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Использованные в работе сокращения 

Ионные жидкости (ИЖ) 

[BMIm][Cl] — 1-бутил-3-метилимидазолия хлорид  

[BMIm][Br] —1-бутил-3-метилимидазолия бромид  

[BMIm][BF4] — 1-бутил-3-метилимидазолия тетрафторборат 

[BMIm][PF6] — 1-бутил-3-метилимидазолия гексафторфосфат  

[BMIm][Tos] — 1-бутил-3-метилимидазолия тозилат 

[BMIm][Tf2N] — 1-бутил-3-метилимидазолия бис-(трифторметансульфонил)-имид 

[EMIm][BF4] — 1-этил-3-метилимидазолия тетрафторборат 

[EMIm][ESO4] — 1-этил-3-метилимидазолия этилсульфат 

[HMIm][Cl] — 1-(2-гидроксипропил)-3-метилимидазолия хлорид 

[MIm][Cl] — протонированный метилимидазолия хлорид 

[OMIm][PF6] — 1-октил-3-метилимидазолия гексафторфосфат 

[PCMVIm][Tf2N] — поли[1-цианометил-3-винилимидазолия бис-

(трифторметансульфонил)-имид 

[P6,6,6,14][DCA] — тригексилтетрадецилфосфония дицианамид 

ИЖ-биотин — 1-((+)-биотин)пентанамидо)пропил-3-(12-

меркаптододецилимидазолия бромид) 

ИЖ-COOH — 1-(карбоксиметил)-3-(меркаптододецил)-имидазолия бромид 

ПИЖ — полимеризованная ИЖ  

Органические растворители 

ДМСО — диметилсульфоксид  

ДМФА — диметилформамид 

ТГФ — тетрагидрофуран 

Ферменты и белки 

ПХ — пероксидаза из корней хрена 

ПС — пероксидаза из шелухи сои 

ПА — пероксидаза арахиса 

МП — микропероксидаза-11 

Гб — бычий сывороточный гемоглобин 

Другие вещества 

АМ — артемизинин 

ДАМ — дигидроартемизинин 

АТМ — артемэфир 
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АТЭ — артеэфир 

АТС — артесунат 

БР — билирубин 

ТЦ — тетрациклин гидрохлорид 

ИК — индигокармин 

ПБ — пиронин Б 

ТС — тимоловый синий 

БТС — бромтимоловый синий 

ТМБ  — 3,3',5,5'-тетраметилбензидин  

о-ДА — о-дианизидин  

о-ФДА — о-фенилендиамин 

OНГП  — o-нитрофенил-β-D-галактопиранозид  

ГПТСК — тринатриевая соль 8-гидроксипирен-1,3,6-трисульфониловой кислоты 

ТФУ — трифторуксусная кислота 

ДПК — дипиколиновая кислота 

ПАН — 1-(2-пиридилазо)-2-нафтол  

ТАН — 1-(2-тиазолилазо)-2-нафтол  

TЭОС — тетраэтилортосиликат  

ЭЦ — этилцеллюлоза 

ТОАОН — гидроксид тетраоктиламмония 

ДОФ  — диоктилфталат 

ПММА — полиметилметакрилат 

ПВХ — поливинилхлорид 

МОБГ — 1,2-бис(4-метоксибензилиден)гидразин  

OДК-3 — 2-(9-метил-9H-карабзол-3-ил)-5-(пиридин-4-ил)-1,3,4-оксидиазол  

ТХФБК — тетракис-(4-хлорфенил)борат калия  

ПАК — полиакриловая кислота 

ПЭМ — полиэлектролитные мембраны без подложки  

ФБР — фосфатный буферный раствор 

УБР — универсальный буферный раствор  

МОПС — натриевая соль морфолинпропансульфоновой-3 кислоты  

ПАВ — поверхностно-активное вещество 

ЦТАБ — бромид цетилтриметиламмония  

ДДС — додецилсульфат натрия  

БАД — биологически активные добавки 
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Введение 

Актуальность работы. Одной из очевидных тенденций современной аналити-

ческой химии является миниатюризация, автоматизация и упрощение анализа, его 

ориентированность на «внелабораторные условия». Химические сенсоры, тест-

системы, портативные устройства являются удобными средствами такого анализа. 

Потребность в расширении круга определяемых соединений и объектов анализа 

обусловливает динамичное развитие сенсорных технологий с привлечением новых 

индикаторных систем, а также последних достижений в области материаловедения 

и микроэлектроники. В отличие от электрохимических сенсоров химические опти-

чески прозрачные чувствительные элементы одинаково удобны как для инстру-

ментальной, так и визуальной индикации аналитического сигнала. С применением 

ионных жидкостей (ИЖ) в сенсорных технологиях в качестве растворителей, спе-

циальных добавок к полимерным матрицам-носителям и их модификаторов, а так-

же одновременно пластификаторов и распознающих агентов предложены новые 

оптические материалы. Среди них особое место занимают материалы на основе 

природных полимеров, в частности целлюлозы. Некоторые гидрофильные ИЖ рас-

творяют целлюлозу, способную в результате регенерации принимать различные 

тестовые формы: пленки, губки, шарики, гранулы и др. Целлюлоза является гид-

рофильным, биосовместимым, биодеградируемым, нетоксичным и недорогим по-

лисахаридом. Перечисленные свойства делают ее привлекательным материалом 

для иммобилизации различных распознающих аналитических агентов, в том числе 

биокатализаторов. 

К настоящему времени показана возможность применения пленок {целлю-

лозагидрофильная ИЖ} для иммобилизации некоторых ферментов класса гидро-

лаз и оксидаз; продемонстрированы перспективы использования пленок, получен-

ных методом осаждения-растворения целлюлозы в галогенидных ИЖ и модифици-

рованных органическими реагентами, для определения ионов токсичных тяжелых 

и переходных металлов, неорганических газов. Однако примеры использования 

пленок {целлюлозаИЖ} для определения органических соединений в литературе 

отсутствуют. Настоящая работа направлена на получение новых пленок {целлюло-

заИЖ} и усовершенствование предложенных ранее, а также на изучение их ана-

литических возможностей в качестве чувствительных и селективных элементов 

оптических химических сенсоров для определения органических соединений, в 

частности природного эндопероксида артемизинина (АМ), обладающего антима-

лярийной активностью; некоторых синтетических и природных пищевых красите-
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лей. Актуальность определения перечисленных соединений обусловлена их высо-

кой биологической активностью, а также потребностью контроля их содержания в 

фармацевтических препаратах, биологически активных добавках (БАД), биологи-

ческих жидкостях; продуктах текстильного, фармацевтического и пищевого произ-

водств соответственно. 

Цель работы – создание на основе микрокристаллической целлюлозы путем ее 

растворения и регенерации в двух гидрофильных ИЖ оптически прозрачных цел-

люлозных пленок с нековалентно иммобилизованными аналитическими реагента-

ми для определения биологически активных органических соединений различной 

природы. 

Для достижения поставленной цели необходимо было решить следующие задачи: 

 изучить растворимость целлюлозы и выбранных аналитических реагентов 

в ИЖ (ацетате и хлориде 1-бутил-3-метилимидазолия, [BMIm][AcO] и [BMIm][Cl]), 

а также влияние ИЖ на каталитические и оптические свойства растворяемых ве-

ществ (ферментов, синтетических красителей, флуоресцирующих комплексов);  

 установить состав целлюлозных пленок, приготовленных с использовани-

ем каждой ИЖ; выяснить условия получения пленок с требуемыми физико-

механическими, оптическими и каталитическими свойствами, а также условия по-

лучения и измерения аналитического сигнала пленок визуальным и спектроскопи-

ческим методами; 

 изучить и сравнить физико-механические, оптические, функциональные и 

сорбционные свойства полученных целлюлозных пленок; исследовать морфоло-

гию их поверхностей; выявить наиболее перспективные целлюлозные материалы 

для определения органических соединений на примере билирубина и артемизини-

на;  

 предложить флуоресцентные индикаторные системы для определения ар-

темизинина, апробировать их в растворе и в составе целлюлозных пленок, а также 

в анализе реальных объектов. 

Научная новизна. Получен и охарактеризован новый целлюлозный материал в 

виде целлюлозной пленки, приготовленной с использованием [BMIm][AcO], кото-

рый по прочности, эластичности, устойчивости к влиянию водных растворов раз-

личной кислотности, действию полярных органических растворителей, способно-

сти к сорбции красителей превосходит известный из литературы прототип, полу-

ченный с помощью хлоридной ИЖ. Выявлено ингибирующее действие по некон-

курентному механизму ацетатной ИЖ на каталитическую активность нативных 
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пероксидаз хрена и сои в реакции окисления гваякола пероксидом водорода; уста-

новлено влияние [BMIm][AcO] на оптические свойства индигокармина и пиронина 

Б. 

На основе пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} созданы новые целлюлозные мате-

риалы с включенными в них растительными пероксидазами, сохраняющими свой-

ства нативных биокатализаторов и стабильными при хранении при комнатной тем-

пературе. На примере комплексов европия(III) с тетрациклином показано, что цел-

люлозные пленки, приготовленные с использованием хлоридной ИЖ, служат 

удобной матрицей для иммобилизации флуоресцентных зондов, что открывает 

широкие возможности их дальнейшего применения для определения билирубина и 

других органических биологически активных соединений. Показана возможность 

измерения флуоресцентного аналитического сигнала непосредственно в целлюлоз-

ной пленке. 

С использованием реакции окисления пиронина Б, катализируемой микропе-

роксидазой-11 и комплексом {Mn(II)–додецилсульфат натрия}(известным из лите-

ратуры миметиком пероксидазы), предложены новые индикаторные системы для 

чувствительного, селективного и экспрессного определения артемизинина в вод-

ных растворах и противомалярийных БАД. Показано, что пленки {целлюлоза–

[BMIm][Cl]} с включенными в них пиронином Б и синтетическим катализатором 

{Mn(II)–додецилсульфат натрия} могут быть успешно применены в качестве чув-

ствительного элемента флуоресцентного химического сенсора для определения ар-

темизинина в противомалярийных БАД. 

Практическая значимость. Получены, охарактеризованы и апробированы в 

различных индикаторных системах оптически прозрачные целлюлозные пленки, 

полученные с использованием [BMIm][AcO] и [BMIm][Cl], в отсутствие и в при-

сутствии иммобилизованных в них аналитических реагентов. Показаны перспекти-

вы применения пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]} в качестве сорбентов синтети-

ческих красителей (индигокармина и пиронина Б), а также природных пищевых 

красителей кармина, куркумина, β-каротина. 

Пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]} с включенными в них растительными перок-

сидазами и нативные биокатализаторы каталитически активны в реакциях превра-

щения одних и тех же субстратов; пленки сохраняют каталитическую активность 

на уровне не ниже 50% от их активности в день приготовления в течение 1 месяца; 

могут быть использованы повторно. Установленные закономерности растворения 

гемсодержащих белков в растворе {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, а также данные о ме-
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ханизме действия ацетатной ИЖ на их каталитическую активность позволяют на 

этапе иммобилизации целенаправленно выбирать биокатализатор. 

Практическую значимость имеют разработанные флуориметрические методики 

чувствительного, селективного и экспрессного определения артемизинина по реак-

ции его взаимодействия с пиронином Б в присутствии микропероксидазы-11 и 

комплекса {Mn(II)–додецилсульфат натрия}, позволяющие определять артемизи-

нин в диапазонах его концентраций 0.1 – 7 и 0.2 – 8 мкМ соответственно. На осно-

ве индикаторной системы с пиронином Б и катализатором {Mn(II)–додецилсульфат 

натрия}, включенной в состав пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, разработана мето-

дика определения 0.25 – 8 мкМ артемизинина. Указанные методики успешно апро-

бированы для определения артемизинина в противомалярийных БАД «BestArtemis-

inin» и «Artemisia annua intense». 

Автор выносит на защиту:  

 установленные условия приготовления пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]} и 

{целлюлоза–[BMIm][Cl]} в отсутствие и присутствии нековалентно иммобили-

зованных реагентов, их состав и условия функционирования в изученных инди-

каторных системах с визуальной, спектрофотометрической и флуоресцентной 

индикацией аналитического сигнала; 

 сравнительные данные о механической прочности, эластичности, оптической 

прозрачности пленок двух видов, а также их устойчивости к действию водных 

растворов различной кислотности (в отсутствие и присутствии буферных рас-

творов), а также полярных молекулярных органических растворителей (ацетони-

трила, ДМСО, ДМФА); 

 результаты изучения кинетики реакций окисления гваякола пероксидом водоро-

да, катализируемых нативными пероксидазами хрена и сои, в присутствии раз-

личных содержаний [BMIm][AcO]; данные о механизме ингибирующего дей-

ствия ацетатной ИЖ на каталитическую активность растительных пероксидаз; 

рекомендации по выбору гидрофильных ИЖ, в среде которых пероксидазы хре-

на и сои в наибольшей степени сохраняют свои каталитические свойства; 

 данные о каталитической активности, субстратной специфичности и стабильно-

сти пероксидаз хрена и сои в составе пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} при их 

хранении; 

 результаты сравнительного изучения сорбции анионного красителя индигокар-

мина и катионного красителя пиронина Б пленками {целлюлоза–[BMIm][Cl]} и 

{целлюлоза–[BMIm][AcO]}, а также пленками {целлюлоза–ИЖ–ПАВ}; 
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 новые индикаторные системы для определения артемизинина, основанные на 

уменьшении флуоресценции пиронина Б вследствие его окисления эндоперок-

сидом в присутствии микропероксидазы-11 и комплекса {Mn(II)–

додецилсульфат натрия}; кинетические характеристики каталитических индика-

торных реакций; данные о механизме тушения флуоресценции пиронина Б арте-

мизинином; методики определения артемизинина в модельных растворах и БАД;  

 способ флуориметрического определения артемизинина с помощью индикатор-

ной системы {пиронин Б–Mn(II)–додецилсульфат натрия}, включенной в состав 

пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, а также результаты определения артемизини-

на в противомалярийных БАД с помощью предложенной целлюлозной пленки.  
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Обзор литературы 

Глава 1. Применение ионных жидкостей для разработки оптических 

сенсоров и биосенсоров 

Области применения ИЖ, растворителей нового поколения, в химическом ана-

лизе и биотехнологии постоянно расширяются. Это стало возможным благодаря 

увеличению количества коммерчески доступных ИЖ, усовершенствованию мето-

дик их очистки для повторного использования [1], синтезу специальных ИЖ для 

определенных целей [2-4], а также накоплению большого объема эксперименталь-

ных данных о физико-химических характеристиках [5], электрохимических [6], оп-

тических [7] и экстракционных [8-10] свойствах ИЖ. Кроме того, развитие матема-

тических моделей оценки экотоксичности ИЖ [11] и новых подходов к предсказа-

нию их биодеградируемости [12] помогло сократить объем экспериментальных ис-

следований, а также время и трудозатраты, необходимые для их проведения. 

Наиболее глубоко изучены возможности и перспективы использования ИЖ в 

электрохимических сенсорах, включая биосенсоры. Результаты этих исследований 

подробно описаны в обзорных статьях и монографиях [13-15]. Важными свойства-

ми для создания электрохимических сенсоров являются ограниченная раствори-

мость в воде, гидрофобность, экстракционные и пластифицирующие свойства ИЖ, 

а также возможность поляризации электродов различной природы в среде этих 

растворителей. 

Обнаруженная способность некоторых ИЖ растворять органические [16] и не-

органические [15, 17] вещества различной природы, а также приобретенные экспе-

риментаторами навыки получения новых оптических материалов с участием ИЖ 

открыли возможность использования этих растворителей в оптических сенсорных 

технологиях. На рис. 1 приведена диаграмма, иллюстрирующая ежегодный рост 

числа публикаций за период с 2003 по 2014 гг., посвященных применению ИЖ для 

получения электрохимических и оптических сенсорных материалов. Из диаграммы 

видно, что интерес исследователей к использованию ИЖ в оптических сенсорных 

технологиях практически такой же, как и в электрохимических. Однако обзоры, 

посвященные применению ИЖ в оптических сенсорных технологиях, единичны [7, 

18, 19], при этом в большей их части обсуждается какой-то один вид сенсорных 

материалов (например, ионогели [17-19]). Остальной литературный материал 

представляет собой разрозненные статьи. 
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Рис. 1. Статистические данные о применении ИЖ для создания оптических 

(черные столбцы) и электрохимических (белые столбцы) сенсоров и сенсорных ма-

териалов (согласно базе данных http://www.sciencedirect.com).  
 

В этой главе мы рассмотрим различные аспекты применения ИЖ в оптических 

сенсорах и системах, обсудим достоинства и недостатки разработанных сенсоров, а 

также оценим возможности их практического использования в химическом анализе. 

Прежде всего отметим, что приведенная классификация приложений ИЖ не может 

считаться единственно правильной, это вопрос дискуссионный. 

1.1. Использование ионных жидкостей в качестве растворителей 

для материала подложки/иммобилизации 

ИЖ – сильно сольватирующие, но слабо координирующие растворители. Они 

растворяют неорганические газы (CO2, O2, SO2, H2, CO и т.д.) [15, 17], тетраэтилор-

тосиликат, TЭОС [19], моно- и полисахариды (например, углеводы, крахмал, цел-

люлозу, хитин и хитозан [16, 20]), природные органические материалы (шелк [16], 

древесину [21, 22]), некоторые синтетические полимеры [23-25], ферменты (окси-

доредуктазы и гидролазы [26-28]), а также другие соединения. Это свойство ИЖ 

наиболее привлекательно для исследователей, работающих в области сенсорных 

технологий, поскольку перечисленные вещества могут быть использованы в каче-

стве как материала подложки для иммобилизации (в частности, натуральные и 
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синтетические полимеры), так и определяемых соединений (газы) и распознающих 

элементов (биокатализаторы). В недавно опубликованных обзорах очень подробно 

рассмотрены теоретический и практический аспекты взаимодействия целлюлозы, 

материалов на основе целлюлозы [16, 29, 30] и синтетических полимеров [25] с 

ИЖ. Мы же сконцентрируем внимание на роли ИЖ как растворителей при приго-

товлении сенсорных материалов, а также рассмотрим влияние ИЖ на функцио-

нальные и аналитические характеристики разработанных сенсоров. 

1.1.1. Оптические сенсоры и системы,  

основанные на силиконовых и золь-гель матрицах 

Золь-гель матрицы обладают такими свойствами, как прочность, оптическая 

прозрачность и электро-, фото- и химическая стабильность [31]. Им можно придать 

различную форму (монолита, пудры и монодисперсии, волокна и пленки). Более 

того, золь-гели обладают способностью захватывать распознающие элементы, та-

кие как pH индикаторы, красители и ферменты. Все перечисленные свойства золь-

гелей идеальны для создания оптических сенсоров. Золь-гели на основе оксидов 

кремния, полученные с помощью ИЖ, являются наиболее популярными золь-гель 

материалами, применяемыми в аналитических целях [32]. Такие материалы, равно 

как и другие, полученные дисперсией наночастиц кремнезема в ИЖ, называют 

ионогелями на основе кремнезема [19]. В современной научной литературе терми-

ну «ионогель» дают следующее определение: «Ионогель — это полимерный гель 

(полимерная сеть с большим количеством внутренних связей), полученный в при-

сутствии ИЖ» [19, 33]. Прежде чем обсуждать сенсоры на основе золь-гелей с ис-

пользованием ИЖ, уместно кратко описать классическую схему получения золь-

геля. 

Золь-гель технология объединяет целый ряд процессов, в которых одна фаза, 

представляющая собой раствор или золь (коллоидная суспензия очень маленьких 

частиц размером 1-100 нм в однородной жидкой фазе), претерпевает золь-гель пе-

реход [34]. Золь-гель процесс включает реакции гидролиза и поликонденсации ал-

коксидного прекурсора (например, TЭОС) [35], протекающие почти одновременно 

при комнатной температуре в момент инициации реакции гидролиза. Двухстадий-

ная реакция образования золь-геля очень чувствительна к таким параметрам, как 

рН раствора, природа и концентрация катализатора, используемого для кислотно-

го/основного гидролиза, температура, время нагревания, природа заместителя (R) и 

растворителя [35].  
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Существуют два пути проведения золь-гель процесса: кислотный и основный 

катализ бимолекулярного нуклеофильного замещения. Кислотный катализ осу-

ществляют путем быстрого депротонирования -OR или -OH заместителей, связан-

ных с Si; в то время как в оснóвных условиях силанольные или гидроксильные 

группы напрямую атакуют Si [34]. Наиболее часто для кислотного и оснóвного ка-

тализа золь-гель процесса в качестве катализаторов используют минеральные кис-

лоты (HCl или CH3COOH) и соединения аммония соответственно. В процессе золь-

гель трансформации вязкость раствора возрастает по мере того, как золь связыва-

ется и затвердевает, образуя прочную сеть пор – гель [31]. Оба процесса, гидролиз 

и конденсация, приводят к образованию низкомолекулярных побочных продуктов, 

таких как спирт и вода, как это показано на схеме на примере TЭОС: 

Si(OC2H5)4 + H2O  Si(OC2H5)3OH + C2H5OH 

Si(OC2H5)3OH + Si(OC2H5)3OH  (C2H5O)3Si–O–Si(OC2H5)3 + H2O. 

Если спирт и воду удаляют из системы путем непрерывного высушивания, 

например испарения, получается ксерогель. Если же фазу раствора удаляют супер-

критическим высушиванием, то в результате образуется аэрогель [31]. Даи (Dai) и 

соавторы впервые получили аэрогель при помощи ИЖ, как растворителя ТЭОС, не 

используя суперкритическое высушивание [36]. Поскольку ИЖ имеют пренебре-

жимо малое давление паров, устойчивая двухфазная (тв-ж) система, называемая 

ионогель, может сама выступать в качестве материала. 

Поскольку золь-гель образуется при комнатной температуре, в него можно 

иммобилизовать даже ферменты, сохраняя при этом нативную конформацию белка 

[37, 38]. Однако активность инкапсулированных в золь-гель ферментов значитель-

но ниже активности нативных биокатализаторов, что объясняется низкими скоро-

стями диффузии субстратов сквозь золь-гель и инактивацией ферментов под дей-

ствием спирта – продукта реакции гидролиза [39]. Для преодоления этих недостат-

ков Лиу (Liu) и соавторы впервые предложили использовать для получения золь-

геля ТЭОС и иммобилизации в него фермента ПХ гидрофильную ИЖ, 

[BMIm][BF4]. Прекурсор ТЭОС, ИЖ и воду смешивали в объемном соотношении 

2:1:1, катализатором служил 0.1M раствор HCl [39]. После 3-х часового перемеши-

вания в полученную гомогенную смесь вводили соответствующее количество ПХ в 

фосфатном буферном растворе (ФБР, pH 6.86). В результате получали прозрачный 

золь-гель без трещин с большим количеством червеобразных, сообщающихся ка-

налов и пор диаметром 3 нм [39]. Препарат хранили 2 недели при комнатной тем-

пературе. 



 

15 
 

Активность ПХ в золь-геле определяли по реакции окисления гваякола H2O2. 

Для этого содержащий фермент золь-гель помещали в ФБР, промывали, а затем 

раствор декантировали. Поглощение реакционной смеси измеряли после добавле-

ния растворов гваякола и H2O2. Благодаря рыхлой, пористой структуре золь-геля 

скорость внутренней диффузии субстратов возросла и, как следствие, более, чем в 

30 раз увеличилась каталитическая активность ПХ по сравнению с ее активностью 

в золь-геле, не содержащем ИЖ. Авторы предположили, что ИЖ обволакивает ПХ, 

создавая в процессе получения золь-геля некую оболочку, защищающую ее от 

негативного воздействия этанола. Кроме того, большое количество гидроксильных 

групп в золь-геле обусловливает сильные электростатические взаимодействия и 

водородные связи, которые формируют высокий кинетический барьер для денату-

рации фермента [39]. Таким образом, структура биокатализатора при описанной 

методике иммобилизации становится более прочной и устойчивой. ПХ в золь-гель 

матрице на основе ИЖ продемонстрировала не только высокую каталическую ак-

тивность, но также высокую термостабильность: при нагревании до 40°C иммоби-

лизованный и нативный ферменты в ФБР имели одинаковую активность; при 

нагревании до 60°C остаточная активность ПХ в золь-геле составляла не менее 

68% от первоначального значения. К сожалению, полученный биоматериал пока не 

нашел своего практического применения. 

Способность имидазолиевых ИЖ обратимо растворять некоторые неорганиче-

ские газы [15, 17] делает их привлекательными реагентами для создания оптиче-

ских газовых сенсоров, особенно на основе полученного кислотным катализом 

золь-геля. Новый O2 сенсор был изготовлен путем вливания [EMIm][BF4] в золь-

гель на основе ТЭОС [23]. Кроме ТЭОС, подкисленной соляной кислотой воды, 

спирта и ИЖ, золь содержал чувствительный к кислороду флуорофор  хлорид 

трис(2,2’-бипиридил)рутения(II), Ru(bipy)3Cl (рис. 2), и неионогенное ПАВ Тритон 

X-100. Для определения О2 использовали его способность эффективно гасить флу-

оресценцию рутениевого комплекса. Добавка ПАВ при создании золь-геля, как 

правило, позволяет понизить межфазовую энергию, и, таким образом, уменьшает 

капиллярное давление на стенки пор геля, оказываемое жидкостью, испаряющейся 

изнутри капилляра [23, 40]. Полученный раствор выдерживали при комнатной 

температуре в открытых стеклянных сосудах. 
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Рис. 2. Структуры рутениевого комплекса [23] и [EMIm][BF4]. 

Подложкой для золь-геля служили стекла, на которые его наносили путем по-

гружения в реакционный раствор [40] и после равномерной раскатки золь-геля по 

поверхности стекла материал высушивали при комнатной температуре или при 

70C в течение 18 ч. В результате получали сенсорный материал в виде однород-

ных оптически прозрачных тонких пленок. Такая форма удобна малым диффузи-

онным расстоянием от границы контакта анализируемой газовой смеси до соб-

ственно фазы сенсора [31]. Действительно, разработанный сенсор продемонстри-

ровал быстрый и обратимый отклик на газообразный кислород (табл. 1). 

Использование ИЖ совместно с Тритон X-100 позволило существенно снизить 

риск возникновения трещин и получить более однородный материал по сравнению 

с композитом без ИЖ [23, 40]. Благодаря оптимизации рН золя и содержания в нем 

ИЖ удалось ускорить золь-гель процесс за счет уменьшения времени затвердева-

ния геля, повысить чувствительность сенсора к газообразному O2 (табл. 1), полу-

чить более высокие значения константы Штерна-Фольмера, а также в большей 

степени линеаризованную зависимость Штерна-Фольмера по сравнению с класси-

ческим золь-гелем, созданным методом кислотного катализа [40]. Описанные сен-

соры были успешно применены для определения O2 в модельной газовой фазе; од-

нако они не подходят для определения растворенного O2, если только пленки на 

стекле не покрыты защитным слоем. 
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Таблица 1. Химические оптические сенсоры, разработанные с использованием ИЖ  

Опреде-

ляемое 

соеди-

нение 

Подложка/ 

материал для 

иммобилиза-

ции 

Реагент/ инди-

катор 

Ионная жид-

кость 

Условия работы Диапазон 

линейно-

сти (пре-

дел детек-

тирова-

ния) 

Се-

лек-

тив-

ность 

(+/-)1 

Образец Метод детектирова-

ния,  (время откли-

ка, концентрация)  

Ссыл

-ка  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Ионные жидкости как растворители для подложки/ материала иммобилизации 

CO2,  

раство-

ренный 

 

Полидиме-

тилсилокса-

новая пленка 

 

 

 

 

 

 

 

ТС/БТС, рас-

творенные в 

буферном рас-

творе: H2O, ИЖ, 

ТБАOH 

[BMIm][BF4] 

[BMIm][Tos] 

Специальное 

оборудование 

 

0 – 2%2  

0 – 100%  

–3 

Модельная 

смесь га-

зов 

Спектрофотометрия, 

470 нм  

[41] 

Тринатриевая 

соль ГПТСК/ 

ДЦМ в буфер-

ном растворе: 

H2O, NaHCO3/ 

Na3PO4, ИЖ 

[BMIm][Tos] 

 

 

0 – 20% – Флуоресценция, 519 

нм, 629 нм, возб. 470 

нм (50 с в направле-

нии от 0 до 100% и 

320 с в обратном 

направлении) 

O2, 

газооб-

разный 

Золь-гель на 

основе ТЭОС  

Ru(bipy)3Cl [EMIm][BF4] 0 – 100% – Флуоресценция, 

590610 нм (514 с 

после в напревлении 

от 100% до 0% O2; 

время восстановления 

10 с после воздей-

ствия 100% N2)  

[23] 

[H+] (рН) Ионогель-

полимерный 

гель 

Метиловый 

красный, 

бромкрезоло-

вый зеленый, 

пурпурный и 

бромтимоловый 

синий 

[P6,6,6,14][ДЦА] Микрофлюид-

ная платформа 

рН 4.5 – 8 – Человече-

ский пот 

Колориметрический 

метод, сравнение с 

окраской стандарта 

[42] 
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       Продолжение таблицы 1 

1 2 3 4 5 6 7 8  9 10 

Hg(II) Целлюлозная 

пленка 

 

ПАН [BMIm][Cl] ФБР, pH 5.5; 

Hg(II), 50 мкM; 

время контакта 

1–10 мин 

1 – 100 

ppm 

+4 

Модель-

ный рас-

твор 

 

Спектрофотометрия, 

600 нм (1–10 мин) 

[43] 

Ni(II), 

Zn(II), 

Mn(II) 

ПАН  

ТАН 

[BMIm][Cl] 

[BM2Im][Cl] 

Буферный рас-

твор, pH 8.5–9.0; 

время контакта 

40 с 

10-5 10-4 

M (2.2·10-6 

M) 

-//- (1.6·10-6 

M) 

-//- (1.6·10-6 

M) 

– Колориметрия (30–

40 с) 

[44] 

NO2 и 

N2O4, 

(газ) 

Целлюлозная 

пленка 

Каликс[4]-

арены 

[BMIm][Cl] SnCl4, 3.8 мкМ в 

ТФУконц. 

– – Модельная 

смесь га-

зов 

Спектрофотометрия, 

550 нм 

[45] 

Cu(II) Целлюлозная 

пленка 

Eu(ДПК)3∙2H2O 

Tb(ДПК)3∙2H2O 

[BMIm][Cl] Раствор Cu(II)  – +5 

 

 Флуоресценция, 617 

нм/ 545 нм, возб. 273 

нм (10 с) 

[46] 

Гваякол Золь-гель на 

основе ТЭОС  

ПХ [BMIm][BF4] ФБР, pH 6.86,  

H2O2, 1.5 мM 

– – 

Модель-

ный рас-

твор суб-

страта 

 

Спектрофотометрия, 

470 нм (2 мин) 

[39] 

Сирин-

галдазин 

Целлюлозная 

пленка 

Лакказа из 

Rhus vernicifera 

[BMIm][Cl] 

[BMIm][Tf2N] 

20 мM ФБР, pH 

7.13; инкубация 

0.054 г сирин-

галдазинакрасный 

24 ч/ 180 мин 

при 27°C  

– – Спектрофотометрия, 

поглощение субстра-

та, 371 нм; продукта 

его окисления, 555 

нм (12 ч) 

[27, 

47] 

Целлюло-

зополиами-

новая пленка 
[BMIm][Cl] 

Целлюлоз-

нодендример-

ная пленка 

[BMIm][Cl] 

 

0.1 M ФБР, pH 

6.5, сирингал-

дазинred, 0.5 мM 

– – Спектрофотометрия, 

530 нм (≥10 мин) 

[48] 

ОНГП Аминомоди-

фицирован-

ная целллоз-

ная пленка 

β-Галактози-

даза 

[BMIm][Tf2N] 0.1 M ФБР, pH 

7.0; ОНГП, 14 

мM 

– – Спектрофотометрия, 

415 нм  

[49] 
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       Продолжение таблицы 1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Ионные жидкости в качестве специальной полимерной добавки к матрице 

CO2, га-

зообраз-

ный 

ЭЦ ГПТСК(TOA)4 

 

[EMIm][BF4] 

 

Специальное 

оборудование 

 

0 – 100%  – 

Модельная 

смесь газов 

 

Флуоресценция, 518 

нм (20-54 с) 

[50] 

CO2, га-

зообраз-

ный 

ПММА ГПТСК(TOA)3 

 

[EMIm][BF4] 

(5 – 50 масс. % 

по отношению 

к полимерной 

матрице) 

0 – 60%  
 

– Флуоресценция, 513 

нм (1530 с, 0 – 10%) 

[51] 

ЭЦ 0 – 10%  

O2, газо-

образный 

ПММА [Ru(bipy)3]  [EMIm][BF4] 

[BMIm][BF4] 

[BMIm][PF6] 

[BMIm][SCN] 

0 – 100%  
 

– Флуоресценция, 610 

нм (422 с, 100 – 0%) 

[52] 

ЭЦ 

Ag(I) ПММА МОБГ [EMIm][BF4] 

 

5 мM СН3СООН/ 

СН3СООNa бу-

ферный раствор, 

pH 4.5 

Электро-

спряден-

ные нано-

волокна: 

1.0·10-14  

1.0·10-7 M 

(3.40·10-16 

M); тонкие 

пленки: 

1.0·10-12  

1.0·10-6 M 

(1.98·10-13 

M)  

+6 

 

Модель-

ный рас-

твор 

Флуоресценция, 460 и 

470 нм  

[53] 

Ag(I) ЭЦ МОБГ [EMIm][BF4] 5 мM СН3СООН/ 

СН3СООNa бу-

ферный раствор, 

pH 4.5 

 -//- 

(4.60·10-16 

M); -//- 

(1.90·10-13 

M) 

 

-//- -//- -//- [53] 
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       Продолжение таблицы 1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Hg(II) ЭЦ OДК-3 [EMIm][BF4] 

 

5 мM СН3СООН/ 

СН3СООNa бу-

ферный раствор, 

pH 5.0 

Электро-

спряден-

ные нано-

волокна: 

1.0·10-11  

1.0·10-3 M 

(1.70·10-15 

M); тонкие 

пленки: 

1.0·10-9  

1.0·10-3 M 

(1.90·10-13 

M) 

+7 

 

Минераль-

ная вода 

Sarikiz  

Флуоресценция, 418 

нм  

[54] 

Ионные жидкости как материал матрицы 

CO2, 

газооб-

разный 

ИЖ 

 

Тринатриевая 

соль ГПТСК, 

ТБАOH  

 

[BMIm][BF4] 

[BMIm][Br]  

 

См. текст 0 – 10%  
0 – 60% 

(1.4%) 

– Модельная 

смесь газов 

Флуоресценция, 519 и 

521 нм (12 мин в 

рабочем диапазоне 

значений) 

[55] 

 

CO2, 

газооб-

разный, 

HCO3
- 

[BMIm][BF4] 

[BMIm][Br] 

Стандартный 

раствор NaHCO3 
2·10-6  

1.9·10-2 M 

(10-8 M) 

2·10-4  

1.2·10-2 M 

(–) 

– Водный 

раствор 

Флуоресценция, 519 и 

521 нм  

Ионные жидкости, как модификатор поверхности мембран  

CN- 

Триацетил-

целлюлозная 

мембрана 

 

Комплекс 

Шиффа на ос-

нове Co(III)  
[BMIm][Br] 

[BMIm][PF6] 

[OMIm][PF6] 

 

Трис буферный 

раствор, pH 10 
1·10-5  

2.5·10-4 M 

(4.2·10-6 

M) 

+ Питьевая 

вода 

Спектрофотометрия, 

380 нм (7–10 мин, 

1.0·10-4 M) 

[56] 

АК Неокупроино-

вый комплекс 

Cu(I)  

Раствор 

Cu(NO3)2, pH 3.0 
7.4·10-5  

3.5·10-3 M 

(2.2·10-5 M)  

– Апельси-

новый сок 

Спектрофотометрия, 

455 нм (6–8 мин, 

4.8·10-3 M) 

[57] 
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       Продолжение таблицы 1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Ионные жидкости, как пластификатор, лиганд и краситель-датчик одновременно в полимерной ионогель-оптодной мембране  

Cu(II), 

Co(II), 

Mn(II), 

Fe(II) 

ПВХ Анион ИЖ, 

ДЦА- 

[P6,6,6,14][ДЦА] Раствор нитрат-

ов металлов (II)  
 (7.24·10-4 

M) 

 (2.91·10-4 

M) 

+8 Модель-

ный рас-

твор  

Спектрофотометрия, 

370 нм (Cu-ДЦА) и 

600 нм (Co-ДЦА) 

(345 и 340 с соответ-

ственно, 1.0·10-1 M) 

[58] 

1Селективность оптического сенсора была (+) или не была (–) изучена;  

2Диапазон парциальных давлений газа (CO2 или O2), гПa. 
3Информация отсутствует. 

Селективность изучена по отношению к перечисленным ниже ионам:  
4Zn2+;  
5Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Mn2+, Fe2+, Fe3+, Co2+, Ni2+, Pd2+, Ag+, Cd2+, Hg2+;  
6Li+, Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, Cr3+, Mn2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, Hg+, Hg2+, Al3+, Sn2+, Pb2+, NH4

+, F−, Cl−, Br−, NO3
−, NO2

−, PO4
3−, SO4

2−;  
7Li+, Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Cr3+, Mn2+, Fe2+, Fe3+, Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+, Ag+, Hg+, Al3+, Pb2+, NH4

+, F−, Cl−, Br−, NO3
−, PO4

3−, SO4
2−;  

8Co2+.
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Новые пленочные сенсорные материалы для определения CO2 разработаны на 

основе эмульсии [BMIm][BF4] или [BMIm][Tos] в силиконовой матрице [41]. В ре-

зультате диспергирования ИЖ, которая содержит CO2-распознающие молекулы 

(кислотно-основный индикатор или флуорофор), в однородную фазу гидрофобной 

силиконовой матрицы, эти две жидкие фазы образуют эмульсию на подобии «вода 

в масле». [BMIm][BF4] и [BMIm][Tos] хорошо растворяют CO2 и высокоселектив-

ны по отношению к нему. Растворимость CO2 в среде ИЖ как минимум в 10-20 раз 

выше его растворимости в традиционных растворителях, полимерных матрицах 

или воде [17]. Высокая растворимость углекислого газа в ИЖ обусловлена образо-

ванием слабых кислотно-основных комплексов между CO2 (акцептором электрон-

ной пары) и анионом ИЖ (донором электронной пары) [59, 60]. 

Методика получения сенсорного материала включала приготовление специ-

альных буферной и силиконовой смесей, их смешение и формирование пленки [41]. 

Буферная смесь содержала растворенные в ИЖ pH индикатор (тимоловый синий, 

ТС; или бромтимоловый синий, БТС) или тринатриевую соль 8-гидроксипирен-

1,3,6-трисульфониловой кислоты, ГПТСК, а также воду и лиофильное органиче-

ское основание гидроксид тетрабутиламмония (ТБАOH), растворенное в гидро-

фобном силиконовом полимере. Поскольку ионная пара, образованная отрицатель-

но заряженным ГПТСК и положительно заряженными ионами четвертичного ам-

мония (например, ГПТСК(TБA)3), была слишком лиофильной и не растворялась в 

полярной ИЖ, вместе с ГПТСК дополнительно вводили гидрокарбонат и фосфат 

натрия, при гидролизе которых образуются гидроксид-ионы.  

Смесь силиконовых прекурсоров готовили смешением тетравинилтетраме-

тилциклотетрасилоксана с полидиметилсилоксаном с концевыми виниловыми 

группами. После этого добавляли сополимер метилгидроксисилоксан-

диметилгидроксисилоксан и платиновый комплекс в качестве катализатора. Отме-

тим, что силиконы на основе полидиметилсилоксана имеют высокую проницае-

мость по отношению к CO2. 

Для получения эмульсии к силиконовой смеси добавляли буферный раствор, 

смесь быстро перемешивали. Эмульсию вакуумировали, чтобы избавиться от пу-

зырьков газа, и раскатывали на полиэстерной подложке в виде пленки, которую за-

тем «состаривали». Толщина полученной пленки составляла 60 мкм. 

Отклик сенсоров измеряли спектрофотометрически и флуориметрически с по-

мощью двухфазного синхронного усилителя. В последнем случае сенсор помещали 

в проточную ячейку и возбуждали синусоидально модулированным голубым све-

том светоизлучающего диода. Интенсивность флуоресценции измеряли относи-

тельно интенсивности люминесценции (или времени распада) второго инертного и 



 

 23 

спектрально сопоставимого флуорофора, 4-дицианометилен-2-метил-6-(4-

(диметиламино)стирил)-4H-пирана (табл. 1). Чувствительность полученных сенсо-

ров к CO2 зависела от pKa индикатора, природы противоиона ИЖ и основания, ис-

пользованного в буферной системе [41]. 

Сенсоры, основанные на измерении поглощения ТС и БТС, использовали для 

полуколичественного определения CO2 в диапазонах 0  100% и 0  2% соответ-

ственно. Логометрический флуоресцентный сенсор с ГПТСК, созданный с исполь-

зованием лабораторно синтезированной [BMIm][Tos], давал значительно более 

сильный отклик на CO2 в диапазоне значений от 0 до 20% по сравнению с материа-

лами на основе [BMIm][BF4]. Причина различной чувствительности описанных ма-

териалов обусловлена лучшей растворимостью CO2 в ИЖ с более объемным анио-

ном, Tos− [41]. Таким образом, для определения малых концентраций углекислого 

газа в целях клинической диагностики, экологического мониторинга, биотехноло-

гии, технологии упаковывания пищевых продуктов предпочтительнее использо-

вать материалы, полученные с использованием [BMIm][Tos], а не [BMIm][BF4]. 

Стоит отметить, что эти новые материалы оказались весьма стабильными при хра-

нении в течение длительного времени, чего нельзя сказать о фотостабильности им-

мобилизованных в них флуорофоров. К сожалению, приведенные в литературе 

данные не позволяют сравнить свойства материалов на основе эмульсии, получен-

ных в присутствии и в отсутствие ИЖ. 

Группа ирландских ученых разработала простую, гибкую, автономную, не со-

держащую электроники микрофлюидную систему на основе ионогеля  полимер-

ного геля в [P6,6,6,14][DCA] (рис. 3) и четырех кислотно-основных индикаторов (ме-

тилового красного, бромкрезолового зеленого, пурпурного и бромтимолового си-

него) для мониторинга в режиме реального времени рН пота спортсменов в про-

цессе тренировок [42]. 

 

Рис. 3. Структуры катиона и аниона [P6,6,6,14][DCA]. 

Заключенную в пластырь систему спортсмен прикрепляет к руке и может 

наблюдать визуально изменение окраски сенсора во времени. Колориметрический 

метод, основанный на сравнении окрасок сенсора сo стандартными цветовыми 

шкалами, позволяет определять рН в интервале 4.5  8 (типичный интервал рН по-

та человека 5  7) с точностью до 0.49 ед. (рис. 4). Возможны запись сигнала сен-
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сора на цифровую фото или видео камеру и передача полученного изображения 

специалисту с помощью коммуникационных электронных устройств типа «умной 

пыли» или мобильного телефона. 

 

Рис. 4. Фотографии микрофлюидной системы на основе [P6,6,6,14][DCA] при различ-

ных значениях рН стандартного раствора искусственного пота: 20 г/л NaCl, 17.5 г/л 

водного раствора NH3, 5 г/л уксусной кислоты и 15 г/л молочной кислоты [42]. 

Микрофлюидная платформа содержит четыре независимых резервуара и кана-

лы, сформированные в шести слоях полиметилметакрилата (ПММА) и чувстви-

тельного к давлению клейкого материала с помощью СО2 лазерной абляции и ла-

минирования (рис. 5). 

 

 
 

Рис. 5. Устройство микрофлюидной платформы (размер 20 мм  17 мм) [42]. 

Каналы соединены с резервуарами, содержащими ионогели с указанными выше 

индикаторами, и с резервуаром, в котором находится нехлопковое абсорционное 

волокно, впитывающее пот с кожи человека. Для удобства считывания аналитиче-

ского сигнала на платформе имеются окраски сравнения. Методика приготовления 

ионогеля с включенными в него индикаторами достаточна сложна и описать ее по-

дробно в рамках настоящего обзора не представляется возможным. Скажем лишь, 

что ионогель представлен не одним, а двумя мономерными единицами: N-

изопропилакриламидом и N,N’-метилен-бис(акриламидом), которые растворяют в 

ИЖ при нагревании до 45С в течение 10 мин. Реакцию радикальной полимериза-
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ции мономеров в растворе ИЖ инициируют с помощью УФ-излучения определен-

ной мощности, в результате чего получают желаемые структуру ионогеля и его фи-

зическую консистенцию. Этанольные растворы красителей вводят в ионогель по-

сле его полного высушивания при комнатной температуре. Эту процедуру повто-

ряют не менее трех раз. Вымывание красителей при эксплуатации сенсора не 

наблюдается, однако сенсоры являются одноразовыми. В отличие от вышеописан-

ных сенсорных систем в рассмотренной микрофлюидной системе ИЖ играет роль 

растворителя мономеров для полимерной матрицы и практически не влияет на ка-

чество получаемого материала. Последнее, главным образом, зависит от соблюде-

ния условий реакции радикальной полимеризации мономеров. 

1.1.1. Оптические системы и сенсоры на основе целлюлозы 

Целлюлоза является биосовместимым, биодеградируемым, нетоксичным и не-

дорогим природным материалом. Перечисленные свойства особенно важны при 

использовании целлюлозных матриц для иммобилизации таких чувствительных 

реагентов, как ферменты. К настоящему времени с участием ИЖ предложено мно-

го различных целлюлозных материалов в виде пленок, шариков, волокон, губчатых 

материалов и т.д. [29, 30]. Их создание стало возможным, благодаря растворению 

микрокристаллической целлюлозы в некоторых гидрофильных ИЖ, что впервые 

обнаружила группа Роджерса Р.Д. (Rogers R.D.) в 2002 г. [61]. 

В последнее десятилетие все большее внимание в литературе уделяется объяс-

нению причин хорошей растворимости целлюлозы и целлюлозных материалов 

(например, лигнина и древесины) в ИЖ [29, 30, 62]. В публикациях, посвященных 

получению и практическому применению растворов целлюлозы в ИЖ [62,79, 80], 

утверждается, что ИЖ переводит целлюлозу в раствор по механизму «прямого» 

растворения, важную роль в котором играют взаимодействия между анионом ИЖ и 

ОН-группами целлюлозы. Благодаря особенно высокой акцепторной способности 

ацетат- и хлорид-анионов имидазольных ИЖ по отношению к OH-группам целлю-

лозы, в ней разрушается сеть водородных связей, что, в конце концов, приводит к 

растворению целлюлозы в ИЖ [79, 80]. Интересен тот факт, что в отличие от при-

родных полимеров, синтетические полимеры плохо растворимы в ИЖ [79, 80]. 

Роль катиона ИЖ в процессе растворения целлюлозных материалов до сих пор об-

суждается [62], однако стоит отметить, что экспериментальные данные и матема-

тические расчеты показали, что наилучшей растворяющей способностью по отно-

шению к целлюлозе обладают ИЖ с катионами на основе двузамещенного имида-

золиевого кольца с длиной алкильных заместителей не более 6 атомов углерода 

[79]. При растворении целлюлозы могут разрушаться не только водородные связи, 

но также углевод-углеводные связи и водородные связи между молекулами воды 
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[63]. Кроме того, нельзя пренебрегать Ван-дер-Ваальсовыми и гидрофобными вза-

имодействия между целлюлозой и ИЖ, а также конфигурацией гидрофобных и 

гидрофильных участков молекулы целлюлозы [63]. Исследователи [64] отмечают, 

что растворимость целлюлозы зависит от степени ее полимеризации, температуры 

растворения и, что особенно важно, содержания воды в ИЖ. На последнее обстоя-

тельство следует обращать особое внимание при создании целлюлозных пленок. 

Только хорошо высушенная ИЖ позволяет получить оптически прозрачные и 

прочные целлюлозные пленки. 

Обычно для осаждения целлюлозы из ее раствора в ИЖ в качестве антираство-

рителя1 используют воду [27, 47, 48]. В результате получают прозрачные, тонкие и 

гибкие целлюлозные пленки, которые служат подложкой для нековалентной и ко-

валентной иммобилизации биокатализаторов. Целлюлозные пленки, содержащие 

ферменты, в литературе [65] часто называют гидрогелями. В работе [27] в качестве 

модельного фермента для иммобилизации в такие пленки выбрали лакказу из Rhus 

vernicifera. Микрокристаллическую целлюлозу растворяли в [BMIm][Cl] (целлюло-

за : ИЖ = 4.75 масс. %2), используя импульсное нагревание до 100°C в бытовой 

микроволновой печи. Раствор лакказы готовили в трех ИЖ: [HMIm][Cl], 

[BMIm][Cl] или [BMIm][Tf2N]. Раствор фермента в каждой из перечисленных ИЖ 

добавляли к переохлажденному раствору целлюлозы в [BMIm][Cl], полученную 

смесь осторожно перемешивали. Далее раскатывали пленку (толщиной 100-150 

мкм), промывали водой для удаления избытка ИЖ и высушивали на воздухе. 

Пленки были прозрачными и гибкими во всех случаях, кроме того, когда фермент 

растворяли в гидрофобной ИЖ, [BMIm][Tf2N]. Прозрачности других пленок доби-

вались выдерживанием в воде в течение 24 ч. 

Каталитическую активность лакказы оценивали по максимуму поглощения си-

рингалдазина и/или его продукта окисления кислородом, имеющего розовую 

окраску (табл. 1). В течение суток пленку выдерживали в растворе субстрата, затем 

помещали на стекло, где она удерживалась силами адгезии, после чего стекло с 

пленкой устанавливали в кюветное отделение спектрофотометра и измеряли по-

глощение пленки. Лакказа, предварительно растворенная в [BMIm][Tf2N], сохраня-

ла до 29% ее первоначальной активности в водном растворе, в то время как оста-

точная активность фермента, растворенного в [BMIm][Cl], составляла лишь 18%. 

Такой эффект объясняют тем, что гидрофобная [BMIm][Tf2N] в отличие от гидро-

                                                           
1 Антирастворитель – растворитель, используемый для отмывания ИЖ, осаждающий целлюлозу. 
2 Здесь и далее, масс., %  — массовое отношение целлюлозы к ИЖ, выраженное в процентах. 
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фильной [BMIm][Cl] защищает гидратную оболочку лакказы от разрушительного 

действия ионов Cl− при их большой концентрации [27]. 

Потеря каталитической активности фермента может быть обусловлена потерей 

конформационной гибкости лакказы при помещении в матрицу подложки и/или 

уменьшением скоростей диффузии субстрата (или продукта) внутрь и из пленки 

[47]. Для решения  такого рода проблем авторы модифицировали поверхность цел-

люлозных пленок различными полиаминами с высокой концентрацией первичных 

аминогрупп. Последние восстанавливали глутаровым альдегидом, а затем фермент, 

находящийся в цианоборгидридной среде, присоединяли к поверхности пленки. 

Избыток фермента, электростатически связанного с пленкой, удаляли промывани-

ем. Ковалентно иммобилизованная лакказа сохраняла по крайней мере 50% перво-

начальной активности, что практически в 2 раза выше, чем в случае нековалентно 

иммобилизованного биокатализатора [27]. Таким образом, была практически ре-

шена проблема недостаточно высокой скорости диффузии субстрата к ферменту, 

иммобилизованному в пленке. 

Исследовательская группа Роджерса Р.Д. предложила еще один подход к кова-

лентной иммобилизации лакказы на поверхности целлюлозной пленки, восстанов-

ленной из [BMIm][Cl] [48]. Этот подход позволяет увеличить количество амино-

групп, доступных для биоконъюгации. Для модификации поверхности пленки вы-

брали биосовместимые полиамидоаминные дендримеры, содержащие вторичные и 

первичные аминные группы. Глобулярная структура этих соединений имитирует 

3D-структуру биомолекул. Дендримеры первого, второго и третьего поколений с 

высоким содержанием первичных аминогрупп (8, 16 и 32 аминогруппы на одну 

молекулу дендримера соответственно) ковалентно связывали с поверхностью цел-

люлозной пленки при помощи связывающего агента 1,3-фенилендиизоцианата. 

Интересен тот факт, что в реакции окисления сирингалдазина кислородом пленки, 

модифицированные дендримером с ковалентно иммобилизованной лакказой, были 

более активны, чем пленки, приготовленные простым смешением целлюлозы и 

дендримера. Напротив, термическая стабильность лакказы на поверхности целлю-

лозной пленки не зависела от методики иммобилизации [48]. Улучшению специ-

фической активности фермента способствовало не присутствие ИЖ, а большее ко-

личество функциональных групп на поверхности пленки. Стабильность лакказы, 

иммобилизованной как на поверхности пленки, так и внутри нее, не изучена. 

Кляйн М.П. (Klein M.P.) и соавторы предложили методику ковалентной иммо-

билизации β-галактозидазы (фермента класса гидролаз) в пленку из ацетата целлю-

лозы [49], которая существенно отличается от вышеописанных методик [27, 47-48]. 

Гидрофобную ИЖ, [BMIm][Tf2N], вмешивали в специально приготовленный вяз-



 

 28 

кий сироп ацетата целлюлозы (ацетат целлюлозы : ИЖ = 500 масс. %) в ацетоне. К 

полученной смеси добавляли раствор гидрата триэтилентетраамина в СН3СООН, 

смесь перемешивали до образования гомогенной фазы. Пленки получали путем 

распределения гомогенного раствора по стеклу. Добавка полиамина обеспечивала 

присутствие в целлюлозной пленке аминогрупп, необходимых для дальнейшей 

иммобилизации фермента путем стандартной сшивки глутаровым альдегидом. 

Пленки активировали 2.5%-ным раствором глутарового альдегида в 0.1 М ФБР (pH 

7.0). Активированные пленки много раз промывали буферным раствором и перено-

сили в раствор β-галактозидазы в 0.1 M ФБР, содержащем добавку 1.5 мM раствора 

MgCl2 – регулятора каталитической активности фермента. Полученную реакцион-

ную смесь оставляли на 15 ч при 8°C при медленном перемешивании. После иммо-

билизации избыток фермента удаляли промыванием пленок в ФБР до снижения ка-

талитической активности промывных вод практически до нуля. Для удаления не-

ковалентно связанных с целлюлозной подложкой молекул белка пленки промыва-

ли 1M раствором NaCl и 30%-ным раствором этиленгликоля [49]. 

Каталитическую активность полученных ферментных препаратов определяли 

спектрофотометрически по скорости реакции гидролиза o-нитрофенил-β-D-

галактопиранозида (OНГП). Ковалентно иммобилизованный фермент сохранял 

60% первоначальной каталитической активности. Полученные целлюлозные плен-

ки можно использовать для гидролиза лактозы по крайней мере 16 раз при 7°C с 

минимальной потерей активности [49]. Благодаря [BMIm][Tf2N], макромолекулы 

ацетата целлюлозы лучше распределяются в объеме раствора, в результате чего 

повышается способность к формообразованию пленки, и, в конечном счете, ее гиб-

кость. 

Пленки, полученные растворением-осаждением целлюлозы из [BMIm][Cl], ис-

пользовали для колориметрического и флуоресцентного определения ионов неко-

торых переходных и тяжелых металлов. В такие пленки вместо биокатализаторов 

включали различные аналитические реагенты [43, 44, 46]. Целлюлозные пленки, 

модифицированные 1-(2-пиридилазо)-2-нафтолом (ПАН) и 1-(2-тиазолилазо)-2-

нафтолом (ТАН), оказались подходящими для количественного определения ионов 

Zn(II), Ni(II) и Mn(II) на уровне 1 мкмоль/л [44]. Для получения таких пленок ма-

лые количества реагента (~1 ммоль/г носителя) добавляли в горячий раствор цел-

люлозы (1.52.0 масс. %) в [BMIm][Cl]. Горячую смесь сразу выливали на стекло 

так, что образовывался слой вязкого раствора. Этот слой тщательно промывали во-

дой до образования пленки набухшей целлюлозы. Количество реагента, вымывае-

мого в процессе промывки, определяли визуально или с помощью качественной 

реакции. Далее целлюлозную пленку осторожно отделяли от стекла и высушивали 
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при комнатной температуре. Модифицированные целлюлозные пленки были гиб-

кими, но непрозрачными. Маленький квадратный кусочек пленки (9 мм2) помеща-

ли в раствор соли металла, оставляли на определенное время, высушивали в тече-

ние 1 мин и сканировали обычным офисным сканером. Аналитический сигнал поз-

волял оценить поглощение ПАН (ТАН)-модифицированной целлюлозной пленкой 

ионов металлов из растворов их солей в результате образования соответствующих 

комплексов. Отсканированное изображение разделяли на части с однородным цве-

том, которые затем обрабатывали с помощью специального программного обеспе-

чения, в результате чего получали среднее значение цветовых составляющих R, G, 

B (красный, зеленый, синий) и H, S, B (насыщенность, цвет, яркость) и их диспер-

сию [44]. Полученные целлюлозные пленки можно было использовать повторно 

после достаточно простой их регенерации путем последовательной промывки в 1M 

HNO3, 0.5M NaOH и воде. 

Группа Роджерса Р.Д. разработала аналогичные ПАН-модифицированные цел-

люлозные пленки для визуального и спектрофотометрического определения ионов 

Hg(II) [43]. Целлюлозные пленки (целлюлоза : ИЖ = 10 масс. %), содержащие ин-

капсулированный ПАН, были непрозрачными и имели оранжевую окраску. Ком-

плекс Hg(II)-ПАН образовывался при контакте пленки с водным раствором Hg(II) в 

течение 1–10 мин в зависимости от концентрации ртути (II) в диапазоне от 5 до 100 

ppm. При более высоких концентрациях ионов Hg(II) оранжевая окраска ПАН-

модифицированных целлюлозных пленок практически мгновенно переходила в 

фиолетовую окраску комплекса Hg(II)-ПАН. При более низких концентрациях из-

менение цвета можно было заметить визуально примерно через 5 мин после кон-

такта пленки с раствором Hg(II). Поглощение пленки при 600 нм, соответствующее 

максимуму поглощения комплекса, возрастало с увеличением концентрации Hg(II), 

в то время как поглощение несвязанного ПАН при 400 нм уменьшалась. Для реге-

нерации пленок их помещали в 2М уксусную кислоту, в результате чего пленки 

вновь приобретали оранжевую окраску. Однако после 5 использований регенера-

ция становилась невозможной из-за вымывания инкапсулированного реагента из 

целлюлозной матрицы. Определению Hg(II) мешают сопоставимые концентрации 

Cu(II) и Zn(II). 

Кроме того, группа Роджерса Р.Д. создала целлюлозные пленки с иммобили-

зованными каликс[4]аренами, образующими комплексы с NO2 и N2O4, для опреде-

ления этих газов [45]. Использованные каликсарены отличались структурой ради-

кальных заместителей (рис. 6). 
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Рис. 6. Структура каликс[4]аренов: Каликс 1 (R =(CH2)5CH3) и Каликс 2 (R =(CH2)2CH3) 

[45]. 

Для создания целлюлозных пленок Каликс 1 и Каликс 2 растворяли в мини-

мально возможном количестве диметилсульфоксида (ДМСО) при 70°С и воздей-

ствии ультразвука в течение 2 ч. Затем к этим растворам добавляли [BMIm][Cl] 

(Каликс : ИЖ = 1 : 1000 масс. %) и после нагревания и воздействия ультразвуком в 

течение еще 10 мин к смеси добавляли целлюлозу (целлюлоза : ИЖ = 1 : 10 

масс. %); условия растворения сохраняли теми же еще в течение 4 ч. Затем раствор 

центрифугировали для удаления нерастворенных частиц, выливали на стекло и 

формировали пленку с помощью специального устройства. Для удаления из пленки 

пузырьков воздуха, ее нагревали феном. Пленки промывали водой, оставляли еще 

на 24 ч в новой порции воды для полного удаления остатков ИЖ (при этом калик-

сарены не вымывались). Пленки хранили в воде до момента использования. 

Сигнал пленки в присутствии NO2 и N2O4 измеряли двумя способами. При пер-

вом способе регистрации пленку сначала помещали в 3.8 мкМ раствор SnCl4 в 

99%-ной трифторуксусной кислоте (ТФУ), а затем – в хлороформ. Далее через рас-

твор барботировали смесь газов NO2 и N2O4, полученных при реакции Cu с 

HNO3конц.. Окрашивание пленки в темно-фиолетовый цвет свидетельствовало об 

образовании комплекса каликсарен-NO+. Кислота Льюиса, SnCl4, стабилизировала 

этот комплекс. Пленку можно было использовать дважды после регенерации в 

хлороформе. Второй способ регистрации сигнала отличался тем, что раствор SnCl4 

в ТФУ наносили на пленку капельным методом, а газы пропускали непосредствен-

но через пленку, помещенную на стеклянный фильтр колбы Бунзена, в которой эти 

газы получали. Поглощение окрашенной в темно-фиолетовый цвет пленки в обоих 

случаях измеряли относительно пленки без комплекса. 

При регенерации пленки путем ее погружения в воду не только разрушался 

комплекс каликсарен-NO+, но и вымывался SnCl4. При повторной обработке рас-

твором SnCl4 в ТФУ пленка разрушалась, что делало невозможным ее многократ-

ное использование. Пленки сохраняли хорошие механические свойства и были 

удобны в эксплуатации при их регенерации в камере с контролируемой влажно-

стью на уровне 80%. Применение таких камер позволило использовать пленки до 4 

раз. Перед каждым последующим использованием удаляли избыток влаги из плен-
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ки, для чего ее либо промокали фильтровальной бумагой, либо высушивали в су-

шильном шкафу при 50°С в течение 3 ч, что приводило к деструкции некоторых 

пленок. К сожалению, в описанной работе показана только возможность определе-

ния NO2 и N2O4, селективность разработанного материала, диапазон определяемых 

концентраций, возможность определения других NOx газов, стабильность при дли-

тельном хранении не изучены. 

Тан (Tan) и соавторы создали прозрачные, тонкие и гибкие целлюлозные гид-

рогели (рис. 7) для селективного флуоресцентного определения иона меди (II) [46]. 

Методика получения целлюлозных пленок в целом была аналогична описанным 

выше методикам [43, 44] с той лишь разницей, что содержание целлюлозы в целе-

вом материале было значительно больше (целлюлоза : ИЖ = 20 масс. %). Опреде-

ление ионов Cu(II) в диапазоне концентраций 0.1–1 мкМ основано на селективном 

тушении флуоресценции комплексов Eu(ДПК)3∙2H2O или Tb(ДПК)3∙2H2O (ДПК — 

дипиколиновая кислота), включенных в целлюлозные пленки (рис. 7). При этом 

никакие другие ионы металлов не оказывают подобного влияния (табл. 1). Указан-

ные комплексы обладают интенсивной флуоресценцией, которую можно увидеть 

даже невооруженным глазом. 

 
Рис. 7. Схема получения целлюлозных тонких пленок, содержащих комплексы 

Eu(III) и Tb(III) с ДПК, и фотографии пленок после их облучения УФ-светом, 254 

нм [46]. 

Благодаря защитному действию матрицы гидрогеля, стабильность и термостабиль-

ность импрегнированных в пленку комплексов Eu(III) и Tb(III) значительно пре-

восходят таковую в растворе [46]. Тем не менее, хранить полученные пленки до 

момента их использования все-таки рекомендуют в замороженном состоянии. 

С помощью ИЖ создают материалы не только на основе целлюлозы и ее про-

изводных. Среди других используемых биополимеров следует упомянуть такие, 

как хитин, хитозан, шелк, фиброин [81] и ДНК, которым также придают форму 

пленок, мембран, сфер и др. [65]. В последние годы большое внимание уделяется 

материалам, полученным при сорастворении в ИЖ двух или более биополимеров 

(например, целлюлозы–агарозы, целлюлозы–хитозана). Такие материалы представ-

ляют интерес в качестве композитов для решения ряда специфических задач и но-
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вых матриц для иммобилизации ферментов [66]. Последние достижения и откры-

тия в области применения таких композитных материалов в сенсорных технологи-

ях могут служить темой отдельного обзора. 

1.2. Использование ионных жидкостей в качестве специфической добав-

ки к полимерной матрице 

ИЖ использовали в качестве специфической добавки к таким полимерам, как 

этилцеллюлоза, ЭЦ, и/или ПММА [50–54]. Полученные сенсорные материалы в 

виде однородных тонких пленок на полиэфирной подложке предназначались для 

определения газов и ионов тяжелых металлов. Благодаря хорошей адгезии по от-

ношению к ЭЦ и ПММА, оптически прозрачная, непроницаемая для ионов поли-

эфирная подложка обеспечивала возможность работы с тонкими пленками [51]. 

В пленке на основе ЭЦ для определения CO2 [50], так же, как и в случае золь-

геля [41], использовали флуоресцентный индикатор ГПТСК, а точнее ионную пару 

ГПТСК и четвертичного аммониевого основания, гидроксид тетраоктиламмония, 

ТОАОН. Такая ионная пара обладала более высоким сродством к ЭЦ матрице. Бо-

лее того, ионная пара имела высокие поглощение, квантовый выход, фотостабиль-

ность и продолжительное время жизни. 

 

Рис. 8. Структура ионной пары, (ГПТСК)(TOA)4 [41]. 

Для приготовления сенсорного материала ЭЦ смешивали с пластификатором, 

диоктилфталатом (ДОФ), TOAОH и (ГПТСК)(TOA)4 в тетрагидрофуране (ТГФ). 

После этого в смесь добавляли [EMIm][BF4]. Полученную смесь подщелачивали. 

Схема измерения аналитического сигнала основана на двух процессах. Первый 

— диффузия CO2 сквозь мембрану в раствор. Второй — взаимодействие газа и 

анионного, сильно флуоресцирующего ГПТСК-фенолят аниона. Содержащаяся в 

индикаторе в следовых количествах вода приводила к тому, что при взаимодей-

ствии его с CO2 образовывалась угольная кислота. Гидратация CO2 и последующий 

фотолиз уменьшали интенсивность флуоресценции ГПТСК и превращали флуо-

ресцирующий ГПТСК-анион (Dye-) в менее флуоресцирующий DyeH [50]. В сен-
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сорной системе на основе ИЖ для определения газообразного CO2 протекала сле-

дующая реакция: 

TOA+/Dye- + xH2O + CO2 (g)⇆  TOA+//HCO3
- + (x-1) H2O + DyeH. 

В описанном случае ИЖ вместе с TOAOH использовали в качестве внутренней 

буферной системы. В присутствии следовых количеств воды [EMIm][BF4] путем 

анионного обмена с TOAOH превращалась в [EMIm][OH]. Таким образом, вслед-

ствие нейтрализации CO2 и образования [EMIm][HCO3], [EMIm][OH] играла роль 

системы, подобной буферной. Благодаря ИЖ, чувствительность сенсора возрастала, 

гиперболическая зависимость отклика сенсора на основе (ГПТСК)/(TOA)4 в диапа-

зоне концентраций 0–100% CO2 выпрямлялась, фотостабильность повышалась, а 

время жизни сенсора увеличивалось вплоть до 95 дней при нормальных условиях. 

Отметим, что сенсоры без ИЖ переставали давать отклик через 3 дня. 

Группа Айдогду (Aydogdu) использовала [EMIm][BF4] как специальную добав-

ку для разработки наноразмерных CO2-сенсоров на основе ЭЦ и ПММА, работаю-

щих по принципу тушения флуоресценции ГПТСК [50, 51]. Сенсорный материал 

представлял собой электроспряденные нановолокнистые мембраны в виде тонких 

пленок диаметром 1.2 см. Сенсорную полимерную смесь готовили по методике, 

аналогичной описанной выше [51]. Электроспряденные нановолокнистые мембра-

ны получали из жидкой полимерной смеси с помощью специального оборудования 

и методики, которые в деталях описаны и обсуждены в недавнем обзоре [67]. По-

лученные мембраны с 3D-структурой характеризовались уникальной комбинацией 

гибкости и прочности, были удобными в использовании, что делает их подходя-

щим материалом не только для определения CO2, но и других газов. 

Благодаря присутствию ИЖ, жидкая полимерная смесь приобретала оптималь-

ную вязкость и обладала более высокой электропроводностью, что способствовало 

получению нановолокнистого материала без узелков при более низких концентра-

циях полимера методом электропрядения. Более того, поскольку ИЖ поглощала 

кислотные частицы из окружающего воздуха лаборатории, добавка ИЖ повышала 

фотостабильность красителя, (ГПТСК)(TOA)4, в полимерной матрице [50, 51]. 

Наконец, добавка [EMIm][BF4] в полимерную смесь повышала воспроизводимость 

и стабильность CO2 сенсора с 95 дней [50] до 7 мес [51]. Время регенерации сенсо-

ра под действием N2, плохо растворимого в ИЖ, составляло около 2, а не 3 мин, 

как в случае однородных пленок [51]. Разработанные электроспряденые  волокна 

обладали более высокой пористостью, большей удельной поверхностью и высокой 

газовой проницаемостью по сравнению с однородными пленками [51]. 

Смесь газов CO2 и N2 подводили к проточной кювете, содержащей сенсорный 

агент, с помощью специальной диффузионной иглы при комнатных условиях либо 
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после увлажнения воздуха, либо без оного [51]. Типичный кинетический отклик 

однородной пленки для определения CO2 представлен на рис. 9. 

 

Рис. 9. Типичный кинетический отклик тонкой чувствительной пленки на основе 

ЭЦ/ ПММА с (ГПТСК)(TOA)4 в качестве индикатора для определения CO2 [51]. 

Чувствительные к кислороду волокна из ЭЦ и ПММА с иммобилизованным 

комплексом [Ru(bipy)3]2+ (рис. 1) также получали путем электроформования [52]. 

Для определения кислорода использовали его способность тушить флуоресценцию 

рутениевого комплекса. Смешиваемые с водой [EMIm][BF4], [BMIm][BF4], 

[BMIm][SCN] и несмешиваемая [BMIm][PF6] служили добавкой к полимерной 

матрице. В смеси, содержащей тиоцианат-ион, наблюдали трех-экспоненциальный 

распад флуоресцирующего комплекса в присутствии и отсутствие O2. Это может 

быть объяснено делокализацией орбиталей лиганда бипиридила и уменьшением 

времени жизни рутениевого комплекса [52]. Присутствие фтора в виде BF4
− или 

PF6
− повышало растворимость кислорода внутри матрицы. Самым высоким отно-

сительным сигналом и чувствительностью к О2 обладал материал, содержащий 25 

масс. % [EMIm][BF4]. Тот факт, что ни использованный полимер, ни [EMIm][BF4] 

не влияли на оптические характеристики рутениевого комплекса, свидетельствует 

о том, что в присутствии кислорода происходит динамическое тушение флуорес-

ценции. Время отклика и регенерации сенсорных волокон после обработки 100 и 

0% O2 были меньше по сравнению с таковыми значениями для тонких пленок 

(табл. 1). Время жизни и интенсивность флуоресценции рутениевого комплекса в 

полимерной матрице с добавкой ИЖ существенно не уменьшались в течение 44 

мес хранения [52]. 

Результаты сравнительного исследования аналитических характеристик элек-

троспряденных нановолокон и однородных пленок на основе ЭЦ и ПММА исполь-

зовали для определения Ag(I) и Hg(II) [53, 54]. Сенсорную смесь готовили в соот-

ветствии с описанной выше методикой [50–52]. Чувствительные флуороионофоры 
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– 1,2-бис(4-метоксибензилиден)гидразин (МОБГ) и производное карбазола 2-(9-

метил-9H-карабзол-3-ил)-5-(пиридин-4-ил)-1,3,4-оксидиазол (OДК-3) – использо-

вали в качестве индикаторов для определения Ag(I) и Hg(II) соответственно. Оба 

красителя синтезировали в лаборатории. При добавлении этих красителей в ЭЦ и 

ПММА матрицы вместе с анионной добавкой тетракис-(4-хлорфенил)борат калия 

(ТХФБК), МОБГ и ОДК-3 превращались в селективные реагенты для определения 

Ag(I) и Hg(II) соответственно [53, 54]. Ионы металлов селективно экстрагировали 

по механизму ионного обмена в электроспряденные нановолокна (или однородные 

пленки) с помощью анионных добавок, в то время как ионы калия диффундирова-

ли из мембраны в водную фазу. 

Механизм появления отклика красителей МОБГ (a) и ОДК-3 (б) может быть 

проиллюстрирован следующими реакциями ионного обмена: 

МОБГ(орг)(желтый) + K+
(орг) + ТХФБ− + Ag+

(вод) ⇆ МОБГAg+
(орг)(бесцветный) + ТХФБ− + 

K+
(вод) (a) 

ODC-3(орг)(бесцветный) + 2K+
(орг) +2 ТХФБ − + Hg2+

(вод) ⇆ ODC-3Hg2+
(орг)(желтый) +2 ТХФБ 

−
(оррг) + 2K+

(вод) (б). 

В обоих случаях образовывался комплекс флуороионофора с ионом металла в 

основном состоянии, однако, комплекс ОДК-3 и ионов ртути (II) оказался непроч-

ным. В этой системе наблюдалось смешанное тушение, обусловленное как столк-

новениями частиц (динамическое), так и образованием комплекса (статическое), в 

то время как в системе с Ag(I)  только статическое тушение. Обнаружено, что 

[EMIm][BF4] повышает фотостабильность ионофоров в полимерной матрице за 

счет способности поглощать кислотные и основные частицы воздуха лаборатории 

[54, 55]. 

Аналитические характеристики разработанных сенсоров для определения Ag(I) 

и Hg(II) представлены в табл. 1. Как можно судить по данным таблицы, электро-

спряденные волокна обладают как минимум в 100 раз более высокой чувствитель-

ностью к ионам обоих металлов по сравнению с однородными пленками. Наново-

локна на основе ЭЦ и ПММА позволяют определить 10-3 моль/л ионов серебра и 

ртути(II), при этом определению этих ионов металлов не мешает присутствие ряда 

катионов и неорганических анионов в сопоставимых с Hg(II) концентрациях. Толь-

ко ионы Sn2+ в концентрации 10-3 моль/л мешают определению Ag(I). Отклик ОДК-

3 сенсора значительно изменяется в присутствии ионов Fe3+, Ag+, Pb2+, HCO3
- и OH-. 

Ионофоры МОБГ и ОДК-3, инкапсулированные в матрицу, показали хорошую ста-

бильность: при хранении сенсоров при комнатных условиях их флуоресцентный 

сигнал практически не изменялся в течение 7 и 5 месяцев соответственно. 
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1.3. Использование ионных жидкостей как материала матрицы 

Смешиваемые с водой ИЖ, [BMIm][BF4] и [BMIm][Br], использовали в каче-

стве материала матрицы в сенсорных флуоресцентных системах для определения 

CO2 в газообразном и растворенном состоянии [55]. Разработанный тип сенсорного 

материала имеет фундаментальное сходство с оптиковолоконными сенсорами, ко-

торые, как правило, содержат CO2-проницаемую мембрану, заполненную раство-

ром рН-чувствительного красителя (колориметрическим или флуоресцентным кис-

лотно-основным индикатором) [68]. Сенсорную смесь готовили растворением 

ГПТСК в ИЖ с или без добавки ТБАOH. Указанный четвертичный гидроксид ис-

пользовали в качестве внутреннего буферного раствора, который стабилизировал 

депротонированную форму красителя. В отличие от CO2 сенсоров, описанных вы-

ше [50, 51], этот оптический сенсор не имеет полимерной матрицы. 

Смесь газов вводили в кювету с сенсорной смесью с помощью диффузионной 

иглы при комнатных условиях либо сразу, либо после предварительного насыще-

ния влагой посредством барботирования газа через воду, нагретую до 35C. Обра-

зец с неизвестной концентрацией растворенного CO2 добавляли в кювету с сенсор-

ной смесью вместе со стандартным раствором NaHCO3 [55]. Интенсивность флуо-

ресценции ГПТСК в [BMIm][BF4] и [BMIm][Br] уменьшалась с увеличением кон-

центрации газообразного или растворенного CO2. Следует отметить, что флуорес-

ценция изученных ИЖ в интересующем диапазоне длин волн была пренебрежимо 

мала и не влияла на чувствительность красителя. Поскольку изменение сигнала 

было полностью обратимым, количество используемой ИЖ в течение 6–10 рабочих 

циклов одной порции сенсорной смеси составляло 1 мл, что является относительно 

малым расходом дорогостоящего реагента. 

Благодаря использованию в качестве матрицы ИЖ, и в особенности 

[BMIm][BF4], значительно повысилась стабильность CO2-сенсора, а время его хра-

нения увеличилось до 7 мес. Более того, поскольку смешиваемая с водой ИЖ со-

держит следовые количества воды, дополнительное увлажнение для работы сенсо-

ра не требовалось [55]. Чувствительность определения растворенного CO2 была в 

100 раз выше при использовании сенсорной смеси с [BMIm][BF4]. Это может быть 

связано с каталитическим эффектом иона фтора, входящего в состав тетрафторбо-

ратного аниона, на образование бикарбонат-иона по следующей реакции: 2F- + H2O 

+ CO2  HCO3
- + HF2

- [51]. Сенсор для определения газообразного CO2, основан-

ный на [BMIm][Br], обладал более широким динамическим диапазоном, чем сенсор 

на основе [BMIm][BF4] (табл. 1). Несмотря на это, рабочий динамический диапазон 

для растворенного CO2 (табл. 1) с обеими ИЖ был сопоставим с таковым для дру-

гих оптических сенсоров на CO2 [50, 51], включая сенсоры, созданные с использо-
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ванием ИЖ (табл. 1). Время отклика для CO2-определяющего коктейля составляло 

12 мин при замене N2 на CO2 и 710 мин при замене CO2 на N2. 

Интересно отметить, что некоторые ИЖ вместе с чувствительными флуорес-

центными красителями успешно использованы для разработки микрокапельного 

температурного сенсора. Интенсивность флуоресценции индикаторного красителя, 

растворенного в ИЖ, измеряли как функцию от температуры. Несмотря на то, что 

описание подобных сенсоров лежит за пределами нашего обзора литературы, мы 

не можем не упомянуть о нем, поскольку этот сенсор представляет собой пример 

необычного применения ИЖ. Для создания температурного сенсора два флуорес-

центных индикатора, родамин Б и родамин 110, растворяли в ИЖ, [EMIm][ESO4], а 

затем инкапсулировали в парилен-С, используя вакуумный метод нанесения пари-

лена на жидкость. Парилен-С наносили непосредственно на поверхность жидкости, 

где он полимеризовался, при этом ИЖ не испарялась даже в вакуумной камере и не 

мешала процессу полимеризации. В результате каплю красителя запечатывали хи-

мически стабильной и проницаемой тонкой пленкой парилена, которая предотвра-

щала вымывание красителя и сохраняла его объем и концентрацию постоянными 

[69]. Более того, красители одинаково вели себя и в ИЖ и в воде. Микрокапельный 

сенсор имел диаметр 40 мкм и определял температуру на разной глубине воды от 0 

до 850 мкм. Подобный сенсор может найти свое применение для контроля темпе-

ратуры в микроструйных капиллярах, например в капиллярном электрофорезе, и 

для измерений температуры при изменениях оптического пути между линзой объ-

ектива и каплей [68]. 

Недавно Жао (Zhao) и соавторы опубликовали информацию о новом методе со-

здания нанопористых полиэлектролитных мембран без подложки (ПЭМ) с исполь-

зованием электростатического комплексообразования между катионной по-

ли(ионной жидкостью) или полимеризованной ИЖ (ПИЖ) и полианионом [70]. В 

качестве модельного катионного полиэлектролита выбрали ПИЖ на основе катио-

на имидазолия, [PCMVIm][Tf2N]. В качестве анионной части ПЭМ выбрали по-

лиакриловую кислоту (ПАК), широко известную, как слабый электролит. Главная 

отличительная черта предложенной методики заключается в объединении процесса 

образования мембраны и создания нанопор. Синтез ПЭМ включает два этапа. Пер-

вый — растворение [PCMVIm][Tf2N] и ПАК в ДМФА при эквимолярном соотно-

шении 1:1 в пересчете на мономер. Полученный гомогенный раствор раскатывали 

на стекле и высушивали в течение 1 ч при 80°C. Второй — погружение полученной 

пленки в водный раствор NH3 или NaOH и выдерживание в нем в течение 2 ч. В 

результате такой процедуры частицы акриловой кислоты приобретали заряд, и 

внутри пленки образовывалась нанопористая структура. После этого получалась 
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желтоватая, гибкая мембрана без подложки. Обнаружено, что гидрофобность ПИЖ, 

которая зависит от природы противоионов, является необходимым условием для 

создания мембраны с иерархической структурой пор. 

Для демонстрации возможности аналитического использования разработанной 

мембраны, ею покрыли интерферометр из тонких волокон и протестировали воз-

можность определения рН в диапазоне от 2 до 10 ед. Важно отметить, что высокая 

чувствительность предложенного рН-метра сочеталась с быстрым откликом, кото-

рый составлял 5 с после изменения рН от 3.96 до 6.68 и 12 с при изменении рН от 

6.68 до 3.96. Обычно же при высокой чувствительности сенсор проигрывает по 

времени отклика, и, наоборот, при выигрыше по времени отклика проигрывает в 

чувствительности [70]. В будущем подход к получению ПЭМ на основе ПИЖ смо-

жет конкурировать с электростатическим послойным методом по простоте и ско-

рости получения мембран. 

1.4. Использование ионных жидкостей в качестве модификатора 

поверхности прозрачных триацетилцеллюлозных пленочных мембран 

Абсалан (Absalan) и соавторы предложили использовать ИЖ в качестве нового 

класса модификаторов при создании химических сенсоров с оптическим преобра-

зованием аналитического сигнала (оптоды) для повышения их чувствительности и 

воспроизводимости. Авторы реализовали эту идею в создании оптического сенсора 

для определения цианид-иона и аскорбиновой кислоты (АК) [56, 57]. В качестве 

материала подложки для сенсора использовали триацетицеллюлозную мембрану в 

форме прозрачной пленки. Прозрачную триацетицеллюлозную пленку получали из 

отработанной фотопленки, которую предварительно обрабатывали гипохлоритом 

натрия для удаления окрашенных гелеобразных слоев [56, 57]. Поскольку и циа-

нид-ион, и АК не имеют ярко выраженных оптических свойств, необходимых для 

непосредственного определения этих веществ, триацетицеллюлозные пленки обра-

батывали раствором определенного ионофора, который реагировал с указанными 

веществами, формируя аналитический сигнал. В качестве ионофора для определе-

ния АК выбрали коммерчески доступный неокупроин (2,9-диметил-1,10-

фенантролин), а для определения CN− — синтезированный в лаборатории комплекс 

[N,N’-бис(салицилиден)-2,3-диаминопиридин]трибутилфосфорина и моногидрати-

рованного перхлората кобальта(III) (комплекс Co(III) и основания Шиффа). Три-

ацетилцеллюлозные пленки обрабатывали раствором ионофора в 10 мкл ИЖ 

([BMIm][Br], [BMIm][PF6] или [OMIm][PF6]) с добавлением этанола или ТГФ, за-

тем отмывали водой для удаления молекулярного органического растворителя и 

непрореагировавших реагентов. Ионофор из мембраны не вымывался, сигнал не 

сдвигался в течение 5 и 7 ч для оптодов на АК и CN− соответственно [56, 57]. Мем-
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браны были стабильны в течение длительного промежутка времени при их хране-

нии под слоем воды. Высокую химическую стабильность оптодов в ходе работы и 

при хранении можно объяснить электростатическими взаимодействиями (напри-

мер, Ван-дер-Ваальсовыми) между имидазолиевым кольцом ИЖ и молекулами 

триацетилцеллюлозы [71]. В случае АК сенсора неокупроин, реагент с аминогруп-

пами, может быть химически связан с триацетицеллюлозой [72]. 

Триацетилцеллюлозную мембрану, модифицированную ИЖ, с иммобилизо-

ванным ионофором вертикально помещали в кювету спектрофотометра, заполнен-

ную реакционным раствором, содержащим определяемое соединение, после чего 

измеряли его поглощение при аналитической длине волны (табл. 1). Кроме CN− и 

АК, реакционные растворы содержали Трис-буферный раствор и раствор нитрата 

Cu(II) соответственно. Разница в поглощении оптодов в присутствии и отсутствие 

определяемых соединений была пропорциональна их концентрациям. Схема взаи-

модействия CN− и AК с ионофорами, иллюстрирующая принцип работы описан-

ных оптодов, представлена на рис. 10. Из рисунка видно, что определение CN− ос-

новано на образовании его комплекса с ионофором. Для определения АК исполь-

зовали сопряженные реакции окисления-восстановления и комплексообразования. 

 

Рис. 10. Схемы взаимодействия CN− (A) и АК (Б) с ионофором [56, 57]. 

Мембраны, модифицированные соответствующим количеством ИЖ, обладали 

многими преимуществами по сравнению с немодифицированной мембраной и 

мембраной, модифицированной хитозаном [73] или катионными ПАВ [74]. Во-

первых, чувствительность (наклон градуировочного графика) для модифицирован-

ных ИЖ сенсоров на CN− и АК в 8 и 1.42 раза соответственно выше таковой для не 

модифицированных сенсоров [56, 57]. Селективность определения CN− и АК силь-

но зависела от природы выбранной ИЖ. Смешиваемая с водой [BMIm][Br] не вли-

яла на чувствительность обоих сенсоров. Менее вязкая [BMIm][PF6], но с более 



 

 40 

высокой плотностью заряда на катионе по сравнению с [OMIm][PF6], оказалась бо-

лее предпочтительным модификатором для сенсора на CN−, но не для сенсора на 

AК. Таким образом, при выборе оптимального модификатора для сенсора надо 

учитывать благоприятное сочетание вязкости и плотности заряда на катионе, а 

также растворимость ИЖ в воде. 

Во-вторых, ИЖ с ионофором равномерно распределялись по поверхности мем-

браны, что приводило к улучшению, хоть и незначительному, воспроизводимости 

сигнала и предела обнаружения определяемых соединений. И наконец, в-третьих, 

жидкое состояние ИЖ при комнатной температуре обеспечивало высокую ско-

рость диффузии аналитов внутри мембраны, благодаря чему уменьшалось время 

отклика оптода. 

Аналитические характеристики и условия функционирования разработанных 

оптодов представлены в табл. 1. Существенным недостатком оптода для определе-

ния АК является то, что он одноразовый. Напротив, CN−-оптод возможно регене-

рировать путем вытеснения CN− из объема мембраны обработкой HNO3 или рас-

творами Cu2+, Cd2+, and Zn2+. Предложенные сенсоры были успешно применены 

для определения АК и CN- в реальных объектах (табл. 1), благодаря их высокой се-

лективности по отношению к указанным соединениям на фоне ионов металлов, ря-

да органических и неорганических соединений различной природы. 

1.5. Использование ионной жидкости как пластификатора, лиганда  

и красителя-датчика одновременно в ионогель-оптодной мембране 

В последние годы появилась тенденция к упрощению конструкции химических 

сенсоров. Большинство химических сенсоров основано на селективном связывании 

определяемого иона с лигандом, который либо включают в полимерную матрицу с 

добавкой ионообменной соли, либо непосредственно иммобилизуют на поверхно-

сти датчика. Если аналитический сигнал сенсора измеряют методом оптической 

спектроскопии в видимом диапазоне длин волн, дополнительно вводят окрашен-

ный краситель [58, 74]. 

Каванаг (Kavanagh) и сотрудники разработали очень простую сенсорную си-

стему, состоящую всего лишь из двух компонентов: полимера поливинилхлорида 

(ПВХ) и специально синтезированной ИЖ, [P6,6,6,14][DCA] (рис. 2), способной иг-

рать роль сразу нескольких компонентов сенсорного устройства – пластификатора, 

лиганда и красителя-датчика [58]. Смесь, полученную растворением ПВХ и ИЖ 

(1:2 масс. %) в ТГФ, заливали внутрь стеклянного кольца, которое закрепляли на 

поверхности стеклянной пластины резиновыми кольцами, и оставляли внутри кон-

струкции до полного испарения ТГФ на 24 ч [58]. 
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Сенсорный материал представлял собой прозрачную гомогенную мембрану в 

форме диска толщиной ~10 мкм. Для генерации отклика мембрану помещали в 500 

мкл водного раствора соли металла на 30 мин. После удаления пипеткой избытка 

этого раствора измеряли поглощение ПВХ-ИЖ мембраны, окраска которой зависе-

ла от природы иона металла (рис. 11). 

 

Рис. 11. ПВХ-[P6,6,6,14][DCA] мембрана в отсутствие ионов металлов (бесцветная) и 

присутствии ионов Сu2+ (желтая), Cu2+/Co2+ (зеленая), Co2+ (голубая) [58]. 

По мнению авторов, миграция ионов металлов в полимерной оптодной мем-

бране происходит по механизму совместной экстракции, а не ионного обмена. Ион 

металла и его противоион из водного раствора соэкстрагируются внутрь мембраны 

с сохранением баланса зарядов. Хотя чувствительность определения ионов метал-

лов с использованием описанных мембран не высока (табл. 1), простота получения 

мембраны, отсутствие вымывания компонентов мембраны и продемонстрирован-

ная возможность одновременного определения двух ионов металлов Cu2+ и Co2+, 

являются ее несомненными достоинствами. 

1.6. Перспективы применения полученных оптических сенсоров 

в химическом анализе 

Характеристики сенсоров и сенсорных материалов, полученных с использова-

нием ИЖ, систематизированы в табл. 1. Как видно из данных таблицы, круг соеди-

нений, которые возможно определять с помощью оптических сенсоров, достаточно 

широк и включает в себя неорганические газы (CO2 и O2), ионы тяжелых металлов, 

цианид-ион и некоторые органические вещества (АК и субстраты ферментов). 

Обычно ИЖ используют для разработки газовых сенсоров, что может быть 

объяснено их способностью абсорбировать и растворять газы, такие как CO2, O2, 

NOx и др. В таких сенсорах имидазолиевые ИЖ участвуют в процессе приготовле-

ния материала подложки или сами являются матрицей. Также их используют в ка-

честве специфической полимерной добавки к полимерной матрице. Наиболее часто 

определяемый газ в сенсорах с участием ИЖ — CO2, содержание которого необхо-

димо контролировать в крови, морской воде, в воздухе парников и внутри различ-

ных упаковок. Если определение высоких концентраций CO2 (60 –100%) является 

тривиальной аналитической задачей, то определение малых количеств этого газа до 

сих пор вызывает сложности. Благодаря использованию ИЖ в сенсорных системах, 
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стало возможным определение как высоких, так и низких концентраций CO2. Как 

видно из табл. 1, предложены три системы для определения низких концентраций 

углекислого газа. Спектрофотометрический сенсор с [BMIm][BF4] и pH-

индикатором ТС в силиконовой матрице позволяет определять 2% CO2 и более 

низкие его концентрации [41]. С помощью сенсора на основе той же матрице, но с 

флуоресцентным индикатором ГПТСК, растворенным в [BMIm][Tos], возможно 

определение до 10% CO2 [41], причем как в газообразном, так и в растворенном со-

стоянии. Флуоресцентный CO2 сенсор на основе ЭЦ и ПММА-матрицы с красите-

лем ГПТСК и [EMIm][BF4] в качестве специфической полимерной добавки [51] 

позволяет определять вплоть до 10% газообразного CO2. Более того, этот сенсор 

оказался наиболее стабильным из всех описанных выше (стабилен в течение 7 мес), 

а также обладал наиболее коротким временем отклика. С помощью третьей сен-

сорной системы, в которой ИЖ используется в качестве матричного материала, 

возможно чувствительное и селективное определение CO2 и в газообразной форме, 

и в растворе [55]. 

Помимо CO2-сенсоров с использованием ИЖ сконструированы O2-сенсоры 

(табл. 1). Определение газообразного O2 является важной задачей биомедицинско-

го анализа и анализа объектов окружающей среды. Оба O2-сенсора основаны на 

тушении флуоресценции комплекса рутения(II) с 2,2’-бипиридилом молекулами O2 

и характеризуются широкими диапазонами линейности [23, 52]. Один из них в ви-

де золь-геля с [EMIm][BF4] имеет меньшее время отклика [23]. Стоит отметить, что 

сенсоры на основе ЭЦ/ ПММА чрезвычайно стабильны — 44 мес без значительно-

го уменьшения интенсивности флуоресценции (такая стабильность является ре-

зультатом внесения [EMIm][BF4] в матрицу сенсора) [52]. 

Газы NOx являются продуктами переработки топлива и других крупномас-

штабных производственных процессов, загрязняющих атмосферу. Производные 

этих газов образуют токсичные вещества, входят в состав кислотных дождей, а 

также участвуют в процессах нитрозирования различных биомолекул, вызывая он-

кологические и другие опасные заболевания. Для развития методов мониторинга, 

выделения и переработки NOx газов на основе целлюлозной пленки создан простой 

в получении и использовании материал для определения NO2 и N2O4, однако для 

его применения на практике требуется более детальное изучение свойств этого ма-

териала и условий его функционирования [45]. 

Довольно большое количество работ посвящено разработке сенсоров для опре-

деления ионов металлов. Наибольшей чувствительностью обладают пленочные 

сенсоры на основе ЭЦ и ПММА для определения Ag(I) и Hg(II) [53, 54] на суб-

наномолярном уровне, т.е. более низком, чем ПДК этих металлов в питьевой воде 
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по требованиям Минздрава России [75]. Благодаря антибактериальным свойствам, 

соли серебра и его другие его соединения широко используют в медицине, для 

очистки воды, поэтому определение Ag(I) в водных растворах важно. Ртуть(II) яв-

ляется наиболее токсичным тяжелым металлом, который встречается в объектах 

окружающей среды. В матрицах предложенных сенсоров ИЖ играет роль специ-

фической полимерной добавки. Высокая селективность этих сенсоров выгодно от-

личает их от других оптических сенсорных устройств [74, 76, 77]. Другой пленоч-

ный сенсор, чувствительный к ионам Hg(II), полученный растворени-

ем/осаждением целлюлозы в [BMIm][Cl], можно использовать до 5 раз [43]. Прак-

тически такой же принцип (но немного ранее) использовали для разработки цел-

люлозных пленок для определения ионов переходных металлов [44]. Описанный 

сенсор также можно использовать повторно. 

Предложенный CN− сенсор на основе триацетилцеллюлозной мембраны, мо-

дифицированной ИЖ и комплексом {Co(III)-основание Шиффа}, позволяет опре-

делять этот высоко токсичный анион на уровне 4.2 мкM [56], что значительно 

меньше летальной дозы: 40–200 мкM [78]. Разработан лишь один сенсор для опре-

деления органического соединения, а именно АК, смин = 2.210-5 M. В нем ИЖ так-

же играет роль модификатора триацетилцеллюлозной мембраны. Сенсор успешно 

апробирован в анализе питьевой воды и апельсинового сока [57]. 

Успех в разработке ферментативных сенсоров не так очевиден по сравнению с 

сенсорами для определения неорганических газов и ионов металлов. К настоящему 

времени детально изучены условия нековалентной и ковалентной иммобилизации 

фермента в матрицу (как правило, эту роль выполняет целлюлозная пленка). Хотя 

предприняты некоторые попытки определения субстратов ферментов (сирингал-

дазина, гваякола, ОНПГ), использование подобных сенсоров на практике представ-

ляется задачей будущих исследований. 

Важно отметить, что для создания оптических сенсорных материалов гидро-

фильные ИЖ используют чаще, чем гидрофобные. В последнем случае для полу-

чения биочувствительного материала необходимо проведение дополнительных 

этапов эксперимента. Например, для создания прозрачных целлюлозных пленок, 

полученных осаждением целлюлозы из раствора в [BMIm][Tf2N], требуется долгая 

промывка [27]; при иммобилизации -галактозидазы до добавления [BMIm][Tf2N] 

необходимо растворить ацетат целлюлозы в ацетоне [49]. 

*** 

В результате критического обзора и систематизации литературных данных, 

опубликованных за период с 2000 по 2014 гг., нами выделено пять основных 
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функций ИЖ в оптических сенсорных материалах: (a) растворители для материала 

подложки или иммобилизации, (б) специфическая добавка к матрице, (в) материал 

матрицы, (г) модификатор поверхности триацетилцеллюлозной мембраны и (д) 

пластификатор, лиганд и краситель-датчик одновременно в полимерных ионогель-

оптодных мембранах. Исследователи отдают предпочтение коммерчески 

доступным ИЖ на основе имидазолиевых катионов (табл. 1), поскольку их физико-

химические, оптические, экстракционные и сорбционные свойства уже хорошо 

изучены. Некоторые несмешиваемые с водой ИЖ, например [OMIm][PF6] и 

[BMIm][PF6], привлекательны тем, что практически нетоксичны, особенно по 

сравнению с традиционными молекулярными органическими растворителями, 

такими как ацетон, ацетонитрил, ДМСО и др. 

Способность [EMIm][BF4], [BMIm][BF4] и [BMIm][Tos] растворять CO2 и O2 

используют для разработки флуоресцентных и спектрофотометрических сенсоров 

для определения этих газов в широком диапазоне концентраций. Флуоресцентные 

красители и pH индикаторы, которые играют роль распознающих элементов 

газовых сенсорных материалов, легко растворимы в перечисленных ИЖ. 

Применение ИЖ позволяет значительно улучшить качество сенсорного материала 

(его прозрачность, гибкость, прочность, однородность поверхности) и 

стабильность при хранении. Добавка ИЖ к полимерной смеси обеспечивает ее 

оптимальную вязкость и повышенную электропроводность, что облегчает процесс 

формирования флуоресцирующих ЭЦ и ПММА нановолокон для чувствительного 

определения газообразного и растворенного CO2. С помощью мембран из 

нановолокон, полученных методом электроформования (электроспряденные) из 

ЭЦ и ПММА, с высокой удельной поверхностью можно определять Ag(I) и Hg(II) с 

черезвычайно высокой чувствительностью. Дальнейшие усилия ученых, на наш 

взгляд, должны быть сфокусированы на исследовании новых полимерных 

композитов, контроле наноразмеров электроспряденных мембран и достижении 

требуемой чувствительности определения различных аналитов для решения 

конкретных аналитических задач. 

Очень перспективным материалом, по нашему мнению, являются прозрачные 

и однородные ПВХ-ИЖ мембраны. Благодаря применению многофункциональной 

«дизайнерской» [P6,6,6,14][DCA], удалось значительно упростить устройство сенсора, 

а также повысить селективность определения иона металла за счет способности 

аниона ИЖ образовывать комплекс с Cu(II). Весьма вероятно, что будущие 

исследования таких материалов будут направлены на улучшение специфической 

функциональности ИЖ и изучение механизма взаимодействия определяемых 

соединений с распознающими элементами мембраны. Наравне с описанными выше 
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ПВХ-ИЖ мембранами, большим потенциалом как поверхностно-активные 

оптические сенсорные материалы, несомненно, обладают разработанные ПИЖ 

мембраны иерархической структуры. 

Важна роль ИЖ в качестве модификатора триацетилцеллюлозных пленок. 

Именно благодаря гидрофильным ИЖ, а не таким модификаторам как хитозан и 

ПАВ, обеспечивалась большая однородность поверхности мембраны, в результате 

чего повышались селективность и воспроизводимость определения CN- и АК. 

Методология разработки оптических сенсоров для определения газов, ионов 

металлов и Н+-ионов описана довольно детально, чего нельзя, к сожалению, 

сказать о биосенсорных материалах. Несмотря на то, что в литературе предложено 

несколько подходов к нековалентной и ковалентной иммобилизации некоторых 

ферментов в полученные с помощью галоидных ИЖ целлюлозные пленки и 

силиконовые золь-гели, в этой области еще остается ряд нерешенных вопросов. 

Разработанные методики не являются универсальными и специфичны для 

конкретного фермента. Предложенные материалы пока невозможно использовать 

многократно. Все еще не найден универсальный эффективный путь повышения 

скорости диффузии субстрата фермента из раствора к поверхности целлюлозной 

пленки. Быстрый отклик пленки с биокатализатором наблюдается только при 

добавлении раствора субстрата непосредственно на ее поверхность. Для удобства 

практического использования ферментсодержащих пленок необходимо 

усовершенствовать способы фиксации пленок на поверхности стекла или 

использовать другие подложки. Практически отсутствует информация о 

селективности катализа ферментами, иммобилизованными в целлюлозную пленку 

и золь-гели. Таким образом, для оценки практической значимости полученных с 

помощью ИЖ биоматериалов целесообразны дальнейшие исследования, 

направленные на расширение круга иммобилизованных ферментов и 

определяемых соединений, изучение стабильности биокатализаторов в сенсорных 

материалах, оптимизацию состава матрицы-носителя и совершенствование 

конструкции сенсора. 

К настоящему времени только сенсоры для определения СО2, О2 и АК имеют 

конкретные перспективы использования в практике химического анализа. 

Наиболее близки к широкому практическому применению в ближайшем будущем 

микрофлюидные платформы, включающие ионогели, предназначенные для 

мониторинга рН пота человека при физических нагрузках в режиме реального 

времени в целях диагностики и прогностики состояния его здоровья. Огромный 

интерес исследователей к ИЖ, а также достигнутые успехи в получении сенсорных 

материалов с их участием свидетельствуют о том, что адаптация разработанных 



 

 46 

материалов к анализу реальных объектов — вопрос ближайшего будущего. Таким 

образом, все исследования, направленные на развитие оптических сенсорных 

технологий с применением растворителей нового поколения, ИЖ, актуальны и 

целесообразны. 

Глава 2. Спектрофотометрические и люминесцентные методы 

определения артемизинина и его производных 

2.1. Общие сведения об артемизинине 

Артемизинин (АМ) относится к природным противомалярийным эндоперокси-

дам. С момента открытия в 168 г. до н.э. лекарственных свойств однолетней китай-

ской горькой полыни Artemisia annua и до сих пор ее листья являются основным 

источником АМ [82], хотя он содержится также в стеблях, бутонах, цветах и семе-

нах полыни. Содержание АМ в растительном лекарственном сырье невелико (от 

0.01 до 1.4% от сухой массы) и зависит от периода сбора растения, места и условий 

его произрастания [83, 84]. 

АМ представляет собой сесквитерпеновый лактон с 1,2,4-триоксановым гете-

роциклическим ядром, в которое включен эндопероксидный мостик (рис. 11, 

структура 1). Именно этот фрагмент молекулы АМ (фармакофор) определяет ан-

тималярийную активность, которая значительно возрастает при замещениях в кар-

бонильной группе лактонного кольца (рис. 11, структуры 2-5). Так, дигидроартеми-

зинин (восстановленный АМ) и артесунат (водорастворимый гемисукцинат дигид-

роартемизинина) более эффективны по отношению к малярийному плазмодию, 

микроорганизму-возбудителю малярии, чем АМ. 
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R=H, дигидроартемизинин, 2 

R=Me, артемэфир, 3 

R=Et, артеэфир, 4 

R=CO(CH2)2COONa, 5 

Рис. 11. Структурные формулы АМ (1) и его полусинтетических производных: ди-

гидроартемизинина (ДАМ, 2), артемэфира (АТМ, 3), артеэфира (АТЭ, 4), артесу-

ната (АТС, 5). 

 

Раскрытие пероксидного мостика АМ вследствие восстановительного расщеп-
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ления (например, под действием иона Fe(II), свободного или в составе гема) или 

протонирования приводит к полной потере его антималярийной активности [85, 86]. 

Механизм действия АМ и его полусинтетических производных на малярийных 

паразитов включает два последовательных этапа. На первом этапе внутри пора-

женного эритроцита (или по некоторым данным [85] самого плазмодия) происхо-

дят расщепление эндопероксидного мостика АМ и перегруппировка внутри моле-

кулы с образованием нестабильных свободных радикалов. Реакцию катализирует 

железо(II) гема пораженного эритроцита. На втором этапе образовавшиеся радика-

лы или их производные алкилируют специфичные малярийные белки, что приво-

дит к повреждению паразитов [85–88]. 

2.2. Физико-химические свойства артемизинина 

АМ (эмпирическая формула C15H22O5) — бесцветное кристаллическое веще-

ство без запаха, температура плавления 156157C [89]. 

Растворимость в воде и органических растворителях. Вследствие малой 

полярности АМ плохо растворим в воде, но хорошо растворим в органических 

растворителях, как полярных, так и неполярных (табл. 2). C повышением 

температуры растворимость АМ возрастает. 

Таблица 2. Растворимость (s, г/л) АМ при 25°С в различных растворителях [84, 90] 

Растворитель s, г/л 

Вода 0.063 (4.3·10-3 моль/л при 37°С) 

Гексан 0.46 

Ацетонитрил 3.562 

Метанол 12 

Этанол 28.267 

Ацетон 42.319 

Этилацетат 100 

Хлороформ 266.628 

Чаще всего для приготовления стандартных растворов АМ используют полярные 

растворители, например, этанол, метанол, их смеси с водными буферными 

растворами [91]. Для экстракционного извлечения АМ из растительного сырья 

применяют петролейный эфир, н-гексан 3 , ацетонитрил, этанол и его смесь с 

метанолом, ацетон. Самый эффективный и селективный экстрагент АМ, 

петролейный эфир, токсичен, летуч и легко воспламеняется [86], поэтому его часто 

разбавляют гексаном. 

                                                           
3 Далее просто гексан. 
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Плохая растворимость АМ в воде (табл. 2) снижает эффективность его 

усвоения при оральном употреблении. Эту проблему решают добавлением к АМ 

циклодекстринов или использованием вместо АМ более растворимых в воде 

производных, например АТЭ и АТМ. 

Участие АМ в реакциях комплексообразования. Установлено [86, 91], что при 

22⁰С и концентрации 1 ммольл-1 АМ легко растворяется в 10 мМ водных 

растворах α-, β-, γ-циклодекстринов за счёт образования комплексов состава 1:1 

типа «гостьхозяин». α-, β- и γ-Циклодекстрины представляют собой 

полисахариды, состоящие из 6, 7 и 8 мономеров D-глюкозы соответственно (рис. 

12), соединенных между собой α-1,4-глюкозидной связью [92]. 

 

Рис. 12. Структурные формулы α-, β-, γ-циклодекстринов. 

При концентрации циклодекстринов 10 мг/мл растворимость АМ в воде 

увеличивается в 1.7 (α), 6.2 (β) и 5.1 (γ) раз [93, 94]. Растворимость АМ в наименее 

токсичных 2-гидроксипропил- и сульфоксибутилэфир-β-циклодекстринах 

сопоставима с таковой в растворе β-циклодекстрина [93, 94]. Исключение 

составляет гептакис(2,6-ди-О-метил)-β-циклодекстрин, который увеличивает 

растворимость АМ в 12.9 раза [95], однако способен вызывать гепатопатию, 

нефропатию и гемолиз. При обработке культуры клеток раствором гептакис(2,6-

ди-О-метил)-β-циклодекстрина в отсутствие и присутствии гормона роста 

метилжасмоната содержание АМ возрастает в 140-300 раз [92], что 

свидетельствует о высокой растворяющей способности этого циклодекстрина. 

Растворимость производных АМ изучена только в 2-гидроксипропил-β-

циклодекстрине и повышается в ряду: АТЭ  АМ  ДАМ. С увеличением 

концентрации циклодекстрина с 5 до 20% (масса/объем) растворимость 

перечисленных эндопероксидов возрастает примерно в 3 раза [95]. Заметим, что в 

растворе 2-гидроксипропил-β-циклодекстрина повышается не только 

растворимость, но и стабильность ДАМ [96]. Небольшие добавки к раствору 

циклодекстринов водорастворимых полимеров поливинилпирролидона, 

гидроксипропилметилцеллюлозы и карбоксиметилцеллюлозы не повышают, как 

ожидалось, способность полисахарида связывать АМ в комплекс. 
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Наилучшее соответствие размеров молекулы АМ и внутренней полости β-

циклодекстрина (рис. 13) обусловливает самую высокую константу устойчивости в 

ряду α < γ < β-циклодекстринов. 

 

Рис. 13. Две типичные низкоэнергетичные структуры комплекса АМ с β-

циклодекстрином [91]. 

Комплекс {АМ-β-циклодекстрин} в 3-5 раз устойчивее комплекса с γ-

циклодекстрином и в 12-17 раз устойчивее комплекса с α-циклодекстрином [93, 

97]. Неизменность положения в спектрах кругового дихроизма максимума АМ в 

свободном виде и в комплексе [98]  свидетельствует о том, что при образовании 

комплекса связь –О–О– в молекулах АМ и АТМ остается снаружи β-

циклодекстрина. Комплекс {АМ-β-циклодекстрин} стабилизируется, главным 

образом, за счет ван-дер-ваальсовых сил, и частично, благодаря диполь-дипольным 

взаимодействиям. Важно отметить, что скорость щелочного гидролиза АМ в 

присутсвии β-циклодекстрина уменьшается в 2 раза [95]. 

Константа устойчивости комплекса АМ с 2-гидроксипропил-β-

циклодекстрином в 1.5 раза, с сульфобутилэфир-β-циклодекстрином в 2 раза, а с 

гептакис(2,6-ди-О-метил)-β-циклодекстрином в 3.5 раза выше, чем комплекса с β-

циклодекстрином [93, 94]. Устойчивость комплексов производных АМ с β-

циклодекстрином возрастает в ряду: АТЭ  ДАМ  АМ, при этом константа 

устойчивости комплекса {ДАМ-β-циклодекстрин} примерно в 2 раза меньше 

константы устойчивости комплекса АМ с полисахаридом [97]. 

АМ образует комплексы также и с ионами Fe(II), как в гидратированном состо-

янии [99], так и в составе гема [100]. Механизм взаимодействия АМ с ионами же-

леза (II), приведенный на рис. 14, включает последовательно протекающие реакции 

комплексообразования и окисления-восстановления. 
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Рис. 14. Механизм взаимодействия АМ с ионами Fe(II)/Fe(III) в водном растворе 

при нейтральном рН [99]. 

На первой стадии процесса довольно быстро образуется комплекс гидратиро-

ванного иона Fe(II) с АМ состава 1:1, который, согласно данным спектрофотомет-

рического исследования, поглощает при 304 нм (ε = 2.2103 М-1 см-1, АМ приготов-

лен в хлороформе). Далее, как видно из рисунка, АМ в составе комплекса {Fe(II)-

АМ} восстанавливается до ДАМ, а ионы Fe(II) окисляются до Fe(III). На второй 

стадии ДАМ быстро координирует ионы Fe(III) по двум атомам кислорода в 6-м и 

7-м положениях с образованием комплекса {Fe(III)-ДАМ} [101], который впослед-

ствии окисляется кислородом воздуха до АМ и Fe(III) (рис. 14). До сих пор в лите-

ратуре нет устоявшегося мнения о возможности взаимодействия АМ с ионами 

Fe(III): по одним сведениям эта реакция не идет [100], по другим [101, 102] проте-

кает, но очень медленно. 

При добавлении раствора АМ в ДМСО к раствору гема поглощение протопор-

фирина IX при длине волны полосы Соре, 415 нм, постепенно уменьшается и од-

новременно возникает максимум при 476 нм (рис. 15). С повышением содержания 

АМ максимум при 415 нм полностью исчезает. Природа максимума при 476 нм 

может быть связана как с деформацией порфиринового кольца, так и с ковалентной 
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модификацией гема, поскольку известно, что АМ способен алкилировать гем [100]. 

В литературе [85] имеются сведения о способности гемина ускорять электровос-

становление бензоата АМ на хлорид-серебряном электроде в интервале его кон-

центраций 0.12.0 мМ, продукты которого представляют собой изомеры исходного 

вещества. 

 

Рис. 15. Спектры поглощения гемина, гема и комплексов АМ-гем с возрастающим 

молярным соотношением АМ : гем [100]. 

Оптические свойства. Спектр поглощения 10 мкМ водного раствора АМ ха-

рактеризуется интенсивной полосой поглощения ниже 200 нм; а также, благодаря 

наличию бензольных колец в своей структуре, плечом около 220 нм (ε~1000 М-1 

см-1), расположенным вначале максимума поглощения, и очень слабым поглоще-

нием вплоть до 300 нм [91]. Поскольку величина молярного коэффициента погло-

щения АМ невелика, спектрофотометрический метод пригоден для определения 

только высоких его содержаний. Используемые для растворения АМ органические 

растворители тоже поглощают при длинах волн максимального поглощения АМ и 

его производных, что приводит к наложению спектров [87, 91]. Поскольку АМ не 

обладает собственной флуоресценцией [103], для его определения люминесцент-

ными методами необходима дериватизация. 

Реакции кислотного и щелочного гидролиза. Кислотная и щелочная деривати-

зация заключаются, как правило, в обработке определяемого вещества раствором 

концентрированной кислоты (обычно 5М HCl) или щелочи (1М KOH). В результа-

те кислотного гидролиза АМ обычно получают ДАМ или α,β-ненасыщенные дека-

лоны [104], которые потом вступают в реакции с различными реагентами. В том 

случае, когда продукты кислотного гидролиза поглощают в УФ/видимой областях 

спектра, проведение дополнительных реакций не требуется. 

Поскольку АМ содержит лактоновую группу (рис. 11), то в растворах щелочей 

он гидролизуется, в результате чего образуются энолят/карбоксилат АМ с макси-
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мумом поглощения при 290 нм, что используют для его определения в УФ-

диапазоне. В результате дериватизации АТС, АТМ и ДАМ получается труднораз-

делимая смесь продуктов различных перегруппировок. Реакции кислотного гидро-

лиза обычно выбирают для доколоночной, а реакции щелочного гидролиза для 

постколоночной дериватизации эндопероксидов в хроматографических методиках. 

Термическая и фотостабильность АМ. В апротонных органических раствори-

телях АМ устойчив вплоть до 150°С, в протогенных растворителях термостабиль-

ность АМ значительно меньше. АТМ менее стабилен, чем АТС при 40°С (в виде 

сухой пудры, при нормальной влажности), а ДАМ  самое нестабильное производ-

ное АМ [105]. При облучении раствора АМ в течение 2.5 мин светом с длиной вол-

ны 254 нм АМ разлагается с образованием H2O2; последний не образуется, если 

раствор облучать светом с длиной волны 350 нм [106]. 

Таким образом, на основании литературных данных можно сделать вывод о 

том, что при выборе оптических систем для определения АМ, во-первых, следует 

принимать во внимание его ограниченную растворимость в воде и, следовательно, 

необходимость использования органических растворителей (преимущественно 

этанола или метанола) для приготовления рабочих растворов АМ и его экстрактов 

из различных объектов. Во-вторых, для косвенного определения АМ может ока-

заться полезной его способность образовывать комплексы с ионами Fe(II)/Fe(III), 

поскольку эти ионы, в том числе и в составе белков, часто выступают в роли ката-

лизаторов различных индикаторных реакций. В-третьих, вследствие слабых опти-

ческих свойств чувствительное определение АМ и его производных спектрофото-

метрическим и люминесцентным методами возможно только при использовании 

реакций дериватизации. 

2.3. Определение артемизинина и его производных в лекарственных 

препаратах, растительном сырье и биологических жидкостях 

В настоящей главе систематизированы и обсуждены литературные сведения за 

период с 1992 по 2013 гг. о спектрофотометрических и люминесцентных системах 

и методах определения АМ и его производных (рис. 11) в лекарственном расти-

тельном сырье, фармацевтических препаратах и биологических жидкостях, в кото-

рых содержание определяемых соединений варьирует от 1 мМ до 100 нМ. Систе-

матизированные данные представлены в табл. 3. Они включают все спектрофото-

метрические и люминесцентные индикаторные системы, которые применяют для 

определения АМ и его производных не только методами спектрофотометрии и 

люминесценции, но и хроматографии: ТСХ и ВЭЖХ с использованием УФ, флуо-

ресцентного и хемилюминесцентного детекторов. 
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Как мы уже отмечали в гл. 2.2, слабые оптические свойства АМ и его произ-

водных обусловливают необходимость проведения реакций дериватизации для пе-

ревода определяемых соединений в более интенсивно поглощающие вещества. По-

глощение дериватизатов регистрируют спектрофотометрически, а в хроматографи-

ческих ВЭЖХ и ТСХ методиках используют УФ-детектор и денситометр соответ-

ственно. Самыми простыми дериватизационными агентами являются щелочь [107, 

108], аммиак [109] и минеральные кислоты (HCl и/или H2SO4) [104, 106, 110–113]. 

Щелочную дериватизацию АМ и его производных АТС и ДАМ применяют в 

методиках их определения методами ВЭЖХ и ТСХ. При обработке элюата концен-

трированным (1.2 М) раствором щелочи образуются продукты, поглощающие при 

290-291 нм в большей степени, чем исходные АМ, ДАМ и АТС [107, 108]. Такая 

дериватизация предпочтительна при анализе смеси эндопероксидов. Для деривати-

зации только АМ можно применять разбавленный раствор NaOH, в этом случае 

ДОК даже шире, чем при определении АМ в смеси. Хроматографические методики 

успешно апробированы для определения АМ и его производных в плазме крови 

(табл. 3). 

Помимо раствора щелочи для дериватизации АМ при его определении методом 

ТСХ используют нагретые пары NH3(конц.) [109]. Продуктом реакции является 10-

азодезоксиартемизинин, содержащий хромофорную группу с λmax = 320 нм. Опре-

деление проводят денситометрией ТСХ пластинок. 

Применение в качестве проявляющих агентов растворов органических основа-

ний: 2,4-динитрофенилгидразина или красителя быстрого голубого, позволяет по-

лучать окрашенные зоны АМ (розовую или синюю соответственно) при анализе 

противомалярийных лекарственных препаратов методом ТСХ [114]. Кроме АМ, из 

30 различных вспомогательных веществ только эритромицин давал синюю окраску 

с быстрым голубым. Напротив, при реакции эритромицина с 2,4-

динитрофенилгидразином красная окраска не возникала, что свидетельствует о вы-

сокой селективности этого реагента-проявителя. Методика позволяет определять 

индивидуально АМ, ДАМ и АТС, величины Rf которых значимо различаются на 

ТСХ-пластинках. Чувствительность определения эндопероксидов после их разде-

ления в тонком слое силикагеля выше, чем на бумаге (табл. 3). 

Кислотную дериватизацию для определения эндопероксидных соединений ис-

пользуют значительно чаще, чем щелочную. Самый простой вариант кислотной 

дериватизации предполагает доколоночную обработку анализируемого раствора 5 

М раствором HCl и нагревание на водяной бане [110]. 
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Таблица 3. Спектрофотометрические и люминесцентные системы для определения артемизинина и его производных 

Определяемое 

соединение 

Индикаторная система, 

индикаторное вещество 

(аналитическая длина волны) 

Условия проведения реакции ДОК, 

мкМ 

Селек-

тив-

ность 

Объект 

анализа 

Лите-

ра-

тура 

1 2 3 4 5 6 7 
Спектрофотометрические системы 

ДАМ, 

АТС 

Постколоночная щелочная дериватизация. 

Элюат + KOH (1.2 M раствора в 90%-ном 

метаноле) = PP’ (290 нм) 

НФ – Water Symmetry C8, ПФ – CH3CN: 

0.1М ацетатный буферный раствор, рН 

4.8 (50:50 об.%), 0.3 мл/мин, 69С 

0.18–6.15  

0.12–5.68  

– Плазма 

крови 

[107] 

АМ АМ + NaOH (0.05 M) = PP’ (291 нм) 

(спектрофотометрия) 

12 ч инкубация АМ с плазмой крови/ 

эритроцитами; 10 минутное центрифуги-

рование; 30 минутное выдерживание в 

щелочи; 25С 

0.44–176  – Плазма 

крови, 

эритро-

циты 

[108] 

АМ АМ + NH3 (пары)= PP (320 нм) ТСХ, нагревание до 100С, 2 ч, НФ – SIL 

G/UV254 60 F254; ПФ – гексан-

этилацетат-ацетон (16:1:1) 

1.8–42.5  – Расти-

тельное 

сырьё 

[109] 

АМ, ДАМ, АТС, 

АТЭ 

Эндопероксиды (растворы в метаноле, уль-

тразвук) + обработка 2,4-динитро-

фенилгидразином/ красителем быстрый 

голубой4 (денситометрия) 

ТСХ, НФ – Si 60 F254;  

ПФ – хлороформ:метанол: СН3СООН 

(98:2:0.1) 

3.5–35 

 

+ Ле-

карст-

венные 

препа-

раты 

[114] 

ТСХ, НФ – Whatman, 1001 125, grade 

№1; ПФ – хлороформ : метанол: 

СН3СООН (98:2:0.1) 

177–354  

АТМ,  

ДАМ* 

Доколоночная кислотная дериватизация 

(5М HCl, 53С, 15-45 мин); УФ-детектор 

(254 нм) 

Обращенно-фазовая ВЭЖХ, НФ – C18 

Spherisorb, ПФ – CH3CN : H2O (50:50 

об.%), 0.7 мл/мин  

0.08–1  

0.09–1  

– Плазма 

крови 

[110] 

АМ АМ (экстракт в смеси гексан:этилацетат – 

90:10 об.%) + СН3СООН(лед.) + H2SO4(конц.) + 

анисовый альдегид (50:1:05) = РР (426 нм) 

Обращенно-фазовая ТСХ, НФ – RP 18 

F254 S; ПФ – 0.2% ТФУ– CH3CN (35:65 

об.%), 110С, 5 мин 

0.106–

0.355  

+ Расти-

тельное 

сырьё 

[112] 

 

                                                           
 4 Быстрый голубой — C15H14ClN3O3·1/2 ZnCl2, 4-бензоиламино-2,5-диметоксибензендиазониум геми(хлорид цинка) соль. 
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Продолжение таблицы 3 

1 2 3 4 5 6 7 

АМ АМ (экстракт в толуоле) + СН3СООН : 

H2SO4 : анисовый альдегид (100:2:1, об.%) 

= PP (530 нм) 

ТСХ, нагревание до 105С, 5 мин; НФ – 

Si 60 F254; ПФ –гексан:диэтиловый эфир 

(6:5) 

0.35–1.1  

 

– Расти-

тельное 

сырьё 

[111] 

АМ АМ (экстракт в петролейном эфире) + эта-

нол : СН3СООН : H2SO4 : анисовый альде-

гид = РР (100:20:4:2, об.%; 540 нм, денси-

тометрия) 

ТСХ, нагревание до 100С, 12 мин; НФ – 

Si 60 F254;, ПФ – гексан : этилацетат – 9:1 

0.11–0.43  – [106] 

АМ АМ (экстракт в гексане, ультразвук) + 

[H2SO4(конц.) + этанол + H2O + ванилинтв.] = 

РР’ 

ТСХ: НФ – силикагелевые пластинки, 

ПФ – этилацетат : гексан (1 : 4), 5 мин; 

ВЭЖХ: НФ – Supelcosil LC-18, ПФ – 

CH3CN:H2O (1:1), 1 мл/мин, 30С, 20 мин 

– – [113] 

ДАМ Постколоночная дериватизация: ДАМ 

(раствор в CH2Cl2) + диацетилдигидро-

флуоресцеин + 4-диметиламинопиридин + 

N,N’-дициклогексилкарбодиимид = РР 

(235 нм) 

НФ – Radial-PAK M-Porasil cartrige, ПФ – 

гексан : изопропанол (95:5 об. %), 1.5 

мл/мин, 25С, 8 ч 

0.065–1.32  – Модель-

ный 

раствор 

[115] 

АМ, ДАМ, АТС, 

АТМ 

Эндопероксид + HCl/ HBr/ HI/ HNO3/ 

H2SO4/ HClO4 (NH3/ Na3PO4) + прямой 

красный TR (420 нм) 

Для кислотного варианта – 1 ч 

Для щелочного варианта – 10 мин 

– + Расти-

тельное 

сырье 

[104] 

ДАМ, АТС, АТМ А+метанол/ СН3СООН +H3РO4 А-аналит 

(продукт зеленого цвета, программное 

обеспечение для попиксельной обработки 

изображений) 

30-40С, 2-15 мин  – + Фарма-

цевти-

ческие 

препа-

раты 

 

[116] 

АМ, ДАМ,  

АТС 

АМ/ДАМ + HCl = H2O2 + PP 

H2O2 + 2I- + 2H+ = I2 + H2O  

Сафранин Т (красный, 521 нм) + I2 = PP’ 

(бесцветный) + 2I-  

Ацетатный буферный раствор, pH 45, 

встряхивание (5 мин) 

 

57–432  

61–432  

+ [100] 

АТС АМ + HCl = PP + H2O2 

H2O2 + 2I- + 2H+ = I2 + 2H2O 

Вариаминовый синий(Red) (бесцветный) + I2 

= Вариaминовый синий(Ox) (фиолетовый; 

556 нм) 

61–432  + [117] 
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Продолжение таблицы 3 

1 2 3 4 5 6 7 

Люминесцентные системы 

АМ АМ (экстракт в петролейном эфире) + 

этанол : СН3СООН : H2SO4 : анисовый 

альдегид (100 : 20 : 4 : 2 об.%) = РР (540 

нм) 

ТСХ, нагревание до 100С, 12 мин; НФ 

– Si 60 F254;, ПФ – гексан : этилацетат – 

9:1 

0.11–0.43  – Расти-

тельное 

сырье 

[106] 

АМ 

 
ПБГбАМ (λвозб. = 345 нм, λфл. = 547 нм)  Универсальный буферный раствор, pH 

7.2, 2 мин 

0.03–1.1  + 

 

Плазма 

крови, 

моча 

[118] 

ПБПХАМ (-//-) 0.14–1.27  [119] 

ПБцитохром cАМ (-//-) Универсальный буферный раствор, pH 

5.3, 2 мин 

0.071–1.1  [120] 

ПБтирозиназаАМ (-//-) 0.14–0.84  [121] 

АМ*, ДАМ* АМ (экстракт в гексане) + УФ-облучение 

= H2O2; H2O2 + (2,4-динитрофенил)-

оксалат = высоко энергетический интер-

медиат, перенос энергии на 2,4,6,8-

тетратиоморфорин-опиримидо[5,4-

d]пиримидин 

ВЭЖХ, НФ - Supelco discovery HS C18 

HPLC column; ПФ –  

20 мМ имидазол-HNO3 буферный рас-

твор (pH 8.5) : CH3CN (30:70 об.%), 

45С, 0.5 мл/мин 

4–80  + Сыво-

ротка  

крови 

[122] 

АМ*, ДАМ* Постколоночная дериватизации:  

АМ + люминол (LH) + щелочной раствор 

катализатора (гемати-

на/гемина/цитохрома-с): АМ˙+ O2 = O2
ˉ + 

АМ 

AМ˙ + LHˉ = L˙ˉ + AМ 

L ˙ˉ + O2ˉ = LOOˉ 

LOOˉ = LOOL 

LOOL = 1AP + N2
 

1AP = hν + AP,  

где АР – аминофталат (хемилюминес-

центный детектор, щелочная среда, 425 

нм) 

Хроматографическое разделение АМ и 

ДАМ (элюент – CH3CN : H2O (50:50 

об.%) 

0.0885–7 

(логариф-

мические 

коорди-

наты) 

+ [123] 
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Кислотной дериватизации подвергаются АМ и многие его полусинтетические 

производные, поэтому для определения индивидуальных эндопероксидов их разде-

ляют методом ВЭЖХ. Для визуализации пятен эндопероксидов на ТСХ-пластинках 

их обрабатывают раствором конц. H2SO4 с добавкой анисового альдегида или ва-

нилина с последующей денситометрией (табл. 3). Дериватизацию АМ анисовым 

альдегидом используют только для определения АМ методом ТСХ, а ванилином  

еще и для ВЭЖХ определения. Анисовый альдегид с АМ на ТСХ-пластинках дает 

пятна розового цвета, в то время как после обработки ванилином пятна окрашены в 

голубой цвет. 

Исследователи используют различные варианты ТСХ методики с анисовым 

альдегидом, варьируя условия экстракции эндопероксидов, природу и состав рас-

творителей подвижной фазы, соотношение реагентов-проявителей [106, 111–113]. 

Благодаря применению смеси ТФУ с ацетонитрилом в качестве подвижной фазы, 

удается не только достичь высокой чувствительности определения АМ (сн = 0.106 

мкМ), но и разделить АМ и его природные прекурсоры (артенуин-В и артемизини-

новую кислоту), которые сопутствуют АМ в растительном сырье [112]. Использо-

вание в качестве ПФ смеси гексана и диэтилового эфира позволяет расширить диа-

пазон линейности градуировочных зависимостей, однако сн АМ увеличивается в 3 

раза и составляет 0.35 мкМ [111]. Заметим, однако, что ДОК и нижняя граница 

определяемых концентраций эндопероксидов по методикам без и с добавлением 

анисового альдегида практически одинаковы (0.1–1.1 мкМ АМ). 

Розовые пятна продукта взаимодействия АМ с анисовым альдегидом на ТСХ-

пластинках флуоресцируют при 540 нм (оранжевое свечение) при их возбуждении 

при 520 нм. Определение можно проводить как спектрофотометрическим, так и 

флуоресцентным методом. Поскольку длины волн возбуждения и испускания 

очень близки друг к другу, интерпретация экспериментальных данных затруднена 

[106]. По этой причине для определения АМ используют более сложные люминес-

центные системы, о которых речь пойдет ниже. 

Важно отметить, что вариант кислотной дериватизации АМ ванилином в ТСХ 

варианте не уступает по чувствительности ВЭЖХ (с УФ-детектором) определению 

и при этом является менее трудоемким и дорогостоящим. Для экспресс-оценки ка-

чества растительного сырья предпочтительнее применение именно ТСХ методик, 

хотя они часто дают заниженные результаты по содержанию АМ. Для расчета об-

щего содержания АМ в растительном сырье (в сухой массе) методом ТСХ найден-

ный результат необходимо умножить на коэффициент 1.21 [111]. 

Кислотную дериватизацию применяют не только в хроматографических мето-

диках, но и в колориметрических системах, но только для определения суммарного 
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содержания АМ и его производных (ДАМ, АТС и АТМ), которые могут совместно 

присутствовать в фармацевтических препаратах [104, 116]. Предложена методика, 

основанная на кислотной/ щелочной дериватизации с последующим добавлением 

солей диазония [104]. Для кислотной дериватизации применяют одну из сильных 

минеральных кислот (HCl, HNO3, HClO4, H2SO4 и др.), в результате чего образуют-

ся продукты кислотного разложения АМ и его производных, обычно это α,β-

ненасыщенные декалоны [104]. Для щелочной дериватизации эндопероксидов, 

продуктами которой являются енолы/карбоксилаты АМ и его производных, ис-

пользуют гидроксиды металлов IA и IIА группы Периодической системы и аммиак. 

Образовавшиеся соединения реагируют с солями диазония по реакции азосочета-

ния, в результате чего бесцветный реакционный раствор в присутствии индикатора 

красителя прочного красного TR окрашивается в желтый цвет. При использовании 

этого способа дериватизации содержание АМ и его производных в лекарственных 

препаратах определяют спектрофотометрическим методом, при этом вспомога-

тельные компоненты лекарственных препаратов не мешают их определению. От-

метим также, что методики, основанные на щелочной дериватизации, характери-

зуются более широким ДОК, чем методики кислотной дериватизации, однако пер-

вые более чувствительны к условиям их проведения (рН, температуре). 

Возможно также полуколичественное определение АМ и его производных с 

использованием простой тест-системы, которая без привлечения специального 

оборудования позволяет ответить на вопрос, достаточно ли содержание АМ и его 

производных в лекарственном средстве [116]. Для этого лекарственный препарат 

растворяют в подходящем органическом растворителе (метаноле, этаноле, ацето-

нитриле, уксусной кислоте и т.д.), способном образовывать водородные связи с 

определяемым соединением, и добавляют кислоту с pKa ниже 3.8 (обычно исполь-

зуют H3PO4). Продукты кислотного разложения неустановленного состава окраше-

ны в зеленый цвет. Вещества, не являющиеся производными АМ, не образуют про-

дукт зеленого цвета. Стоит отметить, что не все органические растворители подхо-

дят для этой методики. Так, ДМСО и изопропанол не дают аналитического сигнала, 

а в ацетоне цвет продукта дериватизации не зеленый, а розовый. 

В ряде случаев кислотную дериватизацию сочетают не с одной (как это было 

при визуализации пятен на ТСХ-пластинках), а с двумя последовательно протека-

ющими реакциями [100, 117]. Так, например, спектрофотометрическое определе-

ние АМ и его производных ДАМ и АРТ в фармацевтических препаратах основано 

на применении индикаторной системы из трех сопряженных реакций: 1) кислотной 

дериватизации эндопероксидов 5М раствором HCl, в результате которой образует-

ся H2O2, 2) окисления иодида калия пероксидом водорода, в которой выделяется 
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молекулярный иод, 3) реакции иода с красителем (сафранином Т, вариаминовым 

синим), в результате чего краситель меняет окраску, а его поглощение при анали-

тической длине волны пропорционально концентрации эндопероксида (табл. 3). 

Для определения индивидуальных концентраций АМ, ДАМ необходимо их пред-

варительное разделение. Крахмал и глюкоза, содержащиеся в фармацевтических 

препаратах, не мешали определению. Обе методики сопоставимы между собой по 

чувствительности, однако уступают хроматографическим методикам, которые поз-

воляют определять в 50 раз более низкие содержания АМ (сн(ВЭЖХ/ТСХ) ≈ 0.1 мкМ). 

Предложена методика постколоночной дериватизации ДАМ, основанная на ре-

акции этерификации с диацетилдигидрофлуоресцеином в присутствии 4-

диметиламинопиридина и N,N’-дициклогексилкарбодиимида. Продукт реакции 

сложный эфир АМ интенсивно поглощает в УФ области (ε = 2.480104 М-1см-1) 

[115]. Методика обладает достаточно широким ДОК, а сн составляет всего 65 нМ. 

Методика сопоставима по чувствительности с ВЭЖХ и ТСХ методиками и значи-

тельно превосходит спектрофотометрические методики (табл. 3). Серьезными не-

достатками реакции этерификации являются ее длительность (8 ч) и недостаточно 

высокий теоретический выход продукта (80%). 

Для люминесцентного определения АМ и его производных используют три ти-

па индикаторных систем (табл. 3). Первая система основана на тушении флуорес-

ценции ксантенового красителя пиронина Б (ПБ) при взаимодействии с АМ (эта-

нольный раствор) аналогично тому, как это происходит в присутствии Н2О2. Ката-

лизаторами реакции являются гемин, Гб, цитохром с, ПХ и тирозиназа [118–121]. 

Наибольшей чувствительностью отличается методика, основанная на применении 

Гб. Определению АМ мешают цианид-ионы вследствие координации с ионами 

Fe(III) и Cu(II) активных центров перечисленных биокатализаторов [118], а также 

ионы Al3+, Mn2+ и Cu2+, способные замещать кофакторы металлопротеинов [119–

121]. Цианид-ионы во всех системах уменьшают флуоресцентный сигнал вплоть до 

его полного исчезновения, в то время как в присутствии ионов металлов и амино-

кислот (лизина, гуанозина и триптофана) погрешность определения АМ в зависи-

мости от природы биокатализатора может быть как положительной, так и отрица-

тельной. 

Вторая система включает три сопряженные реакции. АМ, как представитель 

органических пероксидов, при обработке УФ-излучением распадается с образова-

нием пероксида водорода [124]. Последний взаимодействует с (2,4-

динитрофенил)оксалатом. Продукт реакции, высокоэнергетический интермедиат, 

передает энергию флуорофору 2,4,6,8-тетратиоморфоринопиримидо[5,4-

d]пиримидину, который в возбужденном состоянии испускает квант хемилюми-
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несценции. Методика, основанная на использовании описанной индикаторной си-

стемы, селективна в присутствии компонентов сыворотки крови [122]. 

Третья система представлена реакцией биокаталитического окисления люми-

нола в щелочной среде в присутствии АМ. Эндопероксид при участии ионов Fe(II) 

активного центра гемина, гематина или цитохрома с разрушается с образованием 

свободных радикалов. В результате цепочки реакций, приведенных в табл. 3, обра-

зуется анион гидропероксида люминола (LOOL), который соединяется с молекулой 

люминола с образованием эндопероксида люминола. При разрушении последнего 

образуется аминофталат в синглетном состоянии и испускается квант хемилюми-

несценции. Индикаторная система чувствительна к кислороду, поэтому необходи-

мо проводить деоксигенацию реакционного раствора. Помимо АМ в реакцию 

вступает ДАМ, поэтому необходимо предварительное хроматографическое разде-

ление этих двух соединений. Времена удерживания АМ и ДАМ отличаются прак-

тически в 2 раза при разделении эндопероксидов с помощью колонки с SiO2 при 

использовании в качестве элюента смеси aцетонитрил-вода (50:50 об.%). Описан-

ная методика подходит для определения только АМ и ДАМ, поскольку величины 

сигналов устойчивых в щелочных растворах АТЭ и АТМ в 103 раз меньше величи-

ны сигнала АМ [123]. 

Сопоставление аналитических характеристик описанных выше методик (табл. 

3) показало, что наиболее чувствительные (сн на уровне 30-70 нмоль/л) индикатор-

ные флуориметрические системы предложены для определения АМ и его произ-

водных в биологических жидкостях (плазме крови и моче) [118-121]. Спектрофо-

тометрические системы, основанные на реакции щелочной дериватизации АМ и 

его производных [107, 108], уступают флуориметрическим системам по чувстви-

тельности по меньшей мере в 6 раз. Флуориметрическая методика, основанная на 

тушении АМ флуоресценции ПБ в присутствии Гб, является самой чувствительной 

из разработанных в настоящее время, довольно селективной и простой [118]. Хе-

милюминесцентные системы определения АМ в сыворотке крови на основе биока-

талитического окисления люминола [123] и системы сопряженных реакций, вклю-

чающей фотохимическое разложение АМ до H2O2 [122], весьма чувствительны к 

условиям их проведения и многостадийны. В практике химического анализа их по-

ка использовали только в сочетании с ВЭЖХ разделением определяемых АМ и 

ДАМ. Наиболее чувствительная (сн = 65 нмоль/л) спектрофотометрическая система 

основана на реакции этерификации ДАМ с диацетилдигидрофлуоресцеином, одна-

ко, поскольку реакция очень длительна (8 ч) и апробирована только на модельных 

растворах [115], она не может конкурировать с люминесцентными системами. 
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Для определения АМ и его производных в лекарственном растительном сырье 

предпочтительна реакция их кислотной дериватизации анисовым альдегидом после 

ТСХ разделения [106, 112, 113]. Таким способом можно определять в 5-17 раз 

меньшие концентрации эндопероксидов, чем при обработке АМ в тонком слое си-

ликагеля парами аммиака. 

Колориметрические методики анализа противомалярийных фармацевтических 

препаратов единичны, являются полуколичественными и позволяют определять 

только суммарное содержание АМ и его производных [104, 116]. Индивидуальное 

определение АМ на уровне его концентрации 3.5 мкмоль/л в фармацевтических 

препаратах возможно методом ТСХ с денситометрией при использовании в каче-

стве реагента-проявителя 2,4-динитрогидразина [114]. Спектрофотометрические 

методики определения эндопероксидов на основе трех сопряженных реакций [100, 

117] уступают по чувствительности ТСХ методике в 17 раз, хотя довольно селек-

тивны по отношению к вспомогательным компонентам лекарственных средств. 

Учитывая тот факт, что с каждым годом качество противомалярийных лекар-

ственных средств на основе АМ ухудшается, а доля фальсификатов по результатам 

химического анализа составляет 35% от общего числа (статистические данные 

2012 г.) [125], предложенные к настоящему времени спектрофотометрические и 

люминесцентные системы не позволяют в полной мере решить указанную пробле-

му. Не менее остро стоит вопрос определения артемизинина в противомалярийных 

БАД, которые можно приобрести в аптеках без рецепта врача. Таким образом, раз-

работка новых чувствительных, селективных и простых спектроскопических мето-

дик определения АМ в противомалярийных БАД и фармацевтических препаратах 

весьма актуальна и целесообразна. 
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Экспериментальная часть 

Глава 3. Исходные вещества, посуда, аппаратура, 

методики эксперимента, обработка результатов измерений 

3.1. Исходные вещества 

Для приготовления целлюлозных пленок использовали микрокристаллическую 

целлюлозу фирмы «Сигма-Олдрич», США, а также гидрофильные ИЖ: [BMIm][Cl], 

[BMIm][AcO], и гидрофобную [BMIm][Tf2N]; все препараты фирмы «Сигма», 

США. Помимо коммерческого препарата [BMIm][Cl] использовали препарат, син-

тезированный по методике [126] к.х.н. Колесниковым Григорием Владимировичем, 

ИНЭОС РАН им. А.Н. Несмеянова (13С ЯМР-спектр приведен в Приложении 1). 

Препараты ИЖ высушивали согласно методике, предложенной Колесниковым Г.В., 

[BMIm][Cl] растворяли в соответствующем объеме ацетонитрила, засыпали прока-

ленный CaCl2 и оставляли на 4 ч. После этого декантировали раствор в круглодон-

ную колбу и осушали на роторном испарителе «Бучи» (Швейцария) при 70°С. 

Применяли хитозан, Мr 120 кДа («Сигма», США), как добавку к целлюлозе. 

Использовали следующие белки: 

 катионную пероксидазу из корней хрена (ПХ), Mr 44173.9 гмоль-1, RZ = 2.2, 

каталитическая активность по пурпурогаллину 266 ед.×мг-1, pI 8.8, «Сигма», 

США; 

 анионную пероксидазу из шелухи сои (ПС), Mr 44000 гмоль-1, RZ = 3.2, ка-

талитическая активность 90 ед.×мг-1 по пурпурогаллину, pI 3.7, «Сигма», 

США; 

 катионную пероксидазу арахиса (ПА), RZ = 2.0, выделенную из отработан-

ной среды культуральных клеток арахиса Arachis Hypogea, предоставленную 

профессором Р.Б. Ван Хьюсти (Университет Западного Онтарио, США), pI 

4.7; 

 микропероксидазу-11 из лошадиного сердца, динатриевую соль (МП), Mr 

1861.92 гмоль-1, pI 4.7, «Сигма», США; 

 гемоглобин из бычьей сыворотки крови (Гб), Mr 64458 гмоль-1, pI 7.0, 

«Сигма», США; 

 альбумин бычий сывороточный, «Aпплихем», Германия. 

Исходные 0.1 мМ растворы ПХ и ПС готовили растворением точных навесок 

их твердых препаратов в 0.1 М ФБР, рН 7.0. Раствор МП с концентрацией 60 

мкмольл-1 готовили растворением динатриевой соли белка в 10мМ ФБР, рН 7.0. 

Рабочие растворы ПХ, ПС, Гб и МП готовили непосредственно перед работой раз-

бавлением их исходных растворов 0.1 М и 10 мМ ФБР, рН 7.0 соответственно. В 
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системах с АМ использовали раствор Гб, разбавленный универсальным буферным 

раствором, рН 7.0. 

Точные концентрации ПХ, ПС, МП и Гб устанавливали спектрофотометриче-

ски (ε: 9.4×104, 1.4×105 [127], 1.78×105 [128] М-1×см-1 при 403, 402, 395 и 405 нм со-

ответственно, l = 1 см). Твердые препараты ПХ, ПС, ПА, Гб и МП хранили при 

температуре +4 и -20°С соответственно, а рабочие растворы — при +4°С. Установ-

лено, что каталитическая активность ПХ, ПС и Гб, рассчитанная в ТМБ единицах 

(индикаторное вещество с макс.=374 нм) при 25C, составляет 859, 433 и 31 ед. на 

мг твердого вещества соответственно. При изучении влияния природы ИЖ на ка-

талитическую активность растительных пероксидаз помимо [BMIm][AcO] исполь-

зовали [BMIm][BF4] («Сигма», США). 

Каталитическую активность ферментов оценивали в реакциях превращения 

субстратов-восстановителей, арилдиаминов, фенолов и катехоламинов: 

 3,3',5,5'-тетраметилбензидина (ТМБ, «Мерк», Германия); о-дианизидина (о-

ДА), и о-фенилендиамина (о-ФДА, «Сигма», США); 

 гваякола и пирокатехина («Сигма», США);  

 добутамина, гидрохлорида допамина, гидротартрата адреналина и сескви-

гидрата -метилдопы («Сигма», США). 

Исходные 0.1 мМ растворы арилдиаминов готовили растворением точных 

навесок их твердых препаратов ТМБ и о-ДА в этаноле и о-ФДА («Сигма», США) 

— в воде. Растворы гваякола (18 и 72 ммольл-1) готовили разбавлением его жид-

кого препарата водой, ацетонитрилом или ИЖ ([BMIm][AcO] или [BMIm][BF4]). 

Рабочие 0.1 мМ растворы катехоламинов готовили ежедневно растворением точ-

ных навесок их твердых препаратов в воде в емкостях из темного стекла. Растворы 

с меньшими концентрациями субстратов-восстановителей готовили последова-

тельным растворением исходных растворов водой или этанолом непосредственно 

перед проведением эксперимента. 

Применяли 11.2 М раствор Н2О2 («Мерк», Германия). Точную концентрацию 

раствора устанавливали перманганатометрически [129] и спектрофотометрически 

(ε230 = 72.7 М-1см-1 [130]). Рабочие растворы Н2О2 с меньшими концентрациями го-

товили ежедневно разбавлением концентрированного раствора водой. Растворы 

всех субстратов хранили в холодильнике при +4°С. 

Использовали твердые препараты красителей: индигокармина (ИК), кармина, 

β-каротина («Сигма», США) и куркумина («Флюка», Германия), а также пиронина 

Б (ПБ, ОАО Опытно-экспериментальный завод «ИРЕА», Москва). Рабочие раство-

ры ИК, ПБ и кармина с концентрациями 85 мМ, 30 и 33 мкМ соответственно гото-

вили растворением точных навесок их твердых препаратов в воде. Вследствие ди-
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меризации и фоточувствительности раствор ИК готовили ежедневно в посуде из 

темного стекла [131]. Концентрированные растворы куркумина и β-каротина гото-

вили аналогично, используя в качестве растворителя красителей этанол и ДМСО, 

соответсвенно, и разбавляя до нужной концентрации (33 мкМ) буферными раство-

рами соответствующего рН (гл. 6.2).  

Качество твердого препарата ПБ проверяли методом ТСХ. Применяли нор-

мально-фазовые силикагелевые пластинки «Analtech» («Newak», Германия) на 

стеклянной подложке в хроматографической камере (10×15 см). Подвижной фазой 

служила смесь н-бутанолводаCH3COOH (10:2:1 об.%) [132]. На ТСХ-пластинку 

наносили 1%-ный водный раствор красителя. Для проявления пятен ПБ после раз-

деления ТСХ-пластинку оставляли на воздухе до полного высыхания. На хромато-

грамме получали одно пятно розового цвета с Rf равным 0.81. Качественной реак-

цией с родамином аммония доказано отсутствие в препарате ПБ ионов железа (III). 

Для иммобилизации ПАВ в целлюлозные пленки использовали твердые препа-

раты цетилтриметиламмония бромида (ЦТАБ) («Флюка», США) и додецилсульфа-

та натрия (ДДС) («Хеликон», Россия). Раствор ДДС с концентрацией 10 ммольл-1 

готовили по точной навеске его твердого препарата в воде. 

Исходные 0.3 и 5 мМ растворы артемизинина (АМ) готовили растворением 

точных навесок его твердого препарата («Сигма», США) в этаноле и метаноле со-

ответственно в посуде из темного стекла. Рабочие растворы c меньшими концен-

трациями получали разбавлением водой. Растворы АМ хранили при температуре 

+4°С и использовали в течение 5 дней. 

Рабочий 10 мМ раствор Mn(II) готовили растворением в воде точной навески 

его твердого препарата MnCl2 (ч.д.а., «Реахим», Россия). Применяли стандартные 

растворы ионов Fe(III), Co(II), Cu(II) и Mg(II) (1 мгмл-1) в виде (NH4)2Fe(SO4)3, 

Co(NO3)2, CuSO4 и Mg(NO3)2 соответственно и Fe(II) (0.1 мгмл-1) в форме FeSO4 

(все «Экоаналитика», Россия). Разбавленные растворы ионов металлов готовили 

разбавлением исходных растворов водой. Рабочие 0.1 М растворы глюкозы и 

фруктозы готовили растворением их твёрдых препаратов («Сигма», США) в воде и 

использовали в день приготовления. 

Для приготовления комплекса {Eu(III)тетрациклин} использовали твердые 

препараты EuCl36Н2О и тетрациклина гидрохлорида (ТЦ) («Сигма», США). Рабо-

чие 6.3 и 2.1 мМ растворы Eu(III) и ТЦ готовили растворением точных навесок их 

препаратов в воде и этаноле соответственно. Рабочий 0.2 мМ раствор билирубина 

(БР) готовили растворением точной навески его твердого препарата («Сигма», 

США) в 500 мкл 0.1М раствора NaOH и последующим разбавлением до 10.0 мл во-

дой. Раствор хранили в посуде из темного стекла и использовали в течение 3–4 
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дней. Для получения дипиколината европия (III) в составе целлюлозной пленки ис-

пользовали точную навеску твердого препарата дипиколиновой кислоты («Сигма», 

США). 

Применяли конц. азотную и орто-фосфорную кислоты (х.ч., «Реахим», Россия), 

ледяную уксусную кислоту (ч.д.а, «Химмед», Россия), 5М раствор соляной кисло-

ты (ос.ч.), приготовленный из фиксанального раствора («Гермед», Германия). Ра-

бочие растворы HCl и H3PO4 c меньшими концентрациями готовили разбавлением 

5М и конц. растворов водой соответственно. Водный 0.04М раствор борной кисло-

ты готовили растворением точной навески ее твердого препарата («Реахим», Рос-

сия). Для приготовления водного 2М рабочего раствора ДАБКО использовали точ-

ную навеску твердого препарата, любезно предоставленного сотрудником кафедры 

органической химии химического факультета МГУ к.х.н. А.В. Ивановым. Раствор 

NaОН (0.2 мольл-1) получали растворением в воде точной навески его твердого 

препарата («Экрос», Россия). 

Фосфатный, цитратный, цитратно-фосфатный, ацетатный и боратный буфер-

ные растворы готовили в соответствии с рекомендациями работы [133]. Для приго-

товления растворов буферных смесей использовали твердые препараты гидро- и 

дигидрофосфатов натрия («Мерк», Германия), цитрата и ацетата натрия (ч.д.а., 

«Хеликон», Россия), лимонной кислоты (ч.д.а., «Химмед», Россия) буры десяти-

водной (ч.д.а., «Химмед», Россия). Универсальный буферный раствор (УБР) гото-

вили смешением 0.04М растворов уксусной, борной и орто-фосфорной кислот с 

добавлением необходимого количества 0.2М раствора NaOH в зависимости от тре-

буемого pH. Буферный раствор МОПС готовили растворением навески его твердо-

го препарата («Флюка», США) в воде с последующим доведением до рН 6.9 рас-

твором NaOH с концентрацией 0.1 мольл-1. Трис-HCl буферный раствор (рН 7.1 и 

8.0) готовили смешением 0.1 М растворов трис(гидроксиметил)-аминометана 

(«Сигма», США) и соляной кислоты. 

Органические растворители: метанол, ДМСО, ацетонитрил (ч.д.а, «Химмед», 

Россия), этанол (ч.д.а., «Реахим», Россия) и ДМФА (ч.д.а, «Компонент-Реактив», 

Россия) использовали без дополнительной очистки.  

Для приготовления всех водных растворов использовали деионизованную воду, 

очищенную на установке «Mиллипор» (Франция), с удельной электропроводно-

стью не более 18.2 Мсм-1. 

3.2. Посуда, аппаратура 

Использовали мерные колбы с притертыми пробками и градуированные 

стеклянные пробирки, которые предварительно очищали конц. HNO3 (ос.ч.), 

тщательно промывали деионизованной водой, стерилизовали в течение 15 мин при 
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температуре 105°С в сушильном шкафу («Утенос Электротехника», Латвия); 

пластиковые пробирки «Эппендорф», емкостью 1 мл, а также пластиковые 

пробирки емкостью 2, 5, 15 и 50 мл, стеклянные и пластиковые чашки Петри 

диаметром 3, 5 и 10 см («Хеликон», Россия), пластиковый пинцет. 

В качестве подложки при формировании целлюлозных пленок и при измерении 

их аналитического сигнала использовали предметные стекла фирмы («Мензел», 

Германия). 

Толщину целлюлозных пленок измеряли микрометром МК-25 фирмы «Эталон» 

(Россия) с погрешностью ±0.000002 м. Прочность и эластичность пленок устанав-

ливали на приборе «РМ-50» фирмы «МАШПЛАСТ» (Россия) с относительной по-

грешностью ±1% от измеряемой нагрузки. 

Фотографии пленок получали на сканирующем электронном микроскопе «Carl 

Zeiss Supra 40», Германия (предельное разрешение 3-4 нм, ускоряющее напряжение 

EHT 10 кВ, апертура 30 мкм, датчик InLens) на физическом факультете МГУ имени 

М.В. Ломоносова. 

Оптическую плотность реакционных растворов измеряли на спектрофотометре 

«Shimadzu UV mini-1240A» (Япония) с точностью ±0.0003 опт. ед. в кварцевой 

микрокювете (объем 600 мкл, l = 1 см). Спектры флуоресценции регистрировали на 

спектрофлуориметре «Shimadzu RF 5301» (Япония) (толщины входной и выходной 

щелей – 5 нм; микрокювета объемом 600 мкл) и спектрофлуориметре «Agilent 

Technologies Cary Eclipse» (толщину входной и выходной щелей варьировали в ин-

тервале 515 нм; кварцевые кюветы объемом 600 и 3000 мкл). 

Точные навески препаратов взвешивали на электронных весах фирмы «Охаус» 

(США) с погрешностью ±0.0001 г и фирмы «Меттлер Толедо» (модель МХ5, 

Швейцария) с погрешностью ±0.005 мг. Для отбора малых объемов растворов реа-

гентов применяли микродозаторы «Биохит» (Финляндия) и «Эппендорф» (США). 

Измеряли рН буферных растворов на рН-метре «Эксперт-001.1.101» («Эконикс-

эксперт», Россия) с комбинированным pH электродом ЭСК-10601/7 (Россия), отка-

либрованным по водным стандартным буферным растворам. 

Растворы нагревали и/или термостатировали в термостате «Термит» («ДНК-

технология», Россия). Точность поддержания температуры составляла ±1°С. 

Для перемешивания реакционных растворов и проведения экстракции АМ ис-

пользовали шейкер «ЕLMIS-3.16L» (Латвия). Для разложения фармацевтических 

препаратов использовали ультразвуковую баню УЗВ-1,3 («Сапфир», Россия). Для 

отделения осадка от надосадочной жидкости использовали центрифугу «ELMICM-

6» (Латвия). 
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Для фиксирования времени проведения индикаторных реакций использовали 

секундомер фирмы «Агат» (Россия) с погрешностью ±0.2 с. 

3.3. Методики эксперимента 

Методика 1 получения целлюлозных пленок с использованием [BMIm][AcO] 

([BMIm][Cl]) в отсутствие (1а) и в присутствии биокатализаторов (1б), 

красителей (1в), ПАВ (1г), {Eu(III)–ТЦ} (1д) или {ПБ–Mn(II)–ДДС} (1е). В 

пластиковую пробирку емкостью 1 мл вводили последовательно 154 (44) мг 

целлюлозы и 1.1 г ИЖ. Микропробирку закрывали крышкой и помещали в 

термостат при температуре 50 (85)˚C. Смесь выдерживали в таких условиях в 

течение 7 ч при периодическом аккуратном перемешивании тонкой стеклянной 

палочкой до полного растворения целлюлозы (и белков) в ИЖ. Горячий раствор с 

помощью той же палочки быстро и равномерно переносили на нагретое 

предметное стекло и раскатывали по нему для получения пленки толщиной 0.2 

мм. После распределения раствора по стеклу, его немного охлаждали, после чего 

заполняли образовавшиеся по краям пустоты, распределяя раствор по пластинке 

так, чтобы он полностью покрывал положку. Полученные стекла с пленками 

помещали в холодильник на 1–1.5 ч при +4˚С. Затем стекла с застывшими 

пленками последовательно опускали на 15 мин в этанол (воду) объемом 15 мл для 

удаления избыточного количества ИЖ, в результате чего пленки приобретали 

бледно-желтую окраску. В ходе промывания пленки становились прозрачными и 

бесцветными и соскальзывали со стеклянных пластин. Неровные края пленок 

аккуратно обрезали и отбрасывали. Оставшиеся пленки в набухшем состоянии 

разрезали канцелярским ножом на квадраты размером 1010 мм2, помещали в 

пластиковый контейнер, плотно его закрывали и хранили при комнатной 

температуре в темном месте. Из расплава объемом 300 мкл получали 4 пленки 

указанного выше размера. 

При иммобилизации белков и красителей (ПАВ) методика оставалась такой же 

с той лишь разницей, что сначала в микропробирку вносили 0.6 мг биокатализатора 

(методика 1б) или красителя (ИК и ПБ) (методика 1в) или ПАВ (ЦТАБ и ДДС) 

(методика 1г), или Eu(ДПК)3 (методика 1д) ; 1.3 мг ТЦ и 0.4 мг EuCl36H2O 

(методика 1е), или 0.3 мг ПБ, 0.2 мг MnCl2 и 0.35 мг ДДС (методика 1ж), а затем 

добавляли целлюлозу и ИЖ. Заметим, что окраска пленок с красителями зависела 

от их природы и используемой для растворения целлюлозы ИЖ (гл. 6.2). 

Методика 2 изучения прочности и эластичности целлюлозных пленок на 

установке «РМ-50». Целлюлозные пленки готовили по методике 1а, но размером 

5×2 см2. Полученные пленки немного подсушивали на воздухе, затем помещали в 

специальные зажимы, которые прилагаются к установке «РМ-50». Зажимы с плен-
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ками закрепляли в гнездах разрывной машины. После этого передвижением ниж-

него зажима целлюлозную пленку натягивали так, чтобы на ее поверхности не бы-

ло складок и вздутий. Далее в программе устанавливали скорость движения нижне-

го зажима на значение 1 ммс-1 и нажимали кнопку «старт». Когда пленка рвалась, 

программа регистрировала диаграмму прочности (зависимость внешнего напряже-

ния в МПа от относительного удлинения пленки, %) и фиксировала численные 

значения прочности и эластичности в таблице на экране компьютера. При изуче-

нии влияния молекулярных органических растворителей и водных растворов раз-

личной природы на прочность и эластичность пленок, их предварительно, до по-

мещения в зажимы, вымачивали в течение 3 мин в соответствующем растворе, а 

затем повторяли описанные выше действия. 

Методика 3 изучения влияния [BMIm][AcO] на каталитическую актив-

ность ПХ и ПС в реакции окисления гваякола пероксидом водорода. В пластико-

вую пробирку емкостью 1 мл последовательно вводили необходимый объем ФБР 

(рН 6.0) или воды, 0 – 400 мкл ИЖ, 30 – 60 мкл 18 – 72 мМ раствора ГК, 4.5 – 11.0 

мкл 1.2 – 0.3 мкМ раствора фермента. Раствор перемешивали, выдерживали в тече-

ние 15 мин и вводили 60 мкл 1.2 – 2.2 М Н2О2. Общий объем реакционной смеси 

составлял 600 мкл. В момент добавления Н2О2 реакционную смесь тщательно пе-

ремешивали, переливали в микрокювету и регистрировали кинетику окисления ГК 

при 470 нм [134]. Полосы поглощения ИЖ и продуктов пероксидазного окисления 

ГК не пересекались. 

Методика 4 определения концентрации ПХ (ПС, Гб) в промывных водах по 

реакции окисления ТМБ пероксидом водорода. В пластиковую пробирку 

емкостью 1 мл последовательно вводили 504 мкл 0.1 М ФБР (рН 7.0), 6 мкл 

стандартного раствора биокатализатора (или промывных вод, использованных для 

удаления избытка [BMIm][Cl]; 15 мл собранных промывных вод разбавляли до 25.0 

мл в мерной колбе), 30 мкл 0.5 мМ раствора ТМБ и 60 мкл 0.01 М раствора Н2О2. 

При этом суммарный объем реакционной смеси составлял 600 мкл. Реакционный 

раствор быстро перемешивали, переливали в микрокювету и регистрировали 

величину оптической плотности реакционного раствора во времени каждые 5 с в 

течение 2 мин при 374 нм. Эта длина волны соответствует максимуму поглощения 

индикаторного вещества, промежуточного продукта окисления ТМБ с  = 23.7 

мМсм-1 [135]. 

Скорость реакции окисления ТМБ пероксидом водорода с участием нативных 

биокатализаторов рассчитывали по методу тангенсов [136]. Для этого по получен-

ным данным строили кинетические кривые в координатах оптическая плотность 

(А)– время (t, с) при 374 нм и рассчитывали наклон начального участка кинетиче-
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ской кривой – tgКонцентрацию биокатализаторов в промывных водах определя-

ли по градуировочному графику, построенному в координатах: tg– содержание 

биокатализатора, нмоль. 

При проведении контрольного опыта в реакционную смесь вводили 6 мкл 

промывных вод, полученных после промывания плёнки, не содержащей 

биокатализатор. 

Методика 5 определения каталитической активности биокатализаторов 

в плёнках {целлюлоза[BMIm][Cl]} визуальным методом. Влажную целлюлозую 

пленку пинцетом аккуратно размещали на предметном стекле. В одну и ту же 

точку плёнки микродозатором последовательно наносили 20 мкл 0.1 мМ раствора 

арилдиамина (или катехоламина) и 10 мкл 0.1 мМ раствора пероксида водорода. 

При добавлении H2O2 включали секундомер. Фиксировали время появления в 

плёнке окраски определённой интенсивности. При проведении контрольного опыта 

(в отсутствие биокатализатора) использовали плёнку, не содержащую 

биокатализатор. В остальном методика эксперимента оставалась прежней. Для 

оценки каталитической активности пленки с верхней и нижней стороны 

использовали две пленки одной и той же серии. 

Прозрачность ферментсодержащих целлюлозных плёнок (T, %) оценивали 

спектрофотометрическим методом в видимой области спектра. Для этого 

набухшую плёнку располагали на поверхности стекла, на котором она 

удерживалась силами адгезии. Стекло, размер которого соответствовал размеру 

кюветного отделения спектрофотометра, помещали в спектрофотометр, измеряли 

поглощение плёнки, а затем рассчитывали её прозрачность. 

Методика 6 регистрации сигнала флуоресценции пленок без и с 

иммобилизованными ПБ, {Eu(III)–ТЦ}, {ПБ–МП} или {ПБ–Mn(II)–ДДС}. Пленку 

размером 1×2 см, приготовленную по методикам 1в, 1д-ж, помещали на 

зеркальную пластину, которую использовали в качестве отражающей поверхности 

[137], размером 1×2.5 см. Полученную конструкцию устанавливали в специальное 

отделение спектрофлуориметра «Agilent Technologies Cary Eclipse», где закрепляли 

с помощью зажима, отрегулировав расстояние (самое близкое) и угол (35°) по 

отношению к источнику возбуждения (Приложение 4, табл. 2). Регистрировали 

спектр флуоресценции пленки при соответствующей длине волны возбуждения 

флуорофора или измеряли значение интенсивности флуоресценции при 

соответствующей длине волны испускания. Контрольным опытом во всех 

экспериментах служила пленка без флорофора, полученная с применением той же 

самой ИЖ (методика 1а), что и пленка с флуорофором. 
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Методика 7 получения тройного комплекса {Eu(III)–ТЦ–H2O2} в растворе. 

В пробирку емкостью 5 мл последовательно вносили 100 мкл 6.3 мМ раствора 

EuCl3, 100 мкл 2.1 мМ раствора ТЦ, 120 мкл метанола, 60 мкл 0.5 мМ раствора 

H2O2 и 2620 мкл буферного раствора МОПС (рН 6.9). Раствор перемешивали, 

переливали в кварцевую кювету и регистрировали спектры флуоресценции в 

интервале длин волн 500–700 нм, возб.  = 405 нм. 

Методика 8 определения БР в растворе в индикаторной системе {Eu(III)–

ТЦ}. В пробирку емкостью 5 мл последовательно вносили 1.0 мл 0.1 М трис-

буферного раствора (рН 7.1), 300 мкл 1.5 мМ раствора ТЦ, 300 мкл 0.5 мМ 

раствора EuCl3×6H2O и 400 мкл 0.01 мМ раствора БР, так чтобы общий объем 

смеси составлял 3.0 мл. Раствор осторожно перемешивали, переливали в 

кварцевую кювету и через 15 мин после смешения реагентов регистрировали 

спектры флуоресценции в интервале длин волн 500–700 нм или измеряли 

флуоресценцию при 617 нм (возб. = 390 нм). При проведении контрольного опыта 

вместо щелочного раствора БР вводили 400 мкл 5 мМ раствора NaOH. 

Методика 9а проведения реакции окисления ПБ артемизинином в присут-

ствии МП. В пробирку емкостью 5 мл последовательно вносили 75–1200 мкл 30 

мкМ раствора ПБ, 12.5–500 мкл 50 мкМ раствора МП, 0–100 мкл 30 мкМ водно-

органического раствора АМ (95:5 об.%), 0–100 мкл органического растворителя, 

так чтобы объем органического растворителя оставался постоянным, и необходи-

мое количество УБР с рН 3.5–6.8 так, чтобы объем раствора был постоянный и ра-

вен 3.0 мл. Раствор перемешивали, переливали в кварцевую кювету, выдерживали 

1 мин и либо регистрировали спектры флуоресценции в интервале длин волн 500–

700 нм, либо измеряли величины интенсивности флуоресценции (I) при 569 нм 

(возб. = 345 нм). При проведении контрольного опыта вместо раствора АМ вводили 

такой же объем органического растворителя и регистрировали сигнал I0. 

Методика 9б определения АМ по реакции окисления ПБ артемизинином в 

присутствии МП методом градуировочного графика. В пробирку емкостью 5 мл 

последовательно вносили 200 мкл 30 мкМ раствора ПБ, 240 мкл 50 мкМ раствора 

МП, 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 мкл 30 мкМ  или 10, 50 мкл 3 мкМ этанольного рас-

твора АМ, 30–100 мкл этанола, так чтобы его объемное содержание в системе 

оставалось постоянным и составляло 100 мкл и 2360 мкл УБР, рН 5.9. Раствор пе-

ремешивали, переливали в кварцевую кювету, выдерживали 1 мин, измеряли ин-

тенсивность флуоресценции в отсутствие и присутствии АМ (возб. = 345 нм). По 

полученным данным рассчитывали отношение интенсивностей при 569 нм и стро-

или зависимость I0/I – с(АМ), мкМ. 
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Методика 10а проведения реакции окисления ПБ артемизинином в присут-

ствии комплекса {Mn(II)ДДС}. В пробирку емкостью 5 мл последовательно вно-

сили 75–1200 мкл 30мкМ раствора ПБ, 0–245 мкл 10 мМ раствора Мn(II) и 0–245 

мкл 10 мМ раствора ДДС, 0–100 мкл 30мкМ водно-органического раствора АМ, 0–

100 мкл органического растворителя, так чтобы объем органического растворителя 

оставался постоянным, и необходимое количество УБР с рН в интервале 3.5–6.8 

так, чтобы объем смеси составлял 3.0 мл. Раствор перемешивали, переливали в 

кварцевую кювету, выдерживали 2 мин. Далее поступали, как описано в методике 

9а. 

Методика 10б определения АМ по реакции окисления ПБ артемизинином в 

присутствии комплекса {Mn(II)ДДС} методом градуировочного графика. В 

пробирку емкостью 5 мл последовательно вносили 200 мкл 30мкМ раствора ПБ, 30 

мкл 10мМ раствора Мn(II) и 30 мкл 10мМ раствора ДДС, 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 

80 мкл 30 мкМ или 20, 50 мкл 3 мкМ этанольного раствора АМ, 20–100 мкл этано-

ла, так чтобы его объемное содержание в системе оставалось постоянным и состав-

ляло 100 мкл, и 2540 мкл УБР, рН 5.9. Раствор перемешивали, переливали в квар-

цевую кювету, выдерживали 2 мин. Далее поступали, как описано в методике 9б. 

Методика 11а определения АМ в БАД «Best Artemisinin» c использованием 

индикаторной системы ПБМП методом градуировочного графика (I) и мето-

дом добавок (II). Точную навеску (масса 0.0254 г) белого порошка из капсулы пре-

парата помещали в фарфоровую ступку, растирали, а затем растворяли в 20.0 мл 

этанола в течение 2 ч при постоянном встряхивании на шейкере. Нерастворившие-

ся вспомогательные компоненты БАД отфильтровывали через фильтр «синяя лен-

та». Далее 30 мкл фильтрата разбавляли этанолом до 1.5 мл. Определение проводи-

ли методом градуировочного графика (I) и добавок (II). Для этого в реакционную 

смесь вводили последовательно 200 мкл 30 мкМ раствора ПБ, 240 мкл 50 мкМ рас-

твора МП, 10 мкл анализируемого раствора (I) или 10 мкл анализируемого раство-

ра и 10 мкл стандартного раствора АМ с концентрациями 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 мкМ в 

качестве добавок (II). Суммарный объем реакционной смеси после разбавления 

универсальным буферным раствором с рН 5.9 составлял 3.0 мл. Градуировочные 

зависимости строили в координатах I0/I – сАМ, мкМ в диапазоне концентраций АМ 

0.5 – 2.5 мкМ. 

Методика 11б определения АМ в БАД «Best Artemisinin» c использованием 

индикаторной системы ПБ{Mn(II)ДДС} методом градуировочного графика 

(I) и методом добавок (II). Перевод образца в раствор осуществляли как описано в 

методике 11а. Определение проводили методом градуировочного графика (I) и до-

бавок (II). Для этого в пластиковую пробирку последовательно вводили 200 мкл 
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30мкМ раствора ПБ, 30 мкл 10мМ раствора Мn(II) и 30 мкл 10мМ раствора ДДС, 

10 мкл анализируемого раствора (I) или 10 мкл анализируемого раствора и 10 мкл 

стандартного раствора АМ с концентрациями 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 мкМ в качестве до-

бавок (II). Суммарный объем реакционной смеси после разбавления универсаль-

ным буферным раствором с рН 5.9 составлял 3.0 мл. Градуировочные зависимости 

строили в координатах I0/I – сАМ, мкМ в диапазоне концентраций АМ 0.5 – 2.5 мкМ. 

Методика 12а определения АМ в БАД «Artemisia annua intense» c использо-

ванием индикаторной системы ПБМП методом градуировочного графика (I) 

и методом добавок (II) при спиртовой экстракции АМ из препарата. Точную 

навеску (масса 0.2300 г) коричневого порошка из капсулы препарата помещали в 

фарфоровую ступку, растирали до получения мелкодисперсного состояния и рас-

творяли в 20.0 мл этанола в течение 1 ч при постоянном встряхивании на шейкере. 

Нерастворившиеся вспомогательные компоненты БАД отфильтровывали через 

фильтр «синяя лента». Определение АМ в полученном фильтрате проводили мето-

дом градуировочного графика (I) и добавок (II). Для этого в пластиковую пробирку 

последовательно вводили 200 мкл 30мкМ раствора ПБ, 240 мкл 50мкМ раствора 

МП, 10 мкл анализируемого раствора (I) или 10 мкл анализируемого раствора и 10 

мкл стандартного раствора АМ с концентрациями 1, 2, 3, 4, 5 мкМ в качестве доба-

вок (II). Суммарный объем реакционной смеси после разбавления УБР с рН 5.9 со-

ставлял 3.0 мл. Градуировочные зависимости строили в координатах I0/I – сАМ, 

мкМ в диапазоне концентраций АМ 1 – 5 мкМ. 

Методика 12б определения АМ в БАД «Artemisia annua intense» c использо-

ванием индикаторной системы {ПБМП} методом градуировочного графика (I) 

и методом добавок (II) при водной экстракции АМ из препарата. Точную 

навеску (масса 0.230 г) коричневого порошка из капсулы препарата помещали в 

фарфоровую ступку, растирали до получения мелкодисперсного состояния и рас-

творяли в 70.0 мл дистиллированной воды при нагревании до 65⁰С в течение 30 

мин. Полученную смесь центрифигурировали в течение 10 мин при скорости цен-

трифигуриования 1000 об.мин-1. Нерастворившиеся вспомогательные компоненты 

БАД отфильтровывали через фильтр «синяя лента». Определение АМ в получен-

ном фильтрате проводили методом градуировочного графика (I) и добавок (II). Для 

этого в пластиковую пробирку последовательно вводили 200 мкл 30мкМ раствора 

ПБ, 240 мкл 50мкМ раствора МП, 100 мкл анализируемого раствора (I) или 100 мкл 

анализируемого раствора и 10 мкл стандартного раствора АМ с концентрациями 1, 

2, 3, 4, 5 мкМ в качестве добавок (II). Суммарный объем реакционной смеси после 

разбавления УБР с рН 5.9 составлял 3.0 мл. Градуировочные зависимости строили 

в координатах I0/I – сАМ, мкМ в диапазоне концентраций АМ 1 – 5 мкМ. 
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Методика 12в определения АМ в БАД «Artemisia annua intense» c использо-

ванием индикаторной системы ПБ{Mn(II)ДДС} методом градуировочного 

графика (I) и методом добавок (II) при спиртовой экстракции АМ из препара-

та. При переводе образца в раствор придерживались методики 12а. Для определе-

ния АМ методом градуировочного графика (I) и добавок (II) в пластиковую про-

бирку последовательно вводили 200 мкл 30мкМ раствора ПБ, 30 мкл 10мМ раство-

ра Мn(II) и 30 мкл 10мМ раствора ДДС, 10 мкл анализируемого раствора (I) или 10 

мкл анализируемого раствора и 10 мкл стандартного раствора АМ с концентрация-

ми 1, 2, 3, 4, 5 мкМ в качестве добавок (II). Суммарный объем реакционной смеси 

после разбавления УБР с рН 5.9 составлял 3.0 мл. Градуировочные зависимости 

строили в координатах I0/I – сАМ, мкМ в диапазоне концентраций АМ 1 – 5 мкМ. 

Методика 12г определения АМ в БАД «Artemisia annua intense» c использо-

ванием индикаторной системы ПБ{Mn(II)ДДС} методом градуировочного 

графика (I) и методом добавок (II) при водной экстракции АМ из препарата. 

Пробоподготовку образца проводили в соответствии с методикой 12б. Для опреде-

ления АМ в пластиковую пробирку последовательно вводили 200 мкл 30мкМ рас-

твора ПБ, 30 мкл 10мМ раствора Мn(II) и 30 мкл 10мМ раствора ДДС, 100 мкл 

анализируемого раствора (I) или 100 мкл анализируемого раствора и 10 мкл стан-

дартного раствора АМ с концентрациями 1, 2, 3, 4, 5 мкМ в качестве добавок (II). 

Суммарный объем реакционной смеси после разбавления УБР с рН 5.9 составлял 

3.0 мл. Градуировочные зависимости строили в координатах I0/I – сАМ, мкМ в диа-

пазоне концентраций АМ 1 – 5 мкМ. 

Методика 13 проведения реакции с участием АМ и пленки {целлюлоза–

[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС}. Пленки размером 1×2 см получали по методике 1ж, 

промывали этанолом, помещали в пробирку емкостью 5 мл с заранее приготовлен-

ной смесью УБР и 0–100 мкл 30мкМ этанольного раствора АМ, 0–100 мкл этанола, 

так чтобы объем последнего в системе оставался постоянным. Суммарный объем 

реакционной смеси составлял 3.0 мл. Через определенное время пленку аккуратно 

с помощью пинцета доставали из реакционного раствора, помещали на зеркальную 

пластину и далее действовали так, как описано в методике 6. 

Методика 14 определения АМ в БАД «Best Artemisinin» методом добавок с 

использованием пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС}. Пробоподго-

товку проводили в соответствии с методикой 11 а. Для определения АМ в пласти-

ковую центрифужную коническую пробирку емкостью 5 мл вводили последова-

тельно 10 мкл анализируемого раствора и 10 мкл стандартного раствора АМ с кон-

центрациями 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 мкМ в качестве добавок. Полученный раствор тща-

тельно перемешивали. Суммарный объем реакционной смеси после разбавления 



 

 74 

УБР с рН 5.9 составлял 3.0 мл. После этого в пробирку с помощью пинцета вноси-

ли пленку размером 1×2 см, приготовленную по методике 1ж и промытую водой. 

Пленку располагали в пробирке таким образом, что она прилегла одной своей сто-

роной к стенке пробирки и удерживалась там за счет сил адгезии. По окончании 

химической реакции через 30 с реакционную смесь выливали из пробирки, а плен-

ку осторожно вынимали пинцетом и располагали на зеркальной пластинке. Флуо-

ресцентный сигнал пленки регистрировали, как это описано в методике 6. Градуи-

ровочную зависимость строили в координатах I0/I – сАМ, мкМ в диапазоне концен-

траций АМ 0.5 – 2.5 мкМ. 

Методика 15 определения АМ в БАД «Artemisia annua intense» методом до-

бавок с использованием пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС}. Про-

боподготовку проводили в соответствии с методикой 12 а. Для определения АМ в 

пластиковую пробирку емкостью 5 мл вводили последовательно 10 мкл анализиру-

емого раствора и 10 мкл стандартного раствора АМ с концентрациями 0.5, 1, 1.5, 2, 

2.5 мкМ в качестве добавок. Суммарный объем реакционной смеси после разбав-

ления УБР с рН 5.9 составлял 3.0 мл. После этого в пробирку вносили пленку раз-

мером 1×2 см, приготовленную по методике 1ж и промытую водой. Пленку распо-

лагали в пробирке таким образом, что она прилегала одной своей стороной к стен-

ке пробирки и удерживалась там за счет сил адгезии. По окончании химической ре-

акции через 30 с реакционную смесь выливали из пробирки, а пленку осторожно 

вынимали пинцетом и располагали на зеркальной пластике. Флуоресцентный сиг-

нал пленки регистрировали как это описано в методике 6. Градуировочную зави-

симость строили в координатах I0/I – сАМ, мкМ в диапазоне концентраций АМ 0.5 – 

2.5 мкМ. 

3.4. Обработка результатов измерений 

Скорость индикаторных реакций определяли методом тангенсов [136]. В мето-

де тангенсов абсолютные значения начальных скоростей ферментативных реакций 

(V0, мкМ×мин-1) рассчитывали из величин тангенсов углов наклона кинетических 

кривых по следующей формуле: 

0
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C A tg
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t t l l



 

 
   
 

   (1) 

где tgα  тангенс угла наклона кинетических кривых, построенных в коорди-

натах оптическая плотность (А) – время (t, с); l – толщина кюветы (см); 

ε  молярный коэффициент поглощения индикаторного вещества. 

Относительные активности растительных пероксидаз в среде ИЖ-буферный 

раствор по отношению к активности в водной среде (ai/a0) рассчитывали по форму-
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ле: ai

a0

=
tgai

tga0

, где tgαi и tgα0 – тангенсы угла наклона кинетических кривых в 

координатах оптическая плотность (А) – время (t, с) в присутствии и отсутствие 

ИЖ соответственно. 

Для оценки кинетических параметров катализируемого нативными раститель-

ными пероксидазами окисления ГК пероксидом водорода в присутствие ацетатной 

ИЖ кинетические кривые описывали уравнением Михаэлиса – Ментен и линеари-

зовали в рамках моделей Лайнуивера-Берка [138]: 

0

[ ]
,

[ ]

m

m

V S
V

K S





          (2) 

0

[ ]1 1
,

[ ] [ ]

m m

m m m

K S K

V V S V S V


  

 
             (3) 

где Vm – максимальная скорость реакции, мкМ·мин-1; Km – константа Михаэли-

са, мкМ; [S] – концентрация пероксида, мкМ. 

Величины Ki в присутствии 10 об.% [BMIm][AcO] рассчитывали по приведен-

ным ниже формулам: 

 

 

 

 

 

 

Эффективную каталитическую константу (kcat, мин-1) рассчитывали по форму-

ле: 
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где [Е]0 – начальная концентрация фермента, мкМ. 

Степень ингибирования пероксидаз (I, %) в присутствии молекулярных орга-

нических растворителей (МОР) и ИЖ рассчитывали по формуле:  

  ,                        (10)     

где tging и tgo – скорости индикаторной реакции в присутствии и отсутствие 

ингибитора соответственно. 
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=
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(4)(7) 
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Степень вымывания биокатализаторов (%) из пленки {целлюлоза[BMIm][Cl]} 

рассчитывали по формуле:  

,                                                    (11)  

где сЕ(пр.в.) — концентрация белка в промывных водах, найденная по уравнению 

градуировочной зависимости (гл. 6.1, табл. 12), сE(пл.) — концентрация белка в 

пленке. Для расчета степени вымывания красителей использовали аналогичную 

формулу, подставляя в нее вместо концентраций биокатализаторов соответствую-

щие концентрации красителей. 

Степень сорбции красителей (%) рассчитывали по формуле:   

 ,                                         (12) 

где ΔАt — изменение оптической плотности раствора красителя за наблюдае-

мое время t при характеристической длине волны (611 нм для ИК и 555 нм для ПБ), 

Аисх. — оптическая плотность исходного раствора красителя при характеристиче-

ской длине волны.   

Результаты экспериментов обрабатывали с применением методов математиче-

ской статистики. Использовали следующие обозначения:  

 – среднее для ряда в n измерениях,  = ∑ хi/n; 

V – дисперсия, V =
1
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s – стандартное отклонение, 
1

2




n

)x(x
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i  

sr – относительное стандартное отклонение, 
x

s
=sr

. 

Нижнюю границу определяемых содержаний (сн) характеризовали минимально 

определяемой концентрацией при заданной вероятности Р = 0.95 и числе 

параллельных измерений n, при которых sr ≤ 0.33. Предел обнаружения 

рассчитывали по 3σ-критерию по формуле: , где s0 – стандартное 

отклонение фона, s – крутизна градуировочной зависимости. 

Для обработки экспериментальных данных использовали программу Excel 

2007. Для расчёта погрешности разности (I0-I) и отношений интенсивностей 

флуоресценции (I0/I) применяли программу GraphPad. 
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Обсуждение результатов 

Глава 4. Обоснование выбора индикаторной системы 

4.1. Выбор микрокристаллической целлюлозы  

как носителя аналитических реагентов 

Целлюлоза — природный линейный полисахарид, [поли(14)--D-

глюкопиранозил-D-глюкопираноза], общей формулы [С6Н7О2(ОН)3]n, обладающий 

пористой структурой, состоит из однородных по размеру и пористости жестких 

сферических частиц и отличается высокой степенью гидрофильности [139]. На рис. 

16 представлена химическая структура целлюлозы, из которой видно, что каждый 

мономер содержит три гидроксильных группы. Благодаря большому количеству 

гидроксильных групп в макромолекуле, целлюлозу можно легко модифицировать 

путем введения различных заместителей, например, ацетил-, карбоксиметил- и ди-

этиламиноэтил-групп. 
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biosynthesized by a number of living organisms ranging from higher to lower plants, some amoebae, 

sea animals, bacteria and fungi [14].  

Cellulose  consists  of  a  linear  homopolysaccharide  composed  of  β-D-glucopyranose units linked 

together  by  β-1-4-linkages [15]. The basic chemical structure of cellulose is presented in Figure 1. 

Each monomer bears three hydroxyl groups. It is therefore obvious that these hydroxyl groups and 

their ability to form hydrogen bonds play a major role in directing the crystalline packing and also 

governing the physical properties of cellulose [16]. 

Figure 1. Basic chemical structure of cellulose showing the cellobiose repeat unit. 
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According to Sjoström [17], native cellulose in wood has a degree of polymerization (DP) of 

approximately 10,000 glucopyranose units and it is around 15,000 for native cellulose in cotton.
 

However, Bledzki and Gassan [5] showed that purification procedures usually reduce the DP, e.g., a DP 

of 14,000 in native cellulose can be reduced to about 2,500. As reported by Daniel [18], valonia fibers 

present a DP of 26,500, while cotton fibers present a DP ranging from 20,000 to 14,000 depending on 

the part of the fiber where the analysis is performed. It is therefore important to keep in mind that the 

length of polymer chains varies according to the source of cellulose or even to the part of the plant. 

The cellulose microfibril is the basic structural component of cellulose, formed during the 

biosynthesis. Actually, the chains of poly-β-(1→4)-D-glucosyl residues aggregate to form a fibril, 

which is a long thread-like bundle of molecules laterally stabilized by intermolecular hydrogen  

bonds [19-21], as shown in Figure 2. Individual cellulose microfibrils have diameters ranging  

from 2 to 20 nm [22,23]. Each microfibril can be considered as a string of cellulose crystals linked 

along the microfibril axis by disordered amorphous domains [22], e.g., twists and kinks [24]. 

Infra-red spectroscopy and x-ray diffraction studies of cellulose organization in plants have shown 

that the main portion of cellulose is constituted by crystallites with interspersed amorphous regions of 

low degree of order
 
[18]. Native cellulose, namely cellulose I, is the crystalline cellulose. The term 

regenerated cellulose, also called cellulose II, is used to refer to cellulose precipitated out of solutions, 

generally alkali solutions [13,18]. These represent the two main polymorphs of cellulose. The current 

knowledge on the crystallography and biosynthesis of cellulose strongly suggests that the structure of 

cellulose is made up of parallel chains [25,26], whereas the crystalline structure of cellulose II is 

described as antiparallel [26-28]. Cellulose I is not the most stable form of cellulose. An additional 

hydrogen bond per glucose residue in cellulose II makes this allomorph the most thermodynamically 

stable form [28]. 
 

 

Рис. 16. Химическая структура целлюлозы, показывающая повторяющуюся целло-

биозную единицу. 

Кроме того, целлюлоза — биосовместимый, биодеградируемый и нетоксичный 

материал [140]. Указанные свойства целлюлозы и ее производных в совокупности с 

доступностью, дешевизной и легкостью утилизации обусловливают ее успешное 

применение в качестве носителя или ионообменников, иммуносорбентов в хрома-

тографии и матрицы для физической и ковалентной иммобилизации широкого кру-

га аналитических реагентов, в том числе оксидоредуктаз [141, 142]. Разработанные 

биоматериалы в виде индикаторных бумаг и гранулированных порошков оптиче-

ски непрозрачны, их используют преимущественно в тест-методах химического 

анализа с визуальной индикацией аналитического сигнала [143, 144]. 

Исследователи отмечают, что растворимость целлюлозы зависит от ее 

происхождения (микрокристаллическая целлюлоза, фильтровальная бумага, 

волокнистая масса из мягкой и твердой древесины и т.д.), степени полимеризации, 

температуры растворения [64, 139]. А для растворения целлюлозы в ИЖ самым 

важным фактором является содержания воды в системе [64]. Известны предельно-

допустимые содержания воды, при превышении которых целлюлоза при 
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определенной температуре и концентрации выпадает в осадок (рис. 2, табл. 1, 

приложение 2). Мы использовали коммерческий препарат микрокристаллической 

целлюлозы в виде белоснежного легкосыпучего порошка со средним размером 

частиц 20-90 мкм [145]. Особенностью микрокристаллической целлюлозы является 

то, что в отличие от природной α-целлюлозы, из которой ее получают путем 

кислотного гидролиза (для удаления аморфных областей), она не имеет 

волокнистой структуры, а состоит из отдельных крупно кристаллических 

агрегатов, содержащих сотни и тысячи макромолекул [139, 146]. Эти агрегаты 

обычно имеют примерно одинаковый диаметр и длину, составляющие в среднем 

1000 нм [147]. Такие размеры обеспечивают уникальные свойства 

микрокристаллической целлюлозы, в частности ее способность к сорбции, более 

высокую реакционную способность по сравнению с необработанной целлюлозой, 

что открывает пути ее модификации для достижения определенных свойств, 

возможность создания материалов (таблеток, пластин и др.) даже без 

дополнительной обработки [146]. Коммерческая доступность препарата 

микрокристаллической целлюлозы, имеющиеся в литературе сведения о ее 

растворении в различных растворителях, в том числе и ИЖ, полностью 

оправдывают выбор этой матрицы. 

4.2. Выбор природы ИЖ в качестве растворителя целлюлозы 

 Как мы отмечали в гл. 1.1.2, применение ИЖ в качестве растворителя 

целлюлозы позволяет придавать ей практически любую желаемую тестовую 

форму: пленки, волокна, шарика, губки и др., что открывает возможность 

получения новых материалов для сенсорных технологий. Особенностью 

использования [BMIM][Cl] является возможность не только растворить в нем 

целлюлозу, но и регенерировать ее в дальнейшем путем осаждения в виде 

оптически прозрачной пленки [27, 61]. Известные из литературы растворители 

целлюлозы, такие как кислоты (серная, фосфорная, трифторуксусная), 

комплексные (кадоксен, куен, куоксам и др.) и четвертичные основания и 

апротонные растворители (N-метилморфолин-N-оксид, N-метилпиперидин-N-

оксид и др.) растворяют целлюлозу, однако, из их однородных прозрачных 

растворов практически невозможно получить прозрачные материалы [147, 148]. 

Только при осаждении и омылении ацетилцеллюлозной пленки из щелочных 

растворов ксантагенат целллозы (вискозы) получается прозрачный целлофан [149]. 

В современной литературе наилучшими растворителями целлюлозы признаны 

хлоридные и ацетатные ИЖ на основе катиона имидазолия, среди них [BMIm][Cl], 

[BMIm][AcO] [61, 62, 150], [EMIm][Cl], [EMIm][AcO] [151, 152], [AMIm][Cl] [153]. 

Несмотря на то, что все эти ИЖ коммерчески доступны, мы выбрали [BMIm][Cl] и 
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[BMIm][AcO], поскольку методики и причины растворения целлюлозы в этих ИЖ 

наиболее изучены, а также они дешевле других перечисленных ИЖ не менее, чем в 

3–7 раз. Напомним, что эти ИЖ растворяют целлюлозу благодаря высокой 

акцепторной способности их анионов по отношению к OH-группам целлюлозы, 

которая, согласно литературным данным [80], в большей степени выражена у 

[BMIM][AcO] по сравнению с [BMIM][Cl] (рис. 17).  

 

Рис. 17. Схема взаимодействия целлюлозы с [BMIm][Cl] (слева) и [BMIm][AcO] 

(справа) [80]. 

В результате такого взаимодействия сеть водородных связей в целлюлозе при 

нагревании в ИЖ разрушается, и образуется однородный раствор [154]. 

Растворимость целлюлозы в ацетатной ИЖ в 3 раза выше таковой в хлоридной ИЖ 

при обычном нагревании, без использовании ультразвука и микроволнового 

излучения [62]. 

Отработанные методики синтеза [BMIm][Cl] и [BMIm][AcO] позволяют 

получать препараты, аналогичные по качеству коммерческим (Приложение 1). 

Физико-химические характеристики использованных в работе ИЖ приведены в 

табл. 4. Из данных таблицы видно, что хлоридная ИЖ представляет собой твердое 

вещество, а ацетатный препарат при комнатной температуре — вязкая жидкость, 

при этом их плотности и полярности близки. 

Таблица 4. Физико-химические характеристики использованных в работе ИЖ [27, 

155, 146] 

ИЖ logP§ 
ρ, г×см-3  

(25, °С) 

η, мПа×с 

(t, °С) 
ET

N†  tпл, °С 

[BMIm][AcO] -2.77 1.055 1630 (20) 0.572  -20 

[BMIm][Cl] -2.4 1.10 тв. 0.614  66 

Методика приготовления пленок {целлюлоза[BMIm][Cl]} предполагает 

удаление избыточных количеств ИЖ путем промывания водой [27], тем не менее 

какое-то незначительное количество ИЖ все же остается в пленке и может влиять 

на ее оптические свойства. По этой причине при работе с выбранными ИЖ следует 

                                                           
†Нормализованный параметр полярности по шкале Димрота-Райхардта. По нормализованной шка-

ле самым полярным растворителем считается вода, самым неполярным — тетраметилсилан.  
§Величины логарифма коэффициента распределения ИЖ (МОР) в системе н-октанол/вода, харак-

теризующие гидрофобность этих веществ. 
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учитывать тот факт, что они поглощают в ближней УФ и видимой областях 

спектра (рис. 18). Как видно из рисунка, в отличие от [BMIm][Cl] ацетатная ИЖ 

значительно сильнее поглощает свет УФ и видимого диапазона спектра, в то время 

как максимумы поглощения обеих ИЖ в УФ-области практически совпадают (для 

[BMIm][AcO]: 209 = 4450 ± 280 М-1см-1 [156]). Кроме того, эти ИЖ в диапазоне 

350–550 нм обладают собственной флуоресценцией, длина волны и интенсивность 

которой сильно зависит от длины волны возбуждения [157]. 

Следует отметить, что [BMIm][Cl] и [BMIm][AcO] более токсичны 

(экотоксичность logEC50‡, мкМ: 3.41, 3.32 соответственно), чем ДМСО, 

ацетонитрил и этанол (logEC50, мкМ: 6.10, 5.73 и 5.88 соответственно), но менее 

токсичны, чем толуол (logEC50 = 2.33 мкМ), и сравнимы по токсичности с 

пиридином (logEC50= 3.43 мкМ) [11]. При этом токсичность [BMIm][Cl] и 

[BMIm][AcO] определяется, главным образом, их катионом, для утилизации 

которого из водных растворов в настоящее время разработан специальный 

методический прием [158]. При добавлении к водным растворам ионных 

растворителей твердого препарата K3PO4 образуется двухфазная система, в 

которой нижняя фаза насыщенна K3PO4, а верхняя — ИЖ. Разделение фаз 

происходит, вероятнее всего, за счет высокой структурирующей способности PO4
3–

, в результате чего объемный катион алкилимидазолия с сопутствующим анионом 

выталкиваются и образуют отдельную фазу, которую можно достаточно легко 

отделить простым декантированием [158]. Такой прием весьма полезен для 

утилизации ИЖ из промывных вод, если в качестве антирастворителя для удаления 

избытка ионного растворителя из целлюлозных пленок используют воду. 

 

Рис. 18. Спектры поглощения коммерческих препаратов [BMIm][Cl] и 

[BMIm][AcO] (раствор сравнения — вода). 

                                                           
‡ logEC50 — экспериментальные значения экотоксичности для V. fischeri, при воздействии 

вещества в течение 15–30 мин. 
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Целлюлозные пленки, полученные с помощью [BMIm][Cl], использовали для 

создания оптических сенсоров для определения ряда ионов металлов и 

неорганических газов (табл. 1). Примеры их применения для определения 

органических соединений, а также в целях иммобилизации растительных 

пероксидаз в литературе не описаны. Пленки на основе целлюлозы, 

регенерированной из ацетатной ИЖ, ранее вовсе не получали, лишь изучали 

процесс растворения целлюлозы в [BMIm][AcO] [64, 79, 80, 146]. Таким образом, 

разработка методики получения пленок {целлюлоза-[BMIm][AcO]} и изучение 

аналитических возможностей пленок, полученных с помощью обеих ИЖ, при 

определении органических соединений позволят, с одной стороны, расширить 

ассортимент сенсорных материалов на основе целлюлозы, а с другой стороны, 

оценить перспективность использования этих материалов в целях химического 

анализа. 

4.3. Обоснование выбора аналитических реагентов  

и определяемых соединений 

Оксидоредуктазы как аналитические реагенты. На момент начала 

исследований в литературе (гл. 1.1.2) имелись данные об использовании пленок 

{целлюлозаИЖ} для иммобилизации гидролаз (целлюлазы, эстеразы и β-

галактозидазы) и оксидазы (лакказы). Литературные сведения об иммобилизации 

растительных пероксидаз (представителей класса оксидоредуктаз) в целлюлозу с 

помощью ИЖ отсутствовали. Изучение перспектив применения ИЖ в сенсорных 

технологиях, в частности для разработки оптических сенсоров на основе 

коммерческих растительных пероксидаз, представляется весьма актуальным по 

ряду причин. 

Во-первых, оптических биосенсоров разработано существенно меньше, чем 

электрохимических, а работы по использованию для этих целей ферментов и ИЖ 

единичны (табл. 1). До настоящего времени нековалентно иммобилизованные на 

различных носителях растительные пероксидазы, преимущественно ПХ, использо-

вали в ферментативных тест-системах для определения ингибиторов фермента  

токсичных ионов металлов  в разнообразных объектах (водах, почвах, пищевых 

продуктах, фармацевтических препаратах и биологических жидкостях) [159]. Ско-

рость ферментативной реакции контролировали визуально. В последнее десятиле-

тие наблюдается повышенный интерес исследователей к разработке оптических 

сенсоров на основе пероксидазы для определения её органических субстратов. Од-

нако, несмотря на определенный прогресс в этой области, оптические биосенсоры 

по своей распространенности, по-прежнему, уступают электрохимическим 

[160,161]. 
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Во-вторых, применение ИЖ в сенсорных материалах позволит расширить круг 

задач химического анализа и биотехнологии, решаемых с привлечением перокси-

даз. 

Дополнительным аргументом в пользу выбора растительных пероксидаз (EC 

1.11.1.7) для разработки оптических сенсоров является их широкая субстратная 

специфичность: они катализируют превращение большого круга восстановителей 

органической природы (арилдиамины, фенолы, катехоламины, фенотиазины и др.) 

[162]. Кроме того, их каталитическая активность изменяется в присутствии ряда 

азот- и серосодержащих органических веществ, эндопероксидных соединений [85, 

118–121, 127]. Все эти вещества являются биологически активными соединениями, 

и разработка новых оптических систем и сенсоров для их определения в различных 

объектах весьма актуальна. 

В настоящее время пероксидазы выделяют из различных растений: люцерны, 

табака, вигны, фасоли, арахиса, батата, листьев королевской пальмы [163, 164]. Для 

исследования мы выбрали пероксидазы, выделенные из корней хрена и шелухи сои, 

препараты которых являются коммерческими, высокоактивными и стабильными, 

что обусловливает целесообразность применения пероксидаз в качестве аналитиче-

ских реагентов для проведения химического анализа. Аминокислотные последова-

тельности указанных растительных пероксидаз идентичны более чем на 50% [165], 

однако эти ферменты отличаются по физико-химическим свойствам и, что особен-

но важно, по субстратной специфичности [166]. Кроме того, ПХ и ПС отличаются 

значением pI: ПХ – катионный фермент, а ПС – анионный биокатализатор. Само-

стоятельный научный интерес представляет сравнение каталитических свойств 

этих растительных пероксидаз в составе пленок {целлюлозаИЖ}. Ранее [167] в 

лаборатории кинетических методов анализа МГУ выявлена «дружелюбность» 

[BMIm][BF4] и N-бутил-4-метилпиридиния, [BMPy][BF4], по отношению к ПХ и 

ПС в реакции окисления гваякола пероксидом водорода, которая выражается в со-

хранении растительными пероксидазами не менее 20% начальной каталитической 

активности в присутствии  60 об.% высоко-полярных ионных растворителей. Этот 

факт позволяет надеяться, что растительные пероксидазы и в составе целлюлозных 

пленок, полученных с использованием других гидрофильных ИЖ, будут проявлять 

каталитическую активность. 

Хромогенные синтетические красители как аналитические реагенты. Одним 

из возможных путей применения целлюлозных пленок, содержащих ПХ и ПС, мы 

видели в обесцвечивании растворов красителей, используемых в текстильной, 

пищевой и фармацевтической промышленности. Утилизация окрашенных и часто 
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токсичных вод этих производств все еще является одной из важных экологических 

задач, особенно в Европе [168]. 

В качестве модельного анионного красителя выбрали индигокармин (рис. 19, а), 

который растворим в воде, интенсивно окрашен (ε618 = 8.08×103 M-1×см-1 [169]), об-

ладает восстановительными свойствами (Eº = -0,13 В при 25ºC, рН 7.0 [169, 170]) и 

является субстратом ПХ и ПС [171, 172]. В воде при рН 7.0 ИК практически не 

флуоресцирует, выход флуоресценции при 670 нм не превышает 0.003, возб. = 655 

нм [173].  

ИК – наиболее широко распространенный синий краситель хлопка и шерстя-

ных волокон благодаря его сродству к целлюлозным волокнам. Этот индигоидный 

краситель также известен как пищевая добавка Е-132 при производстве безалко-

гольных и ликеро-водочных напитков, мороженого, всевозможных сладостей [174]. 

 

а)  

б) 

Рис. 19. Структурные формулы ИК (а) и ПБ (б). 

В фармацевтической промышленности ИК применяют для придания товарного 

вида таблеткам и драже, в медицинской диагностике — для подкрашивания живых 

тканей [174] и определения концентрации пероксидазы в крови [171]. В 

химическом анализе ИК нашел применение в качестве кислотно-основного и 

окислительно-восстановительного индикатора, его лейкооснование используют как 

фотометрический реагент при определении кислорода и озона (при 570 нм), а 

также нитратов в кислой среде [175]. ИК часто является компонентом при 

производстве ополаскивателей для волос, его используют при приготовлении 

чернил, синьки, акварельных красок и мыла. ИК является канцерогеном, вызывает 

серьезные аллергические реакции, провоцирует проблемы с сердцем и приступы 

удушья [176], поэтому контроль содержания этого красителя в продуктах питания, 

лекарственных препаратах, косметических средствах чрезвычайно важен. 

В настоящее время предложены различные способы выделения (коагуляция, 

адсорбция, ультрафильтрация [168]) и переработки индигоидных красителей, осно-

ванные на использовании химических методов (окислении реагентом Фентона 

[177], озонировании, фотокаталитическом окислении [178]) и электрохимических 

методов (электрокоагуляции, электрохимическом окислении/восстановлении [179]), 

а также аэробной и анаэробной биодеградации с использованием лигнинолитиче-



 

 84 

ских грибков [180]. Одним из современных способов биодеградации и обесцвечи-

вания текстильных красителей, в том числе и ИК, является окислительная биоде-

градация с участием лакказы [181] и пероксидазы [182]. В качестве эффективных 

сорбентов ИК себя показали хитин, хитозан [183], хитозан сшитый с глутаровым 

альдегидом [184], а также гидрогели на основе производных этилметакрилата, ме-

тилпропана и акриламида [185]. 

Мы предполагали, что на основе целлюлозных пленок с иммобилизованными 

растительными пероксидазами нам удастся создать биоразлагаемые материалы 

многоразового применения для определения ИК в водах кондитерских, фармацев-

тических и текстильных производств. 

В качестве модельного катионного красителя выбрали ксантеновый краситель 

пиронин Б (рис. 19, б), который так же, как ИК растворим в воде и интенсивно 

окрашен λмакс. = 555 нм [186], но в отличие от ИК обладает интенсивной флуорес-

ценцией в водных и спиртовых растворах (λвозб./фл. = 355/571, 553/571 нм) [186].  

Выбор ПБ был обусловлен прежде всего тем, что явление тушения флуорес-

ценции именно этого красителя было положено в основу ряда чувствительных ме-

тодик определения АМ в сыворотке крови c использованием некоторых гемсодер-

жащих биокатализаторов (Гб, ПХ, цитохрома с, тирозиназы) (гл. 2). 

В настоящей работе было решено изучить возможность использования для 

флуориметрического определения АМ в присутствии ПБ других катализаторов: 

МП и комплекса {Mn(II)–ДДС}. МП — олигопептид, состоящий из 11 аминокис-

лотных остатков, ковалентно связанных с геминовым центром (рис. 20). Структура 

МП соответствует активному центру цитохрома с с ближайшим полипептидным 

окружением. Основное преимущество МП перед Гб и другими перечисленными 

выше белками состоит в стерически незатрудненном пространственном окружении 

ее активного центра, что, по нашему мнению, должно облегчать подход молекулы 

АМ к железу. Благодаря использованию МП в качестве биокатализатора, мы рас-

считывали улучшить аналитические характеристики методики флуориметрическо-

го определения АМ в растворе и на основе индикаторной системы {ПБМП} раз-

работать сенсорный целлюлозный материал. 

Из литературы [187, 188] известно, что синтетические аналоги оксидоредуктаз 

— комплексы Mn(II) и Mo(VI) с анионным поверхностно-активным веществом 

ДДС (рис. 21), катализируют реакцию окисления ПБ пероксидом водорода. По ме-

ре протекания реакции интенсивность флуоресценции красителя уменьшается про-

порционально концентрации Н2О2. Поскольку АМ содержит пероксидный мостик в 

своей структуре, можно было ожидать проявления подобного эффекта при замене 

Н2О2 на АМ. 
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Рис. 20. Пространственная модель МП, рассчитанная в работе [189]. 

 

 

Рис. 21. Структурная формула ДДС. 

От изучения системы {ПБMо(VI)ДДС} отказались, поскольку ее чувстви-

тельность по отношению к пероксиду водорода была в 10 раз ниже, чем при ис-

пользовании комплекса {Mn(II)ДДС} [188]. 

Важно отметить, что ПБ, как представитель ксантеновых красителей, чувстви-

телен к молекулярному окружению [190] и способен образовывать супрамолеку-

лярный комплекс с ДНК, благодаря чему возможно вольтамперометрическое опре-

деление последней [191]. Это свойство ПБ может оказаться полезным в оптических 

системах с использованием биомолекул или их искусственных аналогов, в частно-

сти комплекса {Mn(II)ДДС}. Дополнительный научный интерес представляет 

сравнение поведения красителей различной природы, анионного ИК и катионного 

ПБ, при иммобилизации в целлюлозную пленку. 

Комплексы {Eu(III)дипиколиновая кислота} и {Eu(III)ТЦ} как флуоресцент-

ные метки. Кроме ферментов и красителей, в целлюлозные пленки можно импре-

гнировать комплексы лантанoидов (Eu3+ и Тb3+) с органическими лигандами, 

например, с дипиколиновой кислотой (ДПК) [46]. Как мы уже отмечали ранее в гл. 

1.1.2 обзора литературы, практическая значимость пленок {целлюло-

за[BMIm][Cl]} с иммобилизованными в них комплексами Eu(ДПК)3∙2H2O и 

Tb(ДПК)3∙2H2O продемонстрирована на примере селективного определения ионов 

Cu(II), основанного на эффекте тушения ими сенсибилизируемой флуоресценции 

хелатов лантанoидов [46]. Целлюлозные пленки такого вида ранее не использовали 

для определения органических соединений. Однако из литературы [192, 193, 194, 

195] известно, что в растворе эффекты тушения в системе {Ln(III)лиганд-
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сенсибилизатор} активно применяют для определения не только неорганических, 

но и биологически активных органических соединений. Это обстоятельство дает 

надежду на обнаружение подобных эффектов АМ и БР на флуоресцентный сигнал 

пленок {целлюлозаИЖEu(ДПК)3}.  

Мы решили исследовать возможность иммобилизации в целлюлозные пленки 

комплекса {Eu(III)ТЦ} (рис. 22, а), применение которого в качестве второго флу-

оресцентного зонда также открывает возможности определения двух органических 

соединений: АМ (рис. 1) и БР (рис. 22, б).  

Комплекс {Eu(III)ТЦ} используют для определения низких концентраций 

H2O2 (2 мкМ на уровне его содержаний в атмосфере и морской среде) [196–198]. 

Определение пероксида водорода основано на увеличении интенсивности флуо-

ресценции комплекса {Eu(III)ТЦ} в результате образования тройного комплекса 

{Eu(III)ТЦH2O2} [199]. Следовало ожидать проявления подобного действия при 

замене пероксида водорода на АМ.  

Возможна реализация еще одного подхода для определения АМ, основанного 

на его предварительном кислотном разложении до пероксида водорода (гл. 2) с по-

следующим «проявлением» по реакции с комплексом {Eu(III)ТЦ}. Очевидной 

проблемой, которую нам, видимо, предстоит решить при этом, является значитель-

ное различие в значениях pH сопряженных реакций: 01 для проведения реакции 

разложения АМ и 6.9 для образования тройного комплекса {Eu(III)ТЦH2O2}. 

Поскольку сильные основания неорганической природы тушат флуоресценцию 

тройного комплекса [197], мы решили апробировать в обсуждаемой системе силь-

ные органические основания. 
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            а) 

 

            б) 

 

Рис. 22.  Структурные формулы комплекса {Eu(III)ТЦ} (а) и БР (б). 

Щелочной раствор БР, напротив, способен гасить флуоресценцию комплекса 

{Eu(III)ТЦ}. На основе этой индикаторной системы разработана методика опре-

деления БР в сыворотке крови на уровне его концентраций 0.2–25 мкМ [46].  

Выбор определяемых соединений. Основное внимание в исследовании мы со-

средоточили на разработке на основе пленок {целлюлозаИЖ} сенсорных оптиче-

ских систем для определения АМ, природного противомалярийного соединения 

(рис. 1), и БР, желчного пигмента, продукта метаболического распада гема крови 

(рис. 22, б). 

Выбор АМ в качестве модельного эндопероксида обусловлен тем, что он в 

комбинации с его полусинтетическими производными (АТМ, АТЭ, АТС) входит в 

состав наиболее эффективных современных лекарственных препаратов для лече-

ния и профилактики малярии, рекомендованных Всемирной организацией здраво-

охранения. Все полусинтетические производные АМ отличаются только структу-

рой заместителя в карбонильной группе лактонного кольца и часто проявляют по-

хожие свойства в различных индикаторных системах (табл. 3). Актуальность поис-

ка новых чувствительных, селективных и простых индикаторных оптических си-

стем и сенсоров для определения АМ в БАД и фармацевтических препаратах для 

оценки их качества дополнительно подтверждается тем, что АМ проявляет биоло-

гическую активность не только по отношению к малярийному плазмодию, но и к 

раковым клеткам (урогенитальной разновидности) [125]. 

3+ 
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В клиническом анализе для определения БР в сыворотке крови широко исполь-

зуют фотометрическую методику Йендрашика-Клегхорна-Грофа, основанную на 

реакции диазотирования [199]. В литературе описаны единичные спектрофотомет-

рические и хемилюминесцентные системы [200–204], а также оптоволоконные сен-

соры [205] для определения БР, предложена методика определения БР методом 

мицеллярной электрокинетической хроматографии [206] и ферментативным мето-

дом с использованием билирубиноксидазы [207–209]. Описана только одна флуо-

ресцентная система, основанная на тушении билирубином флуоресценции ком-

плекса {Eu(III)–ТЦ} [199]. До настоящего времени эта система была апробирована 

для определения БР в растворе, ее не применяли в сенсорных системах, в том числе 

на основе целлюлозных пленок. Таким образом, исследования, направленные на 

создание сенсорного устройства на основе этой системы, являются оригинальными. 

Мы ожидаем, что новая индикаторная сенсорная система {Eu(III)–ТЦ–БР} позво-

лит определять желчный пигмент на уровне его концентраций 10-8–10-7 мольл-1, 

соизмеримых с его содержанием определяемым хемилюминесцентным методом, и 

в 10 раз меньших, чем определяемых спектрофотометрическими и ферментатив-

ными методами. 

Глава 5. Условия получения и функциональные характеристики 

целлюлозных пленок на основе растворов 

 {целлюлоза[BMIm][AcO]} и {целлюлоза[BMIm][Cl]} 

 
Основная задача, которую необходимо было решить на первом этапе исследо-

вания, состояла в выяснении условий получения целлюлозных пленок с помощью 

ацетатной ИЖ. Методика приготовления пленок {целлюлоза[BMIm][Cl]} была 

известна из литературы [27], однако для сравнения условий получения целлюлоз-

ных пленок с использованием ацетатной и хлоридной ИЖ и, что особенно важно, 

их функциональных характеристик и перспектив применения для определения ор-

ганических соединений, сочли целесообразным проводить эксперимент параллель-

но с двумя ИЖ, ацетатной и хлоридной. Помимо коммерческого препарата, 

[BMIm][Cl]ком., использовали два лабораторно синтезированных препарата этой 

ИЖ, полученных по методике, описанной в работе [126]. В отличие от практически 

бесцветного твердого коммерческого образца лабораторно синтезированные пре-

параты, [BMIm][Cl]синт1 и [BMIm][Cl]синт2, были жидкими при комнатной темпера-

туре и окрашены в бурый и бледно-желтый цвет соответственно вследствие при-

сутствия микропримесей. Заметим, что 13С ЯМР спектры использованных коммер-

ческого и синтезированных препаратов ИЖ были идентичны. Лабораторно синте-

зированные препараты различались между собой квалификацией используемых ре-
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агентов и особенностями выделения ИЖ. Применение вместо коммерческого лабо-

раторно синтезированных препаратов [BMIm][Cl] позволяло снизить стоимость це-

левых целлюлозных материалов по меньшей мере в 3 раза. 

5.1. Выбор условий получения целлюлозных пленок 

Первый этап приготовления пленок заключался в растворении навески микро-

кристаллической целлюлозы в выбранных ИЖ. В литературе предложено два ме-

тода растворения целлюлозы в алкилимидазольных ИЖ: нагревание в термостате 

до температуры 100°C [210] и в микроволновой печи [64, 211]. Микроволновое из-

лучение в большинстве случаев приводит к деструкции целлюлозы [210]. Исполь-

зование бытовой микроволновой печи (без контроля мощности и времени облуче-

ния, то есть при неравномерном нагреве образца) [27] вряд ли можно считать кор-

ректным. Применение специализированной микроволновой печи требует большого 

расхода ИЖ, что мы сочли нецелесообразным. 

Для получения раствора целлюлозы в ИЖ использовали простой лабораторный 

термостат (гл. 3.2), а в качестве исходной температуры для растворения смеси 

{целлюлоза–ИЖ} выбрали 66°C, то есть температуру плавления [BMIm][Cl] (табл. 

4). Содержание целлюлозы в этом эксперименте составляло 2% масс. по отноше-

нию к ИЖ. В результате проведенных исследований установили, что в рассматри-

ваемых условиях способность растворять целлюлозу возрастала в следующем ряду 

исследованных ИЖ:  

[BMIm][Cl]синт1 ≈ [BMIm][Cl]синт2 ≈ [BMIm][Cl]ком  [BMIm][AcO].  

В ацетатной ИЖ целлюлоза растворялась быстрее, чем в хлоридной, что согласова-

лось с литературными данными [27, 48, 61, 154]. Все препараты [BMIm][Cl] одина-

ково хорошо растворяли целлюлозу, однако раствор целлюлозы в [BMIm][Cl]синт1 

как и сам образец ИЖ был интенсивно окрашен в бурый цвет. Это обстоятельство 

позволяло предположить, что и целлюлозная пленка, полученная из такого раство-

ра, будет окрашена. Тем не менее, мы не отказались от применения [BMIm][Cl]синт1, 

а сочли целесообразным его использование в дальнейшем для выяснения условий 

отмывки целлюлозных пленок от избыточных количеств хлоридной ИЖ. Окраска 

ИЖ позволила бы легко зафиксировать момент, когда пленка успешно отмыта от 

ИЖ. Обнаружили, что при длительном хранении (5 мес и более) коммерческий 

препарат хлоридной ИЖ превращался в монолит, работать с которым было воз-

можно только после растворения в ацетонитриле  и осушки препарата по методике, 

описанной в гл. 3.1.  

В дальнейшем применяли преимущественно синтезированный образец 2 (далее 

просто [BMIm][Cl]), а коммерческий препарат использовали только для проведения 
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сравнительных экспериментов по изучению аналитических возможностей полу-

ченных целлюлозных пленок. 

Напомним, что целлюлоза регенерируется из ИЖ в виде пленки при опреде-

ленном (в зависимости от природы ИЖ) количестве воды в растворе (гл. 1.1.2, 

Приложение 2). Вода присутствует как в самой целлюлозе, так и в препарате ИЖ 

[64, 150]. Учитывая этот факт, использовали сухой препарат микрокристалличе-

ской целлюлозы† и дополнительно высушивали [BMIm][Cl] по методике, приве-

денной в гл. 3.1, с. 63. Поскольку опыт исследователей кафедры теоретической и 

прикладной химии Северного (Арктического) Федерального университета г. Ар-

хангельска показал, что без специального дорогостоящего оборудования («HAAKE 

RHEOCORD 9000 RHEOMETER») полностью удалить воду из [BMIm][AcO] прак-

тически невозможно, препарат [BMIm][AcO] дополнительно не высушивали. Со-

держание воды в коммерческом препарате ацетатной ИЖ по данным производите-

ля невелико и не превышает 2% масс. Мы полагали, что такое содержание влаги не 

должно препятствовать растворению целлюлозы в этой высоко полярной ИЖ (табл. 

4). Ацетатную ИЖ хранили в сухом темном месте, в плотно закрытой банке, крыш-

ку которой дополнительно обматывали герметизирующей пленкой «Парафилм» во 

избежание повышения содержания воды в препарате. 

Основной научный интерес для нас представляла разработка методики приго-

товления целлюлозных пленок с помощью ацетатной ИЖ, поэтому логично было 

бы начать исследование с изучения процесса растворения микрокристаллической 

целлюлозы именно в этой ИЖ. Однако литературных данных о растворении цел-

люлозы в хлоридной ИЖ было существенно больше, по этой причине сначала по-

лучали пленки состава {целлюлоза–[BMIm][Cl]}. 

Первые эксперименты показали, что при 66°С целлюлоза растворялась в хло-

ридной ИЖ, однако 2%-ый раствор полимера при этой температуре получался 

слишком вязким и раскатать его в плёнку не представлялось возможным. Для ре-

шения этой проблемы повысили температуру растворения до 85°С. Дальнейшее 

увеличение температуры считали нецелесообразным из-за деструкции целлюлозы, 

вызванной расщеплением ее цепочек или открытием пиранозных колец под дей-

ствием ИЖ [212, 213]. Установили, что вязкость раствора {целлюлоза–[BMIm][Cl]} 

уменьшилась, время растворения сократилось с 4 до 2 ч, однако целлюлозный ма-

териал представлял собой не пленку, а желеобразную массу. Таким образом, 

успешное растворение целлюлозы в ИЖ не гарантирует получение материала с 

требуемыми свойствами, поскольку важна не только температура расплава, но и 

                                                           
† При необходимости возможно высушивание препарата микрокристаллической целлюлозы в вакуумной 

печи в течение ночи при 100°С [205]. 
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содержание целлюлозы в нем. Для выбора подходящего содержания целлюлозы в 

[BMIm][Cl] его варьировали в диапазоне 2–5% масс. (с шагом 0.5%). Подходящим 

считали такое содержание целлюлозы, при котором раствор можно было легко и 

быстро раскатать в плёнку вручную, а поверхность получаемой пленки была 

наиболее однородной и прозрачной. Работу выполняли следующим образом. Точ-

ную навеску целлюлозы добавляли к точно взвешенному количеству [BMIm][Cl]. 

После перемешивания полученную смесь нагревали в термостате при 85°С до пол-

ного растворения целлюлозы, то есть до момента, когда расплав становился визу-

ально прозрачным, без видимых включений и пузырьков (рис. 23). 

 

Через 3 мин 

 

Через 3 ч 

 

Через 6 ч 

Рис. 23. Фотографии смеси микрокристаллической целлюлозы с [BMIm][Cl] в те-

чение времени (температура термостата  85°С). 

Далее горячий раствор выливали на горячее предметное стекло (гл. 3.3, мето-

дика 1а) и стеклянной палочкой быстро и равномерно распределяли его по ограни-

ченной площади стеклянной подложки, раскатывая пленку. Затем пленку помеща-

ли в закрытый контейнер и убирали в холодильник на 1 ч. 

На рис. 24 представлена фотография прозрачной, довольно прочной и гибкой 

пленки, полученной растворением 4% масс. целлюлозы в 1.1 г хлоридной ИЖ при 

85°С, после промывания пленки водой. Однородные прозрачные растворы с со-

держанием целлюлозы 4.5 и 5% масс. получались спустя не менее 15 ч и были 

слишком вязкими, чтобы раскатать их в пленку. В литературе [210] имеются сведе-

ния о целлюлозных пленках, приготовленных с помощью [BMIm][Cl] при содер-

жании целлюлозы 2.0% масс., температуре 70°С (в микроволновой печи), времени 

растворения 20 мин. Для дальнейших исследований выбрали содержание целлюло-

зы равное 4% масс., поскольку полученные плёнки {целлюлоза[BMIm][Cl]} были 

прочными и прозрачными (Т = 98.4±0.4%, n = 3, P = 0.95; рис. 25) в видимой обла-

сти спектра. Более того, предполагали, что пленка с содержанием не 3.5, а 4% масс. 

будет обладать более плотной структурой, которая позволит лучше удерживать 

иммобилизованные аналитические реагенты. 
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Рис. 24. Фотография целлюлозной пленки, полученной из раствора в [BMIm][Cl], 

после выдерживания в холодильнике в течение 1 ч и промывания водой (содержа-

ние целлюлозы 4% масс., температура расплава 85°С). 

На основании литературных данных о растворимости целлюлозы в 

[BMIm][AcO] [62, 151] можно было предположить возможность приготовления 

пленок с содержанием полисахарида по меньшей мере в 3 раза большем, чем с по-

мощью [BMIm][Cl] даже при температуре 66°С. В табл. 5 приведены результаты, 

полученные при варьировании содержания целлюлозы в ацетатной ИЖ в диапа-

зоне 2–15% масс. (с шагом 0.5%). Для удобства сопоставления в этой же таблице 

систематизированы данные, полученные с использованием в качестве растворителя 

целлюлозы [BMIm][Cl]. 

 

Рис. 25. Спектры поглощения стекла и пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]} на пред-

метном стекле относительно воздуха. 

Из табл. 5 видно, что ацетатная ИЖ растворяет не только бóльшие количества 

целлюлозы, но и значительно быстрее, чем хлоридная ИЖ. Например, 4% масс. 

целлюлозы ацетатная ИЖ растворяет всего за 1 ч, в то время как для растворения 

такого же количества полимера в хлоридной ИЖ требуется 5–6 ч. 
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Таблица 5. Сравнительные характеристики пленок с разным содержанием целлю-

лозы, полученных при использовании [BMIm][AcO] и [BMIm][Cl] (температура 

раствора {целлюлозаИЖ}  66 и 85°С соответственно) 

Диапазон содержаний 

целлюлозы, % масс. 

Прозрачность*/ 

окраска раствора 
Описание материала  

Время рас-

творения, ч 

[BMIm][AcO]  

2–6 

+/ желтый 

 

Желеобразная масса, 

пленку сформировать 

невозможно 

1–3 

6.5–8.5 

Пленка сформирова-

на, но недостаточно 

прочная  

3 

9–12 

Прочность пленки 

выше, чем у пленок с 

содержанием целлю-

лозы 6.5–8.5% масс. 

4–5 

13–15 Прочные пленки 5–7 

[BMIm][Cl]ком/[BMIm][Cl]синт,2 

2–3 

+/бледно-желтый 

Желеобразная масса, 

пленка не образуется 
2 

3.5–4 

Прочность пленок 

приемлема для ра-

боты с ними  

6–7 

4.5–5 

Пленку раскатать не 

удается из-за высокой 

вязкости расплава  

>15 

*Прозрачность расплава: прозрачный (+), немного мутный (±). 

Данные табл. 5 свидетельствуют о том, что пленки приемлемой прочности по-

лучаются из раствора целлюлозы в [BMIm][AcO] при ее содержании 9% масс. При 

меньших содержаниях пленка либо не формируется (рис. 26), либо формируется, 

но не столь прочная, как при 6.5–8.5% масс. (рис. 27). В качестве оптимального, по 

нашему мнению,  содержания выбрали 14% масс. целлюлозы, поскольку пленки с 

таким содержанием полимера получались более плотными, что было необходимо 

для последующей иммобилизации реагентов. Раствор с содержанием целлюлозы 

15% масс. был слишком вязким, что затрудняло раскатку пленок вручную. 
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Рис. 26. Фотография целлюлозного ма-

териала, полученного из раствора в 

[BMIm][AcO], температура расплава 

66°С, содержание целлюлозы 5% масс. 

Рис. 27. Фотография целлюлозного ма-

териала, полученного из раствора в 

[BMIm][AcO], температура расплава 

66°С, содержание целлюлозы 8% масс. 

Отметим, что при растворении целлюлозы в [BMIm][AcO] при 85°С (темпера-

тура, выбранная нами для получения пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]}) наблюда-

лась ее деструкция, о чем свидетельствовало бурое окрашивание раствора в ниж-

ней части пробирки Эппендорфа (рис. 28). Такая картина наблюдалась уже через 2 

ч после начала растворения. На рис. 29 для сравнения приведен раствор целлюлозы 

в хлоридной ИЖ через 6 ч растворения. Видимые признаки деструкции целлюлозы 

отсутствуют. Таким образом, [BMIm][AcO] обладает более высокой растворяющей 

способностью по отношению к целлюлозе по сравнению с хлоридной ИЖ из-за бо-

лее выраженного деструктурирующего действия ацетатной ИЖ. 

  

Рис. 28. Характерное бурое окрашивание 

раствора целлюлозы при ее растворении в 

ацетатной ИЖ при 85°С, свидетельствую-

щее о деструкции полимера. 

 

     Рис. 29. Сравнение окрасок растворов     

целлюлозы в хлоридной ИЖ (слева)  

     и ацетатной ИЖ (справа) при 85°С. 
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Отдельного внимания заслуживает выбор природы промывной жидкости или 

так называемого антирастворителя для удаления избыточных количеств ИЖ из 

сформировавшейся целлюлозной пленки, особенно в случае пленок, полученных с 

помощью ацетатных ИЖ. Методом компьютерного моделирования [214] и экспе-

риментальным путем [61, 213] показано, что из трех промывных жидкостей: вода, 

этанол и ацетон, наиболее эффективным антирастворителем и [BMIm][AcO], и 

[BMIm][Cl] является вода. В дальнейших экспериментах мы использовали не толь-

ко воду, но и этанол и ацетонитрил, поскольку последний обычно применяют при 

синтезе и очистке этих ИЖ [126], следовательно, он хорошо их растворяет. 

После того, как застывшую пленку доставали из холодильника, ее промывали 

одним из выбранных антирастворителей в течение 15 мин (времени, через которое 

пленка соскальзывала с поверхности стекла), далее 3-5 мин подсушивали на возду-

хе; помещали на предметное стекло, которое вставляли в кюветное отделение спек-

трофотометра и регистрировали спектр поглощения (рис. 30) по отношению к 

стеклу. Влажная целлюлозная пленка довольно прочно удерживалась на стекле за 

счет сил адгезии. 

 

Рис. 30. Спектры поглощения пленок {целлюлоза[BMIm][Cl]} относительно стек-

ла после промывания пленок водой, этанолом, ацетонитрилом. 

Как видно из рис. 30, вода действительно оказалась наиболее подходящей про-

мывной жидкостью для пленок, полученных с помощью [BMIm][Cl], что согласо-

валось с имеющимися литературными данными. Поглощение в видимой области 

спектра этих пленок после промывания водой практически нулевое. Небольшое 

увеличение поглощения в диапазоне длин волн 350–400 нм после однократного 

промывания целлюлозной пленки этанолом вероятнее всего связано с тем, что 

спирт по сравнению с водой медленнее отмывает хлоридную ИЖ. Действительно, 

при более длительном промывании или промывании пленки несколькими порция-

ми этанола поглощение в указанном диапазоне длин волн уменьшалось до фоново-

го значения. Хотя этанол можно использовать в качестве антирастворителя хло-
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ридной ИЖ, мы все же отдали предпочтение воде, поскольку прочность целлюлоз-

ных пленок в последнем случае была выше. Вопреки ожиданиям, ацетонитрил ока-

зался совсем неподходящим антирастворителем: пленки после промывания в нем 

приобретали беловатый цвет, и, как видно из рис. 30, теряли оптическую прозрач-

ность. Мы полагаем, что это связано с взаимодействием ацетонитрила и целлюлозы, 

однако в литературе подтверждений высказанному предположению найти не уда-

лось. 

На основании данных работы [214] мы ожидали, что так же, как и в случае хло-

ридной ИЖ, наиболее подходящим антирастворителем для ацетатной ИЖ окажется 

вода. Однако на практике это оказалось совсем не так. На рис. 31 приведены спек-

тры поглощения пленок {целлюлоза[BMIm][AcO]} в диапазоне длин волн 

350700 нм. Как видно из рисунка, после промывания водой пленки получались 

непрозрачными; кроме того, они были ломкими, с трещинами. После обработки 

пленок этанолом и ацетонитрилом их прозрачность была практически одинаковой, 

однако пленка, полученная после промывания спиртом, была более прочной. В 

ацетонитриле от пленки отшелушивались небольшие чешуйки, которые были вид-

ны невооруженным глазом, в результате чего прочность пленки значительно 

уменьшалась. 

 

 

Рис. 31. Спектры поглощения целлюлозных пленок, полученных осаждением цел-

люлозы, растворенной при 66°С, из раствора в [BMIm][AcO] водой, спиртом, аце-

тонитрилом. 

Стоит отметить, что даже при температуре 66°С внизу пробирки Эппендорфа 

наблюдалось бурое окрашивание, поэтому температуру растворения понизили еще 

на 6°С. При 60°С целлюлоза при содержании 14% масс. растворялось в течение 6-7 

ч. Спектры поглощения полученных пленок представлены на рис. 32. Как видно из 

рисунка, при снижении температуры раствора прозрачность пленок увеличилась 

почти на 7%, то есть этанол по-прежнему оставался предпочтительной промывной 
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жидкостью. Причина такой закономерности заключается, видимо, в том, что уже 

при 66°С происходит частичная деструкция целлюлозы, которая, согласно литера-

турным данным [213], зависит как от времени, так и от температуры растворения 

целлюлозы. При снижении температуры раствора доля деструктурированного по-

лимера уменьшается, в результате чего получаются более прозрачные пленки, что 

согласуется с литературными данными. 

 

Рис. 32. Спектры поглощения целлюлозных пленок, полученных осаждением цел-

люлозы, растворенной при 60°С, из раствора в [BMIm][AcO] водой, спиртом, аце-

тонитрилом.  

Целлюлоза, растворенная в ацетатной ИЖ при 60°С, после промывания ацето-

нитрилом регенерировалась в виде непрозрачных пленок (рис. 32), хотя при 66-

70°С их прозрачность была выше (рис. 31). Возможно, это связано с разным харак-

тером взаимодействия деструктурированной и не деструктурированной целлюлозы 

с ацетонитрилом. С целью подтверждения этого предположения, мы понизили 

температуру растворения еще на 10°С, снова получили пленки, промыли их ацето-

нитрилом и зарегистрировали спектры их поглощения (рис. 33). 

 

Рис. 33. Спектры поглощения целлюлозных пленок, полученных осаждением цел-

люлозы, растворенной при 50°С, из раствора в [BMIm][AcO] водой, спиртом, аце-

тонитрилом. 
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Как видно из представленных на рис. 33 данных, действительно, после обра-

ботки ацетонитрилом поглощение пленки значительно уменьшилось, практически 

стало таким же, как у пленки, промытой водой. Однако пленки все же были непро-

зрачны. Наиболее прозрачными получились пленки {целлюлоза[BMIm][AcO]}, 

обработанные этанолом. Интересно отметить тот факт, что прочность и эластич-

ность пленки {целлюлоза[BMIm][AcO]}, приготовленной из раствора {целлюло-

за[BMIm][AcO]} при 60°С и промытой этанолом, уменьшались после дополни-

тельного выдерживания пленки в воде. На рис. 34 в подтверждение этого факта 

приведена диаграмма прочности пленки, промытой этанолом (красная кривая), а 

затем выдержанной в воде (синяя кривая). Это обстоятельство косвенно свидетель-

ствует о целесообразности присутствия этанола в реакционных средах, в которых 

используют пленку {целлюлоза[BMIm][AcO]}. 

 

 

Рис. 34. Диаграммы прочности пленок {целлюлоза[BMIm][AcO]}, полученных из 

раствора при 60°С, промытых этанолом до (красная кривая) и после (синяя кривая) 

вымачивания в воде. 

В табл. 6 систематизированы результаты, полученные при изучении прозрачно-

сти целлюлозных пленок [BMIm][AcO], во всех исследованных нами случаях. 

Таблица 6. Величины прозрачности целлюлозных пленок, полученных из раство-

ров целлюлозы в [BMIm][AcO] при разных температурах с использованием разных 

промывных жидкостей (350–700 нм; n = 3, P = 0.95) 

Промывная жид-

кость 

T, % пленок,  

полученных при различной температуре (°С) растворения 

50 60 66 

Вода 5.7±0.5 3.6±0.1 2.8±0.1 

Этанол 87.0±0.3 76.1±0.3 69.8±0.1 

Ацетонитрил 5.8±0.7 6.7±0.8 71.1±0.5 
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Из приведенных в таблице результатов видно, что с уменьшением температуры 

растворения прозрачность пленок после промывания в воде и этаноле возрастает, а 

в ацетонитриле, напротив, уменьшается. Важно отметить, что текстура пленок при 

использовании изученных промывных жидкостей различна, что наглядно иллю-

стрирует рис. 35. На пленке после ее обработки водой заметны трещины, а при ис-

пользовании ацетонитрила так же, как и в случае пленки {целлюлоза[BMIm][Cl]}, 

наблюдали отшелушивание тонких слоев целлюлозы. Сформулированным нами 

требованиям (с. 96) удовлетворяла пленка, полученная при осаждении растворен-

ной в [BMIm][AcO] целлюлозы этанолом. Вероятно, этанол играет роль временно-

го пластификатора целлюлозы [215], способствуя повышению эластичности плен-

ки в ходе регенерации целлюлозы. Таким образом, далее в качестве антираствори-

теля для [BMIm][AcO] в дальнейшем использовали этанол. 

 

Рис. 35. Целлюлозные пленки, полученные растворением-осаждением из 

[BMIm][AcO], при использовании в качестве антирастворителя (слева направо) во-

ды, этанола и ацетонитрила. 

Отдельно остановимся на методике раскатывания пленок. Эксперименталь-

ным путем выяснили, что прежде, чем разливать раствор целлюлозы в ИЖ на 

предметное стекло, необходимо стекло нагреть до температуры раствора, затем 

вылить горячий раствор на стекло и равномерно распределить его по площади под-

ложки. Однако при прекращении подогрева раствор целлюлозы в ИЖ «стягивает-

ся» к центру стекла, по-видимому, под действием поверхностного натяжения, в ре-

зультате чего по краям пленки появляются пустоты. Поэтому после раскатки плен-

ки необходимо не сразу класть горячее стекло в холодильник, а сначала оставить 

горячий раствор на несколько секунд на горизонтальной поверхности стекла без 

подогрева, после чего удалить пустоты, аккуратно распределяя раствор по подлож-

ке стеклянной палочкой. 

Для оптимизации методики промывания пленок снова использовали окрашен-

ный в бурый цвет препарат [BMIm][Cl]синт.,1, что заметно облегчало контроль каче-

ства отмывки плёнки от ИЖ. Хотя желтая окраска коммерческого препарата 

[BMIm][AcO] была менее интенсивной (рис. 18), наблюдать за процессом отмыва-
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ния ацетатной ИЖ из пленки было также легко. Для смывания видимого глазу из-

быточного количества ИЖ оказалось достаточно одной порции антирастворителя 

(15 мл). При этом пленку выдерживали в антирастворителе 15 мин, периодически 

аккуратно раскачивая емкость с пленкой и промывной жидкостью для обеспечения 

доступа чистого антирастворителя к пленке. Заметим, что промывание следует 

проводить в статическом режиме, а не под струей промывной жидкости, поскольку 

в последнем случае возможна деформация пленки. По этой же причине не стоит 

ставить емкость с пленкой и антирастворителем на шейкер. Оказалось, что даже 

при использовании бесцветной коммерческой хлоридной ИЖ процесс её вымыва-

ния из пленки можно легко зафиксировать по появлению характерных масляни-

стых разводов на поверхности воды.  

Тест-материалы, квадраты площадью 1 см2, получали разрезанием только что 

полученной пленки канцелярским ножом. Пленки следует разрезать сразу после 

промывания, поскольку по мере высыхания они становились похожими на целло-

фан (рис. 36), что затрудняло в дальнейшем их разрезание. Даже после вымачива-

ния в воде такие пленки плохо набухали и разрезать их было трудно. 

 

Рис. 36. Фотография пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]} высушенной на воздухе при 

комнатной температуре. 

Выбранные нами условия получения целлюлозных плёнок с помощью ацетат-

ной и хлоридной ИЖ систематизированы в табл. 7, а методика подробно описана в 

гл. 3.3. 
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Таблица 7. Выбранные условия получения пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} и 

{целлюлоза–[BMIm][AcO]} 

 

Параметр Выбранное значение 

[BMIm][AcO]  [BMIm][Cl] 

Содержание целлюлозы, % масс. по от-

ношению к ИЖ 
14 4 

Время растворения, ч 7 

tнагрева, °С 50 85 

Антирастворитель Этанол Вода 

Объем антирастворителя, мл 15 

Время промывания, мин 15 

Тестовая форма Квадрат площадью 1 см2 

Толщину полученных пленок рассчитывали из соотношения массы и площади 

пленки, основываясь на предположении о том, что плотность пленок примерно 

равна плотности ИЖ (табл. 4). Рассчитанная толщина обеих пленок оказалась рав-

ной 300 мкм. Мы обратили внимание на то, что после промывания пленки станови-

лись немного тоньше, вероятно, вследствие удаления избыточных количеств ИЖ. 

Для измерения средней толщины целлюлозных пленок после обработки антирас-

творителем и высушивания на воздухе в течение не более 15 мин, использовали 

микрометр. Установили, что толщина целлюлозных пленок, измеренная микромет-

ром в разных местах, составляет 150–200 мкм. 

Таким образом, в результате проведенных исследований мы получили целлю-

лозные пленки двух видов, с использованием ацетатной и хлоридной ИЖ. Условия 

получения пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]} оказались более мягкими. Темпера-

тура растворения целлюлозы в ацетатной ИЖ на 35°С ниже таковой в хлоридной 

ИЖ, при этом время растворения одинаковое. В 3.5 раза большее содержание цел-

люлозы в пленке, приготовленной с помощью ацетатной ИЖ, по нашему мнению, 

может обеспечить бóльшую прочность и более плотную структуру материала. 

Пленки, полученные с применением хлоридной ИЖ, оказались более прозрачными, 

и для их промывания вместо этанола в качестве промывной жидкости использова-

ли воду. Толщина этих пленок была практически одинаковой. 

5.2. Изучение механических и морфологических свойств 

целлюлозных пленок 

При описании механических свойств полимерных пленок в литературе (гл. 1) 

часто используют словосочетание «прочные пленки». Однако до сих пор «проч-
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ность» целлюлозных пленок, полученных с применением различных гидрофиль-

ных ИЖ, специально не измеряли и не сравнивали. Для оценки физико-

механических свойств (а именно, прочности и эластичности) полимерных пленок 

обычно используют установку «РМ-50», то есть разрывную машину. Для работы на 

установке необходимы образцы длиной 5 см, которые готовили по методике 1а. 

Ширина образцов составляла 2 см. Далее поступали, как описано в методике 2. По-

лученные значения физико-механических параметров целлюлозных пленок приве-

дены в табл. 8. 

Таблица 8. Зависимость оптических и механических свойств пленок от температу-

ры расплава {целлюлозаИЖ} (n = 3, P = 0.95) 

 

t, °С Прозрачность, % Прочность, 

МПа 

Эластичность  

(относительное удлинение, %) 

Пленка, приготовленная из расплава {целлюлоза[BMIm][AcO]} 

50 87.0±0.3 12.47 19.22 

60 76.1±0.3 4.39 21.80 

66 69.8±0.1 4.20 11.99 

Пленка, приготовленная из расплава {целлюлозаBMIm][Cl]} 

85 94±3 7.86 1.31 

Анализ данных табл. 8, показал, что наиболее прочными и одновременно про-

зрачными являются пленки {целлюлоза[BMIm][AcO]}, полученные при 50°С. Их 

эластичность лишь немногим ниже, чем у пленок, приготовленных из расплава при 

60°С. При этом стоит заметить, что понижение температуры расплава до 50°С дало 

трехкратный выигрыш в прочности и позволило существенно (на 11 и 17% соот-

ветственно) повысить прозрачность пленок по сравнению с таковой для пленок, 

полученных из расплавов при 60 и 66°С. Прозрачность материала {целлюло-

заBMIm][Cl]} на 7% выше, чем у пленок на основе ацетатной ИЖ. Тем не менее 

существенным преимуществом последних является их прочность и эластичность, 

количественные характеристики которых превышают эти величины для пленок 

{целлюлозаBMIm][Cl]} в 2.5 и 9.5 раз соответственно. 

Поскольку в аналитической практике приходится работать в различных средах, 

сочли целесообразным и полезным изучить влияние водных растворов различной 

кислотности (в присутствии и в отсутствие буферных растворов), а также молеку-

лярных органических растворителей (ДМСО, ДМФА и ацетонитрила) на функцио-

нальные свойства полученных пленок  основы будущего оптического сенсора. 
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Работу проводили по методике 2, гл. 3.3. Установили, что прочность пленок {цел-

люлоза–[BMIm][Cl]} после их обработки 0.1М растворами соляной кислоты и гид-

роксида натрия, а также указанными органическими растворителями теряли проч-

ность, что не позволяло зарегистрировать диаграммы прочности на приборе «РМ-

50», который имелся у нас в распоряжении. Однако они были вполне пригодными к 

использованию в водных слабокислых, нейтральных и слабощелочных растворах. 

На рис. 37, 38 приведены диаграммы, иллюстрирующие зависимость прочности 

и эластичности пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]} от природы и рН внешнего рас-

твора. Как видно из рис. 37а эти целлюлозные пленки наиболее прочные и эла-

стичные в водных нейтральных растворах и наименее прочные (прочность в 6 раз 

ниже, чем в ФБР) — в ацетатном буферном растворе (АБР), рН 3.8 (рис. 37б). Та-

кое влияние АБР на прочность целлюлозных пленок, вероятно, связано с разруши-

тельным действием ацетат-иона в составе буферной смеси на целлюлозу, регенери-

рованную из ацетатной ИЖ. Заметим, что разбавленные растворы HCl и NaOH 

уменьшают прочность пленок, приготовленных с помощью ацетатной ИЖ, в 

меньшей степени, чем ацетатный и боратный буферные растворы (ББР). Пленки 

обладают более высокой эластичностью в ФБР. Стоит отметить, что пленки, обра-

ботанные обычной дистиллированной водой (рН ≈5) обладали такой же прочно-

стью, как и пленки, обработанные ФБР, что еще раз подчеркивает, что наиболее 

комфортными условиями для работы с целлюлозными пленками являются среды 

близкие к нейтральным. При этом внешний вид пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]} 

и их прозрачность во всех изученных водных растворах оставались такими же, как 

в воде. 

 

 

а)                                                                          б) 

Рис. 37. Влияние природы и рН водных растворов в отсутствие (а) и в присутствии 

буферов (б) на прочность и эластичность пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]}. 

Прочность пленок в воде составляет 17 МПа. 

Эластичность Эластичность 
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Изученные молекулярные органические растворители примерно в 5 раз умень-

шают прочность пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]} по сравнению с ее величиной 

в ФБР (рН 7.0), в то время как эластичность в их присутствии снижается всего 

лишь в 1.5 раза (рис. 38). Интересно, что разрушающее действие органического 

растворителя на целлюлозную пленку усиливается с уменьшением его полярности 

(рис. 38). Так, наиболее полярный из изученных молекулярных органических рас-

творителей ацетонитрил в наименьшей степени воздействует на физико-

механические свойства пленок, а наименее полярный ДМФА — в наибольшей. От-

метим также, что влияние органических растворителей на прочность пленок сопо-

ставимо по величине с влиянием разбавленных растворов соляной кислоты и ще-

лочи. Мы выявили еще одну интересную особенность целлюлозных пленок, полу-

ченных с применением ацетатной ИЖ. При выдерживании пленок в течение 3 мин 

в ДМСО или ДМФА их прозрачность возрастала с 87±3% (табл. 8) до 93±3 и 

92.9±0.2% соответственно (n = 3, P = 0.95), то есть становилась практически такой 

же, как у пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]}. Однако при использовании в качестве 

промывной жидкости не этанола, а ДМСО или ДМФА, пленка не формируется. 

 

 

 

 

Рис. 38. Влияние молекулярных органических растворителей на прочность и эла-

стичность пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]}. 

Морфологию поверхности приготовленных по методике 1а целлюлозных пле-

нок изучали с помощью сканирующего электронного микроскопа (СЭМ). Подго-

товка целлюлозных пленок для получения СЭМ-снимков состояла в том, что их 

предварительно промывали этанолом (даже если для приготовления пленок ис-

DMSO ＜ DMF ＜ CH
3
CN 

Elasticity 

Полярность по нормализованной шкале Димрота-Райхардта 

0.4 0.44 0.46 

ДМСО < ДМФА < CH3CN 

Эластичность 

CH3CN 
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пользовали хлоридную ИЖ), тщательно высушивали, а затем на пленки напыляли 

слой металлического никеля, чтобы сделать пленку проводящим материалом. 

На рис. 39, 40 приведены СЭМ снимки поверхности целлюлозных пленок, по-

лученных при использовании ацетатной и хлоридной ИЖ соответственно. Сравни-

вая полученные снимки (рис. 39а и 40а) при небольшом увеличении, можно сказать, 

что поверхность обеих пленок, в основном, ровная, за исключением некоторых де-

фектов, которые, как правило, возникают из-за раскатывания пленок вручную. При 

большом увеличении видна губчатая структура пленок, в особенности в случае 

пленки {целлюлоза[BMIm][AcO]} при ее фотографировании в анфас (рис. 39б), а 

не под углом, как это делали с пленкой {целлюлозаBMIm][Cl]} (рис. 40б). Полу-

ченный нами снимок поверхности пленки, приготовленной с помощью хлоридной 

ИЖ, аналогичен представленному в литературе, рис. 40в. Различия в фотографиях 

несомненно связаны с тем, что мы использовали микрокристаллическую целлюло-

зу, а не бумажную массу, как авторы работы [61]. На основании полученных СЭМ-

снимков поверхностей можно предполагать, что обе целлюлозные пленки могут 

служить хорошей матрицей для физической иммобилизации аналитических реа-

гентов, а также, возможно, будут проявлять сорбционные свойства из-за большой 

площади их поверхности и внутреннего объема. 

 

 

а) 

 

б) 

Рис. 39. СЭМ фотографии пленок, полученных из раствора {целлюлоза–

[BMIm][AcO]} в условиях методики 1а. Анфас. Увеличение в 2140 (а) и 47410 (б) 

раз. 
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а) 

 

б) 

 

в) 

Рис. 40. СЭМ фотографии пленок, полученных из растворов {целлюлоза–

[BMIm][Cl]} в условиях методики 1а и {бумажная масса–[BMIm][Cl]} в условиях 

работы [61]. Под углом. Увеличение в 8950 (а), 58140 (б) и 300 (в) раз. 

При хранении целлюлозных пленок следует учитывать, что в открытой чашке 

Петри пленка легко захватывает из воздуха различные пылевые частицы, которые 

видны под оптическим микроскопом. По этой причине в дальнейшем влажные 

пленки в чашке Петри сразу накрывали крышкой, чтобы ограничить их контакт с 

воздухом, и хранили при комнатной температуре. 

Таким образом, в результате проведенных исследований мы разработали мето-

дику получения пленок {микрокристаллическая целлюлоза[BMIm][AcO]}, уточ-

нили условия приготовления пленок с помощью хлоридной ИЖ, а также изучили и 

сравнили физико-механические, функциональные свойства и морфологию поверх-

ности двух типов пленок. Установили, что, хотя полученные с помощью ацетатной 

ИЖ пленки незначительно проигрывают пленкам {целлюлоза–[BMIm][Cl]} по про-

зрачности, они заметно превосходят последние по прочности, эластичности, устой-

чивости к действию водных растворов в отсутствие и в присутствии буферных рас-

творов, а также изученных молекулярных полярных органических растворителей. 
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Полученные данные СЭМ о губчатой структуре обеих целлюлозных пленок не 

позволяют отдать предпочтение какому-то одному виду пленок, поэтому дальней-

шие исследования проводили параллельно с двумя пленками. 

Глава 6. Целлюлозные пленки с иммобилизованными  

аналитическими реагентами 

Следующий этап исследования включал выбор условий иммобилизации в цел-

люлозные пленки, приготовленные с помощью ацетатной и хлоридной ИЖ, анали-

тических реагентов – участников индикаторных оптических систем для определе-

ния целевых органических соединений (гл. 4). Поскольку выбранные в гл. 4 анали-

тические реагенты имеют разную природу, обладают различными химическими и 

оптическими свойствами, условия их закрепления в целлюлозном материале изу-

чали индивидуально в каждом случае. Традиционно при иммобилизации органиче-

ских реагентов используют динамический или статический способы, при которых 

материал матрицы погружают в раствор реагента и вымачивают в течение опреде-

ленного времени или прокачивают раствор реагента через матрицу соответственно 

[127, 143]. В нашем случае методика иммобилизации отличалась тем, что реагенты 

иммобилизовали не в готовую матрицу (пленку), а их добавляли в смесь для иммо-

билизации в процессе создания целлюлозного материала. Такой подход применяли 

ранее другие исследователи при получении с помощью ИЖ целлюлозных пленок, 

модифицированных органическими реагентами [44] и ферментами [27]. 

6.1. Условия получения, свойства и применение  

пленок {целлюлозаИЖфермент} 

Для иммобилизации растительных пероксидаз мы прежде всего попробовали 

вмешивать их твердые препараты в готовый охлажденный до 25°С раствор целлю-

лозы в ИЖ, как это делали Р.Д. Роджерс с сотрудниками при иммобилизации лак-

казы [27]. Однако в растворе {целлюлоза–[BMIm][AcO]} пероксидазы не растворя-

лись без дополнительного нагревания, а при введении их в раствор целлюлозы в 

хлоридной ИЖ при 25°С смесь кристаллизовалась (рис. 41). Вследствие указанных 

обстоятельств требовалась детальное изучение условий закрепления растительных 

пероксидаз в целлюлозных плёнках. 

Иммобилизация ПХ и ПС в целлюлозную пленку, на наш взгляд, была бы 

успешной только при условии их полного растворения в ионных растворителях 

наряду с целлюлозой. Заметим, что на момент начала исследования в литературе 

отсутствовали сведения о растворимости растительных пероксидаз в используемых 

нами ИЖ. Работу по растворению ферментов проводили следующим образом. 

Взвешенные количества биокатализатора (ПХ/ПС), целлюлозы и ИЖ аккуратно 
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смешивали в пробирке емкостью 1 мл, которые устанавливали в гнезда термостата. 

При работе с ацетатной ИЖ смесь нагревали с 40 до 50°С, при использовании хло-

ридной ИЖ – с 66 до 85°С. Установили, что уже при 40°С пероксидазы довольно 

быстро (2 ч) растворялись в [BMIm][AcO], а в [BMIm][Cl], как в коммерческом, так 

и в синтезированных препаратах – при температуре их плавления, 66°С. Таким об-

разом, ацетатная ИЖ оказалась одинаково хорошим растворителем как для целлю-

лозы, так и пероксидаз. Поскольку для нас было важно не только растворить пе-

роксидазы в ИЖ, но и получить оптически прозрачные и каталитически активные 

ферментсодержащие целлюлозные пленки, в дальнейшем растворы целлюлоза–

[BMIm][AcO]/ [BMIm][Cl]–фермент готовили при 50/85°С в соответствии с мето-

дикой 1б. 

 

Рис. 41. Фотография раствора{целлюлоза-[BMIm][Cl]} с добавленной ПХ. 

Каталитическую активность целлюлозных пленок с иммобилизованными фер-

ментами контролировали по реакции окисления ТМБ пероксидом водорода, при-

держиваясь методики 3. Установили, что ПХ и ПС, иммобилизованные в целлю-

лозные пленки, полученные растворением целлюлозы в [BMIm][AcO], проявляли 

очень слабую каталитическую активность. Пленка после добавления растворов 

ТМБ и H2O2 имела бледную, едва заметную глазу окраску. Напротив, пленки, при-

готовленные с помощью [BMIm][Cl], были каталитически активны, их окраска 

быстро менялась из бесцветной через синюю в бурую (рис. 42). Хотя растворы суб-

стратов наносили на поверхность пленки капельным путем, они быстро пропиты-

вали весь ее объем, пленка окрашивалась целиком (рис. 42), а не только поверх-

ность или какая-то ее часть. Такая особенность окрашивания материала свойствен-

на гидрогелям [216]. 

Пионеры в области получения целлюлозных пленок с лакказой, Р.Д. Роджерс и 

сотр., отмечали две основные причины потери ее каталитической активности в хо-

де иммобилизации: инактивационное действие хлоридной ИЖ на фермент и тер-

мическая деструкция биокатализатора [27]. В нашем случае ферменты, иммобили-

зованные в пленки, полученные из раствора {целлюлоза-[BMIm][Cl]}, проявляли 
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значительно более высокую каталитическую активность, чем пленки, приготовлен-

ные с помощью ацетатной ИЖ, хотя температура раствора первой смеси была на 

35°С выше, чем для второй. Это обстоятельство давало основание полагать, что 

ключевая причина потери активности пероксидаз состояла в различном по степени 

инактивирующем действии ацетатной и хлоридной ИЖ. 

 

Рис. 42. Фотография пленки, полученной из раствора состава {целлюлоза–

[BMIm][Cl]}, сразу после нанесения растворов ТМБ и H2O2. 

Для выяснения причин практически полной потери каталитической активности 

пероксидазами в ацетатной ИЖ изучили кинетику окисления гваякола пероксидом 

водорода в присутствии [BMIm][AcO]. Это было возможно, благодаря тому, что 

ацетатная ИЖ при комнатной температуре была жидкостью. Для проведения ана-

логичного исследования в присутствии хлоридной ИЖ потребовалось бы ее нагре-

вание до 66°С для получения раствора, в который можно было вводить ферменты и 

субстраты, а затем измерять во времени поглощение и оценивать скорость индика-

торной реакции. Однако в нашем распоряжении не было спектрофотометра с тер-

мостатируемым кюветным отделением, кроме того, сравнивать влияние обеих ИЖ 

на скорость индикаторной реакции при разных температурах было бы некорректно. 

Интересующие нас сведения о характере и степени влияния обеих ИЖ на катали-

тическую активность нативных растительных пероксидаз в литературе отсутство-

вали.  

С теоретической точки зрения для нас было важно не только установить харак-

тер и степень влияния [BMIm][AcO] на каталитическую активность нативных ПХ и 

ПС, но и сравнить действие ацетатной ИЖ с ранее полученными в нашей лабора-

тории данными по влиянию [BMIm][BF4] и [BMPy][BF4], и таких молекулярных 

органических растворителей (МОР), как ДМСО, этанол и ацетонитрил на катали-

тическую активность ПХ и ПС при их участии в той же индикаторной реакции. 

Указанные ИЖ содержат в своем составе катионы и анионы, которые различаются 

по способности «структурировать» воду и могут по-разному влиять на активность 

и стабильность ферментов в водных растворах [26,217,218]. 

Изучение влияния [BMIm][AcO] на каталитическую активность нативных ПХ 

и ПС. Эксперимент в присутствии 0–75 об.% [BMIm][AcO] проводили по методике 
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4 в условиях, установленных ранее для реакции в водной среде [219]. При этом ре-

акционный раствор оставался оптически прозрачным, что позволяло использовать 

в качестве сорастворителя ацетатной ИЖ подходящий для водной среды 0.05 М 

ФБР с рН 6.0. В качестве субстрата-окислителя использовали H2O2. 

При введении в реакционный раствор даже 10 об.% [BMIm][AcO] (0.5 М) ско-

рость реакции пероксидазного окисления ГК резко уменьшалась по сравнению с 

таковой в отсутствие ИЖ, при этом каталитическая активность ПХ в 1.7 раза была 

выше, чем соевого фермента (табл. 9). С повышением содержания [BMIm][AcO] 

остаточная каталитическая активность ПС убывала в меньшей степени, чем у ПХ. 

Например, при увеличении содержания ацетатной ИЖ от 10 до 25 об.% величина 

ai/a0 для ПХ понижалась более, чем в 30 раз, а для ПС  всего в 1.5 раза. При за-

мене ФБР на воду с таким же значением рН обнаружили, что в отсутствие буфера в 

реакционном растворе в присутствии изученных содержаний [BMIm][AcO] соевый 

фермент еще проявляет 10% активности от ее величины в водной среде, в то время 

как ПХ инактивирована практически полностью уже при 25 об.% ИЖ (табл. 9). Та-

ким образом, каталитическая активность растительных пероксидаз зависит от при-

роды фермента и сорастворителя ИЖ. 

Таблица 9. Значения относительной активности ПХ и ПС (ai/a0, %) в реакции 

окисления ГК пероксидом водорода в присутствии различных содержаний 

[BMIm][АсО] (сорастворитель ИЖ – 0.05 М ФБР, рН 6.0) 

Среда 
Состав среды 

(об. %) 

ai/a0, % 

ПХ ПС 

[BMIm][AcО]:ФБР 

10:90 23.90 14.24 

25:75 0.79 9.65 

50:50 0.19 8.29 

75:25 0.18 5.95 

[BMIm][AcО]:Н2О 

10:90 4.02 38.13 

25:75 0.45 12.36 

50:50 0.22 10.32 

75:25 0.19 9.42 

Для оценки кинетических параметров индикаторной реакции в присутствии 10 

об.% ацетатной ИЖ использовали координаты Лайнуивера-Берка, из которых гра-

фическим методом [138] при трех концентрациях каждого фермента рассчитали Vm 

и Km (табл. 10). Предварительно показали, что в стационарных условиях начальная 

скорость пероксидазного окисления ГК подчиняется уравнению Михаэлиса-

Ментен. Дополнительно в табл. 10 приведены рассчитанные значения константы 

скорости выделения продукта индикаторной реакции k2 (Vmax/[E0]) и каталитиче-

ской константы kcat (рис. 43, уравнение 6), которая отражает реакционную способ-

ность пероксидаз в присутствии ацетатной ИЖ. Сопоставление величин Km показа-

ло, что при 10 об.% [BMIm][AcO] сродство ПХ к Н2О2, не менее, чем в 3 раза выше, 
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чем сродство ПС. Максимальная скорость реакции, а также kcat практически не за-

висят от природы фермента (табл. 10). Тот факт, что константы скорости выделе-

ния продукта индикаторной реакции k2 для ПХ и ПС близки по величине, косвенно 

свидетельствует об участии [BMIm][AcO] во второй необратимой стадии фермен-

тативной реакции (E + S ↔ES →
 k2

 E + P). 

E+S ES E+P

EISEI+S

K k2

KI
KI

K

+I+I

 
Рис. 43. Кинетическая схема неконкурентного ингибирования растительных 

пероксидаз в реакции окисления ГК пероксидом водорода в присутствии 

[BMIm][АсO] (ИЖ обозначена как ингибитор, I). 

Таблица 10. Кинетические параметры катализируемой ПХ и ПС реакции окисле-

ния ГК пероксидом водорода в присутствии 10 об.% [BMIm][АсO] (концентрации: 

ГК  0.9 и 5.4 мМ, H2O2  100 – 200 и 200 – 300 мМ в реакциях, катализируемых 

ПХ и ПС соответственно; сорастворитель ИЖ  0.05 М ФБР, рН 6.0; n = 3, P = 0.95) 

Концентрация  

фермента, нМ 

Константа Михаэли-

са-Ментен Кm, мкМ 

Максимальная 

скорость  

Vmax, мкМ×мин-1 

Константа скоро-

сти стадии выде-

ления продукта 

k2×10-3, мин-1 

kcat, c
-1 

ПХ 

5.0 1.17 ± 0.03 1.79 ± 0.03 0.36 ± 0.03 1.13 

9.0 1.13 ± 0.01 2.26 ± 0.02 0.25 ± 0.02 0.98 

14.0 1.19 ± 0.05 2.89 ± 0.06 0.19 ± 0.06 0.97 

ПС 

5.5 4.10 ± 0.01 1.65 ± 0.02 0.30 ± 0.02 0.38 

10.5 3.96 ± 0.09 3.44 ± 0.06 0.33 ± 0.06 0.78 

15.25 4.22 ± 0.03 5.63 ± 0.04 0.37 ± 0.04 1.43 

Для оценки константы ингибирования (Ki) растительных пероксидаз ацетатной 

ИЖ в реакции окисления ГК пероксидом водорода использовали кинетическую 

схему (рис. 43), приведенную в работе [220] для расчета константы ингибирования 

ПХ другой гидрофильной ИЖ, [BMIm][BF4]. Предложенная схема является адап-

тированной схемой неконкурентного ингибирования ПХ в присутствии 

[BMIm][BF4], ионы которой, как и ионы ацетатной ИЖ, не являются структурными 

аналогами субстратов. Величины Ki в присутствии 10 об.% [BMIm][AcO] рассчи-

тывали по приведенным в гл. 3.4 формулам 5–9. 
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Для ПХ величины Кi в системах [BMIm][AcO] : ФБР и [BMIm][AcO] : H2O 

(10:90 об.%) составили соответственно (159 ± 6) и (21.2 ± 0.8) мМ; а для ПС  (80 ± 

3) и (295 ± 10) мМ (n = 3, P = 0.95). Таким образом, при использовании ФБР в каче-

стве сорастворителя ИЖ соевый фермент более чувствителен к действию ИЖ, чем 

ПХ, поскольку величина Кi для ПС в 7.5 раз меньше таковой для ПХ. Напротив, ес-

ли сорастворителем ИЖ является вода, то более «уязвимым» к влиянию 

[BMIm][AcO] становится ПХ. Следовательно, целесообразно учитывать природу 

сорастворителя ИЖ при проведении индикаторных реакций в присутствии ацетат-

ной ИЖ, и ПХ предпочтительнее в системе [BMIm][AcO] : ФБР (10:90 об.%). Ве-

личина константы ингибирования ПХ и каталитическая константа скорости реак-

ции в присутствии 10 об.% ацетатной ИЖ в смеси с ФБР в 18 и 10 раз соответ-

ственно меньше таковых для системы [BMIm][BF4] : ФБР (25:75 об.%) [220]. Эти 

факты свидетельствуют о том, что [BMIm][AcO] значительно более сильный чем 

[BMIm][BF4] ингибитор каталитической активности фермента в рассматриваемой 

реакции. 

Для объяснения характера и степени влияния ИЖ на каталитическую актив-

ность и стабильность ферментов привлекают их физико-химические свойства, та-

кие как вязкость, полярность, гидрофобность и др., а также специфические эффек-

ты ионов, которые подчиняются теории космотропии [26,217,218,221]. Космотроп-

ность – мера структурирующего действия ионов на воду [217]. Количественно сте-

пень «космотропности» иона чаще всего характеризуют величинами В-

коэффициентов вязкости, значения которых для ионов-космотропов выше, чем для 

ионов-хаотропов [26, 218]. Промежуточное положение занимают пограничные ио-

ны [217]. В соответствии с теорией космотропии в водных растворах анионы-

космотропы и катионы-хаотропы стабилизируют ферменты; напротив, анионы-хаотропы и 

катионы-космотропы их дестабилизируют. 

На рис. 44 приведены ряды анионов и катионов, присутствующих в изученных нами 

средах, в соответствии с величинами их В-коэффициентов вязкости. По положению аце-

тат-иона в ряду анионов можно было бы ожидать, что ацетатная ИЖ будет значительно 

более слабым ингибитором пероксидаз, чем ИЖ на основе аниона BF4
-. Однако экспери-

ментальные данные показали обратное. Относительная каталитическая активность ПС со-

храняется на уровне 20% при содержании ацетатной ИЖ в 6 раз меньшем, чем 

[BMIm][BF4]. ПХ в присутствии  70 об.% [BMIm][BF4] и [BMPy][BF4] вовсе неак-

тивна, хотя ее остаточная активность в [BMIm][AcO] близка к таковой для ПС. С 

позиций теории космотропии не удается объяснить и тот факт, что [BMPy][BF4] 

является более сильным ингибитором, чем [BMIm][BF4] (рис. 44). По результатам 

нашего эксперимента можно сказать, что анионный эффект ИЖ оказывается более 
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существенным, чем катионный, поскольку при замене катиона ИЖ близкие вели-

чины остаточной каталитической активности ПС наблюдаются при 80 об.% 

[BMIm][BF4] и 60 об.% [BMPy][BF4], а при замене аниона — при 60 об.% 

[BMIm][BF4] и 10 об.% [BMIm][AcO]. Дополнительным подтверждением выска-

занного тезиса может служить повышение остаточной каталитической активности 

ПС в присутствии 10-25 об.% [BMIm][AcO] при замене ФБР на воду с тем же зна-

чением рН. Относительная активность ПС возрастает, поскольку в системе присут-

ствует хаотропичный анион H2PO4
-, молярная доля которого при рН 6.0 составляет 

0.918. Необычное поведение [BMIm][AcO] можно объяснить высокой нуклеофиль-

ностью ацетат-иона [26, 221]. 

Стабилизация фермента Дестабилизация фермента 

Катионы K+ (Х) BMPy+ (К/Х) BMIm+ (К)  

В-коэффициент, дм3 моль-1 -0.024 -0.370 -0.372  

Анионы HPO4
2- (К) CH3COO- (К) BF4

- (Х) H2PO4
- (Х) 

В-коэффициент, дм3 моль-1 0.172 -0.002 -0.054 -0.058 

Рис. 44. Значения В-коэффициентов вязкости для катионов и анионов изученных 

сред (дм3 моль-1).  
Для расчета В-коэффициентов катионов и анионов использованы уравнения: B(катион) = 

0,307z – 0,00205 rz
1/2 – 1,0 × 10−6 r2

; B(анион) = 0,747 – 0,00617(r/|z|) −1,172×10−5(r/|z|)2 , 

где r и z  радиус и заряд ионов соответственно [217]. К – ион-космотроп, Х – ион-хаотроп, 

К/Х – пограничный ион. 

Ранее в работе [219] было показано, что несмотря на существенные различия в 

величинах показателя преломления среды ( nD

25) и динамической вязкости (), в си-

стемах в присутствии указанных выше ИЖ и МОР корреляции этих параметров с 

остаточными активностями ферментов не наблюдались. 

На рис. 45 в виде диаграмм представлены зависимости объемных содержаний 

МОР и ИЖ, вызывающие 50%-ное ингибирование ПХ и ПС (, об.%), от величин 

ET

N  и logP. Как видно из рис. 45а, величины  строго не коррелируют с величина-

ми ET

N ни для ИЖ, ни для МОР. Отметим лишь тенденцию роста величины  с уве-

личением полярности ИЖ для ПС. 

С уменьшением показателя гидрофобности (logP) повышаются, хотя и незначи-

тельно, объемные содержания МОР, вызывающие 50%-ное ингибирование катали-

тической активности пероксидаз, это чуть более заметно в случае ПС (рис. 45 б). 

Напротив, для ИЖ величина  убывает с уменьшением величины logP в ряду 

[BMIm][BF4]  [BMPy][BF4]  [BMIm][AcO]. Так, ацетатная ИЖ ингибирует обе 

пероксидазы на 50% при содержаниях менее 10 об.%. Исключение составляет 

[BMPy][BF4] в случае ПХ. Все перечисленные несоответствия между величинами 

 и ET

N /logP для [BMIm][BF4], [BMPy][BF4] и [BMIm][AcO] могут быть связаны 

как с различной природой буферных растворов (имидазольного, коллидинового и 
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фосфатного соответственно), сорастворителей ИЖ, содержанием воды в реакцион-

ном растворе (20, 40 и 90 об.%), так и природой биокатализаторов (ПХ является ка-

тионным ферментом, а ПС – анионным, pI составляют 8.8 и 4.1 соответственно). 

Тем не менее очевидно, что с ростом гидрофильности имидазолиевых ИЖ их инги-

бирующее действие на обе пероксидазы усиливается. 

 

 
Рис. 45. Содержания (, об.%) МОР и ИЖ, при которых наблюдали 50% ингибиро-

вание ПХ (■) и ПС (□) в реакции окисления ГК пероксидом водорода (в случае 

[BMIm][AcO]) и трет-бутилгидропероксидом (в остальных случаях). Растворите-

ли расположены в порядке возрастания величины ET
N (а) [156, 222, 223] и умень-

шения величины logP (б) [26, 223]. 

Принимая во внимание все сказанное выше, в качестве основного критерия для 

оценки степени ингибирующего действия ИЖ (по крайней мере на основе одного и 

того же катиона) на растительные пероксидазы, следует, по нашему мнению,  рас-

сматривать величину logP. Этот вывод согласуется с мнением авторов обзора [221], 

0.44 0.46 0.572 0.63 0.65 0.67 

0.654 -0.33 -1.30 -2.44 -2.64 -2.77 

а) 

б) 
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которые указали гидрофобность как одно из наиболее важных физико-химических 

свойств ИЖ, влияющих на активность и стабильность других ферментов. Отдельно 

стоит подчеркнуть, что большую роль в степени влияния гидрофильных ИЖ на ак-

тивность растительных пероксидаз играет природа сорастворителя ИЖ и природа 

фермента. 

Таким образом, проведенные исследования объясняют практически полную по-

терю каталитической активности ферментсодержащими целлюлозными пленками, 

приготовленными с использованием ацетатной ИЖ. Последняя уже при содержа-

нии 10 об.% является сильным неконкурентным ингибитором каталитической ак-

тивности обеих пероксидаз в реакции окисления ГК пероксидом водорода, причем 

ингибирующее действие этой ИЖ в бóльшей степени выражено в случае ПС. В 

растворе целлюлозы содержание ацетатной ИЖ значительно больше, 86 об.%. С 

учетом полученных результатов все дальнейшие исследования проводили с фер-

ментсодержащими пленками, приготовленными с помощью хлоридной ИЖ. 

Свойства и применение пленок {целлюлоза[BMIm][Cl]фермент}. Еще на эта-

пе предварительных испытаний (с. 109) мы заметили, что ПС растворяется в смеси 

{целлюлоза-[BMIm][Cl]} медленнее, чем ПХ. Мы предположили, что различие в 

скоростях растворения может быть обусловлено различием в величинах pI фермен-

тов, ведь Р.Д. Роджерс иммобилизовал катионную лакказу [27] с pI 8.2, а использо-

ванная нами ПХ имела pI 8.8. Если высказанная гипотеза справедлива, то перокси-

дазы, значение pI которых лежит в кислой области должны, подобно ПС, раство-

ряться медленнее, чем ПХ. Чтобы проверить наше предположение, мы провели 

эксперимент с пероксидазой арахиса. Действительно, ПА растворялась в хлорид-

ной ИЖ еще медленнее, чем соевый фермент, хотя величины их pI близки (табл. 

11). Даже после нагревания в течение четырёх суток ПА так и не растворилась до 

конца в смеси целлюлоза–ИЖ. 

Мы расширили круг биомолекул, дополнив его двумя белками – Гб и альбуми-

ном (табл. 11), величины pI которых находятся между их значениями для ПХ и ПС. 

Установили, что Гб растворяется на час дольше, чем ПХ, что и следовало ожидать; 

однако, альбумин растворялся за то же время, что и ПХ. Кроме того, при промыва-

нии водой плёнки, содержащей ПХ и альбумин в качестве стабилизирующей до-

бавки, обнаружили, что процент вымывания фермента в присутствии простого бел-

ка значительно увеличился. Для объяснения полученных результатов, по-видимому, 

следует учитывать не только pI белка, но и другие факторы, влияющие на раство-

римость, например, пространственное строение и размер глобулы биомолекулы. 
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Таблица 11. Зависимости времени растворения фермента/белка в ИЖ от значения pI 

Белок ПХ Гб Альбумин ПС ПА 

pI 8.8 7 4.7 3.7 3.89 

Время раство-

рения, ч 
≤6 ≤7 ≤6 ≈10 

Не растворяется полностью 

даже через 96 ч. 

Поскольку пероксидазы в целлюлозных пленках иммобилизованы нековалент-

но, можно было ожидать, что при промывании плёнок водой для удаления избы-

точной ИЖ фермент может вымываться из пленки. Хотя физически иммобилизо-

ванная лакказа не вымывалась из пленки {целлюлоза-[BMIm][Cl]} [27], мы прове-

рили, так ли это в нашем случае. Для этого порцию воды, в которой мы промывали 

пленки, собирали в мерную колбу, разбавляли до нужного объёма водой. Затем из 

полученного раствора отбирали аликвоту и вводили её в реакцию окисления ТМБ 

пероксидом водорода. Кинетика неферментативного и ферментативного окисления 

ТМБ пероксидом водорода довольно хорошо изучена [127, 219, 224], схема пред-

ставлена на рис. 46. 

 
Рис. 46. Схема пероксидазного окисления ТМБ. 

Каталитическую активность ПХ в промывных водах определяли по методике 5 

(гл. 3.3). В качестве индикаторного вещества обычно используют промежуточный 

продукт окисления ТМБ, поглощающий при 375 и 655 нм. Мы регистрировали из-

менение во времени поглощения индикаторного вещества при 374 нм, для которого 

была известна величина молярного коэффициента поглощения. Концентрацию 

биокатализаторов в промывных водах устанавливали по графику зависимости ско-

рости индикаторной реакции, характеризуемой tg, от концентрации белка. Урав-

нения градуировочных зависимостей и найденные значения содержаний вымывае-

мых из плёнки белков приведены в табл. 12. 

 

• 
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Таблица 12. Результаты определения степени вымывания биокатализаторов из 

плёнки {целлюлоза–[BMIm][Cl]} (n = 3, P = 0.95) 

Белок 

Уравнение градуиро-

вочной зависимости: 

y = ax + b 

Количество биокатализатора в промыв-

ных водах 

моль1011 
% от исходного содер-

жания в плёнке (0.2 мг) 

ПХ y = 3.72x + 0.14 

-//-  

1.26 ± 0.01 0.31 ± 0.02 

ПХ + альбумин 7.43 ± 0.03 1.82 ± 0.07 

ПС y = 0.45x + 0.03 2.06 ± 0.02 0.51 ± 0.02 

Гб y = 0.02x + 0.01 4.55 ± 0.02 1.63 ± 0.03 

*у – tg102, x – c (биокатализатора), нМ. 

**для приготовления целлюлозной пленки (11.7 см2) использовали 300 мкл (1/3 исходного 

объема) расплава {целлюлоза–ИЖ–фермент}, которые содержали 0.2 мг биокатализатора. 

Степень вымывания биокатализаторов (%) увеличивалась в ряду: ПХ (0.04) < ПС 

(1.8) < Гб (1.9). Скорость реакции окисления ТМБ в присутствии промывных вод, со-

бранных после обработки водой целлюлозной плёнки, несодержащей фермент, была в 

10 раз меньше скорости окисления Гб, поэтому мы ею пренебрегали. В результате 

установили, что тестовая форма содержала 4×10-10 моль обеих пероксидаз. При увели-

чении содержания пероксидаз в пленке скорость индикаторной реакции окисления 

ТМБ становилась слишком высокой, было неудобно регистрировать изменения окрас-

ки пленки. Уменьшение содержания пероксидаз было невозможным, поскольку масса 

навески была слишком маленькой, чтобы взвесить ее с достаточной точностью. 

Каталитическую активность ферментсодержащих целлюлозных пленок оценивали 

по методике 3, используя в качестве субстратов арилдиамины: ТМБ (1), о-ДА (2) и о-

ФДА (3); катехоламины: α-метилдопу (4), допамин (5), адреналин (6) и добутамин (7), 

а также их предшественника пирокатехина (8) (рис. 47). Для сравнения каталитиче-

ской активности ферментов изменения цвета пленки с участием иммобилизованных 

ПХ и ПС в индикаторных реакциях записывали на видео, а затем определяли время 

появления окраски одинаковой интенсивности (на рис. 47 выделены кругом) в каждом 

случае. Скорости индикаторных реакций с участием ПХ возрастали в последователь-

ности, соответствующей рядам субстратной специфичности нативного фермента (в 

скобках указаны величины logP): o-ФДА (0.32) < < o-ДА (1.65) ≈ ТМБ (4.02); адрена-

лин (–1.37) < α-метилдопа (–1.7) < допамин (–0.98) < добутамин (3.6) [225, 226]. Ана-

логичную последовательность наблюдали и для ПС, исключение составляли адрена-

лин и добутамин, которые не превращались соевым биокатализатором. Нековалентно 

иммобилизованные в целлюлозные пленки ПХ и ПС сохраняли 54 и 58% исходной ка-

талитической активности соответственно, несмотря на присутствие больших коли-

честв (96% масс.) высоко полярной [BMIm][Cl] и нагревание смеси до 85°С в течение 

7 ч. Мы полагаем, что сохранение каталитической активности растительных перокси-

даз в составе пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} обусловлено не только уникальной 

структурой целлюлозных материалов, приготовленных с использованием ИЖ, [227, 

228], но и менее выраженным по сравнению с [BMIm][AcO] ингибирующим действи-

ем. 
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[о-ДА — H2O2]+ пленка 

Фермент 
Время наблюдения, мин 

0.5 1.0 1.5 2.0 

ПХ 
 

  

 
ПС 

    

[о-ФДА — H2O2]+ пленка 

 
Время наблюдения, мин 

Фермент 0.5 1.0 1.5 2.0 

ПХ 
 

   
ПС 

  

 

  

1 2 3 

 

 

[Метилдопа — H2O2]+ пленка 

  Время наблюдения, мин 

Фермент 0.5 1.0 1.5 2.0 

ПХ         

ПС         
 

[Допамин — H2O2]+ пленка 

  Время наблюдения, мин 

Фермент 0.5 1.0 1.5 2.0 

ПХ         

ПС         
 

[Адреналин — H2O2]+ пленка 

  Время наблюдения, мин 

Фермент 0.5 1.0 1.5 2.0 

ПХ         

ПС         
 

4 

 

5 6 

[Добутамин — H2O2]+ пленка 

  Время наблюдения, мин 

Фермент 0.5 1.0 1.5 2.0 

ПХ         

ПС         
 

[Пирокатехин — H2O2]+ пленка 

  Время наблюдения, мин 

Фермент 0.5 1.0 1.5 2.0 

ПХ         

ПС         
 

 

7 8  

 

Рис. 47. Изменение во времени окраски плёнок {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, содержащих ПХ и ПС, в различных индикаторных си-

стемах (содержания: ферментов – 0.4 нмоль, субстрата-восстановителя – 0.2 мкмоль, H2O2 – 1 мкмоль). 

[ТМБ—H2O2]+пленка 
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Для выбора подходящих условий хранения иммобилизованных препаратов пе-

роксидаз апробировали три способа: 1) под слоем воды; 2) в высушенном состоя-

нии; 3) в набухшем состоянии в герметичном контейнере. Поскольку в процессе 

промывания плёнки водой некоторое количество фермента вымывается из пленки, 

мы предположили, что при хранении плёнки в воде каталитическая активность 

двух сторон плёнки (верхней, не соприкасавшейся с дном контейнера в процессе 

хранения, и нижней, которая с ним соприкасалась) будет разной. Каталитическую 

активность иммобилизованного в целлюлозную пленку фермента контролировали 

по методике 3, используя в качестве индикаторной реакцию окисления ТМБ перок-

сидом водорода. При этом, как мы уже указывали ранее (рис. 42), изменялся цвет 

пленки. Установили, что сразу после получения плёнок их активность сверху и 

снизу одинакова и не зависит от природы фермента. Вследствие меньшего вымы-

вания из плёнки ПХ, ее каталитическая активность в конечном иммобилизованном 

препарате выше, чем у ПС. 

Для выяснения подходящей температуры хранения партию фермент-

содержащих пленок разделили на две серии. Первую серию пленок хранили при 

комнатной температуре, а вторую — в холодильнике при +4°С. В обоих случаях 

пленки находились в герметичных контейнерах одни сутки и одну неделю. Катали-

тическую активность пленок из обеих серий оценивали с двух сторон, придержива-

ясь методики 5. Установили, что ПХ и ПС в целлюлозных пленках, которые храни-

ли при +4°С, теряли каталитическую активность в 1.3 раза быстрее, чем ферменты 

в пленках, которые хранили при комнатной температуре (2025C). Возможно, что 

при +4°С вода в составе целлюлозной плёнки частично структурируется, вслед-

ствие чего нарушается нативная конформация белка и его каталитические свойства 

ослабляются. Таким образом, хранить пленки целесообразнее при комнатной тем-

пературе. Интересно отметить, что и через сутки и через неделю ПХ в целлюлоз-

ных плёнках обеих серий была активнее, чем ПС. Кроме того, обнаружили, что при 

хранении пленок в воде в течение недели при комнатной температуре ПХ и ПС 

вымывались из пленки, причем в большей степени с поверхности пленки, соприка-

сающейся с водой. 

При хранении пленок на воздухе в течение дня они теряли свою проницаемость 

для растворов субстратов: реакция окисления ТМБ пероксидом водорода на таких 

пленках протекала очень медленно. Пленки становились ломкими и непригодными 

для дальнейшего практического использования (рис. 48). Скорость индикаторной 

реакции возрастала, но, к сожалению, не до первоначального уровня, если перед 

проведением эксперимента подсохшие пленки выдержать в воде в течение 22.5 ч 

для набухания. 
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Рис. 48. Фотография пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПХ} после ее высушива-

ния на воздухе при комнатной температуре в течение одного дня. 

Добиться высокой каталитической активности растительных пероксидаз в 

составе плёнок удалось при их хранении при комнатной температуре в набухшем 

состоянии в плотно закрытом контейнере, в отсутствие доступа воздуха. Выбрав 

именно такой способ хранения, изучили стабильность ПХ и ПС в составе целлю-

лозных пленок в течение 35 дней. Каталитическую активность пленок определяли 

по методике 5, используя в качестве индикаторной реакцию окисления ТМБ перок-

сидом водорода. Остаточную каталитическую активность пероксидаз рассчитывали 

как отношение времен появления чистой бурой окраски (рис. 47, шкала 1) в опре-

деленный день хранения и в день приготовления пленки. На рис. 49 приведены 

диаграммы, иллюстрирующие зависимость каталитической активности иммобили-

зованных в пленке ПХ и ПС от времени хранения препаратов. Как видно из рисун-

ка, в течение первой недели обе ферментсодержащие пленки были так же активны, 

как и в день приготовления. Через 35 дней ПХ и ПС в пленках {целлюлоза–

[BMIm][Cl]} сохраняли не менее 80 и 70% своей первоначальной каталитической 

активности соответственно, что позволяет заключить, что препараты стабильны 

при комнатной температуре в отсутствие доступа воздуха не менее одного месяца. 

 

Рис. 49. Зависимость каталитической активности ПХ и ПС, иммобилизованных в 

пленку {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, от времени их хранения в набухшем состоянии в 

закрытом контейнере при комнатной температуре (n = 3, P = 0.95). 



 

 121 

При работе с пленками {целлюлоза–[BMIm][Cl]–пероксидаза} обратили 

внимание на то, что после добавления капли раствора арилдиамина, ТМБ, о-ДА 

или о-ФДА, субстраты окислялись даже в отсутствие пероксида водорода, в ре-

зультате чего пленки окрашивались (рис. 50). 

 

Рис. 50. Изменение окраски пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} с иммобилизованны-

ми ПХ и ПС при нанесении на их поверхность растворов арилдиаминов. 

Обнаруженный факт позволяет утверждать, что иммобилизованные в целлю-

лозную пленку растительные пероксидазы проявляют не только пероксидазную, но 

и оксидазную активность, свойственную нативным биокатализаторам. Это может 

служить дополнительным аргументом в пользу тезиса о том, что хлоридная ИЖ 

«дружелюбна» по отношению к растительным пероксидазам, поскольку при физи-

ческой иммобилизации биокатализаторов сохраняется их нативная структура. За-

метим, что в растворе в отсутствие пероксида водорода реакции окисления арилди-

аминов кислородом протекают очень медленно, в то время как на пленке окраска 

продуктов заметна уже на первых минутах реакции, как это было в случае ТМБ, 

наиболее легко окисляемого арилдиамина (рис. 51). Мы полагаем, что это связано, 

с одной стороны, с быстрым по сравнению с раствором контактом участников 

ферментативной реакции на пленке, с другой стороны, с возможным активирую-

щим действием остаточных количеств ИЖ на каталитическую активность расти-

тельных пероксидаз. 

 

Рис. 51. Фото целлюлозной пленки, полученной из раствора {целлюлоза–

[BMIm][Cl]} без фермента (1) и с ПХ (2), через 2 мин после добавления 20 мкл 0.1 

мкМ раствора ТМБ и 10 мкл H2O. 
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На примере пленок, содержащих ПХ (рис. 52, голубая кривая), проверили воз-

можность их повторного использования в реакции окисления ТМБ пероксидом во-

дорода после отмывки продуктов индикаторной реакции водой. Для этого 20 мкл 

0.1 мМ раствора ТМБ и 10 мкл 0.1 мМ раствора H2O2 последовательно наносили в 

одну и ту же точку пленки. В момент добавления H2O2 включали секундомер. 

Набухшую пленку {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПХ} быстро помещали на поверхность 

стеклянной пластинки, на которой она удерживалась адгезионными силами. Реги-

стрировали спектр поглощения окрашенной пленки (рис. 52, оранжевая кривая). 

Затем окрашенную пленку промывали в воде в течение 15 мин и снова регистриро-

вали спектр поглощения (рис. 52, зеленая кривая). Далее на поверхности пленки 

проводили реакцию окисления ТМБ еще раз и регистрировали спектр пленки (рис. 

52, желтая кривая) так, как это делали вначале. Следует отметить, что контролиро-

вать степень отмывки пленки удобнее по максимуму поглощения промежуточного 

продукта окисления ТМБ при 655 нм [224]. Из представленных спектров видно, 

что после однократного промывания водой, пленки, содержащие ПХ, возможно 

использовать еще раз, однако, каталитическая активность фермента при этом сни-

жалась в 2.5 раза. 

 

Рис. 52. Спектры поглощения целлюлозных пленок с иммобилизованной ПХ: чи-

стой пленки, окрашенной пленки после проведения реакции окисления ТМБ пе-

роксидом водорода, промытой пленки и повторно использованной пленки (от-

носительно стекла). 

Поскольку реакция с участием ТМБ протекала с достаточно высокой скоро-

стью, продукты окисления были интенсивно окрашены, а переходы окрасок кон-

трастны, именно эту реакцию мы использовали в качестве индикаторной на следу-

ющем этапе экспериментальной работы, при апробации полученных тест-

материалов для полуколичественного определения ТМБ. 
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Как видно из рис. 53 с уменьшением концентрации наносимого на пленку 

субстрата, уменьшается интенсивность окраски пленки, вплоть до ее полного ис-

чезновения при содержании ТМБ в индикаторной системе 2·10-9 моль. Таким обра-

зом, по имеющейся шкале окраски пленки (рис. 53) можно оценить концентрацию 

целевого субстрата. Наиболее удобно фиксировать окраску пленки через 0.5 мин 

после добавления растворов субстратов, при котором интенсивности бурой окрас-

ки конечного продукта окисления ТМБ разных концентраций более всего различа-

ются. 

  Время наблюдения, мин 

ν(ТМБ), 
моль 

0.5 1.0 1.5 2.0 

2·10-7          

1·10-7          

2·10-8         

8·10-9         

4·10-9 

    

2·10-9         

Рис. 53. Изменение во времени окраски целлюлозной плёнки, содержащей ПХ, в 

системе ТМБ – Н2О2 в присутствии различных содержаний ТМБ (содержания: ПХ 

– 0.3 нмоль (13.5 мкг), H2O2 – 1 мкмоль). Для содержания 4·10-9 моль кружками 

обозначена неравномерная окраска пленки. 

Таким образом, в результате проведенных нами исследований установлено, 

что ПХ и ПС могут быть эффективно иммобилизованы в оптически прозрачные, 

гибкие и прочные целлюлозные пленки, полученные путем растворения-

регенерации микрокристаллической целлюлозы в [BMIm][Cl]. Такие целлюлозные 

пленки с растительными пероксидазами выгодно отличаются от существующих 

аналогов, особенно от целлюлозных пленок с нековалентно иммобилизованной 

лакказой [27], с бóльшей в 3 раза остаточной каталитической активностью, и, сле-

довательно, бóльшей скоростью превращения субстрата (индикаторные реакции 

протекают в течение 1-2 мин, а не 12 ч и более). Иммобилизованные пероксидазы 

сохраняют не менее 50% своей первоначальной каталитической активности, что, 

по-видимому, может быть показателем «дружелюбности» хлоридной ИЖ по отно-

шению к этим ферментам. Напротив, ацетатная ИЖ, как мы показали, является эф-

фективным неконкурентным ингибитором растительных пероксидаз как нативных, 

так и иммобилизованных в целлюлозную пленку. Ингибирующее действие ацетат-

ной ИЖ на каталитическую активность ПХ и ПС обусловлено, главным образом, 
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действием ее аниона. К сожалению, применять пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]} 

для иммобилизации ПХ и ПС не представляется возможным. 

Пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, использованные в качестве носителя для 

иммобилизованных пероксидаз не изменяют химизм индикаторных реакций. Сле-

дует подчеркнуть, что ПХ и ПС в пленках {целлюлоза–[BMIm][Cl]} отличаются 

высокой каталитической активностью, которая сохраняется в течение не менее 35 

дней. Данные о стабильности других ферментов, иммобилизованных в целлюлоз-

ные пленки, в литературе отсутствуют. 

Впервые обнаружено, что скорость растворения растительных пероксидаз в 

расплаве {целлюлозаИЖ} возрастает с увеличением значения pI фермента и мак-

симальна для ПХ. Выявление подобной закономерности полезно для дальнейших 

исследований и использования систем {ферментИЖ}. Таким образом, разрабо-

танная методика иммобилизации в целлюлозную пленку представляется более 

предпочтительной для иммобилизации катионных ферментов, таких как ПХ. 

На примере реакций окисления арилдиаминов и катехоламинов пероксидом 

водорода показана принципиальная возможность визуального и, при необходимо-

сти, спектрофотометрического определения перечисленных субстратов с использо-

ванием предложенных пленок состава {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПХ/ПС}. Отдельно 

подчеркнем тот факт, что аналитический сигнал при визуальной или спектрофото-

метрической регистрации измеряют с одной (верхней) стороны пленки, нижняя ее 

сторона плотно прилегает к поверхности стеклянной пластинки и прочно там 

удерживается силами адгезии. Дальнейшее совершенствование полученных цел-

люлозных материалов, на наш взгляд, должно заключаться в применении более 

чувствительных индикаторных систем, например с участием тироксина, ускоряю-

щего превращение катехоламинов в присутствии ПХ [226]. 

6.2. Пленки {целлюлозаИЖ} для иммобилизации и сорбции 

катионных и анионных красителей 

Иммобилизацию индигокармина и пиронина Б в целлюлозные пленки двух ви-

дов проводили по методике 1в. Установили, что сразу после добавления навесок 

ИК и ПБ к смесям {целлюлоза–[BMIm][Cl]} и {целлюлоза–[BMIm][AcO]} и при 

растворении в них анионный и катионный красители ведут себя по-разному. Более 

того, поведение одного и того же красителя в присутствии разных ИЖ, хлоридной 

и ацетатной, различно. Остановимся отдельно на особенностях растворения ИК и 

ПБ в каждой из указанных смесей. 

При растворении ИК в смеси {целлюлоза–[BMIm][Cl]} сначала образуется го-

лубой раствор с включениями не растворившегося красителя (рис. 52, 1а), который 

по мере растворения ИК становится однородным и приобретает насыщенный тем-
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но-синий цвет (рис. 52, 1б). Напомним, что синяя окраска характерна для 

нейтрального водного раствора красителя. При добавлении навески ИК к смеси 

{целлюлоза–[BMIm][AcO]} последняя окрашивалась не в синий, а в коричнево-

красный цвет, который в процессе растворения постепенно становился зеленым 

(рис. 52). Краситель полностью растворялся в смесях {целлюлоза–[BMIm][Cl]} и 

{целлюлоза–[BMIm][AcO]} за 7 ч, то есть время растворения целлюлозы в ИЖ в 

присутствии ИК оставалось таким же, как и в его отсутствие. 

    

1а 1б 2а 2б 

Рис. 52. Фотографии смеси {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ИК} (1) и {целлюлоза–

[BMIm][AcO]-ИК} (2) сразу после смешения реагентов (1а, 2а) и через 7 ч (1б, 2б) 

при 85 (а) и 50 (б)°C. 

Мы предположили, что различные окраски смесей {целлюлоза–ИЖ–ИК} свя-

заны с разными кислотно-основными свойствами ИЖ вследствие разной природы 

их анионов. В литературе информация о кислотно-основных свойствах изученных 

ИЖ отсутствует. Мы зарегистрировали спектры поглощения водного раствора ИК 

при различных значениях рН (рис. 53) и его раствора в ацетатной ИЖ (рис. 54), в 

присутствии которой цвет тройной смеси отличался от цвета водного раствора (рис. 

52, 2а). Как видно из данных рис. 53, в слабо кислой и нейтральной средах домини-

рует синяя форма красителя, в щелочной среде (при рН > 11.6) – желтая с макси-

мумом поглощения близким к описанному в литературе (437 нм [229]). При рН 

10.6 поглощают две ионные формы ИК, вследствие чего раствор окрашен в зеле-

ный цвет. 
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Рис. 53. Спектры поглощения 50 мкМ водного раствора ИК при разных рН: 3.8, 7.0, 

8.9, 10.6, 11.5, 13.0 (раствор сравнения – вода). 

 

 

Рис. 54. Спектры поглощения [BMIm][AcO], 50 мкМ раствора ИК в [BMIm][AcO] 

в отсутствие и в присутствии 1 мг целлюлозы (раствор сравнения – вода). 

Красная окраска ИК появляется в щелочных водных растворах в результате 

окисления желтой формы кислородом воздуха или восстановления зеленой, 

например, глюкозой (рис. 55), поэтому красная окраска неустойчива. Поскольку 

структурной единицей целлюлозы служит остаток β-глюкозы [С6Н7О2(OH)3]n (рис. 

16), мы предположили, что при растворении ИК в ацетатной ИЖ краситель может 

окисляться кислородом воздуха, а затем восстанавливаться целлюлозой. Для под-

тверждения высказанной гипотезы изучили спектры поглощения ИК в ацетатной 

ИЖ в отсутствие и в присутствии 1 мг целлюлозы, что в 150 раз меньше того коли-

чества, которое использовали для приготовления целлюлозной пленки по методике 

1. Заметим, что при указанном содержании целлюлозы раствор оставался оптиче-

ски прозрачным без нагревания. 
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Рис. 55. Схема окисления-восстановления ИК в водных щелочных растворах кис-

лородом воздуха [170, 230].  

Спектр поглощения раствора ИК в ацетатной ИЖ (рис. 54, синяя кривая) более 

всего напоминает спектр водного раствора ИК при рН 10.6 с максимумом погло-

щения при 611 нм и небольшим плечом ниже 500 нм, которое приписывают желтой 

форме красителя. Визуально раствор ИК в [BMIm][AcO] окрашен в зеленоватый 

цвет, что косвенно свидетельствует о том, что ацетатная ИЖ имеет щелочную ре-

акцию среды. После введения 1 мг целлюлозы спектр поглощения раствора краси-

теля в ацетатной ИЖ похож на его спектр при рН 13.0, когда краситель полностью 

переходит в желтую форму. Красная окраска раствора ИК в ацетатной ИЖ в отсут-

ствие целлюлозы появлялась только при добавлении к ИЖ твердого препарата кра-

сителя, а не его водного раствора. Однако она быстро переходила в зеленую в ре-

зультате окисления кислородом воздуха. Полученные результаты поясняют появ-

ление различных окрасок в растворе ИК в ИЖ и подтверждают нашу гипотезу о 

восстановлении ИК целлюлозой. 

Интересно было проверить, сохраняет ли ИК свойства кислотно-основного ин-

дикатора при иммобилизации. Для этого пленку {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ИК} по-

мещали в растворы разной кислотности и следили за изменением окраски целлю-

лозного материала (рис. 56). Как видно из фотографий, пленки в 0.1 М растворе 

щелочи через 1.5 мин изменяли исходный синий цвет на желто-зеленый, а пленки в 

0.1 М растворе соляной кислоты по-прежнему оставались синими. Тот факт, что 

ИК сохранял свои кислотно-основные свойства при иммобилизации в целлюлоз-

ную пленку свидетельствует о «дружелюбности» [BMIm][Cl] по отношению к ИК. 

Таким образом, установили, что ИК растворяется в обеих ИЖ, однако если 

[BMIm][Cl] практически не влияет на оптические и кислотно-основные свойства 

красителя, то [BMIm][AcO] химически активен по отношению к ИК, в результате 

чего краситель в ее растворе частично окисляется кислородом воздуха. Это обстоя-

тельство позволяет предположить, что ацетатная ИЖ лучше растворяет молекуляр-

ный кислород, чем хлоридная ИЖ, поэтому ее следует применять с осторожностью 

для иммобилизации реагентов, способных к автоокислению. Более того, ацетатная 

окисление окисление 

Желтый, восста-

новленный 
Красный 

Зеленый, окис-

ленный 
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ИЖ в отличие от хлоридной ИЖ изменяет кислотно-основные свойства анионного 

красителя ИК.  

Первоначальный 

вид пленок 

 

Сразу после 

помещения 

в растворы кислоты 

и щелочи  

 

Через 1.5 мин 

после помещения  

в растворы 

кислоты и щелочи  

 
 

Рис. 56. Фотографии пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ИК} в растворах с pH 2.0 

(0.1 М HCl) и 13.0 (0.1 М NaOH). 

При растворении катионного красителя ПБ в хлоридной и ацетатной ИЖ 

наблюдали картину, подобную той, что описана выше для ИК. При растворении ПБ 

в [BMIm][Cl] наблюдался небольшой (5 нм) батохромный сдвиг максимума погло-

щения красителя, при этом характер спектра и величина максимального поглоще-

ния оставались практически такими же, как у спектра поглощения водного раство-

ра красителя (рис. 57а). Напротив, спектр поглощения раствора ПБ в [BMIm][AcO] 

кардинальным образом отличался от спектров поглощения этого красителя в воде и 

хлоридной ИЖ (рис. 57б). Характерная для водного раствора полоса максимально-

го поглощения красителя при 555 нм в спектре поглощения раствора ПБ в ацетат-

ной ИЖ отсутствовала.  Действительно, при смешении ПБ с ацетатной ИЖ мали-

новая окраска красителя быстро исчезала. Интересно отметить, что при добавлении 

KClтв. к раствору ПБ в [BMIm][AcO] или при большом (в 100 раз) разбавлении по-

следнего водой цвет красителя возвращался. Можно предположить, что наблюдае-
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мое явление связано с разрушением ионной пары ПБ…AcO, вследствие образова-

ния которой окраска красителя в растворе ацетатной ИЖ исчезала.  

 

  

а б 

Рис. 57. Спектры поглощения [BMIm][Cl] (а), [BMIm][AcO] (б) и 30 мкМ раство-

ров ПБ в воде, [BMIm][Cl] и [BMIm][AcO] (раствор сравнения – вода).  

На основании полученных данных можно было ожидать, что ПБ при облучении 

светом с длиной волны 355 нм будет проявлять свои флуоресцентные свойства 

только в пленках, приготовленных с помощью хлоридной, но не ацетатной ИЖ. На 

рис. 58 приведены спектры флуоресценции целлюлозных пленок двух видов с им-

мобилизованным в них ПБ. Из рис. 58а видно, что в спектре флуоресценции пленок 

{целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ} при 581 нм наблюдается отчетливый максимум, ко-

торый сдвинут на 10 нм в длинноволновую область спектра по сравнению с его по-

ложением в спектре водного раствора ПБ [186]. В спектре флуоресценции пленок 

{целлюлоза–[BMIm][AcO]–ПБ} характерный для ПБ максимум флуоресценции 

действительно отсутствует, а интенсивность флуоресценции мало отличается от ее 

фоновых значений (8-9 усл. ед.) в изученном интервале длин волн. Повышение 

флуоресценции ПБ в пленках обоих видов при λ<530 нм можно объяснить флуо-

ресценцией самой ИЖ, а точнее ее катиона [BMIm]+. Обнаруженный факт может 

служить косвенным доказательством присутствия в целлюлозных пленках остаточ-

ных количеств ИЖ даже после отмывки. Поскольку флуоресцентный сигнал ИЖ 

при λ>530 нм очень мал, остаточные количества ИЖ в пленках не мешают реги-

страции полезного сигнала ПБ. 
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Рис. 58. Спектры флуоресценции пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ} (а) и {цел-

люлоза–[BMIm][AcO]–ПБ} (б) (содержание ПБ – 0.6 мкг; λвозб.= 355 нм, ширины 

входящей и выходящей щели 5 нм; фоновый сигнал целлюлозных пленок без ПБ в 

рассматриваемых условиях не превышал 8-9 усл. ед.). 

Проведенные исследования показали, что хлоридная ИЖ более «дружелюбна» 

не только к пероксидазам (гл. 6.1), но и к изученным синтетическим красителям, 

поскольку их оптические свойства практически не изменяются при иммобилизации 

в целлюлозные пленки по сравнению с таковыми для их водных растворов. К со-

жалению, пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]–ПБ}, приготовленные по методике 1в, 

оказались непригодными для использования в аналитических целях, в частности 

для определения АМ вследствие потери ПБ способности поглощать свет видимого 

диапазона спектра и флуоресцировать. И еще одно важное дополнение. Иммобили-

зованные препараты ИК, приготовленные с помощью ацетатной ИЖ, окрашены не 

в синий, а сине-зеленый цвет. Пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]–ПБ} имели блед-

но-вишневую окраску, а не малиновую, как пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]}. 

Для выяснения способности пленок двух видов удерживать иммобилизованные 

в них красители оценили степень вымывания красителей из них (табл. 13). Для 

этого промывные воды собирали, переливали в мерную колбу, разбавляли до 25.0 

мл водой, а затем регистрировали спектр поглощения. По величинам оптической 

плотности при 611 и 555 нм рассчитывали концентрации ИК и ПБ соответственно, 

используя приведенные в гл. 4 молярные коэффициенты их поглощения, а затем 

степень вымывания по формуле 11, гл. 3.4. 
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Таблица 13. Вымывание красителей из целлюлозных плёнок (n = 3, P = 0.95) в те-

чение 20 мин (антирастворитель при получении пленок – вода*) 

Вымывание {Целлюлоза–[BMIm][AcO]}** {Целлюлоза–[BMIm][Cl]} 

ИК ПБ ИК ПБ 

моль108, в про-

мывных водах 
5.60±0.03 2.73±0.04 10.93±0.07 0.12±0.02 

%, от исходного 

содержания в 

плёнке, 0.2 мг 

13.06±0.05 7.09±0.05 25.49±0.08 0.31±0.03 

*Применение воды в качестве промывной жидкости для пленок состава {целлюлоза–

[BMIm][AcO]} обусловлено необходимостью сравнения степеней вымывания двух краси-

телей в одинаковых условиях из обеих пленок. 

** Величины могут быть несколько занижены, поскольку ацетатная ИЖ изменяет оптиче-

ские свойства обоих красителей. 

Как видно из данных таблицы, катионный краситель ПБ удерживался в пленках 

двух видов лучше, чем анионный ИК, причем при использовании пленок, приго-

товленных с помощью хлоридной ИЖ, вымывание ПБ было минимальным. 

Наименьшей степенью вымывания ИК характеризуются иммобилизованные препа-

раты, полученные на основе пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]}. Уменьшить коли-

чество и скорость вымывания анионного красителя из этой пленки удалось при за-

мене воды в качестве промывной жидкости на этанол, в котором ИК менее раство-

рим [231]. Однако при увеличении времени контакта ИК с этанолом краситель 

продолжал вымываться, что не позволяло использовать его иммобилизованные 

препараты для аналитических приложений. Напротив, приведенная в табл. 14 сте-

пень вымывания ПБ из пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, не изменялась даже после 

выдерживания пленки в течение суток не только в наиболее подходящем антирас-

творителе этаноле (табл. 7), но и в воде. Обратим внимание на то, что как и в слу-

чае растительных пероксидаз катионный краситель ПБ удерживается пленкой 

лучше, чем анионный. 

Для сравнения морфологии поверхности пленок, приготовленных с помощью 

ацетатной и хлоридной ИЖ, с иммобилизованными красителями ИК и ПБ получи-

ли и изучили их СЭМ фотографии. Из рис. 59 видно, что поверхность пленки {цел-

люлоза–[BMIm][AcO]–ИК} отличается от поверхности аналогичной пленки без 

красителя (рис. 39) отчетливой периодической структурой. К сожалению, нам не 

удалось получить фотографию поверхности пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ИК} 

вследствие их сильного разогрева в напылительной камере при нанесении на плен-

ку слоя металлического никеля. 
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Рис. 59. СЭМ фотография поверхности пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]–ИК}, 

увеличение в 34250 раз. 

На СЭМ фотографиях пленки с иммобилизованным ПБ (рис. 60) отсутствовали 

периодические структуры, характерные для иммобилизованного ИК. Наблюдались 

лишь отдельные неравномерно распределенные включения кристаллов красителя. 

Поскольку пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]–ПБ} были слабо окрашены и в отли-

чие от пленок, приготовленных с помощью хлоридной ИЖ, не флуоресцировали, 

их СЭМ фотографии не делали. 

 

Рис. 60. СЭМ фотография пленок состава {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ}. Увеличе-

ние в 617 раз. 

Таким образом, полученные результаты позволяют сделать вывод о том, что 

пленки, приготовленные с использованием ацетатной ИЖ, не оправдали наших 

ожиданий в качестве носителей для синтетических красителей. Они оказались не-

пригодны для иммобилизации в них ИК вследствие химических взаимодействий 

красителя с растворенным в ИЖ кислородом и целлюлозой, что приводило к 

ослаблению или полной потере оптических свойств анионного красителя ИК. Бо-

лее того, при иммобилизации ИК в пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]} и {целлю-

лоза–[BMIm][Cl]} краситель интенсивно вымывался из обоих целлюлозных мате-

риалов. Наиболее успешными оказались результаты, полученные при иммобилиза-

ции ПБ в пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]}. Нам удалось приготовить иммобилизо-

ванный препарат, из которого катионный краситель почти не вымывался и сохра-
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нял способность поглощать и флуоресцировать в том же диапазоне длин волн, что 

и водный раствор ПБ. 

Прежде чем окончательно отказаться от применения пленок {целлюлоза–

[BMIm][AcO]} в химическом анализе, апробировали их в качестве сорбентов ИК и 

ПБ из водных растворов. Для этого пленку {целлюлоза–[BMIm][AcO]}, приготов-

ленную по методике 1а, погружали в кювету (толщина поглощающего слоя 1 см), 

заполненную водным раствором красителя (объем 3.00 мл). Через определенные 

промежутки времени целлюлозную пленку вынимали из раствора пластиковым 

пинцетом, размещали на предметном стекле; последнее вставляли в кюветное от-

деление спектрофотометра и измеряли поглощение пленки относительно анало-

гичной целлюлозной пленки без красителя при длине волны его максимального по-

глощения. Затем измеряли поглощение раствора, в котором выдерживали пленку 

(рис. 61, 62). Далее пленку возвращали в раствор и через определенные промежут-

ки времени повторяли описанные выше операции. По полученным данным строили 

зависимости поглощения пленки и раствора от времени выдерживания. Как видно 

из рис. 61 и 62, ИК быстрее и эффективнее сорбируется пленкой, чем ПБ. После 50-

ти минутного выдерживания пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]} в водном растворе 

ИК концентрация красителя в ней составляла половину от его концентрации в рас-

творе. Рассчитанная емкость пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]} по отношению к 

ИК через 3 ч была равна 23.2 мкг/см2, то есть в 7.7 раза превышала ее величину для 

ПБ (3 мкг/см2). Отметим, что для пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} сорбция краси-

телей была значительно ниже. В случае ИК емкость пленки была практически в 5 

раз ниже и составляла не более 5 мкг/см2, а в случае ПБ степень сорбции составля-

ла менее 3%, что не позволяло достоверно зарегистрировать изменения спектра по-

глощения раствора красителя. 

 

Рис. 61. Зависимости поглощения водного 30 мкМ раствора ИК (●) и пленки {цел-

люлоза–[BMIm][AcO]} (○) от времени их контакта (раствор сравнения — вода; 

пленка сравнения — целлюлозная пленка без ИК, 611 нм). 
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Рис. 62. Зависимости поглощения водного 30 мкМ раствора ПБ (●) и пленки соста-

ва {целлюлоза–[BMIm][AcO]} (○) от времени их контакта раствор сравнения — 

вода; пленка сравнения — целлюлозная пленка без ПБ, 555 нм). 

Представлялось интересным выяснить, различаются ли оптические свойства 

красителя в растворе и при его сорбции пленками {целлюлоза–[BMIm][AcO]}, а 

также морфология поверхности пленки с сорбированным и иммобилизованным ИК 

(методика 1б). С этой целью зарегистрировали спектры поглощения пленки с сор-

бированным ИК (рис. 63), а также сделали СЭМ фотографии ее поверхности (рис. 

64). 

 
Рис. 63. Спектры поглощения пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]} с сорбированным 

ИК (–) и 25 мкМ водного раствора красителя (- -); раствор сравнения — вода; 

пленка сравнения — целлюлозная пленка без красителя. 
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а)                                                               б) 

 

Рис. 64. СЭМ фотографии поверхности пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]} с сор-

бированным ИК при увеличении в 28740 (а) и 43920 (б) раз. 

Из рис. 63 видно, что спектры поглощения растворенного в воде ИК и сорбиро-

ванного пленкой похожи, только максимум поглощения ИК в фазе пленки сдвинут 

по сравнению с таковым в водном растворе на 8 нм в длинноволновую область. 

Наблюдаемый батохромный сдвиг может быть обусловлен присутствием остаточ-

ных количеств ацетатной ИЖ в пленке. Пленка {целлюлоза–[BMIm][AcO]} с сор-

бированным ИК, как и раствор красителя, окрашена в интенсивный синий цвет 

(рис. 65). Как видно из фотографии, пленка окрашена целиком, т. е. краситель из 

раствора сорбируется не только на поверхности пленки, но и во всем ее объеме. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что при сорбции в пленку {целлюло-

за–[BMIm][AcO]} ИК практически не меняет свои оптические свойства. 

 

Рис. 65. Фотография пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]} после сорбции ИК из его 

водного раствора в течение 1 ч (комнатная температура). 

Однако морфология поверхности и структура пленок {целлюлоза–

[BMIm][AcO]} с сорбированным (рис. 64) и иммобилизованным (рис. 59) ИК раз-

личались. На СЭМ фотографиях пленок с сорбированным красителем не наблюда-

лись характерные для пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]–ИК} периодические 

структуры (рис. 59). Поверхность пленки с сорбированным ИК была больше похо-

жа на поверхность целлюлозной пленки без красителя (рис. 39). 

На рис. 66 приведены результаты изучения сорбционных свойств пленок двух 

видов по отношению к ИК. Из рисунка видно, что степень сорбции ИК пленками 

{целлюлоза–[BMIm][Cl]} не превышает 13%, однако уже через 2 ч выдерживания 
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пленки в растворе красителя он десорбируется. Напротив, степень сорбции ИК 

пленкой {целлюлоза–[BMIm][AcO]} достигает 71% через 6 ч пребывания в водном 

растворе ИК и даже через сутки пленка продолжает удерживать краситель. При об-

работке пленки 0.1 М раствором NaOH сорбированный ИК легко вымывался из нее, 

что позволяло использовать пленку по меньшей мере еще один раз без существен-

ной потери в ее емкости. 

 

Рис. 66. Кинетика сорбции ИК из его водного 30 мкМ раствора пленками {целлю-

лоза–[BMIm][AcO]} и {целлюлоза–[BMIm][Cl]}. 

Как обсуждено выше в гл. 4, для выделения ИК из его водных растворов ис-

пользуют хитин и хитозан (в виде мелкодисперсных порошков), а также хитозан, 

сшитый с глутаровым альдегидом [183, 184]. ИК сорбируется указанными сорбен-

тами за 3 ч, наибольшая степень сорбции наблюдается в случае немодифицирован-

ного хитозана, его емкость по отношению к ИК составляет (1.54±0.03)×10-4 моль×г-1. 

Ранее в нашей лаборатории была разработана методика получения хитозановых 

покрытий на стеклянной подложке [232]. Хитозановое покрытие получали путем 

равномерного распределения 200 мкл 1%-ного раствора хитозана в ледяной уксус-

ной кислоте по предметному стеклу размером 1.2×2.5 см с последующим высуши-

ванием в течение суток при комнатной температуре [232]. Мы апробировали хито-

зановые покрытия для сорбции ИК и полученные результаты сравнили с результа-

тами для пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]}. 

Работу проводили следующим образом. В кювету с толщиной поглощающего 

слоя 1 см наливали 3.00 мл водного раствора ИК, предметное стекло с хитозано-

вым покрытием располагали в кювете под углом 45° и выдерживали его в растворе 

в течение 1 ч. Каждые 15 мин в течение этого часа стекло вынимали из раствора, 

измеряли поглощение раствора красителя и рассчитывали величину степени сорб-

ции по формуле (12), гл. 3.4. Установили, что через 1 ч содержание ИК на 1 см2 

пленки составляет 14.8 мкг, что на 8 мкг меньше содержания красителя, сорбиро-

ванного пленкой {целлюлоза–[BMIm][AcO]}. Отметим, что хитозановым покрыти-

ем ИК сорбируется быстрее, чем целлюлозной пленкой. Так, наибольшая степень 
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сорбции хитозаном (58%) достигается уже через 10 мин после помещения стеклян-

ной пластинки с хитозановым покрытием в раствор красителя, в то время как близ-

кая по величине степень сорбции ИК пленками {целлюлоза–[BMIm][AcO]} – толь-

ко через 1.5 ч. Тем не менее максимальная степень сорбции ИК целлюлозными 

пленками через 8 ч составляет 73%, что в 1.5 раза превышает ее максимальное зна-

чение для хитозанового покрытия через 1 ч. Полученные результаты позволяют 

сделать вывод о том, что предложенные нами пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]} 

могут служить сорбентом для ИК, хотя они уступают по сорбционным свойствам 

хитозановому препарату [232], зато превосходят известные из литературы сорбен-

ты ИК на основе модифицированного хитозана [184] и сравнимы с хитином [183]. 

Важно отметить, что целлюлозный материал возможно использовать повторно без 

существенной потери его прочности и способности к сорбции. Напротив, хитоза-

новые покрытия при попытке отмыть сорбированный ИК водой, 0.1 М растворами 

HСl или NaOH разрушались. 

Для повышения сорбционной способности целлюлозных пленок по отношению 

к красителям получили пленки с включенными в них ПАВ, катионным ЦТАБ и 

анионным ДДС (методика 1г). Мы предположили, что сорбционные свойства пле-

нок можно повысить за счет образования ионных пар между противоположными 

по заряду молекулами ПАВ в составе пленки и красителя в растворе, в который по-

гружена пленка. Мы ожидали, главным образом, повышения степени сорбции для 

пар: катионный ПАВ (ЦТАБ) – анионный краситель (ИК) и анионный ПАВ (ДДС) 

– катионный краситель (ПБ). Работу проводили следующим образом. Кювету с 

толщиной поглощающего слоя 1 см заполняли водным раствором соответствующе-

го красителя (объем 3.0 мл), затем с помощью пластикового пинцета в раствор ак-

куратно помещали целлюлозную пленку, приготовленную по методике 1г. Пленка, 

благодаря своей плотности, располагалась в толще раствора практически верти-

кально, не прилипала к стенкам, только одним углом едва касалась дна кюветы. 

Через определенные промежутки времени пленку вынимали из раствора красителя, 

временно располагали на предметном стекле, измеряли поглощение раствора, по-

сле чего пленку снова возвращали в раствор. Такую операцию проводили несколь-

ко раз. Степень сорбции красителя целлюлозными пленками рассчитывали по 

формуле (12), гл. 3.4. Зависимости от времени степени сорбции ИК и ПБ пленками 

{целлюлоза–[BMIm][AcO]} и {целлюлоза–[BMIm][Cl]} с включенными в них ПАВ 

представлены на рис. 67 и 68 соответственно. 

Полученные результаты показывают, что включение ПАВ в состав целлюлоз-

ных пленок обоих видов, к сожалению, не приводит к повышению степени сорбции 

красителей по сравнению с ее величиной в отсутствие ПАВ (рис. 66, 67, 68). Толь-

ко в случае катионного ПБ при использовании пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–

ДДС} степень сорбции возрастает на 3% по сравнению с таковой для аналогичных 

пленок без ПАВ и при этом составляет всего 6 % (рис. 68б). Вероятно, молекулы 
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ПАВ закрывают поры пленок, вследствие чего их сорбционная способность снижа-

ется. Так, например, пленка {целлюлоза–[BMIm][AcO]} без ПАВ за одно и то же 

время сорбирует примерно в 2 раза больше ИК из его водного раствора той же 

концентрации (рис. 62,68), чем ПАВ-содержащая пленка (рис. 67а). Для пленок 

{целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПАВ} наблюдается вымывание ИК уже после 10-ти ми-

нутного выдерживания пленки в растворе красителя (рис. 67б), в то время как для 

пленки без ПАВ – не ранее, чем через 2 ч (рис. 66). Целлюлозные пленки с вклю-

ченными в них катионным и анионным ПАВ оказались менее прочными, чем плен-

ки {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, при этом особенно ломкими они были в случае ЦТАБ. 

Степени сорбции обоих красителей пленками {целлюлоза–[BMIm][AcO]} выше та-

ковых значений для пленок, приготовленных с помощью хлоридной ИЖ, при этом 

мало зависят от природы ПАВ в составе пленки (рис. 67а и 68а). Несмотря на то, 

что нам не удалось повысить степень сорбции синтетических красителей в целлю-

лозных пленках, важным итогом проведенного исследования является выявленная 

возможность иммобилизации анионного ДДС в пленку {целлюлоза–[BMIm][Cl]} и 

сродство к ней ПБ. Напомним, что в дальнейшем планировалось изучение анали-

тических возможностей системы {ПБ–Mn(II)–ДДС} для определения АМ (гл. 4). 

 

 

Рис. 67. Кинетика сорбции ИК из его водного 30 мкМ раствора пленками {целлю-

лоза–[BMIm][AcO]} (а) и {целлюлоза–[BMIm][Cl]} (б) с включенными в них ЦТАБ 

(●) и ДДС (○). 

а) 

б) 
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Рис. 68. Кинетика сорбции ПБ из его водного 30 мкМ раствора пленками {целлю-

лоза–[BMIm][AcO]} (а) и {целлюлоза–[BMIm][Cl]} (б) с включенными в них ЦТАБ 

(●) и ДДС (○). 

Поскольку пленки состава {целлюлоза–[BMIm][AcO]} оказались хорошими 

сорбентами для ИК, синтетического производного природного красителя индиго, 

изучили сорбционные свойства по отношению к другим, но уже природным пище-

вым красителям различной природы (табл. 14). 

Таблица 14. Некоторые свойства изученных природных красителей 

Название 

(Е номер) 

Формула Цвет  λ, нм рКа, i 

Куркумин 

(Е100) 

 

Ярко 

желтый 

435 7.8, 8.5, 

9.0 

Кармин (Е120) 

 

Ярко 

красный 

530 2.81, 5.43, 

8.10 

β-Каротин 

(Е160а)  

Оранже-

вый 

451 14.43 

а) 

б) 
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На рис. 69 и 70 соответственно приведены зависимости степени сорбции при-

родных красителей пленками {целлюлоза–[BMIm][AcO]} от рН и температуры их 

водных растворов. 

  

 

 

 

 

 

Рис. 69. Зависимости степени сорбции куркумина, кармина и β-каротина плен-

кой {целлюлоза–[BMIm][AcO]} от рН водных растворов красителей (время сорб-

ции – 24 ч, комнатная температура). 

Как видно из диаграмм рис. 69, при комнатной температуре зависимости степе-

ни сорбции куркумина и кармина от рН не имеют выраженных максимумов, по-

видимому, вследствие одновременного присутствия в растворе двух-трех ионных 

форм из-за небольших различий в величинах их ступенчатых констант кислотности 

(табл. 15). Напротив, в случае β-каротина наблюдается отчетливый максимум при 

рН 5.0–5.5. Для дальнейших исследований в качестве наиболее подходящих значе-

ний рН выбрали 4.5; 6.5 и 5.5 для куркумина, кармина и β-каротина соответственно, 

при которых степень сорбции была наибольшей в изученном интервале рН. 
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Рис. 70. Зависимости степени сорбции куркумина, кармина и β-каротина плен-

кой {целлюлоза–[BMIm][AcO]} при рН 4.5, 6.5 и 5.5 от температуры их водных 

растворов. Время сорбции – 3 ч. 

Как и ожидали, с ростом температуры степень сорбции кармина и куркумина 

пленкой {целлюлоза–[BMIm][AcO]} при выбранных значениях рН возрастала и 

только для β-каротина немного уменьшалась при 50°С по сравнению с ее величи-

ной при 45°С. Необычное поведение β-каротина, скорее всего, связано со структу-

рой его молекулы, которая отличается большим по величине отношением длины к 

ширине. Наибольший процент сорбции куркумина и кармина наблюдался при 50°С, 

а β-каротина – при 45°С. Как при комнатной, так и при повышенной температурах 

водного раствора степень сорбции возрастала в ряду (logP [233]): β-каротин (17.62) 

< кармин (0.97) < куркумин (3.29) (рис. 71). Лучше других сорбировался куркумин 

– самый неполярный из изученных природных красителей (рис. 68, 69), однако да-

же его степень сорбции при 50°С не превышала 53%. На рис. 72 представлены фо-

тографии пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]} с сорбированными красителями как 

наглядные иллюстрации сорбционных свойств предложенного целлюлозного мате-

риала. 
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Рис. 71. Кинетические кривые сорбции куркумина, кармина и β-каротина из их 

растворов пленками {целлюлоза–[BMIm][AcO]} (рН 4.5; 6.5 и 5.5 соответственно, 

комнатная температура). 

   

Рис. 72. Фотографии пленок состава {целлюлоза–[BMIm][AcO]} с сорбированны-

ми куркумином, кармином и β-каротинoм (слева направо); рН 4.5; 6.5 и 5.5 соот-

ветственно, комнатная температура. Время сорбции – 24 ч. 

Таким образом, проведенные исследования показали, что наиболее перспек-

тивными для дальнейших исследований, а именно для применения в качестве чув-

ствительного элемента флуоресцентной сенсорной системы для определения АМ 

(гл. 4) являются пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]} с иммобилизованным в них ка-

тионным красителем ПБ. Такие пленки прочные, гибкие, оптически прозрачные, из 

них ПБ мало вымывается и сохраняет свои оптические свойства. Пленки {целлю-

лоза–[BMIm][AcO]} могут представлять интерес как новый материал для сорбции 

синтетических и пищевых красителей из их водных растворов. 

6.3. Целлюлозные пленки с иммобилизованными 

флуоресцирующими комплексами  

{Eu(III)дипиколиновая кислота} и {Eu(III)тетрациклин} 

Возможность применения пленок {целлюлоза–ИЖ} в качестве матрицы для 

иммобилизации флуоресцирующих комплексов изучили на примере дипиколината 

европия(III), Eu(ДПК)3, и комплекса {Eu(III)тетрациклин}. Флуоресценция ука-

занных комплексов возникает в результате переноса энергии электронного возбуж-

дения от доноров или сенсибилизаторов энергии (в нашем случае ДПК и ТЦ) к 
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центру свечения (иону Eu3+) [46, 234, 235]. Молекулы органического лиганда при 

поглощении кванта света переходят в возбужденное синглетное состояние, и толь-

ко часть молекул – в триплетное. Если энергия триплетного уровня органического 

лиганда больше энергии резонансного уровня центра свечения, лиганд передает 

энергию электронного возбуждения на резонансный уровень иона металла, в ре-

зультате чего лантаноид испускает характерный для него квант флуоресценции, а 

сигнал флуоресценции европия возрастает в 104–105 раз [235]. Такое явление назы-

вается сенсибилизированной люминесценцией. 

Как видно из данных табл. 15, для комплексов европия(III) с лигандами 

(ДПК и ТЦ) как в растворе, так и в составе пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, 

наблюдаются все те же характерные для лантаноида электронные переходы, однако 

количество энергии, переданной лигандом и, как результат, испущенной ионом ме-

талла, возрастает. Заметим, что в спектре флуоресценции комплекса Eu(ДПК)3, 

иммобилизованного в целлюлозную пленку, полоса, отвечающая запрещенному 

переходу 5D0→7F0, отсутствует. В целях химического анализа флуоресцентный 

сигнал комплексов хелатов европия(III) обычно регистрируют при 616-617 нм или 

и при 616-617, и 595 нм и рассчитывают отношение интенсивностей [235]. 

Таблица 15. Длины волн возбуждения и флуоресценции европия(III) и его ком-

плексов с органическими лигандами 

Флуорофор (раствор/пленка) возб., нм фл., нм  

(электронный переход) 

Литература 

EuCl3 (раствор) 279 617 (5D0→7F2) [235] 

595 (5D0→7F1) 

575–581 (5D0→7F0) 

Eu(ДПК)3 (пленка {целлюло-

за–[BMIm][Cl]}) 

273 617 

595 

[46] 

Eu–ТЦ (раствор) 390 или 

406 

616-617 

595 

581 

[197, 199] 

 

 

Обсудим последовательно результаты, полученные нами при изучении флуо-

ресцентных свойств пленок {целлюлоза–ИЖ} с включенными в них комплексами 

европия(III) c ДПК и ТЦ. Поскольку чувствительность флуоресцентного анализа 

зависит от величины фонового сигнала, сначала остановимся на результатах изме-

рения флуоресцентного сигнала целлюлозных пленок в отсутствие комплексов ев-

ропия(III). Во всех случаях флуоресцентный сигнал целлюлозных пленок измеряли 

так, как описано в методике 6. 

Флуоресцентные сигналы пленок {целлюлоза–ИЖ}, не содержащих комплексы 

Eu(ДПК)3 и Eu(ТЦ)3. Целлюлозные пленки, приготовленные по методике 1а, облу-
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чали светом с λ=279 нм, которая соответствовала длине волны возбуждения Eu3+. 

Из рис. 73 видно, что в области 300–500 нм слабо флуоресцируют обе пленки - 

{целлюлоза–[BMIm][Cl]} и {целлюлоза–[BMIm][AcO]}, что обусловлено, вероятно, 

присутствием в их составе остаточных количеств ИЖ. При этом интенсивность 

сигнала пленок, приготовленных с использованием ацетатной ИЖ, немного выше, 

чем в случае применения хлоридной ИЖ. По-видимому, пленки {целлюлоза–

[BMIm][AcO]} даже после промывания этанолом удерживают бóльшие остаточные 

количества ИЖ из-за более плотной структуры целлюлозного материала. Появле-

ние в спектрах флуоресценции максимумов при 558 нм вызвано использованием в 

качестве монохроматора флуориметра дифракционной решетки, которая дает до-

полнительные полосы с длинами волн, равными /2 и 2, где  – установленная 

длина волны. В интересующей нас области спектра, в диапазоне длин волн 550–700 

нм, в которой можно ожидать максимумов флуоресценции комплексов (табл. 16), 

наблюдается фоновый сигнал, который для обеих целлюлозных пленок не превы-

шает 4 отн. ед. 

Иммобилизация комплекса Eu(ДПК)3. Целлюлозные пленки с иммобилизован-

ным Eu(ДПК)3 получали по методике 1д. При этом содержание комплекса в них 

варьировали от 0.2 до 0.7 мг. При выборе указанных содержаний дипиколината ев-

ропия(III) опирались на данные работы [46]. В спектрах флуоресценции целлюлоз-

ных пленок с иммобилизованным комплексом Eu(ДПК)3 (рис. 74) вблизи 600 нм 

отчетливо видны два максимума: основной интенсивный при 617 нм и более сла-

бый при 595 нм, которые отвечают электронным переходам 5D0→7F2 и 5D0→7F1 со-

ответственно (табл. 16). Третий максимум (5D0→7F0), едва просматривается при 

579 нм. 

 

Рис. 73. Спектры флуоресценции пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} и {целлюлоза–

[BMIm][AcO]}; λвозб.=279 нм, ширины входной и выходной щели – 5 нм. 
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Рис. 74. Спектры флуоресценции пленок состава {целлюлоза–[BMIm][Cl]–

Eu(ДПК)3} и {целлюлоза–[BMIm][AcO]–Eu(ДПК)3} (содержание комплекса – 0.2 

мг; λвозб.=279 нм, ширины входной и выходной щели – 5 нм). 

При одинаковом (0.2 мг) содержании комплекса Eu(ДПК)3 в материале пленка 

{целлюлоза–[BMIm][AcO]–Eu(ДПК)3} флуоресцирует в 4.8 раз интенсивнее, чем 

аналогичная пленка, полученная с помощью хлоридной ИЖ. Более того, при по-

вышении содержания комплекса с 0.2 до 0.7 мг (с 0.02 до 0.06% масс.) пленки 

{целлюлоза–[BMIm][AcO]–Eu(ДПК)3} все еще флуоресцировали, их сигнал увели-

чился на 50 отн. ед., а сигнал пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]–Eu(ДПК)3} был бли-

зок к фоновому. Таким образом, эффект концентрационного тушения в пленках 

двух видов наблюдался при разных концентрациях хелата. В литературе [236] от-

мечена зависимость интенсивности сигнала флуорофоров от природы аниона ряда 

гидрофильных и гидрофобных ИЖ на основе катиона имидазолия, но, к сожалению, 

не для используемых нами ИЖ. Мы полагаем, что аналогичная ситуация может 

наблюдаться и в нашем случае. 

Отметим важную особенность приготовления целлюлозных пленок с иммоби-

лизованным пиколинатом европия(III). От избыточных количеств ИЖ избавлялись 

промыванием обеих целлюлозных пленок этанолом, поскольку при использовании 

воды в качестве промывной жидкости в спектрах флуоресценции отсутствовали 

характерные максимумы флуоресценции пиколината европия (табл. 16) вследствие 

его хорошей растворимости в воде. 

Иммобилизация комплекса {Eu(III)–ТЦ}. Пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–

Eu(III)–ТЦ} получали по методике 1е. От приготовления пленок с использованием 

ацетатной ИЖ в этом эксперименте вынуждены были отказаться, поскольку уста-

новили, что при растворении в [BMIm][AcO] в отсутствие целлюлозы ТЦ быстро 

окрашивался в бурый цвет. Появление бурой окраски раствора вместо характерной 

желтой свидетельствовало о эпимеризации ТЦ, то есть о его превращении в менее 
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активную форму, 4-эпитетрациклин [237]. Таким образом, ацетатная ИЖ оказалась 

химически активной по отношению к ТЦ, лиганду-сенсибилизатору. Как и при им-

мобилизации растительных пероксидаз и синтетических красителей, флуоресци-

рующий комплекс {Eu(III)ТЦ} получали непосредственно в пластиковой микро-

пробирке добавлением тщательно перемешанных навесок хлорида европия(III) и 

ТЦ (в мольном соотношении 1:3) к смеси целлюлозы в хлоридной ИЖ. Затем полу-

ченную смесь снова перемешивали и нагревали до 85С (табл. 7). Далее действова-

ли так, как описано в методике 1а.  

На рис. 75 представлен спектр флуоресценции пленки {целлюлоза–

[BMIm][Cl]–Eu(III)–ТЦ}, полученный при ее возбуждении светом с длиной волны 

390 нм, соответствующей максимуму поглощения комплекса. В спектре виден от-

четливый и интенсивный максимум при 617 нм, характерный для комплекса в вод-

ном растворе. Однако более детальное сравнение полученного спектра флуорес-

ценции (рис. 75) со спектром флуоресценции водного раствора комплекса {Eu(III)–

ТЦ} (рис. 76) показало, что характер спектра пленки с иммобилизованным ком-

плексом европия (III) все же другой. В спектре отсутствуют второй и третий мак-

симумы при 595 и 581 нм, то есть тонкая структура спектра пропадает. Мы полага-

ем, что исчезновение этих максимумов может быть связано, во-первых, с влиянием 

на сигнал ИЖ, а, во-вторых, с другими по сравнению с водным раствором услови-

ями получения комплекса (нагревание в процессе получения раствора целлюлозы в 

ИЖ, другая кислотность среды, вызванная присутствием ионного растворителя, и 

т.п.). Спектры на рис. 76а наглядно подтверждают литературные данные о том, что 

связывание европия(III) в комплекс с ТЦ приводит к повышению интенсивности 

флуоресценции в 2.5 раза (то есть наблюдается сенсибилизированная флуоресцен-

ция). При этом полосы испускания комплекса и иона европия (III) не перекрывают-

ся, а ТЦ в аналитическом интервале длин волн не флуоресцирует. 

 

Рис. 75. Спектр флуоресценции пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–Eu(III)–ТЦ}. 

Содержание комплекса – 0.2 мг; λвозб.=390 нм, ширины входной и выходной щели – 

5 нм. 
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а) б) 

Рис. 76. Спектры флуоресценции растворов EuCl3 (λвозб.=279 нм), {Eu–ТЦ} (λвозб. = 

390 нм) (а), а также раствора ТЦ (λвозб. = 390 нм) (б). Концентрации, мкМ: Eu(III) – 

85, ТЦ – 255, стехиометрия комплекса {Eu–ТЦ} — 1:3; МОПС буферный раствор, 

рН 6.9; ширины входной и выходной щели – 5 нм. 

Сопоставление интенсивностей флуоресценции пленок {целлюлоза–

[BMIm][Cl]} с иммобилизованными комплексами Eu(ДПК)3 и {Eu(III)–ТЦ} при 

одинаковом их содержании (0.2 мг) показало, что сигнал комплекса с ТЦ при 617 

нм превышает таковой для дипиколината европия(III) в 26 раз. Пленка {целлюло-

за–[BMIm][AcO]–Eu(ДПК)3} даже при содержании комплекса равном 0.7 мг флуо-

ресцирует в 10 раз слабее пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–Eu(III)–ТЦ}, в которой 

содержание флуорофора 0.2 мг. Полученные результаты указывают на перспектив-

ность использования наиболее интенсивно флуоресцирующих пленок {целлюлоза–

[BMIm][Cl]–Eu(III)–ТЦ} для определения артемизинина и, особенно БР, как потен-

циального тушителя флуоресценции комплекса европия(III) c ТЦ. 

Применение целлюлозных пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]–Eu(III)–ТЦ} для 

определения АМ и БР. Прежде чем приступить к изучению влияния АМ и БР на ин-

тенсивность флуоресценции комплекса {Eu(III)ТЦ}, закрепленного нековалентно 

в пленке {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, исследовали характер действия каждого целе-

вого соединения на сигнал комплекса в растворе. 

Действие АМ в индикаторной системе {Eu(III)ТЦ}. Комплекс {Eu(III)ТЦ} 

широко используют в качестве флуоресцирующего реагента для определения пе-

роксида водорода [196, 197]. Методика основана на повышении сигнала флуорес-

ценции двойного комплекса {Eu(III)ТЦ} в буферном растворе MОПС с рН 6.9 за 

счет образования тройного комплекса {Eu(III)ТЦH2O2} (λвозб. = 406 нм, λфл. =617 

нм). Интенсивность флуоресценции возрастает пропорционально концентрации 

пероксида водорода при условии соблюдения стехиометрии комплекса Eu(III):ТЦ 

равной 3:1 [238]. На рис. 77 (кривые 1 и 2) приведены спектры флуоресценции, по-
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лученные нами при воспроизведении результатов работы [196] с Н2О2 концентра-

ции 10 мкМ, которые хорошо согласуются с литературными данными. Комплекс 

{Eu(III)ТЦ} получали по методике 7. Однако при введении в индикаторную си-

стему вместо пероксида водорода раствора АМ сигнал комплекса {Eu(III)ТЦ} не 

изменялся, то есть определять АМ с использованием такого подхода даже в рас-

творе невозможно, по-видимому, вследствие стерических затруднений при образо-

вании тройного комплекса {Eu(III)ТЦАМ}. 

 

Рис. 77. Спектры флуоресценции системы {Eu(III)ТЦ} в отсутствие (1) и в при-

сутствии (2) Н2О2, (3) ДАБКО. Концентрации: EuCl3 – 21 мкМ (1–3), ТЦ – 7 мкМ 

(1–3), Н2О2 – 10 мкМ (2), ДАБКО– 0.5 М (3) (МОПС буферный раствор, рН 6.9; 

λвозб. = 406 нм, ширины входной и выходной щели – 5 нм). 

Мы апробировали еще один подход к определению АМ с использованием ком-

плекса {Eu(III)ТЦ}. Этот подход заключался в предварительном кислотном раз-

ложении эндопероксида, в результате которого выделялся пероксид водорода (гл. 

2), с последующим «проявлением» последнего с помощью комплекса {Eu(III)ТЦ}. 

Для сочетания реакций разложения АМ 2.5М раствором соляной кислоты, условия 

которого были установлены ранее [219], и образования комплекса 

{Eu(III)ТЦH2O2} требовалось нейтрализовать реакционный раствор. Для этого 

выбрали сильное органическое основание ДАБКО (рис. 78), pKa,1 = 8.82 [239], ко-

торое хорошо растворяется в воде и, в отличие от третичных аминов, не дымится 

на воздухе. Возможность протекания побочной реакции окисления пероксидом во-

дорода третичного азота в молекуле ДАБКО до соответствующего N-оксида, ха-

рактерной для всех азотистых оснований, была невелика вследствие малой концен-

трации окислителя. 
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Рис. 78. Структурная формула ДАБКО. 

Мы ожидали, что применение ДАБКО, с одной стороны, позволит создать в 

индикаторной системе нужную кислотность (рН 6.9), а с другой стороны, не будет 

тушить флуоресценцию комплексов {Eu(III)ТЦ} и {Eu(III)ТЦH2O2} подобно 

тому, как это происходит в присутствии ионов щелочных металлов и аммония, аце-

тат-, карбонат-, гидрокарбонат- и фосфат-ионов [197]. Для достижения рН равного 

6.9 в реакционный раствор через 5 мин после проведения реакции разложения АМ 

2.5М HCl вводили 700 мкл 2М раствора ДАБКО. Полученный раствор перемеши-

вали и добавляли к нему 1680 мкл буферного раствора МОПС с рН 6.9 и раствор 

комплекса {Eu(III)ТЦ}, полученный по методике 7. 

При введении рассчитанного количества ДАБКО рН реакционного раствора 

(АМ+HCl) соответствовал 6.9, однако характерная желтая окраска комплекса 

{Eu(III)ТЦ} исчезала и, как результат, флуоресценция не наблюдалась (рис. 77, 

кривая 3). Аналогичная ситуация возникала не только в присутствии, но и в отсут-

ствие как АМ, так и H2O2. По-видимому, ДАБКО, как бидентатный лиганд, связы-

вает ионы Eu(III) в комплекс, и при использованной нами довольно большой его 

концентрации (0.5 М) тушит флуоресценцию {Eu(III)ТЦ}. В литературе имеется 

только одна работа [196], в которой флуоресценцию тройного комплекса изучали в 

присутствии ДАБКО. Однако концентрация основания в системе была в 40 раз 

меньше той, что использовали мы, поэтому тушение не наблюдалось. 

Полученные результаты, к сожалению, свидетельствуют о невозможности при-

менения индикаторной системы {Eu(III)ТЦ} для определения АМ в растворе, а, 

следовательно, и в целлюлозной пленке. 

Действие БР в индикаторной системе {Eu(III)ТЦ}. На первом этапе исследо-

вания воспроизвели эффект тушения флуоресценции комплекса {Eu(III)ТЦ} би-

лирубином в 0.1 М трис-HCl буферном растворе с рН 7.1 в соответствии с методи-

кой, приведенной в работе [199] (λвозб. = 390 нм, время реакции 15 мин; ширины 

входной и выходной щели – 5 нм). Следует сразу пояснить, что уменьшение флуо-

ресценции при действии пигмента, по мнению авторов [199], связано с замещением 

молекулы ТЦ в комплексе {Eu(III)ТЦ} на молекулу БР (рис. 22). Соотношение 

концентраций европия(III) и ТЦ в системе составляет 3.3 : 1, стехиометрия ком-

плекса не установлена. 
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При воспроизведении эксперимента получили уравнение градуировочной зави-

симости интенсивности флуоресценции комплекса {Eu(III)ТЦ} от концентрации 

БР: y=0.9959х + 10.488, x  c×107 М, r = 0.9885, которое отличалось от уравнения 

y=1.3709х + 29.68554, x  c×107 М, r = 0.994, приведенного в работе [199], более 

низкими значениями крутизны и фонового сигнала. При выяснении причин рас-

хождения результатов определения БР в модельных растворах нами и авторами ра-

боты [199] мы обратили внимание на некоторые недостатки предложенной ими ме-

тодики. Так, авторы не учитывали контрольный опыт, хотя раствор БР был приго-

товлен в щелочи, которая согласно литературным данным [235, 240], гасит флуо-

ресценцию комплекса {Eu(III)ТЦ}. Более того, реакционный раствор разбавляли 

не трис-HCl буферным раствором, а водой, что как мы показали, приводит к сдви-

гу заявленного значения рН на 0.2 ед. в сторону более низких значений. C учетом 

флуоресценции контрольного опыта и при разбавлении реакционного раствора не 

водой, а буферным раствором (методика 8) мы установили, что через 15 мин после 

добавления 10 мкМ раствора БР флуоресцентный сигнал комплекса {Eu(III)ТЦ} 

понижался на 10%, а при введении только NaOH — на 8%. Таким образом, вклад 

БР в уменьшение флуоресценции комплекса {Eu(III)ТЦ} составлял всего лишь 2%. 

Такое незначительное уменьшение сигнала дало нам повод усомниться в возмож-

ности замены ТЦ на БР в комплексе {Eu(III)ТЦ}.  

Для прояснения ситуации изучили спектры поглощения компонентов индика-

торной системы, их двойных смесей и тройной смеси Eu(III)+ТЦ+БР и сравнили их 

с аналогичными спектрами, приведенными в литературе (рис. 79 а и б соответ-

ственно). Для получения выраженных максимумов нам пришлось повысить кон-

центрацию ТЦ в 10 раз по сравнению с той, что указана в работе [199]. Из приве-

денных спектров видно, что Eu(III) (рис. 79а, кривая 2) не поглощает в изученном 

диапазоне длин волн. Напротив, ТЦ при 275 и 365 нм и БР при 440 нм имеют ярко 

выраженные максимумы (рис. 79а, кривые 1 и 3 соответственно). В спектре смеси 

Eu(III)ТЦ (рис. 79а, кривая 4) наблюдается полоса при 395 нм, которая отсутству-

ет в спектрах ТЦ и Eu(III), что однозначно свидетельствует об образовании ком-

плекса {Eu(III)ТЦ}. Однако при добавлении БР к Eu(III) или {Eu(III)ТЦ} (рис. 

79а, кривые 6 и 7 соответственно) новый максимум в спектре не возникает, что не 

позволяет нам, в отличие от авторов, с уверенностью утверждать, что образуется 

комплекс {Eu(III)БР}, а ТЦ вытесняется из координационной сферы европия (III). 

Доказательством взаимодействия БР с комплексом {Eu(III)ТЦ} авторы счита-

ют увеличение поглощения смеси {Eu(III)ТЦ–БР} (рис. 79б, кривая 7) по сравне-

нию с поглощением {Eu(III)ТЦ} (рис. 79б, кривая 4) и небольшой сдвиг максиму-
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ма поглощения смеси {Eu(III)ТЦ–БР} по сравнению с полосой {Eu(III)ТЦ}. Од-

нако, на наш взгляд, это не столь очевидный вывод. Сравнение спектров поглоще-

ния БР и смеси {Eu(III)–БР} (рис. 79а, кривые 3 и 6 соответственно) показало, что в 

присутствии иона металла изменяется форма спектра пигмента: при 440 нм погло-

щение уменьшается, а максимум уширяется. Однако такое изменение спектра БР 

может быть обусловлено не только образованием комплекса с ионом Eu(III), но и 

изменением состояния БР в растворе после введения иона металла вследствие об-

разования кластеров или флокулянтов пигмента [241], о чем свидетельствует нали-

чие плеча в спектре БР в области 480–560 нм. Реальная растворимость БР в ФБР - 

7.4 составляет < 0.005 мг в 100 мл (то есть 85 пмольл-1), а при бóльших концен-

трациях пигмента, в том числе и при изученной нами концентрации 2 мкмольл-1, 

БР существует в растворе в виде коллоидного золя [241], что способствует образо-

ванию флокулянтов БР. 

а) б) 
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5. ТЦ–БР 
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7. Eu3+–ТЦ–БР 

Рис. 79. Спектры поглощения компонентов индикаторной реакции, их смесей и ко-

нечной реакционной смеси, полученные нами (а) и известные из литературы [199] 

(б). Концентрации, мкМ: Eu(III) – 74, ТЦ – 222, БР – 2; 0.1 М трис-HCl буферный 

раствор, рН 7.1; раствор сравнения – трис-HCl буферный раствор. 

Авторы работы [199] утверждают, что в индикаторной системе также образует-

ся комплекс {ТЦ–БР}. Доказательством этого они считают увеличение поглощения 

в системе {ТЦ-БР} (рис. 79б, кривая 5) по сравнению с поглощениями индивиду-

альных растворов ТЦ и БР (рис. 79б, кривые 1 и 3 соответственно). Однако спектр, 

А 

λ, нм 
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полученный математическим сложением спектров поглощения ТЦ и БР (рис. 80, 

кривая 4), практически совпадает со спектром их смеси (рис. 80, кривая 3), из чего 

можно сделать вывод, что комплекс {ТЦ–БР} у нас не образуется.  

 

1.        ТЦ 

2.        БР 

3. ТЦ-БР 

4.        ТЦ+БР 

Рис. 80. Спектры поглощения 222 мкМ раствора ТЦ и 2 мкМ раствора БР, а также 

их смесей; 0.1 М трис-HCl буферный раствор, рН 7.1. Раствор сравнения – трис-

HCl буферный раствор. 

 

 

 

Рис. 81. Спектр поглощения 8.6 мкМ раствора БР в 0.1 М ФБР, рН 7.4 [241]. 
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Рис. 82. Спектр поглощения 2 мкМ раствора БР, приготовленного на 0.1 М раство-

ре NaOH, после 7-дневного хранения в холодильнике при 4°С; 0.1 М трис-HCl бу-

ферный раствор, рН 7.1. Раствор сравнения – трис-HCl буферный раствор. 

Мы выявили различие в спектрах поглощения раствора БР, полученных нами и 

авторами работы [199] (рис. 79 а и б, кривые 3). Однако наш спектр поглощения 

хорошо согласовался со спектром поглощения БР, приведенного в другом литера-

турном источнике [241], рис. 81. Отсутствие на рис. 79б (кривая 3) выраженного 

характеристического максимума поглощения БР при 440 нм может означать, что, 

либо раствор БР не был свежеприготовленным, либо молекула пигмента была по-

вреждена при перемешивании, встряхивании или действии ультразвука. БР чув-

ствителен к рН, действию света, присутствию в его растворе окислителей и даже 

следовых количеств ионов металлов. Мы показали, что при хранении щелочного 

раствора БР в течение 7 суток в холодильнике его максимум поглощения при 440 

нм уменьшается (рис. 82) и спектр становится все более похожим на приведенный 

на рис. 79б  (кривая 3). Полученные результаты указывают на то, что обнаружен-

ный авторами [199] эффект тушения флуоресценции мог быть обусловлен не БР, а 

продуктом его превращения. 

В литературе [242] мы нашли информацию об образовании двойного комплекса 

{Eu(III)–БР}. Электрохимическим методом было показано, что комплекс {Eu(III)–

БР} образуется в трис-HCl буферном растворе при рН 8.0 при наличии избыточ-

ных количеств Eu(III) по отношению к БР. Такая индикаторная система содержала 

не три, а всего лишь два компонента, что должно было, по нашему мнению, облег-

чить трактовку полученных результатов. Влияние БР на флуоресценцию 

европия(III) изучили при двух значениях рН: 8.0, при котором образуется комплекс 

{Eu(III)БР} и 7.1, наиболее подходящем для системы {Eu(III)ТЦБР}. Помимо 

рН варьировали концентрации иона металла и концентрацию БР, соблюдая при 

этом условие, что лантаноид должен присутствовать в избыточном по отношению 

к пигменту количестве. Как видно из данных табл. 17, при концентрациях БР рав-
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ных 10 и 20 мкМ и концентрации Eu(III) 70 мкМ, флуоресцентный сигнал неустой-

чив при двух изученных значениях рН, меняется во времени и практически не за-

висит от концентрации БР. При концентрациях БР и Eu(III) 2 и 7 мкМ соответ-

ственно сигнал возрастает по сравнению с его величиной в отсутствие БР, причем в 

большей степени при рН 7.1, а не при рН 8.0, как мы ожидали. При этом по мере 

выдерживания БР в растворе Eu(III) заметна тенденция роста сигнала, которая при 

нейтральном рН выражена сильнее, чем в слабо щелочном реакционном растворе. 

Нам не удалось найти в литературе объяснение наблюдаемым в системе эффектам. 

Можно только предположить, что образующийся комплекс {Eu(III)БР} обладает 

более выраженными флуоресцентными свойствами, подходящие условия проявле-

ния которых требуют дополнительного изучения в растворе. 

Сложность рассматриваемых индикаторных систем, по нашему мнению, состо-

ит прежде всего в том, что до конца непонятны причины уменьшения сигнала ком-

плекса {Eu(III)ТЦ} в присутствии БР, а также повышения флуоресценции евро-

пия(III) при введении пигмента. Для принятия окончательного решения о целесо-

образности использования индикаторной системы {Eu(III)ТЦ} для определения 

БР с помощью целлюлозных пленок необходимы исследования в растворе, направ-

ленные на выяснение причин и механизма тушения флуоресценции {Eu(III)ТЦ} 

билирубином, а также условий проявления эффекта тушения в отсутствие и в при-

сутствии хлоридной ИЖ. 

Таблица 16. Зависимость интенсивности флуоресценции системы {Eu(III)БР} от 

времени наблюдения за сигналом (0.1 М трис-HCl буферный раствор, λвозб.= 279 

нм, λфл.= 617 нм, ширины входной и выходной щели  5 нм; n = 3, P = 0.95)  

Концентрации (в кювете), 

мкМ 

I, усл. ед. через t (мин) наблюдения 

Eu(III) БР 0  10 20 

рН 7.1 

70 0 132±4 

20 145 159 151 

10 135 149 148 

7 0 68±2 

2 118 157 165 

рН 8.0 

70 

0 158±10 

20 159 135 129 

10 121 126 128 

7 0 101±4 

2 123 134 140 
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Таким образом, в результате проведенных исследований мы получили оптиче-

ски прозрачные флуоресцирующие пленки состава {целлюлоза–[BMIm][AcO]–

Eu(ДПК)3} и {целлюлоза–[BMIm][Cl]–Eu(III)–ТЦ}, которые могут служить потен-

циальными чувствительными элементами флуоресцентных сенсоров. Невозмож-

ность использования предложенных пленок для определения АМ и БР по обсуж-

денным выше причинам не исключает других возможностей их применения в бу-

дущем. Справедливость этого заключения подтверждена многочисленными приме-

рами успешного использования лантанидных комплексов в растворе в целях хими-

ческого анализа [194,195]. 

Глава 7. Пленки {целлюлоза[BMIm][Cl]} 

для флуориметрического определения артемизинина 

Ранее в главе 6.2. мы показали, что пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ} обла-

дают интенсивной флуоресценцией (рис. 58а, λвозб.= 355 нм, λфл.= 581 нм), довольно 

хорошо удерживают катионный ксантеновый краситель ПБ (табл. 14) и поэтому 

являются перспективными материалом для их использования в сенсорных флуо-

ресцентных системах для определения АМ. Напомним, что в гл. 4 на основании 

имеющихся литературных данных (гл. 2) мы выбрали две индикаторные флуорес-

центные системы для определения АМ. Обе системы основаны на реакции окисле-

ния ПБ в присутствии АМ, только в одной системе катализатором служит МП, а в 

другой — ее синтетический аналог, комплекс {Mn(II)–ДДС}. Действие АМ в ука-

занных индикаторных системах ранее не было изучено, поэтому созданию целлю-

лозных пленок с включенными в них компонентами указанных индикаторных си-

стем предшествовало детальное изучение реакций в растворе. Результаты этих ис-

следований обсуждены в гл. 7.1. 

7.1. Реакция окисления пиронина Б артемизинином в присутствии  

биокатализаторов и их синтетических аналогов в растворе 

Ранее в гл. 2 отмечали, что в реакциях окисления ПБ артемизинином наиболь-

шей каталитической активностью и эффективностью обладает Гб (табл. 3). Прежде 

чем приступить к изучению выбранных нами каталитических систем с участием 

МП и комплекса {Mn(II)ДДС}, изучили спектры флуоресценции индивидуальных 

компонентов реакции (рис. 83), а затем воспроизвели катализируемую Гб реакцию 

окисления ПБ водно-этанольным раствором АМ в условиях, описанных в работе 

[118]. В этих целях использовали этанольный раствор ПБ и водно-этанольный (95:5 

об.%) раствор АМ. Спектры флуоресценции каталитической реакции окисления ПБ 

раствором АМ регистрировали при комнатой температуре через 2 мин после сме-

шения реагентов. 
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Как видно из рис. 83, максимум флуоресценции ПБ соответствует 563 нм, т.е. 

сдвинут в длинноволновую область по сравнению с полосой максимальной флуо-

ресценции ПБ (547 нм), известной из литературы [118]. Батохромный сдвиг, по-

видимому, связан с применением препарата ПБ другого производителя, влиянием 

на сигнал компонентов универсального буферного раствора: уксусной, борной и 

орто-фосфорной кислот и NaOH, а также примесей в них. Этим же обстоятель-

ством можно объяснить тот факт, что величина флуоресцентного сигнала красите-

ля почти в 3 раза меньше той, что указана в литературе. Гб и АМ практически не 

флуоресцируют в интервале длин волн 555579 нм, в котором интенсивно излучает 

ПБ. 

  
Рис. 83. Спектры флуоресценции растворов ПБ, Гб и АМ. Концентрации: ПБ – 2 

мкМ; Гб – 15 нМ; АМ – 0.48 мкМ; УБР, рН 7.2, λвозб.= 345 нм, ширины входной и 

выходной щели – 5 нм. 

На рис. 84 приведены спектры флуоресценции ПБ, его смеси с Гб, а также си-

стемы ПБГбАМ в УБР. Из рисунка видно, что интенсивность флуоресценции ПБ 

при 563 нм практически не изменялась даже при высокой концентрации АМ (71 

мкМ); небольшое уменьшение сигнала (8 ед.) зафиксировали только при 446 нм. 

 
Рис. 84. Спектры флуоресценции системы ПБ–Гб в отсутствие и присутствии АМ. 

Концентрации: ПБ – 2 мкМ; Гб – 15 нМ; АМ – 71 мкМ (УБР, рН 7.2, λвозб. = 345 нм, 

ширины входной и выходной щели– 5 нм).  
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Интенсивность флуоресценции в системе ПБ–Гб в присутствии малых концен-

траций АМ (5 мкМ) понижалась заметно, если концентрация белка в реакционном 

растворе в 660 раз превышала указанную в литературе концентрацию (рис. 85). 

Однако флуоресценцию красителя тушил не только АМ, но и Гб, который при 

микромолярных концентрациях уменьшал интенсивность сигнала не менее чем на 

30%. Мы предполагаем, что несовпадение полученных нами результатов с литера-

турными данными [118] может быть вызвано другим качеством используемых пре-

паратов АМ и Гб. 

 

Рис. 85. Спектры флуоресценции системы ПБГбАМ. Концентрации: ПБ – 2 мкМ, 

Гб – 10 мкМ, АМ – 5 мкМ (УБР, рН 7.2; λвозб. =345 нм, ширины входной и выход-

ной щелей – 5 нм). 

Несмотря на получение не слишком обнадеживающих данных, оставалась 

надежда достичь эффективного тушения флуоресценции ПБ в присутствии АМ с 

использованием в качестве биокатализатора МП, поскольку структура этого так 

называемого мини-фермента, в отличие от состоящего из 4-х субъединиц Гб, сте-

рически более доступна для взаимодействия с эндопероксидом. 

Определение артемизинина с использованием системы пиронин Б – микропе-

роксидаза-11/{Mn(II) – додецилсульфат натрия}. Действие АМ на флуоресцентный 

сигнал ПБ в присутствии МП исследовали в условиях, описанных в литературе 

[120] для цитохрома с. Из рис. 86 видно, что МП не обладает собственной флуо-

ресценцией и не влияет, как и этанол, на интенсивность флуоресценции красителя. 

При добавлении в реакционный раствор АМ резко уменьшался флуоресцентный 

сигнал, что свидетельствовало о перспективности использования этой индикатор-

ной системы для разработки методики определения АМ. 
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Рис. 86. Спектры флуоресценции системы ПБМПАМ. Концентрации: ПБ – 2 

мкМ, МП – 5 мкМ, АМ – 5 мкМ (УБР, рН 6.0; здесь и далее – λвозб. = 345 нм, ширины 

входной и выходной щелей – 5 нм). 

Cпектры флуоресценции продукта реакции ПБ–{Mn(II)–ДДС}–АМ регистри-

ровали в наиболее подходящих условиях для определения H2O2 [243]: УБР, рН 5.3, 

концентрации ПБ — 2 мкМ, Mn(II) и ДДС – 0.1 мМ; λвозб. = 345 нм, ширины вход-

ной и выходной щелей — 5 нм. При введении водно-этанольного раствора АМ с 

концентрацией 1 и 10 мкМ в индикаторную систему в отсутствие комплекса 

{Mn(II)ДДС} интенсивность флуоресценции ПБ оставалась практически такой же, 

как и в контрольном опыте (табл. 17), в то время как при добавлении 1 мкМ Н2О2 

при прочих равных условиях флуоресценция уменьшалась, хотя и незначительно 

(на 12 ед.). Заметим, что в присутствии 0.15 об.% этанола, добавленного в реакци-

онный раствор вместе с АМ (или с Н2О2), интенсивность флуоресценции ПБ прак-

тически не изменялась. 

Таблица 17. Зависимость интенсивности флуоресценции ПБ при 569 нм от состава 

реакционной смеси, времени проведения реакции и условий измерений  

 

Состав реакционной смеси 

I, усл. ед. 

Без продувки N2 

через 

С продувкой 

N2 в течение 

15 мина 2 мин 30 мин 

ПБ 208.18 207.56 182.83 

ПБC2H5OH (0.15 об.%) 208.09 203.07 185.02 

ПБH2O2 (1 мкМ)C2H5OH (0.15 об.%) 195.68 182.35 150.68 

ПБАМ (1 мкМ) 208.70 194.67 188.88 

ПБАМ (10 мкМ) 204.32 181.51 184.29 

ПБH2O2 (1 мкМ)C2H5OH (0.15 

об.%){Mn(II)ДДС} 
168.81 162.53 126.03 

ПБАМ (1 мкМ){Mn(II)ДДС} 177.66 162.46 138.80 

ПБАМ (10 мкМ){Mn(II)ДДС} 176.10 166.15 133.75 

аспектр флуоресценции регистрировали через 2 мин после начала реакции. 
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В присутствии комплекса {Mn(II)ДДС} флуоресцентный сигнал ПБ умень-

шался более заметно при добавлении как H2O2, так и АМ. АМ при концентрации 10 

мкМ понижал интенсивность флуоресценции на 33 ед. (15.8%), в то время как в от-

сутствие комплекса — всего на 3.8 ед. (1.83%), если интенсивность флуоресценции 

измеряли через 2 мин после начала реакции. При увеличении времени проведения 

реакции с 2 до 30 мин сигнал в присутствии АМ уменьшался в большей степени, 

однако не столь существенно, чтобы увеличивать время на проведение одного 

определения в 15 раз. Тушение флуоресценции было эффективнее при добавлении 

H2O2. Очевидно, что комплекс {Mn(II)ДДС} катализирует окисление ПБ артеми-

зинином, подобно тому, как это происходило при использовании H2O2. Механизм 

каталитического действия комплекса {Mn(II)–ДДС} в реакции окисления ПБ пе-

роксидом водорода достоверно не установлен, однако предложена наиболее веро-

ятная схема действия комплекса (рис. 87). 

 

Рис. 87. Предполагаемый механизм действия комплекса {Mn(II)ДДС} в реакции 

окисления ПБ раствором H2O2 (АМ) [243]. 

В литературе [238] имеются сведения о том, что растворенный в воде кислород 

тушит флуоресценцию ПБ за счет столкновений с молекулами флуорофора. Одна-

ко влияние кислорода на сигнал ПБ изучали при других условиях возбуждения 

флуоресценции: λвозб .= 500 нм, λфл. = 580 нм. При выяснении того, как будет ме-

няться интенсивность флуоресценции ПБ при удалении из реакционной смеси рас-

творенного О2 путем продувки его азотом в течение 15 мин, установили, что сигнал 

ПБ не увеличился, как ожидали, а, напротив, уменьшился на 30% по сравнению с 
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его величиной в системе без продувки. Такая ситуация наблюдалась как в отсут-

ствие, так и в присутствии этанола. Для объяснения полученных результатов по-

требуется отдельное исследование. 

При введении в систему АМ и после продувки системы азотом флуоресцент-

ный сигнал в отсутствие комплекса {Mn(II)ДДС} не изменялся, а в присутствии 

катализатора значимо уменьшался (на 25.6 и 27.7% при концентрациях АМ 1 и 10 

мкМ соответственно и на 32% при введении в систему 1 мкМ H2O2). 

Полученные данные показывают, что, хотя удаление кислорода продуванием 

реакционного раствора азотом не позволяет повысить сигнал ПБ, тем не менее, 

способствует усилению эффекта тушения АМ. Все дальнейшие эксперименты про-

водили без продувки реакционной смеси азотом, поскольку сочли не оправданным 

значительно увеличивать продолжительность анализа и его трудоемкость для уси-

ления эффекта тушения всего лишь в 2 раза. 

В целом полученные результаты свидетельствуют о целесообразности приме-

нения выбранных индикаторных систем для разработки методик флуориметриче-

ского определения АМ. 

Выбор рН и природы буферного раствора. Подбор выгодных для определения 

АМ условий в системах ПБМП/{Mn(II)ДДС} начали с выбора подходящего зна-

чения рН. Работу проводили по методикам 8а и 9а с той лишь разницей, что в фер-

ментативной системе вместо цитохрома с использовали МП, а в системе 

ПБ{Mn(II)ДДС} водный раствор H2O2 заменили водно-этанольным (95:5 об.%) 

раствором АМ. Концентрация раствора АМ при этом рН составляла 5 мкМ. 

Из рис. 88 видно, что наибольший эффект тушения флуоресценции ПБ раство-

ром АМ достигается в интервале рН от 5.0 до 6.2. При использовании в качестве 

катализатора реакции комплекса {Mn(II)–ДДС} наибольшие разности интенсивно-

стей флуоресценции ПБ в отсутствие и в присутствии АМ, а также отношение этих 

сигналов наблюдаются не при рН 5.3, как это было в присутствии H2O2, а при рН 

5.9 (рис. 89), который и выбрали для дальнейших исследований для удобства срав-

нения результатов, полученных при использовании двух индикаторных систем. За-

метим, что сигналы флуоресценции ПБ при катализе МП в меньшей степени зави-

сят от рН реакционного раствора, чем в системе ПБ–{Mn(II)–ДДС}. 
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Рис. 88. Зависимости величин I от pH реакционной среды в системе ПБ–МП. 

Концентрации: ПБ – 2 мкМ, МП – 5 мкМ, АМ – 5 мкМ (УБР; время реакции – 2 

мин). 

а) 

 
б) 

 
Рис. 89. Зависимости величин I (а) и I0/I (б) от pH реакционной смеси в системе 

ПБ–{Mn(II)–ДДС}–АМ. Концентрации: ПБ – 2 мкМ, Mn(II) и ДДС – 0.1 мМ, АМ – 

5 мкМ. 
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При рН 5.9 буферными свойствами, помимо УБР, обладают также цитратный, 

фосфатный и цитратно-фосфатный буферные смеси. На рис. 90 представлена диа-

грамма, иллюстрирующая зависимость интенсивности флуоресценции ПБ в отсут-

ствие и в присутствии АМ от природы буферного раствора. 

а) 

 

б) 

 

Рис. 90. Зависимость интенсивности флуоресценции ПБ в отсутствие и присут-

ствии 5мкМ раствора АМ от природы буферного раствора в системах ПБМП (а) и 

ПБ{Mn(II)ДДС} (б). Концентрации: ПБ – 2 мкМ (а, б), МП – 5 мкМ (а), Mn(II) и 

ДДС – 0.1 мМ (б) (рН 5.9). 

Из рис. 90 видно, что применение УБР обеспечивает не только высокий сигнал 

ПБ, но и наибольший эффект тушения флуоресценции при введении АМ, который 

возрастал в ряду буферных растворов: фосфатный  цитратно-фосфатный  цит-

ратный  универсальный. Уменьшение сигнала ПБ в буферных системах, содер-
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жащих лимонную кислоту, в отсутствие АМ можно объяснить образованием ком-

плексов ионами Mn2+ с цитрат-ионами, что понижало активность металла-

катализатора. Уменьшение сигнала в фосфатном буферном растворе может быть 

связано с тушением флуоресценции фосфат-ионами за счет образования комплек-

сов с ионами Mn(II). Универсальный и цитратно-фосфатный буферные растворы 

также содержат фосфат-ионы, однако их концентрация в них значительно ниже, 

чем в составе фосфатной буферной смеси. Таким образом, для проведения обеих 

индикаторных реакций выбрали УБР с рН 5.9.  

При варьировании объема УБР от 100 мкл до 3.5 мл (2.86 и 85.7 об.% соответ-

ственно) величина сигнала практически не менялась. Так, например, в реакции 

окисления ПБ раствором АМ, катализируемой комплексом {Mn(II)ДДС}, интен-

сивность флуоресценции изменялась от 172 до 170 ед. В дальнейшем использовали 

до 3.0 мл универсального буферного раствора, общий объем реакционной смеси 

при этом составлял 3.5 мл. 

Выбор концентраций пиронина Б, катализаторов и времени проведения ре-

акции. При варьировании концентрации красителя в системе ПБМП изменялся 

как сигнал контрольного опыта, так и полезный сигнал, поэтому использовали их 

отношение I0/I (рис. 91). В качестве наиболее подходящей выбрали концентрацию 

красителя 2 мкМ, выше которой величина I0/I более не менялась.  

Из рис. 92а видно, что при концентрациях красителя меньших, чем 2 мкМ сиг-

налы в отсутствие и в присутствии АМ статистически не различаются. Максималь-

ное отношение интенсивностей наблюдается также при концентрации ПБ  2 мкМ 

(рис. 92б), которую и выбрали для дальнейшей работы. 

 

Рис. 91. Зависимость величины I0/I от концентрации ПБ в системе ПБМП. Кон-

центрации: МП – 5 мкМ, АМ – 5 мкМ (УБР, рН 5.9; время реакции – 2 мин). 

 



 

 164 

а)                                                                            б) 

  

Рис. 92. Зависимость от концентрации ПБ интенсивности флуоресценции в отсут-

ствие (1) и в присутствии 5 мкМ раствора АМ (2) (а) и их соотношения (б). Кон-

центрации: Mn(II) и ДДС – 0.1 мМ (УБР, рН 5.9). 

 

 

Рис. 93. Зависимость величины I0/I от концентрации МП. Концентрации: ПБ – 2 

мкМ, АМ – 5 мкМ (УБР, рН 5.9; время реакции – 2 мин, λвозб. = 345 нм, λфл. = 569 нм, 

ширины входной и выходной щелей – 5 нм; n = 3, P = 0.95). 

При концентрации МП равной 4 мкМ величина I0/I достаточно велика и хорошо 

воспроизводима (рис.93). 

Зависимости величины I0/I от концентраций Mn(II) и ДДС приведены на рис. 

94–95. Из экспериментальных данных видно, что в присутствии АМ наибольшей 

каталитической активностью обладает комплекс {Mn(II)-ДДС} состава 1:1, кон-

центрации иона металла и ПАВ составляют 0.1 мМ. 
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Рис. 94. Зависимость величины I0/I от концентрации Mn(II). Концентрации: ПБ – 2 

мкМ, ДДС – 0.1 мМ, АМ – 5 мкМ (УБР, рН 5.9; время реакции – 2 мин). 

 

Рис. 95. Зависимость величины I0/I от концентрации ДДС. Концентрации: ПБ – 2 

мкМ, Mn(II) – 0.1 мМ, АМ – 5 мкМ (УБР, рН 5.9; время реакции – 2 мин). 

Для подтверждения гипотезы об образовании комплекса ионов марганца(II) с 

ДДС получили спектры поглощения растворов Mn(II), ДДС, а также их смеси (рис. 

96). Сумма оптических плотностей растворов индивидуальных веществ Mn(II) и 

ДДС не равна величинам оптической плотности раствора смеси, следовательно, 

образуется комплекс. 
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Рис. 96. Спектры поглощения водных растворов Mn(II), ДДС и комплекса 

{Mn(II)ДДС} (1:1). Концентрации: Mn(II) и ДДС – 2.5 мМ (раствор сравнения  

УБР, рН 5.9, l = 1см). 

ДДС является анионным ПАВ, поэтому при ККМ равной 8 мМ и выше ДДС 

может влиять на интенсивность флуоресценции ПБ в отсутствие и в присутствии 

АМ и Mn(II). Известно [244], что введение в индикаторную систему ПАВ различ-

ной природы позволяет направленно изменять величину флуоресцентного сигнала 

за счет включения флуорофора в мицеллы ПАВ. Такой подход широко применяют 

в практике химического анализа для повышения чувствительности и селективности 

флуориметрических методик. Несмотря на то, что концентрация ДДС в нашей ин-

дикаторной системе в 80 раз меньше ККМ, изучили влияние ДДС на интенсивность 

флуоресценции ПБ при концентрациях, превышающих ККМ. Из рис. 97 видно, что 

при концентрациях ДДС, равных 15 и 40 мМ, интенсивность флуоресценции воз-

растает почти в 2 раза, однако, уменьшение сигнала в присутствии 5 мкМ АМ ста-

тистически незначимо. Следовательно, АМ тушит флуоресценцию ПБ только в 

присутствии катализаторов. Эффект тушения АМ не проявляется в мицеллярной 

среде ДДС. 

 

Рис. 97. Зависимость интенсивности флуоресценции ПБ в отсутствие и присут-

ствии АМ от концентрации ДДС. Концентрации: ПБ – 2 мкМ, АМ – 5 мкМ (УБР, 

рН 5.9). 

ДДС Mn(II)–ДДС 
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Далее изучили зависимость величины I0/I от времени проведения индикатор-

ных реакций. Наиболее удобным считали время, через которое величина I0/I дости-

гала наибольшего значения и далее не менялась. Согласно данным работы [243] 

скорость реакции окисления ПБ пероксидом водорода в присутствии комплекса 

{Mn(II)ДДС} высока: через одну минуту после начала реакции кривая зависимо-

сти I0/I от времени проведения реакции выходит на плато и более не меняется. 

Окислительная способность АМ выражена в меньшей степени по сравнению с 

Н2О2 (табл. 17), поэтому отношение сигналов перестает меняться только через 2 

мин после смешения реагентов (рис. 98, кривая 2). Это время выбрали в качестве 

наиболее удобного для последующего проведения экспериментов. 

При использовании системы ПБМП величина I0/I в течение 1 мин достигала 

значения 1.55, а затем медленно возрастала в течение 15 мин. Заметим, что сигнал 

системы в контрольном опыте в течение изученного интервала времени оставался 

постоянным в обеих индикаторных реакциях. В качестве удобного времени прове-

дения ферментативной реакции выбрали 1 мин, при котором наблюдалась самая 

высокая воспроизводимость результатов анализа. 

 

Рис. 98. Зависимость величины I0/I от времени проведения реакции окисления ПБ 

раствором АМ в присутствии МП (1) и комплекса {Mn(II) – ДДС} (2). Концентра-

ции: ПБ – 2 мкМ (1, 2), МП – 4 мкМ (1), Mn(II) и ДДС – 0.1 мМ (2), АМ – 5 мкМ (1, 

2) (УБР, рН 5.9). 

Выбор природы и содержания органического растворителя. Поскольку ин-

тенсивность флуоресценции зависит от природы органического растворителя, в ко-

тором приготовлен исходный раствор АМ, изучили зависимость сигнала в отсут-

ствие и в присутствии АМ, растворенного в метаноле и ДМСО, и впоследствии 

разбавленного водой в 20 раз. В выбранных полярных растворителях, так же, как и 

1 

2 



 

 168 

в этаноле, АМ хорошо растворим (гл. 2). На рис. 99 представлена диаграмма, ил-

люстрирующая зависимость интенсивности флуоресценции ПБ от природы орга-

нического растворителя при постоянном его содержании в рабочем растворе 5 

об.%. При этом содержание органического растворителя в реакционном растворе 

не превышало 2.9 об.%. 

Из рис. 99 видно, что в обеих индикаторных системах применение этанола в 

качестве сорастворителя для приготовления раствора АМ обеспечивает не только 

высокий сигнал ПБ, но и наибольшую степень тушения флуоресценции АМ (% для 

системы ПБ–МП; ПБ–{Mn(II)-ДДС}), которая возрастает в ряду растворителей: 

метанол (18; 3)  ДМСО (22; 5)  этанол (38; 13). В качестве наиболее подходящего 

сорастворителя для АМ выбрали этанол. 

а) б) 

 
 

Рис. 99. Зависимость интенсивности флуоресценции ПБ в отсутствие и присут-

ствии АМ от природы растворителя для приготовления раствора АМ. Концентра-

ции: ПБ – 2 мкМ (а, б), МП – 4 мкМ (а), Mn(II) и ДДС – 0.1 мМ (б), АМ – 5 мкМ (а, 

б), содержание органического растворителя в рабочем растворе АМ – 5 об.% (УБР, 

рН 5.9; время реакции – 1 (а) и 2 (б) мин). 

При увеличении содержания этанола в рабочем растворе АМ сигнал продукта в 

контрольном опыте уменьшался незначительно (не более чем на 10 усл. ед.; 4.3%), 

(рис. 100), в то время как отношение сигналов I0/I практически не изменялось по 

величине (рис. 101). Однако в системе с участием МП влияние этанола на сигнал 

выражено несколько сильнее, чем в случае катализа комплексом (3 и 0.7% соответ-

ственно). Таким образом, использование этанольного раствора АМ возможно в 

двух индикаторных системах, хотя для системы ПБ{Mn(II)ДДС} он более пред-

почтителен. 
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а) 

 
б) 

 
Рис. 100. Зависимость интенсивности флуоресценции ПБ в отсутствие и присут-

ствии 5 мкмоль л-1 АМ от объемного содержания органического растворителя в 

водном растворе АМ для систем ПБ–МП (а) и ПБ–{Mn(II)ДДС} (б). Концентра-

ции: ПБ – 2 мкМ, Mn(II) и ДДС – 0.1 мМ (УБР, рН 5.9). 

 

Рис. 101. Зависимость отношения I0/I от объемного содержания этанола в водном 

растворе АМ. Концентрации: ПБ – 2 мкМ (1, 2), МП – 4 мкМ (1), Mn(II) и ДДС – 

0.1 мМ (2), АМ – 5 мкМ (1, 2) (УБР, рН 5.9; время реакции – 2 мин). 
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Таким образом, в результате подбора подходящих условий проведения реакций 

окисления ПБ раствором АМ, катализируемых МП и комплексом {Mn(II)ДДС}, 

выбрали параметры, представленные в табл. 18. 

Таблица 18. Наиболее подходящие условия проявления действия АМ в системах 

ПБМП и ПБ{Mn(II)ДДС}(универсальный буферный раствор; λвозб. = 345 нм, λфл. 

= 569 нм, ширины входной и выходной щелей – 5 нм) 

Система 

Выбранные параметры 

рН сПБ, 

мкМ 

с(катализа-

тора), мкМ 

Время проведения реак-

ции, мин 

ПБМП 5.06.2 2 4 1 

ПБ{Mn(II)ДДС} 5.9 2 100 2 

Выбранные нами условия тушения артемизинином флуоресценции ПБ в изу-

ченных системах похожи; различаются между собой, главным образом, концентра-

ции катализаторов. Концентрация МП в 25 раз меньше концентрации комплекса 

{Mn(II)ДДС}. Дополнительным преимуществом биокаталитической системы яв-

ляется диапазон в единицу рН, в котором наиболее эффективно действие АМ. 

Сравнительный анализ изученных флуориметрических систем  

для определения артемизинина 

Флуориметрическое определение артемизинина в модельных растворах.  

В выбранных нами условиях (табл. 18) разработали методики определения 

АМ (гл. 3.3), аналитические характеристики которых представлены в табл. 19.  

Таблица 19. Аналитические характеристики разработанных флуориметрических 

методик определения АМ  

Система ДОК, 

мкМ 

Уравнение градуиро-

вочной зависимости 

(n = 8, P = 0.95) 

r sr при 

 сн 

(n=5) 

смин, мкМ 

ПБМП 0.1 – 7 yа = (0.101 ± 0.003)х + 

(1.060 ± 0.010) 

0.9970 0.008 0.07 

ПБ{Mn(II)ДДС} 0.2 – 8 y = (0.0622 ± 0.0009)x+ 

(1.035 ± 0.004) 

0.9993 0.007 0.12 

а y  I0/I, x  c, мкM. 

Сопоставление коэффициентов чувствительности и пределов обнаружения двух 

методик показывает, что система с биологическим катализатором позволяет опре-

делять АМ с большей чувствительностью практически в одном и том же диапазоне 

концентраций. Более низкий предел обнаружения АМ с использованием системы 

ПБМП связан, по нашему мнению, с отсутствием влияния МП на сигнал, в то 

время как комплекс {Mn(II)ДДС} обладает слабым собственным тушением. Обе 
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методики характеризуются хорошей воспроизводимостью. Следует отдельно ого-

ворить тот факт, что в литературе предел обнаружения для систем с участием ци-

тохрома с, Гб, ПХ и тирозиназы рассчитывали в отсутствие этанола, поскольку ме-

тодики разрабатывались для определения АМ в сыворотке крови и моче. В связи с 

этим сопоставлять характеристики предложенных нами и известных из литературы 

флуориметрических методик определения АМ (табл. 3) не совсем корректно. 

Потенциально определению АМ могут мешать ионы металлов, способные об-

разовывать комплексы с определяемым соединением (Fe(II), Fe(III), Mn(II), Cu(II)) 

(гл. 2), и/или влиять на эффективность действия катализатора (Mg(II), Mn(II)). 

Кроме того, можно ожидать, что мешающее действие на результаты определения 

АМ будут оказывать такие вспомогательные компоненты БАД, как стеарат магния 

и инулин (полимер D-фруктозы, гидролизующийся до глюкозы). К сожалению, 

изучить мешающее действие последних не удалось из-за отсутствия их препаратов. 

Считали, что компонент не мешает определению АМ, если в его присутствии 

относительная погрешность величины I0/I изменялась менее чем на 5% по сравне-

нию с таковой в его отсутствие. Изучение селективности разработанных методик 

(табл. 20) при концентрации АМ в системе 1 мкМ показало, что методики сопоста-

вимы по селективности между собой и с методиками, описанными в литературе 

(табл. 3, гл. 2). 

Таблица 20. Влияние посторонних веществ на результаты определения  

1 мкмоль×л-1 АМ с использованием разработанных методик 

Компонент Система ПБМП Система ПБ{Mn(II)ДДС} 

Отношение 

сАМ:спостор. в-во 
а, % Отношение 

сАМ: спостор. в-ва 
, % 

Fe(II) 1:10 +4.8 1:40 +4.9 

Fe(III) 1:10 +4.5 1:10 -3.8 

Co(II) 1:20 +4.0 1:30 +4.3 

Mn(II) 1:20 +4.1 1:10 +4.4 

Cu(II) 1:15 +4.9 1:30 +4.0 

Mg(II) 1:30 -4.7 1:20 +3.9 

Фруктоза 1:50 -4.6 1:70 -4.0 

Глюкоза 1:1000 +4.7 1:1000 +4.9 
аОтносительная погрешность приведена с учетом знака, чтобы показать увеличе-

ние/уменьшение сигнала при введении постороннего вещества. 

Определение типа тушения флуоресценции. Разработанные методики опреде-

ления АМ основаны на эффекте тушения флуоресценции, поэтому представлялось 

целесообразным выяснить тип этого тушения. В общем случае различить статиче-

ское и динамическое тушение можно по измерению времени затухания флуорес-

ценции [245]. При статическом тушении связанные в комплекс флуорофоры не 
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флуоресцируют, наблюдается флуоресценция только несвязанных флуорофоров, 

для которых время затухания равно t . Таким образом, для статического туше-

нияt 0 /t =1,где t 0
 иt  время затухания флуоресценции в отсутствие и в присут-

ствии тушителя соответственно. Динамическое тушение характеризуется одинако-

вым уменьшением интенсивности и времени затухания флуоресценции в зависимо-

сти от концентрации тушителя:  I 0 / I =t 0 /t  
[194]. 

Для определения типа тушения флуоресценции рассчитали время тушения 

флуоресценции ПБ в отсутствие ( t 0
) и в присутствии АМ (t ) при 5 концентрациях 

тушителя, поскольку линейность, наблюдаемая в координатах Штерна-Фольмера 

( I 0 / I [Q], где [Q] — концентрация тушителя, то есть АМ), (табл. 17) еще не до-

казывает динамический характер тушения. При использовании в качестве катали-

затора МП концентрации АМ в реакционном растворе составляли 0.5, 1, 2, 3 и 5 

мкМ, а при катализе комплексом{Mn(II)ДДС}  0.5, 1, 3, 5 и 7 мкМ. Как видно из 

рис. 102, зависимости для обеих систем подчиняются уравнению I 0 / I =t 0 /t , то 

есть очевиден динамический тип тушения флуоресценции.  

а) б) 

  

Рис. 102. Зависимость I0/I иt 0 /t от концентрации АМ. Концентрации: ПБ – 2 мкМ 

(а, б), МП – 4 мкМ (а), Mn(II) и ДДС – 0.1 мМ (б) (универсальный буферный рас-

твор, рН 5.9). 

Поскольку тушитель влияет только на возбужденное состояние флуорофора, 

дополнительным аргументом в пользу динамического тушения является тот факт, 

что структура спектра поглощения ПБ не меняется в присутствии АМ (рис. 102). В 

спектрах поглощения красителя отсутствуют возмущения, которые обычно возни-

кают при статическом тушении, например, при образовании комплекса тушителя с 

флуорофором. Все вышесказанное позволяет сделать вывод о том, что в реакцион-

ном растворе в обеих обсуждаемых системах существует один тип флуорофоров, 

одинаково доступных для тушителя, то есть наблюдается динамическое тушение. 

Динамическое тушение описывается уравнением Штерна-Фольмера: 
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I0/I = 1 + Kдин[Q] = 1 + kat 0
[Q], 

где Kдин = ka t 0
 штерн-фольмеровская константа тушения, ka бимолекулярная 

константа скорости тушения. Полезно отметить, что Kдин
-1 равна концентрации АМ, 

при которой I0/I = 2, т.е. тушится на 50%.  

Таблица 21. Характеристики тушения флуоресценции ПБ артемизинином в при-

сутствии МП и комплекса {Mn(II)ДДС} 

Система Уравнение Штер-

на-Фольмера 

r (n=8) Kдин, мкМ-1 ka, мин-1 

ПБМП yа= 0.114x + 1 0.9864 0.114 0.012 

ПБ{Mn(II)ДДС} y = 0.068x + 1 0.9900 0.068 0.015 
аy I0/I, xc(АМ), мкM. 

Данные табл. 21 свидетельствуют о том, что скорость затухания флуоресцен-

ции в системе ПБ{Mn(II)ДДС} в присутствии АМ несколько выше, чем в фер-

ментативной системе, однако, принимая во внимание рассчитанные значения ко-

эффициента корреляции для обеих систем, вряд ли можно считать это различие 

статистически значимым. Величина Kдин для ферментативной реакции почти в два 

раза больше таковой для неферментативной, а это означает, что в присутствии МП 

концентрация АМ (8.77 мкМ), вызывающая 50%-ное тушение флуоресценции ПБ, 

в 2 раза меньше, чем в системе {Mn(II)ДДС}. Таким образом, ферментативная си-

стема предпочтительнее неферментативной в аспекте чувствительности флуорес-

центного сигнала к присутствию тушителя, АМ. 

Расчет кинетических параметров каталитических реакций. Для сравнения 

эффективности действия биокатализатора, МП, и синтетического катализатора, 

{Mn(II)ДДС}, имитирующего оксидоредуктазу, рассчитали кинетические пара-

метры каталитических реакций окисления ПБ артемизинином. Кинетические дан-

ные линеаризовали в координатах Лайнуивера-Берка, Хейнса и Иди-Хофсти [138] 

при постоянной концентрации АМ 5 мкМ и трех различных концентрациях катали-

заторов. Фиксировали начальную скорость реакций в стационарных условиях. По-

лученные линейные зависимости для систем ПБМП и ПБ{Mn(II)ДДС} пред-

ставлены на рис. 3 и 4 в Приложении 3.  
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Таблица 22. Кинетические параметры систем ПБМП (I) и ПБ{Mn(II)ДДС} (II) 

в присутствии 5 мкМ АМ как субстрата (n = 3, P = 0.95) 

Координаты Система Kм, мкМ Vмакс., мкМ×с-1 kкат.,с-1 

Лайнуивер-Берк I 18±1 0.58±0.02 0.145±0.005 

II 31±9 0.42±0.08 0.0042±0.0008 

Хейнс 

 

I 17±1 0.58±0.02 0.145±0.005 

II 36±9 0.50±0.09 0.0050±0.0009 

Иди-Хофсти I 17±1 0.58±0.02 0.145±0.005 

II 25±3 0.36±0.02 0.0036±0.0002 

Из кинетических данных, приведенных в табл. 22, видно, что для системы 

ПБМП численные значения Kм и Vмакс., рассчитанные тремя графическими мето-

дами, хорошо согласуются между собой. Однако при использовании комплекса 

{Mn(II)ДДС} кинетические параметры различаются, причем даже те их значения, 

которые рассчитаны методами Иди-Хофсти и Хейнса. Известно [246], что эти ме-

тоды дают более точные результаты, чем метод Лайнуивера-Берка, поскольку ве-

личины, откладываемые на осях в координатах Хейнса и Иди-Хофсти, входят как 

зависимые, так и независимые переменные. Несмотря на обнаруженные различия, 

при замене {Mn(II)ДДС} на МП очевидна тенденция уменьшения величины кон-

станты Михаэлиса и повышения величины максимальной скорости, что в совокуп-

ности с рассчитанной каталитической константой, которая в 5 раз больше для фер-

ментативной системы, позволяет обоснованно считать МП более эффективным ка-

тализатором, чем комплекс{Mn(II)ДДС}. 

Таким образом, в результате изучения кинетики индикаторных реакций в при-

сутствии АМ, расчета и сопоставления их кинетических параметров, а также ана-

литических характеристик показали, что для определения АМ использование ин-

дикаторной системы ПБМП более предпочтительно, чем системы 

ПБ{Mn(II)ДДС}. Кроме того, в присутствии МП эффект динамического тушения 

АМ флуоресценции ПБ выражен в 2 раза сильнее. Селективность и экспрессность 

разработанных флуориметрических методик по отношению к изученным соедине-

ниям сопоставимы, что позволяет использовать их для определения АМ в одних и 

тех же БАД. Единственным недостатком ферментативной системы можно считать 

ее большую «уязвимость» к действию этанола. 

Флуориметрическое определение артемизинина в БАД 

С целью aпробации разработанных флуориметрических методик определения 

АМ с использованием систем ПБ–{Mn(II)–ДДС} и ПБ–МП проанализировали пре-

параты БАД, сведения о которых приведены в табл. 23. Указанные препараты 

успешно применяют в медицине для лечения и профилактики малярии. В послед-



 

 175 

нее время лекарственные средства, в том числе и БАД, на основе полыни Artemisia 

annua L. используют также для лечения рака, в особенности рака груди и лейкемии 

[247]. 

При выборе способа пробоподготовки опирались на имеющиеся литературные 

данные о растворимости АМ и вспомогательных компонентов фармацевтических 

препаратов в воде и органических растворителях, а также об эффективных методах 

извлечения АМ из сухого растительного сырья [84]. От применения неполярных 

органических растворителей, например, гексана, отказались, поскольку извлечение 

АМ из лекарственного растительного сырья сопровождается соэкстракцией эфир-

ных масел, хлорофилла и восков. 

Таблица 23. Сведения о БАД, использованных в работе 

БАД Фирма-

производитель 

Лекарственная 

форма 

Вспомогатель-

ные вещества 

«Best Artemisinin» 

(образец №1) 

«Doctor's вest», 

США 

Капсулы с очищенным 

экстрактом 

Целлюлоза, 

стеарат магния 

«Artemisia annua 

intense»  

(образец №2) 

«novoForm-

PharmaGmbH», 

Германия 

Капсулы с сухим рас-

тительным экстрактом 

Инулин 

Для извлечения АМ из БАД использовали экстракцию этанолом и водой. Эф-

фективность экстракции АМ из биомасс с помощью этанола достигает 91% при 

комнатной температуре [246]. Дополнительными аргументами в пользу выбора 

этанола в качестве экстрагента являются выявленное нами его преимущество перед 

другими полярными органическими растворителями в разработанных флуоримет-

рических методиках и его доступность. Хотя в ряде публикаций [84] горячая вода 

признана малоэффективным экстрагентом при извлечении АМ из растительного 

сырья, мы решили проанализировать водную вытяжку образца №2 для сравнения 

результатов, полученных при использовании двух экстрагентов, а также для пред-

варительной оценки вклада компонентов этанольного и водного экстрактов в ко-

нечный результат анализа. Прежде всего, представляют интерес такие компоненты, 

как растительные флавоноиды, нерастворимые в воде (в отличие от их гликозидов), 

но растворимые в этаноле, которые способны действовать синергично с АМ против 

малярийного плазмодия и раковых клеток [189]. 

Разработка методики определения АМ в препарате «BestArtemisinin». Со-

держимое капсулы препарата «Best Artemisinin» представляет собой мелкий одно-

родный белый порошок (рис. 103), не растворимый в воде комнатной температуры 

и ограниченно растворимый в этаноле. Образование нерастворимого в воде и эта-

ноле осадка обусловлено присутствием в составе образца №1 целлюлозы, а также 

стеаратa магния, хорошо растворимого в этаноле, но ограниченно растворимого в 

воде, 0.003 г в 100 г, 15С [248]. Применение в качестве экстрагента этанола позво-
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ляет полностью перевести в раствор содержащийся в препарате АМ в количестве 

100 мг на 1 капсулу совместно с сопутствующим вспомогательным компонентом 

стеаратом магния. 

а)

 

б) 

 
Рис. 103. Фотографии содержимого капсул БАД «BestArtemisinin» (а) и «Artemisia 

annua intense» (б). 

На рис. 104 приведены спектры поглощения стандартного этанольного рас-

твора АМ и раствора образца №1 в этаноле после отделения целлюлозы центрифу-

гированием (1000 об.мин-1) и фильтрования через бумажный фильтр. В спектре 

поглощения образца №1 в отличие от спектра поглощения стандартного раствора 

АМ в интервале длин волн 250310 нм выраженный максимум отсутствует, что, 

по-видимому, связано с наложением максимумов поглощения АМ и стеарата маг-

ния. К сожалению, мы не смогли зарегистрировать спектр поглощения стеарата 

магния из-за недоступности препарата. Поскольку для оценки качества этого вспо-

могательного вещества применяют главным образом метод инфракрасной спектро-

скопии, найти подтверждение нашему предположению не удалось и в литературе. 

 

Рис. 104. Спектры поглощения 0.5 мМ стандартного этанольного раствора АМ и 

раствора препарата «Best Artemisinin»в этаноле (раствор сравнения  этанол, l = 

1см). 

Для изучения динамики экстракции АМ в этанол через определенные проме-

жутки времени отбирали аликвоты надосадочной жидкости, последовательно вво-



 

 177 

дили их в системы ПБ–{Mn(II)–ДДС} и ПБ–МП (согласно методикам 10а, б), по 

экспериментальным данным рассчитывали величины I0/I и строили зависимости 

I0/I от времени проведения экстракции. Установили, что через 2 ч после начала экс-

тракции величина I0/I перестает зависеть от времени. Это время выбрали для про-

ведения экстракции АМ из образца №1 для дальнейшего определения эндоперок-

сида в экстракте. 

Препарат «Best Artemisinin» анализировали по методикам 9а и 9б, приведен-

ным в гл. 3.3. Результаты флуориметрического определения АМ в препарате «Best 

Artemisinin» представлены на рис. 105107 и табл. 24. 

 

Рис. 106. Определение АМ в препарате «Best Artemisinin» по градуировочной зави-

симости (1) и методом добавок (2) с использованием системы ПБ–{Mn(II)–ДДС}. 

Концентрации: ПБ – 2 мкМ, Mn(II) и ДДС – 0.1 мМ (УБР, рН 5.9). 

 

Рис. 107. Определение АМ в препарате «Best Artemisinin» по градуировочной зави-

симости (1) и методом добавок (2) с использованием системы ПБ–МП. Концентра-

ции: ПБ – 2 мкМ, МП – 4 мкМ (УБР, рН 5.9). 
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Таблица 24. Результаты флуориметрического определения АМ в БАД «Best 

Artemisinin» с использованием систем ПБ–{Mn(II)–ДДС} и ПБ–МП, полученные 

методом градуировочного графика (I) и методом добавок (II) (n = 5, P = 0.95). Со-

держание АМ в экстракте по данным производителя 18 мМ 

Система Ме-

тод 

Уравнение градуировочной 

зависимости I0/I = acAM + b 
r 

Найдено 

АМ, мМ 

в экстрак-

те* 

a ±Δa b ±Δb 

мкМ-1  

ПБ–{Mn(II)–ДДС} I 0.063 0.001 1.033 0.004 0.9984 24 ± 2 

II 0.115 0.003 1.140 0.005 0.9983 17 ± 1 

ПБ–МП I 0.097 0.003 1.079 0.014 0.9949 42± 2 

II 0.280 0.004 1.358 0.007 0.9991 19 ± 1 

*sr не превышает 0.03 (n = 5, P = 0.95) 

Анализ данных табл. 24 показал, что для обеих изученных флуориметриче-

ских систем крутизна градуировочных зависимостей при определении АМ методом 

добавок в 2-3 раза выше, чем у полученной методом градуировочного графика. 

Этот факт свидетельствует о мешающем влиянии матрицы на результаты флуори-

метрического определения АМ, которое наиболее заметно в случае системы ПБ–

МП. Завышенные результаты, полученные методом градуировочного графика, обу-

словлены, по-видимому, мешающим действием стеарата магния. Результаты флуо-

риметрического определения АМ методом добавок согласуются с данными произ-

водителя о содержании АМ в образце №1 (табл. 25). Время анализа образца №1, 

включающего пробоподготовку, не превышает 6 ч. 

Таблица 25. Результаты анализа БАД «Best Artemisinin» на содержание АМ с ис-

пользованием разработанных флуориметрических методик методом добавок (n = 

5, P = 0.95) 

Система Найдено Паспортное содержание 

мг/капсула 

ПБ–{Mn(II)–ДДС} 99±6 100 

ПБ–МП 108±6 

Разработка методики определения АМ в препарате «Artemisiа annua intense». 

Содержимое капсулы препарата «Artemisia annua intense» представляет собой 

смесь измельченной сухой полыни с инулином в соотношении 30:1 (рис. 103, б). 

Инулин (полисахарид, полимер D-фруктозы) очень трудно растворим в холодной 

воде, лучше растворяется в теплой воде (3050C) и легко растворим в горячей во-

де (6080C). Следовательно, можно ожидать, что при растворении образца №2 в 

горячей воде в раствор полностью перейдут и АМ (если содержание в препарате не 
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превышает его растворимость, 4.3 ммоль л-1, что составляет 0.1214 г в 100 мл воды 

[249]), и инулин. При растворении образца №2 в горячей воде получили коричне-

вый раствор со взвесью, внешне напоминающий заваренный чай. Взвесь на этапе 

предварительных испытаний сразу отделяли центрифугированием (1000 об.мин-1) 

и фильтрованием через бумажный фильтр. Маточный раствор оставался оптически 

прозрачным после остывания до комнатной температуры. 

На рис. 108 приведены спектры поглощения этого раствора образца №2 и для 

сравнения 10 мкМ стандартного водного раствора АМ. Как видно из рис. 108а, 

спектр поглощения водной вытяжки образца №2 характеризуется интенсивной по-

лосой поглощения при 220225 нм, а также слабо выраженными максимумами при 

289 и 323 нм и не похож на спектр поглощения стандартного водного раствора АМ, 

рис. 108б.  

а)                                                            б) 

 

 
Рис. 108. Спектры поглощения водного раствора препарата «Artemisia annua 

intense» (а), стандартного 10 мкМ водного раствора АМ (б) и водного экстракта 

«Artemisia annua tea» [103] (в) (раствор сравнения  вода, l = 1 см). 
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Согласно литературным данным [91] и полученному нами спектру поглоще-

ния стандартного водного раствора, АМ характеризуется интенсивной полосой по-

глощения с максимумом ниже 200 нм (не доступной для регистрации), едва замет-

ным плечом при 220 нм и практически не поглощает при 300 нм и выше. Очевидно, 

при растворении образца №2 в горячей воде помимо АМ в раствор переходят неко-

торые компоненты растительного сырья, поглощающие в интервале длин волн 

275375 нм. Инулин в указанном интервале длин волн поглощает слабо [248]. 

Длины волн максимального поглощения хорошо растворимых в воде гликозидов 

флавоноидов, содержащих в молекуле 3 и более моносахаридных остатка, варьи-

руют в диапазоне 290 – 360 нм [237]. Спектр водной вытяжки образца №2 очень 

похож на спектр поглощения водного экстракта «Artemisi annua tea», известный из 

литературы [103] (рис. 108, в). В обоих спектрах присутствуют максимумы при 280 

и 324 нм, однако без проведения хроматографического анализа невозможно сказать, 

к какому классу соединений можно их отнести.  

С целью подбора подходящих условий извлечения АМ из образца №2 водой 

варьировали время проведения экстракции, температуру раствора  25, 45 и 65⁰С, а 

также в двух последних случаях дополнительно использовали ультразвуковую экс-

тракцию при частоте 50 Гц. Согласно литературным данным [113], сочетание по-

вышенной температуры и ультразвука позволяет повысить степень извлечения АМ 

из растительного сырья по сравнению с традиционным экстракционным процессом, 

что проиллюстрировано на примере использования гексана в качестве экстрагента. 

Через определенные промежутки времени: 15, 30, 60 и 90 мин, отбирали аликвоту 

надосадочной жидкости, полученной растворением навески образца №2 в воде со-

ответствующей температуры, после остывания до комнатной температуры ее вво-

дили последовательно в системы ПБ{Mn(II)ДДС} и ПБМП (согласно методи-

кам 11б, г.) и измеряли флуоресцентный сигнал I при 569 нм, λвозб. = 345 нм. Кон-

трольный опыт (этанольный раствор ПБ) проводили через все стадии пробоподго-

товки и измеряли величину I0 в идентичных условиях.  

Из приведенных диаграмм (рис. 109 и 110) видно, что с повышением темпера-

туры раствора с 25 до 45С отношение I0/I возрастает, что свидетельствует о повы-

шении степени извлечения АМ, однако нагревание раствора до 65С не приводит к 

существенному повышению величины I0/I. Такая ситуация наблюдается сразу по-

сле растворения образца №2 в воде. Использование УЗ-экстракции раствора, к со-

жалению, не приводит к ожидаемому повышению величины I0/I. Отношение I0/I 

наиболее велико при нагревании раствора с образцом №2 до 65⁰С и проведении 
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экстракции в течение 30 мин. Дальнейшее увеличение времени экстракции не при-

водит к статистически значимому увеличению величины I0/I. 

 

Рис. 109. Зависимость I0/I в системе ПБ{Mn(II)ДДС} от условий экстракции во-

дой АМ из препарата «Artemisia annua intense». Концентрации: ПБ – 2 мкМ, Mn(II) 

и ДДС – 0.1 мМ (УБР, рН 5.9). 

 

Рис. 110. Зависимость I0/I в системе ПБМП от условий экстракции водой АМ из 

препарата «Artemisia annua intense». Концентрации: ПБ – 2 мкМ, МП – 4 мкМ. 

Как отмечалось ранее в гл. 2 обзора литературы, водные вытяжки сухой по-

лыни Artemisia annua L. флуоресцируют при возбуждении их светом с длиной вол-

ны 365 нм [103]. Заметим, что стандартный раствор АМ не флуоресцирует при воз-

буждении при 345 и 365 нм. При изучении флуоресценции водной вытяжки образ-

ца №2 при возбуждении при 345 и 365 нм установили (рис. 111а), что максимум ее 

флуоресценции соответствует 460 нм, а в условиях определения АМ с помощью 

систем ПБ–{Mn(II)–ДДС} и ПБ–МП (λвозб. = 345 нм, λфл. = 569 нм) не превышает 3 

усл. ед. 
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а)  б) 

 

 

Рис. 111. Спектры флуоресценции водного раствора препарата «Artemisia annua 

intense» при длинах волн возбуждения 345 и 365 нм, ширины входной и выходной 

щелей – 5 нм (а) и 10 нм (б). 

Вклад матрицы водной вытяжки становится существенным, только если реги-

стрировать сигнал при ширинах щелей 10 нм (рис. 111 б), при этом спектры флуо-

ресценции идентичны для систем с двумя значениями длин волн возбуждения. Та-

ким образом, сигнал, обусловленный флуоресценцией матрицы образца №2, по-

видимому, из-за присутствия в экстракте флавоноловых гликозидов растительного 

происхождения, преобладающих в листьях горькой полыни [103], при возбуждении 

и регистрации флуоресценции ПБ при щелях 5 нм, не должен влиять на результаты 

определения АМ с помощью разработанных флуориметрических методик. Для 

оценки вклада матрицы объекта сравнили спектры поглощения водного раствора 

ПБ и водной вытяжки образца (рис. 112): их перекрывание при длине волны воз-

буждения 345 нм больше, чем при 365 нм. 

 

Рис. 112. Спектры поглощения водного раствора препарата «Artemisia annua 

intense» и стандартного 2 мкМ водного раствора ПБ (раствор сравнения  вода, l = 

1 см). 
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В этаноле при комнатной температуре образец №2 растворяется частично с 

образованием белого осадка с коричневыми вкраплениями и бесцветной надоса-

дочной жидкости. По плотности раствора можно судить, что в экстракт частично 

переходят флавоноиды. Сравнение спектров поглощения этанольного раствора об-

разца №2 после центрифугирования (1000 обмин-1) и фильтрования через бумаж-

ный фильтр (рис. 113) показало, что в интервале длин волн 250300 нм в обоих 

спектрах наблюдается размытый максимум АМ, что подтверждает возможность 

экстракции АМ из образца №2 этанолом. Однако в спектре поглощения образца 

едва заметно плечо в диапазоне 300350 нм, которое может быть обусловлено при-

сутствием в экстракте растительных флавоноидов, поглощающих в основном в ин-

тервале длин волн (34050) нм [250]. 

 

Рис. 113. Спектр поглощения этанольного раствора препарата «Artemisia annua 

intense» (раствор сравнения  этанол, l = 1см). 

При исследовании динамики экстракции точную навеску образца №2 раство-

ряли в этаноле, полученную смесь встряхивали на шейкере. Через определенные 

промежутки времени отбирали аликвоты, как это указано в методиках 10а, в гл. 3.3, 

и вводили их последовательно в системы ПБ-{Mn(II)ДДС} и ПБМП. Из рис. 114 

видно, что через 1 ч после встряхивания отношение сигналов I0/I перестает менять-

ся и кривые для двух индикаторных систем выходят на плато. В качестве наиболее 

удобного времени экстракции АМ из образца №2 этанолом выбрали 1 ч. 
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Рис. 114. Зависимость I0/I от времени экстракции АМ этанолом из препарата 

«Artemisia annua intense». Концентрации: ПБ – 2 мкМ, Mn(II) и ДДС – 0.1 мМ, МП 

– 4 мкМ). 

 

Препарат «Artemisia annua intense» анализировали с использованием двух ме-

тодик пробоподготовки: экстракции водой при 65⁰С в течение 30 мин (методики 

11б, г) и этанолом при комнатной температуре в течение 1 ч (методики 11а, в). 

Результаты флуориметрического определения АМ в препарате «Artemisia 

annua intense» представлены на рис. 115118, табл. 26 и 27. 

 

 

Рис. 115. Определение АМ в препарате «Artemisia annua intense» после экстракции 

водой по градуировочной зависимости (1) и методом добавок (2) с использованием 

системы ПБ–{Mn(II)–ДДС}. Концентрации: ПБ – 2 мкМ, Mn(II) и ДДС – 0.1 мМ.  

 

 

1 

2 
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Рис. 116. Определение АМ в препарате «Artemisia annua intense» после экстракции 

водой по градуировочной зависимости (1) и методом добавок (2) с использованием 

системы ПБ–МП. Концентрации: ПБ – 2 мкМ, МП – 4 мкМ. 

 

 

 

Рис. 117. Определение АМ в препарате «Artemisia annua intense» после экстракции 

этиловым спиртом по градуировочной зависимости (1) и методом добавок (2) с ис-

пользованием системы ПБ–{Mn(II)–ДДС}. Концентрации: ПБ – 2 мкМ, Mn(II) и 

ДДС – 0.1 мМ.  

 

 

 

 

 

1 
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Рис. 118. Определение АМ в препарате «Artemisia annua intense» после экстракции 

спиртом по градуировочной зависимости (1) и методом добавок (2) с использова-

нием системы ПБ–МП. Концентрации: ПБ – 2 мкМ, МП – 4 мкМ. 

 

Таблица 26. Результаты флуориметрического определения АМ в водном и эта-

нольном экстрактах БАД «Artemisia annua intense» с использованием систем ПБ–

{Mn(II)–ДДС} и ПБ–МП, полученные методом градуировочного графика (I) и ме-

тодом добавок (II) (n = 5, P = 0.95)  

 

Раст-

вори-

тель 

Система 
Ме-

тод 

Уравнение градуировочной 

зависимости I0/I = acAM + b 
r 

Найдено АМ, 

мМ 

в экстракте* 
a ±Δa b ±Δb 

мкМ-1  

В
о

д
а 

 

ПБ–

{Mn(II)–

ДДС} 

I 0.063 0.001 1.033 0.004 0.9984 0.76 ± 0.05 

II 0.082 0.001 1.194 0.003 0.9994 0.71 ± 0.01 

ПБ–МП 
I 0.097 0.003 1.079 0.014 0.9949 0.54 ± 0.06 

II 0.211 0.004 1.26 0.01 0.9986 0.37 ± 0.02 

Э
та

н
о
л

 

ПБ–

{Mn(II)–

ДДС} 

 

I 0.097 0.003 1.079 0.014 0.9949 0.54 ± 0.06 

II 0.211 0.004 1.26 0.01 0.9986 0.37 ± 0.02 

ПБ–МП 

 

 

I 0.097 0.003 1.079 0.014 0.9949 0.35 ± 0.01 

II 0.201 0.003 1.200 0.007 0.9987 0.30 ± 0.01 

*sr не превышает 0.05 (n = 5, P = 0.95) 

Анализ данных табл. 26 показал, что вне зависимости от природы экстрагента 

и использованной флуориметрической системы крутизна градуировочных зависи-

мостей при определении АМ методом добавок в подавляющем большинстве случа-

ев больше, чем крутизна градуировочных графиков. Результаты определения кон-

центрации АМ в этанольном экстракте, полученные с применением обеих флуори-

1 

2 
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метрических систем, сопоставимы между собой. Напротив, концентрации АМ в 

водных экстрактах, найденные при использовании систем ПБ–{Mn(II)–ДДС} и ПБ-

МП, заметно отличаются друг от друга, что указывает на то, что компоненты вод-

ной вытяжки в большей степени мешают флуориметрическому определению АМ, 

чем компоненты этанольного экстракта. 

Как видно из данных табл. 27, найденное содержание АМ в сухом раститель-

ном экстракте препарата «Artemisia annua intense» варьирует от 0.68 до 2.1% в за-

висимости от выбранных экстракционной методики, флуориметрической системы 

и метода определения (градуировочный график или метод добавок). К сожалению, 

на упаковке БАД производитель указал только массу полыни в капсуле (200 мг), 

сведения о содержании активного компонента АМ отсутствуют. Найденные со-

держания АМ в большинстве своем находятся в пределах диапазона его содержа-

ний в сухом растительном сырье, известного из литературы, 0.01–1.5% [83, 84].  

Таблица 27. Результаты определения АМ в БАД «Artemisia annua intense» с ис-

пользованием систем ПБ–{Mn(II)–ДДС} и ПБ–МП, полученные методом градуи-

ровочного графика (I) и методом добавок (II) (n = 5, P = 0.95) 

Раство-

ритель 
Система Метод 

Найдено АМ 

мг/капсула %, капсула 

Вода 

 

ПБ–{Mn(II)–ДДС} 
I 4.3±0.3 2.1±0.1 

II 4.01±0.06 2.00±0.03 

ПБ–МП 
I 3.0±0.3 1.5±0.2 

II 2.1±0.1 1.04±0.06 

Этанол 

 

ПБ–{Mn(II)–ДДС} 
I 1.4±0.1 0.68±0.06 

II 1.92±0.06 0.96±0.03 

ПБ–МП 
I 1.98±0.06 0.99±0.03 

II 1.70±0.06 0.85±0.03 

Таким образом, важным итогом этого этапа проведенных исследований яв-

ляется то, что: 

 выбраны индикаторные системы для определения артемизинина с использо-

ванием красителя пиронина Б и катализаторов микропероксидазы-11 и комплекса 

{Mn(II)–ДДС} – синтетического аналога оксидоредуктаз; 

 на основе предложенных индикаторных систем разработаны флуориметри-

ческие методики определения антималярийного эндопероксида в растворе, которые 

апробированы в анализе БАД на основе растительных экстрактов. 

Полученные на этом этапе результаты служат надежным практическим и тео-

ретическим фундаментом для переведения выбранных индикаторных реакций из 

раствора в пленку {целлюлоза–[BMIm][Cl]}. 
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7.2. Получение пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС}  

и их применение для определения АМ 

Для проведения изученных нами в растворе каталитических индикаторных си-

стем ПБ–МП и ПБ–{Mn(II)–ДДС} (гл. 7.1) в целлюлозной пленке, приготовленной 

с помощью хлоридной ИЖ, необходимо было решить следующие практические за-

дачи: 

 соиммобилизовать в пленку краситель и катализатор; 

 выбрать подходящий состав реагентов в пленке; 

 изучить влияние АМ на флуоресценцию пленки с закрепленными в ней ПБ и 

катализатором,  

а затем оценить практическую значимость полученного целлюлозного материала 

при определении концентрации АМ в модельных растворах, а также в растворах и 

экстрактах препаратов БАД. 

Поскольку мы не располагали информацией о том, как хлоридная ИЖ влияет на 

каталитическую активность МП, на первом этапе исследования по методике 1б по-

лучили пленку состава {целлюлоза–[BMIm][Cl]–МП} с содержанием биокатализа-

тора 0.6 мг и оценили ее каталитическую активность в реакции окисления о-ДА пе-

роксидом водорода визуальным методом (методика 5). Установили, что в ходе им-

мобилизации МП сохраняет только 20% своей исходной каталитической активно-

сти в водном растворе, чего явно недостаточно для обеспечения удобной для реги-

страции скорости реакции окисления ПБ в присутствии АМ в целлюлозной пленке. 

Это обстоятельство и обусловило наш дальнейший интерес исключительно к при-

менению в составе целлюлозной пленки синтетического катализатора, комплекса 

{Mn(II)ДДС}. 

Пленку {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС} получали по методике 1ж, 

предварительно убедившись в том, что анионный ДДС при концентрации 1 мМ (в 

8 раз меньшей, чем ККМ) не изменяет флуоресцентные свойства красителя при его 

возбуждении при 355 нм в растворе нагретой до температуры плавления хлоридной 

ИЖ (рис. 120). Обратим внимание на то, что флуоресцентный сигнал ИЖ в анали-

тическом диапазоне длин волн, то есть при 550–650 нм, не превышает 9-10 усл. ед., 

следовательно, можно было ожидать, что остаточные количества ИЖ в составе 

пленки не будут мешать определению АМ при 581 нм по полосе испускания ПБ. 

                                                           
 Такая концентрация ПАВ в растворе получается при растворении 0.3 мг ДДС в 1 мл 

хлоридной ИЖ. 
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Рис. 120. Спектр флуоресценции [BMIm][Cl] и растворов ПБ в [BMIm][Cl] в от-

сутствие и в присутствии ДДС (содержание ПБ и ДДС в 1 мл раствора 0.6 и 0.3 мг 

соответственно; λвозб. = 355 нм, ширины входной и выходной щели – 5 нм).  

Для выбора подходящего состава пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ} варьи-

ровали содержания красителя, Mn(II) и ДДС, а также соотношение последних. 

Флуоресцентный сигнал пленок регистрировали как описано в методике 6. Как 

видно из рис. 121, при увеличении содержания красителя от 0.1 до 0.3 мг величина 

сигнала флуоресценции быстро возрастала, а затем при содержаниях 0.4–0.7 мг 

уменьшалась вследствие концентрационного тушения. В качестве подходящего со-

держания красителя выбрали 0.3 мг, при котором флуоресцентный сигнал был 

наибольшим.  

 

 

Рис. 121. Зависимость интенсивности флуоресценции пленки {целлюлоза–

[BMIm][Cl]–ПБ} от содержания красителя в исходной смеси (λвозб. = 355 нм, λфл. = 

581 нм; ширины входной и выходной щелей  5 нм). 

 

При иммобилизации в целлюлозную пленку Mn(II) и ДДС пленки становятся 

менее прочными, чем в отсутствие ПАВ, аналогично тому, как было, когда в плен-

ку иммобилизовали ДДС (гл. 6.2). При избытке какого-то одного из компонентов 
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комплекса пленка становится непрочной, непригодной к использованию. Прием-

лемое для работы качество пленки обеспечивает мольное соотношение Mn(II):ДДС 

≈ 1:1. 

При этом сигнал флуоресценции в пленке {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–

ДДС} был наибольшим при содержаниях реагентов, указанных в табл. 28, – 200 

усл. ед. вместо ожидаемых 300 усл. ед., когда краситель растворяли только в ИЖ 

(рис. 121). Уменьшение сигнала более чем на 30%, возможно, связано с бóльшим 

вымыванием катионного ПБ в процессе отмывки избыточного количества ИЖ во-

дой из-за присутствия в составе пленки анионного ПАВ. 

Таблица 28. Выбранные содержания компонентов в растворе для приготовления 

пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС}  

Вещество Целлюлоза ИЖа ПБб MnCl2 ДДС 

Содержание, мг 44 1100 0.25 0.2 0.35 

а ИЖ впоследствии удаляли из целлюлозной пленки промыванием водой. 
б Содержание указано с учетом вымывания в процессе приготовления пленки. 

Установили, что морфология поверхности пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–

Mn(II)–ДДС} с красителем и синтетическим катализатором (рис. 122) отличает-

ся от таковой для пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ} (рис. 60): на поверхности 

материала видна слоистая структура с неоднородными белесыми включениями, 

образование которой обусловлено введением в пленку комплекса {Mn(II)ДДС}. 

 

 

Рис. 122. СЭМ фотографии пленок состава {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–

ДДС}, полученной по методике 1ж. Увеличение в 1860 раз.  

Выбор условий регистрации флуоресцентного сигнала пленок {целлюлоза–

[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС}. Для выбора подходящего значения рН и времени 

проведения индикаторной реакции пленку, приготовленную по методике 1ж и 

предварительно промытую водой, помещали в УБР (5.0 мл), кислотность которого 

варьировали в интервале 5.0–6.5, и регистрировали флуоресцентный сигнал пленки 
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(методика 6, табл. 29) до и после проведения реакций в отсутствие и в присутствии 

АМ (50 мкМ) каждые 30 с в течение 1.5 мин. По полученным результатам рассчи-

тывали величины I0/I при трех значениях рН и трех интервалах времени (табл. 29). 

Таблица 29. Зависимость интенсивности флуоресценции и величины I0/I пленки 

{целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС} от рН и времени проведения реакции в 

присутствии 50 мкМ АМ 

рН 
I, усл. ед. при t, с 

0 30 60 90 

5.0 144.34 79.60 65.60 51.84 

5.9 199.70 55.42 48.80 33.65 

6.5 201.93 99.23 80.85 55.12 

I0/I  

5.0 1.00 1.81 2.20 2.78 

5.9 1.00 3.60 4.09 5.93 

6.5 1.00 2.03 2.49 3.66 

Из данных табл. 29 видно, что, как и при проведении реакции в растворе 

наибольшее уменьшение сигнала ПБ в присутствии АМ наблюдается при рН 5.9, 

при этом эффект тушения флуоресценции усиливается во времени. Однако ско-

рость уменьшения сигнала пленки заметно выше, чем в растворе (рис. 98, кривая 2). 

Это обстоятельство связано с частичным, хорошо воспроизводимым вымыванием 

красителя из пленки (sr = 0.03, n=3) в процессе проведения реакции. Во избежание 

потерь ПБ в качестве подходящего времени проведения реакции выбрали 30 с, при 

котором вымывание ПБ не превышает 3%. 

В установленных условиях (рН 5.9, время реакции 30 с) изучили зависимость 

величины I0/I пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС} от концентрации 

АМ в модельных стандартных растворах. В табл. 30 аналитические характеристи-

ки такого определения АМ представлены в сравнении с аналогичными характери-

стиками, полученными нами при проведении реакции в растворе (гл. 7.1). Из дан-

ных таблицы видно, что ДОК при использовании пленки остается таким же, как и 

для методики в растворе, однако крутизна градуировочной зависимости повышает-

ся в 2 раза. При этом стоит отметить, что методика, разработанная для определения 

АМ в растворе, отличается от методики 14 с применением целлюлозной пленки 

более низким пределом обнаружения и значительно более высокой воспроизводи-

мостью результатов анализа (табл. 30). 
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Таблица 30. Аналитические характеристики определения АМ в системе ПБ–

Mn(II)–ДДС c помощью пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} и в растворе (P = 0.95) 
Регистрация 

сигнала 

(λвозб./ фл., 

нм) 

ДОК, мкМ  

(sr при сн)  

Уравнение градуировочной зави-

симости I0/I = acAM + b 

r смин, мкМ 

a ±Δa b ±Δb 

мкМ-1  

Пленка 

(355/ 581) 

0.25 – 8 

(0.2, n = 5) 

0.13 0.02 1.2 0.2 0.9153 0.23 

Раствор 

(345/ 569) 

0.2 – 8 

(0.004, n = 8) 

0.0622 0.0009 1.035 0.004 0.9993 0.12 

При оценке селективности определения АМ с помощью пленок {целлюлоза–

[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС} считали, что посторонний компонент не мешает 

определению эндопероксида, если относительная погрешность величины I0/I в при-

сутствии этого компонента изменяется менее чем на 10% по сравнению с таковой 

в его отсутствие. Выбранный критерий был более мягким по сравнению с критери-

ем для определения АМ в растворе, для которого допустимая относительная по-

грешность в присутствии мешающего компонента составляла менее 5% (табл. 20). 

Это основанно на том, что погрешность определения с помощью твердофазных оп-

тических сенсоров обычно более высокая [161], чем в растворе. Сопоставление 

данных табл. 31 и 20 показало, что определение АМ с помощью целлюлозных пле-

нок уступает по селективности методике, разработанной для анализа в растворе. 

Сигнал пленки, более чувствителен к изменению химического состава раствора, в 

который она погружена. По нашему мнению, это может быть связано со способно-

стью целлюлозной пленки к хемосорбции. Наибольшее мешающее влияние на ре-

зультаты определения 1 мкМ АМ, как и в случае раствора, оказывают ионы Fe(II), 

образующие комплекс с АМ (гл. 2), а также Н2О2, который в присутствии комплек-

са {Mn(II)–ДДС} окисляет ПБ. В результате сигнал красителя еще больше умень-

шается, что приводит к завышенным результатам определения АМ. Однако отме-

тим одну интересную особенность. Ионы марганца(II) и глюкоза, которые усили-

вали эффект тушения флуоресценции при проведении реакции окисления артеми-

зинином ПБ в растворе, в пленке, напротив, его ослабляли. 

Таблица 31. Влияние посторонних веществ на результаты определения 1 мкмоль×л-1 

АМ с использованием пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС}  
Компонент Отношение сАМ:спостор. в-во а, % 

Fe(II) 1:3 +9.6 

Fe(III) 1:20 +9.7 

Co(II) 1:20 -10.2 

Mn(II) 1:20 -9.9 

Cu(II) 1:15 +9.8 

Mg(II) 1:10 +9.3 

Фруктоза 1:50 -9.6 

Глюкоза 1:1000 -10.7 

Н2О2 1:2 +10.4 
аОтносительная погрешность приведена с учетом знака, чтобы показать увеличе-

ние/уменьшение сигнала при введении постороннего вещества. 
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Флуориметрическое определение артемизинина в БАД  

Для демонстрации практической значимости разработанной нами пленки {цел-

люлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС} для определения АМ с ее помощью проана-

лизировали те же препараты БАД, в которых содержание АМ ранее установили с 

использованием индикаторной реакции в растворе (табл. 23). Определение АМ в 

препаратах «Best Artemisinin» и «Artemisia annua intense» проводили методом до-

бавок по методикам 14 и 15 соответственно. Для подготовки образца «Artemisia 

annua intense» к анализу использовали экстракцию этанолом в течение 2 ч с после-

дующим фильтрованием. Результаты флуориметрического определения АМ в пре-

паратах БАД с помощью целлюлозных пленок представлены на рис. 123 и в табл. 

32. 

а) 

 
б) 

 
Рис. 123. Определение АМ в препаратах «Best Artemisinin» (а) и «Artemisia annua 

intense» (б) методом добавок с использованием пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]–

ПБ–Mn(II)–ДДС} (УБР, рН 5.9; λвозб. = 355 нм, λфл. = 581 нм, ширины входной и вы-

ходной щелей – 5 нм; n = 3, P = 0.95). 
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Таблица 32. Результаты флуориметрического определения АМ в БАД «Best 

Artemisinin» и «Artemisia annua intense» с использованием системы ПБ–{Mn(II)–

ДДС} в пленке {целлюлоза–[BMIm][Cl]} и растворе, полученные методом добавок 

(пленка: n = 3; раствор: n = 5; P = 0.95). Содержание АМ в растворе «Best 

Artemisinin» по данным производителя – 18 мМ, в капсуле – 100 мг 

Реги-

страция 

сигнала 

Уравнение градуировочной 

зависимости I0/I = acAM + b 
r 

Найдено АМ 

в экстракте, 

мМ 

в капсуле, 

мг a ±Δa b ±Δb 

мкМ-1  

«Best Artemisinin» 

Пленка  0.35 0.06 0.43 0.1 0.9774 19 ± 3* 108±10 

Раствор 0.115 0.003 1.140 0.005 0.9983 17 ± 1 99±6 

 «Artemisia annua intense» 

Пленка  0.59 0.08 1.5 0.4 0.9863 0.7 ± 0.2** 4.3±0.6 

Раствор 0.211 0.004 1.26 0.01 0.9986 0.37 ± 0.02 0.96±0.03 
*sr не превышает 0.07 (n = 3, P = 0.95). 

**sr не превышает 0.12 (n = 3, P = 0.95). 

Из данных таблицы видно, что результаты определения АМ в препарате «Best 

Artemisinin», полученные с помощью методики в растворе и при использовании 

пленки, хорошо согласуются с данными производителя. Содержания АМ в препа-

рате «Artemisia annua intense», найденные с применением целлюлозной пленки, по-

чти в 5 раз выше тех, что получены с использованием методики в растворе. Обна-

руженное различие, по нашему мнению, может быть связано с тем, что индикатор-

ная система ПБ–{Mn(II)–ДДС} в составе пленки более чувствительна к компонен-

там растительного сырья органической природы вследствие сорбционной способ-

ности целлюлозного материала. Воспроизводимости методик определения АМ в 

БАД с применением пленки и индикаторной системы в растворе, как показал тест 

Фишера, статистически значимо различаются. При этом воспроизводимость анали-

за с помощью пленки ниже, чем в растворе. 

Таким образом, в результате проведенных исследований нами разработан ма-

териал на основе оптически прозрачной пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]} с иммо-

билизованным индикаторным реагентом ПБ–Mn(II)–ДДС, который, как мы показа-

ли, может служить новым высокочувствительным элементом для будущего флуо-

ресцентного сенсора для определения АМ. Предложенные нами методики опреде-

ления АМ с использованием разработанного целлюлозного материала и индика-

торных систем в растворе по чувствительности по крайней мере в 10 раз превосхо-

дят описанные в литературе спектрофотометрические методики и сравнимы с чув-

ствительностью люминесцентных индикаторных систем (гл. 2). Еще одним суще-

ственным достоинством разработанных нами методик является их простота. Инди-

каторный реагент ПБ–Mn(II)–ДДС в отличие от люминола устойчив при хранении; 
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для проведения реакции с его использованием не требуется нагревание, как в слу-

чае дериватизации анисовым альдегидом. Хотя ВЭЖХ методики превосходят раз-

работанные нами методики по селективности, поскольку позволяют определять 

АМ в смеси с его производными, однако в реальных фармацевтических препаратах 

и БАД редко встречается более двух соединений артемизининового ряда. Селек-

тивность разработанных нами методик по отношению к веществам, которые могут 

присутствовать в фармацевтических препаратах, не уступает селективности мето-

дик, описанных в литературе. Еще одним важным достоинством наших методик 

является экспрессность. Для проведения индикаторной реакции и одного измере-

ния аналитического сигнала в целлюлозных пленках и растворе требуется не более 

2 мин. Длительной является только пробоподготовка реального образца (экстрак-

ция АМ), которая необходима только в тех случаях, когда препарат является из-

мельченным растительным сырьем. Все известные из литературы ВЭЖХ методики 

часто используют не только экстракцию АМ, но и его дериватизацию, что значи-

тельно увеличивает время проведения анализа. С помощью разработанной целлю-

лозной пленки можно определять АМ в фармацевтических препаратах и БАД раз-

ного химического состава. 

Несмотря на то, что методика определения артемизинина с помощью пленок 

по аналитическим характеристикам несколько уступает методике, проводимой в 

растворе, полученные нами данные свидетельствуют о целесообразности и пер-

спективности дальнейших исследований по применению пленок состава {целлюло-

за–[BMIm][Cl]} с иммобилизованными реагентами для решения задач химического 

анализа.  
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Заключение 

Настоящая работа является первым систематическим исследованием, в котором 

методом растворения-осаждения микрокристаллической целлюлозы в 

[BMIm][AcO]} получены целлюлозные пленки, превосходящие по своей прочности, 

эластичности и устойчивости в водных растворах различной кислотности и моле-

кулярных растворителях их прототипы, приготовленные с применением 

[BMIm][Cl]. Добиться указанного превосходства в физико-механических свойствах 

пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]} удалось благодаря в 3.75 раза бóльшей раство-

римости целлюлозы в ацетатной ИЖ. Хотя содержание биополимера в пленках 

{целлюлоза–[BMIm][AcO]} было в 3.5 раза больше, чем в пленках {целлюлоза–

[BMIm][Cl]}, полученные пленки не уступали последним по прозрачности и при 

этом обладали способностью сорбировать синтетические (индигокармин и пиронин 

Б) и природные пищевые (куркумин, кармин и β-каротин) красители. 

Пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]} сорбировали в 3.5 и 3 раза больше анион-

ного красителя индигокармина и катионного красителя пиронина Б соответственно 

по сравнению с пленками, приготовленными с помощью хлоридной ИЖ. При 

включении в состав пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]} заряженных молекул ПАВ, 

имеющих заряд, противоположный заряду красителя, степень сорбции красителей 

существенно не изменялась, однако уменьшалась прочность и эластичность цел-

люлозного материала. 

Обнаружено, что использованные в работе аналитические реагенты: раститель-

ные пероксидазы и микропероксидаза-11, красители, а также тетрациклин, претер-

певают химические изменения в [BMIm][AcO], но не в хлоридной ИЖ. Это обстоя-

тельство несомненно ограничивает применение предложенного материала в хими-

ческом анализе в качестве матрицы для иммобилизации аналитических реагентов, 

тем не менее пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]}, особенно модифицированные 

привитыми группами, могут конкурировать с другими материалами, полученными 

на основе природных полимеров (хитина, хитозана и т.п.), по способности сорби-

ровать пищевые красители. Мы продемонстрировали возможность регенерации 

пленок {целлюлоза–[BMIm][AcO]} после сорбции ими индигокармина водой, 0.1М 

растворами HСl или NaOH, что позволяет использовать предложенный целлюлоз-

ный материал повторно. 

При изучении причин подавления каталитической активности пероксидаз хрена 

и сои в ацетатной ИЖ получили экспериментальные данные, позволившие сфор-

мулировать важные практические рекомендации по выбору ИЖ, в присутствии ко-

торых растительные пероксидазы будут в большей степени сохранять каталитиче-

скую активность. Таким фактором, в первую очередь, является величина logP, по 
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крайней мере, для ИЖ с одним и тем же катионом, но разными анионами. С ростом 

величины показателя гидрофобности ИЖ ее ингибирующее действие на пероксида-

зу снижается. Немаловажными факторами являются также природа сорастворителя 

ИЖ и природа биокатализатора (катионный или анионный фермент). 

В отличие от пленок, приготовленных с использованием ацетатной ИЖ, опти-

чески прозрачные пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, как мы показали, являются 

удобной матрицей для иммобилизации большинства изученных реагентов. Так, на 

основе пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} получены нековалентно иммобилизован-

ные препараты пероксидаз хрена и сои, которые выгодно отличались от известного 

из литературы прототипа (целлюлозных пленок с лакказой) в 3 раза большей ката-

литической активностью и высокой стабильностью при комнатной температуре. В 

течение первой недели хранения каталитическая активность пероксидаз хрена и 

сои не менялась, а через месяц составляла соответственно 80 и 70% от ее величины 

в день приготовления пленок. Полученные нами результаты в совокупности с ли-

тературными данными свидетельствуют о предпочтительности иммобилизации в 

пленки катионных ферментов. В дальнейшем работу с пленками {целлюлоза–

[BMIm][Cl]} целесообразно продолжить в двух направлениях: разработать способы 

ковалентной иммобилизации ферментов в целлюлозные пленки, что позволило бы 

решить проблему вымывания биокатализаторов, а также расширить круг индика-

торных систем с полученными иммобилизованными препаратами. Обнаруженный 

нами факт, что субстратная специфичность пероксидаз хрена и сои в составе пле-

нок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} по отношению к арилдиаминам и катехоламинам 

остается такой же как у нативных биокатализаторов, указывает на возможность пе-

ренесения в пленки ранее разработанных в нашей лаборатории оптических индика-

торных систем для определения органических соединений фенольной природы в 

растворах. 

При иммобилизации индигокармина и пиронина Б в пленки {целлюлоза–

[BMIm][Cl]} установили, что анионный индигоидный краситель легко вымывается 

из пленки, в то время как катионный родаминовый краситель довольно хорошо 

удерживается целлюлозным материалом. Обнаруженная нами возможность за-

крепления в целлюлозной пленке пиронина Б позволила создать пленку состава 

{целлюлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС}. В результате подбора содержаний 

компонентов пленки и условий ее функционирования в присутствии артемизинина 

предложили способ флуоресцентного определения артемизинина с использованием 

разработанной пленки и апробировали его в анализе двух противомалярийных БАД. 

Правильность проведенного анализа свидетельствует о перспективности примене-

ния указанного материала в качестве чувствительного элемента флуоресцентного 
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химического сенсора. Следует отдельно подчеркнуть тот факт, что достигнутой 

чувствительности определения артемизинина (0.2 мкМ) с помощью пленки {цел-

люлоза–[BMIm][Cl]–ПБ–Mn(II)–ДДС} достаточно для анализа не только БАД, но и 

фармацевтических препаратов, с также крови и мочи при фармакокинетических 

исследованиях для оценки эффективности лечения малярии. 

Сравнительно невысокая (sr = 0.20, n = 3) воспроизводимость определения ар-

темизинина с использованием с целлюлозных пленок по сравнению с методикой в 

растворе связана, по нашему мнению, главным образом, с тем, что мы создаем 

пленку вручную, без специального оборудования, в результате чего неизбежны не-

которые неоднородности в структуре материала. Избежать такого рода проблем в 

будущем поможет приобретение и использование специальной подложки для вы-

тяжки полимерных материалов американской фирмы «R.D. Spesialists» из толстого 

стекла на резиновых ножках, предотвращающих его скольжение, и специального 

стального стержня известного диаметра для раскатывания пленок. Подложка поз-

воляет раскатывать пленки воспроизводимой толщины по всей площади поверхно-

сти материала. 

Еще одним направлением использования пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} яв-

ляется иммобилизация в них флуоресцентных зондов, в особенности комплекса 

{Eu(III)–ТЦ}, с последующим применением полученных целлюлозных препаратов 

для определения БР. Мы получили пленки состава {целлюлоза–[BMIm][Cl]–

Eu(III)–ТЦ}, выяснили условия регистрации их сигнала, однако, для разработки 

способа определения БР с их использованием необходимо продолжить исследова-

ния указанной индикаторной системы в растворе. Мы установили, что БР, вопреки 

литературным данным, при определенных условиях способен образовывать флуо-

ресцирующий комплекс c ионом Eu(III), вследствие чего сигнал иона металла уси-

ливается подобно тому, как это происходит при связывании европия(III) в ком-

плекс с тетрациклином. Индикаторная реакция оказалась чрезвычайно чувстви-

тельной к соотношению концентраций реагентов, рН, протекает во времени. Выяс-

нение условий проявления действия БР на сигнал Eu(III) в отсутствие и присут-

ствии тетрациклина станет предметом дальнейших исследований в нашей лабора-

тории. 

Таким образом, в результате проведенных сравнительных исследований анали-

тических возможностей целлюлозных пленок, приготовленных с помощью ацетат-

ной и хлоридной ИЖ, показали, что пленки {целлюлоза–[BMIm][AcO]} представ-

ляют интерес в качестве пленок-сорбентов синтетических и природных пищевых 

красителей. Сорбционная способность пленок зависит от природы ИЖ, использо-

ванной для их приготовления, и природы красителя. Расширение круга пищевых 
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красителей и изучение закономерностей их сорбции разработанными целлюлозны-

ми пленками позволит получить целлюлозные материалы для выделения и опреде-

ления этих красителей в продуктах фармацевтических и пищевых производств. 

Применение пленок {целлюлоза–[BMIm][Cl]} открывает широкие возможности 

для их использования в роли чувствительного элемента оптических химических 

сенсоров для определения органических биологически активных соединений как с 

визуальной, так и с инструментальной детекцией аналитического сигнала. Особый 

интерес представляют предложенные нами новые флуориметрические индикатор-

ные системы для определения артемизинина, которые могут быть использованы не 

только для анализа БАД, лекарственных препаратов, но и при их дополнительном 

усовершенствовании для анализа биологических жидкостей, в частности крови и 

мочи. 
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Выводы 

1. Методом растворения-осаждения микрокристаллической целлюлозы в гид-

рофильной ионной жидкости, ацетате 1-бутил-3-метилимидазолия, [BMIm][AcO], 

получены целлюлозные пленки, обладающие высокими оптической прозрачностью 

(T≈90%), механической прочностью, эластичностью и устойчивостью в растворах 

различной кислотности (в присутствии и отсутствие буферных растворов) и в мо-

лекулярных органических растворителях (ацетонитриле, ДМСО, ДМФА). 

2. С использованием [BMIm][Cl] получены оптически прозрачные и прочные 

целлюлозные пленки с физически иммобилизованными в них пероксидазами хрена 

и сои, сохраняющими свойственную нативным ферментам субстратную специфич-

ность и более 50% исходной каталитической активности от ее величины в растворе 

в течение первой недели хранения. Иммобилизованные препараты можно исполь-

зовать по крайней мере дважды после простой регенерации.  

3. Выявлена зависимость скорости растворения гемсодержащих белков в рас-

творе целлюлозаионная жидкость от величины их pI и показана предпочтитель-

ность иммобилизации в целлюлозные пленки катионных гемсодержащих белков 

перед анионными. 

4. Иммобилизация растительных пероксидаз в пленки {целлюлоза–

[BMIm][AcO]} сопровождается потерей их каталитической активности вследствие 

ингибирующего действия ацетатной ИЖ на ферменты по неконкурентному меха-

низму. 

5. Пленки, приготовленные с использованием ацетатной ИЖ способны сорби-

ровать синтетические (индигокармин) и природные пищевые (куркумин, кармин и 

β-каротин) красители из их водных и водно-органических растворов. Степень 

сорбции (в %) возрастает в ряду: β-каротин (21)  кармин (32)   куркумин (36)   

индигокармин (71). 

6. Показана потенциальная возможность использования комплекса {Eu(III)–

тетрациклин}, иммобилизованного в пленку {целлюлоза–[BMIm][Cl]}, для опреде-

ления билирубина, способного тушить сенсибилизированную флуоресценцию иона 

лантанида. 

7. На основе реакции окисления пиронина Б артемизинином, катализируемой 

микропероксидазой-11 и комплексом {Mn(II)–додецилсульфат натрия}, предложе-

ны новые индикаторные флуоресцентные системы в растворах и разработаны чув-

ствительные, селективные, простые и экспрессные флуориметрические методики 

определения артемизинина в диапазонах концентраций 0.1 – 7 мкМ (sr = 0.008 при 
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сн, n = 5) и 0.2 – 8 мкМ (sr = 0.007 при сн, n = 5) соответственно. Время анализа не 

превышает 1 ч. 

8. Созданы пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]–пиронин Б–Mn(II)–

додецилсульфат натрия}, установлены условия их функционирования и на их ос-

нове разработан чувствительный, селективный и экспрессный способ определения 

артемизинина в диапазоне концентраций 0.25–8 мкМ (sr = 0.2 при сн, n = 3). 

9. Пленки {целлюлоза–[BMIm][Cl]} с соиммобилизованными пиронином Б и 

комплексом {Mn(II)–ДДС} успешно применены для флуориметрического опреде-

ления артемизинина в противомалярийных БАД «BestArtemisinin» и «Artemisia 

annua intense». 
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Приложение 1 

  

Рис. 1. 13С ЯМР спектр препарата [BMIm][Cl]синт1. 
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Приложение 2 

 

Рис. 2. Влияние содержания воды в препарате [BMIm][Cl] на растворимость цел-

люлозы [64]. 

 

Таблица 1. Максимальное содержание воды (г) на 100 г [BMIm][Cl), включая со-

держание влаги в целлюлозе, при превышении которого целлюлоза начинает выпа-

дать в осадок в [BMIm][Cl] [64] 

Температура, °С 
Содержание целлюлозы, г 

0.5 1 2 

95 0.1967 0.1872 0.1614 

90 0.2934 0.2702 0.2120 
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Приложение 3 

а)  

 

 

б) 

 

в)  

 

Рис. 3. Линеаризация по методам Лайнуивера-Берка (а), Хейнса (б) и Иди-

Хофсти (в) для системы ПБ-МП. Концентрации: ПБ – 2 мкМ, МП – 4 (◊), 5 

(▲) и 6 (▀) мкМ. 
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а) 

 

б) 

 

в) 

 

Рис. 4. Линеаризация по методу Лайнуивера-Берка (а), Хейнса (б) и Иди-

Хофсти (в) для системы ПБ{Mn(II)ДДС}. Концентрации: ПБ – 2 мкМ, 

Mn(II) и ДДС – 0.1 (◊); 0.2 (▲); 0.5 (▀) мМ.  
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Приложение 4 

Таблица 2. Зависимость интенсивности флуоресценции пленки {целлюлоза–

[BMIm][Cl]–ПБ} от угла падения возбуждающего излучения, содержание ПБ 

0.3 мг 

угол, ° 35 30 25 20 

I, усл. ед. 284.1214 140.4939 68.02061 33.64705 
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