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Введение 

 

Постоянно возрастающее число анализов биомедицинских объектов 

требует разработки новых автоматизированных и миниатюризированных 

методов, которые позволят повысить надежность, чувствительность и 

производительность анализа, а также снизить трудозатраты и расходы 

реагентов. Для решения этих задач используются проточные методы анализа. 

Однако существуют проблемы, ограничивающие возможности известных 

проточных методов при анализе биологических жидкостей, как правило, низкая 

селективность и недостаточная чувствительность. Эти проблемы могут быть 

устранены с помощью эффективных методов пробоподготовки в условиях 

проточного анализа. Разработка новых автоматизированных методов 

пробоподготовки является одной из тенденций в области развития методологии 

проточного анализа.   

В последнее время особое внимание уделяется микроэкстракционным 

методам разделения и концентрирования и их автоматизации на принципах 

проточных методов [1]. Микроэкстракционные методы обеспечивают высокую 

эффективность разделения и концентрирования с минимальными расходами 

экстрагентов. В свою очередь, проточные методы могут включать 

предварительную дериватизацию аналитов для их последующего 

микроэкстракционного выделения и детектирования. Новые возможности для 

автоматизации микроэкстракционных методов разделения и концентрирования 

открывает циклический инжекционный анализ (ЦИА) [2], позволяющий 

автоматизировать различные процедуры пробоподготовки в смесительных 

камерах, в том числе дериватизацию и микроэкстракцию, и обеспечивающий 

высокую чувствительность анализа. 

Одним из общих решений для устранения влияния матричных эффектов в 

проточном спектрофотометрическом анализе является его сочетание с методом 

комбинированных градуировок (МКГ) [3]. При реализации МКГ в условиях 

диффузионно-конвективных проточных методов проявляется ряд ограничений: 
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относительно большие расходы пробы и реагентов для исключения 

перекрывания фотометрируемых зон; усложнение гидравлических схем для on-

line разбавления проб и введения добавок аналитов. Соответственно  

актуальной задачей является поиск новых методических подходов, которые 

позволили бы устранить существующие ограничения МКГ в проточном 

анализе. 

Цель работы 

Цель исследования – разработка новых схем циклического инжекционного 

анализа слюны и мочи, включающих дериватизацию, микроэкстракционное 

концентрирование и выполнение измерений по методу комбинированных 

градуировок, с подтверждением их аналитических возможностей  на примерах 

определения антипирина, кофеина и изониазида. 

Для достижения поставленной цели было необходимо решить следующие 

задачи: 

1. Разработать аэрогидравлические схемы ЦИА, включающие 

микроэкстракционное концентрирование аналитов. 

2. Оптимизировать условия дериватизации антипирина в форму 4-

нитрозоантипирина для его последующего циклического инжекционного 

спектрофотометрического определения. 

3. Оптимизировать условия выделения 4-нитрозоантипирина из слюны в 

органическую фазу в аэрогидравлической схеме ЦИА методом жидкостной 

микроэкстракции с диспергированием экстрагента. 

4. Оптимизировать условия выделения кофеина из слюны в органическую 

фазу в аэрогидравлической схеме ЦИА методом капельной микроэкстракции. 

5. Оптимизировать условия проведения хромогенной реакции образования 

комплекса изониазида с метаванадатом аммония для его последующего 

циклического инжекционного спектрофотометрического определения в моче с 

применением метода комбинированных градуировок. 
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6. Разработать автоматизированные методики циклического инжекционного 

определения изониазида, кофеина и антипирина в слюне и моче. 

7. Испытать разработанные методики на реальных объектах и подтвердить 

правильность получаемых результатов референтными методами. 

Научная новизна работы 

Разработаны схемы ЦИА, включающие дериватизацию аналитов с 

последующим микроэкстракционным выделением деривативов с 

диспергированием экстрагента. 

Проведено сравнение эффективности микроэкстракции с 

диспергированием экстрагента полярным растворителем и газовой фазой, 

генерируемой в водной фазе. 

Обоснован выбор в качестве экстрагента для микроэкстракционного 

выделения 4-нитрозоантипирина хлористого метилена. 

Разработана схема циклического инжекционного определения кофеина в 

слюне, основанная на его микроэкстракционном выделении. 

На примере определения изониазида в моче показана и обоснована 

возможность применения метода комбинированных градуировок в условиях 

циклического инжекционного спектрофотометрического анализа для 

устранения матричных эффектов. 

Найдены условия стабилизации комплекса изониазида с метаванадат-

ионами в присутствии цитрат-ионов в кислой среде и показана возможность его 

использования в качестве аналитической формы при спектрофотометрическом 

определении в моче. 

Практическая значимость работы 

Разработаны схемы ЦИА, обеспечивающие автоматизацию методик 

анализа  слюны и мочи, включающие дериватизацию и микроэкстракционное 

концентрирование. Разработанные схемы микроэкстракционного выделения и 

концентрирования антипирина и кофеина из проб слюны обеспечивают 

возможность их селективного и высокочувствительного циклического 
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инжекционного определения со спектрофотометрическим и 

потенциометрическим детектированием. 

 Найдены условия адаптации метода комбинированных градуировок в 

схему ЦИА. Найденные методические решения позволяют сократить расходы 

пробы и реагентов и упростить автоматизацию метода комбинированных 

градуировок. Эффективность предложенного решения экспериментально 

подтверждена на примере методики циклического инжекционного 

спектрофотометрического определения изониазида в моче. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Схемы циклического инжекционного анализа слюны, включающие 

дериватизацию аналитов с последующим микроэкстракционным выделением и 

концентрированием деривативов при диспергировании экстрагента полярным 

растворителем и газовой фазой, реализованные в методиках определения 

антипирина в слюне. 

2. Условия микроэкстракционного выделения и концентрирования 4-

нитрозоантипирина из проб слюны с диспергированием экстрагента полярным 

растворителем и газовой фазой. 

3. Схема циклического инжекционного анализа, включающая капельное 

микроэкстракционное выделение и концентрирование аналитов, реализованная 

в методике потенциометрического определения кофеина в слюне. 

4. Результаты адаптации метода комбинированных градуировок к условиям 

циклического инжекционного анализа, продемонстрированные на примере 

методики определения изониазида в моче. 

5. Обоснование условий стабилизации комплекса изониазида с метаванадат-

ионами в присутствии цитрат-ионов в кислой среде и возможности его 

использования в качестве аналитической формы при спектрофотометрическом 

определении изониазида в моче. 

6. Результаты испытаний разработанных методик на реальных объектах 

анализа. 
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1 Жидкостная микроэкстракция 

Стадия пробоподготовки, включающая устранение влияния матрицы, 

разделение и концентрирование определяемых веществ, является важным 

этапом химического анализа, в т.ч. биологических жидкостей [4]. Для 

устранения мешающего влияния состава сложных матриц, таких как 

биологические объекты, в аналитической практике широко используют 

жидкостную микроэкстракцию (ЖМЭ).  

ЖМЭ сочетает в себе концентрирование и разделение в одном этапе, с 

получением относительно высоких значений коэффициентов концентрирования 

в микрообъеме. 

Различные вариации ЖМЭ используются в сочетании с различными 

инструментальными аналитическим методами: высокоэффективной 

жидкостной хроматографей (ВЭЖХ) [5-7], газовой хроматографией (ГХ) [8,9], 

жидкостной хроматографией/масс-спектрометрией (ЖХ/МС) [10], 

высокоэффективной жидкостной хроматографией/масс-спектрометрией 

(ВЭЖХ/МС) [11], газовой хроматографией/масс-спектрометрией (ГХ/МС) [12-

14], капиллярным электрофорезом (КЭ) [15-16], спектрофотометрией (СФ) [17] 

и атомно-абсорбционной спектрометрией (ААС) [18, 19].  

В настоящее время ЖМЭ характеризуется как простой, быстрый, 

эффективный метод пробоподготовки, который в сочетании с различными 

инструментальными методами анализа широко используется для определения 

следовых количеств как неорганических, так и органических аналитов в пробах 

с различной матрицей [20]. В данной главе будет уделено внимание принципам, 

разновидностям и аналитическим возможностям ЖМЭ. 

Капельная микроэкстракция. Одной из разновидностей ЖМЭ является 

капельная микроэкстракция (single drop liquid-phase microextraction), о которой 

впервые было сообщено в работах Lui и Dasgupta [21]. В данном методе 

экстрагент в виде отдельной капли (обычно объем экстрагента составляет 1-2,5 
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мкл) погружают в исследуемый раствор на конце иглы микрошприца (рисунок 

1a), происходит распределение определяемых веществ между микрокаплей 

экстрагента и водной фазой образца, содержащей определяемые аналиты. 

После проведения экстракции микрокапля отбирается обратно в микрошприц и 

вводится, например, в хроматографическую систему для последующего 

анализа. 

Рисунок 1. Схемы капельной ЖМЭ: а) 

двухфазная экстракция; б) трехфазная 

экстракция (1 – микрошприц, 2 – 

исследуемый раствор, 3 – вкладыш 

магнитной мешалки, 4 – органическая 

фаза, 5 – игла микрошприца, 6 – капля 

экстрагента) [1]. 

 

Существует динамический вариант капельной ЖМЭ, в случае, когда капля 

экстрагента периодически втягивается в канал иглы микрошприца, а затем 

выталкивается обратно в раствор. При этом происходит концентрирование 

аналита в пленку экстрагента на внутренней поверхности иглы и 

перемешивание в объеме капли. Этот вариант является более эффективным, так 

как скорость извлечения возрастает в несколько раз [22]. 

Помимо двухфазного варианта проведения капельной ЖМЭ, описанного 

выше, существует также трехфазный вариант для веществ, имеющих кислотные 

или основные свойства [4, 23]. Сущность метода заключается в создании 

определенного pH для перевода аналита в молекулярную форму, которая 

мигрирует в органическую фазу. В капле экстрагента создаются условия 

перехода аналита в первоначальную ионную форму, благодаря чему он 

реэкстрагируется в экстрагент. Схема трехфазной экстракции представлена на 

рисунке 1б. В емкость помещали анализируемый водный раствор (2), затем 

вводили органическую фазу (4) с плотностью меньше, чем у воды и 
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перемешивали (3). Аналит извлекали в органическую фазу (4), из которой его 

концентрировали в каплю экстрагента (6), находившуюся на конце иглы 

микрошприца (5). После достижения необходимого коэффициента 

концентрирования каплю направляли в детектирующую систему. 

Используемый «межфазный» растворитель должен обладать низкой вязкостью 

для обеспечения быстрого диффузионного переноса аналита в экстрагент. 

Объем «межфазной» органической фазы должен быть минимальным для 

ускорения реэкстракции в каплю. 

Важное значение в трехфазной капельной экстракции имеют рН фазы 

донорного раствора, из которого извлекается аналит, и фазы акцепторного 

раствора (микрокапли экстрагента). Если аналит обладает основными 

свойствами, то в фазе донорного раствора поддерживается щелочная среда (рН 

11,5-13), а в фазе акцепторного раствора – кислая (рН 1-4) [24-27]. Если аналит 

проявляет кислотные свойства, то в донорной фазе поддерживается рН 2-4, а в 

акцепторной фазе рН 8-11 [28, 29]. 

В качестве органических растворителей наиболее часто используют толуол 

[30], гексан, октан [31], додекан [32], ксилол [33, 34], а также некоторые ионные 

жидкости [35], такие как 1-бутил-3-метил иммидозолий гексафторфосфата [36], 

1-гексил-3-метилимидазолия, гексафторфосфат [8] и 1-октил-3-

метилимидазолия гексафторофосфат [37]. Более высокая эффективность 

экстракции в случае ионных жидкостей наблюдается из-за высокой вязкости и 

поверхностного натяжения, которые способствуют формированию стабильной 

капли большего объема [38-41]. 

Необходимо учитывать, что взвешенные частицы или примеси в 

анализируемом растворе могут нарушить формирование микрокапли и делать 

ее крайне нестабильной, в результате чего может произойти её отрыв.  

Процесс массопереноса аналита является скорость определяющим, так что 

относительное увеличение скорости перемешивания, температуры, времени 

экстракции позволяет улучшить ее эффективность. Важно отметить, что объем 
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капли может изменяться в течение экстракционного процесса, особенно при 

экстремальных условиях экстракции (высокая скорость перемешивания, 

высокая температура, длительное время экстракции), которые приводят к 

уменьшению прецизионности анализа [33, 42]. Эта проблема может быть 

преодолена при введении внутреннего стандарта в каплю во время экстракции 

[21, 43, 44]. 

Микроэкстракция с диспергированием экстрагента. Микроэкстракция 

с диспергированием экстрагента [45-49] (МЭДЭ, dispersive liquid-liquid 

microextraction) в качестве нового метода пробоподготовки впервые была 

предложена Assadi и сотрудниками в 2006 году [11]. Этот метод предполагает 

введение в экстракционную систему дополнительного вещества – диспергатора. 

При этом в качестве диспергатора предложено использовать полярные 

органические растворители или газ, образующийся в результате химической 

реакции. Для традиционного варианта МЭДЭ применяют органический 

диспергирующий растворитель, который неограниченно смешивается как с 

водной фазой, так и с фазой экстрагента. В результате быстрой инжекции 

смеси, содержащей диспергирующий растворитель и экстрагент, в фазу 

анализируемого раствора происходит образование эмульсии – диспергирование 

экстрагента на микрочастицы с размером частиц десятые – сотые доли 

микрона. Это приводит к резкому увеличению поверхности массообмена (не 

более чем в 100 раз) и высокой скорости установления межфазного равновесия, 

менее чем за 1 мин. Схема проведения МЭДЭ полярным растворителем 

представлена на рисунке 2.  

Рисунок 2. Схема МЭДЭ полярным 

растворителем: а) водная фаза до инжекции 

экстракционной смеси; б) инжекция смеси, 

содержащей диспергирующий растворитель 

и экстрагент; в) образование эмульсии; г) 

разделение фаз (1 – водная фаза, 2 – 

эмульсия, 3 – органическая фаза) [1]. 
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Гидрофобные аналиты переходят в органическую фазу, которая 

диспергирована в объеме водной фазы. После экстракции экстрагент, в случае, 

если он имеет плотность больше, чем плотность воды, находится снизу, его 

отбирают и используют для дальнейшего анализа. 

Агрегирование частиц эмульсии в отдельную фазу чаще всего 

осуществляется центрифугированием. В подавляющем большинстве 

используются экстрагенты с высокой плотностью – хлорпроизводные 

углеводородов. Недостатком метода является негативное влияние диспергатора 

на коэффициенты распределения аналитов.  

В экстракции с диспергированием экстрагента к экстрагенту и 

диспергирующему растворителю предъявляются определенные требования. 

Как и в обычной жидкостной экстракции, экстрагент, во-первых, должен 

максимально полно извлекать целевой аналит, во-вторых, иметь низкую 

растворимость в водной фазе, и должен быть совместим с используемым 

оборудованием. Кроме того, он также должен образовывать дисперсный 

раствор в присутствии диспергирующего растворителя и желательно иметь 

плотность большую, чем у воды для эффективного разделения фазы 

экстрагента после центрифугирования [50, 51].  

Были предложены способы увеличения плотности экстрагента (1-

ундеканола, 1-додеканола, 1-октанола, н-гексанола) за счет использования 

вспомогательных растворителей, например, хлорбензола, дихлорметана, 

четыреххлористого углерода, тетрахлорэтилена и ионных жидкостей. Обычно 

для этих целей используют несколько микролитров экстрагирующего 

растворителя более низкой плотности [7, 52, 53] или высокой плотности [18, 53, 

54], чем у воды. В качестве диспергирующего растворителя смешанных 

экстрагентов наиболее часто используют ацетон, метанол, ацетонитрил, этанол, 

тетрагидрофуран.  

К основным достоинствам МЭДЭ относятся: простота, низкая стоимость, 

экспрессность, минимальное потребление экстрагента [55]. Для устранения 
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недостатков МЭДЭ полярными растворителями было предложено использовать 

МЭДЭ газовой фазой (effervescence assisted dispersive liquid-liquid 

microextraction). Этот метод предполагает осуществление диспергирования 

экстрагента углекислым газом, который образуется в результате реакции 

взаимодействия карбонат-ионов с кислотой.  

В данных работах [56-58] продемонстрированы возможности МЭДЭ 

газовой фазой. В частности, диспергирование экстрагирующего растворителя 

происходит в результате химической реакции, в которой выделяется газовая 

фаза, в то время как отделение частиц с экстрагентом осуществляется с 

помощью магнитного поля. Для этого 1-октанол, нанесенный на наночастицы 

оксида железа в качестве экстрагента, уксусная кислота, в качестве донора 

протонов, вводились в пробу, содержащую карбонат натрия. Неодимовый 

магнит, находящийся вдоль стенки флакона, служил для отделения наночастиц, 

покрытых 1-октанолом. Процесс отделения фазы занимает около 1 мин. 

Водную фазу отбрасывали, а частицы осторожно промывали водой. Добавляли 

метанол для элюирования аналитов. Частицы снова отделяли от органической 

фазы с помощью внешнего магнита, а метанольную фазу, содержащую 

элюированные аналиты, переносили для ГХ-МС анализа (Рисунок 3). 

Эффективность данного метода была продемонстрирована при определении 

гербицидов в пробах воды [56]. 

 

 

 

Рисунок 3. Схема 

ЖМЭ с 

диспергированием 

экстрагента газовой 

фазой [56]. 
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Другой способ диспергирования экстрагента газовой фазой использовался 

для определения фунгицидов в яблочном соке [59]. Здесь таблетку для 

диспергирования, содержащую лимонную кислоту и карбонат калия, помещали 

в виалу и добавляли экстрагент (хлорбензол). Затем вводили водную пробу, в 

результате чего происходило растворение таблетки, взаимодействие лимонной 

кислоты с карбонатом калия с образованием CO2 и диспергирование 

экстрагента с равномерным распределением его по всему объему виалы. После 

окончания реакции, раствор центрифугировали и отделяли органическую фазу, 

которую упаривали в потоке азота, а остаток растворяли в ацетонитриле и 

проводили ВЭЖХ анализ. 

Микроэкстракция на стекловолокне. Для повышения прецизионности 

микроэкстракционного выделения был  разработан новый простой и 

эффективный метод ЖМЭ – микроэкстракция на стекловолокне (hollow fiber 

liquid-phase microextraction), предложенный Pederson-Biergaard и Rasmussen в 

1999 году [60]. Метод основан на удержании экстрагента в полостях 

стекловолокна и последующей диффузии аналита из донорной фазы 

анализируемого раствора в акцепторную органическую фазу в стекловолокне 

[61]. Данный метод ЖМЭ реализован в двух вариантах: в двухфазной и 

трехфазной системах.  

В трехфазном варианте участвуют три жидкие фазы: анализируемый 

раствор (донорная фаза), органическая фаза (экстрагент), находящаяся на 

стекловолокне, водный раствор (акцепторная фаза), находящийся в порах 

стекловолокна [62]. Двухфазная система состоит из анализируемого раствора 

(донорная фаза) и органического растворителя (акцепторная фаза), 

находящегося в порах стекловолокна. Слабые кислоты в кислой среде 

донорного раствора, слабые основания в щелочных донорных растворах, 

нейтральные вещества с высокой растворимостью в неполярных органических 

растворителях акцепторного раствора могут быть экстрагированы в двухфазной 

системе. Аналиты сначала извлекают органическим растворителем, 
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иммобилизованным на стенках стекловолокна, а затем происходит 

массоперенос в водный акцепторный раствор, находящийся в порах 

стекловолокна [63]. Обогащенный целевыми аналитами водный акцепторный 

раствор анализируется с помощью СФ, ГХ, ААС, ВЭЖХ, КЭ [64, 65], и 

ВЭЖХ/МС [66]. 

В ЖМЭ на стекловолокне для получения высокой селективности и 

высокой степени извлечения аналита необходимо правильно выбрать 

экстрагирующий растворитель. Экстрагент должен обеспечивать хорошую 

растворимость определяемого вещества, иметь схожую полярность и не 

реагировать с посторонними соединениями в растворе пробы.  

Одним из главных недостатков ЖМЭ на стекловолокне является 

относительно долгое время экстракции и низкая селективность [67]. 

Гомогенная жидкостная микроэкстракция. В качестве альтернативы 

традиционным органическим экстрагентам было предложено использовать 

экстрагенты с изменяемой полярностью (switchable hydrophilicity solvents, ЭИП) 

[68-70]. ЭИП представляют собой вещества, которые не смешиваются с водой, 

находясь в одной форме, но полностью смешиваются с водой, находясь в 

другой форме. Экстрагент может «переключаться» между этими двумя 

формами путем простых изменений в системе. В качестве таких растворителей 

предложено использовать третичные амины. Они могут «переключаться» 

между двумя формами путем добавления или удаления CO2 из системы. 

Изменение полярности связано с кислотно-основной реакцией между 

третичным амином и угольной кислотой, в результате которой образуется 

гидрофильный гидрокарбонат и протонированный амин:  

                      
 

 

Было предложено использовать ЭИП для гомогенной жидкостной 

микроэкстракции, которая предполагает полное растворение экстрагента в 

водной фазе и образование бесконечно большой поверхности контакта между 

фазами [71-74]. Последующее фазовое разделение при экстракции вызывают 
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химическим или физическим воздействием на экстракционную систему. 

Обычно, используют солевой эффект [75-77], изменение pH среды [78, 79], 

образование ион-парных ассоциатов [80], изменение температуры, 

ультразвуковое воздействие. Данный микроэкстракционный метод 

удовлетворяет концепциям «зеленой» аналитической химии [81, 82], так как он 

снижает расход растворителей. Нетоксичная природа диоксида углерода, а 

также низкая стоимость делает его идеальным реагентом для реализации 

фазовых переходов в экстракционных методах. Кроме того, использование 

ЭИП позволяют извлекать аналиты в органическую фазу без 

центрифугирования.  

В работе [71] обсуждается применение ЭИП для ЖМЭ. Растворение 

растворителя в водной фазе осуществляется до экстракции при его обработке 

сухим льдом. Разделение фаз достигается за счет введения гидроксида натрия. 

Метод был использован для определения полициклических ароматических 

углеводородов. 

 

1.2. Автоматизация жидкостной микроэкстракции на принципах 

проточных методов 

Важной задачей аналитической химии является автоматизация 

химического анализа. Автоматизированные системы имеют ряд преимуществ, 

таких как минимизация ошибок, связанных с рутинными процедурами, 

уменьшение объемов проб и растворов реагентов, а также улучшение 

прецизионности и производительности по сравнению со статическими 

аналогами. 

Капельная микроэкстракция является наиболее сложно адаптируемой к 

проточным методам анализа, поэтому в литературе описано относительно 

небольшое количество работ в этом направлении [33]. Наибольшая сложность 

возникает при автоматизации введения воспроизводимого объема капли в канал 

гидравлической схемы. Использование больших объемов капли приводит к её 
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отрыву с конца иглы и капилляра, а, следовательно, невоспроизводимым 

результатам анализа. 

В 1996 году Liu и Dasgupta [21] сделали первую попытку автоматизации 

жидкостной экстракции в проточной системе, получившую название «капля в 

каплю» (drop-in-drop). Суть метода заключается в погружении микрокапли 

органического экстрагента (1,3 мкл) в большую по объему каплю водной фазы 

в специальной экстракционной ячейке (рисунок 4). Метод предложен для 

извлечения ион-парных ассоциатов додецилсульфата натрия с метиленовым 

голубым в хлороформ. Именно этот метод стал основой для развития других 

проточных вариантов капельной ЖМЭ. 

 

 

 

 

Рисунок 4. Схема проточной капельной 

ЖМЭ [21].  

 

 

 

Идею об использовании капельной ЖМЭ в непрерывном потоке жидкости 

предложили Liu и Lee [83] для определения следовых количеств 

нитроароматических веществ и хлорбензолов в природных водах. Данный 

метод получил название капельная ЖМЭ в непрерывном потоке (continuous-

flow microextraction). Сущность метода заключается в инжекции капли 

органического экстрагента с помощью микрошприца на поверхность 

полимерной трубки. Затем с помощью перистальтического насоса происходит 

непрерывная подача пробы через экстракционную ячейку, где удерживается 

капля экстрагента. Таким образом, происходит непрерывное взаимодействие 

между каплей органического экстрагента и пробой, что приводит к 

эффективному концентрированию аналита. Затем капля органического 



17 

 

 

 

экстрагента втягивается обратно в микрошприц и направляется в 

детектирующее устройство (Рисунок 5). 

Рисунок 5. Схема капельной 

ЖМЭ в непрерывном потоке: 

1 – соединение трубки с 

экстракционной ячейкой; 2 – 

модифицированный 

наконечник трубки; 3 –   

кольцо; 4 – ввод в 

экстракционную ячейку; 5 – 

экстракционная ячейка; 6 – 

микрошприц; 7 – капля 

органического экстрагента 

[83]. 

Pena и др. [84] предложили автоматизированную систему капельной ЖМЭ 

в условиях последовательного инжекционного анализа (SIA) для определения 

ионов Cr (VI) в природных водах с атомно-абсорбционным детектированием с 

электротермической атомизацией. Экстракция осуществлялась в проточной 

ячейке, соединенной с системой SIA (Рисунок 6). 

 

Рисунок 6. Схема капельной ЖМЭ в условиях SIA для определения ионов Cr (VI) в 

природных водах с атомно-абсорбционным детектированием: 1 – перистальтический насос; 2 

– удерживающая спираль; 3 – шестиходовой кран- переключатель; 4 – экстракционная 

ячейка; 5 – автосамплер; 6 – магнитная мешалка; 7 – капилляр; 8 – микрошприц [84]. 
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Капилляр с введенной в него хроматографической иглой, соединялся с 

автосамплером и микрошприцом. Для проведения анализа в удерживающую 

спираль с помощью перистальтического насоса отбирали пробу с добавкой 

фталатного буферного раствора и раствор пирролидиндитиокарбамата аммония 

(ПДКА). Затем зоны пробы и раствора реагента направляли в экстракционную 

ячейку. Капилляр заполняли 10 мкл органического экстрагента и погружали на 

5 мм в экстракционную ячейку, содержащую анализируемый раствор. Затем из 

кончика хроматографической иглы выдавливали каплю органического 

экстрагента объемом 3 мкл. После установления равновесия в системе (5-20 

мин в зависимости от требуемого коэффициента концентрирования), каплю 

втягивали обратно в микрошприц и автосамплер переносил её в графитовую 

печь атомизатора.  

Основными преимуществами этой схемы анализа стала возможность 

автоматизированной подачи органического экстрагента в атомизатор, а также 

значительное уменьшение эффекта «памяти». Главным недостатком является 

ограниченный выбор экстрагентов, способных образовывать стабильную каплю 

на конце шприца. Кроме того, ограничен объем пробы и лимитирующей 

стадией является массоперенос из водной фазы в органическую фазу, 

влияющий на производительность анализа.  

Другой подход к проведению капельной ЖМЭ был предложен Anthemidis 

и Adam для разделения и концентрирования ионов металлов с последующим 

ААС детектированием [85]. В этой системе экстракция происходила в 

проточной ячейке, соединенной напрямую с системой SIA (Рисунок 7). 

Микрокапля экстрагента выдавливается и втягивается из кончика 

стеклянного капилляра проточной ячейки с помощью шприцевого насоса 

системы SIA. Затем с помощью шприцевого насоса одновременно 

прокачивается проба и раствор диэтилдитиофосфата аммония (ДДФА), которые 

смешиваются в потоке и попадают в проточную ячейку, где происходит 

одновременно образование комплекса ионов кадмия (II) и их экстракция в 
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каплю экстрагента. После установления равновесия в системе, капля 

экстрагента втягивается обратно в удерживающую спираль и затем 

направляется в атомизатор.  

Рисунок 7. Схема капельной ЖМЭ 

в условиях последовательного 

инжекционного анализа: 1 – 

шприцевой насос; 2 – кран-

переключатель; 3 – удерживающая 

спираль; 4 – перистальтический 

насос; 5 – капля органической фазы; 

6 – микроэкстракционная ячейка; 7 

– шестиходовой кран-

переключатель; 8 – петля; 9 – 

инжекционный насос; 10 – 

соединительная трубка; 11 – 

графитовая печь [85]. 

 

Группой Mitani был разработан новый подход к проведению ЖМЭ в SIA 

системе [86]. Для этих целей, была сконструирована проточная ячейка (рисунок 

8), которая подсоединялась к порту крана-переключателя.  Отличительной 

чертой предложенной системы является использование экстрагентов с 

плотностью выше, чем у воды.  

                                                                            

Рисунок 8. А: Схема ЖМЭ в условиях SIA: 1 – кран-переключатель; 2 – шприцевой насос; 3 

– удерживающая спираль; 4 – шестиходовый кран-переключатель; 5 – экстракционная 

ячейка; 6 – соединительные узлы. Б: Изображение проточной экстракционной ячейки [86]. 
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Сущность метода заключается в экстракции в каплю органического 

экстрагента в «ловушке» (drop-in-plug) из водной фазы. Схема анализа (Рисунок 

8А) включает многоходовой кран-переключатель, к одному из портов которого 

подключена проточная экстракционная ячейка для проведения ЖМЭ (Рисунок 

8Б), сделанная из гидрофобного материала. В ходе анализа, капля экстрагента 

через удерживающую спираль подается в экстракционную ячейку, которая 

заполнена дистиллированной водой после предыдущего цикла анализа. В 

результате капля органического экстрагента (хлороформа) расположена на дне 

экстракционной ячейки. Затем в удерживающую спираль подаются раствор 

пробы и раствор реагента, после этого зоны из спирали подаются под 

давлением в экстракционную ячейку, в этот момент происходит 

концентрирование аналита. После установления равновесия капля 

органического экстрагента втягивается обратно в удерживающую спираль и 

направляется в детектирующее устройство. Избыток водной фазы направляется 

непосредственно из экстракционной ячейки на сброс. Для достижения более 

высоких значений коэффициента концентрирования возможно проведения еще 

одной стадии экстракции с использованием новой порции пробы.  

Эффективность данного метода была проиллюстрирована методикой 

определения следовых количеств ионов свинца (II) в воде и биологических 

жидкостях. Методика основана на on-line комплексообразовании ионов свинца 

(II) с пирролидин дитиокарбаматом аммония, последующий экстракцией в 

каплю хлороформа объемом 80 мкл и детектированием методом атомной 

абсорбции с пламенной атомизацией. 

Важную роль играет материал, из которого изготовлена экстракционная 

ячейка. Гидрофобные материалы, такие как полиэтилен и политетрафторэтилен 

(тефлон), в отличие от гидрофильного стекла, больше всего подходят для 

данного метода. 

При автоматизации микроэкстракции с диспергированием экстрагента 

полярным растворителем наибольшие трудности возникают при 
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автоматизации стадии разделения фаз, которая является самой 

продолжительной. Кроме того, возможны трудности при подаче органической 

фазы в детектирующее устройство из-за ее малого объема [87].  

Группа Anthemidis впервые реализовала полностью автоматизированную 

систему для МЭДЭ [88, 88].  

В разработанной SIA схеме (Рисунок 9) смесь диспергирующего 

растворителя, экстрагента и хелатирующего агента смешивают с потоком 

водной пробы в режиме on-line. На этом этапе одновременно происходит 

комплексообразование и экстракция аналита из водной фазы в эмульсию 

экстрагента. После экстракции эмульсия удерживается в микропорах колонки. 

Затем элюент пропускают через микроколонку и элюат направляют в 

атомизатор атомно-абсорбционного спектрометра. Универсальность данного 

метода была продемонстрирована при определении ионов меди (II) [88], 

свинца(II) [88], серебра (I) [89] и кадмия (II) [90].  

 

Рисунок 9. Схема МЭДЭ полярным 

растворителем в условиях последовательного 

инжекционного анализа: 1 – шприцевой насос; 2 – 

кран; 3 – удерживающая спираль; 4 – 

перистальтический насос; 5 – шестиходовой кран-

переключатель; 6 – микроколонка; 7 – 

инжекционный насос; 8 – атомизатор ААС [88]. 

 

 

Предложенный метод по сравнению с существующими аналогами имеет 

два важных преимущества: плотность экстрагирующего растворителя не 

обязательно должна быть больше, чем у воды, так как экстракция происходит в 

движущемся потоке, и отделение органической фазы основано не на 

центрифугировании, а на удержании в порах микроколонки, кроме того 

процесс является полностью автоматизированным. Недостатками данного 
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метода являются трудности, связанные с удалением избытка хромогенного 

реагента, который приводит к увеличению оптической плотности холостой 

пробы, что делает этот метод практически неприменимым для извлечения 

ионных ассоциатов с последующим спектрофотометрическим 

детектированием, часто используемым в анализе [51]. 

Был предложен другой простой способ автоматизации МЭДЭ в условиях 

последовательного инжекционного анализа (Рисунок 10) [91]. 

 

Рисунок 10. Схема МЭ ДЭ полярным растворителем в условиях SIA: 1 – шприцевой насос; 2 

– удерживающая спираль; 3 – проточная ячейка; 4 – детектор; 5 – многоходовой кран-

переключатель [91]. 

 

В данном методе вместо микроколонки используется ячейка конической 

формы. Предварительно в смесительную спираль с помощью шприцевого 

насоса отбираются проба и реагенты. Зоны перекачиваются в ячейку. Затем с 

помощью второго блока последовательного инжекционного анализатора при 

высокой скорости потока в ячейку подается смесь экстрагентов с 

диспергатором, что приводит к образованию эмульсии. После 

самостоятельного разделения водной и органической фаз, органическая фаза 

отбирается и подается в проточную кювету спектрофотометрического 

детектора для измерения оптической плотности. 
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Главными преимуществами этого метода являются отсутствие стадии 

центрифугирования, а также отсутствие необходимости использования 

микроколонки для разделения органической фазы. Кроме того, в данном методе 

впервые была реализована идея использования вспомогательного растворителя 

с плотностью большей, чем у воды. Практическое применение этого метода 

было предложено для определения тиоцианат-ионов в слюне, где в качестве 

экстрагирующей смеси использовался: амилацетат (экстрагент), 

четыреххлористый углерод (вспомогательный растворитель) и ацетонитрил 

(диспергирующий растворитель). 

Другим методом для устранения стадии центрифугирования в МЭДЭ стала 

работа Cruz-Vera и др. [92], в которой была предложена одноступенчатая 

МЭДЭ в шприце, открывая тем самым новые варианты автоматизации метода 

ЖМЭ. Группа Cerda разработала автоматизированный вариант этого метода с 

использованием мультишприцевого насоса [93], в котором, в отличие от 

предыдущих методов, используются экстрагенты с плотностью ниже, чем у 

воды (Рисунок 11). 

 

 

 

 

 

Рисунок 11. Схема МЭДЭ полярным 

экстрагентом для мультишприцевого проточного 

определения бензопирена: 1 – многоходовой кран-

переключатель; 2 – удерживающая спираль; 3, 4 – 

краны-переключатели; 5 – монолитная 

хроматографическая колонка; 6 – детектор; S1, S2, 

S3 – шприцевые насосы [92]. 

 

Для проведения анализа в шприцевой насос S1 отбиралась смесь 

экстрагента и диспергатора, затем при высокой скорости подавалась проба, 
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происходило образование эмульсии в шприце. Равновесие в системе 

устанавливалось в течение 30 с. После этого верхняя органическая фаза через 4-

ый порт крана-переключателя подавалась в спираль, где она смешивалась с 

90% раствором ацетонитрила в воде, подаваемого через шприцевой насос S2, 

для уменьшения вязкости для последующего хроматографического анализа. 

Данная система позволяет проводить дериватизацию аналита в шприце. 

Важным параметром для данной системы является скорость потока растворов 

реагентов, создаваемая с помощью шприцевого насоса. Более высокие скорости 

потока позволяют добиться эффективного диспергирования экстрагирующего 

растворителя в водной фазе непосредственно в шприце. Однако, объем 

используемого шприца лимитирует объем пробы и, следовательно, 

ограничивает достигаемые коэффициенты концентрирования. Объемы 

шприцов не превышают 10 мл.  

Примерами использования этого метода могут служить методики 

определения бензопирена методом жидкостной хроматографии [93], общего 

фенольного индекса [94], ионов меди (II) в пробах воды [95], а также ионов 

алюминия (III) в морской воде [96]. 

В дальнейшем этот метод был усовершенствован включением в 

конструкцию шприца системы детектирования – оптоволоконного 

спектрофотометра, позволяющего проводить детектрирование непосредственно 

в шприце (Рисунок 12) [97]. 

 

Рисунок 12. Схема МЭДЭ полярным 

растворителем и детектированием в шприце 

[97]. 
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Cerda предложил проводить МЭДЭ в шприце с использованием магнитной 

мешалки. Отличительной особенностью является наличие встроенной внутрь 

автоматического шприцевого насоса магнитной мешалки (длина 10 мм, 

диаметр 3 мм) (Рисунок 13) [98].  

Рисунок 13. Устройство 

шприцевого насоса с 

магнитной мешалкой:       1 – 

кран – переключатель; 2 – 

удерживающая спираль; 3 – 

проточная ячейка; 4 – 

трехходовой кран – 

переключатель; 5 – устройство 

для магнитного 

перемешивания; 6 – резинка; 7 

– шприцевой насос; 8 – мотор 

[98]. 

 

 

 

 

Для создания магнитного поля используется специально разработанное 

магнитное устройство (Рисунок 13). Два нейлоновых кольца, выступающих в 

роли подшипников, размещены на шприце, один из которых скользит по 

цилиндру шприца. Два стальных винта (длин 80 мм), которые используются в 

качестве прокладок, соединяют два нейлоновых кольца. Таким образом, данная 

система способна свободно вращаться вокруг продольной оси шприца. Для 

получения магнитного поля по всей длине шприца над винтами размещают два 

неодимовых магнита (наружный диаметр 5 × 4 мм). На нижнем кольце сделан 

паз для резинки, с помощью которой осуществляется движение за счет 

двигателя постоянного тока.  
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Применение этой системы продемонстрировано на флуориметрическом 

определение ионов алюминия (III) в пробах морской воды с помощью 

люмогаллиона [98] и анионных поверхностно-активных веществ [99]. В шприц 

подавались буферный раствор, реагент и проба. Раствор пробы подавался с 

более низкой скоростью (4 мл/мин) с целью ее предварительного 

термостатирования для увеличения теплообмена между образцом и 

нагревательным устройством. После этого перемешивание останавливалось на 

время необходимое для протекания реакции (15 с), после этого в 

удерживающую спираль отбирался н-гексанол. Перемешивание снова 

включалось и отбиралось необходимое количество воздуха для того, чтобы 

вытеснить н-гексанол из удерживающей спирали. При контакте органической 

фазы с мешалкой происходило ее диспергирование. Перемешивание 

останавливалось, в результате происходило образование «плавающей» на 

поверхности капли н-гексанола. На последнем этапе экстракт, обогащенный 

аналитом, медленно направляли через проточную ячейку на сброс (Рисунок 14).  

 

Рисунок 14. Схема МЭДЭ в шприце с 

использованием перемешивания 

магнитной мешалкой [98]. 

 

 

 

 

Микроэкстракции в режиме «Лаборатория-на-кране». Концепция «lab-

at-valve» была предложена в работах [100, 101]. Данный подход к проведению 

последовательного инжекционного анализа стал альтернативой 

существующему SIA «lab-on-valve», при этом для изготовления самого 

устройства «lab-at-valve», подключаемого к крану переключателю через 

стандартные переходники традиционным образом, требуется гораздо более 
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простое механическое оборудование, что делает метод значительно дешевле и 

проще для практического использования. В настоящее время, концепция «lab-

at-valve» служит основой для реализации многих методов анализа и 

пробоподготовки, в том числе ЖМЭ.  

Этот подход использовали Grudpan и др. для разработки универсального 

метода on-line ЖМЭ. В данной схеме анализа (Рисунок 15) разделительная 

камера подключалась к одному из портов многоходового крана-переключателя.  

 

 

 

Рисунок 15. Схема 

экстракции на принципах 

SIA в режиме «lab-at-

valve» [102]. 

 

 

 

Проба, реагенты и органический экстрагент последовательно отбирались в 

экстракционную петлю. Используя реверс потока, достигались более высокие 

коэффициенты концентрирования. После этого водную и органическую фазы 

направляли в коническую разделительную ячейку для разделения фаз. 

Органическая фаза, содержащая определяемое вещество, направлялась в 

кювету спектрофотометрического детектора. Универсальность данного метода 

была продемонстрирована на методиках определения анионных поверхностно-

активных веществ в воде и дифенгидрамин гидрохлорида в лекарственных 

препаратах [102]. Данный подход позволяет уменьшить во много раз расход 

пробы, растворов реагентов и органических растворителей, а также 

образующихся отходов. 

Жидкостная микроэкстракция на стекловолокне. Существует большое 

количество разнообразных подходов к автоматизации ЖМЭ на стекловолокне 
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[103-108], но представленные методы являются полуавтоматизированными. 

Наибольший интерес представляет работа Esrafili и др. [109], который 

предложил первый полностью автоматизированный, простой в использовании 

метод ЖМЭ на стекловолокне, который с высокой производительностью 

позволяет проводить определение экотоксикантов и лекарственных средств в 

различных матрицах. Данный метод может быть адаптирован для проведения 

как двухфазной, так и трехфазной ЖМЭ. 

Рисунок 16. Схема 

автоматизированной on-

line ЖМЭ на 

стекловолокне. А – 

органическая фаза; Б, В – 

акцепторный раствор 1, 

2; Г – водная фаза [109]. 

 

 

 

Согласно рисунку 16, после заполнения всех каналов системы 

дистиллированной водой (Г), с помощью шприцевого насоса отбирали 

органическую фазу и направляли на стекловолокно (смачивание). Органическая 

фаза образовывала жидкую мембрану на полом волоконном носителе. На 

следующем этапе поры стекловолокна заполняли акцепторным раствором с 

помощью шприцевого насоса, избыток акцепторного раствора сбрасывали. 

Затем емкость, содержащую анализируемый раствор, поднимали на 

специальном устройстве до полного погружения стекловолокна в раствор и 

выдерживали его в течение некоторого времени при перемешивании 

вкладышем магнитной мешалки. После этого, платформу с анализируемым 

раствором опускали вниз, а акцепторный раствор, при переключении крана-

переключателя в положение «Загрузка» с помощью шприцевого насоса 

втягивали в петлю объемом 20 мкл, затем при переключении крана, а 
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положение «Ввод» направляли непосредственно в дозатор ВЭЖХ. После 

завершения экстракции, чтобы избежать эффект памяти в последующем цикле 

анализа, стекловолокно заменяли на новое. 

Наиболее эффективным из существующих автоматизированных способов 

проведения ЖМЭ на стекловолокне является метод, предложенный Chaoa и 

коллегами [110] (Рисунок 17). В данном методе используется ультразвуковое 

поле для увеличения степени выделения аналита в акцепторный раствор на 

стекловолокне. Аналит сначала выделяется в органическую фазу на полом 

стекловолокне, а затем реэкстрагируется в акцепторный раствор, который 

находится в порах стекловолокна. После завершения экстракции (2 мин) 

акцепторный раствор направляется в детектирующее устройство. Метод был 

применен для определения хлорфенолов в пробах воды.  

 

 

 

 

Рисунок 17. Схема ЖМЭ 

на стекловолокне для 

определения хлорфенолов 

в пробах воды [110]. 

 

 

 

Таким образом, предложенные подходы к проведению ЖМЭ позволяют 

существенно уменьшить расход экстрагентов и увеличить эффективность 

массообмена. Методы ЖМЭ реализованы преимущественно на принципах 

последовательного инжекционного анализа, методология которого не позволяет 

обеспечить равновесных условий образования аналитических форм, что в свою 

очередь приводит к потере чувствительности. Кроме того, предложенные 

проточные методы ориентированы преимущественно на анализ водных 
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растворов и лекарственных препаратов, наблюдается незначительное 

количество методик анализа биологических жидкостей [111]. Перспективным 

представляется разработка комплексных подходов к автоматизации стадий 

пробоподготовки образцов со сложной матрицей, к которым относятся 

биологические жидкости, на принципах ЖМЭ и циклического инжекционного 

анализа [112-115], который позволит проводить автоматизированный анализ 

без потери чувствительности.  

 

1.3. Метод комбинированных градуировок 

Построение градуировки является важным этапом практически каждой 

методики химического анализа при использовании относительных методов для 

установления связи между концентрацией аналита и получаемым 

аналитическим сигналом. На сегодняшний день в аналитической химии 

существуют несколько методов установления концентраций. В соответствии с 

классификацией, представленной в [116, 117] существуют четыре основных 

метода: абсолютной градуировки, внутреннего стандарта, стандартных добавок 

и последовательного разбавления. Каждый из методов может быть реализован 

как в интерполяционном, так и в экстраполяционном режиме. Эти режимы 

отличаются друг от друга точностью при мешающем влиянии матрицы 

анализируемой пробы. Как следствие, результат анализа, полученный с 

использованием только одного из методов градуировки, может иметь 

существенную погрешность. 

Идея метода комбинированных градуировок (МКГ) впервые была 

предложена профессором Koscielniak [118] для решения проблемы мешающего 

влияния матрицы пробы. В данном методе, градуировка выполняется в 

соответствии с процедурой, которая совмещает интерполяционный и 

экстраполяционный режимы, что позволяет построить несколько 

градуировочных графиков (в отличие от одного, как это происходит обычно). 

Как следствие, концентрация аналита в образце рассчитывается одновременно 
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интерполяционным и экстраполяционным способами и получаемые результаты 

обладают большей точностью. 

Применение проточных методов анализа для реализации МКГ позволяет 

расширить возможности последнего, поскольку удается автоматизировать цикл 

рутинных процедур. Для выполнения МКГ ранее использовали: непрерывный 

проточный анализ [119], проточно-инжекционный [120, 121] и 

последовательный инжекционный анализ [122]. 

В МКГ, варьируя степень разбавления пробы, можно найти то значение, 

при котором мешающее влияние матрицы пробы будет полностью 

нивелировано. Для реализации метода готовят серию градуировочных 

растворов следующего состава: 

- проба, разбавленная до степени P =p/(p+q); 

- стандартный раствор, разбавленный до степени P; 

- проба и стандартный раствор, разбавленные до степени P; 

- проба, разбавленная до степени Q= q/(p+q); 

- стандартный раствор, разбавленный до степени Q; 

- проба и стандартный раствор, разбавленные до степени Q; 

- холостая проба, 

где p и q – объемы пробы и разбавителя. 

По результатам измерений от каждой серии получают значения 

оптических плотностей A1 – A7, которые позволяют рассчитать 6 концентраций 

пробы по формулам, представленным ниже: 
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 Полученные значения позволяют построить четыре графика (Рисунок 18). 

 



32 

 

 

 

 

Рисунок 18. Серия графиков, 

получаемых по методу 

комбинированных градуировок. 

 

 

 

 

 

 

В этом случае концентрации С1 и С2 были получены традиционным 

методом градуировочного графика (интерполяционным методом), которые не 

учитывают матричные эффекты пробы. Концентрации С3 и С4 получены 

интегрированным способом и позволяют учесть мешающее влияние лишь 

частично; концентрации С5 и С6 получены традиционным экстраполяционным 

методом (методом добавок), который позволяет учесть мешающее влияние 

полностью. Требуемая степень разбавления будет обеспечена при 

минимальном отклонении в концентрациях С1 – С6. Таким образом, этот метод 

позволяет оптимизировать условия разбавления проб индивидуальным 

образом. 

Для выполнения измерений по МКГ на принципах непрерывного 

проточного анализа (НПА) была предложена схема анализа, представленная на 

рисунке 19 [119].  

 

Рисунок 19. Схема НПА 

для автоматизации 

метода 

комбинированных 

градуировок [119].  
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Перистальтический насос использовался для прокачивания потоков 

носителя, пробы и стандартного раствора со скоростями p и q (p>q) 

соответственно. К восьмиходовому крану-переключателю были подключены 

два шланга одинаковой длины К1 и К2, объединенные в смесительной спирали 

К3. Ротор крана-переключателя (пунктирный контур) принимал позицию 1-8 

после поворота на 45° против часовой стрелки по отношению к статору 

(сплошной контур). Изменяя положения крана-переключателя, проба, 

стандартный раствор или носитель подавались в шланги К1 и К2 в 

определённом порядке и смешивались в смесительной спирали К3. После этого, 

растворы состава, соответствующего одному из градуировочных растворов, 

направлялись в детектор. На рисунке 20 представлена форма аналитического 

сигнала, получаемого детектором в зависимости от состава сегментов в 

смесительной спирали.  

В 1 положении крана только поток носителя подается в детектор. После 

поворота на 45° против часовой стрелки (положение 2), проба со скоростью p и 

носитель со скоростью q смешивались в смесительной спирали и направлялись 

в детектор, при этом регистрировалось значение сигнала А4. При последующем 

повороте крана в положение 3 через спираль в детектор подавались 

стандартный раствор со скоростью p и носитель со скоростью q, значение 

аналитического сигнала соответствовало А1. Аналогичным образом, изменяя 

положение крана, получают значения аналитического сигнала А0, А2, А3, А5, А6. 

 

Рисунок 20. Форма 

аналитического сигнала  

НПА.  
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При одном цикле анализа регистрируют 6 пиков. Полная схема 

градуировки включает в себя 5 циклов.  

Другой разновидностью реализации МКГ на принципах проточных 

методов стала схема проточного инжекционного анализа (ПИА), 

представленная на рисунке 21 [120]. Перистальтический насос использовался 

для прокачивания потоков носителя, пробы и стандартного раствора со 

скоростями p и q (p>q) соответственно. В двухходовом кране-переключателе с 

восемью портами находятся удерживающие петли α, β, γ, δ. При этом кран 

имеет 2 положения, в зависимости от положения ротора относительно статора, 

при повороте на 45° против часовой стрелки. 

Рисунок 21. Схема 

ПИА для 

автоматизации метода 

комбинированных 

градуировок. [120]. 

 

 

 

 

В начале цикла кран находится в положении 1, проба и стандартный 

раствор с помощью насоса подаются непрерывным потоком на сброс, в то 

время как раствор-носитель подается через каналы К1 и К2 в детектор. При 

переключении крана в положение 2 петли α и β заполняются пробой и 

стандартным раствором, затем кран переключается обратно в положение 1, 

стандартный раствор и проба инжектируются в потоки носителя, которые 

проходя через каналы К1 и К2 со скоростями p и q соответственно, 

смешиваются в смесительной спирали К3, а затем направляются в детектор. Вся 

процедура градуировки занимает пять циклов, т.е. кран переключатель меняет 

свое положение из 1 во 2 и обратно пять раз. Таким образом, можно получить 7 

значений аналитического сигнала А0 – А6, что показано на рисунке 22. 
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 Рисунок 22. 

Форма 

аналитического 

сигнала для 

ПИА. 

 

 

 

МКГ был также осуществлен на принципах последовательного 

инжекционного анализа (SIA). Схема анализа представлена на рисунке 23 [122]. 

 

 

 

Рисунок 23. Схема  SIA 

для автоматизации 

метода 

комбинированных 

градуировок [122]. 

 

 

Данная схема анализа позволяет ограничивать сегменты растворов 

пузырьками воздуха для предотвращения смешения сегментов, воздух 

удаляется перед детектором. С помощью перистальтического насоса, который 

прокачивает раствор носителя, проталкивающего сегменты из удерживающей 

спирали в детектор. Шприцевой насос необходим для точного введения 

образца, пробы, стандартного раствора и носителя в удерживающую спираль, а 

также для аспирации пузырьки воздуха, ограничивающих образующиеся 

сегменты. 10-ходовой кран-переключатель направляет соответствующие 

растворы через каналы 2, 3, 4, 5, 7 или воздух через каналы 1 или 6 в 

удерживающую спираль, а затем через канал 10 подготовленный сегмент 

подается в детектор. Растворы после шприцевого насоса или после 
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перистальтического насоса подаются через 6 ходовой распределительный кран 

в удерживающую спираль. На первом этапе процедуры градуировки пузырек 

воздуха объемом υвозд инжектировался с помощью шприцевого насоса. Затем 

три одинаковые порции пробы, стандартного раствора и носителя объемом q 

подавались в удерживающую спираль. Общий объем сегмента составляет 3q. 

Для того, чтобы разбавить пробу до степени разбавления P или Q, подаются 

дополнительно одна или две порции разбавителя (p = 2q). Таким же образом 

разбавляется стандартный раствор и поток носителя. Общая схема градуировки 

представлена на рисунке 24. 

Рисунок 24. Порядок подачи 

сегментов в систему SIA. S – проба, 

С – носитель, St – стандартный 

расвор. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Для того чтобы увеличить степень перекрывания сегментов, растворы 

отбирали последовательно, затем процесс интенсифицировали в удерживающей 

спирали за счет реверса насоса. После изменения положения крана-

переключателя, поток носителя направляет гомогенный сегмент в загрузочную 

спираль. После промывки удерживающей спирали раствором носителя, часть 

сегмента направляется через смесительную спираль в детектор.  

В случае НПА аналитический сигнал постоянен в течение относительно 

длительного времени, что делает измерение простым и похожим на 

стационарную схему анализа. По этой причине данный подход привлекателен 

даже для тех аналитиков, кто мало знаком с проточными методами анализа. 
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Тем не менее, основным недостатком является необходимость сохранять 

скорости четырех потоков растворов постоянной (p или q) в течение 

длительного времени, что может быть затруднено на практике. Тем не менее, 

схема анализа позволяет получать результаты с высокой точностью и 

прецизионностью, достаточно быстро и с низким расходом растворов. 

Система ПИА позволяет реализовать МКГ относительно быстро и 

получить очень точные результаты. Кроме того, в этом случае процедура 

калибровки очень проста за счет всего двух позиций крана. Тем не менее, 

получаемый аналитический сигнал трудно интерпретировать, поскольку шесть 

характерных плато часто очень короткие. Другим недостатком этой системы 

является относительно большой объем пробы. 

В случае если объем пробы ограничен, схема SIA является наиболее 

подходящей. При этом потребление пробы и стандартного раствора в 10 раз 

меньше чем в ПИА или НПА. Однако гидравлическая схема SIA является 

достаточно сложной, что ограничивает ее возможности в аналитической 

практике.  
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Заключение 

Основными стадиями химического анализа являются пробоотбор, 

пробоподготовка, измерение аналитического сигнала и обработка полученных 

результатов. Актуальной задачей является комплексная автоматизация 

химического анализа, предполагающая выполнение его стадий с помощью 

надежных инструментальных аналитических систем. 

Для автоматизации методик химического анализа широкое 

распространение нашли проточные методы, позволяющие не только сократить 

расход проб и используемых реагентов для анализа, но и в целом сделать его 

более экспрессным. Принцип строгого постоянства всех физических 

параметров проточных систем (диаметр каналов гидравлической схемы, 

скорости потоков и температура) обеспечивает высокую воспроизводимость 

результатов анализа. Отмеченные достоинства проточных методов анализа 

привели к их широкому внедрению в аналитическую практику. Перспективным 

направлением является разработка способов реализации ЖМЭ в условиях 

проточного анализа. ЖМЭ обладает рядом преимуществ по сравнению с 

традиционными методами экстракции: простота инструментального 

исполнения, низкая стоимость, низкий расход растворителей, высокая скорость 

экстракции и высокая степень извлечения.  

Из обзора литературы можно сделать вывод, что МЭДЭ является наиболее 

адекватным методом при его адаптации в проточном анализе. В этом случае 

метод реализуется при простой инжекции смеси экстрагента и полярного 

растворителя в водную фазу с помощью стандартных шприцевых насосов. Эта 

возможность была реализована в условиях диффузно-конвективного 

проточного метода (ПИА и SIA), где образование аналитических форм 

происходит под действием диффузии и конвекции. Новые возможности для 

автоматизации МЭДЭ открывает циклический инжекционный анализ, схема 

которого включает образование аналитических форм при перемешивании зон 

потоком газовой фазы, которая может быть дополнительно использована для 
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интенсификации массообмена и разделения фаз. Эта возможность в практике 

проточного анализа еще не была реализована. Следует отметить, что 

автоматизированный вариант МЭДЭ газовой фазой, образующейся в результате 

химической реакции, в литературе не представлен. 

Одним из ограничений ЖМЭ может быть непригодность используемого 

экстрагента для конечного метода детектирования. В ручных методиках для 

решения этой проблемы после выделения фазы экстракта осуществляют замену 

растворителя путем испарения экстрагента с последующим растворением 

аналита в подходящем растворителе. По сути это стандартная процедура, 

используемая для ВЭЖХ, потенциометрии и др. методов анализа. В этом 

случае капельная ЖМЭ наиболее адекватна описанной схеме, т.к. объем 

экстрагента минимален. Литературных данных, описывающих возможность 

автоматизации ЖМЭ с заменой растворителя, не было найдено. С этой точки 

зрения важной задачей является поиск условий автоматизации описанной 

процедуры пробоподготовки. Наиболее подходящим методом для решения 

данной задачи является ЦИА, т.к. его аэрогидравлическая схема включает 

соединенную с атмосферой смесительную камеру, что позволяет осуществлять 

процесс испарения органической фазы. 

ЖМЭ практически непригодна для выделения аналитических форм, 

обладающих преимущественной растворимостью в водной фазе. В этом случае 

используют альтернативные методы разделения и концентрирования или 

другие подходы, которые позволяют учесть мешающее влияние матрицы 

пробы. Одним из универсальных решений при спектральном детектировании 

является МКГ, представляющий собой комбинацию метода градуировочного 

графика и метода стандартных добавок. Сочетание ЦИА и МКГ позволит 

существенно упростить реализацию последнего, а, следовательно, сделать 

метод более доступным в аналитической практике. 
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 Глава 2. Методика экспериментальных исследований  

2.1. Средства измерений и оборудование 

1. Спектрофотометр «UVmini–1240» (Shimadzu, Япония), спектральный 

диапазон от 190 до 1100 нм. 

2. Оптоволоконный спектрофотометр «USB 4000», (Ocean Optics, США), 

источник видимого света «LS-1», проточная кювета «FIA-Z-SMA-50-TEF», 

(FIAlab®, США) с длиной оптического пути – 50 мм. 

3. Иономер «И-510» (Аквилон, Россия). 

4. Жидкостный хроматограф LC-30 Nexera (Shimadzu, Япония) с диодно-

матричным детектором.  

5. Система ВЭЖХ (Agilent 1260) с детектором на диодной матрице и с 

комбинированным квадруполь-времяпролётным масс-спектрометром 

сверхвысокого разрешения с ионизацией электроспреем (ESI-QTOF) серия 

maXis (Bruker, Daltonik).  

6. Электронные весы «Pioneer PA-214C» (Ohaus, США), 2-ой класс точности, 

предел взвешивания 210 г, дискретность 0,1 мг. 

7. Шестиходовой соленоидный кран-переключатель (Cole- armer, США). 

8. Колбы мерные (ГОСТ 1770-74). 

9. Кофеин-селективный мембранный электрод (изготовлен на кафедре 

радиохимии Института химии СПбГУ) в качестве рабочего электрода. Сенсор 

был изготовлен на основе мембраны из пластифицированного ПВХ, 

содержащей 33 весовых процента полимера, 65% 2-фторфенил-2-

нитрофенилового эфира (пластификатора) и 2% тетракис[3,5-

бис(трифторметил)фенил]борат калия в качестве электроактивного компонента.  

10. Хлорсеребряный электрод сравнения ЭВЛ 1М 3.1 (Гомель, Белоруссия). 

11. Перистальтический насос «MasterFlex L/STM» (Cole - Parmer, США) 

(скорость потока от 0,5 до 6 мл/мин). 

12. Шприцевой насос (Crison, Испания). 

13. Циркуляционный термостат (LOIP, Россия). 
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14. Центрифуга (SIGMA 2-6, 4000 об/мин, Германия). 

15. Шприц хроматографический вместимостью 10 мкл. 

16. Ультразвуковая ванна «УЗВ-1,3» (Сапфир, Россия). Температурный 

диапазон от +15 °С до +70 °С. Точность поддержания температуры ±1 °С. 

 

2.2. Реактивы и приготовление растворов 

Все используемые в работе реактивы имели квалификацию не ниже ч.д.а.  

Приготовление растворов  

В химический стакан помещали навеску аналита согласно таблице 1, 

добавляли 10 мл дистиллированной воды и перемешивали смесь до полного 

растворения аналита. Раствор количественно переносили в мерную колбу 

вместимостью 100 мл, промывали стаканчик тремя порциями 

дистиллированной воды по 10 мл, доводили объём раствора в колбе до метки 

дистиллированной водой и тщательно перемешивали. Рабочие растворы 

веществ готовили путём последовательного разбавления исходного раствора.  

Таблица 1 

Массы аналитов. 

Вещество Производитель 
Масса 

навески, мг 
Концентрация, М 

Антипирин 

Имп., Sigma-

Aldrich 

18,80 10
-3 

Норантипирин 17,40 10
-3

 

4-гидроксианипирин 20,40 10
-3

 

Кофеин 1880 10
-1

 

Теофиллин 180,0 10
-2

 

Теобромин 180,0 10
-2

 

Параксантин 180,0 10
-2

 

Изониазид 1370 10
-1 

Рифампицин 823,0 10
-2

 

Пиразинамид 123,0 10
-2

 



42 

 

 

 

Приготовление метаванадата аммония 10 мМ 

На аналитических весах брали навеску метаванадата аммония массой 

0,2925 г. Далее её количественно переносили в мерную колбу вместимостью 

250 мл путем растворения в 0,1 М серной кислоте. Раствор оставляли на 30 

минут в ультразвуковой ванне для более полного растворения соли. Затем 

полученный раствор фильтровали. 

 

Приготовление цитратного буферного раствора (рН=2,2) 

Навеску 10,5 г лимонной кислоты из стаканчика для взвешивания 

количественно переносили в мерную колбу вместимостью 1 л, промывали 

стаканчик не менее пяти раз по 20 мл дистиллированной воды, сливая 

промывные воды в ту же колбу, и добавляли 200 мл 0,5 М раствора гидроксида 

натрия. Объем раствора в колбе доводили до метки дистиллированной водой и 

тщательно перемешивали. Для достижения требуемого рН добавляли по каплям 

0,5 М раствор серной кислоты при перемешивании. рН раствора 

контролировали с помощью рН-метра.  

 

Приготовление подвижной фазы для ВЭЖХ/МС 

Элюирование осуществляли в градиентном режиме. Подвижная фаза 

состояла из 10 мМ водного раствора триэтиламина и ацетонитрила. Программа 

градиента представлена в таблице 2. Скорость подвижной фазы составила 0,3 

мл/мин. 

Таблица 2 

Программа градиентного режима для ВЭЖХ-МС 

T, мин % A (10 ммол L
-1

 триэтиламина) % B (ацетонитрил) 

0 30 70 

5 70 30 

7 70 30 

8 80 20 
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Лекарственные препараты, использованные в работе 

1. «Антипирин» («Татхимфармпрепараты», экспериментальная 

лекарственная форма), таблетки, содержащие 600 мг антипирина. 

Вспомогательные вещества: крахмал картофельный, кальция стеарат. 

2. «Изониазид» (ОАО «Мосхимфармпрепараты» им. Н.А. Семашко), 

таблетки, содержащие 300 мг изониазида. Вспомогательные вещества: кальция 

стеарата моногидрат – 3,3 мг, полисорбат-80 – 0,5 мг, кросповидон (коллидон 

CL-М) – 3,3 мг, крахмал картофельный – достаточное количество. 

3. «Кофеин – бензоат натрия» («Татхимфармпрепараты»), таблетки, 

содержащие 100 мг  кофеина. Вспомогательные вещества: крахмал 

картофельный – 15,77 мг, кальция стеарат – 0,23 мг. 

 

2.3. Пробоотбор и пробоподготовка биологических жидкостей 

Пробоотбор слюны 

После предварительного ополаскивания полости рта дистиллированной 

водой, слюну собирали в полипропиленовые стакан до метки (4 мл). 2 мл 

отобранной слюны помещали в пробирку для центрифугирования и добавляли 

3 мл воды для уменьшения вязкости. Полученные растворы центрифугировали 

в течение 5 мин при 5000 об/мин с целью осаждения твердых компонентов 

слюны. После этого 1 мл супернатанта переносили в эппендорф для 

последующего анализа. 

 

Пробоотбор мочи 

Мочу собирали в полипропиленовые стаканы до метки (10 мл) и 

передавали на анализ.  
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Глава 3. Циклический инжекционный анализ биологических жидкостей, 

включающий дериватизацию и микроэкстракцию с диспергированием 

экстрагента  

 

На сегодняшний день в аналитической химии для экспрессного и 

автоматизированного анализа биомедицинских объектов широкое применение 

находят проточные методы, основными преимуществами которых являются 

минимизация трудовых затрат, радикальное сокращение расходов проб, 

реагентов и образующихся отходов, простота инструментального исполнения, 

высокая производительность и прецизионность. Однако существуют проблемы, 

ограничивающие возможности известных проточных методов в анализе таких 

объектов – низкая селективность и недостаточная чувствительность. Эти 

проблемы могут быть устранены с помощью новых эффективных методов 

разделения и концентрирования в условиях проточного анализа. 

Одним из таких широко используемых методов является ЖМЭ, которая 

обеспечивает высокие коэффициенты концентрирования и высокую 

селективность. Как было показано в обзоре литературы, МЭДЭ является 

эффективным методом разделения и концентрирования и широко используется 

в аналитической химии. Метод основан на диспергировании экстрагента в 

исходной жидкой пробе с помощью диспергатора, в качестве которого может 

выступать или полярный растворитель, или газовая фаза. В первом случае 

диспергатор должен неограниченно смешиваться как с экстрагентом, так и c 

водной фазой с целью образования тонкодисперсной эмульсии органической 

фазы и, следовательно, большей площади контакта фаз и высокой скорости 

массообмена. Во втором случае газовая фаза образуется в растворе пробы в 

результате химической реакции и диспергирование органической фазы 

осуществляется микропузырьками газа.  
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Для решения проблемы автоматизации МЭДЭ в рамках данной работы 

изучалась возможность применения циклического инжекционного анализа 

(ЦИА). 

ЦИА является проточным методом с принудительной конвекцией и 

обеспечивает максимальную чувствительность анализа по сравнению с 

диффузно-конвективными проточными методами [123-125], поскольку в ЦИА 

отсутствует дисперсия зон проб в гидравлических трассах, а также 

обеспечивается возможность полного протекания аналитических реакций или 

дериватизации.  

Концепция ЦИА предполагает выполнение последовательности стадий 

анализа, характерных для стационарных методик: отбор пробы; 

пробоподготовку, включающую (при необходимости) концентрирование 

аналитов или дериватизацию; добавление к раствору пробы растворов 

реагентов; перемешивание растворов потоком инертного по отношению к 

компонентам реакционной смеси газа до установления равновесия в системе; 

термостатирование (при необходимости); паузу для достижения максимального 

значения аналитического сигнала (при необходимости) и измерение 

аналитического сигнала [126].  

В свою очередь, применение дериватизации при анализе биологических 

жидкостей широко используется для получения производных, позволяющих 

обеспечить возможность их селективного и чувствительного определения. 

Методы проточного анализа с принудительной конвекцией обеспечивают 

дериватизацию при эффективном перемешивании реакционных смесей в 

специальных смесительных камерах. 

Для автоматизации дериватизации с последующей микроэкстракцией при 

диспергировании экстрагента полярным растворителем была разработана новая 

инструментальная схема пробоподготовки на принципах ЦИА (Рисунок 25). 

В соответствии с этой схемой последовательно осуществляются 

процедуры дериватизации и микроэкстракции с помощью двух однотипных 
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кранов-переключателей и перистальтического (для подачи водных сред) и 

шприцевого (для подачи органических жидкостей) насосов.  

 

 

Рисунок 25. Схема ЦИА, включающая дериватизацию и микроэкстракцию 

при диспергировании экстрагента полярным растворителем. 

 

Для автоматизации процесса дериватизации и микроэкстракции в условиях 

проточного анализа и одновременного измерения оптической плотности 

экстракта была разработана специальная смесительная камера (изготовлена в 

ООО «Фторопластовые технологии») (4), представляющая собой монолитную 

ячейку. Изготовленная из ПТФЭ камера (высота – 50 мм, внутренний диаметр – 

10 мм) имеет вертикально расположенный канал, предназначенный для 

образования аналитической формы в равновесных условиях и её 

экстракционного выделения, и перпендикулярно расположенный канал, 

предназначенный для проведения спектрофотометрических измерений.  Кроме 

того, предполагается наличие дополнительного бокового канала для ввода 

экстрагирующей смеси (Рисунок 26). 
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Рисунок 26. Чертеж  смесительной камеры для проведения 

микроэкстракции. 

 

В камеру с помощью перистальтического и шприцевого насосов через 

однотипные краны-переключатели подаются порции пробы, реагентов и смеси 

экстрагента с диспергатором. Во всех случаях перемешивание водных 

растворов осуществляется при подаче газовой фазы в смесительную камеру с 

помощью перистальтического насоса.  

Принципиальное отличие разработанной схемы от ранее предложенной 

Andruch [91] схемы МЭДЭ на принципах SIA заключается в использовании 

газовой фазы для интенсификации процесса разделения фаз за счет 

агрегатирования частиц микроэмульсий при их перемешивании. 

Аналитические возможности разработанной схемы, включающей 

дериватизацию и микроэкстракцию с диспергированием экстрагента полярным 

растворителем, были продемонстрированы при определении антипирина 

(феназон, 2,3-диметил-1-фенил-3-пиразолин-5-он) в слюне. Антипирин – 

лекарственное средство, анальгетик и антипиретик из группы пиразолонов: 
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Антипирин, благодаря его низкой токсичности, применяют в качестве 

тест-препарата для неивазивной оценки активности окислительного 

метаболизма человека [127]. 

Для определения антипирина в слюне в данной работе использовали 

известную реакцию образования окрашенного производного 4-

нитрозоантипирина (Рисунок 27, λmax = 345 нм) в кислой среде в присутствии 

нитрит-ионов [128]: 

 

 

Рисунок 27. Спектр поглощения 4-нитрозоантипирина  (200 мкМ раствор 

антипирина, 0,2 М раствор H2SO4, 6 мМ раствор NaNO2). 

 

Выбранная реакция раньше не использовалась в проточном анализе. 

Необходимо было оптимизировать условия дериватизации в ЦИА. Для этого 
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было изучено влияние концентраций растворов NaNO2 и H2SO4 на образование 

4-нитрозоантипирина.  

Для изучения влияния концентрации раствора NaNO2 на скорость 

протекания реакции и величину аналитического сигнала в смесительную 

камеру (4) (Рисунок 25) подавали 1 мл 200 мкМ раствора антипирина (а), 1 мл 

0,2 М раствора H2SO4 (б), и 1 мл NaNO2 (в), концентрацию которого 

варьировали в диапазоне от 5 мМ до 12 мМ. Растворы в смесительной ячейке 

перемешивали потоком азота при комнатной температуре от 30 секунд до 10 

минут. Затем оптическую плотность образовавшегося 4-нитрозоантипирина 

измеряли непосредственно в смесительной камере при 345 нм. На следующем 

этапе, раствор из смесительной камеры (4) с помощью перистальтического 

насоса (2) направляли на сброс. После этого коммуникации системы промывали 

дистиллированной водой. И проводили измерение сигнала холостой пробы при 

заполнении кюветы проточного детектора дистиллированной водой. 

Согласно полученным данным (Рисунок 28), при увеличении 

концентрации нитрит-ионов до 6 мМ увеличивается скорость хромогенной 

реакции.  

 

Рисунок 28. Зависимость оптической плотности раствора 4-

нитрозоантипирина от времени перемешивания реакционной смеси в 

смесительной камере при различной концентрации NaNO2 (200 мкМ раствор 

антипирина, 0,2 М раствор H2SO4). 
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Далее было изучено влияние концентрации H2SO4 на скорость протекания 

реакции и величину оптической плотности при аналогичных условиях, но 

концентрация NaNO2 оставалась постоянной – 6 мМ, а концентрация H2SO4 

варьировалась в диапазоне от 0,1 – 2 М. 

Было установлено (Рисунок 29), что при концентрации H2SO4 больше 0,5 

М наблюдается уменьшение значения оптической плотности, обусловленное, 

вероятно, восстановлением нитрит-ионов в кислой среде до оксидов азота. 

Дериватизация завершается при перемешивании реакционной смеси в 

смесительной камере при нормальных условиях через 3 мин. 

 

Рисунок 29. Зависимость оптической плотности раствора 4-

нитрозоантипирина от времени перемешивания реакционной смеси в 

смесительной камере при различной концентрации H2SO4 (200 мкМ раствор 

антипирина, 6 мМ раствор NaNO2).  

 

Для оптимизации условий спектрофотометрического определения 

антипирина было изучено влияние температуры в смесительной камере на 

величину оптической плотности в интервале температур от 20 ⁰С до 60 ⁰С 

(Рисунок 30). В этом случае в качестве смесительной камеры использовали 

стеклянную трубку, помещенную в термостат. 
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Рисунок 30. Влияние температуры на величину оптической плотности 

(200 мкМ раствор антипирина, 0,2 М раствор H2SO4, 6 мМ раствор NaNO2). 

 

Было установлено, что при увеличении температуры оптическая 

плотность существенно уменьшается, что связано также с восстановлением 

нитрит-ионов в кислой среде. Таким образом, увеличение температуры в случае 

данной реакции нецелесообразно, поэтому дальнейшие эксперименты 

проводились при температуре 20-25 °С. 

Особое внимание в работе было уделено изучению условий проведения 

микроэкстракции антипирина в органическую фазу после его дериватизации. 

Необходимо было выбрать экстрагент, диспергатор и соотношение между 

ними. 

Для выбора наиболее эффективного экстрагента в раствор 

образовавшегося 4-нитрозоантипирина (Рисунок 25) в смесительную камеру с 

помощью шприцевого насоса со скоростью 5 мл/мин вводили 1,25 мл 

экстракционной смеси (е), содержащей один из возможных диспергирующих 

растворителей (метанол, этанол, ацетон и ацетонитрил) и один из возможных 

экстрагентов (хлороформ, хлористый метилен, четыреххлористый углерод и 

хлорметан) в соотношении 1:1. При этом происходило образование эмульсии, 

которая для разделения фаз перемешивалась потоком азота при комнатной 
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температуре от 1 до 10 минут. После разделения фаз измеряли оптическую 

плотность органической фазы в смесительной камере при 345 нм, затем раствор 

направляли на сброс. После этого коммуникации системы промывали этанолом. 

Измерение сигнала холостой пробы проводили при заполнении смесительной 

камеры хлористым метиленом. 

Было установлено, что наиболее эффективным экстрагентом является 

хлористый метилен (Рисунок 31А), который обеспечивает максимальное 

извлечение 4-нитрозоантипирина и минимальную оптическую плотность 

холостой пробы. 

На основании литературных данных [129] для исследования были выбраны 

такие диспергаторы – полярные растворители, как метанол, этанол, ацетон и 

ацетонитрил, которые потенциально обеспечивают возможность разделения 

фаз без центрифугирования. Критериями выбора диспергирующего 

растворителя были способность хорошо смешиваться и с водной фазой, и с 

экстрагентом, а также обеспечивать максимальное различие в значениях 

оптической плотности пробы и холостой пробы. Кроме того, в присутствии 

диспергатора не должно наблюдаться образования устойчивых эмульсий. Было 

установлено, что наилучшим диспергирующим растворителем является 

ацетонитрил (Рисунок 31Б), который обеспечивает эффективное 

диспергирование хлористого метилена в водной фазе с последующим 

разделением водной и органической фаз в смесительной камере без 

центрифугирования. 

Для выбора оптимального состава органической фазы варьировали 

соотношение в ней экстрагента и диспергирующего растворителя в диапазоне 

от 1:1 до 1:3. В качестве критерия выбора использовали максимальное значение 

оптической плотности экстракта и минимальное значение сигнала холостой 

пробы. Оптимальный состав органической фазы наблюдается при соотношении 

хлористого метилена и ацетонитрила 1:1,5 (Рисунок 31В).  
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Рисунок 31. Влияние различных экстрагентов (А), диспергирующих 

растворителей (Б) (экстрагент – хлористый метилен) и соотношения в смеси 

(хлористый метилен – ацетонитрил) (В) на величину оптической плотности 

экстрактов. 
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Была изучена возможность инжекции экстракционной смеси через 

боковой и нижний каналы ячейки (Рисунок 26). Эффективность извлечения 

была одинаковая. Для дальнейших исследований был выбран вариант подачи и 

отбора органической фазы через общий нижний канал, в противном случае 

потребовалось бы включение в схему дополнительного шприцевого насоса. 

Выбранные оптимальные условия легли в основу методики проточного 

определения антипирина в слюне, согласно которой в смесительную камеру 

подавали 1 мл пробы слюны (а), 1 мл 0,2 М раствора H2SO4 (б) и 1 мл 6 мМ 

NaNO2 (в). Растворы в смесительной камере перемешивали потоком азота при 

комнатной температуре 3 минуты.  Затем в смесительную камеру с помощью 

шприцевого насоса со скоростью 5 мл/мин вводили 1,25 мл смеси (е), 

содержащей диспергирующий растворитель (ацетонитрил) и экстрагент 

(хлористый метилен) в соотношении 1,5:1. При этом происходило образование 

эмульсии, которая для быстрого разделения фаз перемешивалась потоком азота 

2 минуты со скоростью 1,5 мл/мин. После разделения фаз в экстракционной 

камере значение оптической плотности нижней органической фазы измеряли с 

помощью спектрометра (λ = 345 нм, An), подключенного к смесительной камере 

через оптоволоконный кабель. Раствор направляли на сброс, после этого 

коммуникации системы промывали этанолом. Измерение сигнала холостой 

пробы проводили при заполнении экстракционной камеры хлористым 

метиленом (A0). Значение аналитического сигнала соответствовало разнице 

между значениями Аn и А0.  

При проведении анализа для построения градуировочного графика по 

вышеописанной схеме вместо пробы слюны подавали стандартные растворы 

антипирина с концентрациями 3 – 200 мкМ. Полученный градуировочный 

график (Рисунок 32) линеен в диапазоне от 3 до 200 мМ антипирина. Предел 

обнаружения (ПО), вычисленный по критерию 3σ – 1 мкM антипирина. Предел 

обнаружения антипирина значительно ниже его концентраций в реальных 

пробах слюны. Воспроизводимость результатов анализа, вычисленная как 
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среднеквадратичное отклонение результатов анализа, установленная для 

крайних значений диапазона определяемых концентраций (3
 

и 200 мкM) 

составила 4,0 % и 5,0 % соответственно. Объем составил 2 мл. 

 

Рисунок 32. Градуировочный график для определения антипирина в 

слюне методом ЦИА с МЭДЭ полярным растворителем (0,2 М раствор 

H2SO4, 6 мМ раствор NaNO2, экстрагент – хлористый метилен, диспергатор – 

ацетонитрил). 

 

Было показано, что полярный растворитель (ацетонитрил) с одной 

стороны обеспечивает эффективное диспергирование экстрагента в водной 

фазе, но с другой, как это видно из рисунка 31Б, увеличивает оптическую 

плотность холостой пробы, а, следовательно, снижает чувствительность 

определения. Для преодоления этого недостатка была изучена возможность 

диспергирования экстрагента газовой фазой, образующейся в результате 

химической реакции [56]. Такой способ диспергирования экстрагента не был 

реализован в проточном анализе.  

Для ЦИА с микроэкстракционным выделением при диспергировании 

экстрагента газовой фазой потребовалось разработать и включить в схему 

анализа многоканальную смесительную камеру (Рисунок 33), представляющую 

y = 0.0059x + 0.0104 

R² = 0.998 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 50 100 150 200 250

О
п

т
и

ч
ес

к
а

я
 п

л
о
т
н

о
ст

ь
 

С антипирина, мкМ 



56 

 

 

 

собой монолитную ячейку из тефлона (высота – 50 мм, внутренний диаметр – 

10 мм), имеющую сверху, снизу и сбоку каналы. 

В качестве газа диспергатора использовали CO2, образующийся в 

результате реакции карбонат-ионов при подкислении. 

 

Рисунок 33. Схема ЦИА, включающая дериватизацию с последующим 

микроэкстракционым выделением и концентрированием деривативов из 

биологических жидкостей при диспергировании экстрагента газовой фазой, 

образующейся в результате химической реакции. 

 

Было исследовано три различных способа подачи водных растворов в 

смесительную камеру (Рисунок 34). Во всех случаях растворы карбоната натрия 

и уксусной кислоты смешивались в смесительной спирали (1). После этого, 

смешанный раствор подавался в камеру с раствором 4-нитрозоантипирина: в 

первом режиме (Рисунок 34А) эта водно-газовая смесь подавалась через 

нижний канал камеры (а), в то время как хлористый метилен (экстрагент) 

подавался через боковой канал камеры (б); во втором режиме (Рисунок 34Б) – 

через нижний боковой канал камеры (б), а хлористый метилен – через нижний 

канал (а); в третьем режиме (Рисунок 34B) через нижний канал камеры (а), а 

экстрагент подавался через верхний канал (в). Во всех случаях после 
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проведения экстракции органическая фаза, содержащая аналит, извлекалась из 

нижнего канала (а) и подавалась в проточную кювету детектора. 

 

Рисунок 34. Схемы инжекции растворов реагентов и экстрагента в 

смесительную камеру (А, Б, В); Зависимость оптической плотности экстракта 

от схемы подачи фаз в смесительную камеру (Г). 

 

Критерием выбора оптимальной схемы подачи растворов был высокий 

аналитический сигнал. Результаты показали, что третий противоточный режим 

подачи реагентов является наиболее подходящим (Рисунок 34Г). В этом случае 

происходит образование пузырьков CO2 in situ, а подача экстрагента 

происходит в противоточном режиме, что повышает эффективность его 

диспергирования и увеличивает эффективность экстракции. 
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Для оптимизации циклического инжекционного определения антипирина 

с микроэкстракцией при диспергировании экстрагента газовой фазой было 

изучено влияние скоростей потоков растворов реагентов на величину 

аналитического сигнала и СКО. Скорость потока растворов CH3COOH и 

Na2CO3 варьировали в диапазоне от 0,5 до 5 мл/мин.  

Для этого в смесительную ячейку (4) (Рисунок 33) подавали 1 мл 100 

мкМ раствора антипирина (а), 1 мл 0,2 М H2SO4 (б) и 1 мл 6 мМ NaNO2 (в). 

Растворы перемешивались потоком азота (г) при комнатной температуре от 1 

до 10 мин. На следующем этапе через многоходовый кран – переключатель (1) 

с помощью мультишприцевого насоса в смесительную камеру со скоростью 

потока от 0,5 до 5 мл/мин подавали 300 мкл 0,5 М Na2CO3 (д), 300 мкл 1 М 

СН3СООН (е), 300 мкл хлористого метилена (ж). Растворы в смесительной 

ячейке перемешивали потоком азота (г) при комнатной температуре 2 минуты 

для удаления пузырьков CO2 и увеличения скорости разделения фаз. После 

проведения экстракции органическую фазу подавали в проточную ячейку 

детектора (5). Оптическую плотность измеряли в условиях остановленного 

потока в течение 20 секунд при длине волны 345 нм, затем растворы 

направляли на сброс (з). После этого коммуникации системы промывались 

этанолом (и). Измерение сигнала холостой пробы проводили при заполнении 

кюветы проточного детектора хлористым метиленом. 

Было обнаружено (Рисунок 35А), что скорость потока 1,5 мл/мин 

обеспечивает эффективную экстракцию и одновременно минимальное значение 

СКО. При более высоких скоростях потока диспергирование экстрагента 

происходит невоспроизводимо в результате капельного уноса органической 

фазы из смесительной камеры.  

Также было изучено влияние концентраций растворов CH3COOH и 

Na2CO3, на величину аналитического сигнала и значение СКО. Концентрацию 

растворов CH3COOH и Na2CO3 варьировали в диапазонах от 0,2 до 2 М и от 0,1 

до 1 М соответственно. Согласно полученным данным (Рисунок 35Б, 35В) 



59 

 

 

 

можно сделать вывод, что концентрации 1 М для CH3COOH и 0,5 М для 

Na2CO3 обеспечивают наиболее высокое значение оптической плотности и 

низкое значение СКО, которые и были выбраны для дальнейших 

экспериментов.  

 

Рисунок 35. Влияние скорости потока (А), концентраций CH3COOH (Б) и 

Na2CO3 (В) на оптическую плотность экстракта. 
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Выбранные оптимальные условия легли в основу методики проточного 

определения антипирина в слюне, согласно которой в смесительную камеру  

(Рисунок 33) подавали 1 мл пробы (а), 1 мл 0,2 М H2SO4 (б) и 1 мл 6 мМ NaNO3 

(в). Раствор перемешивали потоком азота (г) при комнатной температуре 3 

минуты. На следующем этапе с помощью мультишприцевого насоса (оснащен 

краном переключателем) в смесительную камеру со скоростью потока 1,5 

мл/мин подавали одновременно 300 мкл 0,5 М Na2CO3 (д), 300 мкл 1 М 

СН3СООН (е), 300 мкл хлористого метилена (ж). После завершения 

образования СО2 в смесительной камере, с помощью которого осуществляется 

диспергирование экстракта, растворы перемешивали потоком азота (д) 2 

минуты для удаления оставшихся пузырьков CO2 и увеличения скорости 

разделения фаз. После разделения фаз органическую фазу подавали в 

проточную ячейку детектора. Оптическую плотность измеряли в условиях 

остановленного потока в течение 20 с при длине волны 345 нм (Аn), затем 

растворы направляли на сброс (з). После этого коммуникации системы 

промывались этанолом (и). Измерение сигнала холостой пробы проводили при 

заполнении кюветы проточного детектора хлористым метиленом (А0). Значение 

аналитического сигнала соответствовало разнице между значениями Аn и А0.  

При проведении анализов для построения градуировочного графика по 

вышеописанной схеме вместо пробы слюны подавали стандартные растворы 

антипирина с концентрациями 1,5 – 100 мкМ. Полученный градуировочный 

график (Рисунок 36) линеен в диапазоне от 1,5
 
до 100

 
мкM антипирина. Предел 

обнаружения, вычисленный по критерию 3σ – 0,5 мкM антипирина. 

Воспроизводимость результатов анализа, вычисленная как среднеквадратичное 

отклонение результатов анализа, установленная для крайних значений 

диапазона определяемых концентраций (1,5
 
и 100

 
мкM) составила 4,0 % и 5,0 % 

соответственно.  
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Рисунок 36. Градуировочный график для определения антипирина в слюне 

методом ЦИА с микроэкстракционным выделением с диспергированием 

экстрагента газовой фазой (0,2 М раствор H2SO4, 6 мМ раствор NaNO2, 1М 

раствор CH3COOH, 0,5 М раствор Na2CO3). 

 

Было исследовано влияние схожих по структуре метаболитов антипирина 

– норантипирина и 4-гидроксиантипирина. Основными путями превращения 

антипирина под действием микросомальных оксидаз гепатоцитов является С-

гидроксилирование в позицию 4,3-метил и N-деалкилирование.  Образующиеся 

метаболиты: 4-гидроксиантипирин, 3-гидроксиметилантиприн, норантипирин, 

3-карбоксиантипирин и 4,4’-дигидроксиантипирин [131]. 

Кроме этого было изучено влияние основных компонентов слюны (K
+
, 

Na
+
, Ca

2+
, Cl

-
, PO4

3-
, SCN

-
, НСО3

-
, (NH2)2CO [130]) на его циклическое 

инжекционное спектрофотометрическое определение с МЭДЭ. 

Для этого в слюну, содержащую антипирин, вводили добавки известной 

концентрации ионов K
+
, Na

+
, Ca

2+
, Cl

-
, PO4

3-
, SCN

-
, НСО3

-
, (NH2)2CO, 

норантипирина и 4-гидроксиантипирина.  

Допустимые концентрации, при которых отличие сигнала от исходного 

значения составляет не более 5%, представлены в таблице 3. 
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Таблица 3  

Влияние мешающих веществ на определение антипирина в слюне (100 

мкМ раствор антипирина, 0,2 М раствор H2SO4, 6 мМ раствор NaNO2). 

Примесный компонент 
Допустимая 

концентрация, мM 

Cодержание в слюне, 

мМ [130] 

K
+
 50 20 

Na
+
 50 20-80 

Ca
2+

 200 1-4 

Cl
-
 >500 100 

PO4
3-

 100 4 

SCN
-
 100 2 

HCO3
-
 100 15-80 

(NH2)2CO >500 2-4 

норантипирин 150 19 [131] 

4-гидроксиантипирин 100 40 [131] 

 

Анализ приготовленных образцов показал, что мешающее влияние не 

было обнаружено для концентраций, реально присутствующих в слюне. 

Следует отметить, что по данным ВЭЖХ/МС анализа на полученных 

хроматограммах отсутствуют пики метаболитов (Рисунок 37А), поскольку они 

находятся в связанном состоянии с белками слюны и не извлекаются в 

органическую фазу в процессе ЖМЭ. На рисунке 37Б приведена 

хроматограмма смешанного раствора антипирина и его метаболитов. 

Для проверки правильности разработанных методик ЦИА проводили 

определение антипирина в слюне добровольцев (студентов и аспирантов 

Института химии СПбГУ) после однократного per os приема таблетки 

антипирина (600 мг, ОАО «Татхимфармпрепараты», экспериментальная 

лекарственная форма). Максимум содержания антипирина в слюне наблюдался 

через 6 часов после приема препарата.  



 

 

 

Рисунок 37. Хроматограмма смешанного раствора антипирина и его метаболитов и их масс-спектры.



 

 

Для подтверждения правильности разработанных методик ЦИА 

параллельно проводили анализ при помощи известной методики 

высокоэффективной жидкостной хроматографии [132]. 

Пример полученной хроматограммы представлен на рисунке 38. 

 

Рисунок 38. Хроматограмма, полученная для образца слюны 

(концентрация антипирина – 100 мкМ) при выбранных хроматографических 

условиях определения. 

 

Результаты определения антипирина в пробах слюны, полученные с 

помощью разработанных методик и ВЭЖХ были сравнены с помощью F- и t-

тестов и представлены в таблице 4. Полученные F-значения ≤ 6,4 указывают на 

незначительное различие в величинах стандартных отклонений, а полученные 

t-значения ≤ 2,78 указывают на то, что нет статистически значимого различия 

между результатами, полученными при помощи методик ЦИА и ВЭЖХ. 
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Таблица 4 

Результаты определения антипирина в пробах слюны (n = 5, P = 0,95, Fкр = 

6,4, tкр = 2,78). 

Проба Метод пробоподготовки 

Найдено антипирина в 

слюне, мкМ F-значение t-значение 

ЦИА ВЭЖХ 

1 
Дериватизация, 

микроэкстракция с 

диспергированием 

экстрагента полярным 

растворителем 

4,1±0,1 4,0±0,1 2,1 2,2 

2 23±1 23,0±0,5 4,2 1,7 

3 50±2 51±1 3,1 2,7 

1 
Дериватизация, 

микроэкстракция с 

диспергированием 

экстрагента газовой 

фазой 

86±3 89±2 4,7 2,4 

2 76±3 76±2 2,3 2,8 

3 19,1±0,8 20,0±0,5 2,1 1,5 

 

Сравнение аналитических характеристик разработанных методик ЦИА с 

микроэкстракционным выделением с диспергированием экстрагента полярным 

растворителем (ацетонитрил) и газовой фазой, образующейся in situ, 

представлено в таблице 5.  

Таблица 5 

 Сравнение аналитических характеристик методик циклического 

инжекционного спектрофотометрического определения антипирина в слюне. 

Характеристика 
Диспергатор 

Ацетонитрил Углекислый газ 

Диапазон определяемых 

концентраций, мкМ 
3-200 1,5-200 

Коэффициент корреляции, r
2
 0,998 0,999 

ПО, мкМ 1 0,5 

СКО (n = 10), % 5 5 

Время анализа, мин 12 10 
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Различие в пределах обнаружения антипирина обусловлено тем, что при 

диспергировании экстрагента газовой фазой удалось снизить оптическую 

плотность холостой пробы более чем в 2 раза. Этот эффект является следствием 

более полного разделения фаз.  Следует отметить, что при диспергировании 

экстрагента газовой фазой наблюдается более высокая скорость разделения фаз, 

что позволило сократить время анализа. Однако при диспергировании 

экстрагента газовой фазой увеличивалось значение СКО, что связано с менее 

воспроизводимыми условиями контакта органической и газовой фаз.  

Таким образом, были разработаны две проточные 

спектрофотометрические методики определения антипирина в слюне. 

Сравнение аналитических характеристик разработанных методик с известными 

методиками определения антипирина в биологических жидкостях представлено 

в таблице 6. Из этих данных можно сделать вывод, что разработаны методики 

определения антипирина, которые не уступают по пределам обнаружения 

методам капиллярного электрофореза и ВЭЖХ. Основное отличие методик на 

принципах ЦИА состоит в полной автоматизации анализа, исключения стадии 

центрифугирования, а также сокращении времени анализа. 

Таким образом, разработаны инструментальные схемы пробоподготовки 

биологических жидкостей, включающие МЭДЭ полярным растворителем и 

газовой фазой. Разработанные схемы могут комбинироваться с другими 

спектральными методами (например, спектрофлуориметрия, ААС). 



 

 

Таблица 6 

Аналитические характеристики некоторых методик определения антипирина в биологических жидкостях. 

Метод 

определения 
Пробоподготовка 

Автомати-

зирована 

Диапазон 

определяемых 

концентраций, 

мкМ
 

ПО, мкМ СКО, % 
Время 

анализа, мин 
Ссылка 

СФ 

Жидкостная 

экстракция,  замена 

растворителя 

Нет 10-50 5 - - [128] 

МЭКХ 
Удаление белков, 

разделение 
Нет 30-350 10 4.8 15 [133] 

ЖХ-УФ 
Удаление белков, 

разделение 
Нет 3-100 1 8.8 - [134] 

ЖХ 

Жидкостная 

экстракция,  замена 

растворителя 

Нет 5-50 1,5 4.3 15 [135] 

ВЭЖХ 

Жидкостная 

экстракция,  замена 

растворителя 

Нет 5-250 0,5 7 15 [136] 

ЦИА 

Дериватизация и 

жидкостная МЭ ДЭ 

полярным 

растворителем 

Да 3-200 1 5 12 [137] 

ЦИА 

Дериватизация и 

жидкостная МЭ ДЭ 

газовой фазой 

Да 1,5-200 0,5 5 10 [138] 

СФ – спектрофотометрия, МЭКХ – мицеллярная электрокинетическая капиллярная хроматография, ЖХ – жидкостная 

хроматография, ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография, ЦИА – циклический инжекционный анализ. 



 

 

Глава 4. Циклический инжекционный анализ биологических жидкостей, 

включающий капельную микроэкстракцию с последующей заменой 

растворителя 

Не всегда удается осуществлять детектирование аналитов непосредственно 

в фазе экстракта. В этом случае после жидкостной экстракции в схему 

пробоподготовки как правило включают замену растворителя. Метод 

капельной микроэкстракции [139], благодаря использованию микрообъемов 

экстрагента (до 5 мкл), позволяет быстро осуществить его испарение и замену 

растворителя, а также в ряде случаев обеспечить более высокие значения 

коэффициентов концентрирования по сравнению с микроэкстракцией при 

диспергировании экстрагента полярным растворителем или газовой фазой. 

Такая двухстадийная схема пробоподготовки не была раньше реализована 

в условиях проточного анализа. В схеме ЦИА (Рисунок 39) соединенная с 

атмосферой смесительная камера позволяет осуществлять замену растворителя 

путем испарения его в атмосферу при подаче газовой фазы. Для этого  в 

смесительную камеру с помощью шприцевого насоса через кран-

переключатель подается порция пробы, в которую с помощью микрошприца 

выдавливается капля экстрагента.  

После завершения массопереноса и удаления пробы из смесительной 

камеры, каплю экстрагента, содержащую аналит, выдавливают в смесительную 

камеру и испаряют экстрагент потоком воздуха, затем растворяют аналит в 

растворе необходимого состава и направляют в соответствующий детектор. 

Аналитические возможности разработанной схемы пробоподготовки были 

продемонстрированы при потенциометрическом определении кофеина в слюне. 

Кофеин используется в качестве тест-препарата для неинвазивной оценки 

функционального состояния печени [140, 141].  
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Рисунок 39. Схема ЦИА, включающая микроэкстракционное выделение и 

концентрирование аналитов из биологических жидкостей в каплю экстрагента. 

 

Применение потенциометрического сенсора для проточного определения 

кофеина в слюне обеспечивает экспрессность анализа, так как исключается 

необходимость проведения дериватизации. Для потенциометрического 

определения кофеина использовался катион-чувствительный сенсор с жидким 

внутренним контактом. Сенсор был изготовлен в лаборатории химических 

сенсоров кафедры радиохимии СПбГУ. Состав мембраны сенсора был 

предложен в [142], данный сенсор применялся в составе мультисенсорной 

системы для определения горькости лекарственных препаратов, обусловленной 

содержанием кофеина [143].  

 Сенсор был изготовлен на основе мембраны из пластифицированного 

ПВХ, содержащей 33 весовых процента полимера, 65% 2-фторфенил-2-

нитрофенилового эфира (пластификатора) и 2% тетракис[3,5-

бис(трифторметил)фенил]борат калия в качестве электроактивного компонента. 

Гальванический элемент состоял из следующих компонентов: 

 

Ag │AgCl, KClнас.│ исследуемый раствор│ мембрана │NaCl, 0,01 M, AgCl │Ag 
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Следует отметить, что в слюне при обычных условиях кофеин находится 

в неионизированной форме, следовательно, для потенциометрического 

определения необходимо осуществить перевод аналита в ионную форму. 

Регулируя кислотность среды, можно добиться практически полного перевода 

кофеина в протонированную форму:  

 

 Для оценки чувствительности сенсора проводили построение 

градуировочных зависимостей при различных значениях рН. В нейтральной и 

щелочной среде чувствительность сенсора к кофеину отсутствовала (Рисунок 

40), а в кислой среде сенсор давал отклик на изменение концентрации 

протонированной формы кофеина.  

 

 

Рисунок 40. Зависимости ЭДС измерительной ячейки от концентрации 

кофеина при различных значениях рН.  
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Для определения линейности отклика электрода была проанализирована 

серия растворов кофеина в диапазоне концентраций от 10
-6

 до 10
-1

 М. Значение 

рН = 2 всех рабочих растворов регулировали добавлением 10
-2

 М серной 

кислоты. Значение потенциала фиксировали через 1 мин после заполнения 

электрохимической ячейки раствором кофеина, перемешивание осуществляли с 

помощью магнитной мешалки. 

Как видно из рисунка 41 электродная функция сохраняет свою линейность 

в области концентраций от 10
-5

 до 10
-2

 М. Отклонение от линейной зависимости 

в области малых концентраций связано с растворением электроактивного 

вещества мембраны, в результате чего в прилегающем к мембране слое 

раствора создается концентрация потенциалопределяющего вещества, 

соизмеримая с измеряемой.  

 

Рисунок 41. Зависимости ЭДС измерительной ячейки от концентрации 

кофеина. 

 

При рН 2 крутизна электродной функции составила 52 ± 1 мВ/-lg C в 

области линейности электродной функции 10
-5

 - 10
-2

 М. 

y = -51.899x + 358.19 

R² = 0.99 

0

50

100

150

200

250

300

350

1 2 3 4 5 6

Е
, 
м

В
 

рС кофеина 



72 

 

 

 

Учитывая, что такого рода мембраны имеют перекрестную 

чувствительность, проявляя отклик ко многим компонентам анализируемой 

среды, необходимо было изучить селективность сенсора к компонентам слюны, 

которые будут присутствовать в ней после per os применения кофеина. В 

первую очередь, к сходным по составу и свойствам метаболитам кофеина, 

алкалоидам пуринового ряда – теофиллину, теобромину и параксантину. 

Данные о содержании неорганических компонентов в слюне [130], кофеина и 

его метаболитов в слюне после приёма тест препарата – кофеин – бензоат 

натрия [144] представлены в таблице 7. 

Таблица 7 

Содержание неорганических компонентов в слюне, кофеина и его 

метаболитов в слюне после приёма тест препарата - кофеин-бензоат натрия. 

Вещество Содержание, мМ [130, 144] 

Na
+
 20-80 

K
+
 20 

Cl
-
 30-100 

Ca
2+

 1-4 

HCO3
-
 15-80 

Кофеин 0,1 

Теофиллин 0,01 

Теобромин 0,01 
 

Для изучения селективности сенсора был использован метод раздельных 

растворов [145].  Для этого были построены градуировочные зависимости для 

растворов кофеина и мешающих компонентов в одном и том же 

концентрационном диапазоне (10
-5

 – 10
-2

 М) при рН 2. Зависимости 

потенциалов от концентраций кофеина и примесных компонентов 

представлены на рисунке 42. 
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Рисунок 42. Зависимости ЭДС измерительной ячейки от концентрации 

кофеина и неорганических ионов. 

 

На рисунке 43 показаны градуировочные зависимости для кофеина, 

теобромина, теофиллина и параксантина при рН 2. Мешающее влияние 

метаболитов наблюдается в диапазоне концентраций, соответствующем 

содержанию этим компонентов в слюне.   

 

Рисунок 43. Зависимости ЭДС измерительной ячейки от концентрации 

кофеина и его метаболитов. 
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На основании полученных результатов были рассчитаны коэффициенты 

селективности согласно уравнению Никольского. Для потенциала при 

определении кофеина справедливо равенство:  

Ei = Ei
0 
+ 

         

    
 · lg ai, где zi=1; ai – активность кофеина. 

Для потенциала, возникающего при введении примесного компонента:  

Ej = Ej
0  

+ 
         

    
 · lg Kij·aj, где aj – активность примесного компонента;  

Kij – коэффициент селективности. 

Если ai= aj, то lg Kij=
     

 
, где S = 

         

    
 – угол наклона кривой. 

Рассчитанные коэффициенты селективности представлены в таблице 8. 

Было выявлено, что теобромин, теофиллин и параксантин могут оказывать 

существенное мешающее влияние при определении кофеина в 

концентрационном диапазоне от 10
-5

 до 10
-4

 М.  

Таблица 8 

Коэффициенты селективности кофеин-селективного сенсора. 

рС 

(кофеин) 

К 

(теофил-

лин) 

К  

(теобро-

мин) 

K 

(пара-

ксантин) 

К (Na
+
) К (K

+
) К (Cl

-
) К (Ca

2+
) 

К 

(HCO3
-
) 

5 11,78 11,03 10,78 1,9·10
-1

 3,1·10
-1

 2,8·10
-1

 5,6·10
-1

 3,6·10
-1

 

4 1,84 1,44 1,54 3,4·10
-1

 5,3·10
-1

 3,8·10
-1

 5,9·10
-1

 3,3·10
-1

 

3,3 5,4·10
-1

 3,9·10
-1

 4,1·10
-1

 3,3·10
-2

 5,2·10
-2

 4,9·10
-2

 9,1·10
-2

 4,0·10
-2

 

3 3,2·10
-1

 2,0·10
-1

 2,5·10
-1

 1,1·10
-2

 1,8·10
-2

 1,3·10
-2

 2,4·10
-2

 1,0·10
-2

 

2,3 7,0·10
-2

 4,0·10
-2

 5,3·10
-2

 5,7·10
-3

 8,9·10
-3

 5,8·10
-3

 1,2·10
-2

 5,1·10
-3

 

2 5,0·10
-2

 2,0·10
-2

 2,3·10
-2

 8,2·10
-4

 1,3·10
-3

 8,3·10
-4

 1,7·10
-3

 7,6·10
-4

 
 

Особое внимание в работе было уделено изучению условий проведения 

капельной микроэкстракции кофеина и его метаболитов для устранения 

мешающего влияния последних на потенциометрическое определение кофеина 

в слюне. 

Для оптимизации капельной микроэкстракции было изучено влияние 

различных хлорорганических экстрагентов (хлороформ, хлористый метилен, 
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хлорэтан, четырёххлористый углерод) на степень извлечения кофеина, 

теофиллина, теобромина и параксантина. Основными требованиями к выбору 

экстрагента для капельной микроэкстракции являются высокая степень 

извлечения аналита, низкая растворимость в водной фазе и устойчивость 

образования капли на конце иглы. Хлорорганические экстрагенты в той или 

иной степени отвечают указанным требованиям. 

Для этого 0,3 мл слюны помещали в виалу, затем с помощью 

микрошприца выдавливали каплю объёмом 1 мкл предварительно отобранного 

экстрагента в глубине раствора на расстоянии 5 мм от поверхности. В течение 

трёх минут происходил массоперенос кофеина из пробы в каплю экстрагента. 

После чего пробу сбрасывали, а каплю экстрагента выдавливали в 

реакционную емкость, которую затем продували воздухом с целью испарения 

экстрагента. Затем в виалу добавляли 3 мл раствора 0,01 М H2SO4 (б) для 

создания рН = 2 и перевода кофеина в протонированную форму. После этого 

раствор переносили в электрохимическую ячейку. Раствор перемешивали в 

течение 1 минуты для установления значения потенциала электрода. После 

этого ячейку промывали дистиллированной водой.  

Было обнаружено, что наиболее эффективным экстрагентом является 

хлороформ, который обеспечивает максимальное извлечение кофеина при 

минимальной экстракции метаболитов (Рисунок 44А), таким образом, устраняя 

их мешающее влияние.  

Следует отметить, что капли объемом больше 1 мкл были нестабильными 

и происходил их отрыв с иглы микрошприца. Выбранный объем экстрагента 1 

мкл обеспечивает стабильность капли в ходе эксперимента и 

воспроизводимость результатов анализа (СКО ≤ 3%). 

Для оптимизации условий микроэкстракции кофеина в каплю 

хлороформа было изучено время, необходимое для достижения равновесия в 

системе: водный раствор пробы – хлороформ (Рисунок 44Б). Было установлено, 

что для достижения максимальной степени извлечения достаточно 3 мин.   
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Рисунок 44. Степень извлечения алкалоидов в растворы различных 

хлорорганических экстрагентов (А); Влияние времени экстракции на степень 

извлечения алкалоидов в каплю хлороформа (Б). Концентрация алкалоидов 10
-4

 

М, рН=2, объем пробы 0,3 мл, объем экстрагента 1 мкл. 

 

Кроме того, было изучено влияние объема пробы на степень извлечения 

кофеина в каплю хлороформа. Объем пробы варьировали от 0,1 до 0,5 мл, при 

этом концентрация кофеина в пробе была постоянной и составляла 10
-4

 М (рН = 

2). При увеличении объема пробы происходило увеличение аналитического 

сигнала, при объеме пробы 0,3 мл аналитический сигнал достигал своего 

максимального значения и не увеличивалась в дальнейшем (Рисунок 45), что 

обусловлено незначительным коэффициентом распределения кофеина в 

выбранной системе (Kd = 2). 

Также были изучены различные способы перемешивания раствора пробы: 

ультразвук (частота 35 кГц, мощность генератора 50 Вт), барботаж воздуха 

(скорость потока 5 мл/мин), механическое перемешивание и вибрация (Рисунок 

46). Использование дополнительных средств для интенсификации 

массопереноса приводило к отрыву капли и увеличению значения СКО.  

Для потенциометрического определения кофеина после капельной 

микроэкстракции необходимо произвести замену растворителя, поскольку 

хлороформ разрушает мембрану сенсора. На первом этапе необходимо удалить 

экстрагент. Для этого поток воздуха пропускали через смесительную камеру. 
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Было отмечено, что при подаче воздуха со скоростью 1 мл/мин в течение 4 мин, 

происходит полное испарение хлороформа. 

 

  

Рисунок 45. Влияние объема пробы на степень извлечения кофеина (pH=2, 

концентрация кофеина 10
-4

 М, объем экстрагента 1 мкл, время экстракции 3 

мин). 

 

 

 

Рисунок 46. Влияние способа перемешивания раствора пробы на степень 

извлечения кофеина в каплю хлороформа. 
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Влияние объема раствора кислоты, подаваемого в смесительную камеру, 

на эффективность растворения аналита было изучено при варьировании 

различных объемов 0,01 М H2SO4 в диапазоне от 0,1 мл до 0,5 мл. Для этого 

(Рисунок 39) 0,3 мл супернатанта слюны (а) отбирали с помощью шприцевого 

насоса в удерживающую спираль и далее направляли в смесительную камеру. 

После этого с помощью микрошприца выдавливали каплю объёмом 1 мкл 

предварительно отобранного хлороформа в глубине раствора на расстоянии 5 

мм от поверхности. В течение трёх минут происходил массоперенос кофеина из 

пробы в каплю экстрагента. После чего пробу сбрасывали, а каплю экстрагента 

выдавливали в смесительную камеру, которую затем продували воздухом с 

помощью шприцевого насоса, при этом происходило испарение хлороформа. 

Затем в смесительную камеру подавали 0,3 мл раствора 0,01 М H2SO4 (б) для 

создания рН = 2 и перевода кофеина в протонированную форму, а также воздух 

для перемешивания раствора. После этого раствор направляли в проточную 

электрохимическую ячейку для измерения разности потенциалов. После этого 

систему промывали дистиллированной водой (в).  

Было установлено (Рисунок 47), что 0,3 мл кислоты являются 

оптимальными, обеспечивая минимальное значение СКО (< 5 %) при 

минимальном объеме растворителя.  

Рисунок 47. 
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Выбранные условия легли в основу методики проточного 

потенциометрического определения кофеина в слюне (Рисунок 39). Для этого 

0,3 мл супернатанта слюны (а) отбирали с помощью шприцевого насоса в 

удерживающую спираль и далее направляли в смесительную камеру. После 

этого с помощью микрошприца выдавливали каплю объёмом 1 мкл 

предварительно отобранного хлороформа в глубине раствора на расстоянии 5 

мм от поверхности. В течение трёх минут происходил массоперенос кофеина из 

пробы в каплю экстрагента. После чего пробу сбрасывали, а каплю экстрагента 

выдавливали в смесительную камеру, которую затем продували воздухом с 

помощью шприцевого насоса, при этом происходило испарение хлороформа. 

Затем в смесительную камеру подавали 0,3 мл раствора 0,01 М H2SO4 (б) для 

создания рН = 2 и перевода кофеина в протонированную форму, а также воздух 

для перемешивания раствора. После этого раствор направляли в 

электрохимическую ячейку. Раствор перемешивали в течение 1 минуты для 

установления значения потенциала электрода. После этого ячейку промывали 

дистиллированной водой (в).  

При проведении анализов для построения градуировочного графика по 

вышеописанной схеме вместо пробы слюны подавали стандартные растворы 

кофеина с концентрациями 10
-5

 – 10
-2

 М. Полученный градуировочный график 

(Рисунок 48) линеен в диапазоне от 10
-5

 до 10
-2

 М кофеина. Предел 

обнаружения – 8·10
-7 

М кофеина. Предел обнаружения кофеина при указанных 

условиях потенциометрического определения значительно ниже концентраций 

этого вещества реально присутствующего в слюне. Воспроизводимость 

результатов анализа, вычисленная как среднеквадратичное отклонение 

результатов анализа, установленная для крайних значений диапазона 

определяемых концентраций (10
-5

 – 10
-2

 M), составила 4,0 % и 5,0 %, 

соответственно.  
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Рисунок 48. Градуировочный график для определения кофеина в слюне 

методом ЦИА с капельной микроэкстракцией. 

 

Для проверки правильности разработанных методик ЦИА проводили 

определение кофеина в слюне добровольцев (студентов и аспирантов 

Института химии СПбГУ) после однократного per os приема таблетки кофеин-

бензоат натрия (100 мг, ОАО «Татхимфармпрепараты»).  В течение 24 часов 

перед анализом волонтер исключал из своего рациона продукты и напитки, 

содержащие кофеин. Максимум содержания кофеина в слюне наблюдался через 

4 часа после приема препарата. В работах [146-148] было продемонстрировано 

использование кофеина в качестве тест-препарата для анализа слюны у разных 

групп пациентов. 

Для подтверждения правильности полученных результатов параллельно 

проводили анализ при помощи известной методики ВЭЖХ. Для этого к 1 мл 

супернатанта добавляли 1 мл хлороформа, смесь встряхивали. Затем для 

быстрого разделения фаз образовавшуюся эмульсию центрифугировали при 

3000 об/мин в течение 2 минут. После этого с помощью шприца отбирали 

органическую фазу и помещали в пробирку. На водяной бане (под током 
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аргона) выпаривали растворитель, к сухому остатку вводили 0,5 мл воды, 

раствор отфильтровали через фильтр (SupelCo Iso-disc N-13,4) и 20 мкл 

раствора вводили в петлю хроматографа.  

ВЭЖХ анализ выполняли на жидкостном хроматографе LC-20 

(«Shimadzu», Япония) c УФ-детектирование при 205 нм (диодная матрица). 

Хроматографическое разделение осуществлялось на колонке «SUPELCO C18» 

(250x4,6 мм, размер частиц 5 мкм) в градиентном режиме. В качестве элюента 

А использовали 5 % ацетонитрила с 0,035 % трифторуксусной кислоты в 

фосфатном буферном растворе (рН = 3.1), В – 50 % ацетонитрила с 0,025 % 

трифторуксусной кислоты в фосфатном буферном растворе (рН=3.1). Их 

соотношений было 9 : 1. Скорость подачи 1 мл/мин.  

Пример хроматограммы, полученной для образца слюны, представлен на 

рисунке 49. 

 

Рисунок 49. Хроматограмма, полученная для образца слюны, при 

выбранных хроматографических условиях определения. 
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Результаты определения кофеина в слюне представлены в таблице 9. 

Правильность полученных результатов разработанными методами 

подтверждена методом ВЭЖХ. Результаты были сравнены с помощью F- и t-

тестов. Полученные F-значения ≤ 6,4 указывают на незначительное различие в 

величинах стандартных отклонений, а полученные t-значения ≤ 2,78 указывают 

на то, что нет статистически значимого различия между результатами, 

полученными при помощи методик ЦИА и ВЭЖХ. 

Таблица 9 

Результаты определения кофеина в пробах слюны  

(n = 5, P = 0,95,  Fкр = 6,4, tкр = 2,78). 

Проба 

Найдено кофеина в слюне, 

 10
-4

 М F-значение t-значение 

ЦИА ВЭЖХ 

1 19,1±0,4 19,2±0,5 2,3 1,8 

2 16,0±0,4 16,6±0,4 3,8 1,7 

3 29,2±0,7 28,0±0,7 2,7 1,1 

 

Отсутствие селективности потенциометрического определения кофеина в 

слюне было эффективно компенсировано использованием метода капельной 

микроэкстракции и заменой растворителя. Предложенная схема анализа может 

быть реализована при определении и других аналитов в биологических 

жидкостях, способных извлекаться в легколетучие хлорорганические 

растворители. Следует отметить, что впервые разработана проточная методика 

определения кофеина в слюне. Аналитические характеристики разработанной 

методики представлены в таблице 10. Методика обеспечивает полную 

автоматизацию анализа с низким расходом пробы и растворов реагентов. 

 

 

 

 



83 

 

 

 

Таблица 10 

Аналитические характеристики методики циклического инжекционного 

потенциометрического определения кофеина в слюне. 

Диапазон определяемых 

концентраций, М 
10

-5
 – 10

-3
 

Предел обнаружения, М 8·10
-7

 

Коэффициент корреляции, r
2
 0,998  

СКО (n = 5), % 5,0 

Объем пробы, мл 0,3 

Объем 0,01 М H2SO4, мл 0,3 

Объем экстрагента, мкл 1 

Время анализа, мин 10 

 

Сравнение аналитических характеристик разработанной методики с 

известными методиками определения кофеина в биологических жидкостях 

представлено в таблице 11. Наибольшее распространение получили методы 

ВЭЖХ и спектрофотометрические методы. Из этих данных можно сделать 

вывод, что разработанная методика не уступает по пределам обнаружения 

существующим. Основное отличие методики на принципах ЦИА состоит в 

автоматизации анализа и повышении экспрессности анализа. 

Таблица 11 

Аналитические характеристики методик определения кофеина в биологических жидкостях. 

Метод 

опреде-

ления 

Пробоподготовка 

Анализиру

емый 

объект 

Автомати-

зирована 

Диапазон 

опреде-

ляемых 

концент-

раций, мг/л
 

ПО, мг/л Ссылка 

ВЭЖХ Фильтрация Моча Нет 3,2-71 - [149] 

ВЭЖХ 
Твердофазная 

экстракция 
Меконий Нет 0,01-0,25 0,01 [150] 

ВЭЖХ/ 

МС 

Жидкостная 

микроэкстракция 

Грудное 

молоко 
Нет - 1,6 [151] 

ВА Нет Моча Нет 0,004-19 1,6·10
-3 

[152] 

ЦВА Нет Кровь Нет 4,8-39 0,1 [153] 
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Метод 

опреде-

ления 

Пробоподготовка 

Анализиру

емый 

объект 

Автомати-

зирована 

Диапазон 

опреде-

ляемых 

концент-

раций, мг/л
 

ПО, мг/л Ссылка 

ЦВА Фильтрация 
Моча, 

кровь 
Нет 0,06-12 0,02 [154] 

МЭКХ Фильтрация 
Моча, 

кровь 
Нет - 0,4 [155] 

МЭКХ Фильтрация Кровь Нет 1,5-194 1,5 [156] 

КЭ-МС 
Твердофазная 

экстракция 
Моча Нет - 2 [157] 

ЦИА КМЭ Слюна Да 1,5-100 0,5 [158] 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография,  ВЭЖХ-МС – 

высокоэффективная жидкостная хроматография с масс-спектрометрией, ВА – 

вольтамперометрия, КЭ-МС – капиллярный электрофорез с масс-спектрометрией, 

ЦВА – циклическая вольтамперометрия, МЭКХ  - мицеллярная электрокинетическая 

капиллярная хроматография, ЦИА – циклический инжекционный анализ. 

 

Разработанный комплексный подход к автоматизации стадий 

пробоподготовки биологических жидкостей, на принципах капельной 

микроэкстракции и циклического инжекционного анализа, позволил проводить 

автоматизированный анализ с максимальной чувствительностью, характерной 

для проточных методов с принудительной конвекцией. Следует еще раз 

подчеркнуть, что метод ЦИА позволяет производить замену растворителя, что 

может быть использовано для других методов анализа – ВЭЖХ, 

электрохимических методов и др.  
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Глава 5. Комбинированный проточный метод, основанный на сочетании 

циклического инжекционного анализа и метода комбинированных 

градуировок 

 

Жидкостная микроэкстракция практически непригодна для выделения 

аналитических форм, обладающих преимущественной растворимостью в 

водной фазе. В этом случае используют альтернативные методы разделения и 

концентрирования или другие подходы, которые позволяют учесть мешающее 

влияние матрицы пробы. Одним из таких подходов является метод 

комбинированных градуировок, представляющий собой комбинацию метода 

градуировочного графика и метода стандартных добавок, обеспечивающий 

возможность оптимизации процедуры on-line разбавления пробы для 

устранения влияния матричных эффектов.  

В данной работе была изучена возможность реализации МКГ на 

принципах ЦИА. Для этого в шести однотипных смесительных камерах 

(Рисунок 50) осуществляется разбавление пробы, проведение аналитической 

реакции, добавление стандартного раствора аналита в определенном 

соотношении для построения градуировочных зависимостей при данной 

степени разбавления пробы. В смесительные камеры, с помощью 

перистальтического насоса через однотипные краны-переключатели, подаются 

порции пробы, реагентов, разбавителя и стандартного раствора. После 

перемешивания растворов в смесительных камерах газовой фазой, они 

направляются последовательно в детектор.  

В качестве аналита для подтверждения возможностей метода был выбран  

изониазид (гидразид изоникотиновой кислоты).  
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Рисунок 50. Схема ЦИА для реализации метода комбинированных 

градуировок. СКN – смесительная камера. 

 

В настоящее время для эффективного лечения туберкулеза используются 

комплексные препараты в состав которых входит изониазид, рифампицин, 

этамбутол и пиразинамид. Однако высокие концентрации изониазида в 

организме человека могут приводить к таким нежелательным последствиям, 

как поражение печени, эпилепсия или даже к смерти [159, 160]. Кроме этого, 

следует отметить, что скорость метаболизма изониазида в организме человека 

зависит от многих особенностей организма [161-163]. Пациенты могут быть 

разделены на «быстрых инактиваторов» (выделение менее 10% исходного 

вещества с мочой в течение суток) и «медленных инактиваторов» (выделение 

более 10% изонаизида) в зависимости от скорости, с которой происходит 

превращение изониазида в токсичные метаболиты. Его метаболизм происходит 

в гепатоцитах: ацетилирование N-ацетилтрансферазой до фармакологически 

неактивного N-ацетилизониазида, который затем превращается в 

изоникотиновую кислоту и моноацетилгидразин (оказывает гепатотоксичное 

действие). Таким образом, важной задачей клинической диагностики является 

оптимизация режимов дозирования изониазида в зависимости от особенностей 

пациентов. 
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Для спектрофотометрического определения в моче изониазид определяли 

по реакции образования окрашенного комплекса с метаванадатом аммония 

(МВА) [164]. Подробное исследование реакции комплексообразования 

изониазида с МВА в зависимости от кислотности среды, наличия компонентов 

реакционной смеси и времени дериватизации было проведено в работе [165]. 

 Образование комплекса происходит мгновенно, однако, наблюдается и его 

быстрое разрушение (Рисунок 51).  Неустойчивость аналитических форм 

ограничивает возможность их применения в ЦИА при реализации МКГ, так как 

с целью сокращения времени анализа образование аналитических форм в 

смесительных камерах должно происходить одновременно с последующим их 

последовательным фотометрированием. В работе было выявлено, что 

добавление цитрат-ионов повышает устойчивость аналитической формы 

(Рисунок 51). При этом происходит образование смешанного окрашенного 

комплекса изониазида с метаванадат- и цитрат-ионами. 

Предварительно было установлено, что комплекс не извлекается в 

органические растворители (хлорорганические экстрагенты). Кроме того, было 

выявлено, что добавление цитрат-ионов повышает устойчивость этого 

комплекса и уменьшает скорость его разложения, что особенно важно при 

проведении мультикоммутационного ЦИА, поскольку происходит 

одновременное протекание аналитических реакций в нескольких смесительных 

камерах при последовательном измерении оптических плотностей 

образовавшихся аналитических форм. 

Для проведения анализа в смесительную камеру (СК1) (Рисунок 50) с 

помощью перистальтического насоса вводили по 125 мкл 100 мкМ раствора 

изониазида, 0,1 М цитратного буферного раствора (1) и 0,6 мМ МВА, растворы 

во всех смесительных камерах последовательно перемешиваются в течение 10 с 

воздухом. Затем раствор из СК1 направляется в кювету оптоволоконного 

спектрофотометрического детектора для измерения оптической плотности (А1) 

в режиме остановленного потока при 420 нм. 
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Рисунок 51. Влияние цитрат-ионов на устойчивость комплекса 

метаванадат-ионов с изониазидом (изониазид 100 мкМ, МВА 0,6 мМ, рН 2,2). 

 

Поскольку МВА и моча являются окрашенными растворами, было 

необходимо убедиться в отсутствии перекрывания спектров поглощения. Для 

этого были сняты спектры МВА, комплекса МВА и изониазида и комплекса, 

образованного в присутствии цитрат-ионов (Рисунок 52). Из полученных 

данных видно, что перекрывание спектров незначительно и может быть учтено 

при добавлении МВА в холостую пробу. 

 

Рисунок 52. Спектры поглощения: 1 – комплекс изониазида с МВА и 

цитрат-ионами, 2 – комплекс изониазида с метаванадат-ионами, 3 – раствор 

МВА (изониазид 100 мкМ, МВА 0,6 мМ, рН 2,2).  
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Затем для оптимизации условий циклического инжекционного 

спектрофотометрического определения изониазида в моче было изучено 

влияние кислотности среды, концентрации цитрат-ионов и МВА по схеме, 

описанной выше.  

 

Рисунок 53. Влияние рН (А), концентрации цитрат-ионов (Б) и 

концентрации МВА (В) на оптическую плотность комплекса 100 мкМ 

изониазида с МВА и цитрат-ионами. 

 

Исходя из полученных данных, комплекс стабилен в диапазоне pH от 2,05 

до 2,25 (Рисунок 53А), для дальнейших экспериментов был выбран рН 2,2. При 

добавлении цитрат-ионов во время комплексообразования происходит 

увеличение оптической плотности раствора вплоть до концентрации 0,1 М 

(Рисунок 53Б), которая и была выбрана в качестве оптимальной. Концентрация 
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МВА 0,6 мМ является достаточной для эффективного протекания реакции 

комплексообразования с изониазидом (Рисунок 53В). 

Выбранные оптимальные условия легли в основу методики проточного 

спектрофотометрического определения изониазида в моче. Для этого (Рисунок 

50) с помощью перистальтического насоса и крана 2 разбавитель (5), 

стандартный раствор изониазида 10 мкМ (4) и проба мочи (1) направляются в 

смесительные камеры СК1-СК6 в заданных пропорциях (таблица 12), общий 

объем растворов составил 1,25 мл. Затем во все реакционные ёмкости с 

помощью перистальтического насоса вводят по 125 мкл 0,1 М цитратного 

буферного раствора (3) и 0,6 мМ раствора МВА (2), растворы во всех 

смесительных камерах последовательно перемешиваются в течение 10 с 

воздухом. Затем раствор из СК1 направляется в кювету оптоволоконного 

спектрофотометрического детектора для измерения оптической плотности (А1) 

в режиме остановленного потока при 420 нм. Измерение аналитического 

сигнала повторяется для оставшихся смесительных камер (Аn), затем 

происходит промывка всех коммуникаций системы дистиллированной водой. 

Измерение сигнала холостой пробы проводили при заполнении кюветы 

проточного детектора раствором МВА (А0). Значение аналитического сигнала 

соответствовало разнице между значениями Аn и А0. 

По результатам измерений от каждой серии были получены значения 

оптических плотностей A1 - A6, которые позволяют рассчитать 6 концентраций 

пробы по формулам, представленным в таблице 12.  

Варьируя степень разбавления пробы, можно найти то значение, при 

котором мешающее влияние матрицы пробы будет полностью нивелировано, 

что приведет к близким значениям концентраций С1 – С6. При определении 

изониазида в моче было изучено несколько серий градуировочных растворов 

при разных степенях разбавления от 1 до 0,05.  
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Таблица 12 

Составы градуировочных растворов в смесительных камерах и формулы для 

расчета концентраций аналита (Сст – концентрация аналита в стандартном 

растворе). 

Смеси-

тельная 

камера 

Состав 
Объемное 

соотношение Формула Интерпретация 

1 
Разбавитель, 

стандартный раствор 
1 : 1,5 стc

A

A
c  2

1

4

1  
Метод градуировочного 

графика 

(интерполяционный), не 

учитывается влияние 

матрицы 
2 

Проба, разбавитель, 

стандартный раствор 
1 : 1 : 3 стc

A

A
c  2

6

3

2  

3 
Проба, стандартный 

раствор, разбавитель 
1 : 1 : 3 стc

AA

A
c 


 2

32

4
3  Интегрированный метод, 

частично учитывается 

влияние матрицы 4 Разбавитель, проба 1,75 : 0,75 стc
AA

A
c 


 2

45

3

4  

5 
Стандартный раствор, 

разбавитель и проба 
1 : 0,75 : 0,75 стc

A

A

AA

A
c 


 2

1

6

45

4
5

 

Метод стандартных 

добавок 

(экстраполяционный), 

полностью учитывается 

влияние матрицы 6 
Стандартный раствор, 

разбавитель 
1 : 1,5 стc

A

A

AA

A
c 


 2

6

1

32

3

6
 

 

Согласно полученным данным (Рисунок 54), при разбавлении пробы более 

чем в 10 раз разница между наибольшим и наименьшими значениями 

концентрации изониазида не превышает 5%, и при дальнейшем разбавлении 

практически не изменяется. Следует отметить, что степень разбавления проб 

мочи может изменяться и подбираться в условиях проточного анализа 

индивидуально. 

Было исследовано влияние потенциально мешающих ионов, особенно 

веществ, которые являются макрокомпонентами в комбинированных 

препаратах для лечения тубуркулеза, рифампицина и пиразинамида, и 

основных компонентов мочи (мочевины, ЭДТА, аскорбиновой кислоты, винной 

килоты, щавелевой кислоты, PO4
3-

, H2PO4
-
) на определение аналита. Для этого в 

мочу, содержащую изониазид, вводили добавки известной концентрацией 
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ионов PO4
3-

, H2PO4
-
, мочевины, аскорбиновой кислоты, винной килоты, 

щавелевой кислоты, рифампицина и пиразинамида.  

 

 

Рисунок 54. Влияние степени разбавления на результаты определения 

изониазида в моче. 

 

Анализ приготовленных образцов показал, что мешающее влияние 

(отличие сигнала от исходного значения больше чем на 5%) не было 

обнаружено для концентраций, реально присутствующих в моче. Мешающее 

влияние на определение изониазида не оказывают: мочевина до 1000-кратного 

избытка, ЭДТА – до 200-кратного избытка, аскорбиновая кислота – до 100-

кратного избытка, PO4
3-

, H2PO4
- 

– до 2000-кратного избытка, винная и 

щавелевая кислоты – до 1500-кратного избытка, рифампицина и пиразинамида 

– до 1200-кратного избытка. 

Для проверки правильности разработанных методик ЦИА проводили 

определение изониазида в пробах мочи. В отобранную у добровольцев пробу 

мочи вводили добавку изониазида. Для подтверждения правильности 

полученных результатов параллельно проводили анализ при помощи известной 

методики ВЭЖХ [166]. Результаты определения изониазида в моче 
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представлены в таблице 13. Правильность полученных результатов 

разработанными методами подтверждена методом ВЭЖХ. Результаты были 

сравнены с помощью F- и t-тестов. Полученные F-значения ≤ 6,4 указывают на 

незначительное различие в величинах стандартных отклонений, а полученные 

t-значения ≤ 2,78 указывают на то, что нет статистически значимого различия 

между результатами, полученными при помощи методик ЦИА и ВЭЖХ. 

 

Таблица 13 

Результаты определения изониазида в пробах мочи  

(n = 5, P = 0,95,  Fкр = 6,4, tкр = 2,78). 

Проба 

Введено 

изониазида, 

мкМ 

Найдено изониазида в моче, 

мкМ  F-значение t-значение 

ЦИА ВЭЖХ 

1 4,5 4,4±0,1 4,2±0,1 3,1 2,1 

2 15 15,0±0,5 15,3±0,4 4,4 1,5 

3 25 25,0±0,8 24,6±0,6 2,5 1,0 

 

 

Аналитические и метрологические характеристики разработанной 

методики приведены в таблице 14. Предложенная схема анализа может быть 

использована для спектрофотометрического определения других аналитов в 

биологических жидкостях. Следует отметить, что впервые разработана 

проточная методика определения изониазида. Найденные методические 

решения позволяют сократить расходы пробы и реагентов по сравнению с ПИА 

и SIA в 16 и 2 раза соответственно раз. Кроме того, удалось упростить схемы 

on-line разбавления проб и введения добавок.  

Сравнение аналитических характеристик разработанной новой 

инструментальной схемы пробоподготовки для анализа биологических 

жидкостей, включающая метод комбинированных градуировок и схему 

мультикоммутационного ЦИА, с комбинированными методами на принципах 

ПИА, SIA и НПА представлены в таблице 15.  Найденные методические 

решения позволяют сократить расходы пробы и реагентов по сравнению с ПИА 
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и SIA в 16 и 2 раза соответственно. Кроме того, удалось упростить схемы on-

line разбавления проб и введения добавок. 

Таблица 14 

Аналитические характеристики методики определения изониазида в моче. 

Диапазон определяемых 

концентраций, М 
10

-6
 – 10

-4 

Коэффициент корреляции, r
2
 0,999 

Предел обнаружения, мМ 0,3 

СКО (n= 10), % 5,0 

Время анализа, мин 12 

 

Таблица 15 

Сравнение аналитических характеристик комбинированных методов, 

включающих метод комбинированных градуировок, на принципах ПИА, SIA и 

НПА и ЦИА. 

Параметр 

Проточный метод анализа 

НПА [119] ПИА [120] SIA [122] ЦИА 

Число измеряемых 

аналитических 

сигналов 

7 7 7 7 

Число 

градуировочных 

зависимостей 

4 4 4 4 

Число результатов 

анализа 
6 6 6 6 

Время анализа, 

мин 
8 4 36 12 

Объем пробы, мл 10 8 1 0,5 

 

Сравнение аналитических характеристик разработанной методики с 

известными методиками определения изониазида в биологических жидкостях и 

лекарственных препаратах представлено в таблице 16. Из этих данных можно 
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сделать вывод, что разработанная методика не уступает по пределу 

обнаружения существующим методикам. Следует отметить отсутствие 

автоматизированных спектрофотометрических аналогов разработанной 

методики.  

Таблица 16  

Аналитические характеристики методик определения изониазида в биологических 

жидкостях и лекарственных веществах. 

 

 

 

Метод 

определен

ия 

Пробоподго-

товка 

Автомати

-зирована 

Анализир

уемый 

объект   

Диапазон 

определяемых 

концентраций, 

мкМ
 

ПО,  мкМ 
Ссыл

ка 

ВЭЖХ 
Жидкостная 

экстракция 
Нет 

Моча, 

кровь 
1,5-750

 
0,15 [166] 

ВЭЖХ Разбавление Нет 
Моча, 

кровь 
12-1200 - [167] 

ВЭЖХ 
Твердофазна

я экстракция 
Нет 

Моча, 

кровь 
1,5-6 - [168] 

КЭ ХЛ Разбавление Нет Кровь, ЛВ 4-1400 2,1 [169] 

КЭ ХЛ Разбавление Да Кровь, ЛВ 4-800 2,8 [170] 

СФ Разбавление Нет Моча, ЛВ 0,5-315 0,3 [171] 

КСФ Разбавление Нет ЛВ 10-100 1 [172] 

СФ Разбавление Нет ЛВ 2,1-25 1,8 [173] 

СФ Разбавление Нет ЛВ 0,7-100 0,35 [174] 

СФ Разбавление Нет ЛВ 7-85 3,5 [175] 

СФ Разбавление Нет ЛВ 14-40 7 [176] 

ХЛ Разбавление Нет ЛВ 50-500 17,5 [177] 

ХЛ Разбавление Да ЛВ 10-80 5 [178] 

ХЛ Разбавление Нет ЛВ 10-1000 2,7 [179] 

ХЛ Разбавление Да Моча 0,5-20 0,2 [180] 

ХЛ Разбавление Да ЛВ 80-1000 42 [181] 

ХЛ Разбавление Да ЛВ 200-8000 70 [182] 

ХЛ Разбавление Да ЛВ 1-200 0,2 [183] 

Ф Разбавление Да ЛВ - 0,3 [184] 

ВА Разбавление Нет Моча 50-1100 17 [185] 

ЦИА  МКГ Да Моча 1-100 0,3 [186] 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография, КЭ ХЛ – капиллярный 

электрофорез с хемилюминесценцией, СФ – спектрофотометрия, КСП – кинетическая  

спектрофотометрия, ХЛ – хемилюминесценция, Ф – флуориметрия, ВА – вольтамперометрия, 

ЦИА – циклический инжекционный анализ. 
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Выводы 

• Разработаны схемы циклического инжекционного анализа слюны, 

включающие дериватизацию аналитов с последующим микроэкстракционным 

выделением и концентрированием деривативов при диспергировании 

экстрагента полярным растворителем и газовой фазой, реализованные в 

методиках определения антипирина в слюне. 

• Выбраны условия микроэкстракционного выделения и концентрирования 

4-нитрозоантипирина из проб слюны с диспергированием экстрагента 

полярным растворителем и газовой фазой. 

• Разработана схема циклического инжекционного анализа, включающая 

капельное микроэкстракционное выделение и концентрирование аналитов, 

реализованная в методике потенциометрического определения кофеина в 

слюне. 

• Представлены результаты адаптации метода комбинированных 

градуировок к условиям циклического инжекционного анализа, 

продемонстрированные на примере методики определения изониазида в моче. 

• Обоснованы условия стабилизации комплекса изониазида с метаванадат-

ионами в присутствии цитрат-ионов в кислой среде и возможности его 

использования в качестве аналитической формы при спектрофотометрическом 

определении изониазида в моче. 

• Представлены результаты испытаний разработанных методик на 

реальных объектах анализа. 
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Принятые условные сокращения и обозначения 

ЦИА – циклический инжекционный анализ 

ЖМЭ – жидкостная микроэкстракция 

МКГ – метод комбинированных градуировок 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 

ГХ – газовая хроматография 

МС – масс спектрометрия 

КЭ – капиллярный электрофорез 

СФ – спектрофотометрия 

ААС – атомная адсорбционная спектрометрия 

МЭДЭ – микроэкстракция с диспергированием экстрагента 

ЭИП – экстрагент с изменяемой полярностью 

SIA – последовательный инжекционный анализ 

ПДКА – пирролидиндитиокарбамат аммония 

ДДФА – диэтилдитиофосфат аммония 

НПА – непрерывный проточный анализ 

ПИА – проточно-инжекционный анализ 

МО – микросомальные оксидазы 

СКО – среднеквадратичное отклонение 

ПО – предел обнаружения 

МЭКХ – мицеллярная электрокинетическая капиллярная хроматография 

ЭДС – электродвижущая сила 

ВА – вольтамперометрия 

ЦВА – циклическая вольтамперометрия 

NAT – N-ацетилтрансфераза 

МВА – метаванадат аммония 

СК – смесительная камера 

ХЛ – хемилюминесценция 

Ф – флуоресценция 
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