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Аннотация. Предложен люминесцентный способ определения глицина, основанный на конкурентном связывании в комплексы ио-
нов Cu2+ с ципрофлоксацином и аминокислотой. Спектрофотометрическим методом показано образование комплекса Cu2+ с произво-
дным фторхинолона. Образующийся комплекс не обладает флуоресцентными свойствами в отличие от самого лиганда. В присутствии 
добавок ионов комплексообразователя в растворе ципрофлоксацина наблюдается тушение его флуоресценции. Введение глицина 
(Gl) в систему Cu2+–ЦФ сопровождается возрастанием сигнала флуоресценции свободного ципрофлоксацина (ЦФ) (λвозб = 330 нм, 
λфл = 450 нм) с интенсивностью, пропорциональной концентрации аминокислоты. Изучено влияние природы мицелл поверхностно-
активных веществ (ПАВ) на эффективность эмиссии аналитической системы. Показано, что, независимо от природы, мицеллы ПАВ до-
полнительно тушат флуоресценцию комплексов ионов Cu2+ с ЦФ и Gl. Установлены оптимальные условия реакций комплексообразова-
ния в исследуемых системах, а также возрастания интенсивности собственной флуоресценции ЦФ. Предполагается, что формирование 
аналитического сигнала связано с флуоресценцией ЦФ, концентрация которого возрастает в растворе в связи с разрушением мало-
устойчивого комплекса Cu2+ с ЦФ и образованием более прочного хелата Cu2+ с глицином. Показано, что эффект тушения максимально 
проявляется при рН 7 в среде фосфатного буферного раствора. Подобные эффекты в ацетатно-аммиачном буферном растворе не про-
являются. Линейная зависимость интенсивности флуоресценции от концентрации глицина наблюдается в диапазоне 5×10-7 – 5×10-4 М. 
Предел обнаружения 2×10-7 М.
Ключевые слова: люминесценция, комплексообразование ионов меди с ципрофлоксацином, глицин, поверхностно-активные 
вещества
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Abstract. A luminescent method for determining glycine based on competitive complexation of Cu2+ ions with ciprofl oxacin and an amino acid is 
proposed. Formation of a Cu2+ complex with a fl uoroquinolone derivative is shown using spectrophotometry. The resulting complex does not have 
fl uorescent properties, unlike the ligand itself. In the presence of additives of complexing agent ions in a ciprofl oxacin solution, its fl uorescence is 
quenched. Introduction of glycine (Gl) into the Cu2+–CF system is accompanied by an increase in the fl uorescence signal of free ciprofl oxacin (CF) 
(λexc = 330 nm, λfl  = 450 nm) with an intensity proportional to the concentration of the amino acid. The eff ect of the nature of surfactant micelles 
on the emission effi  ciency of the analytical system is studied. It is shown that, regardless of their nature, surfactant micelles additionally quench 
the fl uorescence of Cu2+ ion complexes with CF and Gl. Optimal conditions for complexation reactions in the studied systems, as well as for an 
increase in the intensity of CF intrinsic fl uorescence, are established. It is assumed that the formation of the analytical signal is associated with 
the fl uorescence of CF, the concentration of which increases in the solution due to the destruction of the unstable Cu2+ complex with CF and the 
formation of a more stable Cu2+ chelate with glycine. It is shown that the quenching eff ect is maximal at pH 7 in a phosphate buff er solution. Similar 
eff ects are not observed in an acetate-ammonia buff er solution. A linear dependence of the fl uorescence intensity on the glycine concentration 
is observed in the range of 5×10-7 – 5×10-4 M. The detection limit is 2×10-7 M.
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Введение

Интерес к аналитическим методам опре-
деления аминокислот остается актуальным, 
прежде всего, со стороны производителей пи-
щевых продуктов, лекарственных препаратов, 
клинических исследований и контролирующих 
лабораторий. Оценка здорового и сбалансиро-
ванного питания, основанная на результатах 
исследований содержания аминокислот в пи-
щевых продуктах, невозможна без постоянного 
мониторинга их качества. Глицин, являясь 
простейшей органической алифатической 
аминокислотой с выраженным усиливающим 
вкусом, применяется в пищевой промышлен-
ности для улучшения органолептики напитков, 
обогащения продуктов микроэлементами и оп-
тимизации технологических процессов. 

Важным этапом в медицинской диагно-
стике врождённых «ошибок» метаболизма на-
следственных нарушений обмена аминокислот 
является определение их содержания в крови 
[1]. Глицин играет важную роль во многих 
физиологических процессах, действует как 
нейромедиатор в центральной нервной системе, 
выполняя функции антиоксиданта, противо-
воспалительного и иммуномодулирующего 
агента в периферических и нервных тканях [2, 
3]. Оптимальный уровень глицина в сыворотке 

крови составляет 300 мкмоль/л. Его увеличение 
даже в три раза не вызывает возникновения 
нежелательных эффектов [4]. Однако более вы-
сокие концентрации приводят к тяжелейшим 
последствиям – некетотической гиперглицине-
мии [5]. Глицин находит применение не только 
в медицине, но и ветеринарии, рыбоводстве, 
животноводстве. 

Определение содержания глицина акту-
ально для объектов фармацевтической про-
мышленности в связи с широким использова-
нием аминокислоты в качестве стабилизатора 
активности и функциональности белков при 
производстве препаратов крови. Контроль со-
держания аминокислот в лекарственных пре-
паратах необходим в связи с исключением их 
фальсификации [6]. 

Одним из первых способов количествен-
ного определения глицина является колори-
метрический, основанный на цветной реакции 
между глицином, хлорформиатом и пиридином 
[7, 8]. Метод отличается простотой и не требует 
сложного оборудования.

В биомедицинских исследованиях, при 
разработке новых лекарственных препаратов 
используют спектрофотометрические методы 
с применением различных органических реа-
гентов [9–11], реакций комплексообразования 
[12, 13], окислительно-восстановительных [14]. 
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Для определения глицина и аспарагиновой 
кислоты в биологических объектах предложен 
химический сенсор на основе магнитных нано-
частиц [15]. Методы ВЭЖХ особенно актуальны 
при определении глицина в сложных смесях [16, 
17]. Современные методы, отличаясь высокой 
чувствительностью и избирательностью, яв-
ляются достаточно дорогостоящими и требуют 
привлечения к работе высококвалифицирован-
ного персонала. В то же время высокочувстви-
тельный люминесцентный анализ является 
достаточно простым и недорогим.

Целью настоящей работы явилась раз-
работка нового подхода к люминесцентному 
определению нефлуоресцирующих биологи-
чески активных веществ, например, глицина, 
основанного на использовании конкурентного 
комплексообразования ионов Cu2+ с аминокис-
лотой в присутствии флуорофора ципрофлокса-
цина в водных и мицеллярных средах.

Материалы и методы

Реагенты. Ципрофлоксацин (ЦФ) (Sigma-
Aldrich, США, не менее 99% основного веще-
ства); цетилпиридиний хлорид (ЦПХ) (Sigma, не 
менее 99% основного вещества); Тритон Х-100 
(ТрХ-100) (Sigma), Бридж 35 (Бр35) (Acros, не 
менее 98% основного вещества), натрия доде-
цилсульфат (ДДС) (AppliChem, с содержанием 
основного вещества не менее 99%);  сульфат 
меди (II) (Acros Organics, содержание основного 
вещества 99,9%); глицин (Sigma-aldrich), содер-
жание основного вещества 99,9%.

Аппаратура. Спектры флуоресценции ре-
гистрировали при помощи спектрофлуориметра 
СМ 2203 фирмы ЗАО «SOLAR» с источником 
возбуждения – импульсной ксеноновой лампой. 
Ширина дифракционной щели возбуждения 
– 10 нм, флуоресценции – 5 нм. Скорость ре-
гистрации спектров – 75 нм/мин. Измерения 
проводили в кварцевой кювете с толщиной слоя 
1 см. Сигнал регистрировали под углом 90° к 
возбуждающему свету. Оптическую плотность 
растворов и электронные спектры поглощения 
в видимой и УФ-области спектра измеряли на 
спектрофотометре UV-1800 (Shimadzu), квар-
цевые кюветы с длиной оптического пути 1 см 
(Shimadzu). 

Значение рН контролировали на рН-метре 
(рН-673 М) со стеклянным индикаторным 
электродом и хлоридсеребряным электродом 
сравнения.

Результаты и их обсуждение

Спектроскопические свойства ЦФ и 
глицина. Ципрофлоксацин относится к группе 
фторхинолонов II поколения, является амфо-
литом, содержащим в молекуле одновременно 
основный вторичный алифатический атом 
азота и кислотный центр – карбоксильную 
группу. Наличие сопряженной системы в 
молекуле обусловливает две полосы интен-
сивного поглощения в УФ – области спектра 
(270 и 340 нм). Полоса, соответствующая 
карбоксильной группе (270–276 нм, рис. 1, а), 
изменяет интенсивность в зависимости от 
значения pH среды [18]. Флуоресцентные свой-
ства ЦФ (λфл = 400–460 нм) проявляются при 
длине волны возбуждения 330 нм (рис. 1, б). 
Спектроскопические свойства глицина в 
диапазоне длин волн от 250 до 700 нм вы-
ражены весьма слабо, о чем свидетельству-
ет отсутствие полос поглощения в спектре 
растворов аминокислоты. Соответственно, 
люминесцентные свойства глицина также не 
проявляются.

Комплексообразование ЦФ и глицина с 
ионами Cu2+. Нами спектроскопическими ме-
тодами установлено, что ЦФ образует с ионами 
Cu2+ комплексные соединения (рис. 2). Как 
видно из спектров поглощения ЦФ, в присут-
ствии ионов Cu2+ наблюдается гиперхромное 
смещение полосы при 270 нм. Согласно полу-
ченным спектрам и литературным данным [18], 
наиболее вероятна координация ионов Cu2+ 

по карбонильной и карбоксильной группам 
ЦФ в соседних положениях. Число координи-
рованных лигандов зависит от кислотности 
среды: в более кислой области предпочти-
телен комплекс 1:1, тогда как комплекс 1:2 
(металл : лиганд) является основным при более 
высоких значениях pH [18] (рис. 3).

Влияние глицина на флуоресцентные 
свойства системы ЦФ – Cu2+. В условиях 
добавок глицина к раствору хелата ЦФ с ио-
нами Cu2+ установлен эффект возрастания 
интенсивности собственной флуоресценции 
(λ фл= 450 нм) фторхинолона, связанный с 
конкурентной реакцией комплексообразо-
вания глицина и ЦФ с ионами металла. При 
этом можно предположить, что формирова-
ние возрастающего сигнала флуоресценции 
(λфл = 450 нм) связано с разрушением малоустой-
чивого комплекса Cu2+ с ЦФ и образованием 
более прочного хелата ионов Cu2+ с глицином. 
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Рис. 2. Спектры поглощения ципрофлоксацина (1) (5×10-5 М) и его 
комплекса с ионами Cu2+ (2) (5×10-6 М), pH 7 (цвет онлайн)

Fig. 2. Absorption spectra of ciprofl oxacin (1) (5×10-5 M) and its complex with 
Cu2+ ions (2) (5×10-6 M), pH 7 (color online)
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Рис. 1. Спектры ципрофлоксацина (5×10-5 М) при рН 5 (1), рН 7 (2), 
рН 9 (3): а – поглощения; б – флуоресценции, λвозб = 330 нм (цвет онлайн)
Fig. 1. Spectra of ciprofl oxacin (5×10-5 М) at рН 5 (1), рН 7 (2), рН 9 (3): 

a – absorption; b – fl uorescence, λexc = 330 nm (colour online)
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Рис. 3. Хелаты ионов Cu2+ с ЦФ (а) и глицином (б)
Fig. 3. Chelates of Cu2+ ions with CF (a) and glycine (b)

а /a

б/b

По мере увеличения в растворе концентра-
ции комплекса глицина, в системе возрас-
тает содержание в свободном состоянии ЦФ 
(λфл = 450 нм). Найдены оптимальные условия 
взаимодействия глицина с ионами Cu2+ в при-
сутствии антибиотика: рН 7, СЦФ = 5×10-7 М, 
СCu2+=5×10-6 М. Построена градуировочная 
зависимость для флуориметрического опре-
деления глицина.

Влияние природы мицелл поверхност-
но-активных веществ на интенсивность 
люминесценции. Известно, что в присутствии 
мицелл катионных, анионных и неионогенных 
ПАВ возможно усиление сигнала флуорес-
ценции флуорофоров, связанное с удалением 
молекул воды – основных тушителей люминес-
ценции из ближайшего окружения флуоресци-
рующего центра. Изучено влияние природы 

мицелл ПАВ на люминесцентные свойства 
системы Cu2+–ЦФ в присутствии добавок гли-
цина, диапазон определяемых концентраций 
аминокислоты и коэффициент корреляции 
градуировочной зависимости. Некоторые хи-
мико-аналитические характеристики способов 
флуориметрического определения глицина с 
помощью системы Cu2+–ЦФ в присутствии 
мицелл ДДС, ЦПХ, тритона Х-100 представ-
лены в табл. 1. Наилучшая воспроизводимость 
результатов наблюдается в отсутствии мицелл 
ПАВ. Добавки мицелл вызывают снижение 
интенсивности флуоресценции, уменьшение 
коэффициента корреляции.

На основании проведенных исследований 
предложен флуориметрический способ опреде-
ления глицина в пробах речной воды с помощью 
комплекса меди с ципрофлоксацином.
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Методика определения глицина в речной 
воде (р. Волга, с. Чардым) методом градуиро-
вочного графика. В пробирку вносят 1.0 мл 
ацетатно-аммиачного буферного раствора 
(pH 7), 1–3 мл исследуемой воды, 0,2 мл 1×10-7 
ципрофлоксацина и 0,002 мл 1×10-2 соли Cu2+ и 

доводят буферным раствором до общего объёма 
4 мл. Измеряют интенсивность флуоресценции 
(λвозб = 330 нм) с помощью градуировочного 
графика определяют содержание глицина в воде 
(табл. 2). Правильность определения контроли-
ровали методом «введено–найдено».

Таблица 2 / Table 2
Результаты определения глицина в речной воде (р. Волга, с. Чардым) 

(n = 3, P = 0.95, tтабл = 4.30)
Results of determination of glycine in river water (The Volga river, Chardym village) 

(n = 3, P = 0.95, tтабл = 4.30)

Введено, мг/л /
Entered, mg/l

Найдено, мг/л /
Found, mg/l

x ̅±Δx, мг/л  /
x ̅±Δx, mg/l

Sr
tэксп  /
texp

66

65.2

62.02 ± 9.87 0.04 1.057.6

63.4

16

16.5

15.4 ± 2.5 0.01 0.614.5

15.3

10

12.1

10.2 ± 3.0 0.02 0.118,7

9,78

Таблица 1 / Table 1 
Некоторые химико-аналитические характеристики флуориметрических способов 

определения глицина с помощью систем ЦФ – медь(II) в присутствии различных ПАВ
Some chemical-analytical characteristics of fl uorimetric methods for determining glycine 

using CF-copper(II) systems in the presence of various surfactants

ПАВ / Surfactants R2 Уравнение / Equation
Нижняя граница определяемых 

концентраций, М /
Lower limit of detectable concentrations, M

Без ПАВ/ No surfactants 0,995 y = −0,021x + 2,92 5 × 10-7

 ДДС /DDS 0,979 y = −0,025x + 2,92 5 × 10-7

ЦПХ/CPCl 0,962 y = −0,012x + 2,86 1 × 10-6

Тритон Х-100/ Triton X-100 0,958 y = −0,005x + 2,83 1 × 10-6

Заключение 

Предложен флуориметрический способ 
определения глицина, основанный на воз-
растании интенсивности собственной флуо-
ресценциии ципрофлоксацина в присутствии 
добавок аминокислоты. Предполагаем, что в 
присутствии глицина в системе Cu2+–ЦФ в 
результате конкурирующего комплексообразо-

вания с ионом металла в свободном состоянии 
ЦФ проявляет собственную люминесценцию 
(λвозб = 330 нм, λфл = 450 нм) с интенсивностью, 
пропорциональной концентрации определя-
емого аналита. Изучено влияние природы 
мицелл ПАВ на эффективность эмиссии ана-
литической системы. Установлено, что мицел-
лы катионных, неионогенных и анионных по-
верхностно-активных веществ дополнительно 
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тушат флуоресценцию в системе Cu2+–ЦФ–Gl. 
Установлены оптимальные условия реакций 
комплексообразования в системах Cu2+–ЦФ 
и Cu2+–Gl, а также условия конкуренции, 
сопровождающей возрастание интенсивности 
флуоресценции ЦФ. Сделано преположение, 
что формирование аналитического сигнала 
связано с флуоресценцией (λвозб=330 нм, 
λфл= 450 нм) ЦФ, концентрация которого 
возрастает в растворе в связи с разрушением 
малоустойчивого комплекса Cu2+ с ЦФ и об-
разованием более прочного хелата Cu2+ с Gl. 
Показано, что эффект тушения максимально 
проявляется при рН 7 в среде фосфатного 
буферного раствора. Подобные эффекты в 
ацетатно-аммиачном буферном растворе не 
проявляются. Линейная зависимость интен-
сивности флуоресценции от концентрации 
аминокислоты  наблюдается  в  диапазоне 
глицина от 5×10-7 до 5×10-4 М. Погрешность 
определения 2×10-7 М.
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