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Диодные лазеры (ДЛ) непрерывного действия с перестраиваемой длиной волны излучения нашли
широкое применение в самых различных областях аналитической спектроскопии и диагностики.
Перестраиваемые ДЛ работают в ближней и средней ИК-области спектра, поэтому они успешно ис-
пользуются для детектирования большого числа простых молекул, представляющих интерес для эколо-
гического мониторинга атмосферы, контроля производственных процессов, диагностики процессов в
до- и сверхзвуковых газовых потоках. Отсутствие коммерческих ДЛ, работающих в спектральном диа-
пазоне короче 400 нм, ограничило их использование в элементном анализе, поскольку резонансные ли-
нии подавляющего большинства свободных атомов элементов лежат в области 250−400 нм. Настоящий
обзор посвящен обсуждению разнообразных вариантов применения ДЛ непрерывного действия, кото-
рые малоизвестны химикам-аналитикам. Кратко перечислены основные характеристики таких лазе-
ров и обсуждены их достоинства, обеспечившие их успешное применение, как в решении традици-
онных задач аналитической спектроскопии, так и для диагностики параметров удаленных газовых
объектов, включая диагностику процессов горения в смешивающихся газовых потоках.

Ключевые слова: диодные лазеры, абсорбционная спектроскопия, газовый анализ, диагностика го-
рячих зон.
DOI: 10.31857/S0044450223100055, EDN: ZHBQJF

Диодные лазеры (ДЛ) непрерывного действия
с перестраиваемой частотой излучения нашли
широкое применение в самых разнообразных об-
ластях аналитической спектроскопии и диагно-
стики [1–12]. Диодные лазеры обладают рядом
уникальных характеристик, обеспечивших их
разнообразное применение как для локального,
так и для дистанционного определения аналитов
и/или параметров зондируемых сред:

1. Коммерчески доступные ДЛ с распределен-
ной обратной связью (РОС-ДЛ) работают в одно-
модовом режиме при комнатной температуре в
спектральном диапазоне ~760 нм–3 мкм;

2. Одномодовые ДЛ обладают узкой спектраль-
ной шириной излучения (<10–3 см–1 или <10–4 нм в
спектральном диапазоне 1 мкм), которая суще-
ственно уже типичной ширины линии поглощения
свободных атомов и молекул (~0.05 нм). Столь ма-
лая спектральная ширина линии ДЛ устраняет не-
обходимость использования габаритных и дорого-
стоящих оптических спектрометров для спектраль-
ной селекции полезного аналитического сигнала;

3. Длина волны излучения ДЛ может перестра-
иваться быстро за время порядка 1 мкс в диапазо-
не 0.1−0.3 нм за счет изменения тока инжекции
или более медленно за время порядка секунды в
диапазоне 1−1.5 нм за счет изменения температу-
ры лазерного чипа;

4. Мощность ДЛ, используемых в аналитике,
может варьироваться в пределах 1−50 мВт. Такая
мощность достаточна для регистрации сигнала,
прошедшего через исследуемую газовую среду да-
же при больших длинах оптического пути и зна-
чительном неселективном поглощении;

5. Излучение ДЛ может быть легко сколлими-
рованно простой оптической системой и достав-
лено к достаточно удаленному объекту. Как прави-
ло, выходящее из лазерного чипа излучение эффек-
тивно вводится в одномодовый световод и может
доставляться без потерь на большие расстояния.

6. Диодные лазеры очень компактны, в резуль-
тате чего сенсоры на их основе имеют малые габа-
риты и вес;

УДК 543.42;621.373.826
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7. Диодные лазеры простейших конструкций
сравнительно дешевы, что обеспечивает прием-
лемые стоимости спектрометров на их основе.

Зависимости мощности излучения и длины
волны от тока инжекции для типичного одномо-
дового ДЛ приведены на рис. 1. С увеличением
тока инжекции через лазерный чип возрастает
мощность и увеличивается длина волны излуче-
ния. К сожалению, у большинства наиболее ши-
роко применяемых РОС-ДЛ перестроечная ха-
рактеристика (зависимость частоты излучения от

тока) нелинейна, и это создает определенные
проблемы при обработке результатов измерений.

В настоящем обзоре приведены примеры ис-
пользования ДЛ в различных областях аналити-
ческой спектроскопии при определении содер-
жания атомарных или молекулярных компонен-
тов в образцах различного агрегатного состояния
и для определения параметров горячих зон (тем-
пературы, парциального и полного давления га-
зовых смесей).

Рис. 1. Зависимости мощности излучения типичного лазера с распределенной обратной связью (а) и длины волны из-
лучения (б) от тока инжекции.
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ПРИМЕРЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
ДИОДНЫХ ЛАЗЕРОВ

Комбинированный метод определения изотопов
урана. Определение изотопов урана 235U, 238U яв-
ляется важнейшей задачей аналитического кон-
троля при производстве ядерных материалов и пе-
реработке ядерных отходов. Традиционно эта зада-
ча решается достаточно дорогими методами масс-
спектрометрии с индуктивно связанной плазмой
(МС-ИСП), масс-спектрометрией с термической
ионизацией (МСТИ) или нейтронно-активаци-
онным анализом. Элегантным методом определе-
ния малораспространенного изотопа 235U на фоне
основного изотопа 238U оказалась комбинация
метода лазерного испарения твердого материала
(лазерной абляции) и метода лазерно-индуциро-
ванной флуоресценции (ЛИФ) [13] или атомно-
абсорбционной спектрометрии (ААС) [14] с ис-
пользованием перестраиваемого излучения ДЛ. В
работах [13, 14] описаны методики определения ми-
норного изотопа урана в твердом образце на фоне
доминирующего содержания основного изотопа
238U. Образцами служили три спрессованные таб-
летки графита, равномерно перемешанного с ок-
сидом урана с содержаниями изотопа 235U 0.714%
(естественное содержание изотопа), 0.204 и 0.407%
(оксид урана, обедненный по 235U).

Излучение импульсного твердотельного лазе-
ра на неодимовом стекле фокусировалось на по-
верхность твердого образца, и область плазмы ис-
паренного материала просвечивалась излучением
перестраиваемого по частоте ДЛ. Наибольший
изотопический сдвиг для изотопов 235U, 238U на-
блюдается для атомарных линий 682.6913 нм
(238U) и 682.6736 нм (235U) и составляет величину
Δν238–235 = –0.3798 см–1 (Δλ = 17.7 пм). В экспери-
менте ДЛ включался в момент генерации корот-
кого испаряющего импульса твердотельного ла-
зера, а частота ДЛ сканировалась в области линий
поглощения изотопов.

Регистрация прошедшего излучения ДЛ (ААС)
или флуоресценции свободных атомов урана
(ЛИФ) проводилась только за промежуток време-
ни, длительность и начало которого выбирались
по максимальному значению сигнал/шум. При
лазерной абляции формируется сгусток плазмы
испаренного материала над поверхностью мише-
ни, и эта плазма разлетается от поверхности, в ре-
зультате чего концентрация испаренного матери-
ала существенно уменьшается во времени. При
этом и сплошной фон, определяемый излучением
плазмы, также уменьшается во времени, в резуль-
тате чего существует пространственно-временное
окно, в течение которого величина сигнал/шум
максимальна. Пример регистрации спектров флуо-
ресценции изотопов урана для трех образцов с
различными содержаниями минорного изотопа

приведен на рис. 2. Важно отметить, что исклю-
чительно узкая ширина линии излучения ДЛ позво-
лила не использовать оптический монохроматор
для спектральной фильтрации полезного аналити-
ческого сигнала. При этом на рисунке отчетливо
видна сверхтонкая структура излучения флуорес-
ценции, которую методами оптической спектро-
скопии возможно разрешить только габаритны-
ми и дорогостоящими тройными монохромато-
рами. Пределы обнаружения составили 0.6 мг/г
(ЛИФ) и 0.1 мг/г (ААС).

Определение скорости потока газа. Скорость
потока газа является важным параметром при ди-
агностике различных процессов в потоках. Наи-
более простым методом измерения скорости по-
тока является измерение допплеровского сдвига
максимума линии поглощения какой-либо тесто-
вой молекулы. Использование для таких измере-
ний узкополосных ДЛ обеспечивает и достаточ-
ную простоту, и точность измерения скорости.
Излучение ДЛ разделяется на два луча, которые
пересекают поток в противоположных направле-
ниях под некоторым углом θ. Определяются мак-
симумы линии поглощения тестовой молекулы
при зондировании потока под углом 90° к направ-
лению потока и под углами к направлению пото-
ка ±θ. Легко показать, что сдвиг максимумов линии
поглощения при зондировании потока под углами
±θ будет равен: ΔνD = 2V/cν0sinθ, где V – скорость
потока, c – скорость света, ν0 – максимум линии
поглощения при нормальном зондировании по-
тока. Использование двух направлений зондиро-
вания ±θ удваивает разность измеряемых сдви-
гов, т.е. увеличивает точность измерения скорости.
Для ДЛ ближнего ИК-диапазона допплеровский
сдвиг приблизительно равен 3 × 10–5 см–1 на ско-
рость 1 м/с. Обсуждение точности оценки скоро-
сти потока и особенности такой оценки при не-
однородном потоке приведены в работе [15].

АБСОРБЦИОННАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ 
С ДИОДНЫМИ ЛАЗЕРАМИ

Наибольшее распространение получил метод
абсорбционной спектроскопии с диодными лазе-
рами (ДЛАС).

Элементный анализ. В 80−90-х гг. прошлого ве-
ка были разработаны методики определения ма-
лых содержаний элементов методом ДЛАС в пла-
менах или графитовых атомизаторах [16]. Первые
опыты по определению щелочных металлов оказа-
лись вполне успешными; были заметно снижены
пределы обнаружения аналитов методом ДЛАС в
сравнении с методом ААС с классическими ис-
точниками резонансного излучения типа ламп с
полым катодом. Однако ахиллесовой пятой ДЛАС
явилось отсутствие диодных лазеров, излучаю-
щих в УФ-диапазоне спектра короче 400 нм, где
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лежат сильные резонансные лини подавляющего
большинства элементов. Поэтому метод ДЛАС
оказался непригодным для элементного анализа.

Молекулярная спектрометрия. Метод ДЛАС стал
наиболее востребованным для определения кон-
центрации молекул в различных газовых смесях, а
также для бесконтактного определения парамет-
ров горячих зон и процессов, в них протекающих.

В методе ДЛАС зондирующее излучение ДЛ
проходит через исследуемый газовый объект, а си-
стема регистрации измеряет интенсивность про-
шедшего излучения. Длина волны ДЛ перестраи-
вается в пределах выбранного спектрального диа-
пазона и при совпадении длины волны ДЛ с
линией поглощения тестовой молекулы реги-
стрируется уменьшение интенсивности прошед-
шего излучения ДЛ. Если линия поглощения до-
статочно сильная (ΔI/I0 ≥ 10–3), то возможно прямое
детектирование этого провала. Для регистрации
слабых линий разработаны модуляционные вари-
анты ДЛАС, которые будут обсуждаться ниже.

ИЗМЕРЕНИЕ ПАРАМЕТРОВ ГОРЯЧИХ ЗОН

Режим измерения прямого поглощения. Метод
ДЛАС широко используется для диагностики па-
раметров горячих зон, в частности для бескон-
тактной диагностики процессов горения в сме-
шивающихся потоках топлива (водород, углево-
дороды) и окислителя (кислород, воздух) [5–8].
Основными параметрами, подлежащими посто-
янному контролю, являются температура, кон-

центрация основных молекулярных компонентов
смеси, полное давление в зоне горения. Ключе-
вым достоинством ДЛАС как метода такой диа-
гностики является “бесконтактность”, поскольку
любое измерительное устройство типа термопа-
ры, введенное в поток, искажает тепловое и гид-
родинамическое поле вокруг такого объекта, что
приводит к существенному искажению результа-
тов измерений. Зондирующий луч ДЛ никак не
влияет на пространственное и временное распре-
деление тепловых и акустических полей в зонди-
руемой области и обеспечивает правильное опре-
деление требуемых параметров среды.

Измерение температуры газовой среды мето-
дом ДЛАС основывается на предположении о
термодинамическом равновесии (ТДР) в зоне го-
рения. Это предположение выполняется при ха-
рактерных временах процессов порядка долей мил-
лисекунд и при полном давлении газовой смеси
больше 0.1 атм. Перестраивая длину волны излуче-
ния ДЛ можно зарегистрировать интенсивности
разных линий поглощения и по их отношению
определить температуру. При выполнении условия
ТДР распределение молекул по энергетическим
уровням подчиняется закону Больцмана, и отноше-
ние интегральных интенсивностей двух линий по-
глощения тестовой молекулы R с различными ниж-
ними уровнями Е1,2 подчиняется соотношению
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Рис. 2. Спектры флуоресценции трех образцов урана с концентрациями 235U 0.2, 0.4 и 0.7%. Начало регистрации спек-
тров совпадает с импульсом испаряющего лазера. Флуоресценция основного изотопа 238U регистрируется примерно через
750 мкс после начала регистрации, когда концентрация испаренного материала в зоне зондирования существенно умень-
шилась [13].
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где S1,2 − интенсивности линий для некоторой
температуры Т0; ΔЕ − разность энергий нижних
уровней; Т − температура; h, c, k – мировые кон-
станты.

Типичные параметры зон горения в газовых
потоках: размер тестируемой зоны 70–150 мм,
полное давление смеси 0.1–3 атм, температура до
3000 К, длительность процесса горения 0.1–10 с,
топливо – водород, углеводороды, скорости по-
токов до М ~ 2–3 (М – число Маха). Наибольшее
число работ с РОС-ДЛ посвящено детектированию
молекул воды, которая является конечным продук-
том реакции горения углеводородов и концентра-
ция которой на последних стадиях процесса опре-
деляет эффективность использования топлива.

В зависимости от конкретных условий процес-
са горения выбирают оптимальные схемы метода
ДЛАС. В цикле работ [17–19], выполненных сов-
местно с Объединенным Институтом Высоких
Температур (ОИВТ), исследовалось развитие про-
цесса горения водорода или этилена при статиче-
ском давлении в потоке ~150 Торр и скорости по-
тока М = 2. В этих условиях линии поглощения
воды достаточно узкие и удалось найти спек-
тральный диапазон, в котором лежат три линии с
небольшим перекрыванием крыльев. Эти
линии имеют различные нижние уровни энергии
и населенность этих уровней, а, следовательно, и
интенсивность линий зависит от температуры

смеси. Используя спектроскопические базы дан-
ных [20], были рассчитаны интенсивности вы-
бранных линий для разных температур. Резуль-
таты расчета приведены на рис. 3, который де-
монстрирует сильное изменение соотношений
интенсивностей линий для разных температур.

Опыты проводились в ОИВТ на эксперимен-
тальном стенде, в конструкцию которого был вве-
ден оптический блок с пáрами окон для ввода и
вывода пучка, зондирующего ДЛ, пересекающего
поток газов в перпендикулярном направлении.
Зондировались различные участки зоны горения.
Процесс горения в смешивающихся потоках во-
дорода и воздуха инициировался и поддерживал-
ся электрическим разрядом. Время одного пуска
установки составляет 0.5 с, разряд включается по-
сле выхода потока на квазистационарный режим
и поддерживается 80−100 мс. Инжекция топлива
включается через 20−30 мс после начала разряда
и выключается через 20−30 мс после его оконча-
ния. Отметим, что горение прекращается в мо-
мент выключения разряда.

При исследовании нестационарных процессов
быстрая перестройка длины волны ДЛ позволяет
многократно сканировать исследуемый газовый
объект. Длину волны ДЛ можно просканировать
во всем диапазоне перестройки за ~1 мс. За времена
развития нестационарного процесса ~1 с возможно
прозондировать интересующий нас объект 103 раз.

Рис. 3. Спектры молекулы воды, рассчитанные для разных температур на основании спектроскопических баз данных.
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При этом реально важные события развиваются
только на определенном временном интервале
всего процесса.

В работе [17] разработан метод первичной об-
работки массива данных, который позволяет най-
ти наиболее важные и интересные этапы исследу-
емого нестационарного процесса. Зарегистриро-
ванные спектры первоначально обрабатывались
путем преобразования зарегистрированных ска-
нов в двумерное изображение. Это значительно
упрощало первоначальный общий обзор зареги-
стрированного цикла и позволяло быстро выде-
лить основные временные этапы развития про-
цесса горения.

Пример записи одного пуска приведен на рис. 4.
Полученные за один пуск экспериментальные ре-
зультаты представляют собой массив данных, со-
стоящий из 2 × 106 точек. Массив содержит за-
пись ~600 сканов перестройки длины волны ДЛ в
выбранном спектральном диапазоне. В каждом
скане ток инжекции изменяется по пилообразно-
му закону, причем в первой половине скана ток
линейно нарастает, а во второй – линейно убыва-
ет. Полное время записи составляет 500 мс. Пара-
метры режима в данном пуске были следующими:
статическое давление в испытательной секции
130 Торр, расход водорода 0.5 г/c. Слева на рис. 4
приведено сконструированное двумерное изоб-
ражение процесса, справа – спектры поглощения
в окрестности 7189 см–1, полученные путем усред-
нения по 60 соседним сканам. В интервале време-
ни, обозначенном на рисунке (I), в камере нахо-
дится воздух при давлении ~120 Торр. И на двумер-
ном изображении, и на соответствующем этому
интервалу времени спектре хорошо видна “хо-
лодная” линия 7189.344 см–1 (линия 1). В конце
интервала (I) поток в канале выходит на сверхзву-
ковой режим, статическая температура газа при
этом составляет T ≈ 200 K, т.е. значительно ниже
комнатной. Это приводит к вымораживанию па-
ров воды, в результате чего в течение примерно
20–30 мс после начала пуска установки происхо-
дит ослабление, а потом и исчезновение линий
поглощения воды, что отчетливо регистрируется
и на двумерном изображении, и на соответствую-
щем интервалу времени (II) спектре. В момент
~120 мс от начала пуска происходит включение раз-
ряда и примерно через 20 мс начинается инжекция
топлива. В этот момент инициируется процесс го-
рения, сопровождающийся быстрым подъемом
температуры и появлением в зоне горения паров
воды. На рисунке отчетливо видны высоко лежа-
щие линии поглощения Н2О: 7189.715, 7189.541 и
7189.199 см–1 (линии 2, 3 и слабая линия, не во-
шедшая в обработку результатов). В то же время
низко лежащая “холодная” линия 7189.344 см–1

заметно ослабла. Такой характер спектра сохра-
няется на всем интервале времени (III) примерно

50 мс, когда поддерживается процесс горения. По
окончании этого времени процесс горения пре-
кращается (IV), температура сверхзвукового по-
тока быстро падает, что приводит к выморажива-
нию паров воды и исчезновению практически
всех линий поглощения воды. Это хорошо видно
на левом рисунке после примерно 200-й мс.

Для пуска, представленного на рис. 4, средние
за указанный временной интервал температура
зондируемой зоны и пересчитанное из концен-
трации молекул парциальное давление воды со-
ставили 1050 К и 21 Торр соответственно. Значе-
ние полного давления смеси в зондируемой зоне
P = 200 Торр хорошо согласуется с независимыми
измерениями датчиками статического давления.

Более сложной оказалась задача, которую при-
шлось решать в совместной работе с Централь-
ным аэрогидродинамическим институтом имени
профессора Н.Е. Жуковского (ЦАГИ). Требова-
лось определить температуру в потоке газовой сме-
си в зоне горения в камере испытательного стенда.
Давление в потоке могло меняться до 3 атм, темпе-
ратура варьировалась в пределах 300−2000 К. В
этих условиях линии поглощения уширяются до
величин ~0.2−0.5 см–1, что исключает возможность
нахождения спектрального диапазона ~1–3 см–1 с
неперекрывающимися линиями поглощения. В
такой ситуации схема ДЛАС с одним ДЛ, реги-
стрирующим за один цикл перестройки несколь-
ко линий, перестает работать. Альтернативным
решением является использование двух ДЛ, рабо-
тающих в разных спектральных диапазонах. Та-
кое решение позволяет выбирать сильные линии
поглощения так, чтобы каждый лазер регистри-
ровал одну уширенную и, желательно, изолиро-
ванную линию молекулы.

Новая конструкция ДЛАС была установлена на
испытательном стенде Т-131 в ЦАГИ [21, 22]. Ис-
пользовались два ДЛ, работавших в диапазоне
1.392 мкм (ν1 = 7185 см–1) и 1.343 мкм (ν2 = 7444 см–1).
В процессе одного пуска включался сначала по-
ток горячего воздуха при пониженном давлении,
затем в определенный момент поток дросселиро-
вался заслонкой, давление и температура возрас-
тали, и после определенного времени заслонка
открывалась и поток охлаждался. Пример записи
одного пуска установки приведен на рис. 5. Пер-
вичная обработка массива данных проводилась
по описанной выше схеме. На рисунке отчетливо
видна вся динамика развития процесса: I) началь-
ный этап, при котором интенсивности линий соот-
ветствуют температуре горячего воздуха (~700 К)
при пониженном давлении; II) этап с дроссели-
рованием, при котором растет температура, линии
уширяются вследствие увеличения давления, при
этом интенсивность “горячей” линии (1.343 мкм)
растет; III) на этом этапе работы установки про-
исходит отключение дросселя и воздухоподогре-
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Рис. 4. Пример обработки массива данных, полученного в результате записи одного пуска силовой установки в OИВТ
РАН [17]. Слева показано двумерное изображение всех сканов, зарегистрированных за первые 250 мс. Справа – усред-
ненные за 60 сканов спектры поглощения Н2О в разные интервалы развития процесса горения. Арабскими цифрами
указаны положения максимумов линий поглощения, по которым проводилась последующая обработка. Идентифика-
ция линий: 1 – 7189.344, 2 – 7189.541, 3 – 7189.714 см–1.
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вателя; IV) завершение пуска, включается холодная
продувка, воздух в камере остывает и температура
понижается до ~400 К. Видно, что “горячая” линия
на завершающем этапе практически исчезает, а ин-
тенсивность “холодной” восстанавливается.

Томографический вариант абсорбционной спек-
троскопии с диодными лазерами. До сих пор рассмат-
ривались варианты использования метода ДЛАС
для диагностики газовых объектов, основанные
на зондировании объекта одним пучком лазера
диаметром порядка 1 мм. В этом случае определя-
ются параметры исследуемого объекта вдоль од-
ного выбранного направления. Как правило, ис-
следуемый газовый объект имеет протяженный
размер в трех измерениях, например зона горения
и зона выхлопных газов в больших авиационных
двигателях, горячие зоны тепловых турбин и т.п.
Получить полную информацию о таких объектах
можно только перемещая зондирующий луч ДЛ в

двух измерениях, что затрудняет и увеличивает про-
должительность процесса диагностики. В случае
определения параметров стационарных процес-
сов получение полной картины хотя и требует
большего времени, но возможно. Особенно остро
встает вопрос в случае диагностики коротких, од-
нократных процессов, особенно при невоспроиз-
водимости условий в горячей зоне.

Для таких ситуаций разработана методика то-
мографического анализа газового объекта. В этой
методике луч ДЛ расщепляется оптическими
устройствами на несколько лучей, которые пере-
секают исследуемую зону по различным траекто-
риям в выбранном сечении, и каждый прошед-
ший через объект луч регистрируется собственным
оптическим детектором. Система регистрации од-
новременно обрабатывает сигналы всех прием-
ников, что позволяет получить пространственное
распределение искомых параметров одновремен-
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но в каждом цикле пуска двигателя. Пример та-
кой системы ДЛАС приведен на рис. 6, на кото-
ром показана оптическая система ДЛАС, условная
геометрия эксперимента и приведены результаты
определения температуры в потоке газов, исходя-
щих из турбины сверхзвукового двигателя [23].
На рис. 6а ход зондирующих лучей указан сеткой
прямых линий. Каждый луч, пройдя через зонди-
руемую область выхлопных газов, попадает на со-
ответствующий фотоприемник, сигнал с которо-
го обрабатывается системой сбора и обработки
данных. Такая методика использования ДЛАС
дает более полную картину о процессах, происхо-
дящих в исследуемом объекте, однако она значи-
тельно сложнее технически, требует более слож-
ной программы обработки результатов и, конечно,
значительно дороже. Томографическая методика
рассчитана на диагностику свободных газовых
потоков, например выхлопов двигателей. Однако
она неприменима для диагностики замкнутых
объемов, например камер внутреннего сгорания.

Модуляционный режим абсорбционной спектро-
скопии с диодными лазерами. До сих пор обсужда-
лись режимы прямого измерения интенсивности
прошедшего через зондируемую область излуче-
ния ДЛ. Как уже отмечалось, такой режим реали-
зуется для сравнительно сильных линий погло-
щения и в условиях, когда величина и флуктуации
фона не слишком велики и интегральная интенсив-
ность линий поглощения может быть определена с
достаточной точностью. Ситуация усложняется,
когда измерения приходится проводить в услови-
ях значительных электрических и акустических
шумов в объекте наблюдения и/или в регистриру-
ющей аппаратуре. Для таких случаев разработан

вариант метода ДЛАС с дополнительной модуля-
цией длины волны излучения. Для этого к току
инжекции через лазерный чип добавляется высо-
кочастотный ток от дополнительного источника.
Таким образом, помимо медленного сканирова-
ния частоты излучения ДЛ в пределах спектраль-
ного диапазона его перестройки со скоростями
порядка 1 кГц производится быстрая модуляция
его длины волны с частотой f порядка 50−100 кГц.
Трюк заключается в том, что сигнал поглощения
детектируется на частотах, кратных частоте моду-
ляции: f, 2f,…nf. В большинстве экспериментальных
ситуаций основная область шумов располагается в
низкочастотной области <20−30 кГц, поэтому реги-
страция сигнала на частотах больше 50 кГц приво-
дит к снижению уровня шумов и увеличивает от-
ношение сигнал/шум. За счет такого приема ока-
зывается возможным регистрировать малые
сигналы поглощения (ΔI/I0 ≤ 10–5–6). Пример эф-
фективности такого варианта ДЛАС приведен на
рис. 7 [24]. На левой панели показан результат реги-
страции линий поглощения методом прямого де-
тектирования, а на правом – детектирование тех же
линий модуляционной методикой. На левом ри-
сунке видно уверенное детектирование линий при
отсутствии избыточных шумов и полное исчезнове-
ние аналитического сигнала, когда включены избы-
точные шумы. На правом же рисунке линии погло-
щения уверенно детектируются с хорошим отноше-
нием сигнал/шум даже в присутствии избыточных
шумов. Отметим, что в данном варианте модуляци-
онного ДЛАС использовалась регистрация на пер-
вой производной частоты модуляции f.

Рис. 5. 3D образы спектров поглощения, полученных в процессе одного запуска силового агрегата Т-131 в ЦАГИ [21]
(объяснения см. в тексте).
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ДРУГИЕ ПРИМЕРЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
АБСОРБЦИОННОЙ СПЕКТРОСКОПИИ 

С ДИОДНЫМИ ЛАЗЕРАМИ

Диагностика двигателей внутреннего сгорания.
Схемы прямого детектирования и модуляцион-
ной ДЛАС успешно использовались нескольки-
ми группами для диагностики рабочих камер дви-
гателей внутреннего сгорания (ДВС) [12]. Для со-
вершенствования конструкций ДВС создавались
специальные конструкции экспериментального
цилиндра с оптическими окнами для ввода и вы-
вода зондирующего луча ДЛ. Одна из таких схем
эксперимента приведена на рис. 8 [25]. В данном

эксперименте использовались лазеры другого ти-
па (квантово-каскадные лазеры), работающие в
диапазонах 4.55, 4.59 мкм, в которых располага-
ются сильные линии поглощения СО. В экспери-
менте использовались два ДЛ, работавшие пооче-
редно в импульсном режиме. На рис. 8б отчетливо
видны провалы в излучении ДЛ, прошедшем через
область зондирования, в момент совпадения дли-
ны волны ДЛ с линиями поглощения СО. Темпера-
тура определялась по отношению интегральных ин-
тенсивностей поглощения на двух выбранных ли-
ниях. Особенностью данной схемы ДЛАС явилось
детектирование поглощения при достаточно высо-
ком давлении смеси (15−20 атм). При таком давле-

Рис. 6. Результат томографической диагностики выхлопных газов авиационного сверхзвукового двигателя [23]. Гео-
метрия расположения зондирующих лучей диодного лазера и фотоприемников (а), вид реальной компоновки оптиче-
ских элементов (б), расположение томографического устройства в струе выхлопных газов (в), 3D профиль распреде-
ления температуры в струе выхлопных газов (г).
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нии линии поглощения значительно уширяются.
Использовался режим быстрой перестройки длины
волны ДЛ, при котором лазеры перестраивались в
пределах 2.8 см–1 с частотами порядка 100 кГц.

Контроль чистоты молекулярных примесей при
производстве газообразных гидридов. Разработан
комплекс аппаратуры и методы непрерывного
контроля газообразных примесей СО2, Н2О, СН4,
C2H2, C2H4 и др. в процессе низкотемпературной
ректификационной очистки газообразных гидри-
дов [26]. Высокочистые гидриды NH3, PH3, AsH3,
SiH4, GeH4 являются важными компонентами в
технологии изготовления электронных и оптоэлек-
тронных изделий, и требования к чистоте изго-
тавливаемых гидридов предъявляются достаточно

жесткие. Изменение примесного состава гидридов
может существенно влиять на результаты его ат-
тестации и на качество получаемых из него мате-
риалов. Перечень молекулярных примесей, ана-
литических линий и пределов обнаружения при-
месей приведен в табл. 1.

Основой приборов явились ДЛ ближнего ИК-
диапазона от 0.7 до 2.0 мкм, где находятся полосы
поглощения обертонов и составных частот иссле-
дуемых примесей. Системы обладают высокой
чувствительностью и быстродействием при опре-
делении концентрации примеси. Благодаря ком-
пактности и низкому энергопотреблению они
легко встраиваются в технологическое оборудо-
вание (в узлы ректификационной колонны) и

Рис. 7. Демонстрация эффективности модуляционного варианта абсорбционной спектроскопии с диодными лазера-
ми (ДЛАС) [24]. 3D образ процесса, диагностированного методом регистрации прямого поглощения (а); такой же
процесс, диагностированный методом модуляционного ДЛАС (б). При включении избыточных шумов линии погло-
щения полностью пропадают при прямом детектировании (а) и четко регистрируются методом модуляционной
ДЛАС (б).
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Таблица 1. Примеси, определяемые с помощью ДЛ-газоанализаторов [26]

Примесь Длина волны регистрации, мкм Гидриды Предел обнаружения, мол. %

Н2О 1.391 NH3, PH3 1 × 10–4

NH3 1.512 AsH3 5 × 10–5

C2H4 1.635 SiH4 2 × 10–4

CH4 1.651 SiH4 4 × 10–5

CO2 2.004 PH3, SiH4, AsH3 1 × 10–4

H2S 1.601 AsH3 1 × 10–3

C2H2 1.531 PH3, SiH4 1 × 10–3
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позволяют проводить непрерывный долговре-
менный контроль степени очистки гидридов.

Для достижения высокой чувствительности
использовались многопроходные оптические кю-
веты с волоконным входом для введения излуче-
ния ДЛ. Разработаны кюветы с базовой (геомет-
рической) длиной 40 см. За счет многократного
прохода зондирующего излучения внутри кюветы
полная оптическая длина лазерного пучка дости-
гала 25.5 м. Поскольку в подавляющем большин-
стве экспериментов метод ДЛАС используется
для определения малых концентраций аналитов,

аналитический сигнал поглощения линейно зави-
сит от длины оптического пути. Исследуемая газо-
вая смесь могла отбираться и подаваться в кювету
на различных этапах процесса ректификации. Для
размещения кюветы в различных местах ректи-
фикационной колонны предусмотрено удаление
кюветы от электронного блока управления на
расстояние до 15 м. Разработаны новые модуля-
ционно-корреляционные методы для надежной
регистрации слабого молекулярного поглощения
определяемой примеси на фоне сильного селек-

Рис. 8. (а): Схема диагностики процесса горения в цилиндре двигателя внутреннего сгорания [25]: QCL – два кванто-
во-каскадных лазера. (б): Сигналы, зарегистрированные при сканировании диодных лазеров в окрестности линий по-
глощения молекул CO.
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тивного поглощения основным молекулярным
компонентом смеси (исследуемым гидридом).

В качестве примера эффективности разрабо-
танной методики контроля степени очистки отме-
тим результаты по контролю степени чистоты ам-
миака. В процессе ректификации давление смеси
аммиака не превышало 5 кПа, температура измере-
ния 23°C. Контроль очистки длился более 1.5 сут.
Среднее содержание примеси Н2О в аммиаке до и
после очистки методом ректификации, по дан-
ным ДЛАС, составило соответственно 3.0 × 10–3 и
1.0 × 10–5%. Полученные результаты хорошо со-
гласуются с данными газовой хроматографии.

Диагностика состояния пациента по выдыха-
емому воздуху. Метод ДЛАС успешно применяет-
ся для медицинской диагностики [27]. В
работах [28, 29] продемонстрирована возмож-
ность получения объективной информации о со-
стоянии пациента, основанной на определении
биомаркеров 12CO2, 13CO2, CH4, H2S, NH3 и Н2О в
выдыхаемом воздухе. Разработан ДЛАС-спектро-
анализатор на трех ДЛ, излучающих на длинах
волн 1.51, 1.60, 1.65 мкм. Диодные лазеры работа-
ют одновременно, что позволяет регистрировать
сразу все интересующие биомаркеры. Выдыхае-
мый пациентом воздух попадал в кювету и реги-
стрировались сигналы поглощения одновремен-
но всех молекулярных примесей. Для увеличения
чувствительности и точности детектирования
аналитов использовалась многопроходная кюве-
та Эррио с базой 30 см и полной длиной оптиче-

ского пути 26 м. За счет увеличения эффективной
длины оптического слоя аналитический сигнал по-
глощения существенно увеличивался.

Клинико-физиологические испытания при-
бора проводились в рамках совместного проекта
ИОФ РАН с РГМУ им. Н.И. Пирогова и ГКБ № 12
им. В.М. Буянова. Определялась граница физио-
логической “нормы” и возможная корреляция
между отклонениями от “нормы” и наличием тех
или иных заболеваний. На рис. 9 приведена ги-
стограмма, показывающая концентрацию амми-
ака в выдыхаемом воздухе у людей относительно
здоровых и с язвенной болезнью в фазе ремиссии
и обострения. Видно, что концентрация аммиака
в выдыхаемом воздухе здорового пациента суще-
ственно ниже, чем у пациентов с язвенной болез-
нью для всех исследованных режимов (натощак,
нагрузка, отдых, пищевая нагрузка). Также отчет-
ливо регистрируются отличия этого параметра у
больных в состоянии ремиссии и обострения.

Контроль утечек метана на магистральных тру-
бопроводах. Контроль технического состояния
магистральных трубопроводов является важней-
шей экономической и экологической проблемой.
Одним из методов такого контроля является сенсор
на основе ДЛАС для определения содержания мета-
на в атмосфере около трубопровода. В ИОФ РАН
разработан сенсор для детектирования метана в
атмосфере, позволяющий определять концентра-
ции в пределах 200 ррm – 1.7% (нижний концен-
трационный предел возгорания) [30]. Измерения

Рис. 9. Содержание аммиака в выдыхаемом воздухе здорового пациента и пациентов с язвенной болезнью в
различных режимах и в состоянии ремиссии или обострения [9, 29]: 1 – здоровый; 2−4 – язвенная болезнь в фазе ре-
миссии; 5−7 – язвенная болезнь в фазе обострения. Отметим, что у здорового пациента во всех режимах, кроме пи-
щевой нагрузки, содержание аммиака существенно ниже, чем у больных.
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Рис. 10. Вид однопроходных кювет для детектирования метана в атмосфере около стойки, расположенной в 40 м от
прохода трубопровода через автомобильную дорогу или ж/д полотно (а). Вид стойки с укрепленным на ней ДЛАС-де-
тектором метана (б). Такие стойки установлены возле каждого из 60 пересечений трубопровода с магистралями.

(а)

(б)

проводятся в однопроходной кювете, сообщаю-
щейся с окружающим воздухом. Ввод и вывод из
кюветы излучения ДЛ производится через опто-

волокно, укрепляемое на торцах кюветы с помо-
щью специальных фланцев (рис. 10а). ДЛАС-сен-
сор монтируется на стойках, которые установлены в
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местах “прокола” трубопровода под автодорогами
и ж/д путями (рис. 10б). Длина оптоволокна до-
стигает 60 км, что позволяет монтировать сенсо-
ры на всех стойках вдоль трассы трубопровода и
собирать информацию о концентрации метана на
одном узле управления. Таких датчиков в Анап-
ском Хабе южного потока более 60 шт. Они кон-
тролируют утечки метана в газопроводе в точках
пересечения с авто- и ж/д магистралей.

* * *
В обзоре рассмотрены основы метода абсорб-

ционной спектроскопии с диодными лазерами и
приведены наиболее характерные примеры его
применения для определения концентраций эле-
ментов и диагностики процессов в горячих зонах.
Диодные лазеры с перестраиваемой длиной вол-
ны излучения являются уникальными источни-
ками резонансного излучения. Длина волны ДЛ
может перестраиваться с частотами до сотни МГц
в пределах нескольких см–1, что позволяет реги-
стрировать поглощение на нескольких выбран-
ных линиях аналита за времена порядка 0.1 мс.
Ширина линии генерации ДЛ на 2−3 порядка
меньше ширин линий поглощения свободных ато-
мов и молекул в типичных аналитических условиях.
За счет этого в сенсорах на основе ДЛ не требуется
применение габаритных и дорогостоящих опти-
ческих спектральных приборов. Эти источники
малогабаритны, управляются токами порядка со-
тен мА, они легко сопрягаются с отрезками опти-
ческих световодов, что позволяет передавать их
излучение на сотни метров до объекта исследова-
ния без значительных потерь мощности.

Диодные лазеры используются в самых разно-
образных аналитических и диагностических зада-
чах. В обзоре приведены примеры их использова-
ния для регистрации изотопов урана, детектиро-
вания молекулярных примесей при производстве
чистых гидридов, детектирования набора моле-
кул в выдыхаемом воздухе с целью медицинской
диагностики состояния пациента. Одной из важ-
ных задач, решаемых с помощью ДЛАС-сенсо-
ров, является контроль утечек метана на маги-
стральных трубопроводах России, общая длина
которых превышает 170 тыс. км.

Важнейшей областью применения ДЛАС яв-
ляется бесконтактная диагностика горячих зон,
до- и сверхзвуковых потоков газа, процессов в
ударных трубах. Методом ДЛАС определяются
температура исследуемого объекта, полное давле-
ние газа и парциальные давления молекулярных
составляющих газового объекта. Для определе-
ния этих параметров проводится измерение ин-
тенсивностей двух (как минимум) линий погло-
щения тестовой молекулы, а температура опреде-
ляется в предположении термодинамического
равновесия в среде по отношению интенсивно-

стей линий, имеющих различные нижние уровни
энергии перехода. Приведены примеры диагно-
стики зон горения в смешивающихся потоках го-
рючего и окислителя, процессов в камерах сгора-
ния двигателей, в потоках газов, исходящих из
силовых агрегатов авиационных двигателей.

Основная часть работ, рассмотренных в дан-
ном обзоре, выполнена с наиболее простыми ДЛ
ближнего ИК-диапазона. В последние годы раз-
работаны более дорогие полупроводниковые ла-
зеры с большим диапазоном перестройки и на
спектральный диапазон выше 3 мкм – так назы-
ваемые квантово-каскадные лазеры. С использо-
ванием квантово-каскадных лазеров метод ДЛАС
успешно используется для определения большого
набора молекул и радикалов в зоне горения:
CnHm, CO, CO2, NH и др. [6], а также для экологи-
ческого мониторинга, исследования атмосфер-
ных явлений [31–33].

Исследования выполнены в рамках Государ-
ственной Программы для Института спектроско-
пии РАН. Часть работ выполнялась в соответствии с
грантом № 270ГРНТИС5/42613 от 08.08.2018 г.
Фонда содействия развитию малых форм предприя-
тий в научно-технической сфере и грантом Россий-
ского научного фонда № 19-19-00712 от 2022 г.
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В обзоре рассмотрены основные тенденции активно развивающихся методов твердофазной и жид-
костной микроэкстракции для извлечения, очистки и концентрирования аналитов из лекарствен-
ных растений и растительных материалов, применение новых экстрагентов и подходов к пробопод-
готовке объектов растительного происхождения, совместимость их с масс-спектрометрическим де-
тектированием. Особое внимание уделено аналитическим возможностям, достоинствам и
ограничениям каждого из подходов для извлечения аналитов из растительных материалов для по-
следующего хромато-масс-спектрометрического анализа полученных экстрактов.

Ключевые слова: микроэкстракционные методы, растительные объекты, ВЭЖХ-МС, ГХ-МС, кон-
центрирование, биологически активные вещества.
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Контроль качества продуктов питания и новых
лекарственных средств на основе растительного
сырья крайне актуален, что подтверждается и
данными экологического мониторинга о загряз-
нениях растений, произрастающих в конкретной
местности. В последние годы во всем мире вырос
интерес к использованию фитотерапии для про-
филактики и лечения различных заболеваний.

Растительные объекты представляют собой
сложные матрицы, содержащие большое количе-
ство веществ (белки, жиры, углеводы, витамины,
полифенолы, каротиноиды, пигменты и др.), от-
личающихся молекулярной массой, полярно-
стью, химическими свойствами. Подготовка про-
бы – ключевой этап в анализе растительных объ-
ектов, обеспечивающий селективное извлечение
биологически активных веществ (БАВ), что явля-
ется непростой задачей, поскольку компоненты,
присутствующие в матрице, могут не только затруд-
нять экстракцию аналитов, но и влиять на аналити-
ческие параметры (чувствительность, точность)
дальнейшего определения этих соединений. Все
это необходимо учитывать для последующего
хромато-масс-спектрометрического (ГХ-МС и
ВЭЖХ-МС) анализа экстрактов.

Достоинством хромато-масс-спектрометриче-
ского метода анализа природных объектов явля-
ется, в первую очередь, высокая селективность и
чувствительность анализа (единицы пг/г), возмож-
ность идентификации неизвестных компонентов в
растительных экстрактах по МС- и МС2-спектрам и
получение информации о составе анализируемой
пробы даже при неполном хроматографическом
разделении компонентов. На сегодняшний день
хромато-масс-спектрометрия активно востребо-
вана не только при выполнении научно-исследо-
вательских работ, но и в рутинной производствен-
ной практике.

Тем не менее при выполнении хромато-масс-
спектрометрических анализов, особенно в случае
ВЭЖХ-МС/МС, возникает ряд проблем, напри-
мер, таких как сильные матричные эффекты, вы-
зывающие подавление или, наоборот, усиление
сигнала аналитов. Это требует особого внимания
к разработке способов пробоподготовки расти-
тельных объектов.

Основные задачи, решаемые на этапе подго-
товки пробы к хромато-масс-спектрометриче-
скому анализу, включают в себя:
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− селективное извлечение аналитов из матри-
цы пробы;

− очистка образца от мешающих компонен-
тов, уменьшение матричного эффекта;

− концентрирование аналитов;

− перевод образца в форму совместимую с по-
следующим методом анализа (ВЭЖХ и ГХ с масс-
спектрометрическим детектированием);

− сохранение максимально полной информа-
ции о составе исследуемого растительного объекта.

Эффективность экстракции БАВ зависит от
таких параметров, как их растворимость, ско-
рость массообмена между образцом и растворите-
лем, природа матрицы пробы и образца. В случае
жидких проб (растительные соки, масла) целевые
аналиты могут быть непосредственно экстраги-
рованы подходящим растворителем; твердые об-
разцы (плоды, листья, корни растений и др.) требу-
ют до экстракции проведения некоторых предвари-
тельных процедур: измельчения для повышения
эффективности массопереноса, сушки для сниже-
ния содержания влаги. Нередко твердые образцы
перед измельчением высушивают с применением
вымораживания или лиофилизации, удаляя значи-
тельные количества воды и максимально сохраняя
содержание БАВ в пробе, обеспечивая тем самым ее
репрезентативность. Далее твердый порошок экс-
трагируют подходящим растворителем, который
затем обрабатывают как жидкий образец.

Классическими методами извлечения БАВ из
растительных объектов являются различные ва-
рианты жидкостной экстракции: мацерация, экс-
тракция по Сокслету, гидродистилляция, перколя-
ция, перфорация, а также применение таких мето-
дов, как сверхкритическая флюидная экстракция,
экстракция субкритической водой, жидкостная
экстракция под давлением и ферментативная
экстракция, которые для повышения степени из-
влечения могут быть дополнены вихревой, мик-
роволновой (микроволновая экстракция, и уль-
тразвуковой обработкой (ультразвуковая экстрак-
ция). При этом неселективное извлечение аналитов
и недостаточная очистка образцов от мешающих
компонентов (липидов, стеролов, хлорофиллов
и т.д.) может потребовать включения дополнитель-
ных стадий очистки экстрактов перед их анализом
методами ГХ-МС или ВЭЖХ-МС, усложняя и уве-
личивая продолжительность самого процесса экс-
тракции с применением значительных количеств
токсичных органических растворителей. К совре-
менным методам экстракции предъявляют следую-
щие требования: высокая селективность, экспресс-
ность и простота технологии, соответствие основ-
ным принципам “зеленой химии” [1]. Методы
экстракции с учетом указанных требований раз-
виваются по следующим направлениям [2–26]:

− разработка методов селективной твердофаз-
ной и жидкостной микроэкстракции (ТФМЭ и
ЖМЭ) БАВ;

− поиск новых эффективных и экологически
безопасных экстрагентов (ионные жидкости (ИЖ),
глубокие эвтектические растворители (ГЭР), рас-
творители с переключаемой гидрофильностью,
субкритическая вода, сверхкритические флюиды),
так называемые “дизайнерские экстрагенты”;

− сочетание методов жидкостной и твердофаз-
ной экстракции (диспергирование сорбента);

− автоматизация процесса, создание специаль-
ных наборов и устройств для пробоподготовки.

В последние десятилетия разработаны эффек-
тивные методы микроэкстракции, основанные
на твердофазной экстракции (ТФЭ) и жидкост-
но-жидкостной экстракции (ЖЖЭ). Так, на основе
ЖЖЭ предложены жидкостно-жидкостная микро-
экстракция (ЖЖМЭ), дисперсионная жидкостно-
жидкостная микроэкстракция (ДЖЖМЭ), ка-
пельная микроэкстракция и жидкофазная микро-
экстракция в полых волокнах. Миниатюризация
коснулась и сорбционных вариантов: твердофазная
микроэкстракция, микроТФЭ в наконечнике пи-
петки, дисперсионная ТФЭ (ДТФЭ), матричное
твердофазное диспергирование (МТФД), маг-
нитная ТФЭ (МТФЭ) [23–26] с реализацией ме-
тодологии QuEChERS – Quick, Easy, Cheap, Ef-
fective, Rugged and Safe (быстро, просто, дешево,
эффективно, надежно, безопасно) [21]. При МТФД
сорбент предварительно диспергируется и сме-
шивается с пробой, а затем уже смесь переносит-
ся в картридж. В ДТФЭ можно использовать лю-
бой тип сорбента, а в МТФЭ – только магнитные
наночастицы. Эти методы микроэкстракции все
чаще применяют при исследовании раститель-
ных объектов в качестве альтернативных тради-
ционным вариантам экстракции, поскольку, яв-
ляясь более экологичными, они отвечают запро-
сам “зеленой химии”.

ТВЕРДОФАЗНАЯ МИКРОЭКСТРАКЦИЯ 
ДЛЯ ИЗВЛЕЧЕНИЯ ОРГАНИЧЕСКИХ 

СОЕДИНЕНИЙ ИЗ РАСТЕНИЙ
Твердофазная микроэкстракция, впервые пред-

ложенная Артур и Павлишиным в начале 1990-
х гг. [27], широко используется при извлечении
следовых количеств летучих и среднелетучих ор-
ганических соединений из растительных объектов с
последующим их определением методами газовой
хроматографии, в том числе с МС-детектировани-
ем [28–31]. Это – экспрессный, простой, чув-
ствительный и высокоэффективный метод, объ-
единяющий отбор пробы, экстракцию, концен-
трирование и ввод пробы в хроматограф в одном
аналитическом цикле, что удобно в полевых
условиях, когда подготовленные образцы могут
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быть проанализированы в лаборатории значи-
тельно позже без существенных потерь [32–35].

Существует три основных варианта ТФМЭ:
i) прямое погружение волокна в матрицу образца;
ii) отбор проб в свободном пространстве, в кото-
ром аналиты адсорбируются из газовой фазы, на-
ходящейся в равновесии с образцами; iii) экс-
тракция на сорбенте с мембранной оболочкой
для извлечения менее летучих соединений. Мето-
ды ТФМЭ широко применяют для экстракции
летучих органических соединений (ЛОС) из рас-
тительных объектов (цветы, плоды и листья рас-
тений) при изучении видов растений, для оценки
влияния климатических условий на метаболизм и
условий хранения, в селекционных работах и др.
[28–31, 33]. Природа покрытия сорбционного во-
локна в существенной степени определяет селек-
тивность и эффективность экстракции. В каче-
стве покрытий используют различные сорбцион-
ные материалы: полидиметилсилоксан (ПДМС),
полидивинилбензол (ПДВБ), полиэтиленгликоль,
карбовакс (КВ), полиакрилонитрил, карбоксен
(КС), силикагель с привитыми октадецильными
группами (C18), а также блок-сополимеры, со-
стоящие из разных по полярности мономеров для
совместного извлечения веществ с различными
свойствами: ПДМС-КС, ПДМС-ДВБ, ПДМС-
ДВБ-КС, КВ-ДВБ and Carbopack Z-ПДМС.

Так, с применением ТФМЭ в сочетании с паро-
фазным анализом (ПФА) и последующим ГХ-МС-
определением выявлены летучие компоненты цве-
точного аромата растений Aquilegia japonica L. и
A. amurensis L., распространенных на северо-во-
стоке Китая, в Северной и Южной Корее, Япо-
нии, Сибири и Монголии [28]. Авторы сравнивали
эффективность трех типов ТФМЭ-покрытий воло-
кон (ПДМС-ДВБ, ПДМС-КС, ПДМС-ДВБ-КС).
Методом ТФМЭ-ГХ-МС с волокном состава
ПДМС-ДВБ-КС в работе [30] показано, что обра-
ботка роз стимуляторами роста (бензиладенин и
нафталинуксусная кислота) приводит к значи-
тельному увеличению выделений ЛОС, повышая
ароматическую ценность цветков. В работе [29]
установлен состав ЛОС в цветках пяти видов
растения Abeliophyllum distichum Nakai – пер-
спективного объекта для получения ароматиче-
ских масел в парфюмерной промышленности.
Методом ГХ-МС получены хроматографические
профили ЛОС с применением ТФМЭ с волок-
нами состава ПДМС-ПДВБ-КС. Выявлена связь
между обнаруженными структурными фрагмен-
тами молекул аналитов и их морфологическими
признаками. Применение данного подхода поз-
волило идентифицировать и определить содержа-
ние 66 летучих компонентов этого растения. В
работе [36] установлена зависимость изменения
аромата семян льна обыкновенного (Linum usitatissi-
mum L.) от продолжительности нагревания при
помощи концентрирования летучих компонен-

тов в реальном времени на стержнях с покрытия-
ми КС и ПДМС. В работе [37] методом ТФМЭ-
ГХ-МС и последующей хемометрической обра-
боткой полученных характеристических профи-
лей удалось разделить на кластеры образцы сыро-
го и обработанного риса в зависимости от регио-
на произрастания. Сочетание ТФМЭ и
“электронного носа” позволило достоверно уста-
новить качество плодов актинидии деликатесной
(Actinidia deliciosa A. Chev., киви) [38], cделать за-
ключение о происхождении сычуаньского перца
(Zanthoxylum L. spp.) [39], моделировать запах лож-
нозвездчатки разнолистной (Pseudostellaria hetero-
phylla Rupr. & Maxim.) [40] и лука клубневого (Allium
tuberosum L.) [41]. В настоящее время продолжается
активный поиск и применение новых сорбционных
покрытий [42–45].

Предложен интересный подход к фитохими-
ческому анализу, где реализован непосредствен-
ный контакт зондов ТФМЭ с межтканевой жид-
костью растений. Показано, что ТФМЭ in vivo на-
носит минимальный ущерб растениям, занимает
меньше времени, чем традиционная жидкостная
экстракция, и позволяет получать уникальные “от-
печатки пальцев” для всех исследованных расте-
ний, которые не обнаруживаются традиционной
экстракцией. Сообщается [46] о специально изго-
товленных стальных стержневых картриджах –
микроэкстракционных зондов, содержащих смесь
C16-амидного и пентафторфенильного сорбентов
для ТФЭ алкалоидов in vivo из нескольких ви-
дов рода Психотрия (Psychotria Ruiz & Pav.), Та-
бернемонтана (Tabernaemontana L.), Ункария (Un-
caria Schreb.) и Паслен (Solanum L.) с последующим
профилированием. Такой картридж (микроэкс-
тракционный зонд) вводили в лист, плод или
просверленное отверстие в коре, а спустя 30 мин
извлекали, запаивали в вакуумированном сосуде
и охлаждали до проведения анализа.

Значительное улучшение аналитических ха-
рактеристик и упрощение пробоподготовки обес-
печили сорбенты с молекулярными отпечатками,
которые получали в форме волокон для анализа
пирролизидиновых алкалоидов цветков мать-и-
мачехи (Tussilago farfara L.). Так, в работе [47]
предложен вариант ультраВЭЖХ (УВЭЖХ)-МС в
сочетании с твердофазной микроэкстракцией сор-
бентом с молекулярным отпечатком для экс-
прессного определения следовых количеств ток-
сичных пирролизидиновых алкалоидов из Farfar-
ae Flos – высушенных цветочных бутонов Tussilago
farfara L. Пирролизидиновые алкалоиды представ-
ляют собой класс широко распространенных фито-
токсинов, проявляющих сильную гепатотоксич-
ность, а растения, содержащие пирролизидиновые
алкалоиды, являются наиболее распространенны-
ми ядовитыми растениями, поражающими чело-
века. Полученные в работе волокна показали спо-
собность к селективной адсорбции четырех пир-
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ролизидиновых алкалоидов, включая европин,
эхимидин, лазиокарпин и гелиотрин с пределами
обнаружения в диапазоне 0.32−0.60 нг/г. В
работе [48] производные коричной кислоты
определяли с экстракцией в полое волокно, в ко-
тором в качестве экстрагента присутствовала гид-
рофобная ГЭР состава хлорид тетрабутиламмо-
ния–гексановая кислота (1 : 1, мольн.). Пределы об-
наружения (ПО) при этом оказались на уровне
10−30 нг/г.

Возможности экстракции фенольных соеди-
нений хитозаном изучали в работе [49]. В экс-
тракте из плодов оливы (Olea europaea L.) обнару-
жены как фенольные кислоты (галловая, эллаго-
вая), так и флавоноиды (рутин, гликозид
лютеолина), ПО – 69.6−358.4 нг/г. Успешно при-
менены магнитные наночастицы на основе хито-
зана [50], а для реэкстракции аналитов применили
ГЭР состава β-циклодекстрин–молочная кислота
(1 : 10, мольн.). Селективность принимающей фа-
зы обеспечила ПО 20−160 нг/мл.

Известно, что гормоны растений несут регуля-
торную функцию и управляют процессами роста
и развития. Изучение изменений их метаболизма
вследствие стрессовых условий крайне актуаль-
но. Фитогормоны активно используют и в сель-
ском хозяйстве, что требует поиска подходов к
эффективному контролю их содержания. При
этом гормоны растений характеризуются крайне
низкими действующими концентрациями. Хрома-
то-масс-спектрометрический анализ предоставляет
возможность как качественного, так и количе-

ственного их определения. В работе [51] обсужда-
ется применение магнитных наночастиц для
ТФМЭ. Предложена схема синтеза сорбента на
основе нанослоев нитрида бора с включенными в
его полости частицами Fe3O4 (рис. 1), который
использовали для анализа смеси регуляторов роста
в плодах томата. Такой подход обеспечил определе-
ние 0.007 нг/г 2-нафтоксиуксусной и абсцизовой
кислот, а также ряда других фитогормонов. Авто-
ры подчеркивают, что полученные частицы могут
быть использованы для селективной экстракции
полярных аналитов (гетероциклических фито-
гормонов, фитогормонов с полярными группами,
сульфонамидов). При этом малополярные моле-
кулы не сорбируются даже при наличии в их со-
ставе сопряженных систем. Достоинством таких
сорбентов является возможность их многократ-
ного использования.

Интересный вариант микроТФЭ рассмотрен в
работе [52]. Предложено использовать стеклян-
ные бусины с пришитыми через полидиметилси-
локсан частицами металлоорганической матрицы
(МОМ). Для определения фитогормонов в цитру-
совых выбрана МОМ на основе циркония. Удалось
достичь пределов обнаружения 0.09−0.17 нг/г. Не-
сомненным достоинством предложенного подхо-
да является возможность самостоятельного не-
трудоемкого изготовления сорбента, упрощенная
операция пробоподготовки (фаза экстрагента из-
влекается пинцетом), возможность повторного
использования, а также малые объемы анализи-
руемых проб.

Рис. 1. Схема синтеза и применения нанолистов нитрида бора с включениями оксида железа (II, III) [50].
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Другой пример [53] касается синтеза в капилля-
рах монолитного слоя полиакриламида с по-
верхностными сульфогруппами, дериватизации
подготовленного монолита 2-метил-4-фенил-
аминометилфенилборной кислотой и онлайн
концентрирования брассиностероидов (рис. 2). До-
стигнутые пределы определения составляют деся-
тые доли нг/г. Основные преимущества такого под-
хода – возможность автоматизации, экспрессность
и существенное снижение матричного эффекта.

МЕТОДЫ ЖИДКОСТНОЙ 
МИКРОЭКСТРАКЦИИ АНАЛИТОВ 

ИЗ РАСТИТЕЛЬНЫХ ОБЪЕКТОВ

В ЖМЭ аналиты экстрагируют из водной
пробы (донорная фаза) в небольшой объем (не-
сколько мкл) несмешивающегося с водой орга-
нического растворителя (акцепторная фаза) [23,
54, 55]. Основные варианты ЖМЭ: капельная
микроэкстракция, жидкофазная микроэкстрак-
ция с использованием полых волокон и диспер-
сионная жидкостно-жидкостная микроэкс-
тракция. Как и в ЖЖЭ, выбор растворителя

является главным параметром, определяющим
эффективность и селективность извлечения анали-
тов. Растворитель должен обладать хорошим срод-
ством к целевым аналитам, низкой растворимо-
стью в воде, стабильностью в течение всей проце-
дуры экстракции и совместимостью с условиями
хромато-масс-спектрометрического определения
аналитов. Несмешивающиеся с водой органиче-
ские растворители, такие как 1-бутанол, н-окта-
нол и изооктан, обычно используют в капельной
микроэкстракции, 1-октанол, толуол, н-гексан,
о-ксилол – в ЖМЭ с полыми волокнами, а хлор-
бензол, четыреххлористый углерод, дихлорметан
используют в ДЖЖМЭ [23, 54, 55]. В соответствии
с принципами “зеленой химии” многие исследо-
вания посвящены поиску экологически безопас-
ных растворителей в качестве экстрагентов. В
связи с этим большой интерес представляют ион-
ные жидкости и глубокие эвтектические раство-
рители благодаря их уникальным свойствам.
Ионные жидкости обладают низким давлением
паров, высокой вязкостью и термической ста-
бильностью, не воспламеняются, обладают спе-
цифическими электрохимическими характери-

Рис. 2. Общая схема взаимодействия брассиностероида с сорбентом [27].
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стиками, способны растворять различные орга-
нические и неорганические соединения, являясь
альтернативой традиционным органическим рас-
творителям [56–58].

Методы ЖЖМЭ эффективно используют для
извлечения биологически активных веществ из
растительных объектов и продуктов на основе
растительных экстрактов. В случае твердых рас-
тительных образцов применяют предваритель-
ную экстракцию подходящим растворителем. В
работе [59] для предварительного концентриро-
вания и определения кофеина в образцах чая и
кофе разработана простая и экспрессная методи-
ка гомогенной ЖЖМЭ, основанная на измене-
нии объемного соотношения растворителей, в
сочетании с ГХ-МС. В предлагаемой методике
первичную экстракцию аналитов из твердых об-
разцов проводили смесью этанол−вода (2 : 1, по
объему). Затем гомогенизировали систему не-
большим объемом дихлорметана. После энергич-
ного встряхивания добавляли дополнительный
объем воды, что приводило к фазовому разделе-
нию из-за изменения объемного соотношения
растворителей. В работе [60] для реализации жид-
костно-жидкостно-жидкостной микроэкстрак-
ции использовали вихревой смеситель для извле-
чения четырнадцати фенольных кислот из меда,
чая и кофейных напитков. Применяли неболь-
шой объем тройной смеси органических раство-
рителей (1-пентанол, пропилацетат и 1-гекса-
нол), диспергированной в водном образце; для
реэкстрации аналитов из органического раство-
рителя добавляли раствор щелочи. Этот способ
может быть совмещен с последующим хромато-
масс-спектрометрическим определением. Дис-
персионная жидкостно-жидкостная микроэкс-
тракция основана на экстракции аналитов мик-
роэмульсией экстрагента, содержащей целевые
аналиты, что значительно повышает эффектив-
ность экстракции [23]. Сообщается о примене-
нии ДЖЖМЭ для извлечения ряда биоактивных
соединений из растительных объектов с последу-
ющим определением хроматографическими ме-
тодами: фенолов из листьев сливы Prunus domesti-
ca L. [61], витамина Е и фенолов из корней растения
Harpagophytum procumbens Burch. (Дьявольский
коготь) [62], флавонолов и серосодержащих орга-
нических соединений из чеснока [63, 64]. Разрабо-
тан [65] эффективный способ определения фито-
стеролов в лекарственных травах и функциональ-
ных пищевых продуктах (растительное масло,
апельсиновый сок, молоко) с помощью ДЖЖМЭ с
ультразвуковой обработкой в сочетании с микро-
волновой дериватизацией с последующим анали-
зом методом УВЭЖХ с МС/МС-детектировани-
ем. В работе [66] для определения фенилпропано-
идов в растительных маслах использовали
ДЖЖМЭ с гидрофильными ГЭР на основе бета-
ина и молочной, пирослизевой и фенилуксусной

кислот, растворенными в изопропаноле. Испы-
тан [67] ряд гидрофобных ГЭР для осуществления
ДЖЖМЭ каннабиоидов и флавоноидов в Cannabis
sativa L. Диспергирование проводили в ультразву-
ковой ванне, а затем выполняли хроматографиче-
ский анализ фазы ГЭР, разбавленной метанолом.
Отмечена селективность извлечения в отноше-
нии кислотных производных каннабиола за счет
неполярных взаимодействий. Аналогичный под-
ход с использованием ГЭР холин хлорид–сеза-
мол (1 : 3) предложен для определения антиокси-
данта трет-бутилгидрохинона [68] в соевых
маслах.

Капельная микроэкстракция − еще один при-
мер жидкостной микроэкстракции, позволяю-
щий достигать высоких коэффициентов концен-
трирования аналитов, поскольку объем экстраги-
рующего растворителя ограничен одной каплей.
Капля экстрагирующего растворителя с помо-
щью микрошприца (или пипетки) вносится в рас-
твор пробы и затем извлекается из него. Авторы ра-
боты [69] предложили использовать в капельной
микроэкстракции магнитные ИЖ (М-ИЖ), дис-
пергируя одну каплю растворителя, содержащего
М-ИЖ, в растворе образца и извлекая ее обратно
с помощью магнита. Используя М-ИЖ, содержа-
щие тетрахлорманганат-анион, достигнуты низ-
кие значения ПО (0.43 нМ) при определении ас-
корбиновой кислоты в апельсиновом соке. По-
добный подход может быть с успехом совмещен с
последующим хромато-масс-спектрометрическим
определением.

Жидкостная микроэкстракция с полым волок-
ном в значительной мере упростила процесс экс-
тракции и концентрирования аналита в экстра-
генте за счет облегчения процедур дозирования и
фиксации экстрагента и получила распростране-
ние для экстракции БАВ из жидких растительных
объектов. Аналогичный подход [70] с использова-
нием ГЭР состава серин−молочная кислота (1 : 5)
позволил определить содержание кофейной кис-
лоты в образцах кофе, зеленого чая и томата.

СОЧЕТАНИЕ МЕТОДОВ ЖИДКОСТНОЙ 
И ТВЕРДОФАЗНОЙ ЭКСТРАКЦИИ. 

ЭКСТРАКЦИЯ С ДИСПЕРСИЕЙ СОРБЕНТА
При экстракции биологически активных ве-

ществ из твердых растительных объектов обычно
на первом этапе извлекают вещества органиче-
ским растворителем для получения экстракта,
который на следующем этапе очищают с исполь-
зованием селективных сорбционных материалов
[71, 72]. Значительное разнообразие сорбентов
(обращенно-фазовые, ионообменные, смешан-
ные, полимеры с молекулярным отпечатком, маг-
нитные наночастицы (МНЧ), многостенные уг-
леродные нанотрубки, металлоорганические кар-
касы и т. д.) обеспечивает широкие возможности
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для селективного извлечения аналитов с различны-
ми химическими свойствами. В настоящее время
ведется поиск и разработка новых сорбционных
материалов со специфическими характеристика-
ми в зависимости от типа аналитов, что позволяет
достигать высокой эффективности экстракции и
степени очистки образца от примесей.

Одним из направлений является миниатюриза-
ция методов на основе сорбентов, микрочастицы
которых диспергируются в растворе (в жидком об-
разце), что позволяет увеличить площадь поверхно-
сти и эффективность экстракции. Так, в методе дис-
персионной твердофазной экстракции [73−83] ос-
новными подходами являются матричное
твердофазное диспергирование, магнитная твердо-
фазная экстракция, микротвердофазная экстракция
и метод μQuEChERS. Матричное ТФД – эффектив-
ный универсальный метод выделения широкого
спектра лекарственных средств, компонентов при-
родного происхождения, пестицидов и других со-
единений из сложных растительных объектов. Об-
разец диспергируется по поверхности материала но-
сителя связанной фазы, образуя за счет
гидрофобных и гидрофильных взаимодействий раз-
личных компонентов фазу смешанного состава для
выделения целевого аналита [72]. Магнитная ТФЭ
основана на использовании сорбционных материа-
лов, нанесенных на магнитные наночастицы, такие
как углеродные нанотрубки [84], природные мате-
риалы (хитозан) [85], полимеры с молекулярным от-
печатком [85, 86]. Основное преимущество МТФЭ
состоит в том, что сорбент содержит магнитные на-
ночастицы, которые могут быть легко модифициро-
ваны, и быстро извлекается из раствора с помощью
магнита.

Метод ДТФЭ применен для идентификации и
определения розмариновой кислоты в лекар-
ственных растениях [85], для экстракции п-кума-
ровой кислоты и п-гидроксибензойной кислоты
из фруктовых соков [80], флаванонов из цитрусо-
вых [81]. Матричное ТФД успешно использовали
для экстракции различных полифенолов из пло-
дов оливы [49, 82]. В работе [83] применение мат-
ричного ТФД на основе диольного сорбента
обеспечило извлечение 13 биоактивных соеди-
нений (семь кумаринов и шесть фенольных кис-
лот) из Angelicae Pubescentis Radix (высушенный ко-
рень Angelica pubescens Maxim.) с последующим ана-
лизом методом УВЭЖХ [83]. Для определения
изотиоцианатов в растениях предложен [87] подход
с дериватизацией N-ацетил-L-цистеином и ис-
пользованием картриджа С18 с последующим ВЭ-
ЖХ-УФ-МС-анализом. Авторы отмечают, что
подобная схема применима и при определении
индолов, которые в растениях выполняют гормо-
нальную функцию.

Одно из направлений развития методов ТФЭ с
диспергированием сорбента в растворе пробы

связано с разработкой новых сорбентов для се-
лективной экстракции аналитов из сложной матри-
цы. Увеличение селективности экстракции БАВ из
растительных объектов может быть достигнуто за
счет использования МНЧ, покрытых сорбентами
с различными специфическими свойствами. Так,
магнитная ТФЭ на основе синтезированного нано-
композитного материла, состоящего из графена и
магнитных наночастиц оксида железа Fe3O4, ис-
пользовалась для извлечения флавоноидов (кемп-
ферола, кверцетина, лютеолина) из образцов чая, а
также вина и мочи для последующего ВЭЖХ опре-
деления [75]. Гидрофильные группы на поверхно-
сти оксида графена и его большая площадь по-
верхности обеспечили высокую эффективность
экстракции. В работах [84, 86] применение МНЧ,
покрытых молекулярно-импринтированным поли-
мерным сорбентом, обеспечило высокую селектив-
ность при извлечении фенольных кислот (галловая
и хлорогеновая кислота) из фруктов и соков.

Другой пример селективного сорбента – син-
тезированный мезопористый силикагель, моди-
фицированный октадецилсиланольными (С18)
группами [88]. Полученный гибридный материал
обеспечил одновременное извлечение и очистку
20 полифенолов из смешанных фруктово-овощ-
ных соков методом ДТФЭ (рис. 3). Получены бо-
лее высокие значения степеней извлечения по
сравнению с коммерческим аморфным силикаге-
лем, модифицированным C18. Стадию экстрак-
ции объединили с определением методом ультра-
ВЭЖХ с тандемным масс-спектрометрическим
детектированием с ионной ловушкой.

Интересный вариант ДТФЭ рассмотрен в ра-
боте [52, 89]. Авторы обратили внимание на не-
полное разделение фаз при ДТФЭ, что, в свою
очередь, сказывается на величине повторяемости и
приводит к сокращению срока службы хроматогра-
фических систем. В качестве альтернативы предло-
жено использовать стеклянные бусины с приши-
тыми через ПДМС частицами МОМ. Для опреде-
ления фитогормонов в цитрусовых выбрали
МОМ на основе циркония – UiO-66. Удалось до-
стичь пределов обнаружения 0.09−0.17 нг/г и пре-
делов определения 0.29−0.56 нг/г. Несомненным
достоинством предложенного подхода является
возможность самостоятельного нетрудоемкого из-
готовления сорбента, упрощенная операция про-
боподготовки (фаза экстрагента извлекается пин-
цетом), возможность повторного использования,
а также малые объемы анализируемых проб.

Для уменьшения негативного воздействия
на окружающую среду традиционно используе-
мых органических растворителей в качестве
возможных элюентов на стадии десорбции ана-
литов в дисперсионной ТФЭ исследованы ИЖ и
ГЭР, позволяющие увеличить эффективность
извлечения и уменьшить влияние матрицы про-
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бы [90−94]. Магнитная ДТФЭ на основе магнит-
ных наночастиц агарозы с применением глубоких
эвтектических растворителей в качестве элюентов в
процессе десорбции аналитов разработана для вы-
деления и предварительного концентрирования
трех флавоноидов (морин, кверцетин и кемпферол)
из растительных продуктов (чай, овощные и фрук-
товые соки) с последующим ВЭЖХ-МС-определе-
нием [90]. Матричная ДТФЭ с природными ГЭР
на основе холин хлорида и молочной кислоты поз-
волила эффективно извлекать фенольные соедине-
ния из растений Helichrysum аrenarium L., такие как
хлорогеновая кислота, нарингенин-4'-О-глюкозид,
томорозид А, нарингенин-5-О-глюкозид, изосали-
пурпозид и нарингенин [91]. Для определения
морина, кверцетина, апигенина и нарингенина в
образцах соков и зеленого чая оптимизированы
условия сорбции на частицах состава оксид гра-
фена−хитозан−Fe3O4 и последующего элюирова-
ния ГЭР холин хлорид−мочевина (1 : 2) с добав-
лением геля алоэ настоящего (Aloe vera L.) [92].
Успешно проявляют себя и ионные жидкости: в ра-
боте [93] неогеспередин и нарингин сорбировали на
флорисил из плода лайма (Citrus aurantium L.) сов-
местным перетиранием, затем элюировали в кар-
тридже 1-бутил-3-метилимидазолия тетрафторбо-
ратом. Аналогичным способом, но с использовани-
ем силикагеля и 1-додецил-3-метилимидазолия
бромида в горце многоцветковом (Polygoni multi-
flora L.) определяли содержание нескольких кате-
хинов, флавоноидов и терпеноидов [94].

МЕТОД МИКРОЭКСТРАКЦИИ μQuEChERS

В 2003 г. предложен новый подход к пробопод-
готовке, характеризующийся как быстрый, про-
стой, дешевый, эффективный, надежный и без-

опасный (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe − QuEChERS) [95]. Это двухстадийный про-
цесс разделения твердой и жидкой фаз с эффек-
том высаливания и ДТФЭ. На первой стадии про-
водят извлечение аналитов из гомогенизирован-
ной пробы органическим растворителем, часто
ацетонитрилом, в присутствии высаливателей и
буферных растворов до достижения равновесия
(для обеспечения более эффективной экстракции
рН-зависимых аналитов, а также снижения сте-
пени деградации нестабильных аналитов). Затем
следует этап очистки экстракта от мешающих
компонентов матрицы пробы методом ДТФЭ с
использованием различных пористых сорбентов,
таких как C18, полярный сорбент на основе пер-
вичного-вторичного амина (PSA) и графитиро-
ванная сажа (GCB) [96].

Первоначально стратегию QuEChERS приме-
няли для определения загрязняющих веществ в
объектах окружающей среды [97−100]. Однако в
последние годы методологию QuEChERS успеш-
но миниатюризировали и область ее применения
существенно расширилась, включая определение
БАВ [101−105] и загрязняющих веществ в расти-
тельных объектах [106]. Так, применение данного
подхода позволило эффективно экстрагировать
12 полифенолов из детского питания на фрукто-
вой основе (фруктовые соки и пюре) [101]. Изуче-
ны профили полифенольных соединений в цвет-
ках мальвы голубой (Malva sylvestris L.), гибискуса
(Hibiscus rosa-sinensis L.) и настурции
(Tropaeolum majus L.), полученные с использова-
нием μQuEChERS с последующим хроматогра-
фическим анализом методом УВЭЖХ-
ДМД [102]. В работе [103] стратегия μQuEChERS
успешно применена для экстракции горьких кис-
лот и ксантогумола из хмеля (Humulus lupulus L.).

Рис. 3. Механизм возможных взаимодействий полифенолов с поверхностными группами мезоструктурированного
модифицированного силикагеля [85].
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Показана эффективность применения стратегии
μQuEChERS с последующим УВЭЖХ-МС/МС-
анализом для определения фенольных кислот
и флавоноидов в малоизученных сортах красного
перца (Capsicum spp.), что актуально для кос-
метческой и фармацевтической промышленно-
сти [104].

В работе [105] метод μQuEChERS в сочетании
с УВЭЖХ-МС/МС использовали для одновре-
менного обнаружения инсектицида толфенпира-
да и его четырех основных метаболитов в пяти об-
разцах чая (листья Camellia sinensis L.) (свежие побе-
ги чая, зеленый чай, черный чай, настой зеленого
чая и настой черного чая). Для экстракции анали-
тов выбрали ацетонитрил с 1% муравьиной кис-
лоты в сочетании с C18, графитированной сажей,
гидроксилированными углеродными нанотруб-
ками и MgSO4 для очистки экстракта.

В настоящее время ведется поиск и исследова-
ние новых сорбентов для очистки в формате
QuEChERS. В качестве альтернативных материа-
лов предложены сорбенты на основе мезопори-
стого силикагеля, который представляют собой
золь–гель материал с улучшенными текстурными
свойствами. Так, в работе [106] предложена стра-
тегия μQuEChERS для одновременного извлече-
ния 21 пирролизидинового алкалоида из различных
ароматических трав (тимьян (Thymus vulgaris L.), ба-
зилик (Ocimum basilicum L.), розмарин (Rosmarinus
officinalis L.)) в сочетании с ВЭЖХ-МС/МС. В каче-
стве сорбентов изучены аналитические возможно-
сти различных мезопористых силикагелей, как не-
модифицированных, так и модифицированных
аминогруппами.

* * *
Анализ растительных объектов представляет

собой непростую задачу из-за сложного состава
матрицы пробы в сочетании с низкой концентра-
цией аналитов. Подготовка подобных объектов,
включая процесс экстракции, является одним из
наиболее важных этапов любого анализа, обеспе-
чивающая селективность и точность определения
аналитов и влияющая на методологию последую-
щего анализа. В обзоре рассмотрены современ-
ные подходы к пробоподготовке, используемые
для извлечения биоактивных соединений из об-
разцов растительного происхождения, их воз-
можности и влияние на аналитические парамет-
ры при последующем хромато-масс-спектромет-
рическом определении аналитов. В последние
годы в пробоподготовке растительных объектов
отмечена тенденция к переходу от традиционных
вариантов экстракции (жидкостная и твердофаз-
ная) к миниатюрным форматам, более простым,
быстрым, экономичным и удобными для приме-
нения, учитывающих основные принципы “зеле-
ной” аналитической химии, таких как методы

ТФМЭ, ЖЖМЭ, ДТФЭ и др. Одним из новейших
направлений в экстракции растительных объек-
тов можно отметить применение ИЖ и ГЭР в ка-
честве экстрагентов в разных форматах микро-
экстракции. Они оказались полезными как в ка-
честве растворителей для экстракции, так и для
модификации и повышения эффективности экс-
тракции и селективности других сорбентов, таких
как наночастицы и диоксид кремния. Серьезным
ограничением многих инновационных подходов
к микроэкстракции является их коммерческая
малодоступность, что ограничивает их дальней-
шее применение. С этой точки зрения такие ва-
рианты микроэкстракции, как микроТФЭ будут
выигрывать от использования традиционных фор-
матов, но их потенциал, безусловно, будет повы-
шаться за счет внедрения более эффективных сор-
бентов. Таким образом, перспективы “зеленых”
методов микроэкстракции зависят от разработки
новых сорбционных материалов, дальнейшей
миниатюризации и автоматизации и возможно-
сти сочетания с аналитическими приборами.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (номер гранта 19-13-
00370).
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Кратко рассмотрены способы получения и некоторые виды магнитных наночастиц (МНЧ), пер-
спективных для биомедицинских исследований. Показана связь строения и свойств частиц с обла-
стями их применения в медицинской диагностике и биоанализе. Особое внимание уделено МНЧ,
содержащим благородные металлы в качестве биомаркеров или действующего вещества. Рассмот-
рены биомедицинские задачи, реализуемые с помощью МНЧ, и аналитические пути их решения.
Обобщены данные о применении прямых и комбинированных атомно-спектральных (ЭТААС,
АЭС/МС-ИСП) методов в биомедицинских исследованиях. Рассмотрены экспериментальные подходы
к изучению поведения и превращений МНЧ in vitro и in vivo. Подчеркнута ключевая роль пробоподго-
товки в экспериментальном моделировании поведения НЧ в биологических средах. Отмечены особен-
ности подготовки при определении растворенных и наноразмерных форм в биообъектах. Оценены
перспективы комплексных исследований поведения МНЧ в сложных биологических системах.

Ключевые слова: наноразмерные магнитные материалы, биомедицинские исследования, электро-
термическая атомно-абсорбционная спектрометрия (ЭТААС), масс-спектрометрия с индуктивно
связанной плазмой (МС-ИСП) в режимах высокого разрешения, детектирования одиночных ча-
стиц (SP-ICP-MS) или анализа отдельных клеток (SC-ICP-MS).
DOI: 10.31857/S0044450223100122, EDN: UYOXMY

Наноразмерные материалы весьма перспек-
тивны для использования в медицине и являются
объектом активных биомедицинских исследова-
ний [1, 2]. Особое внимание привлекают много-
функциональные частицы с модифицированной
поверхностью, сочетающие в себе ряд диагностиче-
ских и терапевтических заранее заданных свойств.
Так, наночастицы (НЧ) различной природы нахо-
дят широкое применение в современной медицин-
ской практике в качестве носителя лекарственных
средств, обеспечивая так называемую направлен-
ную доставку лекарств (controlled drug delivery).

Необходимость направленной доставки обу-
словлена недостатками многих лекарственных
препаратов, связанных с их негативным воздей-
ствием на ткани. Локализация поступления пре-
парата уменьшает объем его распределения, ток-
сичность, в ряде случаев обеспечивает контроли-
руемое высвобождение и снижает влияние на
организм в целом. Направленная доставка может

осуществляться по различным механизмам и быть
активной или пассивной; отдельным способом яв-
ляется магнитоуправляемая доставка, основанная
на перемещении модифицированных магнитных
носителей под действием магнитного поля [3].

Особый интерес представляют лекарственные
препараты, закрепленные на химически модифи-
цированных нанодисперсных носителях и спо-
собные изменять структуру под воздействием из-
менений параметров окружающей среды (рН,
температуры, окислительно-восстановительных
условий [4, 5]), характерных для определенного
патологического процесса. При этом НЧ участву-
ет не только в доставке, но и в высвобождении ле-
карственного средства.

К настоящему времени разработаны нанораз-
мерные носители различной природы: биогенные,
полимерные, органические и неорганические. В
рамках данного обзора основные свойства и воз-
можности наноразмерных материалов для биоме-
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дицины и диагностики будут рассмотрены на при-
мере частиц, обладающих магнитными свойствами
(МНЧ) и вследствие этого управляемых воздей-
ствием магнитного поля. Обычно они представля-
ют собой наночастицы (или их агрегаты) магнетита
с модифицированной поверхностью, на которой
закреплены молекулы биологически активных ве-
ществ, или везикулы с инкапсулированными моди-
фицированными частицами магнетита [6].

Несмотря на то, что препараты на наноносите-
лях обладают огромным потенциалом, их введе-
ние в организм подразумевает соблюдение целого
ряда требований: носители должны быть неток-
сичными и биосовместимыми, иметь определен-
ную структуру и размеры, чтобы проникать сквозь
клеточные мембраны, обладать определенной ди-
намикой сорбции/десорбции и доставлять лекар-
ственные препараты без потери их фармакологи-
ческих свойств.

Последствия, связанные с попаданием в орга-
низм компонентов фармакологической системы,
в частности носителей, должны быть тщательно
изучены. В соответствии с этим исследование по-
ведения НЧ в биологических средах направлено
главным образом на детальную характеристику
преобразований наноразмерных частиц, проис-
ходящих в естественных условиях (in vivo) [7]. Не-
смотря на актуальность этой задачи, зачастую опре-
деляющей саму возможность применения НЧ в
биомедицинских исследованиях, ее решение нахо-
дится в стадии разработки, что является следствием
многообразия физико-химических свойств нано-
материалов, а также различного состояния, про-
исхождения и состава определяемых веществ, яв-
ляющихся компонентами биологических образ-
цов, подлежащих изучению [8].

Сложность биологических систем порождает
необходимость применения для исследования
свойств и поведения в них НЧ наиболее совер-
шенных инструментальных аналитических мето-
дов, к числу которых относятся и различные виды
атомной спектрометрии − атомно-абсорбционная
спектроскопия с электротермической атомизацией
(ЭТААС), атомно-эмиссионная спектрометрия с
индуктивно связанной плазмой (АЭС-ИСП), раз-
личные варианты масс-спектрометрии с индук-
тивно связанной плазмой (МС-ИСП), включая ре-
жимы высокого разрешения, мониторинга одиноч-
ных частиц (single particle inductively coupled plasma
mass spectrometry, SP-ICP-MS) или анализа от-
дельных клеток (single cell inductively coupled plas-
ma mass spectrometry, SC-ICP-MS)) [9]. Однако и
для них тем не менее остается потребность в упро-
щении состава анализируемого материала перед
инструментальным определением, что достигается
путем мягкой деструкции органической матрицы
или применением высокоэффективных способов
разделения. Предварительная подготовка остает-

ся актуальной и при определении растворенных и
наноразмерных форм в биообъектах с целью оцен-
ки степени изменения частиц при изменении
свойств среды.

В настоящем обзоре проанализированы данные
о применении прямых и комбинированных мето-
дов для изучения состава синтетических нанораз-
мерных частиц, входящих в состав лекарственных
препаратов, и их превращений в модельных и ре-
альных биологических средах. Рассмотрены спосо-
бы подготовки таких систем к анализу, в частности,
особенности подготовки при определении раство-
ренных и наноразмерных форм в биообъектах. Оце-
нены перспективы комплексных исследований по-
ведения НЧ в сложных биологических системах.

ВИДЫ МАГНИТНЫХ 
НАНОЧАСТИЦ, ПЕРСПЕКТИВНЫХ 

ДЛЯ БИОМЕДИЦИНСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Наночастицы оксида железа являются наибо-
лее распространенными природными магнитны-
ми наноматериалами in vivo [10]. Они же являются
основой искусственно получаемых МНЧ, неко-
торые из которых уже разрешены к клиническому
применению [11]. Сочетание широких возможно-
стей направленного модифицирования развитой
поверхности и магнитных свойств делают МНЧ эф-
фективным материалом для решения задач, вклю-
чающих магнитоуправляемую доставку лекарств,
часто в сочетании с МРТ-визуализацией или гипер-
термией. Существуют многочисленные варианты
получения НЧ магнитного носителя (магнетита
Fe3O4 и др.): соосаждение, синтез в мицеллах, гид-
ротермальный синтез, термическое разложение ме-
таллорганических соединений, микроволновый
синтез. Данные методы достаточно давно и полно
изучены применительно к синтезу НЧ; подроб-
нее указанные способы, достоинства и недостат-
ки каждого из них рассмотрены в обзорах [12, 13].
Функционализацию поверхности носителя мож-
но осуществить путем ковалентного “пришивания”
или силанизации, а также путем нековалентной ад-
сорбции поверхностно-активных веществ (ПАВ)
на поверхности оксида [14]. Цели модификации
поверхности – поддержание коллоидной ста-
бильности ионов и обеспечение их биосовмести-
мости, устойчивости к среде крови человека, нагру-
зочной способности, повышенного поглощения
клетками, а также способности к контролируемому
высвобождению лекарственного средства. На по-
верхности МНЧ могут присутствовать как моди-
фицирующие оболочки из различных материалов
(золото, силикагель, ПАВ, органические соедине-
ния), так и разнообразные функциональные груп-
пы (лиганды, пептиды, радиоактивные метки,
антитела), способные обеспечить специфическое
взаимодействие (связывание) с целевыми объек-
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тами [15]. Носитель удобно синтезировать в усло-
виях микроволнового нагрева; таким же образом
в наших работах проводилось модифицирование
поверхности [16, 17]. Пути синтеза и методы ис-
следования магнитных материалов со структурой
ядро–оболочка, ядро–многослойная оболочка,
магнитных везикул описаны, в частности, в
работе [14]. Некоторые интересные примеры МНЧ
для биомедицинских приложений, полученных и
исследованных в последние годы, приведены
ниже.

Наиболее просты структуры ядро–оболочка.
Обычно оболочка представляет собой слой орга-
нических молекул или полимеров на поверхности
МНЧ [18] и служит защитным барьером для маг-
нитного носителя. Она может содержать компо-
ненты, необходимые для визуализации НЧ и, кро-
ме этого, может быть использована для загрузки и
высвобождения лекарственных средств, напри-
мер, широко используемых платиносодержащих
препаратов [19]. Лекарственное средство может
связываться с НЧ ковалентно либо нековалентно.
В обоих случаях высвобождение лекарственного
средства обычно достигается за счет изменения pH
[20, 21]. Такие структуры характеризуются низ-
кой емкостью загрузки лекарственного средства
(drug loading capacity, DLC), что связано с потеря-
ми через покрытие НЧ. Более предпочтительно
ковалентное связывание лекарств с НЧ, обеспе-
чивающее управляемое разрушение поверхност-
ного слоя [22, 23] и контролируемое высвобожде-
ние препарата.

Неорганические покрытия МНЧ, например ме-
зопористый диоксид кремния, обеспечивают более
высокий уровень загрузки лекарственным сред-
ством по сравнению с органическими – до 30–
48% [24–26]. Чтобы избежать самопроизвольного
высвобождения препарата, МНЧ защищают до-
полнительным внешним органическим или по-
лимерным слоем. В зависимости от триггера (кото-
рым могут быть рН, окислительно-восстановитель-
ные процессы, температура) для высвобождения
препарата могут быть использованы различные
пути. Например, для обеспечения чувствительно-

го к рН высвобождения доксорубицина, химио-
терапевтического средства, срабатывающего при
снижении рН с 7.4 до 5.6, в работе [24] использо-
ван полимерный гидрогель полиакриловой кис-
лоты, привитый на мезопористый слой силикаге-
ля. В работе [27] для инкапсуляции доксорубицина
в НЧ и высвобождения его при плавлении липид-
ной фазы выше 40°C использован термочувстви-
тельный липидный слой.

Среди биологических триггеров особый инте-
рес представляет высвобождение лекарственного
средства, которое обеспечивается действием фер-
мента на биодеградацию защитного слоя на по-
верхности нанокомпозита. В работе [28] предложе-
на конструкция биоразлагаемых материалов на
основе МНЧ размером 30 нм, покрытых мезопори-
стым слоем силикагеля. Поры этого слоя размером
3 нм были заполнены доксорубицином (35 мас. %).
Для инкапсуляции действующего вещества было
нанесено покрытие из альбумина1, связанного
изобутирамидом (рис. 1). С помощью трехмерной
клеточной модели и конфокальной визуализации
показано, что эта белковая наноструктура разруша-
ется под действием протеаз, высвобождая доксору-
бицин. Предложенная структура особенно интерес-
на для разработки защитных слоев, использующих
ферментативное разрушение в качестве триггера
для высвобождения лекарств, и перспективна для
высвобождения противоопухолевых препаратов и
МРТ-диагностики.

Для получения наноразмерных липидных вези-
кул (липосом, керасом и магнитосом) используют
свойство молекул фосфолипидов за счет своих по-
верхностно-активных свойств самопроизвольно
образовывать в водной среде бислои, которые, в
свою очередь, склонны к дальнейшему образова-
нию полых пузырьковых структур (липосом). Это
обеспечивает эффективное взаимодействие на-
ноносителя с клеточной мембраной. Лекарствен-

1 Альбумин используется для решения двух задач: обеспече-
ния (1) биосовместимости и снижения токсичности нано-
препаратов; (2) высвобождения нагруженного лекарствен-
ного средства под действием ферментов, разрушающих за-
щитный белковый слой.

Рис. 1. Получение магнитных наночастиц для доставки доксорубицина и высвобождение препарата при разрушении
защитного поверхностного слоя под действием фермента [28]. ЦТАБ – бромид цетилтриметиламмония, ТЭОС – тет-
раэтоксисилан, АПТЭОС – 3-аминопропилтриэтоксисилан, ДОХ – доксорубицин.
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КУБРАКОВА и др.

ное средство может располагаться как в ядре ли-
посомы, если оно водорастворимое, так и в ее обо-
лочке, если лекарство жирорастворимое. Гораздо
более высокую стабильность, чем у обычных липо-
сом [29], демонстрируют керасомы. Магнитосомы
[30–32] (рис. 2) – липосомы с дополнительно
встроенными в структуру МНЧ – применяются
не только в качестве магнитно-управляемого до-
ставщика лекарств [31], но и позволяют контро-
лировать свое распределение in vivo при помощи
средств магнитно-резонансной визуализации. В
работе [32] показано, что высокая устойчивость
нагруженных доксорубицином магнитных кера-
сом сохраняется в течение длительного времени.

Своеобразной оболочкой для МНЧ могут слу-
жить и другие объемные структуры, содержащие
полости, размер которых достаточен для разме-
щения МНЧ. Например, разработана [33] много-
функциональная наноплатформа для мультимо-
дальной визуализации и радиотерапии на основе
наночастиц золота, стабилизированных поли(ами-
доамином) – дендримером 5-го порядка ветвления
(G5), в которые добавлены НЧ оксида железа.
Образующиеся стабилизированные дендримером
МНЧ Fe3O4/Au имели диаметр около 100 нм, де-
монстрировали хорошую коллоидную стабиль-
ность, цитосовместимость и способность погло-
щать в ближней ИК-области.

Предложены и другие интересные структуры.
Так, широкими потенциальными возможностя-
ми обладают многофункциональные материалы,
описанные, в частности, в работе [34]: гантелеоб-

разные (dumbbell) МНЧ Au–Fe3O4 с высоким зна-
чением магнитного момента, обеспечивающие ви-
зуализацию, характеризацию и определение на кле-
точном и субклеточном уровнях, а также полые
МНЧ для доставки цисплатина и доксорубицина.

Следует отметить, что препараты, содержащие
благородные металлы (Au, Ag, Pt, Pd) в виде ин-
корпорированных молекулярных форм, наносло-
ев на поверхности МНЧ или НЧ в их структуре,
находят широкое применение в биомедицинских
исследованиях [19, 34]: AuНЧ оптически активны
и используются в оптической визуализации на
основе светорассеяния, фотолюминисценции и
гигантского комбинационного рассеяния (surface
enhanced Raman scattering), а также поверхностного
плазмонного резонанса в области 500–800 нм. Пла-
тина и палладий используются в основном в виде
молекулярных форм.

Всесторонняя характеризация получаемых на-
ноструктур – важнейшее условие последующего
эффективного практического применения нано-
материалов, поскольку их уникальные характери-
стики непосредственно зависят от структурных из-
менений на наноуровне, от конкретных размеров
НЧ, степени их полидисперсности и морфологии
(геометрии НЧ, размеров ядра и оболочек). В ра-
ботах [8, 10, 35] детально рассмотрены преимуще-
ства и недостатки методов, применяемых для ха-
рактеризации размеров, полидисперсности и гео-
метрических характеристик ядра и оболочек НЧ.

Рис. 2. Строение магнитосом, нагруженных доксорубицином [30].
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БИОМЕДИЦИНСКИЕ ЗАДАЧИ, РЕШАЕМЫЕ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ МАГНИТНЫХ 

НАНОЧАСТИЦ, И ИХ АНАЛИТИЧЕСКОЕ 
ОБЕСПЕЧЕНИЕ

Наиболее важным свойством МНЧ для биоме-
дицинского применения является биосовмести-
мость и способность к биологическому разложе-
нию, что позволяет транспортировать их по пути
метаболизма железа [36]. Однако исследований, по-
священных этой важнейшей проблеме, недоста-
точно, и взаимодействия в сыворотке крови чело-
века из-за их сложности изучаются редко [37].

Ключевым вопросом при оценке клинической
применимости препаратов является оценка их
поведения в организме. В случае МНЧ как крат-
косрочные последствия применения (время цир-
куляции крови, биораспределение на суборганном
и клеточном уровнях), так и долгосрочные (токсич-
ность, скорость деградации частиц и выведения
из организма) не вполне ясны. На эти факторы в
экспериментах in vivo будет влиять, в частности,
время циркуляции МНЧ в крови, которое может
варьировать от нескольких минут до дней вслед-
ствие формирования на их поверхности белковой
короны, которая неизбежно образуется за счет прак-
тически мгновенной сорбции белков из плазмы
крови при контакте с НЧ [38]. Состав и структура
белковой оболочки НЧ во многом зависит от фи-
зико-химических параметров НЧ: поверхности
частицы, ее размера, формы, а также условий вза-
имодействия (источника белка, температуры, рН,
длительности экспонирования) (рис. 3).

Классическое описание белковой короны
подразумевает наличие “твердой” и “мягкой” ко-
рон [40]. Предполагают, что белки жесткой короны
взаимодействуют непосредственно с поверхностью
НЧ, а белки мягкой короны связываются с белка-
ми жесткой короны через слабые белок-белковые
взаимодействия [41]; первоначальный состав ко-
роны формируется уже через 30 с инкубации
НЧ [42]. Последствия таких нанобиовзаимодей-
ствий разнообразны и пока плохо предсказуемы.
Они могут включать увеличение растворимости
НЧ; иммунный ответ организма, направленный на
устранение НЧ из кровотока; маскировку хими-
ческих или биологических функций, специально
придаваемых НЧ [38]. Например, установлено,
что сорбция белков сыворотки крови на магнит-
ных носителях (т.е. образование короны) препят-
ствует агломерации МНЧ [43]. В детальных ис-
следованиях, посвященных деградации МНЧ in
vitro в имитируемых лизосомальных условиях [44,
45] и клеточных культурах [46, 47], установлены
такие аспекты биотрансформации магнитных ча-
стиц, как высвобождение ионов металлов, участие
комплекса метаболического белка железа в погло-
щении железа, постепенный переход частиц в фор-
му ферритина и возможность синтеза частиц de

novo из продуктов распада [48]. Вместе с тем ком-
плексные исследования биотрансформации ча-
стиц железа в организмах проводятся редко [7]. В
связи с этим выявление закономерностей форми-
рования и последующего нанобиовзаимодействия
белковой короны (с конкретным составом и
структурой) для каждого типа НЧ является акту-
альной задачей.

Основными направлениями использования
атомно- и масс-спектральных методов в биоме-
дицинских исследованиях являются анализ био-
логических жидкостей и тканей, содержащих НЧ;
определение растворенных и наноразмерных форм
лекарственных препаратов в биообъектах (с разде-
лением и без); определение размера НЧ, выявление
характера распределения НЧ по размерам и его из-
менения при контакте с биологическими средами.

Общее содержание элементов, входящих в
состав НЧ наноматериалов, чаще всего определяют
методами МС-ИСП, реже – АЭС-ИСП или
ЭТААС [49]; для решения этой задачи НЧ должны
быть растворены в процессе минерализации матри-
цы или после ее щелочного или ферментативного
расщепления.

Вследствие сложности биологических систем,
содержащих НЧ, поведение частиц (например,
скорость и степень деградации) в таких системах
на начальных этапах часто исследуют в модель-
ных экспериментах с использованием растворов,
имитирующих биологические жидкости (белко-
вые растворы, плазма или сыворотка крови), и на
более простых биологических системах (инкуби-
рование НЧ в присутствии клеточных культур,
растительных и биологических матриц). При
этом в любом случае необходима пробоподготовка,

Рис. 3. Изотермы адсорбции человеческого сыворо-
точного альбумина на кремнеземе, модифицирован-
ном: 1 – полиэтиленимином; 2 – немодифицирован-
ном; 3 – 3-аминопропилтриэтоксисиланом; 4 – ме-
тилтриэтоксисиланом [39].

0.35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0 1 2 3 4 5

Г, мг/м2

c × 105, M

1
2

3

4



902

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 10  2023

КУБРАКОВА и др.

направленная на отделение матрицы, а также разде-
ление растворенных и наноразмерных форм. Отде-
ление наночастиц может быть выполнено путем
магнитной сепарации, ультрафильтрации, с ис-
пользованием методов капиллярного электрофо-
реза или хроматографии. Например, для изуче-
ния изменений МНЧ при инкубации с белками в
имитируемых физиологических условиях были
исследованы возможности капиллярного электро-
фореза (КЭ) в сочетании с тандемной масс-спек-
трометрией (КЭ-МС/МС-ИСП) [50].

Спрос на быструю и эффективную методоло-
гию разделения и очистки продуктов, содержа-
щих НЧ различной степени полидисперности, в
известной степени может быть удовлетворен за
счет ВЭЖХ в ее эксклюзионном варианте. Одна-
ко этот вид разделения обычно обладает низкой
эффективностью разделения по причине медлен-
ной диффузии НЧ в жидкой фазе; возможны по-
тери пробы из-за сорбционных взаимодействий
НЧ с неподвижной фазой. В качестве альтернати-
вы на примере ряда НЧ (золота, серебра и палла-
дия, поверхностно-модифицированных органиче-
скими соединениями) показана возможность при-
менения для разделения НЧ обращенно-фазовой
ВЭЖХ (ОФ-ВЭЖХ) [51, 52]. Этот вариант ВЭЖХ
отличается быстрым установлением динамиче-
ского равновесия на колонке и, соответствен-
но, высокой эффективностью разделения. По
нашим предварительным данным, полученным
при ОФ-ВЭЖХ-разделении гидрофильных НЧ
магнетита, модифицированных цитрат-ионом
(Fe3O4-Cit), этот вариант ОФ-ВЭЖХ вполне рабо-
тоспособен. В сочетании со спектрофотометриче-
ским детектированием в видимом диапазоне (400–
450 нм), характерном для указанных НЧ, были
получены хроматограммы, имеющие несколько
воспроизводимых пиков, соответствующих фрак-
циям, одновременно содержащим растворенное
железо и МНЧ (подтверждено АЭС-ИСП-анали-
зом фракций на содержание общего железа).

По сравнению с классическими вариантами
МС-ИСП и оптической эмиссионной спектро-
метрией с ИСП, имеющих ряд инструментальных
ограничений, SP-ICPMS позволяет получить го-
раздо больше информации, в частности, данные о
концентрации частиц в единице объема анализи-
руемого раствора и о распределении частиц по раз-
мерам. На основании этих данных можно судить об
изменениях, происходящих с НЧ при контакте с
биологической средой: происходит ли растворение
НЧ, их агрегирование, накопление и какова ско-
рость этих изменений. Однако даже для SP-ICPMS
магнитные (т.е. железосодержащие) НЧ наиболее
сложны. Несмотря на то, что метод позволяет
определить число НЧ и их размеры [53], предел
обнаружения железа в виде частиц существенно
ухудшается из-за присутствия в организме эндо-
генного железа [54], главным образом в виде ком-

плекса с ферритином и гемосидерином. Вследствие
значимости метода SP-ICPMS для современных
биомедицинских исследований мы рассмотрим его
ниже более подробно.

К последним достижениям масс-спектромет-
рии относится также SС-ICPMS [55] – вариант,
который позволяет анализировать отдельные клет-
ки [56]. Отметим, что состав клетки намного
сложнее, чем состав НЧ, содержание неорганиче-
ских компонентов значительно ниже, они явля-
ются более крупными и хрупкими объектами, чем
НЧ. Опубликованные к настоящему времени ра-
боты по SC-ICP-MS можно разделить на две ос-
новные категории [57]. Одна из них включает под-
ходы, разработанные и используемые для монито-
ринга объектов, импортируемых в клетки
(например, наночастиц, квантовых точек, металл-
содержащих препаратов) [58, 59]. Ко второй, часто
более сложной категории, относятся работы, по-
священные определению эндогенных элементов в
клетках [60–62]. В сложных экспериментах авто-
рам работы [63] удалось выполнить определение в
единичных клетках как эндогенных элементов (P,
S, Fe, Cu и Zn), так и платины, введенной в виде ци-
сплатина. Полученные результаты выявили раз-
личия в абсолютном количестве эндогенных эле-
ментов в клетках между различными типами кле-
ток, что указывает на потенциал SC-ICP-MS в
качестве инструмента “металлофингерприн-
тинга”.

Ключевым аспектом в развитии этого подхода
является совершенствование способов введения
клеточных суспензий в ИСП путем разработки спе-
циализированных систем ввода растворов (рас-
пылителей и распылительных камер), обеспечи-
вающих целостность и максимальную эффектив-
ность транспортировки анализируемых клеток в
источник.

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ В РЕЖИМЕ 
ДЕТЕКТИРОВАНИЯ ОДИНОЧНЫХ ЧАСТИЦ 
В БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

Один из наиболее перспективных современных
методов описания и определения НЧ, SP-ICP-MS,
был предложен как альтернатива микроскопи-
ческим исследованиям и вначале рассматри-
вался как идеальный метод для атомной спектро-
метрии [64]. Основы и методология анализа в режи-
ме SP-ICP-MS изложены в работах [65–68].

В качестве аналитов обычно выступают метал-
лические НЧ на основе Au, Ag, Pt, НЧ, имеющие
в своем составе оксиды – FexOy, CeO2, CuO, SiO2,
TiO2, ZnO и “квантовые точки” (quantum dots) –
CdSe, ZnS и т.д. [69].

Анализ в режиме SP-ICP-MS выглядит следу-
ющим образом. Наночастицы в виде разбавлен-
ного коллоидного раствора, проходя через систе-
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му ввода пробы масс-спектрометра, попадают в
плазму, где ионизируются, генерируя ионное об-
лако. Правильно выбранное время интегрирова-
ния одиночного сигнала (dwell time, td) (от не-
скольких сотен микросекунд до нескольких мил-
лисекунд) позволяет детектировать НЧ как одно
событие (рис. 4). Количество событий, подсчи-
танных за время сбора данных, напрямую связано
с количеством НЧ, поступающих в плазму. Далее
количество событий может быть пересчитано в
количество НЧ в растворе. Интенсивность каждого
события пропорциональна количеству ионов в
каждой отдельной НЧ и, следовательно, массе эле-
мента в НЧ. Массу каждой НЧ можно преобразо-
вать в ее размер, если известны состав, форма и
плотность НЧ.

В SP-ICP-MS сигналы, генерируемые НЧ, за-
писываются как временные развертки (рис. 5),

которые состоят из “всплесков” (количество собы-
тий, связанных с НЧ), регистрируемых выше не-
прерывной базовой линии (фона). Полученные
временные сканы можно обработать, построив за-
висимость количества событий от интенсивно-
стей событий (или количество событий за фикси-
рованное время сбора данных). Полученные та-
ким образом гистограммы позволяют выделить
область, связанную с информацией о растворен-
ной форме элемента-аналита, и область, связан-
ную с информацией о НЧ (рис. 5).

В зависимости от выбранного td, события, свя-
занные с НЧ, могут быть представлены в виде пи-
ков, построенных с использованием одного (td в
миллисекундном диапазоне 3–10 мс) или не-
скольких значений (td в микросекундном диапа-
зоне 10–200 мкс) аналитических сигналов. По-
скольку длительность события НЧ находится в

Рис. 4. Корреляция между td и событиями, связанными с генерацией сигналов наночастиц (НЧ). А: Идеальное совпа-
дение – одна НЧ регистрируется в течение выбранного td. Полученная интенсивность сигнала может быть использо-
вана для вычисления характеристик этой НЧ. Б: Неполная регистрация – сигнал НЧ регистрируется в двух временных
отрезках. B: Регистрация события с двумя или несколькими НЧ, что может приводить к завышению размера НЧ.
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диапазоне 300–1000 мкс [71], сигналы, получен-
ные при разных значениях td, будут отличаться
друг от друга (рис. 6).

Как отмечалось выше, временные сканы могут
быть обработаны путем построения гистограмм
зависимости количества событий от интенсивно-
стей событий (рис. 5). Для отделения фоновых со-
бытий и событий с НЧ используют критерии от-
бора, выбор которых влияет на предел определения
размера НЧ (ПрО размера НЧ). Обычно использу-
ют критерий 3δ, основанный на стандартном от-
клонении базовой линии [68]. Показано [72], что
появления ложных результатов позволяет избежать
использование критерия 5δ. Все предложенные ал-
горитмы могут быть реализованы пользователями,
экспортирующими необработанные данные в соб-
ственные программы и электронные таблицы.

В методе SP-ICP-MS выделяют ПрО размера
НЧ (LODsize), минимальную концентрацию НЧ
(смин НЧ или LODНЧ) и минимальную массу реги-
стрируемой НЧ (mмин НЧ).

ПрО размера НЧ в SP-ICP-MS определяется
элементным составом, плотностью и формой НЧ
и зависит от чувствительности спектрометра, а
также выбранных условий измерений, особенно
от td и от значений фона. ПрО размера НЧ, полу-
ченные для чистых водных коллоидных растворов,
недостижимы для реальных образцов. Важную роль
при нахождении ПрО размера НЧ играют изобари-
ческие и полиатомные влияния, которые обычно
присутствуют в сложных матрицах; все возможные
спектральные и неспектральные влияния должны
быть выявлены, минимизированы и учтены. В ка-
честве ориентира по ПрО размера НЧ, получаемым
методом квадрупольной МС-ИСП, можно исполь-
зовать теоретические расчеты для 40 различных
синтезированных НЧ на фоне деионизованной во-
ды [73]. В табл. 1 приведена информация о ПрО раз-
мера для наиболее хорошо изученных НЧ.

Минимальная концентрация смин НЧ опреде-
ляется минимальным количеством НЧ, которое
достигает системы детектирования. Данное зна-
чение, как и число НЧ в 1 мл, рассчитывается по
формуле (1):

(1)

где DНЧ − общее количество событий, связанных
с НЧ; D – общее количество событий за выбран-
ный промежуток времени измерения; η – эффек-
тивность распыления; q – скорость подачи рас-
твора, мл/с; td – время накопления сигнала, с.

Содержание НЧ в 1 мл зависит от эффектив-
ности транспортировки аэрозоля ƞ (количество
растворенной формы аналита или НЧ, которое
достигает плазмы; формула (2)) и доли частиц в
растворе с размером выше ПрО размера НЧ. До-
пускают, что максимальное число событий с НЧ в
холостых растворах не должно превышать 10 НЧ
за минуту анализа, а минимальное количество со-
бытий НЧ в анализируемых растворах должно

НЧ

d

,
     
Dc
qDt

=
η

Рис. 6. Профили событий частиц, зарегистрирован-
ных в разное td для наночастиц золота 50 нм [72].
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Таблица 1. Пределы определения размера некоторых наночастиц в зависимости от td* [72, 74]

* Получены на квадрупольном масс-спектрометре с ИСП. Эффективность транспортировки – 5%; общее время анализа – 60 с;
фон – ультрачистая вода. 
** Результаты получены на квадрупольном масс-спектрометре с ИСП, оснащенном реакционной ячейкой с водородом; td = 3 мс;
общее время анализа – 60 с.

Элемент Изотоп Состав НЧ
ПрО размера НЧ, нм

td = 5 мс td = 100 мкс

Ag 107 Ag 17.4 12.3
Au 197 Au 12.7 9.0
Pt 195 Pt 5.3 3.7
Si 29 SiO2 148.0 105.0
Ti 47 TiO2 41.4 29.3
Fe 56 Fe 36**
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быть не менее 100 в минуту [75]. Обычно Смин НЧ
имеет порядок 103 НЧ/мл [76, 77].

(2)

где d – диаметр НЧ, нм; S – наклон градуировоч-
ного графика для растворенной (ионной) формы
аналита, имп/мкг/мл; fa – массовое распределе-
ние элемента-аналита в НЧ; ρ – плотность элемен-
та-аналита; IНЧ – среднее значение сигнала НЧ,
имп; Iф – фоновый сигнал; td – время накопления
сигнала, с; q – скорость подачи раствора, мл/с.

Величина mмин НЧ зависит от размера частиц и
чувствительности спектрометра [78]. Массу НЧ
определяет плотность вещества и доля аналита
в НЧ. mмин НЧ, как и масса НЧ, рассчитывается
по формуле (3):

(3)

где ρ – плотность вещества, из которого состоит
НЧ; fa – массовое распределение элемента-ана-
лита в НЧ; d – диаметр НЧ, нм. При расчете мас-
сы делается допущение, что НЧ имеет сфериче-
скую форму.

Для режима МС-ИСП одиночных частиц харак-
терны те же спектральные и матричные влияния,
что и для обычного анализа методом МС-ИСП.
Хорошо известны полиатомные влияния 40Ar16O+

на изотоп 56Fe+ и 40Ar16OH+ на изотоп 57Fe+. Ми-
нимизировать влияния аргона на изотоп 56Fe+

при работе с МНЧ можно за счет использования
реакционной ячейки c водородом [75, 79], с ам-
миаком [75], а также коллизионной ячейки, на-
полненной гелием, или за счет высокого разре-
шения масс-спектрометра, например магнитно-

( )
η =

−
a

НЧ ф d

   π ρ
,

6   
d S f

I I t q

( )3
a ρ π / ,6m f d=

секторного [80]. На рис. 5 представлен спектр
изотопа 56Fe и 40Ar16O+, полученный нами на МС-
ИСП-спектрометре Element XR (Finnigan Mat,
Германия) в среднем разрешении. Видно, что пи-
ки 40Ar16O+ и 56Fe+ хорошо разрешаются (рис. 7).

Для получения количественной информации
о размере и концентрации НЧ используют стан-
дартные образцы НЧ разных размеров, имеющи-
ми тот же элементный состав, ту же геометрию и
плотность, что и целевая НЧ. Однако нехватка
монодисперсных, хорошо охарактеризованных и
стабильных стандартов НЧ ограничивает примени-
мость этого подхода. Можно использовать “home
made” НЧ при условии их тщательного описания
другими методами анализа, в частности с привле-
чением различных вариантов электронной микро-
скопии (просвечивающая, сканирующая), а также
метода динамического рассеяния света. Рабочие
коллоидные растворы должны быть стабильны
при длительном хранении.

Кроме обычных требований к анализируемой
пробе по составу и минерализации со стороны
метода МС-ИСП, важным условием подготовки
проб, содержащих НЧ, является исключение из-
менения и/или потери НЧ. Необходимо учиты-
вать устойчивость суспензий НЧ в процессе хра-
нения, обращения, пробоподготовки, поскольку
изменение состава дисперсионной среды, разбав-
ление, взаимодействие с материалом контейнера,
условия и время хранения могут изменить состо-
яние поверхностного слоя или размер НЧ и вы-
звать агрегацию. Принципиально важно учиты-
вать возможность изменения состояния НЧ при
фильтровании (в результате взаимодействия с ма-
териалом мембраны), а также вероятность взаимо-
превращений растворенных форм и НЧ при экс-
тракции (извлечении), разложении или хранении.

Рис. 7. Скан вблизи изотопа 56Fe+ (“среднее разрешение”).
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Прямой анализ жидких образцов без пробо-
подготовки возможен только для наиболее про-
стых систем; в этом случае чаще всего необходи-
мо разбавление [81]. При этом для количествен-
ного МС-ИСП-анализа в режиме одиночных
частиц необходимо скорректировать коэффици-
ент разбавления таким образом, чтобы умень-
шить вероятность обнаружения более чем одной
НЧ в пределах выбранного td (исключить событие
с несколькими НЧ), т.е. определить верхнюю гра-
ницу содержаний НЧ в растворе. В то же время
количество НЧ должно быть достаточным для удо-
влетворительных расчетов (чтобы уменьшить слу-
чайную погрешность, определяемую статистикой
Пуассона), т.е. определить нижнюю границу со-
держаний НЧ в растворе [71]. Многократные раз-
бавления пробы помогают снизить влияние мат-
рицы, например при определении НЧ оксида желе-
за в присутствии растворенного железа [82], или
снизить влияния растворимого железа, входящего в
состав гемоглобина [83]. Данные об определении
НЧ золота и серебра различных размеров в рас-
творах, полученных разбавлением биологических
жидкостей водой, приведены в работах [84–86].

Анализ более сложных объектов может быть
проведен после ферментативного или щелочного
гидролиза, а также с привлечением лазерной абля-
ции (ЛА). Ферментативный гидролиз [86–88] поз-
воляет разрушить структуру матрицы, при этом
фермент должен соответствовать типу образца. На-
пример, протеиназы выбирают для гидролиза мы-
шечной ткани, липазы для жировой ткани и т.д. Для
проведения ферментативного гидролиза необходи-
мо создать условия, способствующие максималь-
ной активности фермента (оптимальный pH, при-
сутствие Mg или Ca и аденозинтрифосфата). Широ-
ко используемым ферментом является протеиназа
К, проявляющая активность в диапазоне рН 7.5–
12.0 при 37°C [89]. Протеиназа К является Са-зави-
симым ферментом, поэтому для гидролиза биоло-
гических матриц используют реакционную смесь,
содержащую 1–5 М раствор Ca2+, часто в сочетании
с 1%-ным раствором Тритона X-100 и/или 0.5%-
ным раствором додецилсульфата натрия [90, 91].

Для подготовки биологических тканей для
МС-ИСП-анализа в режиме одиночных частиц
используют также щелочной гидролиз в присут-
ствии гидроксида тетраметиламмония (TMAOH)
при рН > 14. Схема щелочного гидролиза включа-
ет добавление TMAOH до концентрации 10–20%
(масса/объем) и объема 20–50 мкл на 1 мг биоло-
гической ткани, в результате чего конечный объ-
ем составляет 0.25–10 мл. Исключением являют-
ся случаи, например, c клеточными культурами,
где образцы состоят из небольшого количества
биомассы, поэтому TMAOH находится в боль-
шом избытке по сравнению с ней [92, 93]. Перед
анализом полученные гидролизаты разбавляют

сверхчистой водой таким образом, чтобы конеч-
ная концентрация ТМАOН составляла 1%.

Сравнивая щелочной (на основе TMAOH) и
ферментативный гидролиз (с использованием
протеиназы K), авторы отмечают, что если иссле-
дованные образцы содержат большое количество
липидов, то ТМАOН более предпочтителен, так
как протеиназа К не расщепляет жировые ткани
[94, 95]. Вместе с тем можно предположить, что
жесткие условия щелочного гидролиза приведут к
изменению состояния НЧ и их оболочек. Имею-
щиеся данные о влиянии условий на размеры ча-
стиц противоречивы, особенно для наиболее
мелких из детектируемых НЧ, что обусловлено,
скорее всего, значительной погрешностью опре-
деления их размера вблизи ПрО [84, 93, 96–98].

Перспективным подходом для получения до-
полнительной информации о смесях НЧ пред-
ставляется онлайн сочетание SP-ICP-MS с мето-
дами разделения. Основной проблемой этого со-
четания является то, что SP-ICP-MS дискретно
детектирует индивидуальные НЧ, тогда как мето-
ды разделения обеспечивают локальное концен-
трирование аналитов определенного вида (в виде
пика), которые потом совместно элюируются с
колонки/капилляра. Кроме того, в методах разде-
ления используют среды (в основном органиче-
ские соединения), которые при введении в плаз-
му могут приводить к матричным спектральным
влияниям. По этой причине совместное исполь-
зование методов разделения и SP-ICP-MS требует
тщательной оптимизации условий, которые долж-
ны обеспечить возможность детектирования от-
дельных частиц, отсутствие превращений НЧ в
процессе выделения, а также исключить влияние
органического буфера на детектирование.

Как следует из детального обзора [77], число
комбинированных методов SP-ICP-MS-опреде-
ления НЧ невелико. Описаны онлайн сочетания
SP-ICP-MS с методами гидродинамической хро-
матографии, капиллярного электрофореза, фрак-
ционирования в потоке. Большинство методов для
стабилизации частиц использует ПАВ (додецил-
сульфат натрия). Работы выполнены в основном
на модельных смесях золотых и серебряных НЧ.
Отдельные работы посвящены Pt-содержащим
препаратам и разделению частиц и их растворен-
ных форм [99, 100]. В работе [99] поведение НЧ на
основе оксидов железа контролировали с помо-
щью ВЭЖХ-МС-ИСП с детектором, работаю-
щим в режиме коллизионной ячейки для устране-
ния 40Ar16O+ и 40Ar16OH+ при измерении 56Fe+ од-
новременно с 195Pt+.

В SP-ICP-MS для анализа образцов, содержа-
щих НЧ, кроме прямого ввода коллоидного рас-
твора в масс-спектрометр, можно использовать
лазерную абляцию. Сочетание масс-спектромет-
ра и системы ЛА является оптимальным для био-
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визуализации, поскольку обеспечивает возмож-
ность многоэлементного анализа, характеризует-
ся низкими пределами определения элементов
(на уровне мкг/г) и высоким пространственным
разрешением (до уровня мкм) [101].

При ЛА-SP-ICP-MS-анализе биологической
матрицы, содержащей растворенную форму и
НЧ элемента-аналита, формируется комбиниро-
ванный сигнал, состоящий из непрерывного сиг-
нала растворенной формы и импульсов НЧ
(рис. 8) [102]. Далее обработка сигналов идет как
в обычном режиме SP-ICP-MS. При этом могут
возникнуть трудности, обусловленные высоким
содержанием растворенной формы элемента, ко-
торое мешает определению НЧ. Кроме того, ло-
кализация НЧ на одном участке биоматериала мо-
жет привести к одновременному обнаружению не-
скольких НЧ. В отличие от анализа растворов
методом SP-ICP-MS, где события можно разре-
шить, например, за счет разбавления, в ЛА-SP-
ICP-MS меньше возможностей при выборе и ва-
рьировании условий эксперимента.

Отсутствие сертифицированных эталонных ма-
териалов для приложений биовизуализации являет-
ся большой проблемой как для ЛА-SP-ICP-MS, так
и для SP-ICP-MS в целом. В настоящее время боль-
шое внимание уделяется поиску и разработке стан-
дартных образцов, в том числе на основе биологиче-

ских матриц. Так, для градуировки предложены
стандарты на полимерной основе (желатине) [103].

Перспективным подходом к анализу сложных
биологических матриц представляется сочетание
изотопного разбавления и SP-ICP-MS [104]. Так,
предложена методика определения размеров НЧ Ag
(от 30 до 80 нм) с добавлением изотопа 109Ag+. В дан-
ном случае изотопное разбавление позволяет ком-
пенсировать подавление сигнала элемента-аналита
в присутствии высоких концентраций NaCl.

* * *
Большой интерес к функционализированным

наноматериалам с заданными свойствами для раз-
работки терапевтических средств и других биона-
нотехнологических приложений обусловлен ши-
рокими возможностями, которые предоставляют
такие материалы для решения задач диагностики
и целевой доставки лекарственных препаратов. От-
личительной чертой подходов, реализуемых при ре-
шении задач с использованием наноразмерных ма-
териалов (в том числе обладающих магнитными
свойствами), является вовлечение в исследова-
ния большого числа инструментальных методов.
Это обусловлено тем, что для рационального про-
ектирования микро- и наночастиц с контролиру-
емой скоростью разложения и низкой токсично-

Рис. 8. Этапы получения и обработки аналитического сигнала методом ЛА-МС-ИСП в режиме детектирования оди-
ночных частиц [101].
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стью in vivo необходима их полная характеризация и
выявление фундаментальных закономерностей,
обусловливающих скорость биотрансформации
магнитного материала и его выведения из орга-
низма в зависимости от дозы частиц, их гидроди-
намического размера, внутренней структуры и
природы внешнего покрытия. Значимое место в
исследованиях частиц, входящих в состав нано-
материалов, занимают многоэлементные спектро-
метрические методы, особенно масс-спектромет-
рия с индуктивно связанной плазмой. Различные ее
варианты позволяют всесторонне охарактеризо-
вать поведение нанопрепаратов в биосистемах,
предоставляя информацию не только о числе и
размерах частиц, но и об их растворенных формах
в биологических жидкостях и тканях. Сочетание
же МС-детектирования с методами разделения
характеризует распределение элементов и их
форм даже в отдельных клетках. Вместе с тем но-
вые подходы к анализу сложных биологических
сред пока находятся в стадии разработки, требуют
инновационных инструментальных и методиче-
ских решений и создания надежной методиче-
ской базы для проведения комплексных аналити-
ческих и биомедицинских исследований.
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Инфракрасные (ИК) спектры различных ти-
пов микроорганизмов (бактерий, дрожжей, гри-
бов, микроводорослей (algae), вирусов) начали
изучать еще в середине XX в. При этом в обзоре на
данную тему Норрис (1959) [1] отмечал основные
трудности, заключавшиеся, помимо высокой стои-
мости аппаратуры и сильного поглощения содер-
жащихся в микробиологических образцах следов
воды, в целом в непрактичности и трудоемкости
методологии, в особенности для целей иденти-
фикации микроорганизмов. Отмечалось
также, что при ИК-спектроскопическом исследо-
вании вирусов основной сложностью является их
отделение от сопутствующего биологического ма-
териала [1]. Следует отметить, что ИК-спектроско-
пическое оборудование того периода не отлича-
лось высокой чувствительностью и разрешающей
способностью. Впоследствии, начиная c 80-х годов
XX в., положение улучшилось с появлением ИК-
фурье-спектрометров, в значительной степени
способствовавших развитию данной области ис-
следований [2, 3], которое продолжается до сих
пор.

Одним из наиболее ценных, профессиональ-
ных и высокоинформативных руководств как для
специалистов, так и для начинающих применять

метод ИК-фурье-спектроскопии (ИКФС) в микро-
биологии, на наш взгляд, до сих пор остается став-
шая классической эциклопедическая обзорная гла-
ва Науманна в книге [3], впервые опубликованная в
2000 г., содержащая большое число примеров, экс-
периментальных данных, а также информативное
обсуждение сути метода ИК-спектроскопии, его
возможностей и основных наблюдаемых с его по-
мощью характеристик. Среди огромного и еже-
годно увеличивающегося числа микробиологиче-
ских исследований с использованием ИКФС по-
следних лет можно выделить ряд обзорных работ.
В некоторые из них наряду с прочими инструмен-
тальными методами изучения микробиологиче-
ских объектов включена достаточно общая ин-
формация о методе ИК-спектроскопии (в разных
вариантах измерений), обычно ограниченная по
объему [4–11]. Информация иного рода, чаще всего
более детальная, содержится как в обзорах по раз-
личным аспектам применения ИКФС в микробио-
логии [12–17], так и в общих обзорах по разным
аспектам применения метода к биологическим
объектам (см., например, [18, 19]). Особый интерес
представляют обзоры данных по ИК-спектро-
скопическому изучению отдельных типов
био(макро)молекул, составляющих значительную
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часть любых микробиологических систем, в первую
очередь белков [20–24], сахаров, олиго- и полиса-
харидов [25], липидов [24, 26]. Эти обзорные ста-
тьи наряду с отдельными профессионально вы-
полненными экспериментальными работами в
совокупности представляют собой ценную “базу
данных” для исследователей, интерпретирующих
ИК-спектры собственных микробиологических
образцов.

С точки зрения методологии ИКФС в некото-
рой степени близкими к тематике настоящей ста-
тьи можно рассматривать публикации обзорного
типа с описанием специализированных протоко-
лов измерений для биологических систем (см.,
например, [27–31], а также главы 9, 11, 15, 16 в мо-
нографии [32]). Отметим, что, хотя некоторые из
указанных протоколов включают ИК-спектроско-
пический анализ биологических тканей [29, 31], не-
которые существенные методологические детали
биоспектроскопического анализа являются во мно-
гом общими, особенно для таких сложных супра-
молекулярных объектов, как микробные клетки и
биопленки. Сам факт регулярного появления цело-
го ряда таких руководств свидетельствует о сложно-
сти и неоднозначности методологических приемов
ИКФС при работе с подобными биологическими
образцами и об актуальности данной тематики.

В настоящей работе нами не ставилась задача
рассмотреть основные опубликованные даже за
последние годы работы по применению ИКФС в
микробиологических исследованиях – их число
слишком велико, причем уровень представлен-
ных материалов как в методологическом отноше-
нии, так и в отношении интерпретации спектро-
скопических данных сильно различается. Вместо
этого обсуждены некоторые наиболее значимые, с
точки зрения авторов, особенности методологии
ИКФС и интерпретации экспериментально полу-
чаемых спектроскопических данных в применении
к анализу микробиологических объектов на харак-
терных примерах из результатов, опубликованных в
специальной научной литературе, включая соб-
ственные работы авторов. Рассмотрены также не-
которые типичные неточности и ошибки, встре-
чающиеся даже в статьях, публикуемых достаточ-
но высокорейтинговыми специализированными

международными журналами. Приведенные све-
дения дополняют имеющиеся в литературе обзор-
ные работы, обсуждавшиеся выше, и будут полезны
исследователям, использующим метод ИКФС для
микробиологических анализов.

ОСОБЕННОСТИ МЕТОДОЛОГИИ ИК-
ФУРЬЕ-СПЕКТРОСКОПИИ ПРИ АНАЛИЗЕ 

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТОВ
Одним из основных факторов, которые могут

затруднять изучение относительного содержания
и структуры биомакромолекул в клетках микро-
организмов (общий состав которых приведен в
табл. 1) методом ИКФС, является обычное для на-
тивных биологических материалов значительное
содержание воды в образцах, молекулы которой
сильно поглощают в соответствующих областях
ИК-спектра [33, 34]. В частности, наиболее суще-
ственной является заметно уширенная1 достаточно
интенсивная полоса поглощения в области дефор-
мационных (ножничных) колебаний δ(H–O–H)
около 1640 см–1, перекрывающаяся с областью
колебаний амид-I пептидных связей белков с раз-
личными типами вторичной структуры (полосы в
области ~1620–1690 см–1) [20, 35, 36]. Исключе-
ние вклада воды в этом случае представляет собой
известную проблему и требует применения спе-
циальных приемов, строгой стандартизации па-
раметров образцов и режимов измерений [35–40].
В случае микробиологических образцов это не
всегда легко достижимо, в том числе при приме-
нении специального оборудования и методоло-
гии, например микрогидродинамической системы
и ИК-фурье-микроспектроскопии с использовани-
ем синхротронного излучения [41]. В случае приме-
нения ИК-спектроскопической методологии нару-
шенного полного внутреннего отражения (НПВО;
attenuated total reflectance, ATR) [35–37, 40] при
исследовании водных суспензий бактериальной
биомассы или биопленок (как и в случае исследо-
вания, к примеру, водных растворов белков) ис-
пользуют вычитание вклада воды, полученного
контрольным измерением ИК-спектра водного
слоя. При этом точность измерений может сни-
жаться из-за значительно более высокой интен-
сивности поглощения воды по сравнению с ин-
тенсивностью полос самого биоматериала [35].

Другим подходом к снижению вклада содержа-
щейся в образце воды является высушивание био-
массы отделенных от культуральной среды клеток
(или биопленок) [30, 42–45]. В основе применимо-

1 Для колебательных полос воды (в том числе в виде приме-
сей) в конденсированной фазе в ИК-спектрах характерно
заметное уширение, связанное с наличием достаточно
прочных водородных связей, образуемых молекулами
H2O, энергия которых, влияющая на частоту всех колеба-
ний H–O–H, различна в зависимости от локального моле-
кулярного окружения молекул воды [33, 34].

Таблица 1. Общий биомакромолекулярный состав (%
от сухой биомассы) клеток микроорганизмов – прокари-
отов (бактерии) и эукариотов (дрожжи) (по данным [3])

Тип биомакромолекул Бактерии Дрожжи

Белки 40–60 40–50
Углеводы 10–20 10–25
Жиры 10–15 5–20
РНК 5–15 3–10
ДНК 2–4 1–3
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сти этого способа, как показали многочисленные
исследования, лежит то, что нативная структура и
функциональная активность биомакромолекул и
надмолекулярных структур при этом в определен-
ных условиях могут существенно не изменяться;
при этом клетки микроорганизмов обратимо пере-
ходят в физиологически неактивную (дормант-
ную) форму [46–49]. Как известно, высушенные
препараты микроорганизмов (в том числе путем
лиофилизации) могут достаточно длительно хра-
ниться, и клетки в них остаются живыми, что ши-
роко используется в различных областях биотехно-
логии [50–52]. Следует, однако, отметить, что при
высушивании некоторых микроорганизмов воз-
можно протекание окислительно-восстановитель-
ных процессов, в том числе разрушительных – в
особенности при хранении сухих препаратов [53].
При этом метод ИКФС (наряду с другими инстру-
ментальными неразрушающими методами) может
быть весьма информативен для сравнительного
анализа общего макромолекулярного состава су-
хих клеток и последствий указанных процессов
[45, 47, 54–56].

Высушенные образцы микробной биомассы
могут быть исследованы методом ИКФС как в ре-
жиме НПВО, так и в режимах пропускания или
диффузного отражения (ДО) [3, 30, 42–45, 54, 56].
Методология ИКФС-ДО, хотя и требует специ-
альной приставки к прибору, позволяет исполь-
зовать сухую биомассу практически без дополни-
тельной пробоподготовки и в малом количестве
(в том числе без использования галогенидной
матрицы (KBr) для запрессовывания образцов).
При этом сравнительный анализ интенсивности
и положения полос (в целом совпадающих с по-
лосами поглощения ввиду того, что ИК-излуче-
ние, диффузно отраженное от поверхности по-
рошкообразного или шероховатого материала и
“собираемое” специальным вогнутым зеркалом,
содержит информацию о его поглощении в по-
верхностном слое) дает во многом ту же структур-
ную и количественную информацию, что и тра-
диционный режим поглощения [2, 43, 54, 57].

Экспериментально показано [30, 50], что для
исследования сухих микробных биомасс методом
ИКФС лиофилизация необязательна. Для прове-
дения достаточно информативного анализа впол-
не приемлемо высушивание биомассы, отмытой
от компонентов культуральной среды, на воздухе
(при комнатной температуре, в том числе для
ускорения процесса – в эксикаторе с водопогло-
щающим агентом, либо в сушильной камере при
небольшом нагревании, которое не должно пре-
вышать ~45–50°C, чтобы исключить процессы
термической денатурации клеточных белков) [3,
27, 30, 42–48, 54, 57, 58]. Отметим, что стадия от-
мывания биомассы клеток или биопленки от ком-
понентов, входящих в состав питательной среды (в
большинстве случаев это источники углерода –

соли карбоновых кислот или дрожжевой экстракт, а
также неорганические соли (включая фосфаты) ка-
лия, натрия, аммония и небольшого количества
микроэлементов – железа, кальция, магния, мо-
либдена и др.), является существенной: как пока-
зано в работе [59], для исключения вклада полос
указанных компонентов в ИК-спектр сухой био-
массы необходимо использовать более одной ста-
дии ее отмывания физиологическим раствором
(его лучше применять вместо воды для исключения
осмотического стресса для клеток). Помимо этого,
длительность высушивания (в зависимости от его
условий) должна быть достаточной (для не слиш-
ком малых количеств биомассы обычно исполь-
зуется высушивание “до постоянной массы”).

Рис. 1 иллюстрирует воспроизводимость ИК-
спектров биомассы (использованы несколько мил-
лиграммов) бактерий при высушивании на воздухе
при 45°C в течение 1.5 ч (что приводит к получению
визуально практически сухого образца) и в течение
23 ч (по данным [60]; все параллельно измеренные
спектры для сравнения интенсивностей пиков бы-
ли нормированы по интенсивности полосы амид-I
клеточных белков с максимумом ~1650 см–1). Ре-
зультаты показывают, что варианты образцов,
высушенных в течение 1.5 ч (рис. 1а), заметно
различаются (максимальные различия интенсив-
ностей полос достигают 20–39% в разных обла-
стях спектра), что указывает на наличие различ-
ных количеств остаточных следов воды в данных
образцах и ее неодинаковое влияние на полосы по-
глощения разных функциональных групп, в том
числе в области их перекрывания. Как известно
[33, 34, 37–40, 30, 58], вода в конденсированной
фазе обладает сильным поглощением в области
валентных колебаний водородосвязанных групп
O–H (широкая асимметричная область поглоще-
ния при ~3500–2500 см–1; в этой же области погло-
щают все OH-группы биомакромолекул, в первую
очередь полисахаридов) и ниже 1000 см–1 (широкая
интенсивная полоса с максимумом в области 600–
800 см–1; либрационные колебания H2O). Выше
отмечена также роль умеренно интенсивной поло-
сы поглощения в области деформационных (нож-
ничных) колебаний δ(H–O–H) около 1640 см–1,
перекрывающейся с областью колебаний амид-I
пептидных связей белков, что в данном случае
вносит дополнительные различия в ИК-спектры
при изучении недостаточно высушенного образ-
ца. (Заметим, однако, что при значительно более
тонком слое образцов биомассы полное высуши-
вание, достаточное для получения качественного
ИК-спектра, разумеется, может быть достигнуто
быстрее, за время порядка 1–2 ч [27, 58], даже при
комнатной температуре [45].)

Высушивание в течение 23 ч (рис. 1б) приво-
дило к удовлетворительному совпадению спек-
тров при параллельных измерениях. Таким обра-
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зом, указанный режим высушивания вполне подхо-
дит для подготовки не слишком малых количеств
клеточной биомассы или биопленок для сравни-
тельных ИК-спектроскопических анализов, осо-
бенно при необходимости проведения дополни-
тельных химических анализов их состава [59, 60].

Отметим также, что рис. 1б представляет со-
бой типичный пример спектра образцов сухой кле-
точной биомассы бактерий, в котором на фоне ши-
рокой области валентных колебаний OH-групп
ν(O–H) полисахаридов выделяются полосы ва-
лентных колебаний амидов ν(N–H) и характер-
ная область различных валентных колебаний
ν(C–H) алифатических групп (в первую очередь
симметричные (νs) и антисимметричные (νas) ко-
лебания групп –CH3 и –CH2–, представляющие се-
рию менее интенсивных полос в области ~3000–
2800 см–1) [59, 60]. Наиболее информативны ти-
пичные для всех белков полосы амид-I и амид-II
[3, 20, 23, 35, 36, 43, 61–63]; очень характерная по-

лоса валентных колебаний карбонильной группы
ν(C=O), в данном случае (около 1740 см–1) не-
большой интенсивности, отвечающая в основном
сложноэфирной группе (клеточные липиды, а так-
же синтезируемые и накапливающиеся в опреде-
ленных условиях резервные вещества класса слож-
ных полиэфиров – полигидроксиалканоатов, ПГА)
[3, 30, 42–44, 54, 57–60, 64–69]; область различных
колебаний полисахаридов и полисахаридсодержа-
щих биомакромолекулярных комплексов (~1200–
950 см–1) [3, 25, 30, 59, 60].

Использование тонкой пленки биомассы бак-
терий при измерениях ИК-фурье-спектров в ре-
жиме НПВО в процессе спонтанного высушива-
ния позволяет проследить не только за изменени-
ем в спектрах в процессе удаления воды (рис. 2а),
но и выявить различия в поведении внутрикле-
точного резервного биополимера – поли-3-гид-
роксибутирата (ПГБ) (рис. 2б, 2в). На рис. 2 при-
ведены ИК-спектры НПВО для бактерии Cupria-

Рис. 1. ИК-спектры образцов биомассы бактерии Azospirillum brasilense Sp7, высушенных при 45°C в течение (а) 1.5 ч и
(б) 23 ч (по три параллельных измерения с наложением спектров, нормированных по интенсивности полосы амид-I
клеточных белков). Спектры измерены в режиме пропускания в виде тонких пленок на дисках из ZnSe (рисунок под-
готовлен авторами с использованием данных, представленных в работе [60]).
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Рис. 2. ИК-спектры в режиме нарушенного полного внутреннего отражения (алмазная приставка с однократным от-
ражением) тонкой пленки биомассы бактерии Cupriavidus necator H16. (а) Измерения в процессе высыхания в течение
времени от 0 (спектр с наибольшими интенсивностями полос, отмеченных стрелочками) с интервалами 10 мин (про-
межуточные спектры) до 160 мин (спектр с наименьшими интенсивностями полос, отмеченных стрелочками); стре-
лочками отмечены характерные полосы колебаний воды. (б) Измерения в области 1800–1000 см–1 в процессе высы-
хания от 60 до 150 мин (с промежуточными спектрами с интервалом 10 мин) той же биомассы (контроль). (в) Измере-
ния в области 1800–1000 см–1 в процессе высыхания от 60 до 150 мин (с промежуточными спектрами с интервалом
10 мин) биомассы, предварительно подвергнутой термическому стрессу (80°C в течение 90 мин в фосфатном буфер-
ном растворе с pH 7.4); основные изменения в спектрах, связанные с кристаллизацией резервного вещества (поли-3-
гидроксибутирата), указаны стрелочками. (Рисунок подготовлен авторами с использованием данных, представлен-
ных в работе [58]).
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vidus necator, являющейся важным продуцентом
ПГБ, накапливающим его до 90% от сухой био-
массы [69], в процессе спонтанного удаления во-
ды (по данным [58]). Из данных рис. 2б (увели-
ченная по масштабу часть рис. 2а со спектрами,
измеренными в интервале от 60 до 150 мин) вид-
но, что после 60 мин спонтанного высушивания
вплоть до 2.5 ч изменения, наблюдаемые в наиболее
информативной части спектра (1800–1000 см–1),
незначительны; в частности, полосы поглощения
практически не меняют своего положения. Тем
не менее аналогичный спектр для той же биомас-
сы, предварительно подвергнутой термическому
стрессу (80°C в течение 90 мин в фосфатном бу-
ферном растворе с pH 7.4), показал, что в процес-
се удаления воды полосы ПГБ претерпели изме-
нения (рис. 2в). Указанный сдвиг полосы ν(C=O)
(от 1734 до 1719 см–1) и соответствующие измене-

ния в области колебаний C–C–O сложноэфир-
ной группы ПГБ (1300–1200 см–1) свидетельствуют
о протекании спонтанной кристаллизации биопо-
лимера [58]. Авторы работы [58] на основании на-
блюдения за морфологическими изменениями
клеток C. necator при указанной гидротермической
обработке с последующим высушиванием связыва-
ли эти изменения степени кристалличности с коа-
гуляцией гранул биополимера и удалением из них
следов воды, играющей роль “пластификатора”.
(Отметим также, что сравнение рис. 2б и 2в
показывает отчетливое изменение формы полос
клеточных белков, в особенности полосы амид-I
около 1650 см–1, очевидно, связанное с
денатурацией белков при термической обработке
(см. рис. 2в)).

В ряде случаев при ИК-спектроскопических
исследованиях небольших количеств биомассы

Рис. 3. ИК-спектры образцов высушенной биомассы бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245. Измерения проведены
(а) в режиме диффузного отражения (1) в виде порошка без применения KBr и (2) после измельчения с KBr [66]; (б) в
режиме пропускания в виде пленки на поверхности диска из ZnSe (1) без измельчения сухой биомассы и (2) после ее
измельчения [60]. Полосы, для которых наблюдаются наибольшие сдвиги частот максимумов, выделены штриховкой
(рисунок подготовлен авторами с использованием данных, представленных в работах [60, 66]).
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до сих пор используется прессование перетертых
и смешанных с порошком KBr сухих образцов в
специальные таблетки при измерениях в
режиме пропускания [30, 39, 45], а также без прес-
сования – для использования метода ИКФС-ДО
(см. работу [66] и цитируемые в ней публикации).
Однако специальное исследование на примерах
различных биологических образцов, включая вы-
сушенную микробную биомассу, показало [66],
что растирание биомассы с KBr (даже без прессо-
вания) приводит к сдвигам максимумов основ-
ных полос ряда полярных функциональных
групп.

На рис. 3а представлены ИК-фурье-спектры,
полученные в режиме ДО, для порошка сухой
биомассы бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245
(выращенной в условиях, соответствующих на-
коплению в клетках резервного материала – ПГБ
[66], гомополимера, характерного для азоспирилл
[42, 43, 54, 57]), в том числе после измельчения с
KBr. Как видно из спектроскопических данных,
основные полосы ПГБ – ν(C=O) (около 1740 см–1)
и колебания C–C–O (около 1300 см–1) сложно-
эфирного фрагмента – после измельчения в при-
сутствии KBr сдвигались соответственно с 1746 до
1728 см–1 и с 1300 до 1285 см–1, т.е. на 18 и 15 см–1.
Такое значительное смещение максимумов по-
лос, которые, как известно, чувствительны к степе-
ни кристалличности ПГБ [43, 58, 60, 67], свидетель-
ствует об индуцируемом данным механическим
воздействием (в присутствии полярной матрицы
KBr) процессе кристаллизации клеточного ПГБ,
изначально присутствующего в клетках в виде
аморфных гранул [66, 68].

Важно отметить, что для сухой биомассы A. bal-
daniorum Sp245, выращенной в отличающихся
условиях (с меньшим накоплением ПГБ), про-
цесс измельчения в отсутствие KBr приводил к
аналогичному по направлению, хотя и меньшему
по величине сдвигу указанных полос (8 см–1 для
полосы ν(C=O) около 1740 см–1 [60]) (рис. 3б).
Для остальных полос в спектрах на рис. 3 положе-
ние максимумов практически не изменялось в
пределах инструментальной погрешности прибо-
ра (±2–4 см–1), хотя на рис. 3а (в случае более
“жесткого” воздействия полярной матрицы KBr)
можно также заметить некоторые изменения
формы полос амид-I и амид-II.

Таким образом, для анализа in situ нативных
внутриклеточных биополимеров (без их выделе-
ния) методом ИКФС следует учитывать возмож-
ное влияние подобных воздействий при пробо-
подготовке [60]. При этом в процессе кристалли-
зации ПГБ (и других ПГА) форма и ширина
полосы ν(C=O), которая наиболее удобна для ко-
личественного анализа in situ данного биополи-
мера (и других полигидроксиалканоатов [3, 67]),
могут в существенной степени меняться (см., на-
пример, рис. 2в). В этом случае, как показано в
работе [68], более точное определение и сравне-
ние содержания ПГБ в биомассе клеток следует
проводить с учетом не интенсивности (высоты)
пика ν(C=O), а его площади.

ОСОБЕННОСТИ ИНТЕРПРЕТАЦИИ 
ИК-СПЕКТРОСКОПИЧЕСКИХ ДАННЫХ 

ПРИ АНАЛИЗЕ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ 
ОБЪЕКТОВ

Одной из важнейших характеристик метода
ИКФС является его чувствительность не только к
структуре и количественному содержанию опре-
деленных соединений (в биологических образцах
это соответствует наличию определенных функ-
циональных групп в биомакромолекулах и над-
молекулярных биоорганических комплексах), но
и к различным внутри- и межмолекулярным вза-
имодействиям [3, 19]. Последние, как известно,
играют важнейшую роль в поддержании нативной
структуры биомакромолекул и их функциональной
активности. Эта чувствительность ИКФС, с одной
стороны, может в значительной степени затруд-
нять интерпретацию спектроскопических дан-
ных, поскольку под воздействием внутри- и меж-
молекулярных взаимодействий (в первую оче-
редь, водородных связей) энергия молекулярных
колебаний и, соответственно, частота полос опре-
деленных функциональных групп может менять-
ся; могут также появляться дополнительные поло-
сы в спектре. С другой стороны, в этом заключается
существенное преимущество метода, позволяюще-
го данные взаимодействия детектировать и иссле-
довать в неразрушающем режиме in situ и in vivo [3,
19, 30]. Указанные физико-химические закономер-
ности метода ИКФС, а также перекрывание диапа-
зонов частот, характерных для различных функцио-
нальных групп, являются основной сложностью,

Таблица 2. Химический состав (содержание компонентов, мас. %) липополисахарида (ЛПС), выделенного из
клеток, матрикса биопленки (МБ) и его фракций (МБ1 и МБ2), полученных хроматографическим разделением
матрикса, а также полисахаридной фракции матрикса биопленки (МБ3), полученной его мягким кислотным
гидролизом, бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245 (по данным [59])

Компонент ЛПС МБ МБ1 МБ2 МБ3

Общие сахара 55.4 ± 4.5 9.1 ± 1.0 42.1 ± 3.4 10.4 ± 1.8 62.3 ± 4.8
Белки – 67.4 ± 0.4 18.7 ± 1.5 53.2 ± 3.7 –
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требующей определенного опыта и квалификации
исследователя. Этим объясняется тот факт, что ме-
тод ИКФС, давно использующийся в области мате-
риаловедения в качестве рутинного инструмента, в
науках о жизни, включая микробиологию, до сих
пор не стал рутинным, несмотря на постоянно рас-
тущее число работ с его применением.

Помимо анализа характерных интенсивных по-
лос, в первую очередь тех, которые не перекрыва-
ются с другими полосами колебаний (таких как об-
суждавшаяся выше полоса ν(C=O) около 1740 см–1,
характерная для сложных полиэфиров класса
ПГА [3, 43, 57–60, 66–68]), более слабые полосы
в ИК-спектрах, например, в области различных
колебаний ν(C–H) алифатических групп (~3000–
2800 см–1), также могут дать ценную информа-
цию, особенно в совокупности с данными других
методов или результатами химического анализа.
В качестве примера рассмотрим ИК-фурье-спек-
тры образцов двух фракций матрикса биопленки
бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245, получен-
ных его хроматографическим разделением (рис. 4),
характеризующихся различным распределением
молекулярных масс макрокомпонентов (80–40 кДа
для МБ1 и 35–20 кДа для МБ2; табл. 2) [59].

В первую очередь из спектров на рис. 4 следу-
ет, что поглощение в полисахаридной области ко-
лебаний (~1200–950 см–1) для фракции МБ1 зна-
чительно более интенсивно, чем для МБ2. Это хо-
рошо соответствует данным химического анализа
(см. табл. 2), показывающим, что общее содержа-
ние сахаров в МБ1 в четыре раза выше, чем в МБ2.
Поскольку углеводная часть данных фракций пред-
ставлена липополисахаридом [59, 70], этому вполне
соответствует более заметное плечо на спектре
фракции МБ1 в области колебаний ν(C=O) около
1740 см–1.

Следует специально отметить, что в сложных
полиэфирах класса ПГА (и, в частности, ПГБ)
каждая единица мономера содержит карбониль-
ную группу, и при его накоплении в заметных ко-
личествах полоса ν(C=O) в ИК-спектрах стано-
вится заметной даже в микробной биомассе [3,
57, 66–68]. В отличие от этого, в составе липи-
дов мольная доля сложноэфирного фрагмента
[–(C=O)–O–] невелика (см., например, вставку на
рис. 4); кроме того, содержание липидов в клетке
бактерий обычно порядка 10% (см. табл. 1). В резуль-
тате при отсутствии накопления ПГА в ИК-спектрах
клеточной биомассы полоса ν(C=O) около 1740 см–1

Рис. 4. ИК-спектры двух фракций матрикса биопленки бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245, полученных его хро-
матографическим разделением: (1) МБ1 и (2) МБ2 (см. табл. 2; по данным [59]). Стрелочками отмечены характерные
полосы симметричных (νs) и антисимметричных (νas) валентных колебаний групп –CH3 и –CH2–, ν(C=O) сложно-
эфирного фрагмента, а также характерная область колебаний полисахаридов (ПС). Во вставке показана структурная фор-
мула липида А липополисахарида, типичного для азоспирилл [70] (с выделенными овалом областями амидных связей
(C=O)–HN). (Рисунок подготовлен авторами с использованием данных, представленных в работах [59, 70]).
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липидных компонентов представлена в виде очень
слабого (часто малозаметного) плеча у левого крыла
полосы амид-I клеточных белков [3, 68].

Из рис. 4 также видно, что в целом область более
слабых колебаний алифатических групп ν(C–H)
(3000–2800 см–1) для фракции МБ1 также замет-
но интенсивнее (вклад в нее вносят алифатиче-
ские группы не только липидов, но и боковых це-
пей аминокислотных остатков белков и других
биомолекул). Более того, сравнение этой области
для фракций МБ1 и МБ2 показывает, что для МБ1
относительная интенсивность обеих полос валент-
ных колебаний метиленовых групп νas(CH2) и
νs(CH2) по сравнению с соответствующими коле-
баниями концевых метильных групп νas(CH3) и
νs(CH3) значительно выше, чем для МБ2. Это на-
ходится в полном соответствии с повышенным
содержанием сахаров (представленных в составе
липополисахарида, ЛПС) в МБ1 по сравнению с
МБ2 (см. табл. 2), поскольку липидная часть ЛПС
содержит длинные алифатические цепи жирно-
кислотных остатков (см. вставку на рис. 4).

Таким образом, тщательный анализ различ-
ных областей ИК-спектра даже для таких много-
компонентных и неоднородных по составу объек-
тов, как микробные клетки, биопленки и их макро-
составляющие, измерение которого значительно
менее трудоемко, чем проведение химических ана-
лизов, может дать ценную информацию об относи-
тельном макромолекулярном составе образцов.

Что касается анализа состава матрикса биоплен-
ки, необходимо отметить еще один важный момент.
Для полисахаридной фракции матрикса, получен-
ной его мягким кислотным гидролизом [59], в
ИК-спектре данной фракции (МБ3; см. также
табл. 2) присутствуют характерные полосы в об-
ласти амид-I и амид-II при 1638 и 1545 см−1 соот-
ветственно (рис. 5). При этом как по данным хими-
ческого анализа (табл. 2), так и по результатам элек-
трофореза в полиакриламидном геле (SDS-PAGE)
в составе данной фракции белок отсутствует, а
полисахарид представлен в составе ЛПС [59] (в
левом крыле широкой полосы амид-I на рис. 5
выше 1700 см–1 можно заметить вклад колебаний
ν(C=O), соответствующих ЛПС, сложноэфирных
фрагментов [–(C=O)–O–]; см. вставку к рис. 4).
В данном случае появление полос амид-I и амид-II
в отсутствие белковых макрокомпонентов объяс-
няется наличием амидных связей в липиде А в
составе ЛПС (см. вставку к рис. 4; амидные свя-
зи [–NH–(C=O)–] выделены овалом). Этот факт
необходимо учитывать при анализе спектроскопи-
ческих данных сложных (микро)биологических об-
разцов.

Отметим также, что полоса амид-I на рис. 5
имеет максимум при 1638 см−1. Вероятно, с этим
может быть связано расщепление полосы амид-I
в спектре фракции МБ1 (см. рис. 4, спектр 1), ко-

торая, помимо белка (ему соответствует обычная
полоса амид-I с максимумом при 1654 см–1, ха-
рактерным для α-спирали [3, 20, 23, 35, 36]), содер-
жит также значительную долю ЛПС (см. табл. 2 по
содержанию сахаров в составе ЛПС), с появлени-
ем соответствующего ему “амидного” пика с мак-
симумом при 1635 см–1.

В заключение необходимо заметить, что вме-
сте с ростом числа публикаций, в которых метод
ИКФС в разных вариантах с успехом применяет-
ся для исследования микроорганизмов и иных био-
логических объектов, нередко в работах встречают-
ся неточности как методологического характера
(их обычно легко различить по нехарактерной для
данных объектов форме спектров и (или) относи-
тельной интенсивности типичных пиков [71], на-
личию сильного дублета CO2 около 2350 см–1

(см. [72]), заметного, например, в работе [73],
свидетельствующего о недостаточной продувке
камеры спектрометра для удаления CO2 и воз-
можных сопутствующих паров воды [27], и др.),
так и интерпретации спектроскопических дан-

Рис. 5. ИК-спектр полисахаридной фракции матрик-
са биопленки бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245,
полученной его мягким кислотным гидролизом
(МБ3; см. табл. 2; по данным [59]). Стрелочками от-
мечены полосы амид-I и амид-II, а также характерная
область колебаний полисахаридов (ПС). (Рисунок
подготовлен авторами с использованием данных,
представленных в работе [59]).
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ных. В качестве примера можно привести отнесе-
ние авторами работы [74] в ИК-спектре биопленки
бактерии Acinetobacter baumannii аналогичного сла-
бого дублета CO2 при 2352 см–1 к “изоцианату”.

В ИК-спектрах выделенных авторами
работы [75] образцов ПГБ и его сополимера с по-
ли-3-гидроксивалератом наряду с типичными
полосами ПГА (в частности, наиболее интенсив-

Рис. 6. ИК-спектры (а) сухой биомассы бактерии Aquabacterium commune (1) в виде биопленки, сформированной на
поверхности нержавеющей стали в течение 100 ч, и (2) в виде планктонной культуры, выделенной из той же среды
культивирования (измерения проведены методом микро-ИКФС в режиме отражения [45]); (б) тонкой пленки поли-
3-гидроксибутирата (ПГБ), выделенного из биомассы бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245 [66] (измерения про-
ведены в режиме пропускания), а также (в) электронные микрофотографии клеток Aquabacterium commune (масштаб-
ная линейка 1 мкм) [77]. На рисунке (а) стрелочками показаны положения полос, соответствующих полосам ПГБ на ри-
сунке (б); двумя более крупными темными стрелками обозначены области основных полос ПГБ, соответствующих ко-
лебаниям связей C=O (около 1740 см–1) и C–O–C (около 1290 см–1) сложноэфирного фрагмента, чувствительных к
степени кристалличности ПГБ [66–68]. На рисунке (в) на изображениях клеток видны включения полифосфата (тем-
ные) и крупные гранулы полигидроксиалканоатов (белые) [77]. (Рисунок подготовлен авторами с использованием
данных, представленных в работах [45, 66, 77]).
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ной полосой ν(C=O) при 1729 см–1) присутствуют
также интенсивные полосы амид-I и амид-II при
~1648 и 1547 см–1, а также широкая интенсивная
полоса в области ν(O–H) (~3500–3000 см–1). Эти
данные указывают на очевидную недостаточную
очистку биополимеров от биомассы клеток и (или)
ее макрокомпонентов. Аналогичная ошибка до-
пущена авторами работы [76], в которой в ИК-
спектре, как указано в подписи к рисунку, выде-
ленного из биомассы бактерии Bacillus cereus об-
разца ПГБ имеются интенсивные полосы, харак-
терные для белков (включая амид-I и амид-II при
~1634 и 1533 см–1). При этом практически отсут-
ствует полоса ν(C=O) в области ~1740 см–1, что
ставит под сомнение наличие “выделенного” ав-
торами [76] биополимера в образце.

Авторы замечательного по информативности
сравнительного исследования различных режимов
измерения ИК-фурье-спектров образцов бактерии
Aquabacterium commune [45] при интерпретации
данных описывали асимметричную полосу по-
глощения ν(C=O) значительной интенсивности в
области 1739–1725 см–1, сравнимой по величине с
полосами белков (амид-I и амид–II), как отвеча-
ющую мембранным липидам и жирным кисло-
там. Такая интерпретация, на наш взгляд, не со-
ответствует физиологичному составу клеток (в
частности, содержанию липидов), поскольку по-
лоса ν(C=O) такой интенсивности в клетках бак-
терий наблюдается лишь при накоплении значи-
тельных количеств резервных сложных полиэфи-
ров (ПГА) [3, 66–68]. В статье с первым описанием
данной бактерии [77] упоминалось, что она со-
держала ПГА в качестве резервных биополимеров,
причем на опубликованных в статье [77] микрофо-
тографиях этой бактерии и других описанных ви-
дов Aquabacterium видны достаточно крупные
множественные гранулы ПГА. (Отметим, что ав-
торы работы [45] выращивали культуру A. com-
mune на той же среде и в условиях, аналогичных
указанным в работе [77], поэтому общий состав и
морфология клеточной биомассы должны быть
аналогичными.) Сравнение ИК-спектров сухих
биомасс (биопленки и планктонной культуры) бак-
терии A. commune [45] и выделенного из клеток бак-
терии Azospirillum baldaniorum (ранее известна как
A. brasilense) чистого образца ПГБ [66] (рис. 6а–
6б) показывает, что все основные полосы, харак-
терные для ПГБ (и других ПГА [65, 67]), присут-
ствуют в спектрах бактериальных биомасс A. com-
mune (кроме того, крупные гранулы ПГА видны на
микрофотографиях клеток бактерии [77]; рис. 6в).
При этом важно также подчеркнуть, что основные
изменения формы полос на рис. 6а (спектры 1 и 2
биомасс A. commune) соответствуют двум основ-
ным областям колебаний ПГБ, чувствительным к
степени его кристалличности (выделены на
рис. 6а крупными темными стрелками).

В публикациях встречались, к сожалению, и бо-
лее существенные ошибки. Так, в работах [78, 79]
ИК-фурье-спектры биогенных наночастиц селе-
на микробного происхождения, измеренные в ре-
жиме поглощения (с максимумами, направлен-
ными вверх), были представлены в координатах
пропускания по оси ординат (с описанием миниму-
мов на спектрах вместо пиков) и, соответственно, с
неверной интерпретацией. Следует тем не менее
заметить, что в обоих случаях были опубликова-
ны исправления (соответственно [80, 81]).

Из приведенных сведений об имеющихся в ли-
тературе неточностях, допущенных при проведе-
нии измерений и интерпретации полученных дан-
ных, можно сделать следующие основные выводы.
Поскольку метод ИКФС, особенно при наличии
современных приборов и аксессуаров, зачастую
не требует особо сложной пробоподготовки даже
для микробиологических образцов, эта кажущая-
ся “простота” может отвлекать от необходимости
строгого соблюдения рекомендуемых в руковод-
ствах [3, 27, 30] основных этапов подготовки при-
бора и образцов. Сам метод, однако, достаточно
“коварен” – в том смысле, что при неправильных
измерениях и (или) подготовке образцов ИК-
спектр всегда удается получить, но он может не
соответствовать реальной структуре и составу ис-
следуемой системы. Тем не менее эти методоло-
гические нюансы достаточно просто учесть. Наи-
важнейшей частью исследования после получения
адекватных экспериментальных ИК-спектров яв-
ляется именно их интерпретация, требующая
значительной квалификации, опыта и наблюда-
тельности. Выше уже отмечались сложность и
высокая информативность ИК-спектров биоло-
гических образцов, связанные как с возможным
перекрыванием областей (величин энергии) ко-
лебаний различных функциональных групп био-
молекул, так и с их чувствительностью к межмо-
лекулярным и внутримолекулярным взаимодей-
ствиям. Таким образом, при интерпретации данных
важно принимать во внимание многозначность
информации, заключенной в спектрах. При этом,
разумеется, обязательно следует учитывать и на-
личие разных типов колебаний (валентные, раз-
личные типы деформационных, симметричные и
асимметричные колебания и др.), что особенно
важно для многоатомных функциональных групп.
Эти “отпечатки” следует фиксировать в анализиру-
емых спектрах с учетом их относительной интен-
сивности, которая может в значительных пределах
меняться, в том числе в зависимости от межмолеку-
лярных взаимодействий, состояния образца, усло-
вий его получения и т.д.

* * *
В настоящем мини-обзоре на отобранных ав-

торами примерах из литературы, опубликован-
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ных в основном в последние 10–15 лет, рассмот-
рена важность основных этапов пробоподготовки
микробиологических образцов, и в первую очередь
биомассы клеток и биопленок. Особо отмечены
возможности изменения нативного состояния ис-
следуемой системы при подготовке проб (высуши-
вание, измельчение и др.). Таким образом, хотя ме-
тод ИКФС является неразрушающим (не изменяю-
щим состав образца) и в значительной степени
неинвазивным (не влияющим на его химическую и
морфологическую структуру), важно соблюдать это
правило также при отборе и подготовке образцов.
Рассмотрены некоторые важные особенности ин-
терпретации спектрохимических данных, возмож-
ности сравнительных количественных оценок со-
держания макрокомпонентов при анализе относи-
тельных интенсивностей характерных колебаний.
Приведены примеры некоторых типичных методо-
логических и аналитических неточностей и оши-
бок, встречающихся в литературе по изучению мик-
робиологических объектов методом ИКФС, про-
анализированы их причины; даны рекомендации
для обеспечения правильной подготовки и про-
ведения ИК-спектроскопического биоанализа.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда (грант 22-26-00142).
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Создание функциональных материалов на ос-
нове редкоземельных элементов (РЗЭ) – важное
направление развития науки и техники, неотъем-
лемая часть атомной, химической, авиационной,
медицинской, оптической отраслей производ-
ства [1–3]. Качество и эффективность примене-
ния данных материалов напрямую зависят от их
химического состава, структуры и свойств [4–6].
Первичным в этой триаде является химический
состав, который необходимо контролировать, на-
чиная с исходных чистых соединений [7–9].

Чистота материала может быть оценена раз-
ными способами – “академическим”, т.е. по-
средством определения полного примесного со-
става и вычитания суммы содержаний примесей
из 100%; по содержанию металлов, газообразую-
щих примесей и т.д. Но для целей химической ди-
агностики функциональных материалов наибо-
лее востребованным подходом является оценка

“целевой” чистоты, что подразумевает определе-
ние примесей, оказывающих наиболее значимое
влияние на конечные эксплуатационные харак-
теристики материала.

Для контроля содержания примесей в РЗЭ и
их соединениях традиционно использовались мето-
ды атомно-эмиссионного, атомно-абсорбцион-
ного, химико-спектрального, люминесцентного,
нейтронно-активационного, колориметрическо-
го, спектрофотометрического, ионометрическо-
го, полярографического, вольтамперометриче-
ского и турбидиметрического анализа [10, 11].
Оборудование, с помощью которого разрабаты-
вали эти методики в семидесятых годах, устарело,
а впоследствии претерпело серьезные изменения,
повлиявшие как на физико-химические процес-
сы при анализе, так и на метрологические характе-
ристики. Такие методы, как колориметрический,
ионометрический, вольтамперометрический и тур-
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бидиметрический уже практически не использу-
ются для решения перспективных задач.

Обзор актуальной современной литературы по-
казывает, что для определения химического состава
веществ и материалов на основе редкоземельных
элементов применяют методы масс-спектрально-
го [12–14], спектрального [15–19] и ядерно-физи-
ческого [20–22] анализа. Спектральные и масс-
спектральные методы анализа имеют схожие огра-
ничения – матричное влияние и спектральные ин-
терференции, которые в случае РЗЭ значимы [23].
Методы дугового атомно-эмиссионного анализа
(ДАЭА) и рентгенофлуоресцентной спектромет-
рии имеют преимущество в связи с возможно-
стью анализа твердых образцов и отсутствием не-
обходимости перевода пробы в раствор. Однако
для точного определения необходимо изготовле-
ние образцов сравнения, что в случае функцио-
нальных материалов может быть затруднено. При
использовании методов с растворением пробы
(масс-спектрометрии с индуктивно связанной
плазмой и атомно-эмиссионной спектрометрии с
индуктивно связанной плазмой (АЭС-ИСП)) мож-
но строить градуировочные зависимости с ис-
пользованием водных растворов. Применение
ядерно-физических методов анализа, в том числе
нейтронно-активационного, для анализа РЗЭ
осложнено необходимостью длительного облуче-
ния пробы из-за высокого сечения радиационно-
го захвата тепловых нейтронов ядрами лантанои-
дов, низкой производительностью и интерферен-
циями от побочных реакций. Все эти сложности
приводят к тому, что на практике данный вид
анализа применяется крайне редко для исследо-
вания материалов на основе РЗЭ.

Исходя из указанных ограничений прямых ме-
тодов, необходимы исследование и разработка
способов химического преобразования пробы.
На основании оценки большого количества мето-
дов разделения и концентрирования примени-
тельно к аналитическим объектам, содержащим
редкоземельные металлы [24], можно сделать вы-
вод, что наиболее распространенными подходами
являются жидкостная экстракция и хроматогра-
фия. Также применяют сорбцию, мицеллярную
экстракцию и соосаждение. Что касается ДАЭА,
химико-спектральные решения включают в себя
отгонку матрицы и сорбционное извлечение с
прямым анализом сорбционного концентрата.

Наиболее рациональным способом концен-
трирования примесей для дальнейшего ДАЭА яв-
ляется отделение основы. Так, например, для сни-
жения пределов определения в высокочистом
германии и его оксидах используют выпаривание
основы в виде GeCl4 в специальных вкладышах в
микроволновой печи с последующим определе-
нием примесей в остатке [25]. При анализе триок-
сида вольфрама применяли отгонку основы пробы

в виде летучих оксохлоридов вольфрама, образую-
щихся при взаимодействии WO3 с парами четырех-
хлористого углерода, с последующим анализом
концентрата дуговой атомно-эмиссионной спек-
трометрией [26]. Такой же подход использовали
для анализа триоксида молибдена [27] и оксида
висмута [28]. Описаны [29] способы выпаривания
матрицы селена непосредственно на графитовом
порошке с дальнейшим дуговым спектральным
определением. К сожалению, соединения РЗЭ не
обладают летучестью, способы отгонки матрицы
для таких материалов не подходят.

Перспективным и приемлемым способом кон-
центрирования является сорбционное извлечение с
последующим определением примесей в фазе
сорбента. Удобнее всего использовать сорбенты,
не обладающие многолинейчатым спектром, т.е.
на основе органической матрицы. К таким сор-
бентам относятся пенополиуретан [30] и силика-
гель [31]. Однако сильнокислые иониты обладают
низкой избирательностью, работа со слабокислыми
катионитами осложнена ограниченным диапазо-
ном кислотности, высокоселективные сорбенты
обладают невысокой сорбционной емкостью и не
всегда отвечают заданным требованиям [32]. Ис-
пользование активированных углей также огра-
ничено низкой сорбционной емкостью [33]. Все
преимущества природных сорбентов не оправды-
ваются вследствие сложности работы с ними и
низкой устойчивостью в кислых средах [34–36].
Сорбционная емкость сорбента D-001, являюще-
гося макропористой катионообменной смолой с
полистирольной матрицей и сульфокислотными
активными группами, в присутствии кальциевой
матрицы снижается [37, 38]. Использование суль-
фокислотного полистиролового катионита Am-
berlite IRC-120 ограничено в концентрированной
матрице, так как наблюдается снижение сорбци-
онного извлечения в присутствии натрия [32].

Интерес представляют S-содержащие и S,N-со-
держащие сорбенты, которые ранее применяли для
улучшения метрологических характеристик
как ДАЭА [39–42], так и других аналитических
методов [43–45]. Эта группа сорбентов, в
частности на основе политиоэфира [46] и полиэти-
ленамина [47, 48], исторически использовалась
для концентрирования цветных, тяжелых и плати-
новых металлов. Преимущество S,N-содержащих
сорбентов заключается в возможности образования
связей со многими элементами, иногда для этого
необходимо введение дополнительных реагентов
[49–51]. Благодаря такому приему можно расши-
рить возможности применения S,N-содержащих
сорбентов.

Цель работы – исследование и разработка ме-
тодического подхода к предварительному сорбци-
онному концентрированию примесей в материалах
на основе РЗЭ и дальнейшему прямому дуговому
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атомно-эмиссионному анализу сорбционного кон-
центрата.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Аппаратура. Для взятия навесок применяли

весы лабораторные ВЛ-224В (Госметр, Россия).
Смесь стандартных образцов и сорбционного
концентрата высушивали с использованием
ИК-сушки TROMMELBERG IR 1 ECONOMY
(TROMMELBERG, Германия). Для обеспечения
постоянной температуры сорбции пробирки поме-
щали в ультразвуковую ванну с механическим тай-
мером и подогревом ОДА Сервис 2 л ODA-MH20
(ОдаСервис, Россия) без включения ультразвука.
Для растворения проб использовали нагреватель-

ную поверхность ПН-400 (ОАО “Электропри-
бор”, Россия) и лабораторную систему MARS 6
(CEM Corp., США).

Извлеченные примеси в фазе сорбента опреде-
ляли с использованием атомно-эмиссионного ком-
плекса “Гранд-Глобула” (ВМК-Оптоэлектроника,
Россия), оснащенного многоканальным анализа-
тором эмиссионных спектров МАЭС, спектро-
аналитическим генератором “Шаровая молния”,
штативом “Глобула”. Рабочие параметры прибо-
ра указаны в табл. 1. Полученные спектры обраба-
тывали в программном обеспечении “Атом 3.3”.
Графитовые электроды готовили к работе с исполь-
зованием устройства Кратер-2М (ВМК-Оптоэлек-
троника, Россия).

Таблица 1. Рабочие параметры атомно-эмиссионного комплекса “Гранд-Глобула”

Параметр Значение

Рабочий спектральный диапазон, нм:
• 1-й непрерывный диапазон (полихроматор высо-

кого разрешения F = 1000 мм, 0.4 нм/мм)
195–350

• 2-й непрерывный диапазон (полихроматор высо-
кого разрешения F = 1000 мм, 1 нм/мм)

350−700

Ширина входной щели, мкм 7
Спектральное разрешение, нм 0.012
Обратная линейная дисперсия, нм/мм 0.4
Минимальное время экспозиции, мс 3

Таблица 2. Рабочие параметры атомно-эмиссионного спектрометра ICAP PRO XP

* Для учета спектральных наложений от матричного элемента на линии определяемых элементов использовали метод мате-
матической коррекции с применением коэффициентов наложения.

Параметр Значение

Выходная мощность генератора, Вт 1300
Диапазон длин волн, нм 167−852
Скорость плазмообразующего потока аргона, л/мин 15
Скорость вспомогательного потока аргона, л/мин 0.35
Скорость распылительного потока, л/мин 0.5
Скорость перистальтического насоса, об./мин 60
Диаметр капилляров для перистальтического насоса, мм 0.64
Высота наблюдения в радиальном режиме, мм 10
Диаметр инжектора, мм 2
Тип пневматического распылителя SeaSpray Nebulizer, Glass Expansion
Тип распылительной камеры Cyclonic Spray Chamber, Glass Expansion
Аналитические линии определяемых элементов при 
анализе Er2O3, нм

As 189.042, Bi 190.234*, Cu 217.894, Se 196.090, Te 200.202, 
Mo 204.598, Sb 217.581, Sn 226.891, Ti 336.121, Zr 349.621

Аналитические линии определяемых элементов при 
анализе Nd2O3 и NdFeB, нм

As 193.759, Bi 223.061, Cu 219.958, Se 196.090, Te 225.902, 
Mo 281.615, Sb 217.581, Sn 175.790, Ti 337.280, Zr 267.863*

Аналитические линии определяемых элементов при 
анализе Sm−Co, нм

As 228.812, Bi 222.822, Cu 327.396, Se 196.090, Te 182.215*, 
Mo 203.844, Sb 259.805, Sn 283.999, Ti 336.121, Zr 257.139
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Сорбционное извлечение контролировали с ис-
пользованием АЭС-ИСП-спектрометра ICAP PRO
XP (Thermo Electron Corp., США), рабочие пара-
метры которого представлены в табл. 2. Аналити-
ческие линии, по которым определяли целевые
примеси, указаны в табл. 3.

Реагенты и материалы. Применительно к зада-
чам данной работы выбрали тиоэфирный и ами-
нотиоэфирные полимерные сорбенты (схема 1).
Их выбор обусловлен высокой сорбционной емко-
стью по отношению к ряду элементов [52], эффек-
тивным установлением координационных связей

между металлом и сорбентом. Сорбент ПТЭ отно-
сится к классу политиоэфиров. Сорбенты АМ,
ЭД и ТОЛ − полиаминотиоэфиры на основе ам-
миака, этилендиамина и п-толуидина соответ-
ственно. Сорбенты синтезированы в Государствен-
ном научно-исследовательском и проектном ин-
ституте редкометаллической промышленности
(АО “Гиредмет”). Тиоэфирные сорбенты синтези-
ровали взаимодействием формальдегида и газооб-
разного сероводорода/сульфида натрия [52]. Для
введения атома азота в структуру сорбента во время
синтеза добавляли этилендиамин. В случае ТОЛ
вместо этилендиамина использовали н-толуидин.

CH2 S n

ПТЭ ЭД

CH2 CH2 NN

CH2 S CH2n

CH2 S CH2n

m

АМ

CH2 CH2 NN

m

S

CH2 CH2 NS

CH2 CH2 NS

ТОЛ

C7H7 N

m

CH2 CH2 N

C7H7

S
CH2 S CH2 n

CH2 CH2 N

C7H7

S
CH2 S CH2 n

n CH2

CH2n

Схема 1. Изучаемые S-содержащий и S,N-содержащие 
сорбенты.

Модельные смеси готовили из стандартных рас-
творов эрбия, неодима, самария, кобальта, железа
(High-Purity Standards, США) с концентрацией
10000 мг/л и стандартного раствора бора (High-Pu-
rity Standards, США) с концентрацией 1000 мг/л.

Для определения сорбционной способности сор-
бента использовали стандартные одноэлемент-
ные и многоэлементные растворы производства
High-Purity Standards (США) с концентрацией
1000 мг/л. Применяли азотную кислоту марки оc. ч.
по ГОСТ 11125-84; соляную кислоту марки ос. ч.
по ГОСТ 14261-77.

Использовали одноразовые пробирки из по-
липропилена объемом 15 и 50 мл (Corning, США),
фильтры “белая лента” (ОАО “Завод Химреактив-
комплект”, Россия), воронки стеклянные В-56-80
(ПАО “Химлаборприбор”, Россия).

Электроды изготавливали из графитовых стерж-
ней ОСЧ-7-3 диаметром 6 мм. В качестве спек-
трального буфера использовали графитовый поро-
шок особой чистоты (ОСЧ 8-4) по ГОСТ 23463-79.
В качестве носителей применяли Ga2O3 (99.999%,
Редкийметалл.рф, Россия), GeO (99.99%, Химкрафт,
Россия), NaCl (ОСЧ 6-4 по ТУ 6-09-3658-74), KCl
(х. ч. по ГОСТ 4568-95), NaF (99.97%, Химкрафт,
Россия), NaI (99.99%, Ланхит, Россия). Стандарт-
ные образцы для построения градуировочной за-
висимости изготавливали с использованием CuO

Таблица 3. Аналитические линии элементов в атомно-
эмиссионных спектрах с индуктивно связанной плазмой

* Для учета спектральных наложений от эрбия на линии
определяемых элементов использовали метод математиче-
ской коррекции с помощью коэффициентов наложения.

Элемент Линия

Cu 327.396*
Mo 202.030

204.598
Sb 206.833

231.147
Bi 306.770*
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(99.9%, Химкрафт, Россия), MoO3 (99.9%, Хим-
крафт, Россия), Sb2O3 (99.7%, Химкрафт, Россия),
Bi2O3 (99.99%, Химкрафт, Россия). Стандартные
образцы замешивали в агатовой ступке объемом
90 мл (ПАО “Химлаборприбор”, Россия).

Объекты исследования. В качестве объектов
исследования выбрали оксиды редкоземельных ме-
таллов – эрбия и неодима, а также отходы магнит-
ных материалов – SmCo и NdFeB. Образцы отходов
SmCo-магнитов аттестованы по содержанию иско-
мых компонентов в Испытательном аналитико-
сертификационном центре АО “Гиредмет”.

Пробоподготовка материалов на основе РЗЭ.
Навеску оксида эрбия или оксида неодима мас-
сой 0.05 г помещали в пластиковую пробирку
емк. 15 мл и растворяли в 0.1 мл конц. HCl. Затем
разбавляли дистиллированной водой до 10 мл.

Образец SmCo- или NdFeB-магнитов раство-
ряли в закрытой системе путем микроволнового
разложения. Для этого навеску образца 0.2 г поме-
щали в фторопластовый сосуд и приливали 10 мл
соляной кислоты (1 : 1). Растворение проводили
при температуре 200°C в течение 1 ч. В случае на-
личия в образце большого количества примесей
тугоплавких металлов к навеске образца 0.2 г при-
ливали 10 мл H2O, 2 мл конц. HNO3, 0.25 мл конц.
HF, 10 мл конц. HCl и 1 мл конц. H2SO4. Раство-
рение проводили при 250°C в течение 30 мин [53].

Общий методический подход к исследованию
сорбционных свойств включает следующие этапы:
установление целевых примесей в выбранных
объектах; исследование возможности их извлече-
ния S,N-содержащими сорбентами из водных
растворов; выбор на основании полученных ре-
зультатов наиболее эффективного сорбента; изу-
чение сорбционной емкости сорбента, условий
сорбции применительно к выбранным объектам
и модельным образцам, имитирующим их состав;
разработка методики прямого дугового спектраль-
ного анализа полученного сорбционного концен-
трата; оценка ее метрологических характеристик
и контроль правильности полученных результа-
тов с использованием аттестованных по химиче-
скому составу образцов.

Оценка сорбционной способности сорбентов. В
водных растворах. В пластиковую пробирку емк.
10 мл вводили 5 мл дистиллированной воды, стан-
дартные растворы сорбируемых элементов (кон-
центрация в итоговом растворе составляла 1 мг/л),
азотную или соляную кислоту (не более 0.1 М в ито-
говом растворе). Дистиллированной водой доводи-
ли до метки. Туда же вводили 0.1 г сорбента. Про-
бирки помещали в ультразвуковую ванну, выдер-
живали 1 ч при 100°C, взбалтывая каждые 10 мин.
Далее охлаждали в течение 10 мин и фильтровали.
Фильтрат анализировали методом АЭС-ИСП.
При выборе условий сорбционного концентри-
рования опирались на данные [40, 42].

Степень сорбционного извлечения рассчиты-
вали по формуле:

(1)

где cисх и cравн – концентрация аналитов в раство-
ре до и после сорбции, мг/л.

В модельных растворах объектов. Изучали
сорбционные возможности сорбентов в матрицах
материалов на основе РЗЭ – оксиде неодима, ок-
сиде эрбия, самарий-кобальтовых магнитах, маг-
нитах на основе NdFeB. Для этого использовали
модельные растворы. В пластиковую пробирку
емк. 10 мл вводили либо 2 мл стандартного рас-
твора неодима с концентрацией 10000 мг/л (для
получения модельного раствора оксида неоди-
ма), либо 2 мл стандартного раствора эрбия кон-
центрацией 10000 мг/л (для получения модельно-
го раствора оксида эрбия), либо 1.2 мл стандарт-
ного раствора самария концентрацией 10000 мг/л
и 0.8 мл стандартного раствора кобальта концен-
трацией 10000 мг/л (для получения модельного
раствора самарий-кобальтового магнита), либо
0.8 мл стандартного раствора неодима концен-
трацией 10000 мг/л, 1.2 мл стандартного раствора
железа концентрацией 10000 мг/л и 0.1 мл стандарт-
ного раствора бора концентрацией 1000 мг/л (для
получения модельного раствора NdFeB-магнита).
Добавляли 0.1 мл соляной кислоты (что соответ-
ствует 0.6 М HCl при разбавлении до 10 мл). Далее в
пробирки добавляли по 1 мл стандартных растворов
элементов, сорбционное извлечение которых изу-
чали, с концентрацией 10 мг/л. Дистиллированной
водой доводили до метки. Туда же вводили 0.1 г сор-
бента. Пробирки помещали в ультразвуковую ван-
ну, выдерживали в течение 1 ч при 100°C, взбалты-
вая каждые 10 мин. Охлаждали в течение 10 мин и
фильтровали. Фильтрат анализировали методом
АЭС-ИСП. При выборе условий сорбционного
концентрирования опирались на данные [40, 42].

Степень сорбционного извлечения рассчиты-
вали по формуле (1).

Исследование условий сорбционного концентри-
рования. Априорные данные по условиям сорб-
ции в ряде случаев не подтверждаются, поэтому
предварительный этап исследований посвятили
их оптимизации. Алгоритм выбора условий сорб-
ционного концентрирования в редкоземельных
матрицах приведен ниже для примера извлечения
Cu, Mo, Sb, Bi из эрбиевых растворов. В ходе экспе-
римента изучали влияние времени, температуры,
массы сорбента и концентрации соляной кислоты
на степень сорбционного извлечения. Также оце-
нивали селективность S,N-содержащего сорбента.

Кинетика сорбционного концентрирования. Для
обеспечения полного выделения аналитов из вод-
ной фазы в системе должно установиться сорбци-
онное равновесие. Для этого необходимо изучить

исх равн

исх
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c c

R
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кинетику сорбционного взаимодействия. Влия-
ние времени на сорбционное извлечение приме-
сей изучали путем определения содержания ана-
лита в растворе через 30, 45, 60, 90 и 120 мин.

Влияние температуры. Температурный режим
может значительно влиять на степень сорбцион-
ного извлечения. Изучали сорбцию при 20, 40, 60,
80 и 100°C.

Влияние массы сорбента. Очевидно, что чем
больше масса сорбента, тем больше функциональ-
ных групп, способных к комплексообразованию,
присутствует в системе. Необходимо установить
минимальную массу сорбента, при которой сте-
пень сорбционного извлечения будет максималь-
ной. Изучали сорбционное извлечение для следу-
ющих масс сорбента: 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2 г.

Влияние концентрации соляной кислоты. Соля-
ная кислота способствует комплексообразова-
нию сорбента с ионом металла, но слишком боль-
шое количество кислоты может разрушить функ-
циональные группы сорбента. Изучали степень
сорбционного извлечения примесей из модель-
ных растворов при концентрации соляной кисло-
ты в них 0, 0.6, 1.2, 2.4, 3.6 М.

Оценка селективности S,N-содержащего сор-
бента. Матричные компоненты влияют на извле-
чение примесей. Чтобы установить, сорбируется
ли эрбий в процессе эксперимента, контролиро-
вали его количество до и после сорбции. Также
анализировали промытый сорбционный концен-
трат методом ДАЭА.

Изучали влияние других примесей на извлече-
ние целевых. Для этого готовили раствор, в кото-
ром помимо целевых примесей присутствовали
Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, In, Fe, Ga, Hf, K,
Li, Mg, Mn, Na, Nb, Ni, Pb, Sc, Se, Si, Sn, Sr, Ta,
Te, Ti, Tl, V, Zn, Zr в концентрациях, близких к
концентрациям аналитов.

Условия дугового атомно-эмиссионного анализа
сорбционного концентрата значимо влияют на
точность получаемых результатов и чувствитель-
ность определения. В рамках данного исследова-
ния выбрали аналитические линии, режим рабо-
ты генератора, конфигурацию графитовых элек-
тродов, соотношение масс сорбента и графитового
порошка, носитель, межэлектродное расстояние,
время экспозиции.

Апробация методического подхода к определе-
нию примесей в фазе сорбента. Аликвотную часть
растворенной пробы переносили в пластиковую
пробирку и разбавляли дистиллированной водой
до 10 мл. Вводили 0.1 г сорбента ЭД. Пробирки по-
мещали в ультразвуковую ванну, выдерживали в те-
чение 1 ч при 60°C, взбалтывая каждые 10 мин. По-
сле этого пробирки доставали и охлаждали в те-
чение 10 мин. Далее раствор фильтровали.
Сорбционный концентрат высушивали под уль-
тразвуковой лампой в течение 30 мин.

На лабораторных весах отбирали навески про-
мытого водой и высушенного сорбционного кон-
центрата (5 мг), графитового порошка (25 мг) и
GeO в качестве носителя и тщательно перемеши-
вали. Навеску помещали в графитовый электрод
(глубина 4 мм, диаметр 5 мм, толщина стенок кра-
тера 0.5 мм) и зажимали нижней лапкой штатива
“Глобула”. В верхнюю лапку помещали электрод,
заточенный на конус с углом 60°. Устанавливали
межэлектродное расстояние 3 мм. Пробу испаряли
при постоянном токе 20 А в течение 25 с.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка сорбционной способности сорбентов из
водных сред. В табл. 4 представлены результаты
сорбционного концентрирования наиболее зна-
чимых для анализа оптических и магнитных ма-
териалов на основе РЗЭ примесей из водных со-
лянокислой и азотнокислых сред. Установлено,
что As, Bi, Cu, Se, Te, Sb, Se, Mo можно извлечь с
использованием АМ, ЭД, ТОЛ. Также сорбентом
ТОЛ можно извлечь Sn, Ti, Zr. Стоит отметить,
что при необходимости степень сорбционного
извлечения можно повысить с помощью введе-
ния дополнительных реагентов [46–48].

Наиболее перспективными сорбентами явля-
ются ЭД и ПТЭ ввиду удобства работы с ними,
поэтому их выбрали для дальнейших исследова-
ний сорбционного извлечения примесей из редко-
земельных матриц. При изучении изотерм сорбции
ЭД и ПТЭ отмечено, что на ее начальном участке в
диапазоне концентраций 0.01−10 мг/л наблюдается
линейная зависимость емкости сорбента от коли-
чества аналитов в растворе, что говорит о посто-
янстве степени извлечения в этом диапазоне.

Механизм взаимодействия. S,N-содержащие
сорбенты характеризуются быстрым образовани-
ем донорно-акцепторных связей между атомами
азота и металла. В данном комплексе атом металла
переходит к атому серы посредством молекулярных
взаимодействий. Образовавшаяся связь оказывает-
ся очень прочной, а при добавлении хлоридов, ко-
торые являются лигандами, комплекс становится
еще стабильнее. Межмолекулярные взаимодей-
ствия обусловливают устойчивость комплексов на
основе полимерных сорбентов.

Сорбция из редкоземельных матриц. При пере-
ходе от сорбции из водных растворов к сорбции
из редкоземельных матриц степень извлечения
примесей снижается (табл. 5), что может быть
обусловлено введением в раствор больших коли-
честв матричных элементов и сдвигом равнове-
сия в растворе. Кроме того, высокая концентра-
ция атомов основы может пространственно за-
труднять соединение целевых аналитов и атомов
сорбента, вследствие чего не достигаются те же
результаты, что и в водных растворах. В связи с этим
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необходимо выбрать условия сорбционного кон-
центрирования, способствующие полному извле-
чению примесей. Так, увеличение времени контак-
та фаз раствора и сорбента повышает вероятность
образования связей сорбента и аналита; повыше-
ние температуры ускоряет тепловое движение ча-
стиц, отчего взаимодействие аналитов, хлоридов
и сорбента становится более интенсивным. К то-
му же сорбция – эндотермический процесс, по-
этому повышение температуры способствует извле-
чению элементов. При увеличении массы сорбента
увеличивается число функциональных групп, и
сорбент может извлечь большее количество анали-
тов. Повышение концентрации минеральных кис-
лот, например соляной, ведет к увеличению коли-
чества лигандов в растворе, однако при значитель-
ной концентрации соляной кислоты повышается и
кислотность, поэтому функциональные группы
сорбента могут разрушаться. Таким образом, не-
обходимо грамотно подходить к выбору условий
сорбционного концентрирования.

Выбор условий сорбционного концентрирования.
Ниже приведены детали разработки химико-
спектральной методики с применением сорбента
ЭД на примере оксида эрбия. Целевыми выбрали
примеси Cu, Mo, Sb и Bi из-за их влияния на фи-
зические (оптические, магнитные и др.) свойства
материалов, в изготовлении которых участвует
оксид эрбия [54–57].

Кинетика сорбционного концентрирования. Ре-
зультаты варьирования времени контакта фаз
(рис. 1) показали, что при увеличении времени
сорбции степень извлечения меняется незначи-
тельно или практически не меняется, следова-
тельно, сорбционное равновесие устанавливается
в первые минуты или даже секунды взаимодей-
ствия, для полного извлечения Cu, Mo, Sb, Bi до-
статочно 1 ч.

Варьирование температуры. Результаты изме-
нения температуры нагревания сорбционных си-
стем представлены на рис. 2. Как видно, темпера-
туры 20 и 40°C не хватает для полного извлечения
Mo и Sb. При температуре выше 80°C степень
сорбционного извлечения снижается, вероятно,
из-за нарушения связей сорбента и иона металла
или разрушения функциональных групп сорбен-
та. Таким образом, наиболее подходящей для
сорбционного извлечения Cu, Mo, Sb и Bi являет-
ся температура 60°C.

Варьирование массы сорбента. Зависимость
степени сорбции от массы сорбента (рис. 3) пока-
зала, что массы 0.1 г достаточно для полного из-
влечения Cu, Mo, Sb, Bi.

Варьирование концентрации соляной кислоты.
Кривые зависимости степени извлечения аналитов
сорбентом ЭД от кислотности раствора (рис. 4) по-
казали, что концентрация 0.6 М (что соответству-
ет растворению пробы в 0.1 мл HCl с последую-
щим разбавлением до 10 мл) достаточна для пол-
ного растворения пробы и способствует полному
извлечению целевых примесей. Кроме того, с
увеличением концентрации ионов водорода сте-
пень извлечения хлорокомплексов целевых ана-
литов уменьшается. Полученная закономерность
объясняется частичным разрушением сорбента в
сильнокислых средах и возможным образовани-
ем сульфидов, нерастворимых в водных раство-
рах и соляной кислоте.

Оценка селективности S,N-содержащего сор-
бента. Методом АЭС-ИСП установили, что в
растворах до и после сорбции концентрация эр-
бия одинакова. Это означает, что сорбент ЭД не
способен извлекать матричные редкоземельные
элементы. В промытом сорбционном концентра-
те методом ДАЭА установлено содержание эрбия
на уровне фонового сигнала, что не мешает опре-
делению целевых элементов.

Таблица 4. Степень сорбционного извлечения элементов (%) из водных растворов

Условия сорбции: 0.1 М HCl/HNO3, mсорбента = 0.1 г, Vжидкой фазы = 10 мл, t = 1 ч, 100°C, cаналитов = 1 мг/л.

Элемент АМ (0.1 М 
HCl)

АМ (0.1 М 
HNO3)

ПТЭ (0.1 М 
HCl)

ПТЭ (0.1 М 
HNO3)

ЭД (0.1 М 
HCl)

ЭД (0.1 М 
HNO3)

ТОЛ (0.1 М 
HCl)

ТОЛ (0.1 М 
HNO3)

As 100 100 100 100 100 100 100 100
Bi 99 100 100 100 97 98 95 92
Cu 98 99 90 52 97 97 79 82
Se 99 99 100 100 99 98 76 80
Te 96 99 100 99 98 99 90 95
Mo 99 66 73 20 93 97 93 95
Sb 100 100 95 98 100 97 99 99
Sn 46 47 63 62 59 41 98 98
Ti 42 13 0 0 56 37 90 90
Zr 25 28 56 48 70 54 93 93
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Присутствие других элементов не мешает вы-
делению аналитов. В растворе помимо целевых
примесей присутствовали Al, As, B, Ba, Be, Ca,
Cd, Co, Cr, In, Fe, Ga, Hf, K, Li, Mg, Mn, Na, Nb,
Ni, Pb, Sc, Se, Si, Sn, Sr, Ta, Te, Ti, Tl, V, Zn, Zr в
концентрациях, близких к концентрациям ана-
литов. Установлено, что они не снижали степень
сорбционного извлечения Cu, Mo, Sb, Bi.

Выбор условий дугового атомно-эмиссионного
анализа сорбционного концентрата. Условия ДАЭА,
экспериментально установленные для определе-
ния примесей в сорбционном концентрате, пред-
ставлены в табл. 6. Выбраны аналитические ли-
нии, наиболее свободные от спектральных наложе-
ний. Оптимальным режимом работы генератора

является постоянный положительный ток силой
20 А. В этих условиях разряд стабильнее, пробу не
выбрасывает из электрода, в отличие от перемен-
ных режимов.

Изучение испарения пробы из нижнего элек-
трода показало, что наиболее устойчивое состоя-
ние столба дуговой плазмы обеспечивается исполь-
зованием электрода с кратером диаметром 5 мм,
глубиной 4 мм, толщиной стенок 0.5 мм, без об-
точки и без шейки. Это обусловлено тем, что сор-
бент состоит в основном из серы, которая являет-
ся легкоионизируемым элементом. Самый устой-
чивый электрический разряд и самую высокую
интенсивность аналитических линий удалось до-

Таблица 5. Степень сорбционного извлечения элементов (%) из растворов с редкоземельной матрицей

Условия сорбции: 0.6 М HCl, mсорбента = 0.1 г, Vжидкой фазы = 10 мл, t = 1 ч, 100°C, cаналитов = 1 мг/л, cматричных элементов =
= 2000 мг/л.

Элемент
Nd2O3 Er2O3 SmCo NdFeB

ПТЭ ЭД ПТЭ ЭД ПТЭ ЭД ПТЭ ЭД

As 15 84 4 100 24 70 11 19
Cu 100 100 64 61 49 95 5 25
Se 100 100 12 11 80 85 100 100
Te 100 100 79 76 92 93 85 87
Bi 100 100 74 65 93 96 100 100
Mo 17 75 40 87 100 100 89 75
Ti 88 87 78 70 47 51 63 71
Sn 100 100 82 85 79 85 67 84
Zr 86 81 78 75 58 39 62 40
Sb 77 77 81 92 64 62 87 70

Рис. 1. Зависимость степени сорбционного извлече-
ния от времени контакта фаз. Условия сорбции: 0.6 М
HCl, mсорбента = 0.1 г, Vжидкой фазы = 10 мл, 100°C,
cаналитов = 1 мг/л, cматричных элементов = 2000 мг/л.
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Рис. 2. Зависимость сорбционного извлечения от
температуры. Условия сорбции: 0.6 М HCl,
mсорбента = 0.1 г, Vжидкой фазы= 10 мл, t = 1 ч,
cаналитов = 1 мг/л, cматричных элементов = 2000 мг/л.
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стичь с использованием верхнего электрода в
форме конуса с углом 60°.

Установили, что только в случае разбавления
сорбента графитовым порошком (г. п.) в шесть
раз пробу не выбрасывает из кратера электрода,
поэтому для анализа выбрали соотношение
mсорбент : mг. п = 1 : 5.

Результаты эксперимента с носителями (Ga2O3,
GeO, NaCl, KCl, NaF, NaI) показали, что введе-
ние оксида германия способствует увеличению
интенсивности аналитических линий, его выбра-
ли для дальнейших экспериментов. Галогениды
натрия и калия, наоборот, снижают интенсивно-
сти аналитических линий, к тому же в составе

сорбционного концентрата присутствуют хло-
рид-ионы из соляной кислоты.

Варьирование межэлектродного расстояния
показало, что интенсивности аналитических ли-
ний изменяются незначительно, однако расстоя-
ние 3 мм является оптимальным с точки зрения
стабильности плазменного разряда в процессе го-
рения дуги. Несмотря на то, что при увеличении
межэлектродного расстояния увеличивается ин-
тенсивность аналитических линий из-за больше-
го времени пребывания элементов в зоне разряда
вследствие увеличения размера области дуговой
плазмы, приняли решение использовать меж-

Рис. 3. Зависимость степени сорбционного извлече-
ния от массы сорбента. Условия сорбции: 0.6 М HCl,
Vжидкой фазы= 10 мл, t = 1 ч, 60°C, cаналитов = 1 мг/л,
cматричных элементов = 2000 мг/л.
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Рис. 4. Зависимость степени сорбционного извлече-
ния от концентрации соляной кислоты. Условия
сорбции: mсорбента = 0.1 г, Vжидкой фазы= 10 мл, t = 1 ч,
60°C, cаналитов = 1 мг/л, cматричных элементов =
= 2000 мг/л.
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Таблица 6. Условия дугового атомно-эмиссионного анализа

Параметр Значение

Аналитические линии, нм
• Bi
• Cu
• Mo
• Sb

251.57; 289.80; 293.83; 299.33
212.30; 228.66; 249.21; 282.44
315.82; 320.88; 204.60; 345.64
217.58; 231.15; 259.81; 277.00

Ток Постоянный 20 А
Электрод нижний
(Ø – диаметр электрода; ↓ − глубина электрода; t – тол-
щина стенок электрода)

Ø 5 мм
↓ 4 мм
t 0.5 мм

Электрод верхний Конус 60°
Межэлектродное расстояние, мм 3
Соотношение m(сорбент) : m(г. п.) 1 : 5
Носитель GeO
Время экспозиции, с 25
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электродное расстояние 3 мм, потому что при
больших значениях межэлектродного расстояния
пробу выбрасывает из кратера электрода.

В результате исследования кривых испарения
выбрали индивидуальное время экспозиции для
каждого элемента-примеси. Установили, что для
полного испарения висмута достаточно 10 с, меди –
12 с, молибдена – 15 с, а сурьмы – 25 с.

Нижняя граница диапазона определяемых со-
держаний целевых элементов находится на уров-
не 1 × 10–5–1 × 10–4 мас. %; относительное стан-
дартное отклонение лежит в диапазоне от 2 до 18%.

Анализ реальных проб методом дугового атомно-
эмиссионного анализа с определением примесей в
фазе концентрата. Правильность результатов, по-
лученных по разработанной методике, контроли-
ровали анализом образцов с аттестованными зна-
чениями содержания аналитов. Как видно из дан-
ных табл. 7, полученные результаты согласуются
с аттестованными значениями.

* * *

Применение сорбционного концентрирова-
ния в дуговом анализе применительно к матри-
цам на основе редкоземельных элементов являет-
ся новым методическим решением, позволяющим
с высокой чувствительностью (до 10–5 мас. %) и се-
лективностью устанавливать целевую чистоту ис-
ходного сырья, полупродуктов и конечных про-
дуктов с точностью 2‒18%. Показана перспек-
тивность дальнейших разработок современных
дуговых химико-спектральных методик для ана-
лиза веществ и материалов в твердой фазе.

Использовано оборудование ЦКП ФМИ ИОНХ
РАН. Исследование выполнено за счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект № 20-13-00180-П).
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Обсуждены возможности и ограничения комплексных процедур целевого метаболомного ана-
лиза с применением жидкостной хроматографии в сочетании с тандемной масс-спектрометри-
ей (ВЭЖХ-МС/МС). Представлена ВЭЖХ-МС/МС-методика, позволяющая одновременно опре-
делять содержание 15 биомаркеров функционального состояния человека в моче. В качестве целевых
аналитов выступают биогенные вещества различной химической природы, базовые концентрации ко-
торых в биоматрицах могут различаться значительно – до трех порядков величины и более. Слож-
ность комплексного анализа обусловлена также значительными различиями в гидрофильно-гидро-
фобных свойствах определяемых веществ. Апробация методики в биоаналитическом эксперименте
позволила установить значимые различия в концентрациях ряда биомаркеров в моче людей с раз-
ным уровнем физической подготовки. При высоком уровне физической подготовки концентрации
этих соединений в моче имеют более низкие значения в сравнении с контрольной группой.

Ключевые слова: жидкостная хроматография, масс-спектрометрическое детектирование, метаболо-
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Масс-спектрометрические методы все чаще
применяют в биомедицине, особенно для ран-
ней диагностики и мониторинга заболеваний.
Наиболее активно развиваются биоаналитические
технологии, использующие в качестве анализируе-
мого материала диагностические биосреды, ото-
бранные неинвазивным способом и транспортиру-
емые из фельдшерского пункта любой отдаленной
территории в профильные лаборатории. Важней-
шее приложение аналитической масс-спектромет-
рии в медицине – функциональная диагностика.
Функциональная диагностика с помощью инстру-
ментальных методов позволяет установить причину
плохого самочувствия пациента, особенно в тех
случаях, когда симптомы не дают четкой клиниче-
ской картины. С развитием современных техноло-
гий появляется возможность все более раннего вы-
явления сбоев в регуляторных процессах организ-
ма. Аналитическая масс-спектрометрия решает
многие задачи функциональной диагностики. Воз-
можности хромато-масс-спектрометрии реализу-

ются в функциональной диагностике преимуще-
ственно в рамках метаболомики [1].

Функциональная метаболомика, согласно оп-
тимистичным прогнозам, в обозримом будущем
от диагностики сможет перейти к “метаболомно-
му перепрограммированию” [2], но в настоящее
время развитие метаболомного подхода в функ-
циональной диагностике сдерживается не столь-
ко темпами поиска надежных биомаркеров функ-
ционального состояния, сколько недостатком
надежных и в то же время высокопроизводитель-
ных аналитических методик их определения.

Метаболомика стресса. Влияние стресса на
функциональное состояние организма исследуют
с давних времен и до наших дней. Стресс может
быть как провоцирующим, так и усугубляющим
фактором для многих заболеваний и патологиче-
ских состояний, включая резистентность к инсу-
лину [3], метаболический синдром [4], сердечно-
сосудистые заболевания [5] и др. Метаболические
реакции на стресс настолько обширны, много-

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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плановы и в то же время индивидуальны, что в
большинстве случаев не поддаются точному про-
гнозу и должны быть диагностированы [6]. Метабо-
лические профили тканей и биожидкостей отража-
ют функциональные изменения в организме. Опре-
деление метаболомных показателей биожидкостей
позволяет не только выявлять реакции организма
на стресс и оценивать изменения в физиологиче-
ском статусе, но и проводить мониторинг эффек-
тивности фармакологической поддержки в услови-
ях стрессовых воздействий или их последствий.

Многоплановый метаболический ответ на
стрессовое воздействие включает такие процессы,
как нарушение метаболизма аминокислот и белков,
нарушение липидного и углеводного обмена, меха-
ническое и/или химическое повреждение миоци-
тов и многие другие. Профиль низкомолекулярных
метаболитов в биожидкостях складывается в ре-
зультате целого комплекса биохимических процес-
сов. Установить ключевые маркерные соедине-
ния, которые являлись бы индикаторами стрес-
совых воздействий, крайне сложно. Сложность,
как это ни парадоксально, обусловлена не дефи-
цитом научных данных, а их огромным количе-
ством. Многочисленные исследования, выполнен-
ные средствами нецелевой метаболомики, выявили
множество сигнальных биомаркеров применитель-
но к конкретным воздействиям или заболеваниям.
Если исследования проводятся с привлечением
больших массивов данных, то значимыми оказы-
ваются эффекты, обусловленные даже незначи-
тельными однонаправленными изменениями кон-
центраций метаболитов в исследуемых биосредах.
Неизбежно возникает вопрос: можно ли считать
эти незначительные изменения достоверными с
учетом крайне низкой точности определения
концентраций биомаркеров в нецелевой метабо-
ломике. С другой стороны, зачастую одни и те же
биомаркеры характеризуют метаболические по-
следствия воздействия на организм стрессовых
факторов различной природы, включая физиче-
ское перенапряжение [7, 8]. Это обстоятельство
позволяет выделить группу стресс-маркеров, не
ассоциированных с конкретным видом стресса.
Можно полагать, что концентрации стресс-
маркеров в диагностических биожидкостях тем
ниже, чем выше ресурс устойчивости организ-
ма к стрессу. Однако эта гипотеза нуждается в
проверке. Наиболее перспективным направлени-
ем представляется исследование мочевой сигнату-
ры физиологического состояния человека, склады-
вающейся в результате определения абсолютных
или нормированных к определенному показате-
лю концентраций ограниченного набора биоген-
ных веществ – стресс-маркеров.

Обоснование выбора мочи в качестве оптимальной
биоматрицы. Метаболомные исследования мочи в
последние годы оформились в качестве самосто-
ятельного научного направления – уриномики.

Средствами уриномики исследуют нутрицевтиче-
ские маркеры, маркеры водного баланса, мышеч-
ного статуса и т.д. Важнейшими в этом ряду яв-
ляются маркеры толерантности к стрессовым
нагрузкам, т.е. стресс-маркеры. Отбор мочи не-
инвазивен, может быть осуществлен без участия
медперсонала, не требует обеспечения стериль-
ности. В отличие от плазмы крови, моча не требу-
ет специальной обработки сразу после отбора, со-
став органических соединений в моче в меньшей
степени подвержен искажениям в процессе отбо-
ра, хранения и транспортировки. Как правило,
концентрации биогенных аналитов в моче не ме-
няются значительно при прохождении несколь-
ких циклов заморозки-разморозки. Моча в срав-
нении с кровью менее насыщена органическими
соединениями, которые могут окисляться сами, а
также выступать в качестве промоторов процесса
окисления. В работе [9] сообщается, что в образ-
цах мочи уровни метаболитов признаны стабиль-
ными в течение как минимум 24 ч при 10°C и 4 не-
дель при 4°C. Для плазмы и особенно для сыворот-
ки крови установленные периоды стабильности
значительно короче.

Моча, в отличие от крови, не имеет механиз-
мов для поддержания гомеостаза, поэтому мета-
болические профили мочи более изменчивы и
быстрее откликаются на стрессовые воздействия.

Целевая метаболомика мочи. В целевой метабо-
ломике достижение низких пределов определения
аналитов не всегда является приоритетом, посколь-
ку биогенные аналиты (метаболиты) присутствуют
в пробах преимущественно в высоких концентра-
циях. Наиболее жесткие требования в целевой
метаболомике предъявляются к достоверности
количественных определений. В настоящее вре-
мя не существует единого мнения относительно
оптимального способа нормализации концентра-
ций биомаркеров в моче. Нормализация необхо-
дима, так как содержание воды в моче зависит от ее
потребления и ряда других физиологических фак-
торов. Нормализация с отнесением к таким показа-
телям, как концентрация креатинина, плотность,
осмоляльность, вероятностная или интегральная
нормализация используется наиболее часто [10].
После проведения нецелевого метаболомного ана-
лиза с использованием ВЭЖХ-МС/МС в качестве
аналитического метода Розен-Волмар с соавт.
[11] сравнил эффективность трех распространен-
ных подходов для корректировки концентраций
мочевых метаболитов – нормализацию по креа-
тинину, по удельному весу (плотности) и вероят-
ностную нормализацию (probabilistic quotient nor-
malization, PQN). Результаты показали, что нор-
мализация по креатинину не является надежным
подходом для корректировки данных метаболо-
мики мочи. Нормализация по плотности, либо
PQN были охарактеризованы как более надеж-
ные подходы. Причиной ненадежности нормали-
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зации данных метаболомных исследований по
креатинину, по всей вероятности, следует считать
то обстоятельство, что креатинин сам является чув-
ствительным биомаркером, вовлеченным в реали-
зацию ответов на внешние воздействия.

Разработка, валидация и практическая реали-
зация методик для контроля физиологического
статуса человека предусматривают решение сле-
дующих задач:

– обоснование группы диагностических мар-
керов, определяемых в биообразцах и характери-
зующих процессы липолиза, гликолиза, энерге-
тического метаболизма в целом, нейропередачи,
метаболизма пуринов, холина, креатина;

– разработка аналитической стратегии для опре-
деления группы актуальных стресс-маркеров в био-
пробе;

– определение фоновых концентраций выбран-
ных биомаркеров в исследуемой биопробе (моче), а
также ориентировочная оценка вариаций фоновых
концентраций, обусловленных влиянием стрессо-
вых факторов;

– определение концентрационных интервалов,
в рамках которых необходимо выполнять измере-
ния для каждого аналита-биомаркера и построе-
ние градуировочных характеристик внутри уста-
новленных интервалов.

На сегодняшний день приемлемой точности
определения концентраций биогенных веществ в
биопробах можно добиться только в режиме це-
левого анализа. При определении органических
кислот в моче, по мнению ряда авторов [12, 13],
стоит отдавать предпочтение газовой хроматогра-
фии с масс-спектрометрическим детектировани-
ем, позволяющей добиваться эффективного раз-
деления компонентов и работать в области низ-
ких матричных эффектов. Такие методики более
длительны и трудоемки в исполнении по сравне-
нию с ВЭЖХ-МС/МС, поскольку помимо экс-
тракции включают проведение дериватизации.

Для определения аналитов, представленных
группой веществ в широком диапазоне кислот-
но-основных свойств, методом выбора, как пра-
вило, является ВЭЖХ-МС/МС. В технике “dilute
and shoot” [14] при подготовке к ВЭЖХ-МС/МС-
анализу экстракция аналитов из биоматриц не
проводится, поэтому нет необходимости после-
довательно извлекать аналиты кислой и основной
природы, варьируя рН. Если предельную погреш-
ность анализа установить на уровне 25–30%, то в
рамках одной ВЭЖХ-МС/МС-методики мож-
но определять все же ограниченное количество
соединений, характеризующихся разной химиче-
ской природой и разным уровнем фоновых концен-
траций. В целевой метаболомике мочи с 80-х годов
прошлого века и до настоящего времени преобла-
дают исследования, посвященные такой наиваж-
нейшей теме, как диагностика врожденных мета-

болических расстройств. По мере появления новой
информации о биомаркерах врожденных заболева-
ний появляется потребность в методиках, охваты-
вающих определение все большего количества ана-
литов. В работе [15] описано определение в моче
71 аналита методом ВЭЖХ-МС/МС с времяпро-
летным детектором. Полного хроматографического
разделения аналитов, судя по масс-хроматограм-
мам, представленным в дополнительных материа-
лах к статье, достичь не удалось, кроме того, не по-
лучены хроматографические пики правильной
формы для большинства аналитов, однако мето-
дику удалось валидировать с приемлемыми мет-
рологическими характеристиками.

Авторы работы [16] предложили процедуру для
определения 142 мочевых метаболитов, относя-
щихся к разным классам соединений. Из 142 ме-
таболитов 67 определили количественно, осталь-
ные – полуколичественно. В отличие от целевой
метаболомики наследственных болезней, мета-
боломика стресса гораздо менее изучена, форми-
рование метаболической сигнатуры стресса – во-
прос будущего, несмотря на то, что биохимические
основы стресса глубоко и всесторонне изучены.

Формирование группы целевых аналитов. Фор-
мируя набор стресс-маркеров, определяемых в
моче, мы ориентировались на работы, выполнен-
ные в режиме нецелевой метаболомики, причем с
использованием не только мочи, но и крови в ка-
честве биоматрицы. При этом мы исходили из то-
го, что неконъюгированные полярные аналиты
быстро фильтруются через почки и выделяются с
мочой. С учетом современных представлений о
биохимии стресса [17] сформирована группа ак-
туальных биомаркеров:

1) вторичные продукты метаболизма аденозин-
трифосфорной кислоты: инозин и гипоксантин как
маркеры сердечно-сосудистых рисков [18, 19];

2) ацетилкарнитин, аденозин и креатин как
маркеры энергетического метаболизма и нейро-
передачи [20, 21];

3) 3-метилгистидин и 2-гидрокси-2-метилбу-
тират как маркеры миофибриллярного протеоли-
за, риска потери мышечной массы [22, 23];

4) треонин как маркер катаболических про-
цессов [24];

5) триптамин (продукт микробной биотранс-
формации триптофана) как маркер иммунного
статуса организма [25, 26];

6) 3-гидроксибутират, 3-гидрокси-3-метилбу-
тират и 2-гидроксибутират как маркеры катабо-
лизма жирных кислот и кетоаминокислот [27];

7) молочная кислота как маркер гипоксии
[28, 29];

8) уридин как маркер нейродегенеративных
процессов [30];
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9) креатинин как маркер нарушения функций
выделительной системы [31].

Для выбранных биомаркеров возможность од-
нозначной трактовки концентраций в моче от-
сутствует. Систематические данные по содержа-
нию биомаркеров в моче как в норме, так и при
отклонениях от нормы при нарушениях регуля-
торных процессов в организме практически от-
сутствуют. Немногочисленные данные об уров-
нях концентраций выбранных биомаркеров в моче
в литературных источниках приведены по отноше-
нию к креатинину, границы нормального уровня
которого в моче охватывают целый порядок вели-
чины, что не позволяет даже приблизительно пе-
ресчитать относительные концентрации на абсо-
лютные. Кроме того, креатинин сам включен в
группу выбранных биомаркеров (табл. 1).

Особенностью физиологического статуса лю-
дей, находящихся в хорошей физической форме,
является хорошая переносимость физических на-
грузок, которую в известной степени можно трак-
товать как стрессоустойчивость [32].

Цель настоящей работы – разработка методики
определения 15 биогенных веществ в моче человека
методом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии с тандемным масс-спектрометрическим
детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) и апробация
методики в биоаналитическом эксперименте.

Разработанная методика определения стресс-
маркеров в моче апробирована при анализе проб
мочи молодых (20–35 лет) людей с высокой и не-
достаточной физической подготовкой.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. Использовали ацетонитрил для вы-

сокоэффективной жидкостной хроматографии
(Panreac, Испания); метанол HPLC grade
(J.T. Baker, Нидерланды); формиат аммония
(ACROS organics, Бельгия); креатинин, креатин,
молочную кислоту, инозин, ацетилкарнитин, трео-
нин, 2-гидроксибутират, 3-гидроксибутират,
2-гидроксиметилбутират, 3-гидроксиметилбу-
тират, гипокстантин, 3-метилгистидин, адено-
зин, уридин (Sigma-Aldrich, США). Дейтериро-
ванный (D-3) 2-(2-карбоксиэтил)-1,1,1-триме-
тилгидразиний (изотопная чистота 99.9%)
синтезирован в лаборатории химического моделиро-
вания НИИ ГПЭЧ в соответствии с процедурой,
описанной в работе [33].

Приготовление градуировочных растворов. Ис-
ходные растворы 2-гидроксибутирата, 3-гидрокси-
бутирата, 2-гидроксиметилбутирата, 3-гидрокси-
метилбутирата, молочной кислоты, креатинина,
уридина, инозина, креатина, 3-метилгистидина,
аденозина, треонина, ацетилкарнитина готовили
растворением навесок веществ в деионизованной
воде. Для полного растворения навески гипоксан-

тина в деионизованной воде раствор подщелачива-
ли, добавляя 5%-ый водный раствор аммиака по
каплям. Триптамин растворяли в ацетонитриле.

Отбор проб и пробоподготовка мочи. Пробы от-
бирали в утренние часы натощак при условии от-
сутствия интенсивных физических нагрузок в те-
чение предшествующих суток. Образцы мочи за-
мораживали и хранили при –18°C до начала
проведения анализа.

В качестве внутреннего стандарта выбрали дей-
терированный (D-3) 2-(2-карбоксиэтил)-1,1,1-три-
метилгидразиний. Использование изотопно-ме-
ченного стандарта позволило исключить предва-
рительный контроль исследуемых образцов мочи
на наличие фоновых сигналов в области реги-
страции пика внутреннего стандарта.

Пробоподготовку осуществляли следующим об-
разом. В пластиковую пробирку, объемом 2.0 мл
вносили 0.3 мл пробы мочи и 0.9 мл ацетонитри-
ла, содержащего внутренний стандарт с концен-
трацией 3 мкг/мл, тщательно перемешивали и цен-
трифугировали при скорости 14000 оборотов в ми-
нуту в течение пяти минут. Супернатант разбавляли
в 10 и 1000 раз 0.1%-ной муравьиной кислотой в де-
ионизованной воде и анализировали методом
ВЭЖХ-МС/МС. В пробах с разбавлением 10 раз
определяли креатинин, уридин и инозин.

ВЭЖХ-МС/МС-анализ. Для анализа образ-
цов мочи использовали жидкостной хромато-
граф LC-20 Prominence, оснащенный масс-спек-
трометрическим детектором LCMS-8050 с электро-
распылительной ионизацией при атмосферном
давлении (Shimadzu, Япония). Данные обрабаты-
вали при помощи программного обеспечения
Labsolution “Quant browser” (Shimadzu, Япония).

Хроматографическое разделение осуществ-
ляли на колонке Zorbax SB-С8 (Agilent, США)
(150 мм × 4.6 мм, 1.8 мкм). Подвижная фаза: ком-
понент А – 0.1%-ная муравьиная кислота и 10 мМ
раствор формиата аммония в деионизованной во-
де; компонент В – 0.1%-ная муравьиная кислота
и 10 мМ раствор формиата аммония в метаноле.
Программа элюирования при скорости потока
элюента 0.4 мл/мин: 0.0–1.0 мин 5% В; 1.0–7.0 мин
5–90% В; 7.0–10.0 мин 90% В; 10.1–15.0 мин 5% В.
Температура термостата колонки 40°С. Темпера-
тура термостата отделения для проб 5°С. Объем
вводимой пробы составлял 5 мл.

Масс-спектрометрическое детектирование осу-
ществляли в режиме мониторинга множественных
реакций по заданным ионным реакциям (МРМ-пе-
реходам) – прекурсор-ион > продукт-ион (табл. 2).

Параметры источника ионизации: скорость по-
тока: газа-осушителя – 10 л/мин, вспомогательного
газа – 10 л/мин, давление на распылителе –
3 л/мин, температура газа-осушителя – 300°С,
температура вспомогательного потока – 350°С,
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Таблица 1. Список целевых биомаркеров для контроля в пробах мочи, их брутто формулы, константы гидрофоб-
ности (LogP), молярные массы и структурные формулы

Название биомаркера Брутто формула LogP* Молярная масса, 
г/моль Структурная формула

3-Метилгистидин C7H11N3O2 –1.31 169.18

Треонин C4H9NO3 –1.23 119.12

Креатин C4H9N3O2 –1.88 131.13

Креатинин C4H7N3O –1.68 113.12

Молочная кислота C3H6O3 –0.70 90.08

Ацетилкарнитин C9H17NO4 –3.56 203.24

Уридин C9H12N2O6 –1.61 244.20

Инозин C10H12N4O5 –1.45 268.23

Гипоксантин C5H4N4O –2.51 136.11

3-Гидроксибутират C4H8O3 –1.14 104.10
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Примечание: значения констант гидрофобности (LogP) взяты с сайта http://www.chemspider.com/ (дата обращения: 28.03.2023).

2-Гидроксибутират C4H8O3 –0.17 104.10

Аденозин C10H13N5O4 –1.02 267.24

3-Гидроксиметилбутират C5H10O3 –0.79 118.13

Триптамин C10H12N2 1.38 160.22

2-Гидроксиметилбутират C5H10O3 0.18 118.13

Название биомаркера Брутто формула LogP* Молярная масса, 
г/моль Структурная формула
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Таблица 1. Окончание

Таблица 2. Аналитические характеристики исследуемых биомаркеров: режим ионизации, Rt (время удержива-
ния), МРМ-переход (прекурсор- > продукт-ионы), CE (энергия коллизии)

Биомаркер (режим ионизации) Rt, мин МРМ-переход, m/z (CE)

3-Метилгистидин (+) 3.83 170.10 > 109.15 (–16); 126.20 (–16)
Треонин (+) 4.04 120.00 > 74.10 (–12); 56.10 (–17)
Креатин (+) 4.47 132.00 > 44.10 (–14); 90.05 (–22)
Креатинин (+) 4.56 114.00 > 44.1 (–17); 86.1 (–14)
Молочная кислота (–) 6.13 89.00 > 43.1 (12); 45.05 (12)
Ацетил карнитин (+) 6.49 204.00 > 85.1 (–21); 145.15 (–13)
Уридин (+) 7.83 245.00 > 113.10 (–12); 70.10 (–35)
Инозин (+) 8.15 269.00 > 137.10 (–11); 110.10 (–23)
Гипоксантин (–) 8.24 135.00 > 92.00 (18); 65.00 (25)
3-Гидроксибутират (–) 8.24 103.00 > 59.00 (11); 45.00 (25)
2-Гидроксибутират (–) 8.63 103.00 > 57.05 (14)
Аденозин (+) 8.93 268.00 > 136.10 (–22); 119.10 (–44)
3-Гидроксиметилбутират (–) 9.29 117.00 > 59.10 (12); 41.20 (25)
Триптамин (+) 9.60 161.00 > 144.15 (–14);117.15 (–25)
2-Гидроксиметилбутират (–) 9.96 117.00 > 71.15 (13)
Дейтерированный (D-3) 2-(2-карбоксиэтил)-1,1,1-три-
метилгидразиний, внутренний стандарт (+)

4.84 150.00 > 61.15 (–16); 62.15 (–16)
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напряжение на капилляре – 3500 В, напряжение
на фрагментаторе – 120 В.

Предварительная оптимизация параметров де-
тектирования (m/z прекурсор- и продукт-ионов,
энергия коллизии) осуществлялась в автоматиче-
ском режиме с помощью настройки “Auto-tuning”.

Статистическая обработка результатов измерений.
Различия между концентрациями биомаркеров в
пробах мочи двух групп добровольцев оценивали с
помощью параметрического t-критерия Уэлча по-
сле логарифмического преобразования получен-
ных данных. Статистически значимыми признава-
ли результаты при уровне p < 0.05. Все вычисления
выполнены в программе GraphPad Prizm 8.

В биоаналитическом исследовании по апроба-
ции методики принимали участие мужчины и
женщины возраста 20–35 лет. Добровольцы были
разделены на две группы: низко (Н/Т) и высоко
(В/Т) тренированные. Группа Н/Т (n = 9) пред-
ставлена людьми, ведущими малоактивный образ
жизни: работа в офисе за компьютером, нерегу-
лярные физические нагрузки, индекс массы тела
>30. В группу В/Т (n = 29) отобраны люди, веду-
щие активный образ жизни, посещающие трена-
жерный зал не менее двух раз в неделю, имеющие
индекс массы тела 20–27. Для участия в экспери-
менте от добровольцев получали информирован-
ное согласие.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Процедура ВЭЖХ-МС/МС-анализа. Хромато-

граммы рассматриваемых веществ представлены
на рис. 1 и 2. Из табл. 1 видно, что гидрофильно-
гидрофобные свойства аналитов варьировали в

широких пределах, что следует учитывать при вы-
боре режима хроматографического разделения. Как
видно из представленных масс-хроматограмм, по-
добранный режим элюирования позволил достичь
приемлемого разделения всех аналитов.

Метрологические характеристики предложен-
ной процедуры совместного определения 15 био-
меркеров функционального состояния человека
получали на основе определения их концентраций
в водных растворах и с учетом размаха уровней их
концентраций в моче добровольцев (табл. 3).

Подготовка проб к анализу ограничивалась
разбавлением с последующим центрифугирова-
нием, при этом достигались высокие степени из-
влечения аналитов: от 95.2 до 98.9%.

Сравнение результатов определения содержания
стресс-маркеров в моче добровольцев групп В/Т и
Н/Т. Перед выполнением статистической обра-
ботки полученные результаты проходили тест на
нормальность/логнормальность распределения.
В связи с малым количеством наблюдений в груп-
пе Н/Т для всех биомаркеров, кроме креатинина,
распределение было логнормальным. Для креа-
тинина наблюдалось нормальное распределение.
По этой причине применение параметрического
критерия было возможным после логарифмиче-
ского преобразования полученных результатов
[34], которое выполняли по формуле (1):

(1)

где y – преобразованное значение найденной
концентрации биомаркера; x – найденное значе-
ние концентрации биомаркера; 0.01 – константа,
необходимая для корректировки расчетов при на-

( )lg 01 ,0.y x= +

Рис. 1. Масс-хроматограмма в режиме положительной ионизации. 1 – 3-метилгистидин; 2 – треонин; 3 – креатин; 4 –
креатинин; 5 – дейтерированный (D-3) 2-(2-карбоксиэтил)-1,1,1-триметилгидразиний; 6 – ацетилкарнитин; 7 – ури-
дин; 8 – инозин; 9 – аденозин; 10 – триптамин.
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личии результатов ниже нижней границы опреде-
ляемых содержаний.

После логарифмического преобразования по-
лученные данные оценивали с помощью t-крите-
рия Уэлча. Рассчитывали среднее арифметическое,
среднеквадратическое отклонение и доверитель-

ный интервал. Затем обратным пересчетом получа-
ли молярные концентрации. Например, среднее
арифметическое значение данных для молочной
кислоты группы В/Т после логарифмического пре-
образования составляло 2.226, а значение довери-
тельного интервала (при p = 0.95) – 0.080. В соответ-

Рис. 2. Масс-хроматограмма в режиме отрицательной ионизации. 1 – молочная кислота; 2 – гипоксантин; 3 – 3-гид-
роксибутират; 4 – 2-гидроксибутират; 5 – 3-гидроксиметилбутират; 6 – 2-гидроксиметилбутират.
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Таблица 3. Метрологические характеристики предложенной процедуры

Биомаркер
Диапазон 

измерений, 
мкг/мл

Показатель 
воспроизводимости 

sr, %

Показатель правильности 
(границы относительной 

систематической 
погрешности 

при Р = 0.95), ±δс, %

Показатель точности 
(границы 

относительной 
погрешности 

при Р = 0.95), ±δ, %

3-Метилгистидин 1–50 1.0 3.0 4.8

Треонин 1–50 7.0 1.3 7.1

Креатин 1–50 10.6 1.4 8.8

Креатинин 0.2–10 6.4 2.6 6.6

Молочная кислота 2–100 7.7 1.4 8.1

Ацетилкарнитин 2–100 6.7 0.9 7.2

Уридин 0.2–10 9.1 2.1 7.5

Инозин 0.2–10 4.0 1.2 5.2

Гипоксантин 1–50 11.3 1.1 10.3

3-Гидроксибутират 1–50 5.7 1.0 6.7

2-Гидроксибутират 1–50 4.8 1.3 5.4

Аденозин 1–50 6.0 1.4 6.5

3-Гидроксиметилбутират 2–100 5.6 1.0 6.5

Триптамин 1–50 7.2 1.8 8.1

2-Гидроксиметилбутират 1–50 3.8 2.2 5.5
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ствии с предложенным автором работы [34] подхо-
дом референтный диапазон для молочной кислоты
вычисляли следующим образом: (2.226 ± [1.96 ×
× 0.080]) или (2.070–2.382). При обратном преобра-
зовании он составит (102.070–102.382), что соответству-
ет (117.6–241.2) мкМ. Аналогичным образом получа-
ли остальные данные, за исключением креатинина,
для которого логарифмирование не проводили.

Для оценки концентраций биомаркеров, норма-
лизованных по креатинину, сначала вычисляли их
уровни относительно креатинина (мкМоль/мМоль
креатинина), а затем выполняли логарифмиче-
ское преобразование и анализ полученных дан-
ных с дальнейшим пересчетом по описанному
выше алгоритму.

Результаты измерений (референсный диапазон),
пересчитанные из массовых в молярные концен-
трации с учетом молярной массы аналитов (табл. 1)
и последующей нормализации по креатинину,
представлены в табл. 4.

При использовании нормализации мочевых
биомаркеров по креатинину обычно исходят из
предположения о том, что скорость выведения
креатинина с мочой для разных людей постоянна, а
также из того, что концентрация растворенных в
моче веществ зависит от процесса реабсорбции во-
ды в почках [35]. Однако нормализация данных по
креатинину для оценки результатов анализов мочи
людей с аномальной функцией почек [35, 36] при-
водит к искажению их интерпретации.

Так как в нашем эксперименте принимали
участие молодые люди без диагностированных
заболеваний за счет относительно близких значе-
ний креатинина в моче нормализация к его уров-
ню приводила к “сглаживанию” данных, поэтому
приведены данные как с нормализацией по креа-
тинину, так и без нее.

Результаты, полученные при апробации мето-
дики (табл. 4), следует интерпретировать с осто-
рожностью. При всех отмеченных ранее преимуще-
ствах мочи как биоматрицы, нельзя не принимать
во внимание и ограничения при интерпретации
результатов метаболомики мочи. Прежде всего,
это влияние пищевого рациона на метаболиче-
ские профили мочи. Добровольцы, принимавшие
участие в эксперименте, по данным анкетирова-
ния не придерживались диеты и не принимали
пищевых добавок или лекарств в течение недели,
предшествовавшей тестированию, при этом их
рацион не был стандартизован, что не могло не
сказаться на результатах тестирования. Тем не
менее полученные результаты позволяют отме-
тить некоторые тенденции и сделать предвари-
тельные выводы. Несмотря на то, что группа Н/Т
была менее многочисленной (n = 9) в сравнении с
группой В/Т (n = 29), для нее могут быть отмече-
ны более широкие интервалы значений концен-
траций для большинства биомаркеров, т.е. группа
В/Т может быть охарактеризована как более од-
нородная. Еще одной тенденцией является смеще-
ние концентраций большинства стресс-маркеров в

Таблица 4. Результаты измерений (референтный диапазон) в моче добровольцев

Примечание: достоверные различия при: * p < 0.05, ** p < 0.01.

Биомаркер
Референтный интервал (без нормализации 

по креатинину), мкМоль
Референтный интервал (с нормализацией 

по креатинину), мкМоль/мМоль креатинина

В/Т (n = 29) Н/Т (n = 9) В/Т (n = 29) Н/Т (n = 9)

Креатинин (мМ) 4.0–4.8 4.7–6.9*
3-Метил гистидин 21.5–47.0 29.1–92.2 5.6–11.3 5.5–16.0
Треонин 94.4–162.1 119.2–254.9 22.5–38.1 25.1–39.6
Креатин 80.0–177.5 79.8–290.9 19.9–40.0 14.8–51.4
Молочная кислота 117.6–241.2 265.3–675.0 28.5–55.7 51.8–113.0**
Ацетилкарнитин 177.2–463.9 115.9–1106.6 36.3–98.2 32.0–176.4
Уридин 5.4–10.1 4.5–12.5 1.8–2.9 1.7–2.6
Инозин 1.8–3.4 3.8–15.0 2.2–5.4 1.6–3.0
Гипоксантин 97.8–142.1 84.4–245.3 23.8–32.7 17.8–38.0
3-Гидроксибутират 15.7–26.6 24.0–82.7* 3.8–5.9 4.1–16.1
2-Гидроксибутират 222.6–384.6 249.9–535.7 55.6–86.2 49.9–87.7
Аденозин 11.2–19.2 19.5–53.3 2.8–4.3 4.0–8.5*
3-Гидроксиметилбутират 173.9–314.1 371.2–971.1 43.7–70.0 69.4–169.9**
Триптамин 34.5–41.6 38.0–56.4 8.0–10.0 6.8–10.3
2-Гидроксиметилбутират 28.2–48.0 34.3–74.6 7.0–10.8 6.7–12.5
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область более высоких значений в моче людей из
группы Н/Т в сравнении с группой В/Т. Получен-
ный результат можно объяснить тем, что состояние
покоя (накануне отбора мочи физических нагрузок
не было) в группе В/Т характеризуется как полная
релаксация, а группой Н/Т это время проживается с
ненулевым уровнем стресса. Другое возможное
объяснение – пониженная способность у добро-
вольцев группы Н/Т к реабсорбции стресс-марке-
ров почками и/или их распределению в ткани.

Достоверные различия в концентрациях стресс-
маркеров в моче добровольцев из двух групп уста-
новлены для креатинина и 3-гидроксибутирата
без нормализации по креатинину. Также значи-
мые различия обнаружены для молочной кисло-
ты, аденозина и 3-гидроксиметилбутирата без и
при их нормализации по креатинину.

Полученный результат не противоречит лите-
ратурным данным, свидетельствующим о том,
что молочная кислота, гидроксибутираты и аде-
нозин входят в группу биомаркеров, характеризу-
ющих уровень физической подготовки, в значи-
тельной мере определяемый переносимостью фи-
зических нагрузок [37–39].

Следует отметить, что в различных источниках
[40, 41 и др.] установлены разные биомаркеры, ха-
рактеризующие уровень физической подготовки.
Все они пока имеют статус биомаркеров-канди-
датов. Необходимым этапом на пути формирова-
ния перечня актуальных стресс-маркеров в различ-
ных диагностических биосредах является разработ-
ка методик определения биомаркеров-кандидатов.

Все процедуры, выполненные в исследовании с уча-
стием людей, соответствуют этическими стандар-
тами институционального и/или национального ко-
митета по исследовательской этике и Хельсинкской
декларации 1964 года и ее последующим изменениям
или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное добро-
вольное согласие.
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Получены новые тест-средства из нановолокон на основе полиамида-6 (ПА-6) для предварительно-
го сорбционного концентрирования некоторых фенолов в виде их азопроизводных и последующего
их цветометрического определения. Предложены подходы к дериватизации фенола и хлорпроиз-
водных по реакция азосочетания с 4-нитрофенилдиазонием и окислительной конденсации с 4-ами-
ноантипирином для повышения сорбционных характеристик исследуемых фенолов. Проведена
сравнительная оценка эффективности двух способов дериватизации. Изучены кинетика сорбции
производных фенола, 2-хлорфенола и влияние рН на характер их сорбции. Интерпретированы осо-
бенности сорбции производных фенолов на нетканых материалах и соответствующие изотермы
сорбции. Приведены примеры количественной оценки содержания фенолов в водных средах по-
средством математической обработки цифровых изображений окрашенных зон тест-средств. Пока-
зано, что предложенные способы могут быть применены для определения фенола и 2-хлорфенола с
предварительным концентрированием их дериватизатов нановолокном ПА-6 в диапазоне 0.2–1.0 мкМ
(≈0.02–0.09 мг/л для фенола, ≈0.03–0.13 мг/л для 2-хлорфенола) с погрешностью цветометрического
определения не более 20% (ПДКхоз.-быт фенола составляет 0.001 мг/л для суммы летучих фенолов в вод-
ных объектах при условии обеззараживания воды хлором; в иных случаях ПДК составляет 0.1 мг/л).
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Фенол и его хлорпроизводные являются одни-
ми из приоритетных органических загрязнителей
природных и сточных вод, вследствие их токсич-
ного (в том числе и канцерогенного) действия на
живые организмы; кроме того, они обладают био-
аккумулятивностью и характеризуются устойчиво-
стью в окружающей среде [1]. Определение фенола
и его хлорпроизводных − актуальная аналитиче-
ская задача. Основными источниками загрязнения
природных объектов фенолом и его производны-
ми являются производства пластмасс, лаков, кра-
сителей, лекарств, пестицидов, поверхностно-ак-
тивных веществ и др. [1].

Фенолы, как правило, определяют методами вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии, га-
зовой хроматографии (с пламенно-ионизацион-
ным детектированием после дериватизации фено-
лов), тонкослойной хроматографии, капиллярного
электрофореза, спектрофотометрии, флуоримет-
рии, а также электрохимическими и масс-спек-
трометрическими методами [2–5]. Однако пря-
мое определение фенолов на уровне предельно
допустимых концентраций (ПДК) (~1 мкг/л) ука-

занными методами требует их предварительного
концентрирования для дальнейшего определения
в объектах окружающей среды [6–8].

Наряду с методами жидкостной экстракции
для концентрирования фенолов применяют спо-
собы твердофазной экстракции на основе высо-
коэффективных сорбентов, среди которых выде-
ляют силикагели, активированные угли, природ-
ные и полимерные сорбенты [8–13]. Несмотря на
огромное разнообразие применяемых сорбентов,
некоторые из них характеризуются низкой меха-
нической прочностью, сложностью количествен-
ной десорбции и др. Разработка новых сорбентов,
а также минимизация и/или устранение указан-
ных недостатков имеющихся сорбентов для даль-
нейшего их использования в сорбционных про-
цессах − актуальное направление развития сорб-
ционных методов.

Современные тенденции в развитии методов
твердофазной экстракции направлены на по-
вышение коэффициентов извлечения и селек-
тивности извлечения аналитов. Полимерные сор-
бенты, в том числе нетканые материалы (НМ, на-

УДК 543.[33+054+421]
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новолокна), полученные методом электро-
формования [14–22], обладают высокой удельной
площадью поверхности, высокопористой структу-
рой, улучшенными механическими свойствами, а
также относительной простотой и низкой стоимо-
стью получения.

Типичный процесс электроформования вклю-
чает в себя применение электрического поля, ин-
дуцированного от источника высокого напряже-
ния от единиц до ста киловольт, между раствором
полимера и осадительным электродом (коллекто-
ром) [14]. Большое внимание при электроформо-
вании уделяется выбору самого полимера и рас-
творителя. Кроме того, управляя параметрами
электроформования можно получать материалы с
заданными свойствами, с контролируемыми раз-
мерами нановолокон и пор (межволоконных рас-
стояний), нужной степенью гидрофильности или
гидрофобности, что играет ключевую роль при изу-
чении сорбции органических аналитов. Так, моле-
кулы фенола и его производных можно отнести к
относительно полярным, поэтому для их извлече-
ния необходимо применение полимеров, облада-
ющих гидрофильными свойствами, т.е. содержа-
щих полярные функциональные группы, такие
как −C(O)−OH, −OH, −C(O)H, >C=O, −NH2,
−NH, −C(O)−NH2, −C(NH)−OR и др. [15]. Хими-
ческая модификация полимера, например посред-
ством гидролиза или сополимеризацией с гид-
рофильными мономерами, также позволяет ва-
рьировать его свойства, однако усложняет процесс
получения нановолокон. Таким образом, указан-
ные выше уникальные свойства нановолокон поз-
воляют сочетать варианты твердофазной экстрак-
ции с различными аналитическими методами. Кро-
ме того, высокая степень гибкости нановолокон, а
также отсутствие окраски допускают колоримет-
рическое определение при создании тест-средств
на их основе.

Цель настоящей работы − разработка спосо-
бов сорбционного концентрирования фенола и
его хлорпроизводных в виде окрашенных дерива-
тизатов, полученных реакциями азосочетания и
окислительной конденсации, нановолокном на
основе полиамида-6 (ПА-6) для их дальнейшего
определения методом цветометрии с применени-
ем цифровых технологий, которые в последние
годы активно развиваются и находят широкое
применение в аналитической практике [23–26].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. В работе применяли: ПА-6 (Mr ~ 60000,
Sigma, Германия), фенол (≥99%, Sigma, Герма-
ния), 2-хлорфенол (2-ХФ) (≥99%, Sigma, Герма-
ния), 4-аминоантипирин (4-ААП) ч. д. а. (ЛенРе-
актив, Россия), 4-нитроанилин (4-НА) (≥99%,
Sigma, Германия), NaNO2 х. ч. (Реахим, Россия),

Na2CO3 ч. д. а. (Реахим, Россия), K3Fe(CN)6 х. ч.
(Реахим, Россия).

Исходные 1 × 10–2 М растворы исследуемых
фенолов готовили растворением их точных наве-
сок в дистиллированной воде. 4-Нитрофенилди-
азоний готовили смешением растворов 4-НА и
NaNO2 с концентрациями 4 × 10–3 М в присут-
ствии 1 М НСl.

Аппаратура. Нетканый материал на основе
ПА-6 получали на установке бескапиллярного
электроформования Nanospider NS Lab 200 (El-
marco, Чехия). Электронные спектры поглощения
исследуемых растворов регистрировали на двухлу-
чевом сканирующем спектрофотометре Shimadzu
UV-1800 (Япония). Для получения изображений
применяли зеркальный фотоаппарат Nikon D 5100
(параметры фотоаппарата: ISO – 160, выдержка –
1/250, приближение – 18 мм, F – 3.5. Объектив
AF-S Nikkor 18−55 мм. Качество изображений –
RAW). Значения pH контролировали pH-метром
pX-150Mn (Беларусь), погрешность измерения
±0.01 ед. pH.

Методики дериватизации фенолов. Для улучше-
ния эффективности сорбции исследуемых фено-
лов их подвергали предварительной дериватиза-
ции. Соответствующие методики, в основе кото-
рых лежат различные реакции, приведены ниже.

Методика 1: в мерные колбы емк. 25 мл вносят
от 3 до 5 мл водных растворов фенолов (рабочая
концентрация 5 × 10–4 М), 3.25 мл 4-нитрофенил-
диазония, 1.25 мл 2 М раствора Na2CO3 и доводят
до метки дистиллированной водой. Смесь тща-
тельно перемешивают и оставляют на ~10 мин.

Методика 2: в мерные колбы емк. 25 мл вносят
от 3 до 5 мл растворов фенолов (рабочая концентра-
ция 5 × 10–4 М), 0.25 мл 0.1 М спиртового раствора
4-ААП, 0.25 мл 8%-ного раствора K3Fe(CN)6, 5 мл
1.25 М раствора Na2CO3 и доводят до метки ди-
стиллированной водой. Содержимое перемеши-
вают в течение 2 мин.

В качестве сорбента фенолов применяли не-
тканый материал на основе ПА-6, полученный
методом бескапиллярного электроформования.
Методика приготовления формовочного раство-
ра и условия электроформования подробно рас-
смотрены в работе [27].

Для сорбционно-цветометрического опреде-
ления фенолов предварительно получали анали-
тические азо- и ациформы 4-нитрофениазосоеди-
нений, после чего проводили сорбционное концен-
трирование нановолокном ПА-6. Затем образцы
НМ фотографировали в специализированном бок-
се, внутренняя поверхность которого имела чер-
ный матовый цвет, снабженном двумя лампами
дневного света. Полученные цифровые изобра-
жения окрашенных нетканых материалов обраба-
тывали с помощью графического редактора Ado-
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be Photoshop CS6 для количественной оценки со-
ответствующих цветовых параметров R, G, B, C,
M, Y, K, а также для построения лепестковых диа-
грамм (ЛД) в указанных координатах цветности и
зависимостей математически обработанных па-
раметров цветности (линейные зависимости гео-
метрических параметров ЛД) от концентрации
аналитов: площади (S) и периметра (P) ЛД, рас-
считанных по следующим формулам:

где a, b – длины сторон треугольника; cos(ab) –
cos угла между сторонами а, b; sin(ab) – sin угла
между сторонами а, b (соседними радиусами на
лепестковой диаграмме).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Дериватизация фенолов по реакциям азосочета-

ния и окислительной конденсации. Предваритель-
но полученные данные по сорбции фенола пока-
зали, что нановолокна на основе ПА-6 без допол-
нительных стадий модификации полимера и
дериватизации аналитов малоэффективны для
концентрирования как фенола, так и его моноза-
мещенных. Для увеличения степени извлечения
фенолов предложено получение их окрашенных
аналитических форм реакциями азосочетания с
4-нитрофенилдиазонием (методика 1), а также
окислительной конденсации с 4-аминоантипи-
рином (методика 2). Фенол и его производные ре-
агируют с 4-ААП в присутствии гексацианофер-
рата(III) калия при рН ≥ 10.2 с образованием
окрашенных соединений – антипириновых кра-
сителей (I, схема 1), содержащих хроморфорную
группу – хиноидный фрагмент.

Схема 1. Схема реакции фенола/хлорфенола с 4-аминоантипирином.

Анализ кинетической зависимости (рис. 1) по-
казывает, что антипириновый краситель, получа-

емый в ходе окислительной конденсации фенола
или его хлорпроизводных, нестабилен, период
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Рис. 1. Зависимость A (λmax = 490 нм) от времени в системе: фенол (2-хлорфенол)−4-аминоантипирин–K3Fe(CN)6–
Na2СO3.
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полураспада составляет от 50 до 60 мин, что за-
трудняет проведение сорбции таких аналитиче-
ских форм в равновесных условиях.

В качестве диазосоставляющей в реакции азо-
сочетания применяли диазотированный 4-нитро-

анилин (ДНА), выбор которого обусловлен наи-
большей чувствительностью и устойчивостью азо-
соединения (II, схема 2). Ее максимальный выход
достигается при концентрациях 4-НА 3 × 10–4 М,
NaNO2 3 × 10–4 М, Na2CO3 0.1 М.

NH2O2N NO2N
+NO2, +H+-

N + H2O
+

NO2N NN N  +
+

OH
R

�H+

Na2CO3

OH
R

NO2N N OH
R

R = H, Cl, NH2

(II)

NO2N N OH
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(III)

NO2N N O
R

(IV)

H
+

+OH�+H�

O2N

Схема 2. Схема диазотирования 4-нитроанилина 
и азосочетания фенолов с диазотированным 4-нитро-

анилином.

Важную роль при изучении сорбции фенолов
играет рН. На рис. 2 представлены спектры по-
глощения 4-нитрофенилазофенола (4-НФАФ) в за-
висимости от кислотности среды. Так, 4-НФАФ
может находится в разных формах: в нейтральной

и слабокислой средах в форме II (λmax = 380 нм), в
щелочной – в форме IV (λmax = 480 нм).

Варьирование рН позволяет селективно сор-
бировать одну из форм 4-нитрофениазосоедине-
ний: форму II при рН ~ 5.0; форму III при рН < 4.0;
форму IV при рН ~ 9.0. В дальнейших исследова-
ниях применяли для дериватизации методику 1.

Сорбционные свойства нановолокна на основе
полиамида-6. Кислотность среды является важ-
нейшим фактором, влияющим и на эффектив-
ность сорбции фенолов. С одной стороны, в зави-
симости от рН молекула азокрасителя может на-
ходиться в растворе в различных формах, как
показано выше (рис. 2). С другой стороны, рН
влияет на состояние функциональных групп сор-
бента и величину его поверхностного заряда.
Изучали влияниея рН на сорбцию фенола и 2-ХФ
в виде их азопроизводных на НМ (ПА-6). Наи-
большая степень извлечения 4-НФАФ и 4-нитро-
фенилазо-2-хлорфенола (4-НФА-2-ХФ) достига-
ется при рН 5 и составляет 86 ± 3 и 83 ± 2% соот-
ветственно (рис. 3а).

Установили оптимальное время сорбции фе-
нолов в виде их азопроизводных нетканым волок-
ном на основе ПА-6 в условиях: m(НМ) = 0.03 г,
Vр-ра = 10 мл, са = 5 мг/л (рис. 3б). Сорбционное
равновесие в системах устанавливается в течение
20−30 мин. При этом в начальный момент време-
ни (5−10 мин) скорость сорбции достаточно вы-

Рис. 2. Спектры поглощения системы 4-нитроани-
лин–NaNO2–фенол при разных значениях рН.
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сока, но при достижении равновесия снижается.
На основании полученных данных построили за-
висимости сорбционной емкости ПА-6 по отно-
шению к 4-нитрофенилазосоединениям от их
концентрации (рис. 4).

В интервале концентраций исследуемых фе-
нолов от 4 до 20 мг/л изотермы сорбции описыва-
ются уравнением Ленгмюра, что свидетельствует
о мономолекулярном характере сорбции. Область
насыщения на изотермах не достигается, по-
скольку при увеличении концентрации азосоеди-
нений их аналитические формы агрегируют и,
вследствие малой растворимости, образуют кол-
лоидные системы.

Сорбционно-цветометрическое определение фе-
нолов. В методиках цифрового цветометрическо-
го определения аналитов различной природы в
качестве аналитического сигнала широко приме-
няют координаты цветности цифровых изобра-
жений (как до, так и после математических пре-
образований), полученные с помощью различ-
ных устройств (видео-, фотокамер, планшетных
сканеров и т.д.) [23–26]. Так, для цветометриче-
ского определения необходимо получение окра-
шенной аналитической формы, характеризующей
спектральные свойства образца, что сопровождает-
ся изменением интенсивностей параметров цвета
его цифрового изображения [28–32]. С помощью
специализированных программ цифровые изобра-
жения преобразуют и анализируют, получая более
удобный для интерпретации вторичный цифровой
аналитический сигнал в виде алгебраических выра-
жений, градуировочных кривых, геометрических
фигур, матриц и т.д. Существует несколько цвето-
вых моделей [23], возможности которых можно ис-
пользовать для различных прикладных целей – это
модели RGB (красный − R, зеленый − G, синий −
В), HSB (тон − H, насыщенность − S, яркость − B,
CMYK (голубой – C, пурпурный – M, желтый − Y,

черный – К), Lab (светлота – L, красно-зеленая
ось – а, желто-синяя ось – в) и др. В настоящей
работе реализована модель RGB в сочетании со
CMYK ввиду возможности быстрого и легкого
получения необходимых данных в графическом
редакторе Adobe Photoshop.

Цветометрическому определению фенолов
предшествовал перевод их в 4-нитрофенилазо-
соединения с последующим сорбционным концен-
трированием неткаными материалами на основе
ПА-6. Для количественной оценки содержания фе-
нолов строили лепестковые диаграммы с примене-
нием цветометрических параметров R, G, B, С, М,
Y, К (рис. 5) и концентрационные зависимости ин-
тенсивностей цветовых сигналов I и площадей ле-
пестковых диаграмм SЛД со степенью аппроксима-
ции, достаточной для построения градуировочных
кривых (R2 ≥ 0.95). Наилучшие результаты по чув-

Рис. 3. (а): Зависимость степени извлечения 4-нитрофенилазофенола и 4-нитрофенилазо-2-хлорфенола нетканым
материалом на основе полиамида-6 от рН исходных растворов. (б): Кинетика сорбции некоторых 4-нитрофенилазо-
соединений полиамидом-6.
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Рис. 4. Зависимости сорбционной емкости полиами-
да-6 по отношению к 4-нитрофенилазосоединениям
от их концентрации.
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Рис. 5. Профили лепестковых диаграмм в координатах цветовых каналов R, G, B, C, M, Y, K при различных концен-
трациях 2-хлорфенола.
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Таблица 1. Уравнения градуировочных графиков для цветометрического определения фенола и 2-хлорфенола

Аналит Параметр Уравнение градуировочного 
графика (с, мкМ) R2

Фенол IB IB = −57с + 250 0.980

SЛД SЛД = −41400с + 118000 0.985

2-Хлорфенол IB IB = −60с + 230 0.984

SЛД SЛД = −36700с + 106000 0.986

Таблица 2. Контроль правильности цветометрического определения фенолов методом введено−найдено (n = 3,
P = 0.95)

Аналит Параметр Введено, мкМ Найдено, мкМ cмин, мкМ Sr

Фенол Цветометрический, IB 0.30 0.26 ± 0.03 0.09 0.05

0.60 0.54 ± 0.06 0.05

0.90 0.79 ± 0.13 0.07

Геометрический, SЛД 0.30 0.27 ± 0.05 0.13 0.04

0.60 0.53 ± 0.07 0.06

0.90 0.78 ± 0.11 0.07

2-ХФ Цветометрический, IB 0.30 0.27 ± 0.04 0.13 0.07

0.60 0.53 ± 0.06 0.05

0.90 0.78 ± 0.13 0.06

Геометрический, SЛД 0.30 0.26 ± 0.04 0.11 0.05

0.60 0.53 ± 0.07 0.06

0.90 0.80 ± 0.09 0.06
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ствительности и коэффициенту детерминации гра-
дуировочных зависимостей (R2 > 0.96) получены
для геометрического параметра SЛД (табл. 1). В
табл. 2 приведены пределы обнаружения фенола
и 2-хлорфенола после их дериватизации по мето-
дике 1, которые не превышали 0.13 мкМ. Полу-
ченные данные могут быть применены для сорб-
ционно-цветометрического определения фено-
лов в диапазоне концентраций от 0.2 до 1.0 мкМ с
относительной погрешностью определения, не
превышающей 20%.

Правильность сорбционно-цветометрическо-
го определения фенола и 2-хлорфенола контро-
лировали методом введено−найдено (табл. 2).
Полученные результаты показали, что при опре-
делении фенолов в водах по предложенной мето-
дике систематические погрешности отсутствуют.

* * *

Предложенные подходы к дериватизации фе-
нолов позволили повысить сорбционную емкость
полученного методом электроформования не-
тканого материала на основе ПА-6 по отноше-
нию к фенолу и 2-хлорфенолу. Установлено, что
повышение эффективности сорбции (более 90%)
аналитических форм фенолов достигается варьиро-
ванием рН в диапазоне 3–5 и времени сорбции (20–
30 мин). Показана возможность применения синте-
тического нановолокона на основе полиамида-6
для концентрирования фенола и 2-хлорфенола в
виде их 4-нитрофенилазопроизводных с последую-
щим определением этих соединений на уровне ПДК
с применением математической обработки цифро-
вых изображений окрашенных зон сорбентов.
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