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Предложено использовать сверхсшитый полистирол для группового сорбционного концентриро-
вания катехоламинов. Оптимизированы условия концентрирования норадреналина, адреналина и
допамина: микроколонка (10 × 6 мм), масса сорбента 0.03 г, 25 мл раствора (pH ∼ 8.5), скорость про-
пускания раствора 1.0 мл/мин. Соединения десорбировали 1 мл 6 М уксусной кислоты и определя-
ли в элюате методом обращенно-фазовой ВЭЖХ с амперометрическим детектором (Е = 0.8 В).
Предварительное сорбционное концентрирование позволило снизить пределы обнаружения ка-
техоламинов более чем в 20 раз. Они составили для допамина 0.7 и для норадреналина и адреналина
1 нг/мл. Методика применена для анализа модельных смесей на основе мочи.
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Катехоламины (КА) – класс органических со-
единений, выполняющих в организмах человека
и животных множество различных жизненно
важных функций. Они являются нейромедиато-
рами центральной нервной системы, участвуют в
обменных и энергетических процессах, осу-
ществляя передачу импульсов возбуждения и
торможения нервной системы [1, 2]. Информа-
ция о содержании КА в различных биологических
жидкостях человека – важное звено в клиниче-
ской диагностике таких заболеваний, как фео-
хромоцитома, нейробластома, ганглиома, бо-
лезнь Паркинсона, а также различных психиче-
ских заболеваний [3, 4].

Сведения о методах определения КА система-
тизированы в обзорах [5–9]. В большинстве случа-
ев КА определяют методом обращенно-фазовой
ВЭЖХ [10–19] или капиллярного электрофореза
[10, 11, 20, 21] в сочетании с амперометрическим [10,
11, 14, 15, 17] или масс-спектрометрическим [12, 13,
16, 18–21] детектированием. Определение чаще
всего проводят после предварительной пробо-
подготовки методом твердофазной экстракции
(ТФЭ). В качестве сорбентов для выделения и

концентрирования КА из различных объектов ме-
тодом ТФЭ применяют оксид алюминия [10–13],
катионообменные сорбенты [11, 14], гидрофоби-
зированный силикагель, модифицированный
группами С18 [15, 16, 21], или полимерные сор-
бенты [17–19].

Проблемы, возникающие при ТФЭ, связаны с
высокой гидрофильностью КА (lgP от –1.85 до
‒0.99), вследствие чего степени выделения этих
соединений на большинстве сорбентах невысоки.
Кроме того, катехольный фрагмент в структуре
КА окисляется до хиноидных структур в ней-
тральных и щелочных условиях, что усложняет
ТФЭ этих соединений. Важен поиск новых сор-
бентов, позволяющих количественно выделять
КА из различных биологических жидкостей.

Как показали исследования последних лет,
весьма перспективными сорбентами для ТФЭ по-
лярных органических соединений являются
сверхсшитые полистиролы (ССПС). Эти сорбен-
ты отличаются высокоразвитой удельной поверх-
ностью, относительно малыми порами и выра-
женным сродством к различным органическим
соединениям. С применением ССПС разработа-
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ны методики сорбционного выделения и концен-
трирования таких полярных органических моле-
кул, как фенолы, первичные алифатические ами-
ны, фенолкарбоновые кислоты, метилксантины,
тетрациклины и сульфаниламиды [22]. Сверх-
сшитый полистирол для сорбции КА ранее не ис-
пользовали.

Цель настоящей работы – изучение возмож-
ности сочетания извлечения КА (адреналина, но-
радреналина и допамина) на микроколонке, за-
полненной ССПС, с последующим определени-
ем этих соединений в элюате методом ВЭЖХ с
электрохимическим детектированием.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектами исследования служили адреналин,

норадреналин и допамин (Sigma). Исходные рас-
творы КА (1 мг/мл) готовили растворением их
точных навесок в деионированной воде и храни-
ли при −20°C. Рабочие растворы КА готовили
ежедневно, разбавляя исходные растворы де-
ионированной водой в присутствии 0.8 мМ мета-
бисульфита натрия. Согласно данным [23]
Na2S2O5 используют в качестве антиоксиданта
для предотвращения окисления КА.

В качестве сорбента использовали ССПС Диа-
пак П-3 (ЗАО “БиоХимМак СТ”). Параметры по-
ристой структуры образцов определяли методом
низкотемпературной адсорбции азота на установ-
ке ASAP 2010 N (Micromeritics, США). Удельная
поверхность ССПС составила 1132 м2/г, площадь
поверхности, приходящаяся на микропоры и ме-
зопоры, – 707 и 219 м2/г соответственно. Дзета
(ζ)-потенциалы поверхности ССПС определяли
при помощи системы динамического рассеяния
света Zetasizer Nano ZS (Malvern Ltd., UK).

Для изучения сорбции в статическом режиме
навески ССПС (0.020 ± 0.001 г) помещали в 25 мл
водного раствора, содержащего определенное ко-
личество КА, в присутствии 0.8 мМ метабисуль-
фита натрия в качестве антиоксиданта. Растворы
встряхивали на электромеханическом вибросме-
сителе Sky Line S-3.02M (ELMI Ltd., Латвия) до
установления сорбционного равновесия. Нужное
значение рН создавали добавлением HCl или
NaOH, значения pH контролировали иономером
Эксперт 001 (Россия). Сорбент отделяли от рас-
твора центрифугированием и определяли кон-
центрацию КА в равновесной водной фазе мето-
дом ВЭЖХ.

Для изучения сорбции в динамическом режи-
ме (ТФЭ) использовали концентрирующую мик-
роколонку (l = 6 мм, d = 10 мм), заполненную 0.03 г
ССПС, и вакуумную установку для ТФЭ М6 (Ма-
нифолд, Россия). Перед использованием колонку
кондиционировали 3 мл метанола и 6 мл воды.
Скорость пропускания раствора через колонку

составила 1.0 мл/мин. Перед проведением де-
сорбции колонку промывали 1 мл воды. После за-
вершения сорбции и десорбции колонку промы-
вали 3 мл 6 М уксусной кислоты, 3 мл метанола и
10 мл воды.

Хроматографическое определение КА выпол-
няли на жидкостном хроматографе Цвет-Яуза-04
(НПО “Химавтоматика”, Россия) с амперомет-
рическим детектором (E = 0.8 В). Использовали
хроматографическую колонку Luna 5u C18(2)
(150 × 3 мм, 5 мкм) (Phenomenex, США). В каче-
стве подвижной фазы использовали смесь ацето-
нитрил–0.1%-ная H3PO4 (10 : 90, по объему), со-
держащую 0.3 мМ октансульфонат натрия. Пробу
объемом 20 мкл вводили с помощью петли доза-
тора. Скорость потока составляла 0.4 мл/мин.

Дистиллированную воду дополнительно очи-
щали с помощью системы очистки воды Millipore
(Millipore, Германия). Растворы кислот для при-
готовления элюента фильтровали через мембран-
ный фильтр Фторопласт 0.2 мкм (ЗАО “БиоХим-
Мак СТ”, Россия) с использованием вакуумного
насоса Millipore. Элюент дегазировали в ультра-
звуковой ванне Bransonic 1510R-DTH (США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Сорбция катехоламинов на сверхсшитом поли-

стироле в статических условиях. В статических
условиях изучили сорбцию адреналина, норадре-
налина и допамина в зависимости от времени
контакта фаз и рН раствора. Эти амфотерные со-
единения, содержащие в своей структуре амино-
и гидроксогруппы, различаются заместителями,
константами кислотности и гидрофобностью (па-
раметрами Ханша – логарифмами констант их рас-
пределения в системе н-октанол–вода) (табл. 1).

Установлено, что время достижения сорбци-
онного равновесия для всех КА не превышает
10 мин (рис. 1а). Изученные КА существуют в рас-
творе в трех формах: катионной (при рН < pKa1),
анионной (при рН > pKa2) и цвиттер-ионной
(рКа1< pH < рКа2), поэтому одним из основных
факторов, влияющих на сорбцию КА, является
pH раствора. Характер зависимости степени из-
влечения от pH (рис. 1б) свидетельствует о том,
что КА сорбируются на ССПС в цвиттер-ионной
форме: максимальная степень извлечения на-
блюдается в интервале рН 7–9 в области домини-
рования этой формы.

Сопоставление степеней извлечения КА (табл. 2)
указывает на то, что в интервале рН 7–9 ССПС
сорбирует допамин и адреналин количественно
(R = 96–98%), а норадреналин на 89%. Значения
коэффициентов распределения КА возрастают с
увеличением их параметров гидрофобности в ря-
ду: норадреналин < адреналин < допамин, что
указывает на присутствие гидрофобных взаимо-
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действий. Между логарифмом коэффициента
распределения (lgD) и параметром гидрофобно-
сти (lgP) сорбируемого КА наблюдается линей-
ная зависимость (в скобках указаны значения ко-
эффициента детерминации, R2):

Повышенное сродство поверхности ССПС к
таким полярным соединениям, как КА может

( )lg 0.8267lg 3.1821 0.9883 .D P= +

быть связано с реализацией на этом сорбенте на-
ряду с гидрофобными и других взаимодействий,
например π–π или электростатических. Значи-
тельный вклад π–π-взаимодействий в механизм
удерживания других органических соединений на
ССПС отмечен ранее [22, 24]. Возможность про-
явления электростатических взаимодействий
связана с наличием заряда на поверхности
ССПС. В работах [25, 26] показано, что величина

Таблица 1. Перечень и некоторые физико-химические свойства изученных катехоламинов

Примечание: значения констант кислотности и параметров гидрофобности взяты из обзора [9].

Вещество Формула Mr pKa lgP

Допамин 154
pKa,1 = 8.88
pKa,2 = 10.39 –0.99

Адреналин 183
pKa,1 = 8.59
pKa,2 = 9.98 –1.37

Норадреналин 169
pKa,1 = 8.78
pKa,2 = 9.61 –1.85

HO
OH

NH2

HO
OH

OH

HN
CH3

HO
OH

NH2

OH

Рис. 1. Зависимости степеней извлечения катехоламинов от времени контакта фаз (а) и рН раствора (б). Условия:
V = 25 мл, mсорб = 0.020 ± 0.001 г, сКА = 1 × 10–5 М,  = 0.8 мМ, pH ∼ 8.5 (а), t = 10 мин (б): 1 – допамин, 2 –
адреналин, 3 – норадреналин.
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и знак ζ-потенциала поверхности ССПС зависят
от рН: поверхность положительно заряжена в
водных суспензиях с низким значением рН и от-
рицательно заряжена при высоком рН. В соответ-
ствии с зависимостью ζ-потенциала от рН (рис. 2)
поверхность ССПС Диапак П-3 заряжена поло-
жительно при рН < 3.3 и отрицательно при более
высоких значениях рН. Максимальное значение
ζ-потенциала достигается при рН ~ 8, что указы-
вает на возможность взаимодействия положи-
тельно заряженных протонированных амино-
групп КА с отрицательно заряженной поверхно-
стью сорбента.

Выбор условий твердофазной экстракции ка-
техоламинов на сверхсшитом полистироле. При
оптимизации условий извлечения КА на микро-
колонке, заполненной ССПС, варьировали массу
сорбента, объем анализируемого раствора, кон-
центрацию КА, рН раствора, природу и объем
элюента. Для минимизации объема элюента це-

лесообразно использовать микроколонку, запол-
ненную 0.030 г ССПС. Сорбцию проводили из 10,
25 и 50 мл водных растворов соединений (pH ∼ 8).
Как видно из рис. 3, степень извлечения КА прак-
тически не изменяется при увеличении объема
вплоть до 25 мл и составляет 97–100%. Дальней-
шее увеличение объема сопровождается умень-
шением степени извлечения до 75–80% и увели-
чением продолжительности анализа.

При выборе условий десорбции в качестве
элюентов использовали 6 М уксусную кислоту и
смесь ацетонитрила с 0.1%-ной фосфорной кис-
лотой, содержащую 10 или 20 об. % ацетонитрила.
Десорбцию проводили 1 и 2 мл элюентов. Как
видно из табл. 3, при элюировании 6 М уксусной
кислотой десорбция КА протекает количествен-
но: степень выделения КА из 25 мл водного рас-
твора в 1 мл элюата составила 92–99%.

Определение катехоламинов методом ВЭЖХ с
предварительным сорбционным концентрировани-
ем на сверхсшитом полистироле. Выбранные усло-
вия сорбционного концентрирования КА ис-
пользовали при их определении методом ВЭЖХ.
Для построения градуировочных графиков гото-
вили серию растворов, содержащих от 0.03 до
1.0 мкг/мл каждого КА в 25 мл раствора в присут-
ствии 0.8 мМ бисульфита натрия (рН 8.5). Далее
проводили сорбционное концентрирование, про-
пуская каждый раствор через микроколонку, запол-
ненную 0.030 г ССПС, со скоростью 1.0 мл/мин и
десорбируя аналиты 1 мл 6 М уксусной кислоты.
Перед проведением десорбции сорбент промыва-
ли 2 мл воды, продолжительность десорбции со-
ставила 5 мин. Концентрацию КА в элюате опре-
деляли методом ВЭЖХ: колонка Luna 5u C18(2),
подвижная фаза ацетонитрил–0.1%-ный водный

Таблица 2. Степени извлечения (R, %) и логарифмы
коэффициентов распределения (lgD) катехоламинов
на сверхсшитом полистироле в статических условиях
(сКА = 1 × 10–5 М, pH ∼ 8.5, V = 25 мл, mсорб = 0.020 ±
± 0.001 г,  = 0.8 мМ, t = 10 мин, n = 3, Р = 0.95)

Вещество R, % lgD

Допамин 98 ± 3 4.79
Адреналин 96 ± 3 4.48
Норадреналин 89 ± 4 4.00

2 2 5Na S Oс

Рис. 2. ζ-Потенциал поверхности сверхсшитого по-
листирола Диапак П-3. Условия: суспензию микро-
частиц сверхсшитого полистирола титровали 0.1 М
НСl или 0.1 М раствором NaOH.
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Рис. 3. Зависимость степени извлечения катехолами-
нов от объема раствора. Условия: cКА = 1 × 10−5 М,
pH ~ 8.5,  = 0.8 мМ, t = 10 мин.
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раствор H3PO4 (10 : 80, по объему), содержащий
0.3 мМ октансульфонат натрия. Хроматограмма
разделения модельной смеси КА после сорбци-
онного концентрирования из 25 мл водного рас-
твора приведена на рис. 4. Характеристики мето-
дик определения КА методом ВЭЖХ приведены в
табл. 4. Предварительное сорбционное концен-
трирование из 25 мл раствора позволяет снизить
пределы обнаружения КА по сравнению с пря-

мым определением более чем в 20 раз. Следует от-
метить, что достигнутые пределы обнаружения
лимитируются объемом пробы, используемой на
стадии концентрирования, и могут быть снижены
за счет ее увеличения. Методика применена для
анализа образца мочи.

Выполнение определения: к 10 мл мочи добавля-
ли 0.010 г метабисульфита натрия во избежание
окисления КА и доводили значение рН до 8.5 при

Таблица 3. Степени десорбции (Rдесорб, %) катехоламинов различными элюентами с микроколонки, заполнен-
ной 0.030 г сверхсшитого полистирола (cКА = 1 × 10–5 М, pH ∼ 8.5, V = 25 мл,  = 0.8 мМ, tдес = 5 мин, n = 3,
Р = 0.95)

Вещество

Ацетонитрил–
0.1%-ная H3PO4

(10 : 90, по объему)
(2 мл)

Ацетонитрил–
0.1%-ная H3PO4

(20 : 80, по объему) 
(2 мл)

6 М CH3COOH
(2 мл)

6 М CH3COOH
(1 мл)

Норадреналин 62 ± 2 83 ± 4 101 ± 3 99 ± 3
Адреналин 64 ± 3 46 ± 3 98 ± 3 98 ± 2
Допамин 12 ± 2 39 ± 2 99 ± 2 92 ± 2

2 2 5Na S Oс

Рис. 4. Хроматограмма модельной смеси катехоламинов после сорбционного концентрирования из 25 мл водного рас-
твора. Условия разделения: колонка Luna 5u C18(2); подвижная фаза: ацетонитрил–0.1%-ная H3PO4 (10 : 90, по объе-
му), содержащая 0.3 мМ октансульфоната натрия; сКА = 0.2 мкг/мл: 1 – норадреналин, 2 – адреналин, 3 – допамин.
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Таблица 4. Характеристики методики хроматографического определения КА без (I) и с использованием (II)
предварительного концентрирования на микроколонке, заполненной 0.030 г сверхсшитого полистирола, из
25 мл водного раствора (pH ~ 8.5,  = 0.8 мМ)

Вещество
Линейный диапазон, мкг/мл cmin, мкг/мл

I II I II

Норадреналин 0.07–5 0.003–1.0 0.02 0.001
Адреналин 0.07–5 0.003–1.0 0.02 0.001
Допамин 0.04–5 0.002–1.0 0.01 0.0007

2 2 5Na S Oс
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ТОЛМАЧЕВА и др.

помощи 1 M раствора NaOH. Образец центрифу-
гировали для отделения взвешенных примесей,
разбавляли водой до 25 мл и пропускали через мик-
роколонку, заполненную 0.030 г ССПС. Колонку
промывали 1 мл воды и 1 мл 30%-ного этанола. Ана-
литы десорбировали 1 мл 6 М CH3COOH.

Хроматограммы образца мочи после сорбци-
онного концентрирования без и с добавлением
КА приведены на рис. 5. Результаты определения
КА в моче методом введено–найдено, представ-
ленные в табл. 5, свидетельствуют о правильности
и хорошей воспроизводимости методики.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 18-73-10001)
и с использованием оборудования, приобретенного

Рис. 5. Хроматограмма концентрата мочи без (а) и с добавкой 0.10 мкг/мл катехоламинов (б) на колонке Luna 5u C18(2)
при элюировании подвижной фазой ацетонитрил–0.1%-ная H3PO4 (10 : 90, по объему), содержащей 0.3 мМ октан-
сульфоната натрия: 1 – норадреналин, 2 – адреналин, 3 – допамин.
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Таблица 5. Результаты (мкг/мл) определения катехо-
ламинов в образце мочи (n = 3, Р = 0.95)

Вещество Введено Найдено sr

Норадреналин 0 0.013 ± 0.005 0.08

0.10 0.10 ± 0.02 0.06

Адреналин 0 0.014 ± 0.002 0.07

0.10 0.11 ± 0.01 0.05

Допамин 0 0.035 ± 0.005 0.06

0.10 0.13 ± 0.03 0.08
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из средств Программы развития Московского уни-
верситета.
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