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ВВЕДЕНИЕ

В современных условиях сильного антропогенного воздействия
на внешнюю среду важная роль принадлежит экологическому мони-
торингу. Часто трудности его проведения и сложность защиты окру-
жающей среды и человека связаны с малой концентрацией экотокси-
кантов природного и техногенного происхождения. Из органических
экотоксикантов наиболее опасными для окружающей среды являют-
ся ароматические и гетероароматические соединения, в частности по-
лициклические ароматические углеводороды. Данные соединения об-
ладают способностью накапливаться в живых организмах, передава-
ясь по трофическим цепям. Многие из них проявляют канцерогенную
и мутагенную активность, вызывая серьезные отклонения в здоровье
человека, являются причиной роста числа врожденных заболеваний.
Содержание этих веществ в объектах окружающей среды регламен-
тировано величинами предельно допустимых концентраций, значения
которых составляют от нг/л до мкг/л (следовые количества). Поэто-
му развитие методов определения этих поллютантов тесно связано
с увеличением чувствительности, точности, специфичности техники
измерений, позволяющей проводить анализ проб с минимальной под-
готовкой. Перспективным и эффективным методом анализа, позволя-
ющим решать эти задачи, является люминесцентный метод анализа,
в частности твердофазная люминесценция.

В настоящее время сорбенты или твердые матрицы успешно при-
меняются в люминесценции для количественной оценки различных
органических и неорганических соединений в разных средах. Напри-
мер, при проведении твердофазной люминесценции в качестве сор-
бентов используют силикагель, цеолиты, стекловолокно, пенополиуре-
таны, нейлоновые мембраны, наночастицы серебра или золота, цел-
люлозу и др.
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Полисахаридные матрицы в люминесцентном анализе экотоксикантов

Немаловажным при выборе матрицы являются доступность и низ-
кая стоимость сырья, из которого она изготовлена. Поэтому не ослабе-
вает интерес к материалам на основе природных полисахаридов и их
производных. Целлюлозная матрица, представляющая собой твердый
дисперсный материал микроволокнистой структуры, получила широ-
кое распространение в качестве сорбента для твердофазной экстракции
и твердофазной люминесценции. Недостатками целлюлозы являются
возможность только однократного использования и сравнительно низ-
кая эффективность сорбции в связи с гидрофильностью материала.

Поэтому актуальным является использование других крупнотон-
нажных полисахаридов при создании матриц для сорбционного из-
влечения аналита. В этом плане представляют интерес полимерные
материалы из ацетатов целлюлозы и хитозана. Например, матрицы
из ди- и триацетата целлюлозы находят применение в качестве сор-
бентов в различных отраслях промышленности, мембран для очистки
и концентрирования различных соединений. Материалы на основе хи-
тозана являются эффективными сорбентами неполярных соединений
(красителей, поверхностно-активных веществ), ионов тяжелых метал-
лов и др. В зависимости от способа формования материалы из аце-
татов целлюлозы и хитозана могут быть получены в разных морфо-
логических формах, например в виде пленки или волокна, а при ис-
пользовании хитозана – еще и в разных химических формах: солевой
и основной. Это позволяет варьировать поверхностные характеристики
полимерного сорбента. Наличие такого комплекса полезных свойств
определяет перспективность использования данных полисахаридов для
получения новых материалов для целей очистки, концентрирования
и анализа водных сред.

В монографии приводятся результаты исследований авторов по со-
зданию полисахаридных матриц из ацетатов целлюлозы и хитозана,
а также изучению условий их применения в сорбционно-люминесцент-
ном анализе полиароматических соединений, в том числе экотокси-
кантов.

Авторы выражают глубокую благодарность всем соавторам на-
учных публикаций, принимавшим участие (в разные годы) в выполне-
нии экспериментов.



Г л а в а 1

ЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЙ АНАЛИЗ ЭКОТОКСИКАНТОВ

1.1. Полициклические ароматические углеводороды:
распространение в окружающей среде,
экотоксикологическая характеристика

Полициклические ароматические углеводороды (ПАУ) – класс ор-
ганических соединений, для которых характерно наличие в химичес-
кой структуре двух и более конденсированных бензольных колец. Из-
вестны сотни ПАУ, различающиеся числом бензольных колец и спосо-
бами их присоединения друг к другу. Строение, номенклатура и свой-
ства ПАУ всесторонне изучены и описаны в литературе [1, 2].

ПАУ относят к экотоксикантам из-за значительных объемов об-
разования в техногенных процессах в качестве нецелевых продуктов,
высокой кумулятивной способности, персистентности и химической
устойчивости в окружающей среде, проявления в малых дозах канце-
рогенной и мутагенной активности, общей и иммунотоксичности [3–9].
Согласно классификации Международного агентства по изучению рака
по своей канцерогенной активности ПАУ отнесены к следующим ка-
тегориям: 1 – канцерогенные для человека, 2A – весьма вероятно кан-
церогенные для человека, 2B – вероятно канцерогенные для человека,
3 – не классифицируемые как канцерогенные для человека [10].

По совокупности экотоксикологических признаков Агентство
по охране окружающей среды США (US Environmental Protection
Agency, US EPA) определило 16 ПАУ (табл. 1.1) как приоритетные
загрязняющие вещества [11]. В России обязательному контролю под-
лежит наиболее токсичный ПАУ – бензо(а)пирен, для него установ-
лены гигиенические нормативы практически для всех сред (включая
продукты питания) [12–17] (табл. 1.2), установлены также предель-
но допустимые концентрации (ПДК) или ориентировочные безопас-
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Полисахаридные матрицы в люминесцентном анализе экотоксикантов

ные уровни воздействия (ОБУВ) еще для пяти представителей ПАУ

(антрацен, аценафтен, нафталин, пирен и фенантрен), но только для

атмосферного воздуха и воздуха рабочей зоны [15–17].

Таблица 1.1

Структура и свойства экологически значимых ПАУ

№ Структурная формула Название
Химическая

формула
ММ*, г/моль

Классификация
по канцероген-
ным свойствам

[10]

1

Naphthalene
Нафталин

Бицикло-(4.4.0)-дека-
1,3,5,7,9-пентаен

C10H8

128.2
2В

2
Acenaftylen

Аценафтилен
C12H8

152.2
Не оценены

3

Acenaften
Аценафтен

1,2-
Дигидроаценафтилен

С12Н10

154.2
3

4
Fluoren
Флуорен

о, о’-Дифенилметан

C13H10

166.2
3

5
Fenantren

Фенантрен
С14Н10

178.2
3

6
Antracen
Антрацен

С14Н10

178.2
3

7
Piren

Пирен
C16H10

202.3
3

8

Benzo(a)anthracen
Бензо(а)антрацен
1,2-бензантрацен

Тетрафен

C18H12

228.3
2В

9

Chryzene
Хризен

1,2-Бензфенантрен
1,2–5,6-Дибензнафталин

C18H12

228.3
2В

8



Глава 1. Люминесцентный анализ экотоксикантов

Окончание табл. 1.1

№ Структурная формула Название
Химическая

формула
ММ*, г/моль

Классификация
по канцероген-
ным свойствам

[10]

10
Fluoranten

Флуорантен
Бензо(а)аценафтилен

C16H10

202.3
3

11
Benzo(b)fluoranten

Бензо(b)флуорантен
3,4-Бензфлуорантен

C20H12

252.3
2В

12
Benzo(k)fluoranten

Бензо(k)флуорантен
11,12-Бензфлуорантен

C20H12

252.3
2В

13
Benzo(a)piren
Бензо(а)пирен
3,4-Бензпирен

C20H12

252.3
1

14
Indeno(1,2,3,-c,d)pirene
Индено(1,2,3-cd)пирен
2,3-о-Фениленпирен

C22H12

267.3
2В

15
Dibenzo(a,h)antracen

Дибензо(a,h)антрацен
1,2–5,6-Дибензантрацен

C22H14

278.3
2А

16
Benzo(g,h,i)perylen
Бензо(g,h,i)перилен
1,12-Бензперилен

C22H12

276.3
3

Примечание. *ММ – молекулярная масса.

Остановимся на особенностях химической структуры ПАУ и неко-

торых физико-химических свойствах, определяющих их экологиче-

скую опасность.
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Полисахаридные матрицы в люминесцентном анализе экотоксикантов

Таблица 1.2

ПДК бензо(а)пирена в различных продуктах и средах

Продукт ПДК

Масла растительные – все виды, фракции масел растительных
(ТР ТС* 024/2011)

0.002 мг/кг

Копченые мясные, мясосодержащие и птичьи продукты
(ТР ТС* 021/2011)

0.001 мг/кг

Для копченых сыров и сырных продуктов, сырных паст, соусов
(ТР ТС* 021/2011)

0.001 мг/кг

Копченая рыбная продукция (ТР ТС* 021/2011) 0.005 мг/кг

Зерно продовольственное (ТР ТС* 021/2011) 0.001 мг/кг

Питьевая вода и вода центральных систем водоснабжения
(СанПиН** 2.1.4.1074–01)

0.005 мкг/л

Вода расфасованная в емкости высшей категории
(СанПиН** 2.1.4.1116–02)

0.001 мкг/л

Воздух рабочей зоны (ГН*** 2.1.6.1313–03) 0.00015 мг/м3

Почва 0.02 мг/кг

Примечание. *ТР ТС – технический регламент Таможенного союза, **СанПиН – сани-
тарные правила и нормы, **ГН – гигиенические нормативы.

Высокая стабильность ПАУ в окружающей среде обусловлена на-
личием в их молекулах сопряженных π-электронных систем [18]. Чем
больше в молекуле бензоидных секстетов, тем более она устойчива,
т. е. ангулярно аннелированные ПАУ (например, фенантрен) всегда
более стабильны, чем линейно аннелированные структуры (антрацен).
ПАУ могут вступать в химические реакции, приводящие к образова-
нию дополнительного секстета p-электронов и не сопровождающие-
ся при этом потерей резонансной структуры молекулы: это реакции
циклоприсоединения, фотодимеризации и образования эндопероксидов
под действием УФ-облучения в присутствии кислорода [1, 2]. Эти ре-
акции лежат в основе абиотических процессов трансформации и дегра-
дации ПАУ в окружающей среде, хотя основную роль в их разложении
играют микробные ассоциации [19,20]. Время полураспада под воздей-
ствием естественных природных процессов составляет для фенантрена
3.5–5 мес., для бензо(а)пирена – 4–6 лет [20].

ПАУ – кристаллические при комнатной температуре вещества
(за исключением ряда производных нафталина), для них характерны
высокие температуры плавления и кипения, которые растут с увеличе-
нием числа бензольных колец, например, у нафталина Tплав = 80◦C,
Tкип = 218◦C, у бенз(а)пирена Tплав = 179◦C, Tкип = 456◦C [21]. Это
определяет присутствие ПАУ в газообразных выбросах, образующихся
при термической переработке, сжигании и утилизации органических
материалов: нефтепродуктов, угля, древесины, мусора, пищи, табака
в различных технологических и бытовых процессах [3–6, 22–29]. При-
чем чем ниже температура в устройстве для сжигания, тем больше
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образуется ПАУ с низкой молекулярной массой [26]. При высоких
температурах горения в большей степени образуются ПАУ с высокой
молекулярной массой, в том числе бензо(а)пирен [28, 29].

Необходимо отметить, что образование ПАУ происходит и в при-
родных термических процессах (вулканизм, лесные пожары, тектони-
ческие и гидротермальные проявления) [29–33]. Однако количество пи-
рогенных природных ПАУ по сравнению с ПАУ антропогенного про-
исхождения значительно меньше [34, 35]. По некоторым оценкам, гло-
бальная эмиссия бензо(а)пирена составляет 5000 т/год [34], при этом
количество бензо(а)пирена вулканического происхождения – несколь-
ко сотен тонн в год [30]. Природными источниками ПАУ являются
также растения, водоросли, микроводоросли, бактерии, как правило,
синтезирующие гомологи фенантрена и хризена; образование некото-
рых ПАУ происходит также в результате биохимических процессов
трансформации органических компонентов почвы [5, 6, 28, 36–39].
Вклад биогенных ПАУ в общий объем их образования в окружающей
среде незначителен.

В техносфере, помимо пирогенных источников ПАУ, выделяют
петрогенные – это разливы нефти, аварии на нефтепромыслах, неф-
теперерабатывающих заводах и при транспортировке нефти и неф-
тепродуктов. Среди петрогенных ПАУ преобладают нафталин и его
гомологи, реже дифенил и его метилпроизводные, фенантрены, в ма-
лых количествах присутствуют гомологи пирена, перилена, флуорена,
хризенов, бензфлуоренов [40–43].

На миграцию ПАУ в окружающей среде влияет их низкая лету-
честь, плохая растворимость в воде, липофильность.

Пирогенные ПАУ поступают в воздух в виде молекул в паровой
фазе или в адсорбированном виде в составе аэрозолей. Распределе-
ние веществ между воздушной и твердой фазами (аэрозолем) зависит
от: давления насыщенных паров, концентрации и химических свойств
ПАУ; количества, размера и свойств адсорбирующих частиц; темпера-
туры окружающей среды [29, 44]. Наиболее эффективным адсорбентом
для ПАУ являются частицы золы и сажи размером от 0.1 до 3 мкм
[29], на них сорбируется до 90–95% этих соединений [45]. Поэто-
му загрязненный сажевым аэрозолем воздух городов содержит ПАУ
в больших количествах, чем воздух, насыщенный их парами [46]. При
охлаждении газов ПАУ конденсируются и оседают в зоне выбросов,
значительная часть в составе аэрозолей распространяется на дальние
расстояния. По данным [47], около 80% бензо(а)пирена переносится
на расстояние более 100 км от источника выбросов. Чем меньше раз-
меры частиц аэрозоля, тем более длительный период они остаются
в воздушной среде и распространяются на большие расстояния. В ра-
боте [48] показано, что в составе частиц с размером 2.5 мкм зимой
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находится до 93.3% от общего количества ПАУ, летом – 84.0%, при
этом преобладают пирен, флуорантен, бензо(а)антрацен, хризен, бен-
зо(b)флуорантен, бензо(а)пирен. По оценкам авторов, основным источ-
ником ПАУ в атмосферном воздухе являются выбросы от сжигания
угля.

В атмосфере ПАУ могут подвергаться деструкции и трансформа-
ции под действием температуры, УФ-излучения, озона, оксидов серы
и азота с образованием более токсичных продуктов [3–6]. Однако со-
единения, адсорбированные на частицах сажи, практически не изменя-
ются [49]. В конечном итоге аэрозоли с ПАУ оседают на поверхность
почвы, снежного покрова или водного объекта. По данным китайских
ученых [24], наибольшее количество ПАУ содержится в почве (60%),
наименьшее количество – в воздухе (< 0.5%).

Гидрофобность ПАУ является причиной их концентрирования
и депонирования в почвенных средах, где они адсорбируются на ли-
пофильных гуминовых кислотах [50, 51]. Миграция ПАУ в почвенном
профиле происходит в растворенном состоянии, т. е. ПАУ с низкой
молекулярной массой (нафталин, фенантрен, флуорен и др.) мигри-
руют быстрее в профиле почвы, чем ПАУ с высокой молекулярной
массой [52]. Увеличение количества осадков способствует не только
переносу ПАУ из атмосферы в почву, но и далее из верхнего слоя
почвы в более глубокие слои, однако проникновению ПАУ вглубь поч-
вы препятствуют процессы вымывания грунтовыми водами, сорбции,
биотрансформации, фитоэкстракции [10, 19, 20]. По некоторым оцен-
кам, на глубине около 50 см содержится в 5–10 раз меньше ПАУ, чем
в верхних горизонтах почвы [53, 54].

Превышение естественного фона ПАУ в почве, как правило, про-
исходит в результате техногенного загрязнения. Загрязнению почв ме-
гаполисов и промышленных районов ПАУ посвящены многочислен-
ные работы [10, 24, 28, 34, 41, 53–57]. Отмечено, что в урбанизирован-
ной среде большой вклад в загрязнение почвы ПАУ вносят выхлопные
газы автотранспорта и теплоэлектростанции.

Эффективным поглотителем и накопителем ПАУ является снег
[29, 45, 58]. Содержание ПАУ в снежном покрове является показа-
телем состояния атмосферного воздуха и позволяет идентифицировать
источники эмиссии ПАУ [58]. Часть ПАУ, аккумулированных снеговым
покровом, поступает в почвы [38], другая часть – уносится талыми
водами [59].

Известно, что ПАУ практически не растворимы в воде и хорошо
растворимы в большинстве органических растворителей [21], следова-
тельно, наличие в водной среде бензола, спиртов, нефти и нефтепро-
дуктов, поверхностно-активных веществ (ПАВ) способствует увеличе-
нию растворимости ПАУ и содержания в водных объектах в молеку-
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лярно-растворенной и мицеллярной формах. Соединения с пятью и бо-
лее конденсированными ароматическими кольцами преимущественно
находятся в водных средах адсорбированными на взвешенных части-
цах или в составе эмульсий [50]. В водоемах происходит миграция
ПАУ между водной средой и донными отложениями: чем выше моле-
кулярная масса ПАУ, тем прочнее они связаны с донными осадками
[60]. Поэтому в водной среде обычно фиксируют присутствие ПАУ
с 2–5 циклами.

Наиболее загрязнены ПАУ речные и прибрежные морские воды.
Источниками загрязнений в этом случае являются объекты промыш-
ленности или верфи на берегах водоемов. Мониторинг ПАУ в водных
объектах проводят, определяя их содержание в воде, донных отложе-
ниях и гидробионтах. В последние годы появились многочисленные
публикации по мониторинговым исследованиям ПАУ в водоемах Рос-
сии: реке Амур [61, 62], Азовском и Черном морях [63–66], Северной
Двине и Белом море [67, 68], Карском и Баренцевом морях [69, 70],
Иваньковском водохранилище [71], Финском заливе [72], озере Бай-
кал [73,74], Каспийском море [75, 76] и др. Многие авторы отмеча-
ют локальное превышение содержания канцерогенных ПАУ в донных
осадках и гидробионтах. ПАУ обнаружены и в грунтовых водах, но в
очень низких концентрациях [77, 78], они проникают туда из почв
в результате процессов ресорбции [51]. В питьевую воду ПАУ обычно
попадают из водопроводных труб, обработанных битумом [79, 80].

Итак, благодаря своей химической стабильности и гидрофобнос-
ти ПАУ адсорбируются на органических субстратах, накапливаются
в почве и донных осадках, поглощаются живыми организмами, акку-
мулируются в растениях и животных, передаются по пищевым цепям
человеку. Содержание ПАУ в наземных и водных растениях и живот-
ных может быть во много раз выше, чем содержание ПАУ в почве
или воде [9].

В растения ПАУ поступают несколькими путями: из почвы через
корни, из газовой фазы атмосферы через устьица, путем осаждения
на поверхность растения в составе пыли [10, 81, 82]. В работах [83, 84]
предложено оценивать техногенное загрязнение окружающей среды
по способности сосны обыкновенной накапливать в хвое полиарены
из воздуха в результате их поглощения или сорбции. Исследования
процессов накопления ПАУ в растениях нижнего яруса кустарнико-
вой тундры показали, что гиппераккумуляторами тяжелых полиаренов
являются мхи, в частности Pleurozium schreberi, и некоторые травянис-
тые растения – щучка дернистая и овсяница овечья. У кустарниковых
растений (черники, голубики, брусники) ПАУ в большей степени ак-
кумулируются в листьях и стеблях, чем в корнях, легкие полиарены
обнаружены и в ягодах [85]. Следовательно, плоды, овощи, растения
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с большими листьями, хлебные злаки, пастбищные культуры, особен-
но с высоким содержанием растительных восков, при выращивании
на индустриальных территориях могут быть загрязнены ПАУ, которые
с пищей будут поступать в организм человека и животных.

Обнаруживают ПАУ также в гидробионтах, особенно в обогащен-
ных липидами тканях моллюсков [86] и рыб [87]. Например, в мягкой
ткани двустворчатых моллюсков Азовского моря, отобранных в раз-
личные сезоны 2004–2009 гг., найдены хризен, флуорантен, фенантрен.
При этом суммарные концентрации индивидуальных ПАУ находятся
в диапазоне < 0.01–8.4 мкг/кг сырой массы [86], т. е. в некоторых
случаях превышают ПДК бензо(а)пирена в копченой рыбной продук-
ции (0.005 мг/кг, см. табл. 1.2). В мышцах промысловых рыб Север-
ного и Каспийского бассейнов найдены следующие ПАУ: фенантрен
и антрацен, бензо(a)пирен, бензо(е)пирен, хризен, бензо(а)антрацен,
бензо(b,k)флуорантен, причем содержание бензо(а)пирена превышает
значение, нормируемое для копченой рыбы.

Помимо загрязненных воды, воздуха, растительной и животной
продукции источниками ПАУ для человека являются продукты, при-
готовленные с применением высокотемпературных процессов (жарка,
запекание, копчение). Известно, что при неправильном приготовлении
концентрация ПАУ в продукте может увеличиться в 1000 раз [3, 7, 88].

В организм человека ПАУ поступают через дыхательные пути,
кожные покровы и желудочно-кишечный тракт [5–9, 89]. Поскольку
ПАУ – липофильные соединения с низкой растворимостью в воде,
их биодоступность с пищей составляет 20–50% и эта доля увеличива-
ется с ростом содержания липидных компонентов в пище. В организме
ПАУ аккумулируются в липидах тканей и метаболизируют в печени
[89].

Общая схема метаболизма ПАУ включает в себя окисление ПАУ
до фенольных и хинонных производных с последующим сопряжением
метаболитов с глутатионом, глюкуроновой кислотой или сульфатами
[7]. Большинство метаболитов ПАУ выводится из организма с мо-
чой, желчью и калом, некоторые способны взаимодействовать с ДНК
и другими макромолекулами, вызывая изменения их биологической ак-
тивности. Существуют две основные гипотезы мутагенного действия
ПАУ [89, 90]. Согласно первой гипотезе, метаболиты (диолэпоксиды)
полиаренов, имеющих характерные «углубления» к структуре («bay»
и «fjord» области), ковалентно взаимодействуют с нуклеотидами, ини-
циируя мутагенез и канцерогенез. Согласно второй гипотезе, канцеро-
генная активность ПАУ обусловлена их сродством с арилуглеводород-
ным рецептором (AhR), который является регулятором транскрипции
нескольких генов, кодирующих ферменты семьи цитохрома P4501A
и факторы, влияющие на рост и дифференцировку клеток [91, 92].
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Другие негативные эффекты ПАУ, включая воздействие на нерв-
ную, выделительную, иммунную системы, повышение веса, подробно
описаны в работе [9], там же приведены данные по смертности ла-
бораторных животных при различных способах введения токсиканта.
Несмотря на отнесение бензо(а)пирена к первому классу опасности,
ЛД50 этого вещества не установлена по причине преобладания канце-
рогенных и мутагенных эффектов.

Таким образом, широкое распространение ПАУ в объектах окру-
жающей среды, высокая стабильность, способность к бионакоплению,
токсичность для человека и других организмов, мутагенная и канцеро-
генная активность обуславливают необходимость их контроля в при-
родных средах и продуктах питания.

1.2. Методы определения полициклических ароматических
углеводородов в объектах окружающей среды

Многокомпонентность состава ПАУ, жесткое регламентирование
содержания этих соединений в объектах окружающей среды на уровне
нг/л – мкг/л (кг) (низкие концентрации) определяют сложность их ко-
личественного анализа. Развитие методов определения этих экотокси-
кантов тесно связано с увеличением чувствительности, точности и спе-
цифичности техники измерений [93].

Для определения ПАУ в объектах окружающей среды в основном
используют различные варианты хроматографического метода анали-
за со спектрофотометрическим, флуориметрическим, масс-спектромет-
рическим и др. детектированием, преимущественным отбором проб
и выделением ПАУ из объекта методами жидкостной и твердофазной
экстракции.

Наибольшее распространение в аналитической практике получил
метод высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с флу-
оресцентным или УФ-детекторами [94–97]. Специально для анализа
ПАУ методом ВЭЖХ разработаны новые типы хроматографических
колонок, достигнута необходимая эффективность разделения 16 при-
оритетных ПАУ. Этот метод не лишен недостатков: в случае значи-
тельного загрязнения проб алкилзамещенными, гидроксипроизводны-
ми полиаренами происходят ошибки при идентификации регистри-
руемых компонентов. Кроме того, возникают трудности при количе-
ственном определении ПАУ из-за наложения или неполного разделе-
ния хроматографических пиков: бензо(b)флуорантена и перилена, бен-
зо(k)флуорантена и дибензо(с)антрацена, бензо(j)флуорантена и бен-
зо(е)пирена.

В последнее десятилетие для определения ПАУ активно внед-
ряются методы газовой хроматографии/масс-спектрометрии (ГХ/МС)
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и газовой хроматографии/ИК-фурье спектроскопии, в которых иден-
тификация аналитов проводится по библиотечным масс-спектрам или
ИК-спектрам, что практически полностью исключает ошибки опреде-
ления. Однако при количественном анализе в ряде случаев не удается
достичь полного хроматографического разделения ПАУ: хризена и три-
фенилена; бензо(b)-, бензо(j)- и бензо(k)флуорантенов; дибензо(a,h)-
и дибензо(a,c)антраценов [98].

Основное преимущество техники ГХ/МС – возможность приме-
нения метода внутреннего стандарта, в качестве которого используют
изотопно-меченый аналог (С13) [99, 100]. Такой подход снижает сум-
марную погрешность измерений методики с 25% до 10–15% за счет
существенного уменьшения погрешности в процедуре пробоподготов-
ки [100]. В национальных метрологических институтах США и стран
Евросоюза в качестве эталонного метода анализа ПАУ принят метод
газовой хроматографии/масс-спектрометрии с изотопным разбавлени-
ем (ГХ/МС/ИР).

Предел обнаружения ПАУ в ВЭЖХ- и ГХ-методах анализа – око-
ло 0.2 нг/л, что меньше предельно допустимой концентрации бен-
зо(a)пирена в питьевой воде (см. табл. 1.2). Однако эти методы име-
ют и ряд существенных недостатков: их можно реализовать только
в стационарных аналитических лабораториях с использованием доро-
гого и сложного оборудования, дополнительных расходных материа-
лов, реагентов, с привлечением высококвалифицированного персонала.
Проведение анализа требует много времени и трудозатрат: необходи-
ма предварительная пробоподготовка (твёрдофазная или жидкостная
экстракция, концентрирование), при этом расходуется большой объем
токсичных органических растворителей.

Для решения биологических, медицинских и экологических за-
дач разрабатываются неинструментальные методы определения ПАУ,
основанные на иммунохимическом анализе [101]. Их преимущества-
ми являются простота и быстрота проведения, возможность автомати-
зации и использования для массовых анализов в полевых условиях.
Иммунохимические методы (ИХМ) обладают хорошей чувствительно-
стью и точностью. Для определения ПАУ разработаны иммуносенсоры
с различными видами детекции. Например, поляризационный флуорес-
центный иммуноанализ [102] включает сорбцию ПАУ при пропуска-
нии их раствора через колонку, заполненную золь-гелем с иммобили-
зованными на нем антителами, элюирование аналита ацетонитрилом
и проведение флуоресцентного анализа. Пределы обнаружения бен-
зо(а)пирена, нафталина и антрацена данным методом составляют 0.9,
1.1 и 3.4 нг/мл соответственно. Поскольку эти величины превышают
ПДК, метод предлагается применять для быстрого скрининга природ-
ных образцов.
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Для определения пирена в водных средах предложен метод пье-
зокварцевого микровзвешивания с использованием иммуносенсора
с чувствительным слоем в виде наноразмерных пленок Ленгмюра –
Блоджетт, содержащих пиренбутановую кислоту [103]. Принцип дей-
ствия сенсора основан на конкурентном связывании специфических
антител с пиреном в анализируемом растворе и пиренбутановой кис-
лотой на поверхности сенсора. Предел обнаружения пирена в питьевой
и водопроводной воде составляет 0.07 нг/мл с погрешностью, не пре-
вышающей 15%.

Разработан иммуносенсор ПАУ с использованием наночастиц си-
ликагеля, связанных с иммуноглобулинами с помощью γ-глицидоксип-
ропилтриметоксисилана [101]. Подложкой для иммунореагента служит
полиэтиленовый фрит. Показано, что с помощью данной системы мож-
но по изменению окраски активного слоя определять бензо(а)пирен
в водных средах при его содержании выше 0.1 мкг/л. В другом тест-
методе [104] определение бензо(а)пирена в природных водах прово-
дят путем сорбции аналита на фрите с адсорбированными специфи-
ческими антителами, помещенном в прозрачную колонку. Добавление
конъюгата аналита с квантовыми точками состава CdSe/ZnS приводит
к связыванию вакантных антител, УФ-облучение индуцирует люминес-
ценцию, что позволяет проводить визуальное определение вещества,
предел обнаружения бензо(а)пирена в водах составляет 0.5 нг/мл.

Саратовскими учеными запатентован иммунохимический способ
определения уровня токсикантов в воде, продуктах питания или физио-
логических жидкостях и тест-система для его реализации [105]. В дан-
ном способе к полипропилену, обработанному ультразвуком и отмы-
тому этиловым спиртом, прививают ковалентно связанные молекулы
токсиканта, проводят обработку носителя блокирующим раствором для
закрытия на нем свободных мест неспецифического связывания и вно-
сят тестируемые образцы, содержащие специфичные к токсиканту ан-
титела. При этом производят обработку носителя раствором конъюга-
та антивидовых антител, химически связанного с люминесцентными
квантовыми точками. Уровень токсикантов определяют по интенсив-
ности люминесценции квантовых точек после освещения обработан-
ного носителя возбуждающим излучением.

К недостаткам ИХМ можно отнести сложности изготовления
иммуносенсоров, предусматривающего использование дорогостоящих
оборудования и реактивов, а также недостаточную специфичность ана-
лиза, что в ряде случаев затрудняет количественное определение ана-
лита.

Особый интерес вызывают простые и экспрессные методы анали-
за ПАУ, с помощью которых можно проводить одновременное опреде-
ление индивидуальных соединений в их смеси. Такие методы разраба-
тывают на основе люминесцентного анализа.
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Люминесцентные свойства вещества тесно связаны с его соста-
вом, структурой и взаимодействием с другими окружающими его мо-
лекулами. Качественный люминесцентный анализ основан на опреде-
лении вещества-люминофора или вещества, приобретающего это свой-
ство при взаимодействии с реагентом, а также на определении соеди-
нения, являющегося тушителем люминесценции люминофора. В коли-
чественном анализе используется пропорциональная зависимость меж-
ду интенсивностью люминесценции люминофора или тушителя и их
концентрацией [106]. Теоретические основы люминесценции, её виды,
характерные закономерности, методы оптических измерений и исполь-
зуемая аппаратура представлены в работах [107, 108]. Область при-
менения люминесцентного анализа постоянно расширяется, его ис-
пользуют в химии, биологии, медицине, геохимии, для определения
поллютантов в окружающей среде, это стимулирует разработку новых
методов и совершенствование существующих. Новые оригинальные
подходы в различных областях люминесцентного анализа рассмотрены
в монографии [106].

Химическое строение ПАУ (наличие сопряженных π-связей) обу-
словливает способность молекул к собственной люминесценции (флу-
оресценции и фосфоресценции). Определение следовых количеств по-
лиаренов (на уровне ПДК) в природных водных объектах с помощью
традиционных методов люминесцентного анализа невозможно без про-
цедур выделения и концентрирования веществ, поскольку люминес-
ценция ПАУ в водных средах регистрируется на фоне свечения приме-
сей и сигнала спонтанного комбинационного рассеяния возбуждающе-
го излучения на молекулах воды [34, 106]. Кроме того, в растворах при
комнатной температуре спектры флуоресценции ПАУ состоят из диф-
фузных перекрывающихся полос, что осложняет их анализ в смеси.
Повысить селективность позволяет открытый в 1952 г. Э. В. Шполь-
ским эффект резкого сужения полос люминесценции полиаренов
в специально подобранных средах при температуре жидкого азота
(77 К). Методом Шпольского получены квазилинейчатые эмиссион-
ные спектры, характеристичные для каждого соединения, по которым
можно определять микроколичества индивидуальных ПАУ в слож-
ных смесях [109], однако количественный анализ данным методом
затруднен [106].

Чтобы уйти от низких температур и сложной техники пробопод-
готовки, для целей экологического мониторинга ПАУ разрабатываются
различные варианты люминесцентных методов анализа с использова-
нием спектральной и временной селекции [110]. В частности, при-
менение импульсного лазерного возбуждения и двухлучевой схемы
регистрации аналитического сигнала позволило устранить мешающее
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влияние фонового свечения и снизить предел определяемых концен-
траций ПАУ до 0.2 нг/мл. На основе этого метода создан лазерно-
люминесцентный прибор для экспрессного определения общего со-
держания ПАУ, нефти, нефтепродуктов, содержащихся в природных,
питьевых и сточных водах в интервале концентраций 10−10–10−7 г/мл.
Объем анализируемой пробы – 1 мл, время анализа – 5 мин [110].

Селективное определение ПАУ в сложных смесях удалось реа-
лизовать при использовании метода синхронной спектрофлуоримет-
рии [110], при котором спектры флуоресценции получают при одно-
временном сканировании по длинам волн возбуждения и испускания
с определенным сдвигом. Математическая обработка спектров при-
водит к сужению полос испускания и позволяет различать индиви-
дуальные соединения в смеси. В случаях, когда суммарные спектры
смеси ПАУ представляли собой кривые с плохо разрешенными мак-
симумами, авторы использовали различные новые приемы и спосо-
бы анализа: асинхронные спектры, синхронные спектры в условиях
эффекта Шпольского при 77 К, спектры производных высших поряд-
ков от синхронных спектров люминесценции [110]. Данные приемы
позволили определять ПАУ в диапазоне концентраций 10−9–10−5 г/мл
в органических растворителях, в частности н-гексане. Следовательно,
при диагностике загрязнения объектов окружающей среды требуется
жидкостная экстракция ПАУ из анализируемых сред.

Известно, что люминесценция вещества (квантовый выход, спек-
тральные характеристики излучения) зависит от характера окружаю-
щей его среды, поэтому длительное время основным способом воз-
действия на флуоресцирующую систему было варьирование природы
растворителя – замена воды на менее полярные и менее сольватиру-
ющие растворители [108, 111]. С 80-х гг. XX в. появились принци-
пиально новые наногетерогенные организованные среды: мицелляр-
ные среды, образующие собственную микро(нано)псевдофазу, и среды,
содержащие молекулы-рецепторы, обладающие внутренней полостью
[112]. Мицеллярные системы представляют собой ансамбли молекул
ПАВ, распределенных в объеме водного или неводного растворителя,
или образованные на соприкасающейся с раствором твердой поверх-
ности. Вторая группа организованных сред – это растворы циклодекс-
тринов, циклофанов, каликсаренов и др., образующих в пространстве
жесткие трехмерные каркасы с внутренней полостью, которая может
включать в себя молекулу «гостя». Оба вида наносистем занимают ма-
лую часть общего объема раствора, но они способны коренным обра-
зом менять многие физико-химические и спектральные характеристики
растворенных веществ за счет их солюбилизации. Свойства организо-
ванных сред, их воздействие на люминофоры и применение в люми-
несцентном анализе всесторонне рассмотрены в работах профессора
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С. Н. Штыкова [112–115]. В обзоре [116] обсуждены варианты при-
менения супрамолекулярных систем для определения экотоксикантов,
в том числе ПАУ, в объектах окружающей среды с помощью люми-
несцентных методов, ВЭЖХ, капиллярного электрофореза и проточно-
инжекционного анализа с флуоресцентным детектором.

Основным результатом применения всех видов организованных
сред стал рост интенсивности (или тушения) аналитического сигна-
ла, основанный на увеличении «жесткости» молекулы в более вязком
микроокружении и ряде других факторов. При флуоресцентном ана-
лизе ПАУ, в частности пирена, в водно-мицеллярных средах молекула
ПАУ располагается в углеводородном ядре мицеллы, что приводит к её
«жесткому» закреплению. В результате повышается локальная концен-
трация пирена в мицеллярной микрофазе, уменьшаются межмолеку-
лярные взаимодействия с молекулами растворителя и интенсивность
сигнала флуоресценции субстрата значительно увеличивается по срав-
нению с водной фазой [117].

Известно, что спектры фосфоресценции ПАУ меньше перекрыва-
ются и являются более характеристичными по сравнению со спектрами
флуоресценции, но фосфоресценция соединений в растворах обычно
возникает при температуре 77 К и удалении кислорода, что усложняет
эксперимент, его аппаратурное оформление и ограничивает примене-
ние фосфоресценции в анализе [106]. Применение мицеллярных сред
позволило проводить определение фосфоресценции ПАУ при комнат-
ных температурах, но при соблюдении ряда условий: присутствие тя-
желого атома, увеличивающего скорость интеркомбинационной кон-
версии люминофора из синглетного в триплетное состояние, и добав-
ление в мицеллярный раствор сульфита натрия для удаления кислорода
[112]. Данный способ обладает высокой селективностью определения,
воспроизводимостью, хорошей чувствительностью [118].

Перспективным методом анализа ПАУ является твердофазная лю-
минесценция, которая сочетает концентрирование аналита с его люми-
несцентным определением в фазе сорбента [119].

1.3. Применение твердофазной экстракции
и твердофазной люминесценции в аналитической практике

В настоящее время любые инструментальные методы определе-
ния веществ, присутствующих в природных и биологических средах,
требуют предварительной пробоподготовки, приводящей к извлечению
и концентрированию аналита. Альтернативой традиционной жидкост-
ной экстракции в пробоподготовке является твердофазная экстракция
(ТФЭ) [120]. Она представляет собой сорбцию на твердом сорбенте
исследуемых соединений, которые затем избирательно элюируют с ис-
пользованием подходящих растворителей (рис. 1.1).
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Метод ТФЭ обеспечен коммерческими сорбентами и системами
его проведения (картриджами и колонками). Сорбенты производятся
на основе модифицированных силикагелей, оксида алюминия, сили-
ката магния, графита и полимерных смол, с их помощью можно вы-
делять и концентрировать самые различные биологически активные,
токсичные вещества и поллютанты [121–124].

Рис. 1.1. Схема проведения процесса ТФЭ

Процедуру ТФЭ реализуют в двух вариантах: оффлайн и онлайн.
В первом варианте проба готовится отдельно, а затем анализируется,
в частности, с использованием ВЭЖХ или ГЖХ. Во втором варианте
картридж включается в систему инжектирования хроматографа, ТФЭ
из жидких образцов, как правило, совмещают с жидкостным хромато-
графом, а ТФЭ из газообразных образцов – с газовым хроматографом.
Существуют автоматизированные твердофазные экстракторы, которые
выполняют все стадии ТФЭ (http://www.lcms.ru).

Примером использования метода ТФЭ в анализе ПАУ является
пропускание через колонку с активированным оксидом алюминия рас-
творов ПАУ, полученных из тканей промысловых рыб [87], из донных
осадков [74], перед проведением ГХ-МС анализа. Для извлечения ПАУ
из жиров предложено использовать в ТФЭ сверхсшитые полистиро-
лы [125], которые обладают крайне высокой удельной поверхностью
(до 1500 м2/г) и соответственно высокой адсорбционной емкостью,
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а также способностью селективно удерживать ароматические соеди-
нения из неполярных сред. Для проведения анализа небольшое ко-
личество масла смешивают с гексаном и пропускают через стеклян-
ный картридж, наполненный сверхсшитым полистиролом. Далее кар-
тридж промывают гексаном и высушивают сжатым воздухом. Анали-
зируемые ПАУ элюируют метиленхлоридом или смесями метиленхло-
рид–метанол в различном соотношении. Растворитель испаряют, сухой
остаток повторно растворяют в небольшом количестве ацетонитрила
и анализируют методом ВЭЖХ, чувствительность определения состав-
ляет ниже ПДК бензо(а)пирена в жирах.

В настоящее время для пробоподготовки при хроматографическом
анализе ПАУ и других сложных органических соединений использу-
ется твердофазная микроэкстракция [88, 96, 98, 126–128]. Ее проводят
на сорбционном покрытии иглы микрошприца, или стержня, волокна,
либо на сорбенте, находящемся в наконечнике микродозатора. Преиму-
щества этого метода – значительное сокращение или полное исключе-
ние токсичных растворителей, высокие коэффициенты концентрирова-
ния, низкая себестоимость, простота сочетания с инструментальными
методами анализа, возможность автоматизации – обсуждены в обзоре
[129]. Авторы считают, что дальнейшее развитие твердофазной микро-
экстракции связано с применением хирально активных фаз, различных
производных циклодекстринов, новых ионообменников, золь-гель по-
ристого силикагеля, иммуноаффинных сорбентов и полимеров с при-
менением иммерсионной печати и др. биоподобных покрытий.

Метод анализа, в котором ТФЭ является первой стадией спектро-
флуориметрического определения аналита в твердой фазе сорбента,
назвали solid-surface [119] или solid-matrix [130] luminescence, т. е.
твердофазной люминесценцией (ТФЛ). В настоящее время его успеш-
но применяют для количественного определения следовых количеств
органических и неорганических соединений в различных средах. На-
блюдается высокая публикационная активность по данной тематике,
представлены результаты разработок ТФЛ-анализа: ПАУ в водных сре-
дах [123, 131], карбамазепина и его основных метаболитов в сыворотке
крови человека [132], ретинола в водной мицеллярной среде [133],
кофеина в моче, плазме и сыворотке и энергетических напитках [134],
антибиотиков доксициклина в водной среде [135], ципрофлоксацина
и норфлоксацина – в биологических жидкостях [136], рутина в фар-
мацевтических препаратах [137], взрывчатых веществ в паровой фазе
[138], Al (III), Be (II) и Ga (III) в воде [139], Cu, Pb, Zn, Fe (III),
Cd, Hg, Sn (IV) в пищевых продуктах [140] и др. Поскольку ТФЛ со-
четает сорбционное концентрирование с прямым флуориметрическим
определением аналита, этот метод можно использовать в химических
датчиках [141] и в наносенсорах для внутриклеточного анализа [142].
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На основе ТФЛ на целлюлозе разработаны тест-системы для опре-
деления ионов металлов [143]. Для их создания использованы прин-
ципы планарной хроматографии (концентрацию аналита определяют
по длине флуоресцирующей зоны с использованием градуировочного
графика), визуальной флуориметрии (сравнивают интенсивность флуо-
ресценции индикаторной матрицы со стандартной шкалой), цветомет-
рического детектирования интенсивности флуоресценции (измерение
интенсивности флуоресценции осуществляют с использованием порта-
тивного флуориметра, концентрацию определяют по градуировочным
графикам).

Для определения тяжелых металлов, некоторых анионов, кислоро-
да, воды, сложных молекул, таких как ДНК, лекарственных средств су-
ществуют методы ТФЛ, основанные на тушении флуоресценции [144].

Интенсивность твердофазной люминесценции сорбированного ве-
щества во многом определяется свойствами матрицы. Известны раз-
личные сорбционные материалы, которые нашли применение в ТФЛ
анализе. Среди них силикагель [135, 145, 146], пенополиуретаны [147,
148, 149], цеолиты [136, 150], нейлоновые мембраны [151, 152], порис-
тый полиэтилен [153], целлюлоза [139,154, 155], наночастицы серебра
[156, 157] и золота [158, 159].

Теоретические вопросы сорбции веществ на твердые матрицы
и флуоресценции в фазе сорбента наиболее полно исследованы на при-
мере пенополиуретанов [148]. Рассмотрено влияние модификации по-
верхности этих сорбентов на состояние сорбированных молекул. Дока-
зана эффективность применения пенополиуретанов не только для кон-
центрирования микрокомпонентов из различных источников, но и для
сорбционно-спектрометрических и тест-методов анализа. Так, методом
спектроскопии диффузного отражения на пенополиуретановых матри-
цах определяли ионы металлов, хлорид олова, селен, нитрит- и нитрат-
ионы, силикат-ионы, фенолы, ПАВ, ароматические амины, альдегиды
и другие поллютанты. Методом ТФЛ на данных матрицах проводили
анализ ПАУ в водных средах. Авторам удалось определить антрацен,
пирен, бензо(а)пирен в смеси при их сорбции из щелочных растворов
(pH = 13), предел обнаружения компонентов зависел от объема сорба-
та, для пирена и бензо(а)пирена он составлял 0.02 нг/мл при объеме
анализируемой пробы 500 мл [147].

Исследована флуоресценция полиаренов в твердой фазе других
сорбентов. Отмечено, что использование нейлоновых мембран дает
возможность селективного определения ПАУ в масле [150, 151]. Опи-
сано применение химически модифицированных наночастиц серебра
в качестве сорбента для концентрирования ПАУ из их разбавленных
растворов в н-гексане с последующим люминесцентным определением
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при комнатной температуре [157]. Установлено, что наночастицы се-
ребра, стабилизированные молекулами цетилтриметиламмоний броми-
да, являются эффективными сорбентами ПАУ из их разбавленных вод-
ных растворов (5 · 10−10–1 · 10−6 г/мл). В дисперсных системах на по-
верхности наночастиц с размером < 100 нм формируется двойной ми-
целлярный слой ПАВ, содержащий внутри себя гидрофобную область,
в которой сорбируются неполярные полиарены. Поскольку ПАУ спо-
собны выступать в качестве доноров электронной энергии возбужде-
ния, зафиксирована сенсибилизированная флуоресценция наночастиц
серебра. Это явление носит общий характер для всех ПАУ и может
быть использовано для их группового определения.

Немаловажным при выборе матрицы являются доступность и низ-
кая стоимость материала, из которого она изготовлена. Это характер-
но, например, для целлюлозы, которую в виде фильтровальной бумаги
также используют как твердофазный носитель для фосфоресцентного
и флуоресцентного определения ПАУ [154, 155, 160–164].

Сравнительные исследования целлюлозы и пенополиуретана в ка-
честве матриц ТФЛ ПАУ показали, что пенополиуретан обладает го-
раздо лучшей сорбционной способностью и сигнал флуоресценции
пирена на данной матрице выше, чем на целлюлозе, что обусловлено
более высокой гидрофобностью этого полимера [155]. Но использова-
ние целлюлозы, в отличие от пенополиуретана, позволяет регистри-
ровать фосфоресценцию сорбированных полиаренов при комнатной
температуре (ФКТ), что дает возможность определять соединения в их
смеси [154, 165]. Для улучшения сорбционных свойств целлюлозной
матрицы проведена ее химическая модификация и осуществлен подбор
условий сорбции ПАУ. На примере пирена показано, что наиболее вы-
сокий флуоресцентный сигнал на целлюлозной матрице наблюдается
при сорбции этого ПАУ из подкисленных уксусной кислотой водно-
этанольных растворов. По эффектам тушения флуоресценции пирена
тяжелыми атомами доказано, что такая обработка фильтровальной бу-
маги приводит к увеличению полярности областей сорбции матрицы
[155, 166]. Исследовано влияние ПАВ на процессы сорбции пирена
на целлюлозную матрицу и люминесценцию в фазе сорбента. Установ-
лено, что предварительное концентрирование ПАУ в мицеллах анион-
ного ПАВ додецилсульфата натрия, модифицированных полиэтилен-
гликолями, позволяет понизить предел обнаружения ПАУ. Наибольшая
чувствительность определения ПАУ достигается при использовании
метода ФКТ (3 нг/мл), с помощью этого метода можно определять
ПАУ в их смеси [154, 166–169]. На основе результатов исследова-
ния Т-Т переноса энергии на матрице авторами сделан вывод о том,
что модификация гидрофильной целлюлозной матрицы ПАВ приводит
к увеличению ее гидрофобных свойств [165].
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Исследования, проведенные с целлюлозой, показали, что полиса-
харидные материалы являются перспективными для создания матриц
сорбционного извлечения и флуоресцентного определения аналита,
в частности ПАУ. Актуальным является поиск и разработка гидрофоб-
ных матриц с полярными областями сорбции, устойчивых к длительно-
му воздействию водных сред и органических растворителей, с низким
фоновым сигналом люминесценции. Необходимыми свойствами для
формирования таких матриц обладают полимерные материалы из аце-
тата целлюлозы и хитозана.



Г л а в а 2

ПОЛУЧЕНИЕ И СВОЙСТВА
ТВЕРДОФАЗНЫХ ПОЛИСАХАРИДНЫХ МАТРИЦ

2.1. Твердофазные матрицы на основе диацетата
целлюлозы

Ацетаты целлюлозы относятся к классу крупнотоннажных искус-
ственных полимеров, получаемых из возобновляемого источника сы-
рья. По комплексу ценных свойств и по масштабу применения в раз-
личных отраслях промышленности они уступают, наверное, только са-
мой целлюлозе и крахмалу [170, 171]. На протяжение многих десяти-
летий ацетаты целлюлозы традиционно используются для получения
волокон и нитей, пленок и мембран, фильтров разного функциональ-
ного назначения, пластмасс и других материалов [172–174].

Интерес к целлюлозе и ее уксусно-кислым эфирам не ослабева-
ет и в настоящее время. Высокая сорбционная способность ацетатов
целлюлозы используется в процессах нанофильтрации [175–177], об-
ратного осмоса [178] и селективного переноса веществ [179–181], вто-
ричного извлечения благородных металлов [182], очистки природных
вод от терригенных частиц [183], фракционного разделения низко-
и высокомолекулярных компонентов [184–186] и др. Проводятся ис-
следования по созданию адсорбционных материалов из нановолокон,
получаемых методом электроформования [187, 188]. Интересны иссле-
дования по получению и изучению разделительных свойств пленочных
и половолокнистых мембран из смесей ацетатов целлюлозы с другими
природными и синтетическими полимерами [189–191]

Как показали исследования последних лет, для определения ПАУ,
в частности пирена, в водных средах методом ТФЛ наибольшее рас-
пространение получила целлюлозная матрица (фильтровальная бума-
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га), то есть исходное сырье для получения ацетатов целлюлозы [154,
155, 166, 169, 192, 193]. Однако в связи с гидрофильностью дан-
ного сорбента эффективность концентрирования гидрофобных ПАУ
на фильтровальной бумаге невысока. Кроме того, при длительном на-
хождении в водной среде происходит потеря целостности сорбента
с образованием водной суспензии с дисперсной фазой из волокнистого
полуфабриката. Известно также, что фильтры из целлюлозы можно ис-
пользовать для концентрирования ПАУ, которые сорбированы на взве-
шенных частицах в атмосферном воздухе [194].

Учитывая высокую эффективность целлюлозной матрицы при
отборе проб ПАУ и их аналитическом определении методом ТФЛ,
представляется актуальным и перспективным использование для этих
целей производных целлюлозы, в частности диацетата целлюлозы
(ДАЦ). Особенностью материалов на основе ДАЦ, предопределяющих
их использование в ТФЛ, является высокая проницаемость, удовлетво-
рительная устойчивость во многих средах, в частности в воде, и до-
статочный срок службы, который колеблется от нескольких месяцев
до нескольких лет. Другая важная особенность – наличие на поверх-
ности ацетатцеллюлозных пленок и мембран слоя связанной воды,
обеспечивающего локализацию поверхностного заряда. В этой связи
нами предпринята попытка использования ДАЦ для совмещения двух
функций: как сорбентов для концентрирования ПАУ и других флуорес-
центных зондов, а также как матриц для их определения методом ТФЛ.

Перед описанием исследований применения ацетатцеллюлозных
матриц в ТФЛ рассмотрим основные свойства растворов этого поли-
мера, имеющие принципиальное значение при получении сорбентов
ДАЦ с заданными свойствами.

2.1.1. Физико-химические свойства исходных

и модифицированных растворов ацетатов целлюлозы

Известно, что ДАЦ хорошо растворяется в одном наиболее до-
ступном и дешевом растворителе – ацетоне. Однако в технологической
практике для растворения ДАЦ (при получении пленок, мембран, во-
локон сухим способом формования) чаще всего используют не ацетон,
а его смесь с водой [195]. Выбор такого бикомпонентного растворите-
ля для получения формовочных композиций определяется нескольки-
ми факторами. Прежде всего химическим составом макроцепей эфи-
ра целлюлозы и специфической сольватацией функциональных групп
низкомолекулярными жидкостями. Так, в макромолекулах ДАЦ при-
сутствует два типа полярных групп: ацетатные (СН3СО–) и гидрок-
сильные (ОН–) группы, представляющие собой диполи:
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Кроме того, в глюкопиранозных циклах находится атом кислорода.
Взаимное притяжение диполей макроцепей приводит к образованию
как меж-, так и внутримолекулярных водородных связей, в значитель-
ной степени определяющих характер перехода макромолекул в рас-
твор.

Интенсивность сольватации и, соответственно, растворения поли-
мера зависит от степени разрушения H-связей полимер – полимер и от
прочности образующихся связей между полярными группами высоко-
молекулярного вещества и полярными группами растворителя. Аце-
тон сольватирует в ДАЦ преимущественно ацетатные группы [196],
а вода – гидроксильные и также образует H-связи с атомом кислорода
глюкопиранозного цикла [197]. Поэтому использование для растворе-
ния ДАЦ бинарного растворителя (ацетон: вода) приводит к разрыву
как меж-, так внутримолекулярных связей и, соответственно, полной
сольватации функциональных групп полимера [198]:

Во-вторых, согласно термодинамическим расчетам небольшие до-
бавки воды к ацетону улучшают его качество как растворителя ДАЦ
(рис. 2.1) [199].

Параметр взаимодействия Флори – Хаггинса (χ1) для трехкомпо-
нентной системы ДАЦ + ацетон + вода рассчитывали согласно [200]
по соотношению

χ1 = χ13(1− γ)+χ23γ−χ12γ(1− γ) = χ12γ2 +(χ23 −χ13 −χ12)γ+χ13,

а параметры парного взаимодействия (χi j) по соотношению

χi j = χs +Voi/RT (δ j −δi)
2,
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где γ – объемная доля воды в системе полимер-растворитель, χs –
энтропийная составляющая, Voi – молярный объем i-го компонента, δ j

и δi – параметры растворимости Гильдебранда.

Рис. 2.1. Зависимость параметра взаимо-
действия Флори – Хаггинса для системы
ДАЦ + ацетон + вода от объемной доли

воды в трехкомпонентной системе

Рис. 2.2. Зависимость вязкости концен-
трированных формовочных растворов ДАЦ
в смеси ацетон: вода от содержания воды
в бикомпонентном растворителе, T = 20◦С

Согласно теоретическому
расчету (см. рис. 2.1) наилучшее
качество смешанного раство-
рителя достигается при соот-
ношении ацетон: вода ∼92 : 8.
Поскольку в ацетатцеллюлоз-
ном сырье уже присутствует
гостированное количество воды
(∼2–3 мас.%), для приготов-
ления формовочных растворов
в промышленности используют
технологический состав аце-
тон с водой в соотношении
компонентов 95 : 5 (мас.%).

Кроме того, как показали на-
ши экспериментальные исследо-
вания, использование бикомпо-
нентного растворителя обеспечи-
вает не только лучшее растворе-
ние ДАЦ (по сравнению с ин-
дивидуальным ацетоном), но и
минимальные значения сдвиго-
вой вязкости (η) концентриро-
ванных формовочных растворов
(рис. 2.2). Наименьшие значе-
ния η достигаются при соот-
ношении ацетон: вода, равном
95 : 5 (мас.%) [196, 199].

Улучшение термодинами-
ческого качества ацетона как
растворителя ДАЦ при введении
в него небольших количеств
воды подтверждают и исследова-
ния гидродинамических свойств
разбавленных растворов ДАЦ.
Так, зависимости предельного числа вязкости ([η]) и константы
Хаггинса (K), характеризующих состояние изолированного макромо-
лекулярного клубка и взаимодействие макромолекул полимера друг
с другом и с молекулами растворителя, имеют нелинейный характер
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и определяются содержанием воды в полимерной системе (рис. 2.3).
Константу Хаггинса находили из уравнения

ηуд/C = [η]+K [η]2 C,

где ηуд/C – число вязкости, дл/г; C – концентрация полимера в рас-
творе, г/дл.

Рис. 2.3. Зависимость предельного числа вязкости (1)
и константы Хаггинса (2) разбавленных растворов
ДАЦ в смеси ацетон: вода от содержания воды в би-

компонентном растворителе, T = 25◦С

Известно, что чем меньше взаимодействие макромолекул поли-
мера друг с другом, тем меньше значение константы K, и наоборот.
Стало быть, улучшение термодинамического качества ацетона как рас-
творителя ДАЦ при введении в него небольших порций H2O связано
с дополнительной сольватацией водой гидроксильных групп полимера.
При большом содержании H2O качество растворителя ухудшается.

При производстве пленок, мембран, сорбентов из раствора ДАЦ
в ацетоно-водной смеси полимерная система претерпевает фазовое раз-
деление вследствие испарения растворителя. При этом соотношение
ацетон: вода в формовочном растворе влияет как на скорость испа-
рения жидкого компонента, так и на структуру формирующейся при
этом конденсированной полимерной системы.

Например, капля раствора ДАЦ в ацетоне при высыхании на мед-
ной сетке без подложки образует сплошную бесструктурную пленку
(рис. 2.4, а). Для растворов ДАЦ в ацетоне с водой при содержании
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Рис. 2.4. Электронно-микроскопические фотографии структуры тонкой ацетатной плен-

ки, полученной быстрым испарением раствора ДАЦ: а – в ацетоне, увеличение х8·103;
б – г – в смеси ацетон: вода состава 98 : 2. 95 : 5 и 80 : 20 (мас.%) соответственно,

увеличение х103; д, е – в смеси ацетон: вода состава 95 : 5 (мас.%) при увеличении

х104 и х2.6·104 соответственно. Оттенение образцов не проводили, поэтому темные
места на фотографиях соответствуют наиболее плотным участкам полимерной пленки

в просвечивающем потоке электронов

2, 5 и 20 мас.% H2O в смеси в тех же условиях получается пленка

ячеистой структуры (см. рис. 2.4, б–г).

Наиболее правильно организованная ячеистая структура характер-

на для тонкой ацетатной пленки, полученной из раствора ДАЦ в смеси

ацетон: вода состава 95 : 5 (мас.%) (см. рис. 2.4, в). При бóльшем уве-
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личении (см. рис. 2.4, д, е) на фоне крупных пор видна сетка более
мелких ячеек.

Таким образом, введение небольших количеств воды в ацетон
улучшает его термодинамическое качество как растворителя ДАЦ, сни-
жает вязкость формовочных растворов, влияет на гидродинамическое
поведение макромолекул и определяет пористость твердофазных аце-
татцеллюлозных структур. Для получения пленок, мембран, волокон
и других материалов на основе ДАЦ сухим способом формования
наиболее предпочтительным растворителем является смесь ацетон: во-
да = 95 : 5 (мас.%). Кроме того, одним из факторов, определяющих
структурно-морфологические параметры ацетатцеллюлозных материа-
лов, является концентрация полимера в формовочном растворе.

2.1.2. Оптимизация состава формующей смеси

для приготовления матрицы диацетата целлюлозы

для твердофазной люминесценции

В продолжение описанных выше экспериментов исследовали вли-
яние соотношения ацетон: вода и концентрации полимера в растворе
на характеристики ТФЛ флуоресцентных зондов на ацетатцеллюлоз-
ных пленочных материалах.

Использовали ДАЦ со средневязкостной молекулярной массой
Mη = 77 кДа, степенью ацетилирования 55%, влажностью W = 3%
(ООО НПП «Технофильтр», РФ, г. Владимир). Пленки формовали
в стандартных условиях поливом растворов ДАЦ в ацетоне и смеси
ацетон: вода (в разном соотношении компонентов) с последующим
испарением растворителя. Раствор наносили на зеркальные плоские
стекла, предварительно обезжиренные этиловым спиртом и ацетоном,
с помощью круглой стеклянной фильеры. Полноту удаления раствори-
теля контролировали по изменению массы.

Для сравнения использовали фильтровальную бумагу «красная
лента», далее целлюлоза (Ц), ТУ 03–11–03 («ЭКРОС», РФ, г. Санкт-
Петербург) и промышленную ацетатцеллюлозную мембрану.

Флуоресцентный анализ проводили на люминесцентном спектро-
метре LS 55 Perkin-Elmer (Perkin Elmer Life And Analytical Sciences,
Inc., США). Измерения осуществляли в спектральном диапазоне
350–450 нм, точность установки длины волны 1 нм. Длина волны
возбуждающего излучения 320 нм. Скорость сканирования 100 нм/мин.

Оптимизацию состава формующей смеси для приготовления твер-
дофазной ацетатцеллюлозной матрицы с заданными свойствами про-
водили на примере пленок ДАЦ и ТФЛ пирена. Использовали пирен
марки «Purum» («Fluka») с содержанием 96% основного вещества.

На первом этапе проведена оценка влияния содержания воды
в ацетоно-водной смеси на сорбционно-аналитические характеристики

32



Глава 2. Получение и свойства твердофазных полисахаридных матриц

пленок. Была получена серия пленочных образцов ДАЦ путем их фор-
мования из растворов полимера стандартной концентрации в ацетоне
и ацетоно-водных смесях с различным соотношением компонентов.
На полученные матрицы проводили сорбцию пирена и снимали спек-
тры его ТФЛ.

Установлено, что пленка, сформованная из раствора ДАЦ в аце-
тоне, дает слабый сигнал флуоресценции пирена по сравнению с плен-
кой, полученной из смеси ацетона с водой. Добавление в отливочную
систему более 5 мас.% воды снижает растворимость полимера, менее
5 мас.% – делает образец пленки более прозрачным, что мешает полу-
чению качественного сигнала флуоресценции пирена. Введение в фор-
мовочный раствор 5 мас.% воды приводит к повышению числа микро-
гелевых частиц дисперсной фазы полимерной системы, росту пористо-
сти и проницаемости пленочного образца. Таким образом, для полу-
чения матрицы ДАЦ с оптимальными для ТФЛ параметрами наиболее
целесообразным является соотношение ацетон: вода = 95 : 5 (мас.%).

На следующем этапе проведен выбор оптимальной концентрации
ДАЦ в формовочном растворе. Для получения пленок использовали
растворы ДАЦ концентрации 1.2–8.0 мас.% в ацетоно-водной смеси
(95 : 5, мас.%). Для сравнения сорбционной способности матриц опре-
делены показатели степени извлечения пирена (R, %) из растворов
и интенсивность его ТФЛ (Iфл) (табл. 2.1).

Таблица 2.1

Степень извлечения пирена из водно-этанольной среды и интенсивность его ТФЛ
на пленках ДАЦ, полученных из ацетоно-водной смеси (95 : 5) с различной концен-

трацией полимера

Концентрация ДАЦ
в растворе, мас.%

Степень извлечения пирена
R, %

Интенсивность ТФЛ пирена
Iфл

1.2 28 ± 2 41 ± 5

3.6 84 ± 1 122 ± 5

5.9 63 ± 2 93 ± 6

8.0 24 ± 1 35 ± 4

Лучшими эксплуатационными свойствами для сорбции и флуо-
ресценции пирена обладают пленки, сформованные из раствора ДАЦ
в смеси ацетон : вода (95 : 5) концентрации 3.6 мас.%. Полученные
матрицы использовались нами в дальнейших исследованиях.

2.1.3. Морфология, поверхностно-энергетические, физико-
химические и физико-механические характеристики

твердофазных матриц диацетата целлюлозы

Для исследования возможности сорбционного концентрирования
и ТФЛ-определения ПАУ и других люминесцентных зондов на новых
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матрицах ДАЦ оценены их морфология, поверхностно-энергетические,
физико-химические и физико-механические характеристики в сравне-
нии с коммерческими мембранами ДАЦ и целлюлозным сорбционным
материалом [201–205]. В данных исследованиях наряду с пленками
ДАЦ использовали волокна ДАЦ, которые получали из растворов по-
лимера в 70% уксусной кислоте (квалификации х.ч.) методом элек-
троформования.

Морфологию поверхности пленок оценивали на сканирующем
электронном микроскопе (СЭМ) MIRA\\LMU (Tescan, Чешская Рес-
публика). По данным СЭМ, структура пленки ДАЦ представляет со-
бой непрерывную «кружевную» полимерную сетку с размером пор
∼100–500 нм (рис. 2.5, а, б). Коммерческий образец мембраны ДАЦ

а б

в г

Рис. 2.5. СЭМ-фотографии поверхности лабораторной пленки ДАЦ при разном
увеличении (а, б) и коммерческой мембраны ДАЦ (в), D(1–4) – диаметр пор; а также

электропряденого волокна ДАЦ (г)
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также имеет пористую структуру, однако размеры пор на порядок боль-
ше (см. рис. 2.5, в). Поры коммерческого образца заполнены множе-
ством шаровидных включений диаметром порядка 350–500 нм. В це-
лом коммерческие мембраны менее плотные и более проницаемые для
раствора, чем полученные нами в лабораторных условиях. Волокна
ДАЦ имеют высокоупорядоченную укладку, диаметр индивидуального
волокна ∼300–3000 нм (рис. 2.5, г).

Для всех используемых матриц определен потенциал поверхности
сорбентов (ξ) на границе с воздухом (табл. 2.2). При этом учитыва-
ли, что в поверхностном слое материала находится связанная вода.
Измерение потенциала проводили на приборе Surface Potential Sensor
(Nima KSV, Финляндия). Оказалось, что целлюлозная (Ц) матрица,
пленка ДАЦ и коммерческая мембрана ДАЦ характеризуются отрица-
тельными значениями потенциала поверхности ξ. Пленка и мембрана
ДАЦ в сравнении с Ц имеют более высокие по модулю значения ξ.
У лабораторного образца пленки ДАЦ потенциал поверхности по мо-
дулю почти в два раза выше по сравнению с образцом коммерческой
мембраны ДАЦ. Поверхность волокна ДАЦ характеризуется большим
по модулю положительным значением потенциала.

Таблица 2.2

Поверхностно-энергетическая характеристика твердофазных полисахаридных матриц

Матрица Потенциал поверхности
ξ, мВ

Пленка ДАЦ –31.5 ± 2.0

Мембрана ДАЦ –18.6 ± 2.0

Целлюлоза –10.0 ± 2.0

Волокно ДАЦ +419.0 ± 1.0

Далее приведен анализ физико-химических и физико-механичес-
ких характеристик полисахаридных матриц в сухом и мокром состоя-
нии на примере лабораторной пленки ДАЦ в сравнении с целлюлозной
матрицей.

Пористость и средний диаметр пор определяли из СЭМ-фотогра-
фий (см. рис. 2.5). Пористость оценивали по отношению суммарной
поверхности порового пространства к общей поверхности анализиру-
емого материала (отн. ед.). Сорбционные свойства твердофазных по-
лимерных матриц характеризовались степенью набухания в дистилли-
рованной воде (СSW, мас.%) и степенью сорбции паров дистиллиро-
ванной воды (СS, мас.%). Физико-механические свойства исследова-
ли на разрывной машине одноосного растяжения Instron 5944 (США)
с ячейкой нагружения 500 Н и скоростью нагружения 5 мм/мин. Раз-
рывное напряжение (σр, МПа) и относительное удлинение при разрыве
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(εр, %) определяли с учетом площади поперечного сечения и первона-
чальной длины исходного образца. Для определения σр и εр образцов
в мокром состоянии пленку ДАЦ (Ц) выдерживали в дистиллирован-
ной воде при температуре 20◦С в течение 20 (10) минут. Перед ис-
пытанием излишнюю влагу удаляли впитывающей салфеткой. Модуль
упругости (G, МПа) рассчитывали по тангенсу угла наклона (dσ / dε)
касательной к начальному прямолинейному участку зависимости σ =
= f (ε). За истинные значения σр, εр и G принимали среднее арифме-
тическое не менее 10 параллельных испытаний.

Сравнение пленки ДАЦ с целлюлозной матрицей показало, что
первая имеет более высокие значения пористости и среднего диаметра
пор по сравнению с аналогичными параметрами Ц (табл. 2.3). Сорбци-
онные характеристики (СSW и СS), указывают на то, что пленка ДАЦ
является более гидрофобным материалом по сравнению с Ц.

Таблица 2.3

Физико-химические характеристики твердофазных полисахаридных матриц

Матрица Степень
набухания

СSW, мас.%

Степень
сорбции

СS, мас.%

Пористость,
отн. ед

Средний
диаметр пор,

мкм

Пленка ДАЦ 115 ± 5.0 6.0 ± 1.0 0.20 ± 0.1 0.12 ± 0.03

Целлюлоза 295 ± 5.0 14 ± 2.0 0.15 ± 0.1 0.10 ± 0.02

Набухание в водной среде сопровождается изменением геомет-
рических параметров анализируемых материалов. Так, толщина пле-
нок ДАЦ и Ц в мокром состоянии больше, чем в воздушно-сухом
(табл. 2.4).

Таблица 2.4

Физико-механические характеристики твердофазных полисахаридных матриц

Матрица Состояние Толщина,
мкм

Модуль
упругости
G, МПа

Разрывное
напряжение

σр, МПа

Относи-
тельное

удлинение
при разрыве

εр, %

Пленка ДАЦ
Сухое

45±5 380±30 9.80±2.00 9.10±5.00

Целлюлоза 120±10 110±10 19.3±2.00 1.30±0.30

Пленка ДАЦ
Мокрое

55±5 180±20 3.70±1.20 24.5±7.00

Целлюлоза 150±15 80±10 0.17±0.02 0.15±0.05

При исследовании физико-механических характеристик установ-
лено, что разрывное напряжение пленок ДАЦ в сухом состоянии
несколько ниже Ц в том же состоянии (см. табл. 2.4). Однако модуль
упругости и относительное удлинение при разрыве сухих пленок ДАЦ

36



Глава 2. Получение и свойства твердофазных полисахаридных матриц

существенно превышают аналогичные показатели сухой Ц. В мокром
состоянии значения G, σр и εр пленок ДАЦ значительно выше по срав-
нению с Ц. Это важно при использовании таких пленок в качестве
твердофазных матриц для проведения процесса массопереноса в вод-
ных средах.

2.2. Твердофазные матрицы на основе хитозана

Хитозан – аминополисахарид, продукт частичного деацетилиро-
вания хитина, представляет собой поли-(β-1–4)-2-амино-2-дезокси-D-
глюкопиранозу. Относится к классу линейных полимеров, имеет высо-
кую молекулярную массу. Наличие в макромолекуле аминогрупп пред-
определяет способность хитозана растворяться в водно-кислотной сре-
де (pH ниже 6.5), в частности в уксусной кислоте – продукте крупно-
тоннажного органического синтеза. Основным источником сырья для
получения хитозана является панцирь ракообразных: крабы, креветки,
омары, лангусты, раки и другое хитинсодержащее сырье [206–208].

Пленко- и волокнообразующая способность, гидрофильность, рас-
творимость в доступных растворителях и наличие легко поддающих-
ся модификации функциональных групп (–ОН, –NH2) предопределяет
использование материалов на основе хитозана в таких областях, как
экология, химический анализ (хроматография, селективные электроды,
химические сенсоры), пищевая промышленность, сельское хозяйство,
биотехнология и др. [206, 207].

Данный полисахарид относится к классу природных полимеров,
биологически совместим с тканями организма, нетоксичен, в процессе
получения утрачивает антигенность, биодеградирует до обычных ком-
понентов организма, обладает антитромбогенной способностью и уси-
ливает процессы регенерации поврежденной ткани [208–213]. Исполь-
зуется в медицине как бактериостатик, гемостатик, фунгистатик, им-
муномодулятор, оказывает антиопухолевый эффект и снижает уровень
холестерина. Все это позволило использовать хитозан в качестве пер-
спективного полимера для создания пленочных и волокнистых мате-
риалов для тканевой инженерии [214–218].

Известно также, что материалы из хитозана проявляют высо-
кую сорбционную способность [208, 219, 220] и являются эффектив-
ными сорбентами ионов тяжелых металлов, красителей, ПАВ и др.
[220–223]. В зависимости от условий получения хитозан в готовом
материале может присутствовать в разных химических формах: со-
левой (С-форма) и основной (О-форма). Это позволяет варьировать
сорбционные и поверхностные характеристики полимерного сорбен-
та. Наличие такого комплекса полезных свойств может явиться весьма
полезным при создании твердофазных материалов на основе хитозана
для флуоресцентной спектроскопии.
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2.2.1. Физико-химические свойства растворов хитозана

Использовали хитозан (ХТЗ) с Mη = 200 кДа, степенью деаце-
тилирования 82 мольн.%, W = 9% (ЗАО «Биопрогресс», РФ, г. Щел-
ково). Исследовали особенности реологических и поверхностно-энер-
гетических свойств уксуснокислых растворов ХТЗ, определяющих его
пленко- и волокнообразующую способность, в зависимости от концен-
трации полимера и концентрации уксусной кислоты (CУК), которую
варьировали в диапазоне CУК = 2–70% [224–227]. Значения крайних
концентраций уксусной кислоты обусловлены их широким применени-
ем в научных исследованиях и практических приложениях при формо-
вании плёнок (CУК = 2%) [206, 217, 228] и электроформовании волокон
ХТЗ (CУК = 70%) [229, 230].

На рис. 2.6 представлены реограммы сдвиговой вязкости рас-
творов ХТЗ в уксусной кислоте в широком диапазоне концентрации
полимера и кислоты [227]. Видно, что вязкость зависит от интен-
сивности деформирования растворов, концентрации ХТЗ и уксусной
кислоты. Вязкость растворов сравнительно небольшой концентрации
C < 1.5 мас.% практически не зависит от скорости сдвига, зависи-
мость lgη = f (lgτ) представляет собой монотонно убывающую функ-
цию (см., например, кривые 1–4). При этом максимальное уменьше-
ние вязкости раствора при увеличении напряжения сдвига более чем
на десятичный порядок не превышает 1.5–2%.

С увеличением концентрации полимера увеличивается η раство-
ра и изменяется характер его течения. Например, для умеренно кон-
центрированных растворов C = 3 и 4 мас.% ньютоновское течение
сохраняется лишь в области малых lgτ. При достижении некоторых
критических значений напряжения сдвига растворы переходят в ре-
жим аномально вязкого течения (область структурной вязкости), т. е.
их η уменьшается с повышением τ (см. рис. 2.6, кривые 5–14). Для
концентрированных растворов хитозана C = 5 и 6 мас.% падение lgη
наблюдается во всем диапазоне напряжений сдвига (кривые 15–22).
При этом в области сравнительно больших lgτ вязкость уменьшается
в бóльшей степени, чем в области малых, что свойственно течению
псевдопластических систем. Для еще более концентрированных рас-
творов C = 7 и 8 мас.% данная тенденция не только сохраняется, но и
выражена более ярко (кривые 23–25). При увеличении напряжения
сдвига η таких концентрированных растворов резко уменьшается. При
анализе кривых течения следует обратить внимание на относительно
невысокие значения вязкости растворов. Так, для раствора хитозана
концентрации 8 мас.% значение η в режиме установившегося течения
не превышает 18 Па·с. В случае неионогенных полимеров близкой мо-
лекулярной массы аналогичная величина значительно больше и может
достигать значений η∼ 104 Па·с [231].
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б

Рис. 2.6. Реограммы сдвиговой вязкости растворов хитозана концентрации 1.5 (1–4),
3 (5–9), 4 (10–14), 5 (15–17), 6 (20–22), 7 (23, 24) и 8 мас.% (25) в уксусной кислоте
концентрации 2 (1, 5), 4 (2, 6, 10, 15, 18), 5 (3, 7, 11, 16, 19), 10 (12, 17, 20, 23) 40 (8,

13, 21) и 70% (4, 9, 14, 22, 24, 25)

Необходимо отметить также влияние на значения сдвиговой
вязкости растворов хитозана концентрации уксусной кислоты (см.
рис. 2.6). Наиболее наглядно это проявляется для низкоконцентриро-
ванных систем, где ионная сила раствора полимера значительно мень-
ше ионной силы, создаваемой кислотой. Однако, по мере повышения
концентрации хитозана, сопровождающегося ростом собственной ион-
ной силы раствора, влияние CУК на данный реологический параметр
для растворов с C = const становится менее выраженным. Например,
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для C = 1.5 и 3 мас.% вязкость растворов хитозана в 40 и 70%-ной
уксусной кислоте (кривые 4, 8, 9) значимо выше значений η тех же
растворов в 2, 4 и 5% уксусной кислоте (кривые 1–3, 5–7). Для эк-
виконцентрированных растворов из диапазона C = 4–7 мас.% влияние
концентрации кислоты на значения η не столь существенно (например,
кривые 10–14, 15–17, 18–22). Таким образом, чем выше ионная сила
водного раствора уксусной кислоты, используемого для растворения
полимера, тем менее значимы различия в значениях η эквиконцентри-
рованных растворов хитозана в уксусной кислоте разной концентра-
ции. Этот факт означает, что концентрация уксусной кислоты незначи-
тельно влияет на структуру растворов хитозана.

Исследование температурной зависимости вязкости раство-
ров ХТЗ показало, что с увеличением температуры η понижается.
При этом форма реологических кривых существенно не изменяется.
На основе полученных зависимостей lnη = f (RT )−1 рассчитана
кажущаяся энергия активации вязкого течения (∆Ea) растворов ХТЗ.
Полученное значение ∆Ea ≈ 28–30 кДж/моль является типичным для
растворов полужесткоцепных полимеров, каким и является ХТЗ [224].

Сравнительно высокую прочность структуры исследуемых хито-
зансодержащих систем подтверждают и высокие значения степени
структурирования. С повышением C и CУК степень структурной орга-
низации раствора – способность структуры противостоять наложению
механического поля – увеличивается.

В специальных опытах была изучена концентрационная зависи-
мость коэффициента поверхностного натяжения (σ) растворов ХТЗ в 2
и 70%-ной уксусной кислоте [232, 233]. Данный полимер в водном рас-
творе уксусной кислоты проявляет свойство ПАВ: с повышением кон-
центрации полимера в растворе σ уменьшается, достигая постоянного
значения при C > 0.2 г/дл. С увеличением концентрации уксусной
кислоты значение σ существенно понижается, характер зависимости
σ = f (C) – аналогичный.

Проведенные исследования физико-химических свойств уксусно-
кислотных растворов ХТЗ позволяют констатировать высокую пленко-
и волокнообразующую способность данной полимерной системы.

2.2.2. Структура и свойства волокнистых матриц хитозана

Волокнистые матрицы ХТЗ получали из растворов полимеров
в 70% уксусной кислоте методом электроформования. Для перевода
ХТЗ из С-формы в O-форму образцы выдерживали в 1 н раство-
ре NaOH в течение часа. Затем промывали дистиллированной водой
до pH = 7 и сушили при T = 20±2◦С в течение одних суток. Оценива-
ли морфологию и размерные характеристики волокон, их поверхност-
ный потенциал, а также физико-механические и сорбционные свойства
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волокнистых матриц (условия проведения испытаний и используемое
оборудование описаны в п. 2.1.3).

Матрица из ХТЗ в С-форме характеризуется слабоупорядоченной
укладкой волокон с диаметром D∼ 180–480 нм (рис. 2.7 а) [202, 203].
Более 80% электропряденых волокон имеет диаметр от 180 до 340 нм
(см. рис. 2.7 в). Среднее значение диаметра волокон составило 280 нм,

а б

в

Рис. 2.7. СЭМ-фотографии: а – поверхности волокна ХТЗ в С-форме; б – волокнистой
матрицы из ХТЗ в О-форме; в – диаграмма распределения волокон ХТЗ в С-форме

по диаметру

среднеквадратичное отклонение и интервал вариации волокон по диа-
метру оказались равными 57 нм и 270 нм соответственно [233]. Во-
локнистая матрица из ХТЗ в О-форме характеризуется ячеистой струк-

41



Полисахаридные матрицы в люминесцентном анализе экотоксикантов

турой (см. рис. 2.7 б). При переводе солевой формы ХТЗ в форму
полиоснования происходит искривление волокон, увеличение их D
и уменьшение размера пор в материале.

Поверхность волокон ХТЗ в С-форме имеет положительный заряд,
в О-форме – отрицательный (табл. 2.5). Модуль величины ξ волокни-
стого материала из ХТЗ обеих химических форм различается незна-
чительно, однако в 2.2–3.6 раза меньше этой величины для волокон
ДАЦ (см. табл. 2.2).

Таблица 2.5

Поверхностно-энергетическая характеристика волокнистых матриц хитозана

Волокно ХТЗ Потенциал поверхности
ξ, мВ

О-форма –192.0 ± 1.0

С-форма +116.5 ± 1.0

Были изучены также физико-механические и сорбционные свой-
ства матриц из волокон ХТЗ разных химических форм. Использовали
образцы с разной поверхностной плотностью, ρ = 5–25 г/м2.

Рис. 2.8. Кривые «напряжение – дефор-
мация» воздушно-сухой волокнистой мат-
рицы ХТЗ в С-форме с поверхностной

плотностью 10 г/м2: 1 и 2 – растяжение
вдоль и перпендикулярно преимуществен-
ной укладки волокон в образце соответ-

ственно

Эксперименты по одноос-
ному растяжению волокнистых
матриц ХТЗ проводили в двух
направлениях – вдоль и перпен-
дикулярно преимущественной
укладке волокон. На рис. 2.8
приведены кривые «напряже-
ние–деформация» на примере
воздушно-сухих волокнистых
матриц ХТЗ в С-форме. Фор-
ма деформационных кривых
свидетельствует о развитии в
образцах волокон пластической
деформации. Упругая состав-
ляющая деформации присут-
ствует, но составляет не более
1.5–2%. Кроме того, волокна
характеризуются анизотропией
механических свойств. Разрыв-

ное напряжение при одноосном растяжении образцов в направлении
преимущественной укладки волокон (кривые 1) в ∼6–10 раз больше
этой величины при наложении растягивающей силы перпендикулярно
укладке волокон (кривые 2).
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В целом воздушно-сухие образцы волокон хитозана в С- и О-
форме характеризуются умеренной прочностью и средней эластично-
стью (табл. 2.6). При этом образец с более высокой поверхностной
плотностью характеризуется бóльшими значениями разрывного напря-
жения σр и относительного удлинения при разрыве εр.

Таблица 2.6

Сорбционные и физико-механические свойства волокнистых матриц хитозана

Поверхностная
плотность
матрицы

ρ, г/м2

Химическая
форма ХТЗ

Степень
Разрывное

напряжение*
σр, Н

Удлинение
при разрыве*

εр, %

набухания
СSW,
мас.%

сорбции
СS,

мас.%

Сухое Мокрое Сухое Мокрое

5
С- 640 ± 10 70 ± 5 4.3 1.8 6.1 40.4

О- 330 ± 30 – – 2.0 – 35.6

10 С- – 65 ± 5 9.3 – 7.2 –

25
С- 440 ± 10 50 ± 5 33.6 13.2 7.5 35

О- 265 ± 15 – – 15.5 – 36.4

Примечание. *Определено при одноосном растяжении волокнистой матрицы вдоль пре-
имущественной укладки волокон в образце.

Исследование сорбционных свойств образцов волокнистых мат-
риц ХТЗ разных химических форм показало их высокую влаго- и па-
ропоглощающую способность (см. табл. 2.6). Наибольшей гидрофиль-
ностью обладают волокна, в которых ХТЗ присутствует в солевой фор-
ме. Обращает внимание, что относительное удлинение волокнистых
матриц ХТЗ в мокром состоянии существенно выше, чем в воздуш-
но-сухом. Прочность набухших образцов несколько снижается, однако
остается на удовлетворительном уровне и не оказывает существенного
влияния на целостность полисахаридной матрицы.

При сравнении образцов волокнистых матриц ХТЗ обеих хими-
ческих форм, характеризующихся разной поверхностной плотностью,
видно, что с повышением ρ сорбционная способность материала ухуд-
шается (см. табл. 2.6). Наименьшую сорбционную способность про-
явил образец с ρ = 25 г/м2. Известно, что поверхностная плотность,
по существу, является мерой толщины волокнистого слоя и вместе
со средним диаметром волокна характеризует его объёмную плотность
упаковки [234]. По-видимому, отмеченная особенность связана с пере-
крыванием активных центров в волокне и, как следствие, затруднением
диффундирования сорбата внутрь материала.

Следует отметить, что степень набухания в жидкой воде (СSW)
и степень сорбции паров воды (СS) хитозановых волокнистых матриц
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несколько выше по сравнению с другими конденсированными форма-
ми этого полимера, например, по сравнению с порошком или плёнкой
хитозана (полисоль, полиоснование) с близкой (к используемому нами
образцу) Mη [235, 236]. Известно, что сорбция воды или водных сред
протекает преимущественно на аморфных участках полимера, в связи
с чем следует ожидать более аморфной структуры полимера в элек-
тропряденом волокне по сравнению со структурой хитозана в плёнке
или порошке. Данное предположение полностью подтвердили данные
рентгеновской дифрактометрии.

Таким образом, используемые нами матрицы из полисахаридов
ДАЦ и ХТЗ имеют различные структурные и энергетические характе-
ристики, что отразилось на их взаимодействии с органическими суб-
стратами при проведении ТФЛ анализа.



Г л а в а 3
СОРБЦИОННОЕ КОНЦЕНТРИРОВАНИЕ
И ЛЮМИНЕСЦЕНТНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ
ПОЛИАРОМАТИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ

НА НОВЫХ ПОЛИСАХАРИДНЫХ МАТРИЦАХ

3.1. Сорбция и люминесценция различных флуорофоров
на полисахаридных матрицах

Нами исследована возможность применения полисахаридных мат-
риц из ДАЦ и ХТЗ для твердофазной экстракции и твердофазной лю-
минесценции полиароматических и гетероароматических соединений
[201–205, 237–239]. В качестве матриц использовали: пленку ДАЦ (см.
рис. 2.5, а, б), волокно ДАЦ (см. рис. 2.5, г), волокно ХТЗ С-формы
(см. рис. 2.7, а) и волокнистую матрицу из ХТЗ О-формы (рис. 2.7, б).
Характеристика сорбентов приведена в главе 2. Размер матриц соста-
вил 1 × 1 см.

В качестве люминесцентных зондов использовали полиарома-
тические соединения различной химической структуры и раствори-
мости в воде: гидрофильные зонды трипафлавин (3,6-диамино-10-
метилакридиний) и эозин Y (2,4,5,7-тетрабромфлуоресцеин) и гидро-
фобный зонд пирен, который является малотоксичным представителем
ПАУ (рис. 3.1) [9].

Трипафлавин относится к акридиновым красителям, хорошо рас-
творим в воде, применяется в качестве антисептика и интеркалиру-
ющего красителя в анализе ДНК и белков [240]. Вещества, способ-
ные встраиваться (интеркалировать) в структуру ДНК, являются кан-
церогенами и мутагенами [3]. На основе зондов подобного строения
(производных акридина) разработаны флуоресцентные молекулярные
сенсоры для определения галоген-анионов (кроме F−) [241].
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Эозин Y Трипафлавин Пирен

Рис. 3.1. Химические формулы люминесцентных зондов

Эозин Y – краситель семейства ксантена, растворим в воде, чув-
ствителен к значениям pH среды, поэтому обычно используется в ка-
честве флуоресцентного индикатора кислотности среды. Он известен
как флуорофор, у которого не происходит фотоиндуцированного пере-
носа ни протона, ни электрона. При повышении значений pH поло-
сы поглощения и излучения его кислотной формы уменьшаются при
одновременном увеличении полос поглощения и излучения основной
формы [240].

Пирен хорошо известен как гидрофобный зонд, используемый
в люминесцентных исследованиях для определения полярности микро-
окружения [166, 240]. Из-за малой токсичности он также используется
как модельное соединение в исследованиях ПАУ [154]. Спектр флуо-
ресценции пирена имеет вибронную структуру из пяти полос в диапа-
зоне длин волн 360–450 нм [242]. По интенсивности флуоресценции
пятой полосы (I5, λ = 395 нм) обычно первый и пятый определяют
концентрацию и степень извлечения пирена (R, %). Отношение ин-
тенсивностей первой и третьей полос (I1/I3, λ = 375 и 385 нм), на-
зываемое индексом полярности, используют для оценки полярности
микроокружения зонда [242].

Для проведения сорбции люминесцентных зондов использова-
ли специально сконструированную сорбционную колонку объемом
10 мл, состоящую из одноразового стерильного шприца Master UNI
«PharmLine Limited» (Corwall Buildings, Великобритания) с держате-
лем сорбента и приемного резервуара (рис. 3.2, а). Сорбцию прово-
дили в динамическом режиме. Для этого пробу анализируемого рас-
твора пятикратно пропускали через колонку. После этого сорбент из-
влекали, высушивали и регистрировали спектры флуоресценции зон-
да непосредственно на твердофазной матрице. Для оценки эффектив-
ности сорбции и степени извлечения зонда регистрировали спектры
флуоресценции растворов до и после сорбционной колонки.

Флуоресцентный анализ проводили на люминесцентном спектро-
метре LS 55 Perkin-Elmer («Perkin Elmer Life And Analytical Sciences,
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а б в

Рис. 3.2. Колонка (а) для проведения твердофазной сорбции люминесцентных зондов
из растворов: 1 и 2 – анализируемый раствор до и после сорбционной колонки, 3 –
сорбент; б – фрагмент водно-мицеллярного раствора пирена в объеме и на границе вод-
ная фаза–твердофазная матрица; в – схематическое представление структуры мицеллы

ПАВ с солюбилизированным пиреном

Inc., США). Измерения проводили в следующих спектральных диа-
пазонах: для трипафлавина 475–575 нм, эозина 520–580 нм, пирена
350–450 нм. Длина волны возбуждающего излучения трипафлавина
λвозб = 460 нм, эозина – 500 нм, пирена – 320 нм. Скорость сканирова-
ния 100 нм/мин. Для измерения флуоресценции зондов в растворе ис-
пользовали стандартные кварцевые кюветы длиной 1 см, на матрице –
держатели для твердых образцов. Относительная суммарная погреш-
ность при регистрации спектров флуоресценции не превышала ±2%.

3.1.1. Люминесценция гидрофильных зондов в водных растворах

и на полисахаридных матрицах

Флуоресцентные зонды эозин и трипафлавин являются представи-
телями гетероароматических соединений ксантенового и акридинового
рядов, к которым принадлежат различные красители и лекарственные
препараты. Задача экспресс-контроля соединений данного класса явля-
ется актуальной для экологического мониторинга. Эти зонды исполь-
зуются для разработки хемо- и биосенсоров [240]. Кроме того, приме-
нение в исследованиях гидрофильных анионного (эозин) и катионного
(трипафлавин) флуоресцентных зондов позволяет изучить особенности
процессов взаимодействия положительно и отрицательно заряженных
ионов с полисахаридными матрицами.
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Исследовалась флуоресценция эозина и трипафлавина в водных
растворах до и после проведения их динамической сорбции на поли-
сахаридных матрицах [202, 203], а также в сорбированном состоянии.
В экспериментах использовали 2.9 · 10−6 М водные растворы эозина
(pH = 5.3), 1.21 ·10−6 М водные растворы трипафлавина (pH = 7.4).

На рис. 3.3 и 3.4 представлены спектры флуоресценции (Iфл =
= f (λ)) трипафлавина и эозина Y в водных растворах до сорбции,
после сорбции и в фазе сорбентов – полисахаридных матриц на основе
ДАЦ и ХТЗ.

а б

в г

Рис. 3.3. Спектры флуоресценции трипафлавина в водных растворах до сорбции (1),
после сорбции (2) и на соответствующем сорбенте (3): а – пленка ДАЦ, б – волокно

ДАЦ, в – волокно ХТЗ О-формы, г – волокно ХТЗ С-формы; λвозб = 460 нм

В водной фазе и, как правило, в фазе сорбентов трипафлавин
и эозин Y имеют один максимум при длинах волн 505 и 537 нм соот-
ветственно. По значению интенсивности флуоресценции в максимуме
спектра оценено содержание веществ в растворе и на поверхности
сорбента, а также определена степень извлечения (R, %) вещества сор-
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а б

в г

Рис. 3.4. Спектры флуоресценции эозина в водных растворах до сорбции (1), после
сорбции (2) и на соответствующем сорбенте (3): а – пленка ДАЦ, б – волокно ДАЦ,

в – волокно ХТЗ О-формы, г – волокно ХТЗ С-формы; λвозб = 500 нм

бентом (табл. 3.1). Поскольку интенсивность флуоресценции люмино-
фора пропорциональна его концентрации в синглетном возбужденном
состоянии [243], R можно определять по формуле

R =
I′max − I′′max

I′max

·100%,

где I′max и I′′max – максимальные значения интенсивности флуоресценции
(Iфл) вещества в исходном растворе и после сорбционного концентри-
рования на матрице.

Из рис. 3.3 (спектры 1 и 2) видно, что интенсивность флуорес-
ценции трипафлавина в водном растворе после сорбции уменьшается
при использовании всех матриц, но в большей степени в результате
сорбции на пленку ДАЦ. Степень извлечения трипафлавина пленкой
ДАЦ составляет 70%, волокном ДАЦ – 24.2%, минимальные значения
R отмечены для волокон ХТЗ (см. табл. 3.1).
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Таблица 3.1

Показатели сорбции красителей из водных растворов различными матрицами

Матрица
Степень извлечения зонда R, %

Трипафлавин Эозин Y

Пленка ДАЦ 70.0 20.5

Волокно ДАЦ 24.2 3.3

Волокно ХТЗ в О-форме 18.2 95.5

Волокно ХТЗ в С-форме 15.9 31.8

Концентрирование трипафлавина на матрицах ДАЦ подтвержда-
ется появлением сигнала ТФЛ (см. рис. 3.3, а, б). На пленке ДАЦ
он имеет сдвиг до λ = 490 нм (см. рис. 3.3, а, спектр 3), что указывает
на рост полярности микроокружения трипафлавина на поверхности
матрицы по сравнению с водной средой. Этот эффект можно объяснить
распределением катионов вещества в полярных областях поверхности
матрицы, которая имеет общий отрицательный заряд (ξ31.5± 2.0 мВ,
см. табл. 2.2).

Интенсивность сигнала ТФЛ на волокне ДАЦ несколько выше
ожидаемого значения (см. рис. 3.3, б, спектр 3). Поверхность волокон
гидрофобная, имеет общий положительный заряд (ξ=+419.0±1.0 мВ,
см. табл. 2.2). Возможно, хлорид-ионы, образующиеся при диссоциа-
ции трипафлавина в нейтральной среде (pH 7.4), перезаряжают по-
верхность полимерного материала, и катионы трипафлавина за счет
электростатического притяжения частично задерживаются на поверх-
ности матрицы.

В случае использования матриц из ХТЗ для сорбционного кон-
центрирования трипафлавина нами регистрируется в большей степени
флуоресценция матриц, нежели вещества, поэтому в диапазоне длин
волн ниже 520 нм наблюдается рассеяние света на волокнах ХТЗ обеих
химических форм (см. рис. 3.3, в, г; спектры 3).

Анализ спектров Iфл эозина Y позволяет заключить, что данный
зонд практически не сорбируется волокном ДАЦ и мало сорбируется
пленкой ДАЦ (R= 20%) (см. рис. 3.4, а, б; спектры 1 и 2; см. табл. 3.1).
Сигнал флуоресценции эозина Y на этих матрицах отсутствует (см.
рис. 3.4, а, б; спектры 3), что, вероятно, обусловлено гидрофобностью
поверхности.

Волокна ХТЗ проявляют большую сорбционную способность
по отношению к эозину (см. рис. 3.4, в, г; спектры 1 и 2): волок-
но ХТЗ О-формы сорбирует 95.5% эозина, С-формы – 31.8% (см.
табл. 3.1). Сигнал ТФЛ эозина зарегистрирован на обеих матрицах
ХТЗ (см. рис. 3.4, в, г; спектры 3). Однако отмечено, что волокно
ХТЗ О-формы сорбирует в три раза больше эозина, чем волокно ХТЗ
С-формы, но сигнал ТФЛ увеличивается только в 1.5 раза. Возможно,
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эозин, существующий при pH > 5 в виде дианиона, концентрирует-
ся на поверхности второй матрицы с общим положительным зарядом
(ξ =+116.5±1.0 мВ, см. табл. 2.5), при этом сигнал ТФЛ усиливает-
ся. При сорбции на матрицу из ХТЗ О-формы зонд может проникать
внутрь сорбента, чему способствует ячеистая структура материала.

Чтобы определить причины различного взаимодействия изучае-
мых зондов с поверхностью используемых матриц, нами проведены
квантово-химические исследования катиона трипафлавина, моноанио-
на и дианиона эозина [244, 245]. Их осуществляли гибридным методом
теории функционала плотности (DFT) [246, 247] аналогично тому, как
это реализовано в работах, цитируемых в [248]. На уровне теории
B3LYP/6–311++G(d,p) была рассчитана пространственная и электрон-
ная структура выбранных ионов. Распределение зарядов в молекулах
трипафлавина и эозина показано на рис. 3.5.

Установлено [244, 245], что катион трипафлавина почти плос-
кий (не считая атомов водорода метильной группы), с небольшими
искажениями планарности центрального цикла. Одна из связей C–H
метильной группы составляет со средней плоскостью центрального
кольца угол, практически равный 90◦. Все три атома азота в катионе
трипафлавина имеют тригональный характер расположения. Наличие
высокосопряжённой π-системы с выравненными по электронной плот-
ности концевыми фрагментами линейного аннелированного катиона
трипафлавина и конформационная жёсткость (жёсткая трициклическая
система, заторможенные вращение и торсионные колебания первичных
аминогрупп) обусловливают благоприятные характеристики люминес-
ценции. Положительный заряд катиона трипафлавина делокализован,
кватернизированный атом азота гетерокольца характеризуется даже от-
рицательным натуральным зарядом. Выравнивание положительного за-
ряда молекулярной системы делает возможной адсорбцию всего квази-
плоского катиона на поверхности твердофазной подложки (матрицы),
в особенности в случае полярного (содержащего отрицательный лока-
лизованный заряд) адсорбента.

Близки к планарности также моно- и дианионы эозина, с почти
перпендикулярным разворотом фрагмента C6H4COO− относительно
трициклической системы. Карбоксилатная группа COO− располагается
в плоскости фениленового кольца C6H4. Во фрагменте O–H...Br мо-

ноаниона эозина межатомное расстояние Br...H составляет 2.439 Å.

Это меньше величины 2.72 Å, граничной между ван-дер-ваальсовым
и специфическим взаимодействием Br...H. Следовательно, имеет ме-
сто внутримолекулярная водородная связь O–H...Br с замыканием пя-
тичленного квазицикла. Формирование последнего – фактор, способ-
ствующий люминесценции ввиду расширения сопряжённой квазипла-
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а

б

Рис. 3.5. Натуральный заряд на атомах катиона: а – трипафлавина, б – дианиона эозина

нарной молекулярной системы и наличию препятствия для внутримо-
лекулярного вращения и торсионных колебаний группы O–H.

Обращает на себя внимание перераспределение электронной плот-
ности в системе эозина при переходе от моноаниона к дианиону.
Выравниваются электронное распределение в обоих крайних коль-
цах, натуральный заряд на экзоциклических атомах кислорода, брома
и несущих их углеродных центрах. Оба названные O-атома и крайние
кольца в целом становятся химически эквивалентными. В дианионе
эозина несколько повышается двоесвязанность экзоциклических свя-
зей C O. В дианионе по сравнению с моноанионом заметно сни-
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жается положительный натуральный заряд на узловом атоме углеро-
да, несущем заместитель C6H4COO−; с отрицательного на неболь-
шой положительный изменяется заряд на атоме углерода фрагмента
C6H4COO−, связанном с узловым углеродом. Отрицательный заряд
моноаниона и (в наибольшей степени) дианиона эозина делокализо-
ван. Делокализация благоприятствует адсорбции всего квазиплоского
катиона на поверхности подложки, в особенности в случае полярного
(содержащего положительный локализованный заряд) адсорбента.

Квантово-химические расчеты позволяют прогнозировать концен-
трирование положительно заряженного трипафлавина на поверхности
матрицы с отрицательным зарядом, отрицательно заряженного эози-
на – на матрице с положительным зарядом, что будет сопровождаться
увеличением сигнала ТФЛ этих веществ.

В эксперименте мы наблюдали максимальные сигналы ТФЛ ве-
ществ относительно степени их извлечения: трипафлавина на пленке
ДАЦ с общим отрицательным зарядом поверхности, эозина – на во-
локне ХТЗ С-формы с общим положительным зарядом поверхно-
сти, что подтвердило прогноз. Вероятно, кулоновские взаимодействия
определяют концентрирование и флуоресценцию данных зондов на по-
лисахаридных матрицах. Что касается абсорбции вещества матрицами,
видимо, заряд мало влияет на эффективность этого процесса, посколь-
ку волокна ХТЗ О-формы проявили наибольшую сорбционную спо-
собность по отношению к отрицательно заряженному эозину.

Представленные результаты могут быть использованы при разра-
ботке метода ТФЭ соединений акридинового и ксантенового рядов.
Пленки и волокна ДАЦ могут служить матрицами для ТФЛ трипафла-
вина, волокна хитозана О-формы – платформой для ТФЛ эозина, что
представляет интерес для сенсорных технологий.

3.1.2. Люминесценция пирена в водно-спиртовом, водно-
мицеллярных растворах и на полисахаридных матрицах после

сорбционного концентрирования

Нами исследована флуоресценция пирена в водно-этанольном рас-
творе (1 : 1) до и после проведения динамической сорбции на матрицах
и в твердой фазе изучаемых сорбентов [201, 203]. Сорбцию пирена
проводили в динамическом режиме из 0.2 мкМ водно-спиртового рас-
твора объемом Vр-ра = 10 мл. В качестве примера на рис. 3.6 пред-
ставлены спектры флуоресценции пирена в водно-этанольном раство-
ре до и после сорбции волокном ДАЦ и на волокне ДАЦ. Спектры
люминофора в растворе и на матрице имеют типичную вибронную
структуру [10]. Установлено, что интенсивность сигнала пирена в вод-
но-этанольном растворе после сорбции на волокне ДАЦ уменьшается
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незначительно. Такой типичен ТФЛ типичен для всех используемых
матриц.

Рис. 3.6. Спектры флуоресценции пирена
в водно-этанольном растворе до сорбции
(1), после сорбции волокном ДАЦ (2) и на

волокне ДАЦ (3), λвозб = 320 нм

По изменению интенсивно-
сти флуоресценции 5-й виброн-
ной полосы в результате ди-
намической сорбции люминофо-
ра [154, 155] были рассчита-
ны значения степени извлече-
ния пирена матрицами. По соот-
ношению максимумов флуорес-
ценции первой и третьей виб-
ронных полос определен индекс
полярности пирена, сорбирован-
ного на исследуемых матрицах
(табл. 3.2).

Из рис. 3.6 видно, что сиг-
нал пирена в твердой фазе сор-
бента ДАЦ ниже, чем в растворе.
Однако, учитывая степень извле-

чения вещества – 15% для пленки ДАЦ, 10% для волокна ДАЦ (см.
табл. 3.2), – он гораздо выше ожидаемого. Сигнал пирена на волокнах
ХТЗ обеих химических форм практически равен нулю, сорбция пирена
на поверхности этих матриц из водно-этанольного раствора проходит
слабо, степень извлечения – незначительная (3–4%, см. табл. 3.2).

Таблица 3.2

Индекс полярности пирена в водно-этанольном растворе и в сорбированном состоянии
на матрицах, степень извлечения углеводорода матрицами

Матрица

Индекс полярности пирена
I1/I3, отн. ед.

Степень извлечения
пирена
R, %В растворе На матрице

Пленка ДАЦ

1.31± 0.02

1.51 ± 0.02 15 ± 3

Волокно ДАЦ 1.45 ± 0.02 10 ± 3

Волокно ХТЗ в О-форме 1.17 ± 0.02 3 ± 3

Волокно ХТЗ в С-форме 1.22 ± 0.02 4 ± 3

Ранее исследовалось влияние полярности микроокружения пирена
на эффективность его сорбции на целлюлозную и пенополиуретано-
вую матрицы и интенсивность его ТФЛ [155]. Было установлено, что
при переходе от этанола к водно-этанольным смесям и воде наблю-
дается увеличение индекса полярности (I1/I3) пирена как в растворах
(с 1.10 до 1.67), так и в сорбированном состоянии на целлюлозной мат-
рице (с 1.23 до 1.33). На пенополиуретане индекс полярности сорби-
рованного пирена практически не изменялся. В растворах это связано
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с увеличением полярности растворителя, на матрицах – с изменением
их свойств под действием воды. С увеличением полярности растворов
степень извлечения пирена на гидрофобный пенополиуретан возраста-
ла с 69 до 99%, на гидрофильную целлюлозу – с 24 до 50% (сорбция
из воды). Но максимальный сигнал ТФЛ пирена на целлюлозе удалось
получить при использовании в качестве растворителя этанола с добав-
лением уксусной кислоты, т. е. степень сорбции пирена не определяет
интенсивность его ТФЛ.

Из данных табл. 3.2 видно, что окружение пирена на матрицах
ДАЦ при сорбции из водно-этанольного раствора является более по-
лярным. Вероятно, в совокупности с гидрофобностью ДАЦ это обу-
словливает возможность сорбционного концентрирования пирена дан-
ными материалами. Наличие сигнала ТФЛ пирена, сорбированного
на матрицах ДАЦ, говорит о перспективности их применения в ка-
честве платформ для флуоресцентного определения ПАУ.

Для улучшения сорбционных характеристик полисахаридных мат-
риц нами были использованы ПАВ различной природы: анион-
ный додецилсульфат натрия (ДСН), катионный цетилтриметиламмо-
ний бромид (ЦТАБ) и неионогенный полиоксиэтилен (10) моно-4-
изооктилфенилового эфира (TX-100) (табл. 3.3). Подобный подход был
описан в работах [167–169].

Таблица 3.3

Характеристики используемых ПАВ

Наименование
Молярная

масса,
г/моль

Молекулярная
формула

ККМ1,
мМ

ККМ2,
мМ

Литературный
источник

25◦С

Додецилсульфат натрия
(ДСН)

288.38 С12Н25SO4Na 8 50 [249]

Цетилтриметиламмоний
бромид (ЦТАБ)

364.46 C19H42BrN 0.9 21 [250, 251]

Полиоксиэтилен (10)
моно-4-
изооктилфенилового
эфира (ТХ-100)

646.85 C34H62O11 0.2 1.4 [252]

Условия проведения сорбции пирена были аналогичны описанным
выше: концентрация 0.2 мкМ, Vр-ра = 10 мл, динамическая сорбция.
Концентрация ПАВ 10 мМ была заведомо выше критической концен-
трации мицеллообразования (ККМ1), поскольку ранее было установле-
но, что максимальная интенсивность флуоресценции пирена на целлю-
лозной матрице наблюдается при его сорбции из водно-мицеллярных
растворов с концентрацией близкой или равной ККМ1 [168, 252]. Спек-
тры флуоресценции пирена в водно-мицеллярных средах до и после
сорбции на матрицах ДАЦ представлены на рис. 3.7.
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Рис. 3.7. Спектры флуоресценции пирена в водно-мицеллярных растворах: a – ДСН,
б – ЦТАБ, в – ТХ-100, до сорбции (1) и после сорбции пленкой ДАЦ (2), волокном

ДАЦ (3), λвозб = 320 нм

Установлено, что при растворении пирена в водно-мицеллярном
растворе любого ПАВ интенсивность его флуоресценции возраста-
ет по сравнению с водно-этанольным раствором. Наибольший сигнал
флуоресценции пирена наблюдается в растворах ЦТАБ и ТХ-100 (см.
рис. 3.7, б, в; спектры 1). Отмечено, что сорбция пирена из растворов
ДСН и ЦТАБ пленкой ДАЦ выше, чем волокном (см. рис. 3.7, а, б;
спектры 2 и 3). Сорбция пирена из раствора ТХ-100 на обеих матрицах
проходит одинаково эффективно (см. рис. 3.7, в, спектры 2 и 3).

В табл. 3.4 приведены значения индекса полярности пирена и сте-
пени его извлечения матрицами ДАЦ из водных сред различного со-
става. Видно, что индекс полярности углеводорода в сорбированном
состоянии на матрицах ДАЦ уменьшается при переходе от водно-эта-
нольных растворов к водно-мицеллярным. Степень извлечения пирена
при этом увеличивается. Это свидетельствует о том, что сорбцион-
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ное концентрирование пирена из растворов ПАВ более эффективно
по сравнению с сорбцией из водно-этанольных растворов. Наибольшая
сорбционная активность пленки и волокна ДАЦ отмечена при сорбции
пирена из раствора TX-100.

Таблица 3.4

Влияние растворителя на индекс полярности пирена (в растворе, на матрице) и степень
его извлечения в условиях сорбции на матрицах ДАЦ

Компонентный
состав

растворителя

Индекс полярности пирена
I1/I3, отн. ед.

Степень извлечения
пирена
R, %В исходном

растворе

На матрице ДАЦ

Пленка Волокно Пленка Волокно

Этанол + H2O 1.31± 0.02 1.51 ± 0.02 1.45 ± 0.02 15 ± 2 10 ± 3

ДСН + H2O 1.12 ± 0.02 1.04 ± 0.02 1.09 ± 0.02 58 ± 3 39 ± 4

ЦТАБ + H2O 1.15 ± 0.02 1.02 ± 0.02 1.06 ± 0.02 56 ± 3 33 ± 3

ТХ-100 + H2O 1.25 ± 0.02 1.09 ± 0.02 1.10 ± 0.02 84 ± 4 83 ± 3

Исследованы также спектры флуоресценции пирена до и после
сорбции из водно-мицеллярных сред волокнами ХТЗ обеих химиче-
ских форм и в твердой фазе хитозановых матриц. По изменению ин-
тенсивности флуоресценции пирена в растворах до и после сорбции
и на сорбенте (рис. 3.8) и по значениям степени извлечения пире-
на (табл. 3.5) можно сделать вывод, что сорбция пирена волокнами
ХТЗ О- и С-формы наиболее эффективна из водно-мицеллярной среды
с TX-100 (степень извлечения составила 74 и 72% соответственно),
из других водно-мицеллярных растворов ПАВ она незначительна.

Таблица 3.5

Степень извлечения пирена при сорбции из водно-мицеллярных растворов волокнами
ХТЗ

Компонентный состав
растворителя

Степень извлечения пирена R, %

Химическая форма ХТЗ

О-форма С-форма

ДСН + H2O 15 ± 3 12 ± 3

ЦТАБ + H2O 2 ± 3 11 ± 3

ТХ-100 + H2O 74 ± 3 72 ± 3

Значения интенсивности флуоресценции пирена, сорбированного
на волокнах ХТЗ обеих химических форм, близки к нулю (см. рис. 3.8),
несмотря на высокую степень извлечения зонда в среде с TX-100. Это,
возможно, обусловлено проникновением зонда в поры волокнистого
материала и тушением флуоресценции. Полученные результаты свиде-
тельствуют об отсутствии перспектив использования матриц из ХТЗ
для твердофазной флуоресценции пирена.
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Рис. 3.8. Спектры флуоресценции пирена в водно-мицеллярных растворах: а – ДСН,
б – ЦТАБ, в – TX-100, до сорбции (1) и после сорбции волокном ХТЗ О-формы (2)
и С-формы (3), а также на волокне ХТЗ О-формы (4) и С-формы (5), λвозб = 320 нм

Анализ спектров Iфл = f (λ) пирена в твердой фазе волокон и пле-
нок ДАЦ, модифицированных различными ПАВ, показал, что интен-
сивность флуоресценции пирена на пленке ДАЦ значительно выше,
чем на волокне ДАЦ (рис. 3.9). Максимальный сигнал ТФЛ наблюдал-
ся после сорбции вещества из водно-мицеллярного раствора ТХ-100,
наименьший сигнал – из водно-мицеллярного раствора ДСН. Отмече-
но, что использование катионного ЦТАБ приводит к максимальному
усилению сигнала ТФЛ пирена при минимальной степени извлечения
матрицей ДАЦ.

Известно, что в мицеллярных средах ПАВ происходит переход
молекул ПАУ из водной макрофазы в мицеллярную микропсевдофазу
(см. рис. 3.2, в). По оценкам авторов [117], эффективность перехода
пирена в мицеллы ДСН достигает 99%. Мицеллы могут сорбироваться
на матрице и концентрировать пирен на поверхности сорбента (см.
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Рис. 3.9. Спектры флуоресценции пирена на пленке ДАЦ (1) и волокне ДАЦ (2)
после его сорбции из водно-мицеллярных растворов: а – ДСН, б – ЦТАБ, в – ТХ-100,

λвозб = 320 нм

рис. 3.2, б). Следовательно, увеличение сигнала ТФЛ указывает на эф-
фективное взаимодействие мицелл с поверхностью матриц.

Известно также [253], что сорбция катионных ПАВ на отрица-
тельно заряженную матрицу более эффективна по сравнению с анион-
ными. Полученные нами результаты это подтверждают: при сорбции
пирена на пленку ДАЦ (ξ = –31.5 ± 2.0 мВ, см. табл. 2.2) из водно-
мицеллярного раствора ЦТАБ интенсивность его ТФЛ была гораздо
выше, чем из водно-мицеллярного раствора ДСН. У неионогенного
ПАВ обнаружена еще более высокая способность концентрировать
ПАУ на поверхности матриц ДАЦ.

Полученные результаты свидетельствуют также о том, что волок-
но на основе ХТЗ, видимо, из-за ячеистой структуры (см. рис. 2.7, а,
б), является хорошо проницаемым для ионогенных ПАВ и пирена. На-
против, пирен, солюбилизированный в мицеллах ТХ-100, активно сор-
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бируется волокнистыми матрицами. Высокоупорядоченный материал –
пленка ДАЦ (рис. 2.5, а, б) – задерживает на своей поверхности ми-
целлы с солюбилизированным пиреном, поэтому пленочные матрицы
ДАЦ представляют интерес для разработки на их основе сенсорных
систем.

3.2. Влияние природы и концентрации поверхностно-
активных веществ на сорбцию пирена из водно-

мицеллярных сред и люминесценцию в твердой фазе
пленок диацетата целлюлозы

Для дальнейших исследований выбраны пленки ДАЦ как наибо-
лее перспективные матрицы для сорбционно-люминесцентного анали-
за пирена. Представляло интерес выяснить, как природа ПАВ и кри-
тическая концентрация мицеллообразования будут влиять на степень
извлечения пирена из водно-мицеллярного раствора и интенсивность
его ТФЛ на матрице ДАЦ [238]. В экспериментах применяли водно-
мицеллярные растворы с концентрацией пирена 0.5 мкМ, в отдельных
экспериментах – 0.2 мкМ. Концентрацию ПАВ в водно-мицелярных
растворах варьировали в диапазоне CПАВ = 0.01 ККМ1 – 5 ККМ2.
Значения ККМ1 (критическая концентрация образования сферических
мицелл) и ККМ2 (критическая концентрация преобразования сфери-
ческих мицелл в анизометрические мицеллярные агрегаты) приведе-
ны в табл. 3.3. Условия проведения твердофазной сорбции пирена
из мицелярных растворов ПАВ соответствовали описанным выше (см.
рис. 3.2).

На первом этапе исследованы зависимости интенсивности флуо-
ресценции и индекса полярности пирена от концентрации ПАВ в ис-
ходных водных растворах ПАВ + пирен и на пленке ДАЦ после
сорбционного концентрирования. Для сравнения использовали матри-
цу из целлюлозы (Ц) и коммерческую мембрану ДАЦ (см. п. 2.1.3).

На рис. 3.10 приведены типичные спектральные характеристи-
ки исследуемых систем на примере системы ДСН + пирен. Спектры
Iфл = f (λ) позволяют судить об интенсивности сигнала флуоресцен-
ции при изменении полярности среды, концентрационные зависимости
I1/I3 = f (CПАВ) – о полярности раствора, в котором находится пирен.

Установлено, что вибронная структура спектра флуоресценции пи-
рена чувствительна к изменению полярности анализируемых раство-
ров. Интенсивность флуоресценции пирена в водно-мицелярном рас-
творе увеличивается по мере повышения концентрации ДСН, начиная
с CДСН = ККМ1, достигая максимального значения при CДСН = ККМ2

(см. рис. 3.10, а).
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Рис. 3.10. Спектры флуоресценции пирена (а) (0.5 мкМ) в исходных водных раство-
рах ДСН + пирен с CДСН = 0.08, 0.8, 8, 9, 10, 20, 30, 40 и 50 мМ (уменьшение
концентрации ДСН показано стрелкой); б – зависимости индекса полярности пирена
от концентрации ДСН в водных растворах, из которых осуществлялась твердофазная
сорбция, при люминесцентном анализе вещества в растворе (1) и на пленке ДАЦ (2)

Наиболее существенное увеличение Iфл наблюдается для раство-
ров с CДСН в диапазоне концентраций ККМ1 – ККМ2. Важно отметить,
что статистически значимое увеличение Iфл с повышением ДСН отме-
чено в 6 параллельных опытах. Можно предположить, что увеличение
концентрации ДСН способствует уменьшению безызлучательных по-
терь энергии возбуждения и, соответственно, увеличению интенсивно-
сти флуоресценции. Увеличение Iфл таких ПАУ, как пирен, антрацен,
фенантрен и флуорен, с повышением CДСН отмечалось в работе [154]
при изучении твердофазной экстракции для люминесцентного опреде-
ления ПАУ на целлюлозной матрице. Об увеличении интенсивности
люминесценции комплекса Tb (III) с дигидрацетовой кислотой с уве-
личением концентрации ПАВ отмечалось в статье [254].

Кривая, описывающая зависимость индекса полярности пирена
от концентрации ДСН (см. рис. 3.10, б, кривая 1), показывает, что ин-
тенсивное уменьшение полярности микроокружения молекул пирена
в водном растворе имеет место до достижения концентрации ДСН,
близкой к ККМ1 (∼1.2 ККМ1). Известно, что в водных растворах ДСН
при концентрации молекул ПАВ, не превышающей ККМ1 более чем
на порядок, происходит образование сферических мицелл, способных
солюбилизировать малополярные молекулы ПАУ. Эффективность пе-
рехода молекул ПАУ из водной макрофазы в мицеллярную микроп-
севдофазу характеризуется величиной константы распределения (Kр),

которая для пирена составляет 1.7·106 [117]. Такая большая величина
Kр свидетельствует о том, что более 99% молекул пирена связаны
с мицеллами ДСН.

При определении индекса полярности пирена в водных растворах
этого ПАУ с ДСН при CДСН = 0.01 ККМ1 – 0.1 ККМ1 установлено,
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что I1/I3 = 1.58. Это согласуется с литературными данными [96]. При
увеличении CДСН до значений CДСН = ККМ1 и ∼1.2 ККМ1 наблюдалось
уменьшение I1/I3 пирена в его водно-мицеллярных растворах до зна-
чений I1/I3 = 1.10 и 1.05 соответственно (см. рис. 3.10, б, кривая 1),
что свидетельствует о солюбилизации пирена в гидрофобной части ми-
целлы (см. рис. 3.2, в). При этом роль мицелл ДСН состоит не только
в концентрировании флуорофора и сближении компонентов системы,
но и в повышении «жесткости» флуоресцирующих центров, удале-
нии молекул воды из ближайшего окружения молекул пирена, экра-
нировании его от посторонних тушителей и уменьшении вероятности
безызлучательных переходов. Все это, естественно, способствует уве-
личению интенсивности флуоресценции пирена в водно-мицеллярных
растворах ДСН при повышении концентрации ПАВ (см. рис. 3.10, а).
При CДСН > ∼1.2 ККМ1 значения I1/I3 пирена более не изменяются
и лежат в пределах 1.03 ± 0.01 (см. рис. 3.10, б, кривая 1).

Индекс полярности микроокружения пирена, определенный
по спектрам флуоресценции высушенной пленки ДАЦ после сорб-
ционного концентрирования, имеет значение ∼1.02 и не зависит
от концентрации раствора ДСН, из которого осуществлялась сорбция
этого ПАУ (см. рис. 3.10, б, прямая 2). Отметим, что при проведении
процесса в тех же условиях, но с использованием Ц в качестве
твердофазной матрицы, I1/I3 = 1.15. Это (наряду с результатами
анализа сорбционных свойств пленки ДАЦ и Ц, см. п. 2.1.3, табл. 2.3)
свидетельствует о том, что пленка ДАЦ является более гидрофобной
матрицей, чем Ц, способствует увеличению интенсивности сигнала
флуоресценции, что делает её применение в качестве твердофазной
матрицы более привлекательным.

Для систем ЦТАВ + пирен и TX-100 + пирен зависимости Iфл =
= f (λ) и I1/I3 = f (CПАВ) – аналогичные. Во всех случаях в диапа-
зоне концентраций CПАВ = 0.1 ККМ1–∼2 ККМ2 наблюдали увеличение
интенсивности флуоресценции пирена в растворе. Индекс полярно-
сти пирена, определенный по спектрам флуоресценции пленки ДАЦ
после сорбционного концентрирования углеводорода из мицеллярных
растворов ЦТАВ и ТХ-100, составил ∼1.1 и ∼1.02 соответственно.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том,
что в анализируемых многокомпонентных растворах образуются
мицеллы ПАВ, солюбилизирующие молекулы гидрофобного пире-
на в своей внутренней неполярной углеводородной области (см.
рис. 3.2, в). Причем в случае солюбилизации пирена в мицеллах ЦТАВ
полярность микроокружения его молекул несколько выше, чем в ми-
целлах ДСН и TX-100. Последний факт, вероятно, может быть свя-
зан с тем, что мицеллы ЦТАВ более проницаемы для молекул во-
ды, чем мицеллы ДСН и TX-100 [255, 256]. Выявлено, что умень-
шение значений I1/I3, наблюдаемое в спектрах флуоресценции пирена
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в водно-мицелярных средах ПАВ, можно описать следующим образом:
ЦТАВ > ДСН > TX-100. Эффективность переноса энергии возрастает
с повышением концентрации ПАВ. Максимальное 4-кратное увели-
чение флуоресценции наблюдалось в присутствии мицелл анионного
ДСН.

На следующем этапе проведены оценки влияния концентрации
ПАВ на люминесцентное определение пирена. На рис. 3.11 пред-
ставлены гистограммы относительной интенсивности флуоресценции
пирена в водных растворах ПАВ до и после сорбционной колонки,
а также на пленке ДАЦ и для сравнения на Ц после сорбционно-
го концентрирования. Относительную интенсивность флуоресценции
(Iфл. отн) пирена в растворе определяли как I5/1000, где I5 – максималь-
ное значение Iфл пятой вибронной полосы спектра. Значение Iфл. отн

пирена в сорбированном состоянии на пленке ДАЦ определяли как
I5/I5 (ККМ2), на Ц – I5/I5 (ККМ1), где I5 (ККМ2) и I5 (ККМ1) – значе-
ние I5 пирена на твердофазной матрице после динамической сорбции
водно-мицеллярных растворов ПАВ + пирен с CПАВ = ККМ2 и ККМ1

соответственно. Выбор этих концентраций ПАВ обусловлен тем, что
при данных условиях эксперимента реализуемая интенсивность флуо-
ресценции пирена максимальна.

Значение Iфл. отн исходных водно-мицеллярных растворов пире-
на, как и значение Iфл, зависит от концентрации ПАВ в системе,
увеличиваясь с повышением CПАВ (см. рис. 3.11, столбцы 1). Та-
кая ситуация сохраняется при использовании ПАВ в диапазоне кон-
центраций до ККМ2 – 2ККМ2. В качестве подтверждающего при-
мера на рис. 3.11, б приведены данные для системы СТАВ + пи-
рен в диапазоне концентраций CЦТАВ = ККМ1 – 2 ККМ2. При бо-
лее высоких концентрациях ПАВ значение Iфл. отн понижается. Пример
приведен на рис. 3.11, в для раствора TX-100 + пирен в диапазоне
CТХ−100 = ККМ1 – 5 ККМ2.

После проведения сорбционного концентрирования из водно-ми-
целлярных сред используемых ПАВ относительная интенсивность
флуоресценции пирена во всех растворах существенно уменьшается
(см. рис. 3.11, столбцы 2). Это свидетельствует о высокой сорбционной
способности пленки ДАЦ к мицеллам ПАВ + пирен и может быть
обусловлено солюбилизацией пирена в гемимицеллах (агрегатах ми-
целл) ПАВ, формирующихся на поверхности сорбента. Визуализация
агрегатов, образующихся на поверхности пленки ДАЦ после сорбци-
онного концентрирования водно-мицеллярных растворов пирена, при-
ведена на рис. 3.12. СЭМ-фотографии поверхности исходной пленки
ДАЦ обсуждались в п. 2.1.3 (см. рис. 2.5 а, б).

Далее нами изучена флуоресценция пирена на пленке ДАЦ после
предварительного твердофазного концентрирования ПАУ в его мицел-
лярной микрофазе (см. рис. 3.11, столбцы 3). Как и для растворов
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Рис. 3.11. Гистограммы относительной интенсивности флуоресценции пирена (Iфл. отн)
в водных растворах ПАВ до (1) и после (2) сорбционной колонки при использовании
пленки ДАЦ, а также на пленке ДАЦ (3) и Ц (4) после твердофазной сорбции при

использовании: а – ДСН, б – ЦТАБ и в – Тритон Х-100

ПАВ + пирен, относительная интенсивность флуоресценции пирена

на пленке увеличивается по мере повышения CПАВ. Максимальная ин-

тенсивность сигнала пирена на пленке наблюдается при концентра-

циях, близких к ККМ2. Например, для системы ДСН + пирен мак-

симальное значение Iфл. отн реализуется при CДСН = 5 ККМ1 – ККМ2,

ЦТАВ + пирен – при CЦТАВ = ККМ2 – 2 ККМ2, TX-100 + пирен – при

СТХ-100 = ККМ2. Практически при этих же концентрациях интен-

сивность сигнала пирена на твердофазной матрице становится выше

значения аналогичного сигнала, характерного для исходного раство-

ра. При дальнейшем повышении CПАВ значение Iфл. отн пирена в фа-

зе ДАЦ понижается. При использовании Ц наибольшее значение от-

носительной интенсивности флуоресценции пирена наблюдается при

CПАВ = ККМ1 (см. рис. 3.11, столбцы 4).
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а б

в г

Рис. 3.12. СЭМ-фотографии поверхности пленок ДАЦ после сорбции мицелл ЦТАБ (а,
б), ДСН (в) и TX-100 (г) с солюбилизированным пиреном при CПАВ = ККМ2 (а, в, г)

и 2 ККМ2 (б)

Концентрация и природа ПАВ в исследуемых системах суще-
ственно влияют и на степень извлечения пирена из водно-мицел-
лярного раствора (табл. 3.6). В принятых условиях эксперимента
наибольшее значение R пирена при его сорбционном концентриро-
вании из мицеллярных растворов на пленке ДАЦ достигается при
CПАВ = ККМ1 – 2 ККМ2, на Ц – только при концентрациях, равных
ККМ1. При этом степень извлечения ПАУ в фазе Ц всегда ниже, чем
в фазе ДАЦ.

Наибольшая степень извлечения пирена наблюдается при его
сорбционном концентрировании на пленке ДАЦ из мицеллярных рас-
творов ЦТАВ. Это позволяет предположить, что мицеллы ЦТАВ с со-
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Таблица 3.6

Степень извлечения пирена из водных растворов ПАВ + пирен при сорбционном
концентрировании на твердофазных матрицах

ПАВ CПАВ, мМ ККМ
Степень извлечения пирена R, %

Пленка ДАЦ Целлюлоза

ДСН

0.08 0.01 ККМ1 27±2.1 7±1.9

0.8 0.1 ККМ1 48±2.2 30±4.4

8 ККМ1 58±2.2 50±4.0

40 5 ККМ1 60±2.0 4±1.1

50 ККМ2 57±1.9 –

ЦТАБ

0.09 0.1 ККМ1 37±3.0 –

0.9 ККМ1 50±3.5 27±4.0

21 ККМ2 72±3.0 21±4.6

42 2 ККМ2 95±3.3 20±4.5

Тритон ТХ-100

0.02 0.1 ККМ1 14±2.2 –

0.2 ККМ1 27±2.1 –

1.4 ККМ2 50±2.0 –

7.5 5 ККМ2 32±2.0 –

любилизированными молекулами пирена, имеющие локализованный
положительный заряд на границе раздела мицеллярная микропсевдо-
фаза–водная фаза, лучше сорбируются на отрицательно заряженной
поверхности пленки (ξ = –31.5±2.5 мВ, см. табл. 2.3), по сравнению
с мицеллами ДСН и TX-100.

Сравнительно высокие значения R (более 50%) при сорбционном
концентрировании на пленке ДАЦ из водно-мицеллярных растворов
отрицательно заряженного ДСН с CДСН = ККМ1 – ККМ2 обусловле-
ны, вероятно, перезарядкой (смена знака электрического потенциала)
поверхности полимерной матрицы из-за адсорбции поверхностно-ак-
тивного аниона. Аналогичное изменение знака электрического потен-
циала с отрицательного на положительный с переходом через изоэлек-
трическое состояние описано в работе [137] для волокон целлюлозы
(исходных и покрытых пленкой ДАЦ) в растворах низко- и высоко-
молекулярных ПАВ.

При использовании неионогенного TX-100 значение степени из-
влечения пирена, равное 50%, наблюдается лишь для CТХ−100 = ККМ2.
Но при использовании меньшей концентрации пирена 0.2 мкМ
и CТХ−100 = 10 мМ (см. табл. 3.4) степень извлечения пирена дости-
гала 84%, и на пленках ДАЦ был получен сигнал ТФЛ наибольшей
интенсивности (см. рис. 3.9, в).

Отмечено, что степень извлечения пирена целлюлозной матрицей
в аналогичных условиях существенно ниже. Коммерческая мембрана
ДАЦ свойство сорбционного концентрирования пирена из водно-ми-
целлярных сред не проявляет.
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Полученные экспериментальные результаты показывают, что
пленки ДАЦ проявляют высокую сорбционную способность к мицел-
лам ДСН, ЦТАВ и TX-100 с солюбилизированным пиреном. Уста-
новлено, что в водно-мицеллярных средах в диапазоне концентраций
CПАВ = 0.01 ККМ1 – 2 ККМ2 флуоресценция пирена увеличивается
в 2–4 раза. Использование организованных сред снижает индекс
полярности пирена в рабочих растворах, что объясняется уменьшени-
ем вероятности безызлучательных переходов вследствие понижения
полярности ближайшего микроокружения молекул этого ПАУ.

Сорбционное концентрирование пирена из водно-мицеллярных
сред на пленке ДАЦ сопровождается формированием на поверхности
сорбента гемимицелл ПАВ с солюбилизированным пиреном. Это при-
водит к повышению «жесткости» флуоресцирующих центров и зна-
чительному увеличению интенсивности флуоресценции ПАУ на твер-
дофазной матрице. Установлено, что максимальный сигнал флуорес-
ценции пирена на пленках ДАЦ наблюдается при концентрациях ПАВ
в растворах, соответствующих ККМ2.

Таким образом, твердофазная сорбция пирена на пленках ДАЦ
с применением мицеллярных растворов ЦТАВ, ДСН, TX-100 может
быть использована для количественного определения ПАУ методом
ТФЛ [257]. Наибольшая степень извлечения пирена достигается при
использовании мицеллярных растворов катионного ЦТАВ. При этом
использование пленок ДАЦ весьма перспективно, поскольку сорбент
доступен, дешев, практически не набухает в воде, а сорбированный
пирен интенсивно люминесцирует на пленке. Это позволяет применять
пленку ДАЦ для сочетания двух функций – извлечения пирена из вод-
ных сред и его определения сорбционно-люминесцентным методом.
Данные матрицы могут быть использованы для разработки сенсор-
ных систем для проведения экологического мониторинга водных сред,
в фармакологических и токсикологических исследованиях.



Г л а в а 4
ПРИМЕНЕНИЕ МАТРИЦ ИЗ ДИАЦЕТАТА ЦЕЛЛЮЛОЗЫ

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОЛИАРЕНОВ
В ВОДНЫХ СРЕДАХ МЕТОДОМ ТВЕРДОФАЗНОЙ

ЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ

В настоящее время значительное внимание уделяется проблеме
загрязнения природных вод стойкими токсичными веществами, к кото-
рым относятся ПАУ. Основными путями поступления данных веществ
в водные среды являются атмосферный перенос и загрязнения нефтью
и нефтепродуктами [47, 48, 62, 75, 76]. ПАУ находятся в воде в раство-
ренном виде и во взвесях, растворимость полиаренов увеличивается
в присутствии различных органических веществ (растворителей, ком-
понентов нефти, ПАВ) [21, 50]. Происходит постоянный обмен ПАУ
между водой и донными осадками, последние могут являться источ-
ником вторичного загрязнения воды токсикантами [60].

О степени загрязнения водных систем полиаренами говорят ре-
зультаты мониторинга содержания растворенных и взвешенных форм
ПАУ в реках различных стран [62]. Так, в наиболее загрязненной
р. Перл (Китай) обнаружено 16 представителей ПАУ, концентра-
ция растворенных полиаренов составила 92–431 нг/л, взвешенных –
691–6457 нг/л. В р. Амур (Россия) обнаружено 10 ПАУ, содержание
растворенных – 24–90 нг/л, взвешенных – 6–13 нг/л. В России со-
держание различных ПАУ в природных водах не нормируется. Из-
вестно только, что ПДК бензо(а)пирена в воде центральных систем
водоснабжения составляет 0.005 мкг/л (СанПиН 2.1.4.1074–01). Поэто-
му представленные данные свидетельствуют о том, что загрязнение
рек можно оценить как очень высокое. Его последствием может стать
не только занос ПАУ в системы питьевого водоснабжения, но также
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накопление токсикантов гидробионтами (моллюсками, рыбой) [86, 87]
и поступление с пищей в организм человека.

Таким образом, контроль ПАУ в водных объектах представляется
важной задачей обеспечения экологической безопасности населения.
Для проведения мониторинговых исследований актуальной остается
проблема разработки метода экспресс-анализа ПАУ, применимого вне
стационарных аналитических лабораторий, не требующего дорогосто-
ящего оборудования, реагентов и расходных материалов. Анализ лите-
ратурных данных показывает стремление авторов многочисленных ра-
бот в этой области к сокращению и упрощению процесса пробоподго-
товки при выполнении анализа ПАУ (например, активное применение
ТФЭ и ТФЛ), а также использование различных приемов математичес-
кой обработки спектров люминесценции аналитов.

4.1. Разработка условий сорбционно-люминесцентного
анализа пирена в водных средах с использованием

пленочных матриц из диацетата целлюлозы

4.1.1. Подбор условий концентрирования пирена на матрицах

диацетата целлюлозы

В представленных выше исследованиях показано, что наиболее
высокую эффективность сорбции ПАУ с последующим получением
интенсивного аналитического сигнала флуоресценции при комнатной
температуре в фазе сорбента проявляют пленки ДАЦ. Поэтому для раз-
работки качественного и количественного способа определения ПАУ
в водных средах нами были выбраны данные пленочные матрицы.
В экспериментах использовали пленки ДАЦ размером 1 × 1 см, масса
сорбента составила 8.0 ± 2.5 мг.

Все исследования, описанные в гл. 4, проводили на спектрофлу-
ориметре Флюорат-0.2-Панорама, традиционно используемом в эко-
лого-аналитической практике для анализа нефтепродуктов и различ-
ных органических веществ в водных средах. Флуоресценцию веще-
ства в твердой фазе определяли с помощью держателя для твердых
образцов. Применимость данного оборудования доказана эксперимен-
тально путем сравнения спектров пирена, снятых в водных растворах
при λвозб = 320 нм на приборах с различным разрешением (рис. 4.1).
В спектре пирена, полученном на приборе Perkin-Elmer с чувствитель-
ностью 0.5 нм (исследования гл. 3), различимы все пять полос, со-
ответствующие литературным данным [242]. В спектре пирена, полу-
ченном на приборе Флюорат-0.2-Панорама, хорошо различимы только
два пика – первый и пятый, по интенсивности последнего определя-
ют концентрацию данного вещества. Длины волн максимумов первой
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и пятой полос спектров, снятых на обоих приборах, совпадают. Таким
образом, содержание пирена в системе можно анализировать на бо-
лее дешевом и простом в обращении приборе, широко используемом
в лабораторной практике, в том числе в передвижных экологических
лабораториях [258].

а б

Рис. 4.1. Спектры флуоресценции пирена (10−6 М) в водном растворе, полученные
на приборах с разным разрешением: а – люминесцентный спектрометр LS 55 Perkin-
Elmer (США), точность установки длины волны 0.5 нм, высокая чувствительность;
б – Флюорат-0.2-Панорама, точность установки длины волны 1 нм, низкая чувстви-

тельность

Как отмечалось ранее, сложность определения ПАУ в объектах
окружающей среды обусловлена их низкими концентрациями и мно-
гокомпонентным составом анализируемых смесей, т. е. разрабатыва-
емые способы анализа должны обладать высокой чувствительностью
и селективностью. В связи с этим перед нами стояла задача подобрать
условия концентрирования пирена на пленках ДАЦ из сильноразбав-
ленных водных сред, в которых флуоресценция люминофора не ре-
гистрируется.

Поскольку пирен малорастворим в воде, его модельные вод-
ные растворы готовили методом последовательного разведения водой
10−5 М раствора пирена в этаноле. Водно-мицеллярные растворы пи-
рена готовили в 1.4 ·10−3 М растворе ТХ-100 с использованием ультра-
звукового воздействия, концентрация ПАВ соответствовала ККМ2 (см.
табл. 3.3). Сорбцию пирена на пленки ДАЦ проводили, как описано
в п. 3.1.

На первом этапе установили, что в растворах с концентрацией пи-
рена 10−7 М флуоресцентный сигнал зонда мало отличается от фоно-
вых значений. В растворах с содержанием пирена 5 ·10−8 М флуорес-
центный сигнал отсутствует (рис. 4.2, кривая 3), однако сорбционное
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концентрирование пирена из данных растворов на матрицу ДАЦ при-
водит к появлению сигнала люминофора в фазе сорбента (кривая 1).
Следовательно, метод ТФЛ весьма перспективен для разработки мето-
дик определения малых концентраций (менее 10−7 М) пирена в водных
средах.

Рис. 4.2. Спектры флуоресценции: пирена,
сорбированного на матрицу ДАЦ из вод-
но-этанольного раствора с концентрацией

5 ·10−8 М (1), матрицы ДАЦ (2), пирена
в водно-этанольном растворе с концентра-

цией 5 · 10−8 М (3) и водно-этанольного
раствора (4); λвозб = 320 нм

Рис. 4.3. Спектры флуоресценции пирена
на матрице ДАЦ после сорбции из рас-

творов с концентрацией зонда 10−7 М с
содержанием 0.5% этанола (1), 0.5% этано-

ла и 1.4 · 10−3 М ТХ-100 (2), 1.4 · 10−3 М
ТХ-100 (3); λвозб = 320 нм

В п. 3.2 показано, что при-
менение мицеллярных растворов
ПАВ приводит к улучшению по-
казателей сорбции пирена (кон-
центрация зонда составляла 5 ·×
× 10−7 М) на пленку ДАЦ, что
позволяло контролировать про-
цесс сорбции вещества по изме-
нению интенсивности его флу-
оресценции в сорбате. В соот-
ветствии с задачей исследований
необходимо было оценить влия-
ние мицеллярной среды на ин-
тенсивность флуоресценции пи-
рена, сорбированного на плен-
ку ДАЦ, при его концентра-
ции в сорбате 10−7 М и ни-
же. На рис. 4.3 приведены спек-
тры ТФЛ пирена на пленке ДАЦ
после его сорбционного концен-
трирования из водно-этанольных
и водно-мицеллярных растворов
с содержанием вещества 10−7 М.
Видно, что интенсивность флу-
оресценции пирена в фазе ДАЦ
практически не зависит от при-
сутствия ПАВ в сорбате.

Полученные нами результа-
ты отличаются от данных, приве-
денных в работах [154, 168], где
показано, что при сорбции пире-
на из растворов с концентраци-
ей вещества 5 · 10−7–2 · 10−8 М
на целлюлозные матрицы наблю-
дается повышение сигнала ТФЛ
(приблизительно в 2 раза) при
переходе от водных растворов к мицеллярным. Авторами [169] прове-
дена оценка площади поверхности целлюлозы, покрытой ассоциатами
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ПАВ с пиреном, и поверхности, занятой мигрировавшими из мицелл
молекулами зонда. При концентрации пирена 10−3 М соотношение
площадей различалось в 3.3 раза, что свидетельствует о конкурен-
ции двух процессов сорбции: пирена в составе мицелл и молекуляр-
но растворенного пирена из водного раствора. Те же заключения мо-
гут быть сделаны на основании полученных нами СЭМ-фотографий
поверхности пленок ДАЦ после сорбции мицелл ПАВ с солюбили-
зированным пиреном (см. рис. 3.11), из которых видно, что только
часть поверхности матрицы занята конгломератами мицелл, бóльшая
часть – свободна. Поскольку пленка ДАЦ является более гидрофобной
и полярной, чем целлюлозная матрица (см. табл. 2.2), сродство пирена
к поверхности ДАЦ должно быть выше, чем к поверхности целлюло-
зы. Следовательно, сорбционное концентрирование пирена из водной
среды на ДАЦ будет более эффективным, чем на целлюлозе, а вли-
яние мицеллярных сред на этот процесс при низких концентрациях
пирена будет проявляться в меньшей степени. Кроме того, образование
конгломератов мицелл на поверхности пленки ДАЦ может приводить
к экранированию молекул пирена, находящихся в мицеллах, и сниже-
нию интенсивности сигнала ТФЛ, что и регистрируется нами экспе-
риментально. Таким образом, применение ПАВ для сорбции пирена
на ДАЦ при низком содержании вещества в водной среде, на наш
взгляд, нецелесообразно.

Сравнение динамических и статических условий сорбции пире-
на из водно-спиртовых сред на матрицу ДАЦ, варьирование времени
проведения сорбционного процесса выявили, что интенсивность ТФЛ
пирена на матрице ДАЦ возрастает при увеличении времени сорбции
вещества до 30 мин при проведении сорбции в динамическом режи-
ме. Предварительное кондиционирование сорбента в водно-этанольной
среде, по аналогии с ТФЭ, приводит к ухудшению результатов ТФЛ-
анализа.

4.1.2. Модификация матрицы диацетата целлюлозы

с использованием поверхностно-активного вещества

С целью увеличения чувствительности определения пирена мето-
дом ТФЛ нами проводилась модификация полимерной матрицы ДАЦ
в процессе ее изготовления с использованием ТХ-100 [259, 260]. Было
предположено, что ПАВ, введенное непосредственно в матрицу, будет,
с одной стороны, способствовать более эффективной сорбции пирена
из водных сред, с другой стороны – не создавать экранирующего эф-
фекта для люминесценции зонда. Пленочные образцы формовали, как
описано в п. 2.1.2, используя вместо воды водно-мицеллярные раство-
ры ТХ-100 разной концентрации: ККМ1, ККМ2, 50 ККМ2, 100 ККМ2

72



Глава 4. Применение матриц из диацетата целлюлозы

и 350 ККМ2. Сорбцию пирена на модифицированные пленки прово-
дили из водно-этанольной среды, концентрация зонда в растворе со-
ставляла 10−6 М.

Оказалось, что способность пирена к сорбции и ТФЛ на матрицах
ДАЦ зависит от содержания в них ПАВ (рис. 4.4). Наибольший сиг-
нал флуоресценции пирена в фазе сорбента получен при содержании
модификатора в формовочном растворе 0.26 мас.% (50 ККМ2). При
дальнейшем увеличении концентрации ТХ-100 в матрице интенсив-
ность флуоресценции зонда и, соответственно, сорбционная способ-
ность пленки ДАЦ резко уменьшаются.

Рис. 4.4. Влияние содержания ТХ-100 в формовочном растворе на ин-
тенсивность ТФЛ пирена на пленке ДАЦ; в качестве сорбата ис-

пользовали водно-этанольные растворы пирена концентрации 10−6 М,
λвозб = 320 нм, λфл = 394 нм

Для выяснения чувствительности ТФЛ определения пирена про-
ведена сорбция вещества из его 10−6–10−9 М водно-этанольных рас-
творов на пленки ДАЦ, в том числе модифицированные ПАВ (с до-
бавкой 0.26 мас.% ТХ-100), и сняты спектры ТФЛ пирена на матрицах.
Значения интенсивности ТФЛ пирена на матрицах ДАЦ приведены
в табл. 4.1. Можно констатировать, что модификация пленки ДАЦ
введением в ее состав ТХ-100 позволяет увеличить интенсивность сиг-
нала флуоресценции и снизить предел обнаружения пирена методом
ТФЛ до концентрации 10−9 М.

Таким образом, применение ТХ-100 в качестве модификатора пле-
нок ДАЦ позволяет получить более интенсивный сигнал ТФЛ пирена
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Таблица 4.1

Значения интенсивности ТФЛ пирена, сорбированного на матрицы ДАЦ
из водно-этанольных сред с различной концентрацией люминесцентного зонда

Концентрация пирена
в сорбате, М

Iфл пирена в твердой фазе сорбента,

λвозб = 320 нм, λфл. = 394 нм

Пленка ДАЦ Пленка ДАЦ,
модифицированная ТХ-100

10−6 122 ± 5 270 ± 7

10−7 38 ± 3 100 ± 5

10−8 5 ± 1 44 ± 3

10−9 – 21 ± 3

в сорбированном состоянии и существенно увеличить чувствитель-
ность метода.

4.1.3. Исследование влияния растворителя на сорбцию

и твердофазную люминесценцию пирена

Известно, что природа растворителя в значительной степени ока-
зывает влияние как на процессы сорбции [155, 197, 261], так и на
интенсивность люминесценции [166, 197, 262–265] большинства ве-
ществ. Поэтому нами исследовалось [266, 267] влияние природы рас-
творителя пирена на его сорбцию и твердофазную люминесценцию
на матрице ДАЦ.

В данных экспериментах использовали растворы пирена в водно-
органических средах с концентрацией вещества 10−6, 10−7 и 10−8 М.
В качестве второго компонента растворяющей среды выбраны такие
растворители, как ацетонитрил, этанол, диметилсульфоксид (ДМСО)
и диоксан. Выбор данных органических жидкостей обусловлен рас-
творимостью в них пирена и других ПАУ, а также их высокой раство-
римостью в воде. Физико-химические свойства и токсичность данных
жидкостей приведены в табл. 4.2 [197, 268]. Исходные растворы гото-
вили растворением пирена в соответствующем растворителе, рабочие
растворы получали последовательным разведением водой исходных
растворов. Концентрация растворителя в наиболее концентрированном
водном растворе пирена составила 0.2 об.%.

На диаграмме рис. 4.5 приведен сравнительный анализ интенсив-
ности ТФЛ пирена на пленке ДАЦ после сорбции из водно-органичес-
ких растворов. Как видно, при концентрации пирена 10−8 М добавки
органического растворителя и его природа слабо влияют на интенсив-
ность ТФЛ вещества. При бóльшей концентрации пирена наблюдаются
существенные отличия интенсивности ТФЛ в зависимости от природы
используемого растворителя. При концентрации пирена 10−7 М наи-
больший сигнал флуоресценции зафиксирован в случае применения
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для растворения зонда смеси вода–ДМСО, при 10−6 М – водно-эта-

нольной среды.

Из полученных данных следует, что высокая интенсивность флу-

оресценции пирена на пленке ДАЦ реализуется при использовании

для растворения люминофора таких органических растворителей, как

Таблица 4.2

Физико-химические свойства и токсичность используемых растворителей

Растворитель ММ,
г/моль

Tкип,
◦C

ρ*,

г/см3

εr* µ ·×
×1030*,
Кл·м

EN
T * β∗ α∗ ЛД50,

мг/кг
[268]

Вода 18 100.0 1.0000 78.30 5.9 1.000 – 1.17 –

Этанол 46 78.3 0.7893 24.55 5.8 0.654 – 0.83 10300

Ацетонитрил 41 81.6 0.7875 35.94 11.8 0.460 0.31 – 2460

ДМСО 78 189.0 1.1004 46.46 13.5 0.444 0.76 – 20000

Диоксан 88 101.3 1.0330 2.21 1.5 0.164 0.37 – 5170

Примечание. *Значения физико-химических параметров приведены по данным [197]:
ρ – плотность, εr – диэлектрическая проницаемость, µ – дипольный момент, EN

T –
эмпирический параметр полярности растворителя, β и α – сольватохромные параметры
Камлета – Тафта (β – параметр основности растворителя как донора водородной связи,
α – параметр кислотности растворителя как акцептора водородной связи).

Рис. 4.5. Влияние органического растворителя на интенсивность ТФЛ
пирена на матрице ДАЦ при его сорбции из водных сред, содержащих
ацетонитрил, этанол, диметилсульфоксид и диоксан; в качестве сорба-

та использовали растворы пирена концентрации10−6, 10−7 и 10−8 М
в водно-органической смеси; λвозб = 320 нм, λфл = 394 нм
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ДМСО и этанол. Использование этих растворителей в аналитической
практике более предпочтительно и вследствие их наименьшей токсич-
ности (см. табл. 4.2).

Далее проведена оценка влияния концентрации ДМСО и этанола
в водно-органическом сорбате на интенсивность ТФЛ пирена на мат-
рице. В данных экспериментах использовали 10−7 М растворы пирена,
зонд сорбировали на пленки ДАЦ и снимали спектры флуоресценции
вещества в твердой фазе матрицы. Установлено, что наиболее высо-
кие значения интенсивности ТФЛ пирена реализуются при содержании
в сорбате 1.2 – 4.2 об.% органического растворителя (табл. 4.3). При
этом интенсивность сигнала ТФЛ пирена, сорбированного из водной
среды с добавкой ДМСО, в среднем в 1.7 раз выше по сравнению
с добавкой этанола.

Таблица 4.3

Значения интенсивности ТФЛ пирена, сорбированного на матрицы ДАЦ из водно-
органических сред с различной концентрацией растворителя

Концентрация
растворителя в водно-

органической среде
(сорбате), об.%

Iфл пирена в твердой фазе матрицы после сорбции из

водно-органического сорбата, λвозб = 320 нм,
λфл = 394 нм

Вода + этанол Вода + ДМСО

0.2 72 ± 4 80 ± 5

1.2 121 ± 5 204 ± 7

2.2 109 ± 6 195 ± 6

4.2 114 ± 5 188 ± 6

6.2 104 ± 4 150 ± 7

10.0 92 ± 3 132 ± 5

15.0 87 ± 5 126 ± 5

20.0 83 ± 6 98 ± 6

Вероятно, процессы сольватации пирена в бинарной среде во-
да–ДМСО приводят к более эффективному концентрированию зонда
на гидрофобной полярной матрице ДАЦ. Анализ физико-химических
свойств данного растворителя (см. табл. 4.2) показывает, что ДМСО
по сравнению с этанолом обладает более высокой диэлектрической
проницаемостью и дипольным моментом. Вместе с тем, судя по эмпи-
рическому параметру EN

T , полярность ДМСО гораздо ниже, чем у эта-
нола. Кроме того, он является акцептором водородной связи (β = 0.73),
а этиловый спирт – донором (α= 0.86), т. е. протонным растворителем.
Известно, что при использовании бинарной растворяющей смеси про-
исходит избирательная сольватация вещества – образование сольват-
ной оболочки около молекулы растворенного компонента происходит
за счет молекул предпочтительного растворителя [197]. Пирен – гидро-
фобное, неполярное соединение, планарное, с распределенной по всей
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молекуле электронной плотностью [245]. В водной среде ДМСО бла-
годаря своему химическому строению и указанным физико-химиче-
ским свойствам (εr, µ) является более эффективным сольватирующим
агентом пирена, чем этанол. В водном растворе сольватная оболочка
из молекул ДМСО имеет свою микрополярность, которая, вероятно,
и влияет на сорбционные процессы. Возможно также, что способность
ДМСО быть акцептором водородной связи (за счет группы –S=O)
определяет эффективность концентрирования пирена на поверхности
матрицы ДАЦ, содержащей свободные гидроксильные группы – доно-
ры водородной связи. Объяснение обнаруженного явления, конечно же,
требует дополнительных исследований. Необходимо также отметить,
что увеличение содержания ДМСО в водной среде более 20 об.% при-
водит к изменению свойств пленки ДАЦ, что негативно сказывается
на результатах ТФЛ-анализа.

Таким образом, небольшие добавки ДМСО способствуют наибо-
лее эффективной сорбции пирена из водной среды на пленку ДАЦ
с целью определения данного зонда по ТФЛ-сигналу. Оптималь-
ный концентрационный диапазон ДМСО в водной среде составляет
1.2–4.2 об.%.

4.1.4. Определение пирена в модельных водных растворах

методом твердофазной люминесценции

Для определения возможности количественного анализа пирена
в водных средах была проанализирована интенсивность флуоресцен-
ции пирена в фазе сорбента в зависимости от его концентрации в вод-
ных растворах, содержащих 1.2 об.% ДМСО в качестве растворяющей
ПАУ добавки. Диапазон концентрации пирена был расширен до 10−8–
10−13 М. Динамическую сорбцию пирена из растворов на матрицы
ДАЦ проводили пропусканием 10 мл раствора зонда через сорбци-
онную колонку со скоростью 1 капля/с. Каждый раствор пропускали
через сорбент не менее пяти раз. Пленки с сорбированным пиреном
высушивали при комнатной температуре до постоянной массы, после
чего снимали спектры ТФЛ в диапазоне λ = 350–450 нм при λвозб =
= 320 нм. Зависимость Iфл = f (–lgC) строили по значениям интенсив-
ности пятой полосы спектра флуоресценции пирена при λфл = 394 нм
(см. рис. 4.1, б).

Установлено, что в диапазоне концентрации пирена 10−8–10−10 М
зависимость Iфл = f (– lgC) имеет практически прямолинейный ха-
рактер (рис. 4.6). При снижении концентрации пирена в сорбате
до 10−13 М интенсивность ТФЛ-сигнала имеет очень низкие значения
и мало изменяется. При дальнейшем снижении концентрации пире-
на сигнал на матрице не обнаружен. Таким образом, предел обнару-

77



Полисахаридные матрицы в люминесцентном анализе экотоксикантов

жения пирена в принятых условиях эксперимента составил 10−13 М
(2 · 10−11 г/л).

При построении градуировочного графика (зависимости Iфл =
= f (–lgC)) молярную концентрацию пирена переводили в массовую –
традиционно используемую в гостированных методиках анализа ПАУ.
Из рис. 4.7 видно, что пропорциональность между интенсивностью
ТФЛ пирена в бинарной смеси вода–ДМСО и его содержанием в сор-
бате (логарифмическая шкала) наблюдается в диапазоне концентрации
2·10−6 – 2·10−8 г/л (10−8–10−10 М). Данные статистической обработки
результатов эксперимента представлены в табл. 4.4.

Рис. 4.6. Концентрационная зависимость интенсивности ТФЛ пире-
на на матрицах ДАЦ в полулогарифмических координатах; в каче-
стве сорбата использовали растворы пирена в бинарном растворите-
ле вода–диметилсульфоксид (1.2 об.%); значения Iфл определены при

λвозб = 320 нм, λфл = 394 нм

Таким образом, нами построена зависимость сигнала ТФЛ
от концентрации пирена в сорбате. Зависимость Iфл = f (–lgC) имеет

линейный характер в диапазоне концентрации пирена 2·10−6 – 2·×
×10−8 г/л. Чувствительность детекции вещества зафиксирована
на уровне 2 ·10−11 г/л, что ниже ПДК наиболее токсичного ПАУ – бен-
зо(а)пирена в питьевой воде. Можно констатировать, что применение
разработанных нами матриц ДАЦ и условий ТФЛ-анализа позволяет
определять следовые количества ПАУ в объектах окружающей среды.

Поскольку пирен является аналогом бензо[а]пирена, данный спо-
соб анализа может быть предложен для проведения скрининга водных
проб на содержание токсиканта с последующим его количественным
определением в положительных пробах с помощью общепринятых ме-
тодик ВЭЖХ или ГХ-МС. Таким способом можно упростить и зна-
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Рис. 4.7. Градуировочная зависимость интенсивности ТФЛ пире-
на от логарифма его концентрации в бинарном растворителе во-
да–диметилсульфоксид (1.2 об.%); значения Iфл определены при

λвозб = 320 нм, λфл = 394 нм

Таблица 4.4

Данные статистической обработки концентрационной зависимости интенсивности ТФЛ
пирена на матрицах ДАЦ (см. рис. 4.7)

Концентрация пирена Статистические параметры*

C, мг/мл
–lgC,

[мг/мл] X(Iфл) σ N d р

2·10−6 5.7 17.47 2.12 10 1.31 0.05

10−6 6.0 13.37 1.97 10 1.22 0.05

2·10−7 6.7 8.87 1.87 10 1.15 0.05

10−7 7.0 7.17 1.51 10 0.93 0.05

2·10−8 7.7 5.02 1.43 10 0.89 0.05

Примечание. *X – среднее арифметическое, σ – стандартное отклонение, N – объем
выборки, d – доверительный интервал, р – критический уровень значимости.

чительно удешевить рутинные процедуры, принятые в экологическом
мониторинге.

4.2. Спектрально-кинетические характеристики
полиароматических углеводородов, сорбированных
на матрицы диацетата целлюлозы в индивидуальном

состоянии и в смеси

В списке ПАУ, подлежащих обязательному контролю, утвержден-
ном Агентством по охране окружающей среды США, находятся 16 со-
единений (см. табл. 1.1). Включение в данный список соединений,
не обладающих канцерогенной и мутагенной активностью, обусловле-
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но их доминирующим содержанием в выбросах ряда технологических
процессов и, следовательно, возможностью установления источника
загрязнения при их определении в исследуемых объектах. Так, пирен
и флуорантен не обладают канцерогенной активностью, но относятся
к основным компонентам (фракции ПАУ) продуктов пиролиза орга-
нического топлива.

В России в объектах окружающей среды и продуктах питания
контролируют содержание бензо(а)пирена. Из всех ПАУ он обладает
наиболее выраженными канцерогенными и мутагенными свойствами.
Данные о его наличии характеризуют уровень токсичности объекта,
однако не позволяют однозначно судить об источнике загрязнения, по-
скольку бензо(а)пирен присутствует в продуктах горения самых раз-
ных материалов.

Нами исследована возможность определения различных ПАУ (пе-
речень приведен в табл. 4.5) по их ТФЛ на поверхности матрицы
ДАЦ [269–271]. В экспериментах использовали растворы ПАУ в ди-
хлорметане с концентрацией 1.0 – 10.0 г/л (стандартные образцы ПАУ,
«Sigma», США). Рабочие растворы с концентрацией 10−6, 5·10−5, 10−5,
5·10−4 и 10−4 г/л готовили последовательным разбавлением стандарт-
ных растворов этиловым спиртом до достижения концентрации 10−2–
10−3 г/л, далее – последовательным разбавлением водой, учитывая
растворимость ПАУ в воде. Сорбцию веществ из водных растворов
на матрицы ДАЦ проводили в динамическом режиме (см. п. 3.1).

Спектр флуоресценции вещества регистрировали, используя для
каждого ПАУ характеристическую λвозб. Интенсивность флуоресцен-
ции ПАУ в водной среде и в твердой фазе ДАЦ в зависимости от кон-
центрации вещества в сорбате определяли при характеристической λфл

(см. табл. 4.5).
Установлено, что в условиях динамической сорбции ПАУ на мат-

рицы ДАЦ из водно-этанольных растворов интенсивность ТФЛ сигна-
ла 13 соединений оказалась гораздо выше, чем интенсивность их флуо-
ресценции в водной среде. Из данных табл. 4.5 видно, что чувствитель-
ность определения ПАУ с тремя циклами в водной среде методом ТФЛ
ограничена концентрацией порядка 10−4 г/л. Большинство ПАУ с че-
тырьмя циклами определяются методом ТФЛ в концентрациях 10−4–
10−5 г/л, отдельные представители (в частности, пирен) – во всем диа-
пазоне исследуемых концентраций (10−4–10−6 г/л). Исключение из пе-
речня исследованных ПАУ составляет хризен, для которого ТФЛ сиг-
нал не получен. Большинство ПАУ с пятью циклами определяются ме-
тодом ТФЛ в водной среде в концентрациях порядка 10−4 г/л, отдель-
ные представители (бензо(к)флуорантен и бензо(а)пирен) – во всем
диапазоне исследуемых концентраций (10−4–10−6 г/л). Наименьшую
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Таблица 4.5

Спектральные характеристики люминесценции ПАУ, значения интенсивности
их флуоресценции в водной среде и на матрице ДАЦ

№
Соединение

(ПАУ)
λвозб,

нм
λфл,
нм

Диапазон
λфл, нм

Iфл ПАУ
В водном
растворе

На матрице
ДАЦ

Концентрация ПАУ, г/л

10−4 10−5 10−6 10−4 10−5 10−6

Трициклические ПАУ

1 Фенантрен 248 366 310–410 8.8 – – 17.1 – –

2 Флуорен 261 308 280–380 17.2 – – 13.8 – –

3 Антрацен 343 402 360–450 – – – 3.5 – –

4 Аценафтен 290 324 305–395 2.2 – – 2.2 – –

5 Аценафтилен 292 324 310–400 – – – – – –

Тетрациклические ПАУ

6 Пирен 320 394 350–420 2.4 0.6 – 19.9 3.9 1.4

7 Флуорантен 287 460 390–550 1.8 0.4 – 23.3 1.5 –

8
Бензо(a)антра-

цен
288 390 360–480 Не

рас-
тв.

1.5 – 11.9 3.5 –

9 Хризен 264 368 340–470 1.3 – – – – –

Пентациклические ПАУ

10 Бензо(a)пирен 296 408 380–480 7.2 0.9 – 52.3 5.1 1.1

11
Бензо(k)флу-

орантен
308 414 380–500 Не

рас-
тв.

0.5 – 7.0 2.7 0.4

12
Бензо(b)флу-

орантен
300 436 370–570 1.5 – – 11.1 – –

13 Бензо(е)пирен 290 401 350–500 1.1 – – 18.6 – –

14 Перилен 249 443 415–475 0.6 – – 7.8 – –

15
Дибензо(a,h)ан-

трацен
299 398 370–490 1.0 – – 4.5 – –

Гексациклические ПАУ

16
Бензо(g,h,i)пе-

рилен
300 410 380–500 0.7 – – 4.0 – –

17
Индено(1,2,3-

c,d)пирен
300 506 440–560 – – – – – –

Примечание. Прочерк означает отсутствие значимого отличия сигнала от фона.

сорбционную способность проявляют ПАУ с шестью циклами: ин-

тенсивность ТФЛ незначительна даже при наибольшей концентрации

из исследуемого диапазона – 10−4 г/л.

Таким образом, ПАУ с 3, 4 и 5 циклами хорошо определяются

при концентрациях 10−4 г/л и выше, при более низких концентрациях

(10−5–10−6 г/л) – лишь некоторые представители ПАУ с 4 и 5 циклами.

Возможно, различия в чувствительности ТФЛ-определения ПАУ обу-
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словлены различной способностью веществ к сорбции на поверхности
матрицы ДАЦ. Наилучшая способность к сорбции на пленке ДАЦ и к
ТФЛ зафиксирована для пирена и бензо(а)пирена. Важно отметить, что
условия сорбции нами не оптимизировались, поскольку задачей срав-
нительного эксперимента было оценить принципиальную возможность
получения ТФЛ-сигнала ПАУ на матрице ДАЦ.

Особое внимание было уделено определению индикаторных ПАУ.
Известно, что для выявления источников загрязнения используют со-
отношение изомеров ПАУ с различной термодинамической устойчиво-
стью из числа 16 наиболее токсичных представителей [272]. На антро-
погенное происхождение ПАУ указывает увеличение доли термоди-
намически менее стабильных изомеров. Предложены коэффициенты
соотношения техногенных (результат процессов горения, в том чис-
ле бытовых отходов) и природных (не связано с горением, например
нефтяное загрязнение) изомеров ПАУ [273]. Так, отношение антрацена
к сумме антрацена и фенантрена (An/An+Ph) более 0.5 свидетельствует
о процессах горения как источнике этих изомеров. Соотношение флу-
орантен/флуорантен+пирен (Fl/Fl+Py) более 0.5 отражает горение угля,
древесины, бензина. Соотношение изомеров бензо(а)антрацена и хри-
зена (BaA/BaA+Cr) более 0.4 также служит индикатором процессов
горения органического топлива [274, 275]. В работе [276] соотноше-
ния изомеров ПАУ использованы для оценки источников загрязнения
почвы вблизи железной дороги, по низким значениям коэффициента
An/An+Ph определены участки, загрязненные нефтепродуктами. Для
установления концентрации компонентов таких смесей при их сов-
местном присутствии успешно применяются хемометрические алго-
ритмы MILCA, SNICA, ALS и др. [277, 278].

В спектре антрацена (рис. 4.8, а), снятого в растворе вещества
с концентрацией 5 · 10−4 г/л, нет выраженных пиков флуоресценции.
При сорбции антрацена из растворов с концентрацией 5 · 10−5 – 5 ·×
× 10−4 г/л обнаружен заметный ТФЛ-сигнал вещества в фазе сорбен-
та. Причем интенсивность данного сигнала уменьшается прямо про-
порционально содержанию ПАУ, что свидетельствует о возможности
количественного определения антрацена данным способом.

Фенантрен (см. рис. 4.8, б) определяется в том же диапазоне кон-
центраций, что и антрацен. Несмотря на различия в длинах волн воз-
буждения и испускания фенантрена и антрацена, спектры ТФЛ этих ве-
ществ перекрываются незначительно – в диапазоне λфл = 380–400 нм.
Два характеристических пика у каждого соединения не совпадают
и не перекрываются. Это делает возможным идентификацию антраце-
на и фенантрена при совместном присутствии. Определяемый диапа-
зон концентраций соединений позволяет рассчитывать широкий спектр
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а б

Рис. 4.8. Спектры флуоресценции: а – антрацена, сорбированного на матрицу ДАЦ

из растворов с концентрацией 5·10−4 (1), 10−4 (2) и 5·10−5 г/л (3), пленки ДАЦ (4),

а также антрацена в водно-спиртовом растворе концентрации 5·10−4 г/л (5), λвозб =
= 343 нм; б – фенантрена, сорбированного на матрицу ДАЦ из растворов с концентра-

цией 10−4 (1), 10−5 (2) и 10−6 г/л (3), пленки ДАЦ (4), а также фенантрена в водно-

спиртовом растворе концентрации 10−4 (5) и 10−5 г/л (6), λвозб = 248 нм

значений коэффициента An/An+Ph и, как следствие, идентифицировать
источник эмиссии ПАУ.

При рассмотрении спектров флуоресценции индикаторной пары
Py–Fl установлено, что ТФЛ-сигнал пирена (рис. 4.9, а) не является са-
мым высоким по относительной шкале люминесценции по сравнению
с другими ПАУ. Тем не менее диапазон определяемых концентраций
пирена шире (охватывает 2 порядка от 10−6 до 10−4 г/л), а предел обна-
ружения ниже (достигает 10−6 г/л). Флуорантен (см. рис. 4.9, б) можно
определять методом ТФЛ при его содержании в сорбате в диапазоне
5·10−5–10−3 г/л. При концентрации 10−5 г/л ТФЛ сигнал флуорантена
не отличим на фоне, создаваемом матрицей, т. е. определению этого
ПАУ мешает пик матрицы ДАЦ при 460 нм. Спектры ТФЛ этой ин-
дикаторной пары перекрываются незначительно, характеристические
пики не совпадают и не перекрываются, что делает возможным иден-
тификацию этих веществ при их совместном присутствии. Поскольку
величина коэффициента Fl/Fl+Py зависит от содержания пирена, воз-
можность его определения в широком диапазоне концентраций позво-
ляет считать метод ТФЛ применимым для оценки источника эмиссии
ПАУ.

При рассмотрении спектров флуоресценции индикаторной па-
ры бензо(а)антрацен–хризен (BaA–Cr) выявлено, что высокий сигнал
ТФЛ после сорбции ПАУ из раствора наблюдается только у бен-
зо(а)антрацена (рис. 4.10, а). Хризен в растворах с концентрациями
10−4–10−6 г/л и на матрице ДАЦ не проявлял выраженного сигнала
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а б

Рис. 4.9. Спектры флуоресценции: а – пирена, сорбированного на матрицу ДАЦ из рас-

творов с концентрацией 10−4 (1), 10−5 (2) и 10−6 г/л (3), пленки ДАЦ (4), а также пи-

рена в водно-спиртовом растворе концентрации 10−4 (5) и 10−5 г/л (6), λвозб = 320 нм;

б – флуорантена, сорбированного на матрицу ДАЦ из растворов с концентрацией 10−3

(1), 10−4 (2) и 10−5 г/л (3), пленки ДАЦ (4), а также флуорантена в водно-спиртовом

растворе концентрации 10−3 (5) и 10−4 г/л (6), λвозб = 261 нм

флуоресценции (рис. 4.10, б). Возможно, хризен плохо сорбируется

на поверхности матрицы. Таким образом, расчет индикаторного ко-

эффициента для данной пары изомеров невозможен.

а б

Рис. 4.10. Спектры флуоресценции: а – бензо(а)антрацена, сорбированного на матри-

цу ДАЦ из растворов с концентрацией 10−4 (1), 10−5 (2) и 10−6 г/л (3), пленки

ДАЦ (4), а также бензо(а)антрацена в водно-спиртовом растворе концентрации 10−4

(5) и 10−5 г/л (6), λвозб = 288 нм; б – хризена, сорбированного на матрицу ДАЦ

из растворов с концентрацией 10−4 (1) и 10−5 г/л (2), пленки ДАЦ (3), а такж хризена

в водно-спиртовом растворе концентрации 10−4 (4) и 10−5 г/л (5), λвозб = 264 нм
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С целью определения возможности применения ТФЛ-анализа для

контроля источников эмиссии ПАУ нами исследованы спектры флуо-

ресценции индикаторных пар антрацен–фенантрен, пирен–флуорантен

при совместном присутствии изомеров в аналите.

На рис. 4.11, а представлены спектры флуоресценции смеси ан-

трацен–фенантрен в твердой фазе ДАЦ в зависимости от длины волны

возбуждения.

а

б

Рис. 4.11. Спектры флуоресценции антрацена и фенантрена (a), пирена и флуорантена
(б), сорбированных на матрицы ДАЦ из водно-этанольных растворов соответствующих

смесей, в зависимости от длины волны возбуждения
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При λвозб = 248 нм зафиксированы по три характеристических
пика с максимальными значениями интенсивности флуоресценции для
обоих соединений. В диапазоне λвозб = 363–393 нм пики соединений
перекрываются. При λвозб = 261 нм заметны только пики фенантре-
на, при 343 нм фенантрен не проявляет флуоресцентного сигнала,
проявляются только пики антрацена, но их интенсивность гораздо
меньше, чем при λвозб = 248 нм. Таким образом, варьирование дли-
ны волны возбуждения позволяет идентифицировать ПАУ при их сов-
местном присутствии. Определяемый диапазон концентраций соедине-
ний позволяет рассчитывать широкий спектр значений коэффициента
An/An+Ph и, как следствие, определять источник эмиссии ПАУ.

При рассмотрении спектров флуоресценции индикаторной пары
пирен–флуорантен (см. рис. 4.11, б) установлено, что спектры ТФЛ
перекрываются незначительно, характеристические пики не совпада-
ют и не перекрываются, что делает возможным идентификацию этих
веществ при совместном присутствии. При λвозб = 290 нм проявляет-
ся пик флуорантена, интенсивность флуоресценции пирена при этом
незначительна, при λвозб = 320 нм максимум люминесценции наблю-
дается у пирена. Поскольку величина коэффициента Fl/Fl+Py зависит

Рис. 4.12. Спектры флуоресценции бен-
зо(а)пирена, сорбированного на матрицу

ДАЦ из растворов с концентрацией 10−4

(1), 10−5 (2) и 10−6 г/л (3), пленки ДАЦ (4),
а также бензо(а)пирена в водно-спиртовом

растворе концентрации 10−4 (5) и 10−5 г/л
(6), λвозб = 296 нм

от содержания пирена, возмож-
ность его определения в ши-
роком диапазоне концентраций
позволяет считать метод ТФЛ
применимым для оценки источ-
ника эмиссии ПАУ.

Исследования ТФЛ бен-
зо(а)пирена (см. табл. 4.5) выяви-
ли наиболее интенсивный сигнал
его люминесценции в твердой
фазе ДАЦ среди тестированных
ПАУ (рис. 4.12). Определение
бензо(а)пирена как индивиду-
ального соединения актуально
для проведения санитарно-гиги-
енических исследований в РФ.
Важно, что в течение 2 месяцев
интенсивность сигнала вещества
на матрице остается на преж-

нем уровне, что удобно для сохранения результатов определения,
например, с целью последующей их проверки.

Таким образом, полученные спектральные характеристики ПАУ
позволяют полагать, что с помощью метода ТФЛ можно обнаружи-
вать пары индикаторных изомеров ПАУ, рассчитывать коэффициенты
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An/An+Ph и Fl/Fl+Py, а также определять бензо(а)пирен, подлежащий
гигиеническому нормированию в РФ. На основании полученных ре-
зультатов может быть разработан экспресс-метод определения источ-
ника поступления ПАУ в объекты окружающей среды.

4.3. Технологическая схема получения и применения
тест-систем на основе матриц диацетата целлюлозы

По результатам исследований нами предложена принципиальная
технологическая схема получения и применения тест-систем на осно-
ве ДАЦ-матриц для анализа ПАУ в подготовленных водных средах
(рис. 4.13).

Рис. 4.13. Технологическая схема получения и применения тест-систем на основе
пленки ДАЦ для определения ПАУ в водных средах: 1 – порошок ДАЦ, 2 – дозатор
полимера, 3 – дозатор воды, 4 – дозатор ацетона, 5 – смеситель, 6 – подложка для
формования пленки ДАЦ, 7 – нарезка пленки ДАЦ на образцы, 8 – анализируемый
раствор с ПАУ, 9 – сорбционная колонка с образцом пленки ДАЦ, 10 – люминес-
центный спектрометр, 11 – вывод спектров флуоресценции на дисплей компьютера

Ниже приведены основные стадии приготовления матриц ДАЦ,
их использования для сорбции ПАУ из водной среды и ТФЛ образцов
ПАУ на матрице:

– растворение порошка ДАЦ в ацетоно-водной смеси,
– формование пленочной матрицы поливом полученного раствора

на стеклянную подложку,
– нарезка пленки ДАЦ на образцы размером 1 × 1 см,
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– подготовка анализируемого раствора ПАУ,
– динамическая сорбция аналита на ДАЦ-матрицу в сорбционной

колонке,
– помещение матрицы в держатель для твердых образцов,
– получение спектров флуоресценции ПАУ в матрице сорбента

на люминесцентном спектрометре,
– определение количественных характеристик (интенсивности флу-

оресценции, индекса полярности, степени извлечения ПАУ и др.).
Разработанный нами способ определения ПАУ обладает повы-

шенной чувствительностью и информативностью, поскольку позволяет
предварительно концентрировать анализируемые вещества на сорбен-
те, упростить пробоподготовку и проводить анализ непосредственно
в фазе сорбента. Он применим для анализа как водных сред, так
и других объектов окружающей среды, например, почвы, иловых осад-
ков, а также продуктов питания, жиров. Анализ любого объекта (кро-
ме водного) требует предварительной экстракции ПАУ растворите-
лем (например, ДМСО) с последующим приготовлением водной среды
для проведения сорбции. Для оптимизации условий пробоподготовки
в каждом конкретном случае необходимы дополнительные исследова-
ния.



ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенные исследования показали, что полисахариды диацетат
целлюлозы и хитозан могут быть использованы при разработке сорб-
ционных матриц для люминесцентного анализа полиароматических и
гетероциклических соединений. В зависимости от способа формования
материалы из диацетата целлюлозы и хитозана можно получать в раз-
ных морфологических формах: в виде пленки или волокна. Использо-
вание хитозана позволяет варьировать и химической формой (солевая,
основная) полимера в матрице. Это создает широкие возможности ре-
гулирования свойств полимерного сорбента и его избирательности по
отношению к анализируемому веществу.

Анализ физико-химических свойств растворов данных поли-
сахаридов, а также морфологических особенностей, поверхностно-
энергетических характеристик, сорбционных и физико-механических
свойств получаемых на их основе материалов позволил выявить опти-
мизированные условия формирования матриц с высокой сорбционной
способностью по отношению к органическим флуорофорам.

Установлено, что волокнистые матрицы из хитозана проявляют
высокую сорбционную способность по отношению к гидрофильным
красителям ряда ксантена. Необходимо отметить, что в последние годы
пленки хитозана находят широкое применение при создании люми-
несцентных биосенсоров и хемосенсоров для иммобилизации фермен-
тов, красителей, соединений металлов и др. С целью сорбционного
концентрирования аналитов с последующим применением в качестве
платформ ТФЛ сорбенты из хитозана применялись нами впервые.

Пленочные матрицы из диацетата целлюлозы весьма эффективны
в определении следовых количеств экотоксикантов ПАУ. Совокупность
свойств матриц – непрозрачность, гладкая поверхность, мелкопористая
структура (0.2± 0.1 отн. ед.), размер пор 100–500 нм, потенциал по-
верхности ξ = −32.0 ± 2.0 мВ – обусловливают высокие показатели
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сорбции и люминесценции ПАУ в твердой фазе сорбента. При этом
степень извлечения флуорофора существенно выше по сравнению с
традиционными сорбентами, в частности целлюлозной матрицей. Это
также отражает новизну полученных результатов, поскольку инфор-
мация о применении диацетата целлюлозы для аналогичных целей в
доступных информационных источниках нами не обнаружена.

Оказалось, что добавление в анализируемый раствор ПАУ (сор-
бат) небольших количеств диметилсульфоксида или ПАВ, а также
введение последнего в структуру твердофазной пленочной матрицы
позволяет значимо повысить эффективность сорбции вещества и ин-
тенсивность его флуоресценции в фазе сорбента. Проведенные экспе-
рименты легли в основу разработки способа количественного опреде-
ления ПАУ в водных средах методом ТФЛ на пленочных матрицах
из диацетата целлюлозы. На примере пирена показана возможность
достоверного определения вещества на твердофазной матрице в ин-
тервале концентраций люминофора в сорбате 2·10−6 – 2·10−8 г/л. При
этом чувствительность детекции флуорофора зафиксирована на уровне
2·10−11 г/л, что соответствует ПДК наиболее токсичного ПАУ – бен-
зо(а)пирена.

Протестирована возможность применения пленочных матриц из
диацетата целлюлозы для определения 17 различных ПАУ, содержание
которых нормируется международными экологическими организация-
ми. Для 12 представителей группы ПАУ установлено существенное
повышение сигнала флуоресценции на матрице по сравнению с вод-
ными растворами. Наиболее высокая чувствительность определения
зафиксирована для пирена и бензо(а)пирена. Установлено, что варьи-
рование длины волны возбуждения при снятии спектров твердофазной
флуоресценции позволяет идентифицировать индикаторные пары изо-
меров ПАУ (антрацен–фенантрен, пирен–флуорантен) в аналите при их
совместном присутствии, что важно для контроля источников эмиссии
ПАУ.

Полученные результаты свидетельствуют о перспективности ис-
пользования сорбентов из диацетата целлюлозы для мониторинга ПАУ
в объектах окружающей среды. Разработанные полисахаридные матри-
цы отличаются сравнительно низкой стоимостью, возможностью вос-
производства сырья и биодеградации отходов, что немаловажно для их
использования в тест-системах и экспрессных методах анализа.

Что касается направлений дальнейших исследований, то, на наш
взгляд, перспективным является разработка на основе хитозана и ди-
ацетата целлюлозы энантиоселективных сорбционных элементов и
сенсоров. Известно, что наличие в макромолекулах этих полисаха-
ридов асимметрично замещенных атомов углерода (хиральных цен-
тров) приводит к возникновению оптической активности звена и, как
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Заключение

следствие, макроцепи в целом. Кроме молекулярной гомохиральности
полисахариды в твердофазном состоянии (пленки, мембраны, волокна
и др.) могут проявлять структурную хиральность. Все это открывает
широкие возможности для формирования на их основе материалов с
заданной стереоструктурой и управляемыми сайтами специфических
взаимодействий. Мы полагаем, что хиральные матрицы, подобно био-
макромолекулам, будут избирательно взаимодействовать с малыми ор-
ганическими молекулами и с биообъектами молекулярного и субмоле-
кулярного уровней организации. В этой связи полисахаридные матри-
цы заданной хиральности могут найти применение в медицине, фарма-
цевтике при создании принципиально новых диагностических систем
с высокой чувствительностью и избирательностью.
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