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Аннотация. Предложено матричное твердофазное диспергирование с при-
менением магнитного сорбента на основе гуматов как эффективный спо-
соб концентрирования бисфенола А из образцов мышечной ткани и печени 
рыб с дальнейшим определением аналита методом газовой хроматографии-
масс-спектрометрии с предварительной дериватизацией уксусным анги-
дридом. В оптимальных условиях концентрирования (время перемешива-
ния пробы 10 мин, масса сорбента 0,05 г) степень извлечения бисфенола А 
при однократной сорбции достигает 85%, степень десорбции (элюат – ме-
танол, время 3 мин, объем 1 мл) превышает 99%, максимальное значение 
коэффициента концентрирования составляет 718. Предел определения 
бисфенола А в мышечной ткани составил 0,15 мкг/кг (в пересчете на сухой 
вес), в печени – 0,25 мкг/кг. 
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Бисфенолы относятся к группе веществ (не-
сколько десятков соединений, в том числе фтор-, 
хлор- и бромпроизводных), негативно влияю-
щих на эндокринную систему из-за структур-
ного сходства с молекулой 17-β-эстрадиола [1]. 
Наиболее часто применяется бисфенол А (БФА) 
[2]. Его долю оценивают в 95–98%. Бисфенолы 
практически нерастворимы в воде, их концен-
трация редко превышает несколько десятков 
нанограмм на литр, поэтому вероятные пути их 
поступления в речную биоту не ограничивают-
ся эмиссией из воды [3]. Одним из возможных 
вариантов проникновения является поглощение 
микропластика из воды. В организме микроча-
стицы пластика под действием ферментов рас-
щепляются до мономеров, которые накаплива-
ются в определенных органах и тканях. 

Наиболее представительным объектом для 
изучения накопления бисфенолов в водных эко-
системах являются мышечные ткани и печень 
рыб. В работе [4] определение БФА в мышечной 
ткани проводили методом, сочетающим ВЭЖХ с 
тандемной масс-спектрометрией при ионизации 
электрораспылением. Предварительную очистку 
проб проводили методом аффинной хроматогра-
фии. Проанализированы 44 образца рыб, и толь-
ко в 1/3 из них БФА содержался в детектируемых 
количествах (0,6–3,2 нг/г). В дельте р. Жемчуж-
ная (Китай) проанализировали 19 образцов рыб 
[5]. Концентрирование проб проводили методом 
тведофазной микроэкстракции с применением 
патронов Oasis. Определение БФА выполняли 
методом, сочетающим ВЭЖХ и тандемную масс-
спектрометрию. Концентрация БФА в мышечной 
ткани колебалась от 0,5 до 2,0 нг/г. 

При исследовании содержания БФА в рыбе, 
обитающей в Тирренском море (Италия), уста-

новлено, что концентрация БФА в мышечной 
ткани намного ниже, чем в печени [6]. В каче-
стве объектов исследования выбраны такие виды 
рыб, как сарпа (сальпа), кефаль, белый лещ, 
большеротый окунь, а также рыбы рода Умбри-
ны. Концентрация БФА составила 2–6 (печень) 
и 1–2 (мышцы) мкг/кг. Определение проводили 
методом ВЭЖХ с предварительным концентри-
рованием на картридже Sep-Pak Light Florisil. 
Проведено также исследование нахождения 
БФА в тканях головного мозга рыб, обитающих 
в водных объектах около Питтсбурга (США). 
Установлено, что концентрация БФА колеблется 
в пределах от 0,3 до 120 мкг/кг. Детектирование 
аналита проводили методом ВЭЖХ с предва-
рительным концентрированием на патроне C18 
Oasis HLB 5 [7]. 

Большое исследование проведено по накопле-
нию БФА и других бисфенолов в мышечной 
ткани и печени рыб [8]. Определение проводили 
методом ГХ-МС. Проанализированы сотни об-
разцов лавраки (Dicentrarchus labrax), ставриды 
(Trachurus trachurus) и африканской скумбрии 
(Scomber colias). В мышечной ткани лавраки 
максимальная концентрация БФА достигала 
75 нг/г, в печени – 200 нг/г. БФА был опреде-
лен лишь в единичных образцах ставриды, его 
концентрация не превышала 61 нг/г. В печени 
концентрация была существенно выше и до-
стигала 245 нг/г. Было проанализировано более 
50 образцов африканской сумбрии, в мышечной 
ткани максимальная концентрация БФА соста-
вила 23 нг/г, в образцах печени установлена кон-
центрация, превышающая 300 нг/г. 

Матричное твердофазное диспергирование – 
один из нетрадиционных развивающихся подхо-
дов в аналитической химии, применяющийся для 

from fi sh muscular and hepatic tissue samples followed by the chromatography-
mass spectrometry determination of analyte pre-derivatized with acetic anhydride. 
Under the optimum concentration conditions (the stirring time was 10 min and 
the sorbent weight was 0.05 g), the recovery of bisphenol A upon single sorption 
reached 85%. The percentage desorption exceeded 99% (the eluate was methanol, 
the time was 3 min, and the volume was 1 mL). The maximum concentration factor 
was 718. The limit of detection of bisphenol A was 0.15 μg/kg (on dry basis) for the 
muscular tissue and 0.25 μg/kg for liver.
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очистки проб и концентрирования [9]. Обычно 
сорбент сразу добавляют к твердой или жид-
кой матрице. Анализируемый твердый образец 
и сорбент помещают в агатовую ступку, где их 
вручную перетирают с помощью пестика [10]. 
Для экстракции обычно применяют липофиль-
ные материалы на основе обращенных фаз С8 
и С18 [11]. В последнее время все чаще исполь-
зуют углеродные материалы [12], молекулярно 
импринтированные полимеры [13], магнитные 
сорбенты и магнитные ионные жидкости [14, 
15], а также гуматы [16] и другие природные 
материалы [17]. После сорбции образец обыч-
но набивают в колонку и проводят элюирование 
подходящим растворителем [18]. 

Цель исследования состоит в изучении воз-
можности применения ранее синтезированного 
магнитного сорбента, функционализированного 
гуматами (Fe3O4@SiO2-HA), для извлечения бис-
фенолов из мышечной ткани и печени методом 
матричного твердофазного диспергирования с по-
следующим определением БФА методом газовой 
хроматографии-масс-спектрометрии (ГХ-МС). 

Экспериментальная часть

Приборы и реактивы. БФА содержал не менее 
98% чистого вещества («Merck»). Для удаления 
влаги из анализируемого образца рыбы при про-
боподготовке применяли Na2SO4·10 H2O («ч.д.а», 
«Алхим», РФ). Перед проведением эксперимен-
та его прокаливали до удаления кристаллиза-
ционной воды. Очистку пробы проводили с ис-
пользованием н-гептана («х.ч.», «Ленреактив», 
РФ). Десорбцию БФА осуществляли с приме-
нением метанола («ос.ч.», для хроматографии, 
«Химмед», РФ). Центрифугирование проводи-
ли на лабораторной центрифуге «Экрос-6910» 
(«Экросхим», РФ).

Объекты исследования. Речная рыба семи 
видов была выловлена в Воронежском водо-
хранилище (р. Воронеж) и р. Дон (около г. Пав-
ловск). Для сравнения была приобретена пру-
довая рыба, выращенная в искусственных при-
родных условиях (зарыбленный пруд). В каче-
стве объектов исследования были использованы 
толстолобик (Hypophthalmichthys molitrix), сазан 
(Cyprinus carpio), плотва (Rutilus rutilus), судак 
(Stizostedion lucioperca), лещ (Abramis brama), 
карп (Cyprinus carpio carpio) и окунь (Perca 
fluviatilis). Эксперименты по установлению 
аналитических характеристик метода (предел 
обнаружения, ПО, диапазон линейности граду-
ировочного графика, ДЛ) проводили на карпе, 
выращенном в искусственных лабораторных 

условиях, максимально исключающих потенци-
альное поступление БФА с кормами и водой.

Синтез сорбента. Синтез магнитного сор-
бента на основе гумата (Fe3O4@SiO2-HA) про-
водили в несколько стадий. Сначала наноча-
стицы Fe3O4 покрывали оболочкой SiO2 с помо-
щью тетраэтоксисилана. Затем модифицирова-
ли поверхность NH2-группами с применением 
3-аминопропилтриэтоксисилана (APTES). Гу-
миновые кислоты, выделенные из сапропеля, 
обрабатывали тионилхлоридом. Полученные 
гумилхлориды смешивали с наночастицами 
магнетита, покрытыми аминогруппами после 
обработки APTES, и  диметилформамидом. По-
сле перемешивания в течение 12 ч при 60 °С 
получали сорбент Fe3O4@SiO2-HA. Синтез 
магнитного сорбента на основе гумата и его 
свойства подробно изложены в статье [19]. Гу-
миновые кислоты для синтеза сорбента ранее 
выделяли из сапропеля [20]. 

Пробоподготовка мышечной ткани рыб и 
проведение концентрирования. Рыбу разрезали 
на мелкие куски, дважды пропускали через мясо-
рубку. Полученный фарш разбивали блендером 
до консистенции паштета и помещали его в ага-
товую ступку, затем добавляли 5 г прокаленного 
Na2SO4. Перетирали пестиком в течение 3–5 мин 
до получения сухой массы. К высушенной массе 
добавляли 0,05 г Fe3O4@SiO2-HA и продолжа-
ли перетирать еще 10 мин. Далее добавляли в 
ступку 20 мл н-гептана, взбалтывали до разру-
шения комка из спрессованного паштета и до-
бавленного магнитного сорбента. После полу-
чения взвеси в ступке, ее переносили в хими-
ческий стакан. Взвесь перемешивали 3 мин с 
помощью мешалки. Магнит прижимали к дну 
стакана и полностью сливали его содержимое, 
отделяя сорбент Fe3O4@SiO2-HA. Дожидались 
испарения остаточных количеств растворите-
ля. Сорбент переносили в полипропиленовую 
пробирку типа Эппендорф, добавляли 1 мл 
метанола, закрывали крышкой и центрифуги-
ровали в течение 3 мин. После десорбции фик-
сировали сорбент магнитом, а метанольный 
концентрат переливали в другой Эппендорф 
и упаривали досуха. Схема пробоподготовки 
приведена на рис. 1. Пробоподготовку печени 
рыб и процедуру концентрирования проводи-
ли по аналогии с подготовкой мышечных тка-
ней рыб. 

Установление характеристик сорбционно-
го концентрирования проводили с применени-
ем модельных образцов толстолобика. Вычис-
ляли степень извлечения (R, %) и коэффициент 
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концентрирования (EF) как отношение исход-
ной концентрации аналита в рыбе к концентра-
ции после пробоподготовки, концентрирования 
с применением Fe3O4@SiO2-HA и упаривания 
концентрата. При проведении концентрирова-
ния устанавливали оптимальную продолжи-
тельность сорбции и десорбции, массу сорбен-
та и число циклов сорбции-десорбции с мини-
мальной потерей сорбционной емкости.

ГХ-МС-определение бисфенола А. К упа-
ренному досуха экстракту приливали 300 мкл 
5%-го раствора К2СО3, 300 мкл деионизиро-
ванной воды, 100 мкл уксусного ангидрида и 
перемешивали 1 мин. Затем добавляли 0,2 г 
NaCl; 0,5 мл н-бутилацетата и снова переши-
вали 1 мин. Отбирали микрошприцем верх-
ний органический слой и анализировали его 
методом ГХ-МС после дериватизации уксус-
ным ангидридом, как в работе [21]. Сканиро-
вание проводили по полному ионному току в 
диапазоне значений массы m/z  40–650 а.е.м. 
В режиме мониторинга использовали свойства 
дериватов образовывать фрагментарные ионы 
с m/z = 213, m/z = 228 и m/z = 270. Хромато-
грамма представлена на рис 2.

Результаты и их обсуждения

Гуминовые кислоты как сорбенты имеют су-
щественный недостаток – они частично раство-
ряются в некоторых органических растворите-
лях, что затрудняет проведение десорбции. Сор-
бенты на основе наночастиц магнетита и гуматов 
устойчивы к действию большинства органиче-
ских растворителей. Синтезированный сорбент 
характеризуется высоким сродством к БФА. Это 
объясняется сочетанием большого числа функ-
циональных групп (карбоксильных, карбониль-
ных, гидроксильных, азотсодержащих и др.) и 
наличием гидрофобной матрицы [22]. БФА, не-
смотря на наличие двух ОН-групп, характеризу-
ется достаточно выраженными гидрофобными 
свойствами (log P = 3,28) [23]. Совокупность 
этих факторов делает гуматы эффективными ма-
териалами для матричного твердофазного дис-
пергирования.

Оптимизация условий концентрирования 
БФА показала, что максимальное значение сте-
пени извлечения при однократной сорбции до-
стигает 85% (рис. 3, а). Наиболее важную роль 
в достижении высоких показателей сорбции 

Рис. 1. Схема проведения пробоподготовки и концентрирования: I – измельчение рыбы до 
консистенции паштета; II – добавление сульфата натрия; III – добавление магнитного сор-
бента, функционализированного гуматами (Fe3O4@SiO2-HA) и перетирание его в агатовой 
ступке; IV – растворение спрессованного комка в гексане и образование взвеси; V – отделе-
ние сорбента методом магнитной сепарации и удаление примесей; VI – десорбция БФА ме-
танолом; VII – перемешивание на центрифуге; VIII – отделение метанольного концентрата; 

IX – упаривание концентрата досуха; А – дериватизация уксусным ангидридом; 
ГХ-МС – определение методом газовой хроматографии-масс-спектрометрии
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играет время перемешивания (перетирания в 
агатовой ступке). Поскольку эта операция про-
водится вручную, она вносит наибольшую по-
грешность в результаты определения. Точность 

Рис. 2. Хроматограмма образца печени рыбы после проведения матричного твердофазного 
диспергирования

анализа будет зависеть от эффективности из-
мельчения фарша блендером и полноты перети-
рания фарша после добавления Fe3O4@SiO2-HA. 
Оптимальная продолжительность измельчения 

Рис. 3. Зависимость эффективности сорбции (R, %) от времени перемешивания (а) и массы 
сорбента (б); зависимость степени десорбции (D, %) от ее продолжительности (в); зависимость 

коэффициентов EF от числа циклов сорбции-десорбции (г)
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составляет 10 мин (рис. 3, а). Масса сорбента, 
необходимая для достижения максимальной сте-
пени извлечения составляет 0,05 г (рис. 3, б).

Существенной проблемой при анализе об-
разцов различных тканей рыб является наличие 
жировых отложений. Жировая ткань включает 
в себя множество химических соединений. На 
хромаграмме это выражено большим числом до-
статочно интенсивных пиков. Обычно образец не 
удается очистить до такого содержания жиров, 
продуктов перекисного окисления и гидролиза 
(жирных кислот), при которых они не затрудня-
ют определение БФА на уровне сотен нанограмм 
на килограмм или десятков микрограмм на ки-
лограмм. Среди других примесей, мешающих 
определению БФА в рыбе, можно выделить дру-
гие фенолы, особенно алкилфенолы и их эфиры, 
а также нефтепродукты и некоторые биогенные 
соединения. Поэтому наиболее важной стадией 
анализа является очистка матрицы от примесей.

Для решения этой проблемы предлагается 
очищать образец мышечной ткани или печени 
гидрофобным растворителем – н-гептаном. Сле-

дует отметить, что чаще всего для очистки об-
разцов от гидрофобных примесей используется 
н-гексан. Дополнительным преимуществом по 
сравнению с н-гептаном является также хоро-
шая летучесть и быстрая испаряемость раство-
рителя. Например, в работе [24] н-гексан при-
менен для очистки образца при анализе БФА. 
С другой стороны, н-гексан при интенсивном 
или длительном перемешивании, а также при 
воздействии ультразвука может быть эффектив-
ным экстрагентом БФА, как показано в работах 
[25–27]. Мы также ранее использовали н-гексан 
для извлечения БФА из донных отложений при 
длительном перемешивании [19]. Во избежа-
ние возможной частичной десорбции БФА для 
очистки матрицы в настоящей работе был при-
менен более гидрофобный н-гептан.

 Растворимость БФА в н-гептане очень низкая и 
составляет менее 0,01 мг/кг [28]. Жиры, продукты 
перекисного окисления липидов, нефтепродукты, 
алкилфенолы и их эфиры хорошо растворимы в 
н-гептане и эффективно удаляются из матрицы. 
К недостаткам растворителя можно отнести 

Т а б л и ц а  1

Результаты определения бисфенола А в мышечной ткани и печени карпа методом «введено-найдено» (n = 3, 
P = 0,95)

Введено, 
мкг/кг

Найдено, 
мкг/кг Sr,% r 2 Предел обнаружения, 

мкг/кг
Диапазон линейности градуировочного 

графика, мкг/кг

Мышечная ткань

0,2 0,16±0,02 12,0

0,994 0,05 0,15–28

0,5 0,40±0,04 9,9

1,0 0,92±0,07 7,8

5,0 4,7±0,3 6,8

10,0 9,8±0,5 5,3

20,0 19,9±0,9 4,0

25,0 24,9±1,0 3,2

Печень

0,2 * –

0,990 0,08 0,25–30

0,5 0,36±0,07 10,2

1,0 0,93±0,06 8,1

5,0 4,6±0,3 6,7

10,0 9,7±0,5 5,0

20,0 19,9±1,0 4,5

25,0 24,9±1,2 3,4



437
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2024. Т. 65. № 5 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2024. T. 65. № 5

Т а б л и ц а  2

Результаты определения бисфенола А в мышечной ткани и печени различных видов речных рыб 
(n = 3, P = 0,95)

Рыба, число образцов 
(N)

Масса 
рыбы, кг Часть рыбы Место вылова, 

координаты Концентрация, мкг/кг

 Hypophthalmichthys 
molitrix (N = 3) 2,9–4,9

мышечная     
ткань

Воронежское вдхр.                      
(г. Воронеж)

51° 38′ 33′′ с.ш.
39° 14′ 05′′ в.д.

0,89±0,28

печень 2,2±0,5

Cyprinus carpio (N = 2) 3,7–5,8
мышечная     
ткань

р. Дон
50° 28′ 11′′ с.ш.
40° 02′ 39′′ в.д.

1,5±0,3

печень 3,9±0,4

Rutilus rutilus (N = 3) 0,7–1,2

мышечная     
ткань

Воронежское вдхр.
(г. Воронеж)

51° 38′ 33′′ с.ш.
39° 14′ 05′′ в.д.

*

печень 1,8±0,3

Rutilus rutilus (N = 2) 0,8–1,1
мышечная     
ткань

р. Дон
50° 28′ 11′′ с.ш.
40° 02′ 39′′ в.д.

–

печень –

 Stizostedion lucioperca 
(N = 3) 2,8–3,5

мышечная     
ткань

р, Дон
50° 21′ 52′′ с.ш.
40° 01′ 53′′ в.д.

0,93±0,29

печень 3,1±0,5

Abramis brama (N = 2) 0,6–1,2

мышечная     
ткань

Воронежское вдхр.
(г. Воронеж)

51° 45′ 20′′ с.ш.
39° 15′ 35′′ в.д.

–

печень *

** Cyprinus carpio 
carpio (N = 2) 2,2–2,5

мышечная     
ткань –

–

печень –

Perca fl uviatilis ρ(N = 2) 0,7–1,1
мышечная     
ткань

р. Дон
50° 28′ 11′′ с.ш.
40° 02′ 39′′ в.д.

1,0±0,2

печень 4,9±0,5

П р и м е ч а н и е: * – ниже предела определения; ** – прудовая рыба, выращена в искусственных природных 
условиях.

более низкую летучесть и более длительное 
удаление из образца. На хроматограмме (рис. 
2), выполненной после очистки образца, пики 
примесей малоинтенсивны (время удержива-
ния 7,53–29,21 мин) и не мешают определению 
БФА (время удерживания 16,25 мин). Среди 
примесей идентифицированы (с вероятностью 
более 95%) биогенные амины, жирные кисло-
ты (предельные и непредельные) и продукты их 
окисления.

Для десорбции применяли метанол. Эффек-
тивность десорбции оценивали по степени де-
сорбции (D, %). Оптимальная продолжитель-
ность десорбции при использовании центрифу-

гирования составляла 3 мин (рис. 3, в). Степень 
десорбции превышала 99%. Оценку возможно-
сти повторного использования сорбента про-
водили по коэффициенту EF, который рассчи-
тывали как отношение концентрации БФА в 
исходном растворе к концентрации БФА после 
упаривания концентрата при пробоподготовке 
(рис. 1). Максимальное значение EF составляет 
718 и незначительно снижается после второго 
и третьего циклов сорбции-десорбции до 707 
и 694 соответственно. После четвертого цикла 
сорбции-десорбции происходит резкое сниже-
ние EF до 612. Таким образом, сорбент можно 
повторно использовать с минимальной потерей 
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сорбционной емкости в течение трех циклов 
сорбции-десорбции (рис. 3, г).

Проверку правильности определения БФА в 
мышечной ткани и печени проводили методом 
«введено-найдено» на образцах карпа (табл. 1). 
Эта рыба характеризуется достаточно высоким 
содержанием жира и хорошо подходит в каче-
стве сложного объекта анализа с потенциально 
высокими матричными эффектами. В образцах 
мышечных тканей ПО составил 0,05 мкг/кг (су-
хого веса). Несколько ниже ПО в печени. Это 
обусловлено содержанием большого количе-
ства жировых включений, что несколько ухуд-
шает условия извлечения и определения. При 
концентрациях 0,2–5,0 мкг/кг получены зани-
женные на 7–28% результаты. Особенно значи-
тельно занижение результатов при концентра-
ции 0,2–0,5 мкг/кг. Показатели правильности 
результатов определения БФА для значений 
концентрации 10 мкг/кг и более близки к 100%. 

Речную рыбу для анализа отбирали из разных 
частей Воронежской области: более загрязненно-
го Воронежского водохранилища (р. Воронеж) 
и менее загрязненных участков р. Дон около г. 
Богучар (табл. 2).  Для сравнения была проана-
лизирована прудовая рыба (карп), разводимая в 
искусственных условиях для оценки влияния по-
падания БФА с кормами. Во всех образцах уста-
новлены одинаковые зависимости – концентра-
ция БФА в печени в несколько раз выше, чем в 

мышечной ткани. Из восьми образцов в четырех 
образцах мышечной ткани и пяти образцах пече-
ни установлено содержание БФА, позволяющее 
проводить количественную оценку. Максималь-
ная концентрация БФА обнаружена в наиболее 
жирной рыбе – сазане. В мышечной ткани она 
составила 1,5 мкг/кг, в печени – 3,9 мкг/кг. В об-
разцах карпа, выращенного в искусственных ус-
ловиях, и плотве, выловленной в р. Дон около г. 
Богучар, БФА не детектируется как в мышечной 
ткани, так и в печени. 

Заключение

Сорбент на основе наночастиц магнетита, 
функционализированный гуматами, успешно 
применен для концентрирования БФА из образ-
цов мышечной ткани и печени рыб методом ма-
тричного твердофазного диспергивания. Опреде-
ление БФА после концентрирования проводили 
методом ГХ-МС с предварительной деривати-
зацией уксусным ангидридом. Для уменьшения 
влияния примесей (жиры, нефтепродукты, алкил-
фенолы и их эфиры) в ходе пробоподготовки об-
разцов проводили очистку матрицы с примененем 
н-гептана. ПО составил 0,05 мкг/кг (в пересчете на 
сухой вес) в мышечной ткани и 0,08 мкг/кг (в пе-
ресчете на сухой вес) в печени. Метод применен 
для скрининга содержания БФА в речной рыбе. 
Наибольшее содержание БФА установлено в пе-
чени сазана и составляет 3,9 мкг/кг.
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