нм. При МС-детекти-
ровании веществ применяли ионизацию электро-
распылением: напряжение интерфейса – 3.5 кВ,
напряжение на скимере – 1.5 В, температура ион-
ного источника – 180°C, скорость потока азота –
1.5 л/мин, скорость сканирования масс-спектра
2000 а.е.м./с, диапазон сканируемых масс 120–
700 m/z. Анализ проводили в режиме отрицатель-
ной ионизации. Сбор и последующую обработку
первичных данных осуществляли с помощью
программного обеспечения LCMS Solution (Shi-
madzu, Япония).

Фенольные соединения идентифицировали
сопоставлением времен удерживания, спектров
поглощения и масс-спектров с аналогичными ха-
рактеристиками стандартов индивидуальных со-
единений, приведенными в литературе (табл. 2).
Пример хроматограммы водно-спиртового экс-
тракта ромашки аптечной, полученного по мето-
дике Фармакопеи РФ, в оптимальных условиях
хроматографирования представлен на рис. 1.

При оценке содержания ФС в экстрактах ро-
машки аптечной использовали рассчитанные
метрологические характеристики (табл. 3). Для
всех соединений получили градуировочные зави-
симости, диапазоны линейности, пределы опре-
деления и обнаружения с использованием соот-
ветствующих стандартных образцов в 70%-ном
этаноле. Все градуировочные кривые строили по
данным шести параллельных измерений; в каж-
дом случае проводили не менее трех параллель-
ных определений одной концентрации раствора
ФС. Содержание гликозидов феруловой кислоты
в сырье определяли по градуировочной зависи-
мости, полученной для феруловой кислоты,
умножая на отношение молекулярной массы ана-
лита к молекулярной массе феруловой кислоты
ввиду их структурного подобия и схожести коэф-
фициентов поглощения [28]. Аналогично рассчи-
тывали содержание дикофеилхинной кислоты по
градуировочной зависимости цикориевой кисло-
ты, апигенин-7-глюкозида – по апигенину.
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ТЕМЕРДАШЕВ и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимальный состав растворителя для экстрак-
ции фенольных соединений из цветов ромашки ап-
течной. Правильный выбор растворителя позво-
ляет повысить эффективность извлечения ФС из
ромашки аптечной. Учитывая накопленный опыт
[26, 29] и литературные данные [30], сравнили
эффективность извлечения фенольных соедине-
ний из ромашки аптечной при УЗЭ и МВЭ с ис-
пользованием водно-этанольных и водно-мета-
нольных смесей с различной концентрацией
спирта (30, 50, 70 и 100%, по объему). Эффектив-
ность извлечения компонентов оценивали по
суммарному содержанию ФС: лютеолин-7-О-
глюкозида, гликозидов феруловой кислоты, апи-
генин-7-глюкозида, апигенина, хлорогеновой,
дикофеилхинной и цикориевой кислот (рис. 2).
Из полученных диаграмм видно, что эффектив-
ность 70%-ных водно-метанольной и водно-эта-

нольной смесей при извлечении суммы ФС из
растительного материала способами УЗЭ и
МВЭ сопоставима. С другой стороны, 70%-ный
этанол – более экологичный растворитель и пер-
спективен для дальнейшего практического ис-
пользования в медицинской практике, поэтому
его выбрали для дальнейших исследований.

Эффективность экстракции фенольных соеди-
нений из ромашки аптечной различными способами.
Изучали и сравнивали различные способы экс-
тракции компонентов: экстракцию по Государ-
ственной Фармакопее РФ [8], мацерацию, наста-
ивание, ультразвуковую, микроволновую и суб-
критическую экстракцию. Параметры каждого из
способов экстракции оптимизировали по сум-
марному содержанию ФС в экстрактах ромашки.

Для определения оптимального времени экс-
трагирования строили зависимости суммарного
содержания ФС от времени проведения мацера-

Таблица 2. Параметры ВЭЖХ-определения фенольных соединений с диодно-матричным и масс-спектрометри-
ческим детектированием в водно-этанольных экстрактах цветов ромашки аптечной

* tR – время удерживания; λmах – длина волны поглощения.

Соединение tR, мин* λmах, нм* m/z

Хлорогеновая кислота (стандарт) 8.3 327 353
Гликозид феруловой кислоты I ([21, 27]) 9.3 300 355
Гликозид феруловой кислоты II ([21, 27]) 12.6 300 355
Лютеолин-7-О-глюкозид (стандарт) 14.3 345 447
Дикофеилхинная кислота ([21]) 15.9 327 515
Цикориевая кислота (стандарт) 16.2 327 473
Апигенин-7-глюкозид ([21, 27]) 16.4 268; 333 431
Апигенин (стандарт) 23.2 268; 327 269

Рис. 1. ВЭЖХ-хроматограмма этанольного экстракта цветов ромашки аптечной, полученного по методике Фар-
макопеи РФ, в режиме диодно-матричного и масс-спектрометрического детектирования: 1 – хлорогеновая кислота,
2 – гликозид феруловой кислоты I, 3 – гликозид феруловой кислоты II, 4 – лютеолин-7-О-глюкозид, 5 – дикофеил-
хинная кислота, 6 – цикориевая кислота, 7 – апигенин-7-глюкозид, 8 – апигенин.
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ции, настаивания и УЗЭ (рис. 3). В качестве
экстрагентов для мацерации и УЗЭ использова-
ли 70%-ный этанол, а для экстракции настаива-
нием – свежекипяченую деионизованную воду.
Для построения кинетической кривой извлече-
ния ФС из ромашки различными способами от-
бирали аликвоты экстракта объемом 1 мл через
заданный промежуток времени.

Суммарная концентрация ФС в экстракте ма-
церацией достигала максимальных значений в те-
чение 1440 мин (24 ч) и далее оставалась неизмен-
ной (рис. 3а). В случае извлечения аналитов на-
стаиванием (рис. 3б), концентрации соединений
при экстрагировании сырья в течение свыше
15 мин не менялись. Более продолжительное вре-
мя экстракции данным способом способствовало
деградации некоторых фенольных соединений,
например, лютеолин-7-О-глюкозида и дикофе-

илхинной кислоты. При настаивании практиче-
ски не извлекается апигенин, так как агликоны
флавоноидов нерастворимы в воде [31, 32]. Кине-
тическая кривая УЗЭ аналитов из ромашки аптеч-
ной (рис. 3в) позволила установить, что суммарное
содержание ФС достигает максимальных значе-
ний (9.1 ± 0.1 мг/г) при экстракции в течение
30 мин непрерывного воздействия ультразвуком.

Субкритическая экстракция широко использу-
ется для извлечения различных классов соедине-
ний, в том числе фенольных, из лекарственного
растительного сырья. При этом на эффективность
извлечения компонентов влияют температура и со-
став используемого экстрагента. Для установления
оптимальных значений данных параметров иссле-
довали зависимость суммарного содержания ФС в
экстракте ромашки от температуры СКЭ с исполь-
зованием различных экстрагентов (рис. 4). В ка-

Таблица 3. Метрологические характеристики методики определения фенольных соединений в экстрактах ро-
машки аптечной методом ВЭЖХ с диодно-матричным и масс-спектрометрическим детектированием

Примечание: смин – предел обнаружения, сн – предел определения.

Фенольное соединение Уравнение 
регрессии R2

Диапазон 
линейности, 

мкг/мл
смин, мкг/мл* сн, мкг/мл

Хлорогеновая кислота y = (33100 ± 100)x 0.9996 0.3–100 0.10 0.3
Лютеолин-7-О-глюкозид y = (36200 ± 200)x 0.9994 0.1–100 0.03 0.10
Цикориевая кислота y = (30200 ± 100)x 0.9995 0.3–200 0.10 0.3
Апигенин y = (51900 ± 600)x 0.9999 1–100 0.4 1.0
Феруловая кислота y = (48300 ± 700)x 0.9998 0.1–50 0.02 0.10

Рис. 2. Суммарное содержание фенольных соединений в экстрактах ромашки аптечной, полученных под воздействи-
ем ультразвука и микроволнового излучения.
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честве экстрагентов использовали деионизован-
ную воду [11, 24], 50 и 70%-ный этанол [24]. Тем-
пературу варьировали в диапазоне 100–165°С с
шагом в 15°С. Эффективность субкритического
способа экстракции для извлечения ФС также
оценивали по суммарному содержанию ФС в экс-
тракте. Как известно [11, 24], применение воды и
70%-ной водно-этанольной смеси в качестве экс-
трагентов для СКЭ ФС различных классов из рас-
тительного материала достаточно эффективно.
При 120°С эффективность извлечения суммы
аналитов водой и 70%-ным этанолом максималь-
на (6.6 ± 0.2 и 11.7 ± 0.3 мг/г соответственно), но
дальнейшее ее повышение приводит к снижению
концентрации ФС, что обусловлено их термиче-
ской деградацией (рис. 4). С учетом полученной

зависимости можно заключить, что оптимальная
температура СКЭ ФС из ромашки аптечной де-
ионизованной водой и 70%-ным этиловым спир-
том составляет 120°С.

По данным [24], использование 50%-ного эта-
нола в качестве экстрагента для СКЭ ФС из ро-
машки аптечной считается предпочтительным.
В связи с этим изучили зависимость суммарного
содержания ФС ромашки аптечной от температу-
ры СКЭ 50%-ным этанолом. Полученные зависи-
мости показывают целесообразность проведения
СКЭ при более низких температурах (рис. 4).
Строили зависимость суммарного содержания
ФС от температуры в диапазоне от 75 до 135°С.
Наибольшая суммарная концентрация ФС (11.1 ±
± 0.7 мг/г) в экстракте наблюдается при 100°С.
Отметим, что эффективность извлечения ФС
СКЭ 70%-ным этанолом при 120°С и 50%-ным
этанолом при 100°С сопоставима.

Содержания ФС в экстрактах ромашки аптеч-
ной, полученные в оптимальных условиях для
различных способов экстракции, представлены в
табл. 4. Можно отметить, что выбор способа экс-
тракции неоднозначен, и во многом он определя-
ется поставленными задачами. Тем не менее от-
метим ряд отличий. Использование МВЭ для
экстракции ФС малоэффективно, так как кон-
центрации хлорогеновой кислоты и гликозидов
феруловой кислоты имеют наименьшие значе-
ния, что, вероятно, связано с их деградацией под
действием температуры и микроволнового излу-
чения.

Сравнительный анализ способов извлечения
(ГФ, мацерация, настаивание и СКЭ) по суммар-
ному содержанию ФС показывает, что по своей
эффективности они сопоставимы. Эффектив-
ность извлечения выбранных компонентов све-
жекипяченой деионизованной водой при настаи-
вании оказалась сопоставима со способами, в ко-
торых в качестве экстрагентов использовали
водно-спиртовые растворы. Однако, как отмече-
но ранее, водные системы не извлекают аглико-
ны флавоноидов – достаточно ценные соедине-
ния, и это значительно снижает перспективность
практического использования такой процедуры
для экстракции ФС из ромашки аптечной. Содер-
жания компонентов, полученных при мацерации
и настаивании различными растворителями, со-
поставимы, несмотря на схожий процесс их осу-
ществления (табл. 4).

Суммарное содержание извлеченных при УЗЭ
ФС несколько выше, чем при МВЭ, и ниже, чем
при других способах экстракции (табл. 4). Однако
процедура УЗЭ более экспрессна и позволяет
оперативно проводить предварительный скри-
нинг и идентификацию ФС, характерных для
экстрактов ромашки аптечной.

Рис. 3. Зависимость суммарного содержания феноль-
ных соединений в экстракте ромашки аптечной от
времени мацерации (а), настаивания (б) и воздей-
ствия ультразвука (в).
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Анализ экстрактов цветов ромашки аптечной
различных торговых марок. Данные о качествен-
ном и количественном составе растительного ма-
териала используют при установлении качества
выпускаемой продукции. Однако содержание ак-
тивных компонентов в ромашке аптечной в зна-
чительной степени может зависеть от географи-
ческих особенностей произрастания лекарствен-
ного растительного сырья, условий выращивания
и хранения [21, 27]. В табл. 5 приведены содержа-
ния ФС в полученных при УЗЭ экстрактах образ-
цов ромашки аптечной различных производите-
лей, а также в собранном самостоятельно на тер-
ритории г. Краснодара образце.

Содержания ФС в образцах торговых марок
“Грин Сайд” и “Фитофарм” близки между собой
как по концентрациям индивидуальных соедине-
ний, так и по суммарному содержанию аналитов.
Такое сходство, вероятно, связано с использова-

нием одного и того же растительного материала
со схожими климатическими условиями его вы-
ращивания. Отметим высокое содержание хлоро-
геновой (2.0 ± 0.1 мг/г), дикофеилхинной (1.2 ±
± 0.3 мг/г) и цикориевой кислот (0.12 ± 0.01 мг/г), а
также лютеолин-7-О-глюкозида (0.64 ± 0.05 мг/г) в
экстракте образца “Родные травы” по сравнению
с экстрактами ромашки аптечной других компа-
ний.

Содержания ФС в экстрактах ромашки аптеч-
ной из полученного при самостоятельном сборе
растительного материала сильно отличаются от их
концентраций в других образцах. Показатель сум-
мы ФС в данном образце (14.9 ± 0.5 мг/г) определя-
ет дикофеилхинная кислота (12.0 ± 0.4 мг/г). В дру-
гих образцах максимальное содержание ФС
определяется концентрациями гликозидов феру-
ловой кислоты (около 60%), что согласуется с
данными [21, 27]. Кроме этого, содержание апи-

Рис. 4. Зависимость суммарного содержания фенольных соединений в экстракте ромашки аптечной от температуры
субкритической экстракции различными экстрагентами.
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Таблица 4. Концентрации (мг/г) некоторых индивидуальных фенольных соединений и их суммарное содержа-
ние в экстрактах ромашки аптечной, полученных различными способами (n = 3, P = 0.95)

Соединение Фармакопея 
РФ Мацерация Настаива-

ние УЗЭ МВЭ СКЭ

Хлорогеновая кислота 2.4 ± 0.1 2.4 ± 0.1 2.5 ± 0.2 2.0 ± 0.1 1.8 ± 0.4 2.3 ± 0.3
Гликозид феруловой кислоты I 2.2 ± 0.1 2.5 ± 0.1 2.55 ± 0.04 2.2 ± 0.3 1.68 ± 0.02 2.4 ± 0.2
Гликозид феруловой кислоты II 2.7 ± 0.1 3.0 ± 0.1 2.94 ± 0.03 2.5 ± 0.2 2.2 ± 0.4 2.9 ± 0.1
Лютеолин-7-О-глюкозид 0.80 ± 0.03 0.83 ± 0.01 0.52 ± 0.05 0.64 ± 0.05 0.6 ± 0.1 0.83 ± 0.03
Дикофеилхинная кислота 1.7 ± 0.1 1.8 ± 0.1 1.6 ± 0.1 1.2 ± 0.3 1.3 ± 0.2 1.5 ± 0.1
Цикориевая кислота 0.140 ± 0.003 0.14 ± 0.02 0.18 ± 0.02 0.12 ± 0.01 0.11 ± 0.02 0.102 ± 0.005
Апигенин-7-глюкозид 1.0 ± 0.1 1.0 ± 0.1 0.80 ± 0.04 0.8 ± 0.1 0.8 ± 0.2 1.1 ± 0.1
Апигенин 0.07 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.013 ± 0.003 0.02 ± 0.01 0.05 ± 0.02 0.051 ± 0.004
Суммарное содержание ФС 11.0 ± 0.5 11.7 ± 0.7 11.1 ± 0.3 9.4 ± 0.9 8.6 ± 0.1 11.1 ± 0.9
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генина и цикориевой кислоты в образце, собран-
ном на территории г. Краснодара, на порядок вы-
ше, чем в других образцах. Вероятно, что данный
образец содержал ромашку других видов [27], од-
нако это требует дальнейших исследований и
подтверждения.

* * *
Изучены содержания нативных форм некото-

рых ФС в водных и водно-спиртовых экстрактах
цветов ромашки аптечной (Matricаria chamomilla L.),
полученных мацерацией, настаиванием, ультра-
звуковым, микроволновым, фармакопейным и
субкритическим способами. Эффективность
применения всех рассмотренных способов экс-
тракции, за исключением ультразвуковой экс-
тракции, по суммарному извлечению фенольных
соединений из растительного сырья сопоставима.
Определены суммарные содержания и концен-
трации индивидуальных фенольных соединений
в экстрактах цветов ромашки аптечной различ-
ных производителей. Максимальное суммарное
содержание фенольных соединений (10.1 мг/г)
наблюдали в экстракте ромашки аптечной торго-
вой марки “ФармаЦвет”.

Работа выполнена в рамках Госзадания Минобр-
науки РФ (проект № FZEN-2020-0022) с использо-
ванием научного оборудования ЦКП “Эколого-ана-
литический центр” Кубанского госуниверситета.
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Таблица 5. Концентрации (мг/г) некоторых индивидуальных фенольных соединений и их суммарное содержа-
ние в водно-этанольных экстрактах образцов ромашки аптечной различных производителей, полученных уль-
тразвуковой экстракцией (n = 3, P = 0.95)

Соединение
Самостоятельный 

сбор на территории 
г. Краснодар

ФармаЦвет Грин Сайд Фитофарм Родные травы

Хлорогеновая кислота 1.50 ± 0.05 1.0 ± 0.2 0.50 ± 0.03 0.37 ± 0.02 2.0 ± 0.1
Гликозид феруловой кислоты I 0.017 ± 0.001 2.791 ± 0.008 1.804 ± 0.003 1.8 ± 0.3 2.2 ± 0.3
Гликозид феруловой кислоты II 0.017 ± 0.002 3.09 ± 0.07 1.83 ± 0.03 1.8 ± 0.2 2.5 ± 0.2
Лютеолин-7-О-глюкозид 0.258 ± 0.008 0.53 ± 0.08 0.369 ± 0.004 0.36 ± 0.05 0.64 ± 0.05
Дикофеилхинная кислота 12.0 ± 0.4 0.80 ± 0.10 0.488 ± 0.007 0.46 ± 0.04 1.2 ± 0.3
Цикориевая кислота 0.38 ± 0.04 0.051 ± 0.007 0.057 ± 0.004 0.077 ± 0.005 0.12 ± 0.01
Апигенин-7-глюкозид 0.21 ± 0.02 1.70 ± 0.10 0.61 ± 0.02 0.6 ± 0.1 0.8 ± 0.1
Апигенин 0.46 ± 0.04 0.05 ± 0.03 0.040 ± 0.002 0.050 ± 0.007 0.02 ± 0.01
Суммарное содержание ФС 14.9 ± 0.5 10.1 ± 0.4 5.7 ± 0.1 5.6 ± 0.6 9.4 ± 0.9
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Инструментом обеспечения продовольствен-
ной безопасности является мониторинг химиче-
ских и биологических рисков, для которого необ-
ходима разработка современных способов опре-
деления веществ.

Дифлубензурон (1-(4-хлорфенил)-3-(2,6-ди-
фторбензоил)мочевина) – инсектицид третьего
поколения, относящийся к группе регуляторов
роста насекомых (Димилин, Герольд, Локустин),
производное бензоилмочевины. Он зарегистри-
рован во многих странах как средство защиты
овощных культур и грибов, уничтожения личи-
нок комаров и мух, снижения численности са-
ранчовых, борьбы против большого числа хвое-
грызущих и листогрызущих насекомых.

Дифлубензурон (схема 1) – это белое кристал-
лическое твердое вещество без запаха. Практиче-
ски нерастворим в воде и плохо растворим в поляр-
ных органических растворителях, относительно
стабилен в кислых и нейтральных средах [1].

Схема 1. Структурная формула дифлубензурона.

В последние годы интерес к дифлубензурону и
другим ингибиторам синтеза хитина возрос. Осо-
бенности механизма действия этих веществ поз-
воляют эффективно бороться с популяциями
членистоногих, резистентных к фосфороргани-
ческим соединениям, пиретроидам, неоникоти-
ноидам и другим группам инсектицидов.

На сегодняшний день существует несколько
подходов к определению дифлубензурона в раз-
личных матрицах с использованием жидкостной
хроматографии с различными типами детекторов
[2–5]. В более ранних работах для этой цели ис-
пользовали газовую хроматографию [6, 7].

Один из основных способов подготовки проб
для определения остаточных количеств пестици-
дов на сегодняшний день − метод QuEChERS [8].
Использование данного метода для пробоподго-
товки позволяет за короткое время подобрать
подходящие условия очистки широкого круга
матриц, разработать условия пробоподготовки
для смеси действующих веществ, обеспечить
экспрессность анализа. Кроме того, подход
QuEChERS допускает максимум модификаций,
в отличие от других подходов. Большинство со-
временных способов определения дифлубензу-
рона базируется на данном подходе (табл. 1).

Как видно из табл. 1, основной метод, исполь-
зуемый для определения дифлубензурона, − тан-
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демная масс-спектрометрия. Разрабатываются
высокоэффективные комбинированные способы
определения, такие как сочетание метода
QuEChERS и дисперсионной жидкостно-жид-
костной микроэкстракции [16, 17], которые обес-
печивают степень извлечения, близкую к 100%.
Разработаны достаточно специфические пер-
спективные подходы к определению дифлубензу-
рона, пока широко не применяемые. Это, напри-
мер, метод прямой лазерной фотоиндуцирован-
ной флуоресценции [18] или кинетический
спектрофотометрический метод [19].

Большинство исследовательских работ на-
правлено на разработку высокочувствительных
методов, позволяющих определять минимальные
следы пестицидов, иногда в ущерб продолжи-
тельности и стоимости анализа. При рутинном
анализе образцов на содержание остаточных ко-
личеств пестицидов с учетом установленных мак-
симально допустимых уровней (МДУ) высокая
чувствительность не всегда необходима, более
значимыми факторами становятся экспрессность
анализа, его стоимость и трудозатраты. Наиболее
перспективными с точки зрения приведенных
критериев можно считать способы, основанные
на пробоподготовке методом QuEChERS и его
модификациях, и последующем детектировании
методом жидкостной хроматографии с детекто-
ром на диодной матрице (ДМД). Реагенты для ре-
ализации данного метода общедоступны и недо-
роги; стоимость ВЭЖХ-ДМД-системы и ее об-
служивание намного ниже по сравнению с
ВЭЖХ-МС, кроме того, последний метод предъ-
являет более высокие требования к чистоте и ка-
честву растворителей.

Стоит отметить, что способы определения
остаточных количеств всего класса бензоилмоче-
вин в масличных культурах отсутствуют в отече-
ственной и в зарубежной литературе.

Цель настоящей работы − создание универ-
сального способа определения дифлубензурона в
растениях разныx групп, обеспечивающего экс-
прессность и высокую полноту извлечения на фо-
не снижения затрат на анализ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты и материалы. Для извлечения аналита

применяли ацетонитрил (сорт 5, Криохром, Рос-
сия), гексан сорт 3 (Криохром, Россия), хлорид
натрия ч. д. а. (Вектон, Россия), сульфат магния
безводный (97%, Sigma-Aldrich, Германия), на-
трия цитрат двузамещенный сесквигидрат (99%,
Sigma-Aldrich, Германия), натрия цитрат трехза-
мещенный дигидрат (98%, Sigma-Aldrich, США),
этилацетат х. ч. (Вектон, Россия).

Для очистки экстрактов использовали cорбент
на основе силикагеля с привитыми эндкепиро-

ванными октадецильными группами (С18Е) и
сорбент с привитыми пропиламинными группа-
ми (CH2)3NH2 (PSA) (Supelco, США), Диапак С
(гидрофильный слабокислотный сорбент с по-
стоянной активностью, 3 мл, 40–63 мкм, 60 Å)
(БиоХимМак СТ, Россия).

Для приготовления подвижной фазы исполь-
зовали ацетонитрил сорт 0 (Криохром, Россия),
воду (бидистиллированную, деионизированную),
кислоту ортофосфорную х. ч. (Вектон, Россия).

Аппаратура. Использовали ультраэффектив-
ный жидкостный хроматограф ACQUITY (Waters)
с быстросканирующим диодно-матричным де-
тектором, дегазатором, автоматическим пробоот-
борником и термостатом колонки. Хроматогра-
фическая колонка ACQUITY UPLC BEH C18
длиной 100 мм, внутренним диаметром 2.1 мм и
зернением фазы 1.7 мкм (Waters).

Аппарат для встряхивания Multi Reax (Hei-
dolph), центрифуга 5810 (Eppendorf AG), воздуш-
ный испаритель (VLM GMBH), вакуумный мани-
пулятор для работы с патронами для твердофаз-
ной экстракции (Waters) с мембранным насосом
V 850 (Buchi).

Приготовление стандартных растворов. Стан-
дартный раствор дифлубензурона с концентраци-
ей 0.5 мг/мл готовили из аналитического стандар-
та с чистотой 99.8% (Sigma-Aldrich, Швейцария)
путем его растворения (50 ± 0.5) мг в ацетонитри-
ле в мерной колбе емк. 100 мл. Градуировочные
растворы с концентрациями 0.05, 0.1, 0.2 и
0.5 мкг/мл готовили методом последовательного
разбавления, используя подвижную фазу. Граду-
ировочную зависимость строили по серии стан-
дартных растворов, содержащих от 0.05 до
0.5 мкг/мл дифлубензурона в подвижной фазе.

Условия хроматографирования. Подвижная фа-
за: смесь ацетонитрила и 0.005 М H3PO4 (45 : 55,
по объему). Скорость потока элюента 0.2 мл/мин.
Температура колонки 30°С. Рабочая длина волны
детектора 270 нм. Объем вводимой пробы 10 мкл.

Дифлубензурон идентифицировали по време-
ни удерживания, количественное определение про-
водили методом абсолютной градуировки. Для
каждого из четырех уровней концентраций дифлу-
бензурона в диапазоне 0.05–0.5 мкг/мл проводили
по три измерения. Градуировочный график линеен
с коэффициентом корреляции 0.999.

Полноту извлечения дифлубензурона опреде-
ляли на четырех уровнях концентраций в пяти
повторах.

Пробоподготовка. Экстракция дифлубензурона
из зеленой массы и клубней картофеля. Навеску из-
мельченной матрицы (10 г) помещали в полипро-
пиленовую центрифужную пробирку емк. 50 мл,
добавляли 10 мл ацетонитрила и 1 г хлорида на-
трия. После перемешивания и центрифугирова-
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ния из верхнего ацетонитрильного слоя отбирали
5 мл экстракта и переносили в центрифужную
пробирку емк. 15 мл, содержащую 150 мг сорбента
для твердофазной экстракции (PSA) и 900 мг без-
водного сульфата магния. После перемешивания
и центрифугирования из верхнего ацетонитриль-
ного слоя отбирали 2 мл экстракта (аликвота, со-
ответствующая навеске массой 2 г) (при необхо-
димости уменьшения предела определения мож-
но увеличить аликвоту, но не более 5 мл),
переносили в стеклянную пробирку и упаривали
досуха в токе воздуха при температуре не выше
40°С. Сухой остаток подвергали очистке на па-
троне для твердофазной экстракции Диапак С.

Экстракция дифлубензурона из зерна кукурузы,
бобов сои, семян подсолнечника, рапса и раститель-
ного масла. Навеску измельченной матрицы или
масла (10 г) помещали в полипропиленовую цен-
трифужную пробирку емк. 50 мл, последователь-
но добавляли 10 мл ацетонитрила, 1 г хлорида на-
трия и 7 мл дистиллированной воды. После пере-
мешивания и центрифугирования от верхнего
ацетонитрильного слоя отбирали 5 мл (при необ-
ходимости уменьшения предела определения
можно увеличить аликвоту, но не более 7 мл), пе-
реносили в центрифужную пробирку емк. 15 мл,
содержащую 150 мг сорбента для твердофазной
экстракции (PSA), 150 мг эндкепированого сор-
бента для твердофазной экстракции (С18Е) и
900 мг безводного сульфата магния. После пере-
мешивания и центрифугирования из верхнего
слоя отбирали 2 мл экстракта (аликвота, соответ-
ствующая навеске массой 2 г) (при необходимо-
сти уменьшения предела определения можно уве-
личить аликвоту, но не более 5 мл), переносили в
стеклянную пробирку и упаривали досуха в токе
воздуха при температуре не более 40°С. Сухой
остаток подвергали очистке на патроне для твер-
дофазной экстракции Диапак С.

Очистка на патроне для твердофазной экс-
тракции Диапак С. Полученный сухой остаток
растворяли в 1 мл смеси гексан−этилацетат (9 : 1)

и наносили на предварительно кондициониро-
ванный патрон, процедуру повторяли с 1 мл сме-
си гексан−этилацетат (9 : 1). Патрон промывали
5 мл смеси гексан−этилацетат (9 : 1). Дифлубен-
зурон элюировали 6 мл смеси гексан−этилацетат
(1 : 1), элюат собирали, упаривали досуха в токе
воздуха при температуре не выше 40°С, остаток
растворяли в 1 мл подвижной фазы и 10 мкл вво-
дили в хроматограф.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Исследовали следующие сельскохозяйствен-

ные культуры и продукты их переработки: зеле-
ную массу (ботва картофеля), клубни картофеля,
бобы сои, зерно кукурузы, семена подсолнечника
и рапса, растительное масло.

Первоначально для экстракции дифлубензу-
рона и очистки экстракта применили метод
QuEChERS EN 15662 [20], основанный на извле-
чении аналита из образцов ацетонитрилом в при-
сутствии цитратного буферного раствора, насы-
щенного сульфатом магния и обеспечивающего
разделение водной и органической фаз; очистке
ацетонитрильного экстракта с помощью диспер-
сионной твердофазной экстракции (дТФЭ) на
PSA. Так как исследовали в том числе маслосо-
держащие матрицы, для очистки экстрактов до-
бавляли сорбент С18Е, обеспечивающий эффек-
тивное удаление белков, жиров и других коэкс-
трактивных веществ.

Как видно из табл. 2, значение степени извле-
чения более 80% было достигнуто только при ана-
лизе подсолнечника. Экстракты всех исследуе-
мых растительных матриц были недостаточно
очищены и, как следствие, хроматографический
фон был высокий, что не позволило достоверно
определить степень извлечения аналита (рис. 1).
Кроме того, анализ плохо очищенных проб нега-
тивно сказывается на сроке службы колонки и
других узлов ВЭЖХ-системы.

При анализе проб сравнивали две аналитиче-
ской колонки – заполненную сорбентом с приви-
тыми монофункциональными полярными груп-
пами BEH С-18 (100 × 2.1 мм, 1.7 мкм) и колонку
с привитыми монофункциональными полярны-
ми группами BEH C-8 (150 × 2.1 мм, 1.7 мкм), ко-
торую часто используют для определения дифлу-
бензурона [21]. Вследствие отсутствия заметных
различий в качестве разделения хроматографиру-
емых экстрактов на указанных колонках и высо-
кой стоимости колонки с фазой С-8 в дальней-
шей работе использовали колонку BEH C-18.

При использовании УФ-детектора определе-
ние дифлубензурона обычно проводят при дли-
нах волн 220, 254 нм или путем непрерывной ре-
гистрации спектра при использовании диодно-
матричного детектора. В качестве компонентов

Таблица 2. Степень извлечения дифлубензурона в за-
висимости от исследуемой матрицы при использова-
нии метода QuEChERS EN 15662

* Невозможно определить.

Матрица Степень извлечения, %

Зеленая масса −*
Картофель 59
Соя 53
Кукуруза 75
Подсолнечник 81
Рапс 69
Растительное масло 74
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подвижной фазы, как правило, используют аце-
тонитрил, воду и метанол в разных соотношениях
[2, 3, 17, 21]. Выбор таких значений длин волн вы-
зывает вопрос, так как в этих условиях поглощает
свет большое количество органических соедине-
ний. В УФ-спектре используемого нами аналити-
ческого стандарта дифлубензурона имеется один
максимум поглощения при 257 нм. Чтобы сни-
зить влияние примесей, мы использовали длину
волны 270 нм. В этом случае практически без по-
тери чувствительности поглощение компонентов
матрицы не мешает идентификации аналита. Ниж-
няя граница определяемых содержаний – 0.5 нг,
предел обнаружения – 0.05 мкг/мл.

В процессе анализа, выявили следующие про-
блемы:

1. Хроматографический пик дифлубензурона
при исследовании экстракта зеленой массы ока-
зался недоступным для идентификации из-за не-
достаточной очистки и, как следствие, перекры-
вания пика определяемого вещества с пиками
примесей.

2. Из-за высокого содержания природных ли-
пидов в некоторых исследуемых культурах при
растворении проб в подвижной фазе образовыва-
лась эмульсия масла и ацетонитрила. Особенно
это было заметно при анализе сои. Очистки с по-
мощью селективного для липидов сорбента С18Е
оказалось недостаточно.

Основываясь на полученных данных, сделали
следующие предположения:

1. Недостаток влажности некоторых проб мо-
жет негативно влиять на экстракцию и снижать
процент извлечения;

2. Возможна адсорбция экстракционными со-
лями исследуемого вещества;

3. Возможно химическое взаимодействие дей-
ствующего вещества с экстракционными солями.

С учетом сделанных наблюдений и предполо-
жений предприняли следующие шаги:

1. В связи с недостаточной чистотой проб по-
сле дТФЭ ввели дополнительную стадию очистки
с помощью патрона для ТФЭ по схеме, приведен-
ной в “Экспериментальной части”;

2. Дополнительно увлажнили сухую пробу пу-
тем добавления 7 мл воды на 10 г сухой пробы;

3. В связи со стабильностью дифлубензурона и
нейтральной средой изучаемых растительных
матриц отказались от цитратного буферного рас-
твора. Кроме того, исключили безводный суль-
фат магния. Хлорида натрия в количестве 1 г ока-
залось достаточно для повышения ионной силы
раствора и разделения фаз. Повышение ионной
силы водного раствора с помощью хлорида на-
трия − достаточно распространенный способ, ко-
торый использовали ранее для определения аба-
мектина во фруктах и овощах [22].

В результате предложили модифицированный
способ определения дифлубензурона, описанный
выше в “Экспериментальной части”.

Избирательность способа определения дифлу-
бензурона обеспечивается сочетанием условий
подготовки проб и хроматографирования. Метро-
логические характеристики приведены в табл. 3.

Схема пробоподготовки апробирована на всех
изученных матрицах (табл. 4). В результате уда-
лось достичь степени извлечения выше 80% для
всех изучаемых культур и около 90% для ботвы и
клубней картофеля (рис. 2).

Рис. 1. Хроматограмма стандартного раствора дифлубензурона (ДФБ) с концентрацией 0.1 мкг/мл (1) и хроматограм-
ма экстракта ботвы, полученная при пробоподготовке методом EN QuEChERS, с внесением 0.05 мг/кг дифлубензу-
рона (2).
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Таблица 3. Метрологические характеристики методики определения дифлубензурона

Характеристика Значение

Показатель точности (границы относительной погрешности), ±δ, % 25
Показатель повторяемости (относительное среднеквадратическое 
отклонение повторяемости), σr, %

10

Показатель воспроизводимости (относительное среднеквадратическое 
отклонение воспроизводимости), σR, %

12.5

Предел повторяемости (значение допустимого расхождения между двумя 
результатами параллельных определений), r, %

28

Предел воспроизводимости (значение допустимого расхождения между 
двумя результатами измерений, полученных в разных лабораториях), R, %

36

Таблица 4. Характеристики методики определения остаточных количеств дифлубензурона в некоторых объектах
природного происхождения (n = 20, Р = 0.95)

Объект анализа
Предел 

определения, 
мг/кг

Диапазон 
определяемых 
концентраций, 

мг/кг

Степень 
извлечения, %

Стандартное 
отклонение, %

Доверительный 
интервал 
среднего 

результата, ± %

Зеленая масса 0.025 0.025–0.25 89.9 5.31 2.33
Клубни картофеля 0.025 0.025–0.25 91.3 5.11 2.24
Зерно кукурузы 0.025 0.025–0.25 84.0 4.93 2.16
Бобы сои 0.025 0.025–0.25 80.7 3.29 1.44
Семена 
подсолнечника

0.025 0.025–0.25 83.0 4.56 2.00

Семена рапса 0.025 0.025–0.25 80.9 3.32 1.45
Растительные масла 0.025 0.025–0.25 81.0 2.98 1.31

Наибольшие сложности при извлечении диф-
лубензурона из исследуемых матриц в нашем слу-
чае связаны с тем, что часть их относится к масло-

содержащим растениям. В литературе преимуще-
ственно приведены сведения об экстракции
дифлубензурона из матриц, содержащих доста-

Рис. 2. Хроматограмма стандартного раствора дифлубензурона с концентрацией 0.05 мкг/мл (1) и хроматограмма экс-
тракта ботвы с внесением 0.025 мг/кг дифлубензурона (2).
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точное количество воды – из яблок, груш, вино-
града, томатов и пр. В этих случаях использова-
ние в качестве экстрагента органического раство-
рителя и очистки на картриджах оказывается
достаточным для достижения степени извлече-
ния 88−100% и 92.9−105% для детекторов
УФ/ДМД и МС с относительными стандартными
отклонениями 2.9−11 и 3.7−14% соответственно
[2, 23]. Более сложные методы связаны с исполь-
зованием ионно- жидкостной дисперсионной
микроэкстракции, что позволяет достичь низких
пределов определения (0.005 мг/кг) с удовлетво-
рительной полнотой извлечения и погрешностью
выше 5% [16, 17]. Для жиросодержащих объектов
описано определение дифлубензурона в тканях
животных, молоке, рыбе, основанное на экстрак-
ции метанолом с последующей очисткой экс-
тракта на картридже с С18 [3, 24].

Многоступенчатая пробоподготовка при ана-
лизе проб мандаринов и яблок на содержание
нескольких пестицидов, описанная в литерату-
ре [5], позволила достичь степени извлечения,
превышающей 94%. Однако с учетом использова-
ния МС-детектирования предел определения не
сильно отличался от достигнутого нами и соста-
вил 0.02 мг/кг.

Несмотря на все большую популярность
ВЭЖХ-МС при определении пестицидов, ис-
пользование УФ-детектора или диодной матри-
цы по-прежнему актуально. Определение инсек-
тицидов, фунгицидов и гербицидов в растениях и
объектах окружающей среды с помощью ВЭЖХ-
УФ также характеризуется высокой степенью
извлечения аналитов с небольшой погреш-
ностью и достаточно низкими пределами определе-
ния [25–28].

* * *
Таким образом, разработанный способ харак-

теризуется следующими преимуществами: высо-
кой степенью извлечения (80.7–91.3%); высокой
воспроизводимостью; является универсальным
для большого числа исследуемых сельскохозяй-
ственных культур, в отличие от ранее применяв-
шихся методов определения дифлубензурона.
Введение дополнительной стадии очистки с по-
мощью ТФЭ позволяет достичь однозначной
идентификации исследуемого вещества даже в
сложных (высокопигментированных, маслосо-
держащих) матрицах и снизить предел определе-
ния методики. Для некоторых анализируемых
культур ранее отсутствовали способы определе-
ния остаточных количеств дифлубензурона.
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