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На примере биологически активных веществ (ароматических аминов, α-аминокислот, антибиоти-
ков аминогликозидного и β-лактамного ряда, анионных поверхностно-активных веществ) предло-
жены четыре типа реакций (азосочетания, протолитической и окислительной конденсации, ион-
ной ассоциации), которые сопровождаются образованием гидрофобных окрашенных аналитиче-
ских форм соответствующих органических аналитов. Показано, что в данных системах возможно
повышение гидрофобности как исходных реактантов, например тетрафторборатов солей диазония, так
и аналитических форм (азосоединений, оснований Шиффа, пурпура Руэманна, ионных ассоциатов с
ПАВ). Рассмотрены возможности различных способов дериватизации органических аналитов с образо-
ванием окрашенных аналитических форм с повышенной гидрофобностью для наилучшего закрепления
на твердых матрицах и разработки на их основе тест-систем, которые могут быть применены для кон-
троля качества различных объектов с достаточно низкими метрологическими характеристиками.
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Биологически активные вещества (БАВ) – хи-
мические вещества, необходимые для поддержа-
ния жизнедеятельности живых организмов, обла-
дающие высокой физиологической активностью
при небольших концентрациях по отношению к
определенным группам живых организмов или их
клеткам, злокачественным опухолям, избира-
тельно задерживая (или ускоряя) их рост или пол-
ностью подавляя их развитие.

В настоящее время промышленностью произво-
дится широкий ассортимент биологически актив-
ных веществ медицинского, пищевого, сельскохо-
зяйственного назначения (антибиотики, вакцины,
ферменты, полисахариды, гормоны, гликозиды,
кормовые и пищевые добавки, белки, аминокис-
лоты, витамины, алкалоиды, пестициды, дефоли-
анты и др.) [1].

Для аналитического контроля ряда биологиче-
ски активных органических аналитов применяют
недорогие и надежные экспресс-методы, реали-
зуемые как в лабораторных, так и во внелабора-
торных условиях. Соответствующие тест-систе-
мы должны быть компактными, простыми и от-
носительно дешевыми. В их основу положены
аналитические реакции, как правило, с органиче-

скими реагентами в условиях и формах, обеспе-
чивающих формирование визуально наблюдаемого
или легко измеряемого эффекта. Реакции должны
быть селективными и высокочувствительными по
отношению к органическим БАВ, иметь высокую
контрастность и скорость цветового перехода, а
также достаточную устойчивость аналитического
эффекта [2].

Колориметрическое экспресс-определение ор-
ганических аналитов, например различных по сво-
ему строению и воздействию на организм классов
антибиотиков [3–7], обладающих антиоксидант-
ными и дубильными свойствами соединений фе-
нольной природы [8, 9], пестицидов [10, 11] и т.д.
в разнообразных объектах (фармацевтических, ме-
дико-биологических, сельскохозяйственных, воен-
ных и криминалистических, объектах окружающей
среды, пищевых продуктах) осуществляют с по-
мощью тест-средств на основе индикаторных бу-
маг, силикагелей или микроэкстрактов с визуаль-
ной и/или цветометрической регистрацией и
обработкой аналитического сигнала с помо-
щью цифровой цветометрии [12–14].

Цель настоящего исследования состояла в де-
риватизации различных органических БАВ для
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получения окрашенных аналитических форм с
повышенной гидрофобностью с последующим их
тест-определением.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Аналиты. Ароматические амины (АА): анилина
гидрохлорид, C6H5NH2·HCl ч., п-хлоранилин,
C6H6NCl х. ч., о-, м-, п-фенилендиамин,
C6H4(NH2)2 ч.: исходные 0.1, 0.01 М растворы гото-
вили растворением соответствующей навески в во-
де; о-аминофенол, C6H7ON х. ч., α-нафтиламин,
C10H9N ч. д. а., дифениламин, C6H5NHC6H5 ч. д.
а.: исходные 0.1, 0.001 М растворы готовили рас-
творением соответствующей навески в 0.1 М
HCl; п-аминобензойная кислота, C7H7NO2 ч.,
п-нитроанилин, C6H6N2O2 ч.: исходные 0.01,
0.001 М растворы готовили растворением соот-
ветствующей навески в этаноле; бензокаин,
C9H11NO2, сульфатиазол, C9H9N3O2S2, сульфа-
ниламид, C6H8N2O2S, сульфацетамид,
C8H10N2O3S, cульфадимидин, C12H14N4O2S, суль-
фадиметоксин, C12H14N4O4S, сульфакарбамид,
C7H9N3O3S, фармацевтически чистые.

α-Аминокислоты: аланин, C3H7NO2; валин,
C5H11NO2; изолейцин, C6H13NO2, фармацевтиче-
ски чистые.

Аминогликозидные и β-лактамные антибиоти-
ки: гентамицина сульфат, амоксициллин, цефалек-
син (Sigma-Aldrich, США) исходные (2–6) × 10–2 М
растворы готовили растворением соответствую-
щей навески в фосфатном буферном растворе.

Анионные поверхностно-активные вещества
(аПАВ): додецилсульфат натрия (ДДС),
C12H25SO4Na; додецилбензолсульфонат натрия,
C18H29SO3Na, содержание основного вещества 96–
99%, исходные 1.0 × 10–3 М растворы готовили
растворением соответствующей навески при сла-
бом нагревании.

Реагенты. Тетрафторборат 4-хлорфенилди-
азония (4-ХФД ТФБ), C6H4N2ClBF4, тетрафторбо-
рат 4-сульфофенилдиазония (4-СФД ТФБ),
C6H4N2O3SNaBF4: исходные 0.01 М растворы го-
товили растворением соответствующей навески в
0.1 М HCl; п-диметиламинобензальдегид (ДМАКА),
C11H13NO ч. д. а.; ДДС, C12H25SO4Na ч.; нингид-
рин, C9H6O4 ч. д. а.: исходный 6.0 × 10–3–0.1 М
раствор готовили растворением соответствую-
щей навески препарата в воде или этаноле; 2,6-ди-
фенил-4-(4-диметиламиностирил)пирилия (RO),
C27H24ClO, 2,6-дифенил-4-(4-диметиламиности-
рил)тиопирилия (RS), C27H24SO: исходные 1.0 ×

× 10–3 М растворы готовили растворением соот-
ветствующей навески в этаноле.

Реактивы и материалы. Сульфаниловая кисло-
та, С6Н7NSО3 ч. д. а.; п-хлоранилин, C6H6NCl х. ч.;
п-диметиламинобензальдегид, C9H11NO ч. д. а.;
4-метил-2,6-дифенилпирилий (-тиопирилий) хло-
рид, C18H15OCl (C18H15SCl); уксусный ангидрид,
C4H6O3 ч. д. а.; 3%-ный и 10%-ный растворы же-
латина; крахмал ч. д. а.

Неорганические кислоты, щелочи и соли: кисло-
та хлороводородная, HCl х. ч.: 0.1 М раствор гото-
вили разбавлением 8.3 мл конц. HCl дистиллиро-
ванной водой в мерной колбе емк. 1 л; кислота
борная, Н3B4O7 х. ч., фтороводородная кислота,
HF х. ч., нитрит натрия, NaNO2 ч. д. а., фосфор-
ная кислота, H3PO4 х. ч.; хлорид цинка, ZnCl2 х. ч.

В качестве матрицы для создания тест-средств
применяли целлюлозную бумагу (фильтры обез-
золенные “Черная лента”, “Синяя лента”, “Крас-
ная лента”, ТУ 6-09-1678-95). Для получения ин-
дикаторных бумаг (ИБ) фильтр “Красная лента”
или “Синяя лента” обрабатывали водными или
спиртовыми 6.0 × 10–3–0.1 М растворами реаген-
та (солями диазония или нингидрином) и высу-
шивали при 20–25°С в течение 10 мин.

Оборудование и методы исследования. Электрон-
ные спектры поглощения и спектры диффузного
отражения регистрировали на двухлучевом ска-
нирующем спектрофотометре Shimadzu UV-1800
(Япония), диапазон измерения 200−800 нм.

Значения рН контролировали рН-метром
pH-150МА со стеклянным индикаторным электро-
дом и хлоридсеребряным электродом сравнения.

Бокс для фотографирования размером 22 × 23 ×
× 24 см c двумя полосками светодиодного осве-
щения (5 V, 1 A), сушильный шкаф SNOL 58/350
(Литва), 48-мегапиксельная камера смартфона
Redmi Note 9 Pro.

Методики. Синтез солей диазония (4-СФД ТФБ
и 4-ХФД ТФБ) проводили по известной методи-
ке, основанной на взаимодействии первичных
ароматических аминов (ПАА) с азотистой кислотой
(NaNO2 + HCl), в два этапа. На первом этапе гото-
вили фтороборную кислоту (HBF4) путeм медлен-
ного растворения при охлаждении 20.95 г Н3B4O7
примерно в 60 мл 40–48%-ной HF. Реагенты сме-
шивали в пластиковом стакане, температуру под-
держивали не выше 5°С, для перемешивания ис-
пользовали пластиковую палочку. На втором этапе
синтезировали комплексную соль диазония: 9.55 г
сульфаниловой кислоты (при синтезе 4-СФД ТФБ)
или 7.03 г п-хлоранилина (при синтезе 4-ХФД
ТФБ) в 41 мл 33.35%-ной HBF4 охлаждали на ле-
дяной бане. Затем при интенсивном перемешива-
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нии медленно по каплям добавляли раствор 4.28 г
NaNO2 в 8.5 мл воды. Полученную соль диазония
переносили в воронку Бюхнера, промывали два-
жды этиловым спиртом и дважды диизопропило-
вым эфиром (по 100 мл).

Синтез пирилоцианиновых красителей (RO и
RS) проводили конденсацией 0.23 г п-диметилами-
нобензальдегида и 0.31 г хлорида 4-метил-2,6-ди-
фенилпирилия (-тиопирилия) в среде безводного
уксусного ангидрида (3.8 мл) при нагревании
(~110°С). Образовавшийся хлорид осаждали ди-
этиловым эфиром и очищали переосаждением
эфиром из хлороформа. Продукты реакции – ин-
тенсивно окрашенные соединения, плохо раство-
римые в воде и достаточно хорошо растворимые в
полярных органических растворителях.

Визуально-колориметрическое определение. Го-
товили серию индикаторных бумаг, на которые
наносили определяемый органический аналит с
концентрацией 0.09–1300 мкг/мл, помещали на
10 мин в сушильный шкаф при температуре от 20
до 105°С. Далее тест-средство помещали в бокс и
фотографировали камерой смартфона.

Цветометрическую обработку изображений
тест-средств осуществляли в программе Adobe Pho-
toshop®. Для этого часть изображения усредняли с

помощью фильтра “Аverage” и определяли интен-
сивность цветовых каналов моделей RGB и HSV.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Предварительные эксперименты показали, что

тест-средства на основе целлюлозных бумаг дают
плохо воспроизводимые результаты при образо-
вании в их матрице гидрофильных аналитиче-
ских форм широкого спектра органических БАВ.

На примере БАВ (АА, α-аминокислот, антибио-
тиков аминогликозидного и β-лактамного ряда,
анионных поверхностно-активных веществ) пред-
ложили четыре типа реакций (азосочетания, про-
толитической и окислительной конденсации, ион-
ной ассоциации), которые сопровождаются образо-
ванием гидрофобных окрашенных аналитических
форм органических аналитов. Рассмотрим бо-
лее подробно каждый тип реакций.

I. Реакция азосочетания (электрофильное аро-
матическое замещение) рассмотрена на примере
взаимодействия солей диазония – 4-СФД ТФБ и
4-ХФД ТФБ (диазосоставляющей) с АА (азосостав-
ляющими), такими как анилин и его о-, м-, п- заме-
щенные (R = OH, NH2, Cl), α-нафтиламин, и дифе-
ниламин в слабокислой среде (рН 3–5) с образова-
нием ярко окрашенных азосоединений (схема 1):

Схема 1. Реакция образования азосоединений.

Для этих реакций предложено повысить гид-
рофобность как диазокомпоненты, так и получа-
емых азосоединений. Соли диазония вследствие
их неустойчивости редко выделяют из раствора в
индивидуальном виде, однако их относительная
стабильность в большей степени зависит от приро-
ды противоиона Аn–. Введение более гидрофобных

анионов, а именно тетрафторбората (Аn– = ),
позволяет повысить гидрофобность диазокомпо-
ненты, снижаяя ее растворимость, и тем самым
повышая устойчивость при хранении в твердом

виде, в отличие от растворимых в воде галогенидов
и сульфатов диазония. Повышение гидрофобности
аналитической формы А преимущественно обу-
словлено наличием дополнительного фенильно-
го фрагмента (–C6H5), а также усиливается за счет
ионной ассоциации протонированной формы АH+

противоионом .
Данную систему применили для получения ИБ с

иммобилизованными реагентами 4-СФД ТФБ
и 4-ХФД ТФБ для определения некоторых АА.
Изучили влияние типа целлюлозных матриц при

N N An + NH2
R �HAn

N N NH2
R

диазосоставляющая азосоставляющая азосоединение (форма А)

NH NH2
R

N An

азосоединение (форма АН+)

4BF− 4BF−
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варьировании размера их пор, а также рН анали-
зируемого раствора в интервале 3–7, концентра-
ции солей диазония.

Содержание АА определяли визуально по ин-
тенсивности окраски сравнением со стандартной
цветовой шкалой. Для повышения точности ре-
зультатов колориметрического определения окра-
шенные тест-средства обрабатывали цветометриче-
ски. На рис. 1 представлены примеры зависимостей
оптимального параметра цвета от концентрации
для различных солей диазония при взаимодей-
ствия с α-нафтиламином. Некоторые метрологи-
ческие характеристики приведены в табл. 1.

Сравнительный анализ двух реагентов показал,
что наибольшая контрастность и наименьшая ниж-
няя граница определяемых содержаний (НГОС)
ИБ при определении АА достигаются с иммоби-
лизованным 4-ХФД ТФБ.

II. Реакция протолитической конденсации (нук-
леофильное присоединение) рассмотрена на при-
мере взаимодействия ПАА с ДМАКА в кислой сре-
де (рН 3–4) с образованием окрашенных азоме-
тинов – оснований Шиффа (ОШ), способных
находиться в двух таутомерных формах – бензо-
идной и хиноидной согласно схеме 2 [15]:

Рис. 1. Зависимости интенсивностей канала G от логарифма концентрации α-нафтиламина: 1 – 4-СФД ТФБ, 2 –
4-ХФД ТФБ.
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Таблица 1. Некоторые метрологические характеристики цветометрического тест-определения ариламинов при
помощи индикаторных бумаг на основе 4-ХФД ТФБ (4-СФД ТФБ)

Аналит Цвета ИБ на основе
4-СФД ТФБ

НГОС,
мкг/мл

Цвета ИБ на основе
4-ХФД ТФБ

НГОС,
мкг/мл

Зависимость
IRGB – pc, r2

Анилина гидрохлорид Жeлтый 1300 Жeлтый 650 YG = 32.6 x + 105
r2 = 0.930

о-Аминофенол Красный 1100 Оранжевый 110 YB = 26.5 x + 86.4
r2 = 0.893

п-Хлоранилин Розовый 1300 Фиолетовый 650 YB = 11.6 x + 149
r2 = 0.920

α-Нафтиламин Розовый 7 Вишнeвый 1 YG = 66.3 x – 36.0
r2 = 0.995

о-Фенилендиамин Коричневый 110 Оранжевый 50 YB = 16.0 x + 97.6
r2 = 0.910

м-Фенилендиамин Розовый 5 Оранжевый 5 YB = 39.4 x + 2.03
r2 = 0.973

п-Фенилендиамин – – Коричневый 5 YB = 26.9 x + 82.5
r2 = 0.991

Дифениламин – – Фиолетовый 9 YG = 41.0 x + 25.2
r2 = 0.942
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Схема 2. Реакция образования оснований Шиффа.

Установили, что повышение гидрофобности в
данной системе достигается не только за счет
укрупнения аналитической формы ОШ, но и за
счет образования малорастворимых ионных ассо-
циатов (ОШ+ДДС–) хиноидной протонирован-
ной формы с ионами ДДС, что приводит к смеще-
нию таутомерного равновесия в сторону увеличе-
ния концентрации хиноидной формы ОШ и
обусловливает повышение стабильности этих форм
в тест-средствах. Низкая растворимость таких
ионных пар в домицеллярных средах ДДС делает
их непригодными в фотометрии. Однако пони-
жение растворимости обеспечивает стабильность
хиноидной формы ОШ в твердых матрицах.

Предложены пресс-формы в виде таблеток на
основе 3%-ного раствора желатина, к которому
добавляли 0.0032 г ДМАКА и 0.17 г ДДС и раство-
ряли при перемешивании на водяной бане. К по-
лученному раствору порциями прибавляли 30 г
крахмала до получения однородной массы. Полу-
ченную смесь высушивали при 105°С в сушиль-

ном шкафу в течение 2–3 ч. Далее помещали в
форму для таблетирования и прессовали при дав-
лении 120 атм. Для определения ПАА исследуе-
мый раствор подкисляли HCl до рН 2–3, наноси-
ли каплю этого раствора на таблетированную
пресс-форму и фиксировали изменение окраски.
Содержание ПАА оценивали визуально по ин-
тенсивности окраски сравнением со стандартной
цветовой шкалой в концентрационном интервале
0.20–60 мкг/мл. Некоторые метрологические ха-
рактеристики приведены в табл. 2.

Наибольшая контрастность цветовых шкал и
наименьший предел обнаружения (ПрО) пресс-
форм достигаются для таких аналитов, как ани-
лин, п-нитроанилин и п-фенилендиамин.

III. Реакцию окислительной конденсации рас-
сматривали на примере взаимодействия нингид-
рина (трикетогидринденгидрата) с некоторыми
α-аминокислотами и антибиотиками с образовани-
ем продукта сине-фиолетового цвета при рН > 5.
Схема 3 реакции приведена для α-аминокислот:

CH CH +

ДМАКА ПАА
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Таблица 2. Метрологические характеристики визуального тест-определения некоторых первичных ариламинов
при помощи пресс-форм

Аналит Цвет пресс-форм ПрО, мкг/мл ДОС, мкг/мл

Анилина гидрохлорид Розовый 0.070 0.20−5.0
Бензокаин (анестезин) Розовый 0.20 1.5−20
п-Аминобензойная кислота Розовый 0.25 0.50−20
п-Нитроанилин Синий 0.0050 0.50−60
Сульфатиазол (норсульфазол) Розовый 0.25 0.50−25
Сульфаниламид (стрептоцид) Розовый 0.25 0.50−10
Сульфацетамид (сульфацил натрия) Розовый 0.25 0.50−30
Сульфадимидин (сульфадимезин) Розовый 0.23 0.50−20
Сульфадиметоксин Розовый 0.25 0.80−33
Сульфакарбамид (уросульфан) Розовый 0.23 0.50−5.0
о-Фенилендиамин Сиреневая 0.20 0.40−4.0
м-Фенилендиамин Сиреневая 0.20 0.30−0.40
п-Фенилендиамин Синяя 0.050 0.40−4.5
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Схема 3. Реакция образования пурпура Руэманна.

Повышение гидрофобности аналитической
формы (пурпур Руэманна) в данной системе до-
стигается за счет присутствия конденсированно-
го шести и пятичленного фрагмента, что способ-
ствует стабилизации аналитической формы в
целлюлозной матрице.

Предложены ИБ на основе иммобилизован-
ного нингидрина для определения α-аминокис-
лот (аланин, валин и изолейцин), аминоглико-
зидных (гентамицин) и β-лактамных (амоксицил-
лин и цефалексин) антибиотиков. Последние также

вступают в реакцию III с образованием гидрофоб-
ного пурпура Руэманна. Метрологические характе-
ристики тест-определения α-аминокислот и анти-
биотиков приведены в табл. 3. Визуальную оценку
содержания антибиотиков можно осуществлять в
диапазоне концентраций 250–1600 мкг/мл, а цвето-
метрическое определение α-аминокислот – с НГОС
0.09 мкг/мл, антибиотиков с НГОС 130 мкг/мл.

IV. Реакцию ионной ассоциации рассматривали
на примере взаимодействия представителей халь-
когенпирилоцианиновых красителей (RO и RS)

O

O

OH

OH

R

C

COOH

HH2N +

O

O

H

OH

R

C

O

H + +  NH3   +  CO2
��H2O

O

O O

O

N
H

Нингидрин (изб.) Гидриндантин

Пурпур Руэманна

��H2O

Таблица 3. Метрологические характеристики тест-определения некоторых α-аминокислот и антибиотиков с
помощью индикаторных бумаг на основе нингидрина

* Интенсивность/изменение интенсивности цветовых каналов.

Аналит НГОС, мкг/мл Зависимости I*п /∆Iп – pс, r2

α-Аминокислоты

Аланин 0.090 IR = 15.5 х + 161, r2 = 0.981
Изолейцин 0.13 IS = –5.80 х + 34.0, r2 = 0.931
Валин 0.12 IS = –7.10 х + 401, r2 = 0.905

Аминогликозидные антибиотики

Гентамицин 250 ∆IG = 48.3 x + 140, r2 = 0.992

β-Лактамные антибиотики

Амоксициллин 130 ∆IG = –33.4 x – 1.15, r2 = 0.994
Цефалексин 130 ∆IG = 69.0 x + 4.50, r2 = 0.995

Таблица 4. Некоторые метрологические характеристики визуального определения анионных поверхностно-ак-
тивных веществ с 2,6-дифенил-4-(4-диметиламиностирил)пирилием (в пересчете на додецилсульфат натрия)

Тест- система Переход окраски НГОС, мкг/мл

ИБ 1 Бледно-синий–фиолетовый 50
ИБ 2 Бледно-синий–фиолетовый 50
ИБ 3 Бледно-зеленый–сине-фиолетовый 20

Индикаторный раствор Бледно-зеленый–сине-фиолетовый 0.50
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(Х = O, S) с аПАВ, такими как ДДС и додецилбен-
зосульфонат натрия (R = C12H25O, C18H29) с обра-

зованием интенсивно окрашенных ионных ассо-
циатов (ИА) (схема 4):

Схема 4. Реакция образования ионного ассоциата пирилоцианинового красителя с аПАВ.

Гидрофобные взаимодействия, обусловленные
наличием углеводородных фрагментов в аПАВ и
реагентах, играют важную роль в реакциях обра-
зования ассоциатов в водной среде. Основной
вклад в устойчивость образующихся ассоциатов
[RO+][аПАВ–] или [RS+][аПАВ–] вносят электро-
статические взаимодействия, которые реализу-
ются посредством гидрофобного взаимодействия
реагента с аПАВ с длиной углеводородного ради-
кала ≥10. Таким образом, гидрофобное взаимодей-
ствие является необходимым условием, а электро-
статическое – определяющим образование
устойчивых ассоциатов в водной среде, как и в ре-
акции I типа, где реализованы аналогичные эф-
фекты для получения стабильных аналитических
форм.

В отличие от предыдущих типов реакций, для
реакции IV типа получили различные тест-сред-
ства, в основу разработки которых положена вы-
сокая контрастность реакции образования ИА
[RO+][аПАВ–]. Так, в первом варианте пропиты-
вали бумагу (“Синяя лента”) насыщенным рас-
твором реагента RO (ИБ 1). Во втором варианте
предварительно обрабатывали бумагу (“Синяя
лента”) раствором ZnCl2 с концентрацией 3 г/л
(ИБ 2) и высушивали в сушильном шкафу при
100°С в течение 30 мин. После сушки пропитыва-
ли раствором RO в течение 20 мин и высушивали
на воздухе.

Наилучший результат получен с предваритель-
ной обработкой бумаги (“Синяя лента”) 10%-ным
раствором желатина и 0.2 М фосфорной кислотой
(ИБ 3) с последующей обработкой спиртовым
раствором RO и высушиванием.

Для получения индикаторного раствора для об-
наружения аПАВ подобрали оптимальный состав

раствора, в котором в качестве растворителя ис-
пользовали смесь ацетонитрила с конц. HCl (10 : 2).
Метрологические характеристики полученных
тест-средств представлены в табл. 4.

* * *
Показаны возможности различных способов

дериватизации органических аналитов с образо-
ванием окрашенных аналитических форм с по-
вышенной гидрофобностью для наилучшего за-
крепления на твердых матрицах и разработки на
их основе тест-систем, которые могут быть при-
менены для контроля качества различных объек-
тов с достаточно низкими метрологическими ха-
рактеристиками.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ, научный проект № 22-23-00420.
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