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В настоящее время вопросам диагностики
окислительного стресса (ОС) уделяют присталь-
ное внимание как отечественные, так и зарубеж-
ные ученые: только за последнее десятилетие
опубликовано около 40 тыс. обзорных статей, по-
священных окислительному или оксидативному
стрессу. Эти публикации можно разделить на ис-
следовательские, посвященные установлению и
изучению биохимических механизмов ОС [1–4],
а также влиянию ОС на развитие нейродегенера-
тивных, сердечно-сосудистых и эндокринных за-
болеваний [1, 2, 5, 6], и аналитические, представ-
ляющие основные методы определения показате-
лей и маркеров ОС: методы регистрации активных
форм кислорода (АФК), окислительного повре-
ждения биомолекул, содержания и активности
антиоксидантов [7–10].

Окислительным стрессом называют наруше-
ние баланса между процессами образования ак-
тивных форм кислорода и антиоксидантной за-
щитой организма в пользу образования свобод-
ных радикалов [11]. Основным “инструментом”
или движущей силой окислительного стресса
служат активные формы кислорода. Важнейши-
ми АФК считают супероксидный радикал ( ),
синглетный кислород (1О2), гидроксильный
(•OH) и пероксидный (•HO2) радикалы, перок-

сид водорода (H2O2), пероксидный ион ( ),
гипохлорит-ион (OCl–) [12]. Активные формы

кислорода и другие свободные радикалы образу-
ются в живых организмах в результате нормаль-
ного аэробного клеточного метаболизма, а также
под влиянием факторов окружающей среды, в ре-
зультате ультрафиолетового излучения, ионизиру-
ющей радиации или сигаретного дыма [13, 14]. Из-
быточное образование свободных радикалов уси-
ливает пероксидное окисление липидов (ПОЛ),
вызывающее мультиклеточные и мультитканевые
повреждения из-за накопления в клетках и тка-
нях недоокисленных продуктов (оснований
Шиффа, диеновых конъюгатов, малонового ди-
альдегида и др.) [15]. Процесс пероксидного
окисления липидов глубоко и всесторонне иссле-
дуется с точки зрения механизмов, динамики,
определения продуктов окисления, их участия в
заболеваниях. Пероксидация липидов играет
важную роль в патогенезе многих заболеваний,
включая рак, болезни Паркинсона и Альцгейме-
ра, атеросклероз, гипертонию, ишемию, сахар-
ный диабет, идиопатический легочный фиброз
[16–18]. Вследствие этого чрезвычайно важна
разработка методов определения окислительного
стресса на ранних стадиях развития, пока он не
привел к серьезным изменениям в организме. Ди-
агностика окислительного стресса в клиническом
исполнении при анализе биологических жидко-
стей должна быть экспрессной (продолжитель-
ность анализа не должна превышать 15–30 мин),
точной и простой.
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2HO−

УДК 57.089,543.94,543.95

ОБЗОРЫ



336

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 74  № 5  2019

БАРСУКОВА и др.

В настоящем обзоре рассмотрены известные
на сегодняшний день методы определения в жи-
вых системах в условиях развития окислительно-
го стресса как основных первичных продуктов
пероксидного окисления – органических гидро-
пероксидов, так и пероксида водорода – цен-
тральной окислительно-восстановительной сиг-
нальной молекулы в физиологическом окисли-
тельном стрессе [19]; обсуждены их достоинства и
ограничения, а также перспективы развития со-
временных методов и подходов к определению
органических гидропероксидов и пероксида во-
дорода в матрицах сложного состава, таких как
биологические жидкости, ткани и др.

РОЛЬ ОРГАНИЧЕСКИХ ПЕРОКСИДОВ 
И ПЕРОКСИДА ВОДОРОДА В ЖИВЫХ 

ОРГАНИЗМАХ
Гидропероксиды относятся к важным продук-

там окисления органических веществ молекуляр-
ным кислородом или пероксидом водорода. Они
образуются практически во всех продуктах пита-
ния и живых организмах по свободнорадикаль-
ной цепной реакции при окислении органиче-
ских веществ молекулярным кислородом. Мета-
болические продукты пероксидного окисления
липидов могут накапливаться в тканях и жидко-
стях организма, если антиоксидантная система не
успевает утилизировать их с необходимой скоро-
стью. Вследствие этого нарушается транспорт
ионов через мембрану клетки, что может влиять
на ионный состав жидкой части крови, скорость
поляризации и деполяризации мембран мышеч-
ных клеток: нарушать проводимость нервных им-
пульсов, их сократимость, увеличивать рефрак-
терный период (период времени после возникно-
вения на возбудимой мембране потенциала
действия, в ходе которого возбудимость мембра-
ны снижается, а затем постепенно восстанавли-
вается до исходного уровня); приводить к попада-
нию жидкости во внеклеточное пространство,
вызывая отеки, сгущение крови, нарушение
электролитного баланса в клетках и тканях.

Изменение структуры тканей в результате пе-
роксидного окисления липидов можно наблюдать
на коже: с возрастом увеличивается количество
пигментных пятен на коже, особенно на дорсаль-
ной поверхности ладоней (тыльной поверхности
кисти). Этот пигмент, называемый липофусцином,
представляет собой смесь липидов и белков, свя-
занных между собой поперечными ковалентны-
ми связями и денатурированными в результате
взаимодействия с химически активными группа-
ми продуктов ПОЛ. Он не гидролизуется фермен-
тами лизосом и поэтому накапливается в клетках,
нарушая их функции [20].

Ранее отмечено, что в живых организмах гид-
ропероксиды липидов играют важную роль в про-

цессах развития различных сердечно-сосудистых
заболеваний и патологий центральной нервной
системы (болезни Альцгеймера, Паркинсона, ин-
сульт и др.). Четкое понимание механизмов, свя-
занных с метаболизмом липидов и гибелью/проли-
ферацией клеток, важно для патогенеза и профи-
лактики рака. Исследования бразильских ученых
[21] показали, что употребление в пищу слишком
большого количества мяса и продуктов с высоким
содержанием жиров вызывает повышение уровня
гидропероксида линолевой кислоты и гемоглобина
в толстой кишке. В свою очередь взаимодействие
гема гемоглобина с гидропероксидами липидов
способствует геномной нестабильности и вызы-
вает развитие канцерогенного процесса, что мо-
жет привести к развитию рака толстой кишки.

Окисление липидов в биологических системах
осуществляется в результате цепной реакции, со-
стоящей из трех стадий: инициации цепной реак-
ции, ее продолжения и обрыва (или завершения).
Органические гидропероксиды (первичные про-
дукты ПОЛ) образуются на стадии распростране-
ния (развития цепи) пероксидного окисления ли-
пидов. Гидропероксидная группа может присо-
единяться к различным липидным структурам,
например к жирным кислотам, триацилглицери-
нам, фосфолипидам или стеринам. На стадии
инициации процесса пероксидного окисления
липидов происходят следующие превращения.

1. Свободный кислородный радикал (инициа-
тор, преимущественно в форме •ОН) во время
стадии инициации взаимодействует с полинена-
сыщенными жирными кислотами (LH).

2. При атаке инициирующим радикалом диал-
лильного атома углерода, на котором формирует-
ся радикальный центр, активно протекает свобод-
норадикальное окисление. Кислота (LH) изомери-
зуются с образованием более термодинамически
стабильного сопряженного диена перед взаимодей-
ствием с молекулярным кислородом. Таким обра-
зом, из жирной кислоты образуется алкильный ра-
дикал (L•).

На стадии продолжения цепного процесса
протекают следующие реакции.

3. К алкильному радикалу (L•) присоединяет-
ся О2, в результате чего образуется пероксидный
радикал (LОО•).

4. Пероксидные радикалы (LОО•) отщепляют
атом водорода от близлежащих молекул; это мо-
гут быть другие полиненасыщенные жирные кис-
лоты, белки или нуклеиновые кислоты, в резуль-
тате чего образуются липидные гидропероксиды
(LООH) (рис. 1).

Антиоксиданты, такие как α-токоферол, вита-
мин E, служат донорами атомов водорода. Их вза-
имодействие с пероксидными радикалами LОО•
также ведет к образованию липидных гидропе-
роксидов (LООH) и сравнительно инертных α-то-



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 74  № 5  2019

ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ И ПОДХОДЫ 337

коферолфеноксильных радикалов. В отсутствие
антиоксидантов пероксидные радикалы LОО•
могут отщеплять атом водорода от другой молеку-
лы липида (LH), продуцируя высоко активный
алкильный радикал (L•), который затем продол-
жает другую цепную реакцию.

5. Липидный гидропероксид (LООH) спосо-
бен к внутримолекулярной перегруппировке и
спонтанному разложению на алкоксильный
(LO•) и гидроксильный (•ОH) радикалы. Если
переоксидное окисление липидов катализируют
металлы с переменной валентностью (железо или
медь), то декомпозиция липидных гидроперок-
сидов (LООH) сопровождается образованием ал-
коксильных (LО•) и пероксидных (LОО•) ради-
калов, а также ионов гидроксила и водорода. Все
эти радикалы при взаимодействии с другими
жирными кислотами (LH) способны иницииро-
вать новые радикальные цепные реакции. Кроме
того, LOOН вновь реагирует с О2, что приводит к
образованию многочисленных вторичных произ-
водных, таких как циклические пероксиды, про-
стагландиноподобные бициклоэндопероксиды,
мультигидроксилпроизводные и т.д.

6. Алкоксильный радикал (LO•) при продол-
жении свободнорадикальной атаки может распа-
даться с образованием альдегидов и алкильных
радикальных фрагментов. Процесс пероксидного
окисления липидов завершается в результате обра-
зования кислородных мостиков или С–С связи
между алкильными (L•), алкоксильными (LO•) и
пероксидными (LОО•) радикалами [1, 9, 23, 24].

Степень окислительного стресса можно оце-
нить по концентрации участников или продуктов
реакции пероксидного окисления липидов –
маркеров ОС. Из всех продуктов окисления наи-
больший интерес представляют гидропероксиды
липидов, так как они, с одной стороны, образуются
в результате окисления липидов и могут служить
маркерами окислительного липидного стресса, а с

другой, сами активно участвуют в пероксидном
окислении в реакции разветвления цепи [25].

Следует отметить, что пероксид водорода от-
носится к активным формам кислорода, как и хи-
мически активные молекулы, которые образуют-
ся при неполном восстановлении молекулярного
кислорода и традиционно рассматриваются как
нежелательные побочные продукты аэробного
дыхания, вызывающие окислительный стресс.
Пероксид водорода участвует в регуляции сиг-
нальных ферментов и транскрипционных факто-
ров. Совокупность накопленных к настоящему
времени данных свидетельствует о том, что пе-
роксид водорода удовлетворяет большинству
критериев вторичных посредников. Он играет
важную роль в клеточной пролиферации, диффе-
ренцировке, миграции и апоптозе [26].

В отличие от свободных радикалов (высоко ре-
акционноспособных и химически нестабиль-
ных), при умеренных реакционных условиях, та-
ких как низкая температура и отсутствие ионов
металлов, гидропероксиды липидов и пероксид
водорода относительно стабильны и являются ин-
формативными маркерами, по содержанию кото-
рых можно количественно оценивать степень
окислительного стресса [27], проводить раннюю
диагностику различных социально значимых за-
болеваний для установления степени тяжести па-
тологического процесса, косвенно выявлять со-
путствующие заболевания, а также контролиро-
вать эффективность комплекса лечебных,
реабилитационных, профилактических и оздоро-
вительных мероприятий.

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОРГАНИЧЕСКИХ 
ГИДРОПЕРОКСИДОВ 

И ПЕРОКСИДА ВОДОРОДА
Методам определения органических перокси-

дов посвящено значительно меньше публикаций
[28, 29], чем методам определения пероксида водо-

Рис. 1. Общий механизм пероксидного окисления ненасыщенных жирных кислот на примере арахидоновой
кислоты [22].
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рода (рис. 2), а сведения о содержании органиче-
ских гидропероксидов в одних и тех же биологиче-
ских объектах сильно различаются. Например, в
плазме здорового человека уровень концентраций
органических гидропероксидов может варьиро-
ваться от n пкМ до 4.5 мкМ. Такое отличие можно
объяснить различиями в методах подготовки или
хранения проб, в методологии анализа [30, 31].
Кроме того, в настоящее время нет единой уни-
версальной количественной характеристики окис-
лительного стресса, и для его оценки чаще всего
общее содержание пероксидов пересчитывают на
содержание пероксида кумола или трет-бутил-
гидропероксида. Особенностью методов опреде-
ления гидропероксидов является плохая раствори-
мость многих органических пероксидов в воде и,
следовательно, необходимость определять их в
органических или водно-органических средах.

Оценка пероксидного числа иодометрическим
титрованием – классический метод определения
гидропероксидов [32, 33]. Этот метод малочув-
ствителен и неспецифичен. Основные погрешно-
сти в иодометрии возникают в результате потери
иода из-за его летучести, окисления иодид-ионов
кислородом воздуха, мешающего влияния ве-
ществ, индуцирующих окисление иодида (Cu2+,
NO3–, NO и др.) в щелочной среде, адсорбции мо-
лекул иода, порядка смешивания растворов, а
также под влиянием других условий протекания
реакций. Основным недостатком иодометриче-
ского титрования при определении гидроперок-
сидов липидов в биологических объектах являет-
ся относительно высокий предел обнаружения и,
как следствие, большая масса анализируемого
образца. Преимущество титрования — возмож-
ность использования неводных растворителей.

Спектрофотометрию с образованием цветных
металлокомплексов используют для определения
белковых гидропероксидов и гидропероксидов
липидов [34–37]. Подобные методики основаны
на окислении ионов железа(II) гидропероксида-
ми в присутствии, например, ксиленолового
оранжевого, с образованием комплекса желе-

зо(III)–хромофор, сильно поглощающего в диа-
пазоне длин волн 540–600 нм:

По этой методике определяют общее содержа-
ние гидропероксидов в плазме крови здоровых
людей и больных сахарным диабетом 2-го типа,
почечной недостаточностью и гиперхолестерине-
мией [38].

Несмотря на простоту и экспрессность этого
метода, его недостатком является мешающее вли-
яние на определение гидропероксидов различных
соединений. Например, добавление 0.3–5 мМ ас-
корбиновой кислоты в реакционную смесь умень-
шает поглощение образующегося индикаторного
комплексного соединения. Мешают определению
гидропероксидов ЭДТА и другие хелатообразую-
щие реагенты, используемые в качестве антикоа-
гулянтов при подготовке проб крови [39]. Кроме
того, метод неспецифичен по отношению к пе-
роксидным соединениям липидов – сигнал дают
многие другие соединения, способные окислять
ионы железа(II).

Флуориметрическое определение гидроперокси-
дов. Более специфичным и чувствительным для
определения липидных гидропероксидов в био-
логических жидкостях является флуоресцентный
метод, позволяющий при правильном выборе
флуорофора создавать аналитические методики с
низкими пределами обнаружения или же прово-
дить достаточно тонкие исследования биохими-
ческих взаимодействий.

Для определения общего содержания липид-
ных гидропероксидов в модельных системах ли-
посом или плазме крови чаще всего используют
такие флуоресцентные реагенты, как дифенил-1-
пиренилфосфин (ДПФ) и 3-перилендифенил-
фосфин (3-ПДФФ) [40, 41]. Метод основан на
специфической реакции окисления гидроперок-
сидами ДПФ и 3-ПДФФ. Интенсивность флуо-
ресценции образующихся в результате реакции
оксидов возрастает пропорционально содержа-
нию гидропероксидов. Схема реакции окисления
3-ПДФФ представлена на рис. 3. Этот подход
позволяет определять гидропероксиды липидов
на уровне наномолярных концентраций. Напри-
мер, при использовании ДПФ пределы обнару-
жения и нижняя граница определяемых концен-
траций гидропероксида кумола составили 0.08 и
0.25 нмоль эквивалентов в 40 мкл плазмы соот-
ветственно. Для уменьшения влияния матрицы в
ходе анализа использовали ЭДТА и 2,6-ди-трет-
бутил-4-метилфенол. Переходные металлы способ-
ны разлагать гидропероксиды плазмы на радикалы,
а ЭДТА за счет связывания металлов в комплекс за-
щищает гидропероксиды от разложения.
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Рис. 2. Сравнительная диаграмма публикаций, по-
священных методам определения органических пе-
роксидов и пероксида водорода.
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Этот подход является одним из самых распро-
страненных; его применяют не только для монито-
ринга пероксидного окисления липидов в клеточ-
ных мембранах в присутствии ДПФ или 3-ПДФФ
в качестве флуоресцентного реагента [42–44], но
и для постколоночного детектирования в методе
ВЭЖХ [45–47]. Недостатком этих индикаторных
систем является то, что длины волн возбуждения
и испускания лежат в коротковолновой области
(λeх = 353 нм, λem = 380 нм в случае ДПФ) или раз-
личаются лишь незначительно (λex = 440, λem =
= 470 нм в случае 3-ПДФФ), поэтому при опреде-
лении гидропероксидов мешающее влияние ока-
зывает собственная флуоресценция биоматриц.

Предложен [48] флуоресцентный метод опре-
деления не только органических пероксидов
(бензоилпероксида и пероксида ацетона), но и
пероксида водорода. Флуорофор получали реак-
цией окислительного деборирования: к раствору
прохелатора добавляли раствор ацетата цинка в
метаноле. Схема реакции представлена на рис. 4.
При добавлении к смеси пероксида водорода зна-
чительно увеличивается интенсивность флуорес-
ценции при λem = 440 нм. Пределы обнаружения
пероксида водорода и органических пероксидов
ниже 10 нМ.

При определении гидропероксидов в биологи-
ческих материалах широко используют реакцию с
тиобарбитуровой кислотой (ТБК) [49–51]. ТБК-

тест основан на способности ТБК реагировать с
малоновым диальдегидом (МДА), промежуточ-
ным продуктом ферментативного окисления ара-
хидоновой кислоты и конечным продуктом окис-
лительной деградации липидов. В работе [52]
МДА определяли в плазме крови по флуоримет-
рической реакции с ТБК, которая при высокой
температуре и низком значении pH протекает с
образованием триметинового комплекса (λex/em =
= 535/550 нм), содержащего одну молекулу МДА
и две молекулы ТБК (рис. 5). Предел обнаруже-
ния свободного и связанного с белком малоново-
го диальдегида составил 300 нМ.

Недостаток этого метода состоит, прежде все-
го, в его неспецифичности. Результаты определе-
ния первичных продуктов ПОЛ могут содержать
погрешности, поскольку источником МДА могут
служить продукты разложения ДНК при ее окис-
лительном повреждении, а возможно, и других
нелипидных молекул. Кроме того, ТБК при вы-
сокой температуре и низком рН может реагиро-
вать и с некоторыми альдегидами, дезоксисахара-
ми, сиаловыми кислотами, гликозилированными
белками. Тест с ТБК дает информацию только о
наличии веществ, реагирующих с ТБК, но не об
их составе и природе [53].

Флуориметрическое определение пероксида во-
дорода. Известно, что пероксид водорода играет
важную роль в организме человека. Он участвует

Рис. 3. Схема окисления 3-перилендифенилфосфина пероксидом кумола [41].
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Рис. 4. Образование флурофора с Zn(Salen) окислительным деборированием [48].
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в метаболизме белков, углеводов, жиров, витами-
нов, минеральных солей, иммунной защите, спо-
собствует транспортировке сахара из плазмы кро-
ви в клетки организма. Однако ряд вопросов об
участии пероксида водорода в различных процес-
сах не имеет ответа: почему и в какой момент
функционирования клетки происходит переход
от нормального синтеза сигнального Н2О2 к окис-
лительному стрессу; какую роль играет Н2О2 во
внутриклеточной передаче сигнала. До сих пор
неясно, какое количество пероксида водорода,
накопленного в клетке, вызывает негативные из-
менения, а какое его количество необходимо для
нормального функционирования организма. Для
ответа на эти вопросы необходимы чувствитель-
ные, селективные и экспрессные методики опре-
деления пероксида водорода в биологических
жидкостях. Данные о содержании пероксида во-
дорода в плазме крови неоднозначны. Так, на-
пример, в обзоре [54] нормальными концентра-
циями H2O2 считают 1–5 мкМ. В других работах
[55, 56] сообщается о содержаниях пероксида во-
дорода на уровне нМ и мМ.

Флуориметрическая методика определения
пероксида водорода и других активных форм кис-
лорода предложена в работе [57]. Она основана на
реакции между Н2О2, кобальтом(II) и гидразидом
флуоресцеина в мицеллярной среде. Диапазон
определяемых концентраций и предел обнаруже-
ния пероксида водорода составили 2.1–460 и
0.7 нг/мл соответственно при длине волны испус-
кания 527 нм (λex = 460 нм). Реакцию проводили
при нагревании в течение 10–60 мин при 80°С.
Методика была успешно апробирована в анализе
мочи человека. В работе [58] использовали анало-
гичную флуоресцентную реакцию между перок-
сидом водорода и флуоресцеином в присутствии
кобальта(II). Флуоресценцию регистрировали
при λem = 525 нм (длина волны возбуждения λeх =
= 500 нм). Пероксид водорода определяли спосо-
бом введено–найдено в ряде биологических и
экологических объектов, а именно в сыворотке

крови теленка, слюне человека, дождевой воде.
Достоинством метода является отсутствие влия-
ния неорганических ионов, таких как Cu(II), Mg,
Zn, Ca, Fe(II), Mo(VI), Na, K, хлорид, фторид,
бромид, цианид, фосфат, аммоний, нитрат, суль-
фат и аммиак, присутствующих в больших коли-
чествах в анализируемых образцах, на определе-
ние H2O2.

Для флуориметрического определения H2O2 в
мышечных тканях краба использовали реакцию
пероксидазного окисления гомованилиновой
кислоты [59]. Образующийся в ходе реакции ди-
мер гомованилиновой кислоты флуоресцирует
при 425 нм (λex = 315 нм), продукт реакции стаби-
лен в течение 12 ч (рис. 6). При анализе биологиче-
ских образцов для осаждения белковой фракции
использовали ледяную трихлоруксусную кислоту с
последующей нейтрализацией ее избытком рас-
твора K2HPO4. Этим методом можно эффективно
определять пероксид водорода в тканях без ис-
пользования внутреннего стандарта и дорогосто-
ящих реагентов.

Анализ в нейтральной среде имеет особое зна-
чение для образцов, содержащих белки, фермен-
ты или другой биологический материал. В работе
[60] предложена флуориметрическая индика-
торная система для определения пероксида во-
дорода и антибиотика тетрациклина, основанная
на образовании смешанолигандного комплекса
Eu(III)–тетрациклин–пероксид водорода. При-
менение этой индикаторной системы наиболее
эффективно в диапазоне рН 6.9–7.4 в 13 мМ
MOPS буферном растворе. Описанную методику
использовали для определения пероксида водо-
рода и пероксида мочевины в крови человека [61].
На определение пероксида водорода не влияют
ионы щелочных и щелочноземельных металлов в
концентрации менее 100 мМ, однако многие пе-
реходные металлы (Co2+, Fe3+, Zn2+) тушат люми-
несценцию при концентрации 0.1–1 мМ, а Cu2+ –
даже при концентрации <0.1 мкМ. Присутствие

Рис. 5. Схема реакции определения гидропероксидов с малоновым диальдегидом [52].
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фосфат ионов (>1 мкМ) повышает люминесцент-
ный сигнал, поэтому фосфатные буферные рас-
творы нельзя использовать для анализа, а образ-
цы, содержащие неизвестные количества фосфа-
та, нельзя анализировать напрямую [62].

Хемилюминесцентное определение гидроперок-
сидов и пероксида водорода. Пероксидное окисле-
ние липидов сопровождается хемилюминесценци-
ей. Хемилюминесцентные методики определения
гидропероксидов, характеризующиеся высокой
чувствительностью, весьма перспективны [63–65].
Так, для оценки окислительного стресса в клини-
ческих условиях разработана хемилюминесцент-
ная методика определения суммарного содержания
гидропероксидов липидов, основанная на реакции
их окисления в присутствии микропероксидазы и
активатора хемилюминесценции изолюминола в
боратном буферном растворе с рН 10.0. Предел об-
наружения по гидропероксиду линолевой кислоты
составляет 16 нМ. Методика использована для
определения гидропероксидов липидов в липопро-
теинах фолликулярной жидкости и плазмы крови
пациенток, проходящих процедуру экстрaкорпо-
рального оплодотворения [66].

Разработана хемилюминесцентная методика
определения гидропероксидов липидов в системе
липидный субстрат–железо(II)–кумарин С-525
(активатор хемилюминесценции) [67]. Гидропе-
роксиды липидов определяли методом добавок с
помощью стандартного соединения трет-бутил-
гидропероксида. Предел обнаружения по трет-
бутилгидропероксиду составил 164 нМ. Несмотря
высокие чувствительность и селективность, ме-
тод не может быть применен для определения об-
щего содержания гидропероксидов, поскольку
эндогенные соединения, такие как убихинол и
токоферолы, влияют на интенсивность хемилю-
минесценции [68].

В работе [29] предложена методика определе-
ния бензоилпероксида и трет-бутилпероксида
по реакции каталитического окисления люмино-
ла в карбонатном буферном растворе с рН 9.9, со-
держащем ТРИС, миметиком пероксидазы – же-
лезо(III)–TAMЛ (комплекс железа(III) с тетра-
амидомакроциклическим лигандом) в различных
органических средах. Изучено влияние на интен-

сивность хемилюминесценции и каталитическую
активность комплекса железо(III)–TAMЛ четы-
рех растворителей: ацетонитрила, диметилсуль-
фоксида, этанола и изопропанола. Установлено,
что наиболее низкие пределы обнаружения бен-
зоилпероксида (70–100 нМ) и трет-бутилперок-
сида (3–90 мкМ) достигаются в присутствии эта-
нола.

Хроматографические методы определения пе-
роксидов с люминесцентным детектированием. Вы-
ше отмечено, что гидропероксид индивидуально-
го липида можно определить хроматографиче-
скими методами. В работе [69], посвященной
определению гидропероксида фосфатидилхоли-
на (продукт первичного окисления фосфолипи-
да, содержащегося в биомембранах) в плазме, ис-
пользуют ВЭЖХ с хемилюминесцентным детек-
тированием. В качестве хемилюминесцентного
реагента для постколоночной реакции использо-
вали люминол, в качестве подвижной фазы –
смесь метанол–изопропанол. Линейный диапа-
зон определяемых содержаний гидропероксида
составил 10–100 пмоль. Авторы работы [70] для
определения гидропероксидов в сыворотке крови
использовали способ, основанный на регистра-
ции хемилюминесценции, возникающей при их
взаимодействии с ферментативной системой
микропероксидаза–изолюминол. Указанная инди-
каторная система в сочетании с ВЭЖХ позволяет не
только отделить антиоксиданты сыворотки крови
(мочевую кислоту, аскорбиновую кислоту, альбу-
мин, билирубин и др.) от гидропероксидов и тем са-
мым устранить их ингибирующее влияние на хеми-
люминесценцию изолюминола, но и идентифици-
ровать природу гидропероксидов липидов. Однако,
отвечая критериям высокой чувствительности и
специфичности, этот способ весьма трудоемок,
требует предварительной экстракции липидов из
сыворотки крови, а также наличия сложной аппа-
ратуры. Объектом исследования служили апо-В ЛП
сыворотки крови больных сахарным диабетом 2-го
типа. Обнаружено, что у обследованной группы
больных значения уровней гидропероксидов на-
ходились в диапазоне 0.55–1.47 нмоль/мг белка.

Разработан [71] метод определения органиче-
ских пероксидов и пероксида водорода с помо-

Рис. 6. Механизм образования флуоресцентного димера гомованилиновой кислоты после окисления H2O2, катализи-
руемого пероксидазой из корней хрена [59].
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щью ВЭЖХ с УФ-облучением и последующим
пероксиоксалатным хемилюминесцентным де-
тектированием. Органические пероксиды (бензо-
илпероксид, трет-бутилгидропероксид, трет-бу-
тилпербензоат, гидропероксид кумола) подверга-
ли УФ-облучению (254 нм, 15 Вт) для получения
детектируемого пероксида водорода.-Хроматогра-
фическое разделение четырех органических пе-
роксидов и пероксида водорода выполняли на ко-
лонке с обращенной фазой в изократическом ре-
жиме элюирования в течение 30 мин. Пределы
обнаружения пероксида водорода, бензоилпе-
роксида, трет-бутилгидропероксида, трет-бу-
тилпербензоата и гидропероксида кумола соста-
вили 1.1, 6.8, 31.3, 7.5 и 1.3 мкМ соответственно.
Эта методика апробирована в анализе пшенич-
ной муки. Индивидуальные гидропероксиды хо-
лестерина и триацилглицерина в плазме крови
определяли методом ВЭЖХ с последующим де-
тектированием с помощью дифенил-1-пирил-
фосфина с пределами обнаружения 1 пмоль [72].
Для определения суммы липидных гидроперок-
сидов в тканях мышей разного возраста (20, 30,
40, 60 и 85 нед.) флуоресцентную реакцию окис-
ления 1-нафтилдифенилфосфина до его оксида
проводили до хроматографического разделения и
определения. [73, 74]. Уровень липидных гидро-
пероксидов в органах и тканях взрослых мышей
почти в два раза превышает уровень гидроперок-
сидов в органах незрелой мыши (в возрасте
5 нед.). Также установлено, что этанол усиливает
пероксидное окисление липидов и повышает
концентрацию гидропероксидов холестерина в
печени и мышцах крыс [75].

Методы ВЖЭХ с хемилюминесцентным, флу-
оресцентным способами детектирования [76–79]
используют для разделения и индивидуального
определения гидропероксидов в объектах со
сложной матрицей. Эти методы обладают высо-
кими чувствительностью и селективностью, однако
недостаточно экспрессны и не обеспечивают пол-
ную картину окислительного стресса in vivo, требу-
ют квалифицированного персонала и дорогостоя-
щего оборудования.

Электрохимические методы. Все пероксиды
способны электровосстанавливаться и могут
быть определены электрохимически. Для элек-
трохимического определения гидропероксидов
липидов и пероксида водорода используют элек-
троды, модифицированные берлинской лазурью
[80, 81], оксидом графена с наночастицами Ag и
Au, нанотрубками, наностержнями [82–84], раз-
личными полимерами [85–87], а также электроды
с иммобилизованными ферментами [88–90].
Большинство оригинальных работ и обзоров по-
священо электрохимическому определению пе-
роксида водорода в различных объектах: продуктах
питания, косметической продукции, дезинфици-
рующих чистящих средствах [91–94]. Целый ряд
исследований в последнее время посвящен разра-
ботке электрохимических сенсоров для определе-
ния пероксида водорода в биологических жидко-
стях и клетках [95–99]. Так, например, разработан
[95] биосенсор, модифицированный кофермен-
том А и золотом(III), для определение H2O2 в сы-
воротке крови и моче человека, а также перокси-
да водорода, высвобождаемого из раковых клеток
шейки матки человека. В работе [98] пероксид во-
дорода в моче человека определяли с использовани-
ем неферментативного амперометрического сенсо-
ра с иммобилизованными наночастицами CuS на
поверхности стеклоуглеродного электрода.

Наиболее широко используемыми модифика-
торами поверхности электродов, предназначен-
ных для определения пероксида водорода, явля-
ются пероксидаза хрена и гемоглобин [100–103].
Например, для амперометрического определения
H2O2. в эритролейкемических клетках человека
(К526) изготовлена пленка на поверхности элек-
трода из оксида графена, покрытая наночастица-
ми золота и иммобилизованной пероксидазой
хрена (HRP) (рис. 7). Определение клеточного
пероксида водорода является важным аспектом
исследования его функций в физиологии клетки
[90]. Диапазон определяемых концентраций пе-
роксида водорода составил от 0.02 до 1 мкМ, пре-
дел обнаружения 7.5 нМ. Разработанный сенсор
позволяет селективно определять пероксид водо-

Рис. 7. Этапы создания электрохимического биосенсора [90].

Хитозан Оксид графена

Пероксидаза хрена Наночастицы золота

ПолиДАДМАХ



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 74  № 5  2019

ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ И ПОДХОДЫ 343
Та

бл
иц

а 
1.

Э
ле

кт
ро

хи
м

ич
ес

ки
е 

се
нс

ор
ы

 д
ля

 о
пр

ед
ел

ен
ия

 п
ер

ок
си

да
 в

од
ор

од
а 

и 
ор

га
ни

че
ск

их
 п

ер
ок

си
до

в 
(Р

Э
 –

 р
аб

оч
ий

 э
ле

кт
ро

д,
 м

од
. –

 м
од

иф
ик

ат
ор

)

О
пр

ед
ел

яе
м

ое
 

со
ед

ин
ен

ие
У

сл
ов

ия
 р

еа
кц

ии
Э

ле
кт

ро
ды

Д
иа

па
зо

н 
ли

не
йн

ос
ти

, 
м

кМ

c m
in

, 
м

кМ
Л

ит
ер

ат
ур

а

П
ер

ок
си

д 
во

до
ро

да
0.

1 
М

 ф
ос

ф
ат

ны
й 

бу
ф

ер
ны

й 
ра

ст
во

р,
 

рН
 7

.0
, U

 =
 –

0.
4 

В
, а

м
пе

ро
м

ет
ри

че
ск

ое
 

де
те

кт
ир

ов
ан

ие

РЭ
 –

 з
ол

от
ой

, м
од

. –
 п

ер
ок

си
да

за
 и

 с
ер

еб
-

ря
ны

е 
на

но
тр

уб
ки

; с
та

би
ле

н 
1 

м
ес

 п
ри

 4
°С

0.
00

48
–

0.
31

0.
00

12
 [1

04
]

0.
1 

М
 ф

ос
ф

ат
ны

й 
бу

ф
ер

ны
й 

ра
ст

во
р,

 
рН

 7
.4

 (ц
ик

ли
че

ск
ая

 в
ол

ьт
ам

пе
ро

м
ет

ри
я)

РЭ
 –

 с
те

кл
оу

гл
ер

од
ны

й,
 м

од
. –

 о
кс

ид
 

гр
аф

ен
а 

и 
бе

рл
ин

ск
ая

 л
аз

ур
ь

–
–

 [1
05

]

0.
1 

М
 ф

ос
ф

ат
ны

й 
бу

ф
ер

ны
й 

ра
ст

во
р,

 
рН

 7
.4

, ц
ик

ли
че

ск
ая

 в
ол

ьт
ам

пе
ро

м
ет

ри
я,

 
ил

и 
U

 =
 –

0.
4 

В
, а

м
пе

ро
м

ет
ри

че
ск

ое
 

де
те

кт
ир

ов
ан

ие

РЭ
 –

 с
те

кл
оу

гл
ер

од
ны

й,
 м

од
. –

 н
ан

оч
а-

ст
иц

ы
 и

ли
 п

ле
нк

а 
па

лл
ад

ия
, с

та
би

ль
но

ст
ь 

ни
зк

ая
 (н

а 
10

 д
ен

ь 
хр

ан
ен

ия
 с

иг
на

л 
па

да
ет

 
на

 7
1%

)

10
–

14
00

,
1–

14
00

6.
8, 0.
3

 [1
06

]

50
 м

М
 ф

ос
ф

ат
ны

й 
бу

ф
ер

ны
й 

ра
ст

во
р,

 
рН

 7
.0

, U
 =

 –
0.

45
 В

, а
м

пе
ро

м
ет

ри
че

ск
ое

 
де

те
кт

ир
ов

ан
ие

РЭ
 –

 с
те

кл
оу

гл
ер

од
ны

й,
 м

од
. –

 п
ле

нк
а 

со
по

ли
м

ер
а 

по
ли

м
ет

ил
ен

ов
ог

о 
го

лу
бо

го
 

и 
ф

ла
ви

на
де

ни
нд

ин
ук

ле
от

ид
а,

 с
та

би
ле

н 
1 

м
ес

 в
 ф

ос
ф

ат
но

м
 б

уф
ер

но
м

 р
ас

тв
ор

е

0.
1–

96
0

0.
1

 [1
07

]

U
 =

 0
.0

5 
В

, а
м

пе
ро

м
ет

ри
че

ск
ое

 
де

те
кт

ир
ов

ан
ие

РЭ
 –

 с
те

кл
оу

гл
ер

од
ны

й,
 м

од
. –

 б
ер

ли
н-

ск
ая

 л
аз

ур
ь

0.
01

–
10

00
0

0.
01

 [1
08

]

0.
1 

М
 ф

ос
ф

ат
ны

й 
бу

ф
ер

ны
й 

ра
ст

во
р,

 
рН

 6
.0

 (4
.5

) U
 =

 –
0.

05
 В

, а
м

пе
ро

м
ет

ри
че

-
ск

ое
 д

ет
ек

ти
ро

ва
ни

е

РЭ
 –

 г
ра

ф
ит

ов
ы

й,
 м

од
. –

 п
ер

ок
си

да
за

 
хр

ен
а 

/ 
па

ль
м

ов
ог

о 
де

ре
ва

 /
 с

ла
дк

ог
о 

ка
р-

то
ф

ел
я

1–
70

0
(1

–
10

00
)/

10
–

40
0

(1
0–

20
0)

/
10

–
20

0
(1

0–
20

0)

–
 [1

09
]

т
ре

т
-Б

ут
ил

-
ги

др
оп

ер
ок

си
д

0.
1 

М
 ф

ос
ф

ат
ны

й 
бу

ф
ер

ны
й 

ра
ст

во
р,

 
рН

 8
.0

, U
 =

 –
0.

45
 В

, а
м

пе
ро

м
ет

ри
че

ск
ое

 
де

те
кт

ир
ов

ан
ие

РЭ
 –

 с
те

кл
оу

гл
ер

од
ны

й,
 м

од
 –

 ф
та

ло
ци

а-
ни

н 
ко

ба
ль

та
, с

та
би

ле
н 

1 
м

ес
 п

ри
 4

°С
26

–
48

00
5

 [1
10

]

П
ер

ок
си

д 
ку

м
ол

а,
2-

бу
та

но
нп

ер
ок

си
д,

 
т

ре
т

-б
ут

ил
ги

др
оп

е-
ро

кс
ид

0.
05

 М
 ф

ос
ф

ат
ны

й 
бу

ф
ер

ны
й 

ра
ст

во
р,

 
рН

 8
.5

, U
 =

 –
0.

70
 В

, а
м

пе
ро

м
ет

ри
че

ск
ое

 
де

те
кт

ир
ов

ан
ие

РЭ
 –

 п
ла

ти
но

вы
й,

 м
од

. –
 п

ер
ок

си
да

за
 

и 
по

ли
-(

ви
ни

лф
ер

ро
це

н)
, с

та
би

ле
н 

5 
д.

 
пр

и 
20

°С

10
0–

60
0,

25
–

40
0,

 
10

0–
60

0

 [1
11

]



344

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 74  № 5  2019

БАРСУКОВА и др.

2-
Б

ут
ан

он
пе

ро
кс

ид
, 

т
ре

т
-б

ут
ил

-г
ид

ро
-

пе
ро

кс
ид

Ц
ик

ли
че

ск
ая

 в
ол

ьт
ам

пе
ро

м
ет

ри
я 

ил
и 

пр
и 

U
 =

 –
0.

25
 V

 х
ро

но
ам

пе
ро

м
ет

ри
я

РЭ
 –

 с
те

кл
оу

гл
ер

од
ны

й,
 м

од
. –

 п
ле

нк
а 

на
 о

сн
ов

е 
по

ли
м

ер
а 

E
as

tm
an

-A
Q

 5
5D

, 
со

де
рж

ащ
ей

 и
м

м
об

ил
из

ов
ан

ну
ю

 
пе

ро
кс

ид
аз

у 
и 

ор
га

ни
че

ск
ие

 к
ра

си
те

ли
:

1)
 м

ет
ил

ен
ов

ы
й 

го
лу

бо
й,

2)
 м

ет
ил

ен
ов

ы
й 

зе
ле

ны
й,

3)
 н

ов
ы

й 
м

ет
ил

ен
ов

ы
й 

го
лу

бо
й 

N
,

4)
 м

ел
до

ло
ву

 с
ин

ь,
5)

 N
-м

ет
ил

ф
ен

аз
ин

м
ет

ас
ул

ьф
ат

1)
 2

.5
–

52
0,

 6
.0

–
62

0,
2)

 1
.7

–
57

0,
4.

7–
56

0,
3)

 3
.0

–
46

7,
6.

5–
57

3,
4)

 1
.0

–
61

5,
4.

0–
67

5,
5)

 0
.4

–
58

4,
2.

4–
72

3

1)
 1

.0
 3

.0
2)

 0
.7

,
2.

5
3)

 1
.5

,
3.

4,
4)

 0
.5

,
2.

0,
5)

 0
.2

,
1.

0

 [1
12

]

П
ер

ок
си

д 
во

до
ро

да
, 

пе
ро

кс
ид

 к
ум

ол
а,

 
т

ре
т

-б
ут

ил
ги

др
оп

е-
ро

кс
ид

0.
1 

М
 ф

ос
ф

ат
но

-ц
ит

ра
тн

ы
й 

бу
ф

ер
ны

й 
ра

ст
во

р,
 р

Н
 4

.0
, U

 =
 –

0.
05

 В
, а

м
пе

ро
м

ет
ри

-
че

ск
ое

 д
ет

ек
ти

ро
ва

ни
е

РЭ
 –

 с
те

кл
оу

гл
ер

од
ны

й,
 м

од
. –

пе
ро

кс
и-

да
за

 и
 п

ол
и(

ан
ил

ин
ом

ет
ил

ф
ер

ро
це

н)
4–

90
,

10
–

80
 

(1
60

–
24

0)
,

40
–

24
0

–
 [1

13
]

2-
Б

ут
ан

он
пе

ро
кс

ид
, 

т
ре

т
-б

ут
ил

-г
ид

ро
-

пе
ро

кс
ид

U
 =

 –
0.

05
 В

, а
м

пе
ро

м
ет

ри
че

ск
ое

 д
ет

ек
ти

-
ро

ва
ни

е 
в 

ор
га

ни
че

ск
их

 р
ас

тв
ор

ит
ел

ях
РЭ

 –
 г

ра
ф

ит
ов

ы
й,

 м
од

. –
 п

ер
ок

си
да

за
, 

им
м

об
ил

из
ов

ан
на

я 
в 

ор
га

но
ге

ле
 н

а 
ос

но
ве

 
ди

м
ет

ил
ф

ор
м

ам
ид

а 
и 

по
ли

ги
др

ок
си

лц
ел

-
лю

ло
зы

8–
50

0,
50

–
10

0
(р

ас
тв

ор
ит

ел
ь 

хл
ор

оф
ор

м
)

5, 20
 [1

14
]

Л
ау

ри
л 

пе
ро

кс
ид

, 
бе

нз
ои

л 
пе

ро
кс

ид
50

 м
М

 ф
ос

ф
ат

ны
й 

бу
ф

ер
ны

й 
ра

ст
во

р,
 

ци
кл

ич
ес

ка
я 

во
ль

та
м

пе
ро

м
ет

ри
я,

 U
 =

 0
.1

 В
, 

ам
пе

ро
м

ет
ри

че
ск

ое
 д

ет
ек

ти
ро

ва
ни

е

РЭ
 –

 с
те

кл
оу

гл
ер

од
ны

й,
 м

од
. –

 п
ер

ок
си

-
да

за
, и

м
м

об
ил

из
ов

ан
на

я 
в 

ос
м

ие
во

м
 

ре
до

кс
-п

ол
им

ер
е 

на
 о

сн
ов

е 
по

ли
ал

ли
л-

ам
ин

а

20
–

16
0,

0.
3–

4.
1

(р
ас

тв
ор

ит
ел

ь 
эт

ан
ол

 (9
0%

))

–
 [1

15
]

Б
ен

зо
ил

пе
ро

кс
ид

0.
1 

М
 ф

ос
ф

ат
ны

й 
бу

ф
ер

ны
й 

ра
ст

во
р,

 
pH

 5
.2

, U
 =

 0
.0

 В
, а

м
пе

ро
м

ет
ри

че
ск

ое
 

де
те

кт
ир

ов
ан

ие

РЭ
 –

 б
ио

се
нс

ор
, с

ос
то

ящ
ий

 и
з 

см
ес

и 
уг

ол
ьн

ог
о 

по
ро

ш
ка

 и
 к

ок
ос

ов
ы

х 
во

ло
ко

н,
 

со
де

рж
ащ

их
 п

ер
ок

си
да

зу
 и

 ф
ен

ол
ьн

ы
е 

со
ед

ин
ен

ия
, с

та
би

ле
н 

3 
м

ес
 п

ри
 к

ом
на

тн
ой

 
те

м
пе

ра
ту

ре

5–
55

–
 [1

16
]

П
ер

ок
си

д 
ку

м
ол

а
U

 =
 –

0.
4 

В
, а

м
пе

ро
м

ет
ри

че
ск

ое
 

де
те

кт
ир

ов
ан

ие
 в

 а
це

то
ни

тр
ил

е
РЭ

 –
 г

ра
ф

ит
ов

ы
й,

 м
од

. –
 п

ер
ок

си
да

за
 

хр
ен

а,
 и

м
м

об
ил

из
ов

ан
на

я 
в 

на
ф

ио
не

, с
та

-
би

ль
но

ст
ь 

ни
зк

ая

n–
70

0
10

0
 [1

17
]

Л
ин

ол
еи

но
вы

й 
пе

ро
кс

ид
50

 м
М

 ф
ос

ф
ат

ны
й 

бу
ф

ер
ны

й 
ра

ст
во

р,
 

рН
 7

.0
, ц

ик
ли

че
ск

ая
 в

ол
ьт

ам
пе

ро
м

ет
ри

я
О

дн
ор

аз
ов

ы
й 

пе
ча

тн
ы

й 
эл

ек
тр

од
, 

РЭ
 –

 у
гл

ер
од

ны
й,

 м
од

. –
 п

ер
ок

си
да

за
 с

 
ко

ва
ле

нт
но

 п
ри

ш
ит

ы
м

и 
ф

ер
ро

це
но

вы
м

и 
гр

уп
па

м
и,

 с
та

би
ле

н 
24

 ч

5–
10

0
–

 [1
18

]

О
пр

ед
ел

яе
м

ое
 

со
ед

ин
ен

ие
У

сл
ов

ия
 р

еа
кц

ии
Э

ле
кт

ро
ды

Д
иа

па
зо

н 
ли

не
йн

ос
ти

, 
м

кМ

c m
in

, 
м

кМ
Л

ит
ер

ат
ур

а

Т
аб

ли
ца

 1
.

П
ро

до
лж

ен
ие



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 74  № 5  2019

ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ И ПОДХОДЫ 345

рода в присутствии глюкозы,  аскорбиновой
кислоты и допамина. Биосенсор характеризуется
высокой скоростью формирования отклика (4 с)
и стабильностью (90% исходной величины ана-
литического сигнала сохраняется в течение
2 нед.). Ферментный электрод перед использова-
нием хранили при пониженных температурах
(4°С) в буферном растворе.

Работ по электрохимическому определению
органических пероксидов значительно меньше,
чем по определению пероксида водорода. Суще-
ствующие электрохимические сенсоры позволя-
ют определять пероксиды различного строения
на уровне наномолярных–миллимолярных кон-
центраций. Практически во всех случаях анали-
тический сигнал стабилен в течение месяца
(табл. 1).

Большинство разработанных электрохимиче-
ских датчиков и биосенсоров апробированo в
анализе водонерастворимых лосьонов для кожи и
средств для окраски волос [106, 110, 113, 115], ле-
карственных препаратов [119] и пищевых продук-
тов [81]. В последние 15 лет работы, посвященные
электрохимическому определению гидроперок-
сидов в биологических жидкостях, отсутствуют.
Разработанные индикаторные системы и сенсо-
ры апробировали, вероятно, в модельных раство-
рах. В настоящее время актуальной аналитической
задачей является создание таких биосенсоров, ко-
торые могли бы стабильно и воспроизводимо рабо-
тать в органических растворителях, способных рас-
творять анализируемую липосомную биоматри-
цу, обладали бы высокой чувствительностью и
селективностью по отношению к определяемым
маркерам окислительного стресса.

* * *

Таким образом, разработка методов определе-
ния пероксидов различного строения является
динамически развивающимся направлением хи-
мического анализа, клинической диагностики.
Предложены разнообразные методы и подходы к
определению общего содержания липидных гид-
ропероксидов и пероксида водорода в различных
биообъектах, поскольку их роль в развитии повре-
ждений клеток определяется активностью именно
пероксидной группы и мало зависит от радикала.
Однако большинство разработанных методик не
лишено недостатков, к которым относятся меша-
ющее влияние матрицы, недостаточная чувстви-
тельность и воспроизводимость, ограниченный
круг анализируемых объектов или недостаточная
экспрессность анализа для получения достовер-
ных результатов. Поиск новых индикаторных си-
стем, расширение возможностей уже известных
методов и методик, которые могли бы успешно
применяться в средах различной полярности при

3NO ,− минимальном мешающем влиянии компонентов
биологической матрицы, остается актуальной
проблемой аналитической химии.
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