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Разработан способ определения фенилаланина в водных растворах различной кислотности 
спектрофотометрическим методом без предварительной коррекции pH растворов и применения 
вспомогательных химических реагентов. Проведен сравнительный анализ результатов спектрофото-
метрического определения фенилаланина при варьировании кислотности среды, проанализированы 
погрешности и возможность их минимизации. Показано, что аналитический сигнал и результаты 
определения аминокислоты в растворах с различным pH значительно различаются вследствие 
нахождения фенилаланина в разных ионных формах, отличающихся величиной молярного коэффициента 
поглощения. Установлено, что максимальная величина молярного коэффициента поглощения падает 
в ряду ε(Phe-) > ε(Phe+) > ε(Phe±) на 20 %. Максимальная погрешность определения фенилаланина без 
учёта зависимости оптической плотности раствора от кислотности среды найдена в сильнощелочных 
растворах.  Экспериментально получены корреляционные зависимости аналитической длины 
волны и молярного коэффициента поглощения фенилаланина от показателя pH среды. Установлен 
длинноволновый (батохромный) сдвиг максимума полосы поглощения при переходе от положительного 
к отрицательному заряду фенилаланина с ростом величины pH раствора. Выявлены два диапазона 
величин pH, в которых изменение кислотности растворов не вызывает спектральных изменений. 
Это область преимущественного нахождения аминокислоты в катионной Phe+ и биполярной Phe± 
формах (pH < 8) и область анионной Phe− (pH > 10) формы. Приведены регрессионные уравнения, 
позволяющие сделать выбор аналитической длины волны при любой произвольной величине pH 
раствора. Преимуществом разработанного способа определения аминокислоты без коррекции 
величины рН в растворах являются возможность повышения чувствительности и обеспечение 
относительной погрешности определения менее 0.5 % при коэффициенте вариации не более 0.3 
%. Предел обнаружения аминокислоты, рассчитанный по 3s-критерию, составляет (1.4-1.6)·10-5 
М.  Диапазон определяемых содержаний фенилаланина находится в интервале (0.5-5.3)·10-3 М. 
Показана эффективность предложенного способа для определения фенилаланина в образце 
препарата «L-Фенилаланин» (Protein Company, Россия) методом добавок. Доказана возможность 
минимизации погрешности определения аминокислоты при применении разработанного способа 
для контроля содержания компонентов в процессе деминерализации водно-солевых растворов 
фенилаланина методом электродиализа с экспериментальными мембранами.
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A method for the determination of phenylalanine using the spectrophotometric method without preliminary 
correction of the solutions pH and the use of auxiliary chemical reagents has been developed. A comparative 
analysis of the spectrophotometric determination of phenylalanine by varying acidity of the medium was carried 
out. The errors and the possibility of their minimization were analyzed. It was shown that the analytical signal 
and the results of amino acid determination in the solutions with different pH differ significantly due to the 
presence of phenylalanine in various ionic forms that vary in the magnitude of the molar absorption coefficient. 
It was found that the maximum value of the molar absorption coefficient decreases in the series ε(Phe−)> 
ε(Phe+)> ε(Phe±) by 20%. The maximum error in determining the phenylalanine concentration without taking 
into account the dependence of the optical density of the solution on the acidity of the medium was found in 
strongly alkaline solutions. The correlation dependences of the analytical wavelength and molar absorption 
coefficient of phenylalanine on the pH of the medium were obtained experimentally. A long-wavelength 
(bathochromic) shift of the absorption band maximum was established upon the transition from positive to 
negative charge of the phenylalanine molecule with increasing pH of the solution. Two ranges of pH values 
have been identified, in which a change in the acidity of the solutions did not cause spectral changes. These 
were the regions where the amino acid was predominantly found in cationic Phe+ and bipolar Phe± forms 
(pH < 8) and in the region of anionic Phe− (pH > 10) form. The regression equations that allow choosing the 
analytical wavelength at any arbitrary pH of the solution were presented. The advantage of the developed 
approach is the possibility of increasing the detection sensitivity and ensuring that the error in the amino acid 
determination in the solutions of arbitrary acidity is less than 0.5% with the variation of no more than 0.3%. 
The detection limit of amino acid, calculated by 3σ – test, is (1.4 − 1.6) × 10-5 M. The range of the determined 
phenylalanine contents is (0.5 − 5.3) × 10-3 M. The efficiency of the proposed approach for determining the 
content of phenylalanine in a sample of the “L-Phenylalanine” (Protein Company, Russia) drug by the method 
of standard addition was shown. The possibility of minimizing the error in determining the amino acid when 
applying the technique to control the content of components in the process of demineralization of water-salt 
solutions of phenylalanine by electrodialysis with experimental membranes has been proven.

Keywords: spectrophotometry; phenylalanine; medium acidity; absorption spectra.

ВВЕДЕНИЕ
Ароматические аминокислоты обладают цен-

ными биологическими свойствами, входят в состав 
фармацевтических препаратов, пищевых добавок 
и продуктов питания [1]. В литературе известны 
методы титриметрического [2], хроматографического 
[3], спектроскопического [4, 5] и электрохимического 
[6–8] определения аминокислот. Фармакопейное 
определение ароматических аминокислот основано 
на измерении флуоресценции [9]. Флуориметрия 
считается одним из наиболее чувствительных ме-
тодов определения аминокислот, который более 
чем в десять раз чувствительнее абсорбционной 
спектрофотомерии [10]. Этот метод применяют 
для определения аминокислот в биологических 
жидкостях [11, 12], плазме человеческой крови [13], 
в фармацевтических препаратах [14] и пищевых 
продуктах [15]. Однако, с целью повышения чув-
ствительности определения необходимо проводить 
дериватизацию аминокислот для получения сильно 
флуоресцирующих производных, например, заме-
щённых изоиндолов [16]. В работе [17] предложен 
иммуноферментный метод для количественного 
определения L-фенилаланина. Преимуществами 
этого метода являются большая точность и свой-
ство моноклональных антител связывать целевые 
молекулы с высоким сродством и специфичностью. 
Существенным недостатком определения фени-
лаланина этим методом является длительность 
процесса, требующего использования предва-
рительно дериватизированного образца. Кроме 
того, для определения массовой доли аминокислот 
используют метод капиллярного электрофореза [18]. 

Стандарт [19] позволяет определить этим методом 
общее содержание (свободные и связанные формы 
в сумме) аминокислот в диапазоне от 0.25 до 10 %. 
Процедура пробоподготовки является достаточно 
трудоёмкой и заключается в переводе аминокислот 
в форму фенилизотиокарбамильных производных. 
Экспрессный метод капиллярного электрофореза 
аминокислот [20] основан на разделении ионных 
форм аминокислот под действием электрического 
поля и измерении поглощения в УФ-области. 

Недостатками известных методов определения 
аминокислот являются длительность приготовления 
рабочих растворов (титриметрия), токсичность (по-
тенциометрическое титрование в неводной среде), 
дорогостоящее оборудование (хроматография), 
необходимость предварительного продолжитель-
ного процесса дериватизации (иммуноферментный 
метод) и перевода аминокислоты в определяемые 
флуоресцирующие или окрашенные производные 
(фотометрия и флуориметрия). 

Наиболее предпочтительным методом исследо-
вания и количественного определения ароматических 
и гетероциклических аминокислот является спек-
трофотометрический метод по характеристическим 
длинам волн индивидуальных аминокислот [21–27]. 
К структурным особенностям таких аминокислот, 
как фенилаланин, тирозин и триптофан относится 
наличие бензольного кольца. Для спектра поглощения 
бензола характерно наличие трёх полос поглоще-
ния при 180, 203 и 256 нм [28]. Для ароматических 
аминокислот эти полосы в спектрах не очень зна-
чительно изменяют положение и интенсивность. В 
работе [29] показано, что максимальное поглощение 
для водного раствора фенилаланина характерно 
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при 191, 205 и 257 нм, а для тирозина установлено 
наличие полос поглощения при 193, 222 и 274 нм. В 
спектрах поглощения водных растворов триптофа-
на присутствуют слабые полосы поглощения при 
196 и 279 нм и интенсивная полоса поглощения с 
максимумом 219 нм. Достоинствами спектрофото-
метрического метода определения аминокислот 
являются высокая чувствительность, экспресс-
ность, незначительное количество исследуемого 
вещества и его сохранение в процессе анализа. 
Чувствительный спектрофотометрический метод 
целесообразно применять при анализе аминокислот, 
когда содержание определяемого компонента не 
превышает 1 %.

Особая структура сольватированной ами-
нокислоты очень чувствительна к показателю рН 
среды, влияющему на биологическую активность [1]. 
Поэтому важнейшими характеристиками, влияющими 
на спектрофотометрическое определение амино-
кислот в водном растворе, являются рН раствора, 
концентрация и время установления равновесия при 
растворении амфолита [29-32]. Диапазон величин 6 
< рН < 11 оптимален для разделения и выделения 
ароматических и гетероциклических аминокис-
лот сорбционными и мембранными методами [33]. 
Поэтому большой интерес представляет разработка 
и применение методик спектрофотометрического 
определения аминокислот в нейтральных и щелочных 
растворах [21, 22]. Однако, в большинстве методик 
спектрофотометрического определения ароматиче-
ских аминокислот [24, 29] содержатся упоминания и 
приводятся не систематизированные эксперимен-
тальные данные о влиянии кислотности растворов 
на результаты определения. Общим недостатком 
является отсутствие конкретных рекомендаций по 
выбору рабочей длины волны и анализа погрешностей, 
возникающих при варьировании pH анализируемых 
растворов, не указаны возможности минимизации 
погрешностей определений. В различных вариантах 
метода спектрофотомерии в ультрафиолетовой 
области для построения градуировочных зави-
симостей обычно применяют модельные водные 
растворы аминокислот при нейтральных значениях 
pH, что требует предварительной пробоподготовки 
анализируемых объектов.

Таким образом, исследование и выявление 
оптимальных условий спектрофотометрического 
определения ароматических аминокислот в раз-
личных объектах в широком интервале величин 
pH растворов является актуальной практической 
задачей. В данной работе представлены результаты 
разработанного способа спектрофотометрического 
определения фенилаланина в водных растворах 
различной кислотности, в том числе в фармацев-
тических препаратах и технологических растворах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты, растворы, аппаратура

В качестве объектов исследования были вы-
браны модельные водные растворы фенилаланина 
в диапазоне pH от 0.2 до 13.5.  Растворы готовили 
растворением в дистиллированной воде точной на-
вески препарата аминокислоты производства фирмы 
Sigma-Aldrich, (США) с содержанием фенилаланина 
99.77 %.  Серия растворов в широком диапазоне рН 
была получена с использованием смеси растворов 
соляной кислоты и гидроксида натрия. Все допол-
нительные реактивы имели квалификацию х.ч. или 
ч.д.а. и применялись без дополнительной очистки.

Спектр поглощения и оптическую плотность 
(A) растворов фенилаланина измеряли с помощью 
спектрофотометра СФ–2000 (Россия). Измерения 
проводили в интервале длин волн 200–400 нм в 
кварцевой кювете с толщиной поглощающего слоя 
1 cм. Согласно основным техническим данным и 
характеристикам спектрофотометра СФ–2000 в 
диапазоне длин волн 190–390 нм пределы допуска-
емого значения абсолютной погрешности установки 
длины волны составляют ±0.4 нм. Практически 
доступное минимальное числовое значение шага 
сканирования составляет 0.1 нм. 

При изучении влияния рН на спектр погло-
щения фенилаланина использован модельный 
раствор аминокислоты с концентрацией 2.0·10-3 М. 
Для контроля за кислотностью растворов исполь-
зовали стеклянный электрод ЭСЛ-63-07 в паре с 
хлоридсеребряным электродом сравнения ЭВЛ-1МЗ. 
Измерения проводили на лабораторном иономере 
И-160МИ (Россия) с точностью ±0.05 ед. рН, откали-
брованном по стандартным буферным растворам. 
Стабильность во времени свежеприготовленных 
растворов аминокислоты контролировали изме-
рением через определённые промежутки времени 
при температуре 20 ± 1 ºС величины оптической 
плотности растворов концентрации 3.0·10-3 М для 
разных pH и длин волн. 

Для построения градуировочных зависимостей 
использовали растворы в диапазоне концентраций 
(0.05–5.0)·10-3 М, приготовленные растворением 
точной навески аминокислоты в дистиллированной 
воде. Оценку линейности градуировочных графиков 
или функциональных зависимостей типа y = a + 
bx для других измеряемых величин проводили на 
основе вычисления коэффициентов корреляции r и 
их значимости [34]. Расчёт коэффициентов регрес-
сионных уравнений с одновременной оценкой их 
доверительного интервала проводили с использо-
ванием алгоритма Гаусса [34, 35]. Доверительные 
интервалы для величин коэффициентов a и b 
вычисляли по формулам Δa =± t(P, f = n - 2)·Sa  и  
Δb = ± t(P, f = n - 2)·Sb при доверительной вероятности 
P = 0.95 и числе точек n, взятых для построения 
соответствующей зависимости. Дисперсии Sa

2 и Sb
2, 

характеризующие погрешность определения величин 
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a и b, находили с учётом остаточной дисперсии S0
2, 

определяющей рассеяние экспериментальных ве-
личин относительно прямой. Статистическую оценку 
значимости различия характеристик градуировочных 
графиков для растворов фенилаланина различной 
кислотности проводили по t-тесту (распределение 
Стьюдента) при P = 0.95 [35]. Значения предела 
обнаружения Сmin рассчитали согласно ИЮПАК по 
3s-критерию [34]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние рН на спектр поглощения водных 
растворов фенилаланина

Фенилаланин (α-амино-β-фенилпропионовая 
кислота) представляет собой монозамещенное про-
изводное бензола. Наличие основной и кислотной 
ионогенных групп в составе молекулы аминокислоты 
позволяет рассматривать фенилаланин с точки 
зрения электролитических свойств, как амфотерное 
соединение. В зависимости от рН раствора фени-
лаланин существует в различных ионных формах 
[29, 36]. Существует значение рН (изоэлектрическая 
точка рI = 5.9), при котором фенилаланин существует 
в максимальном количестве в виде биполярных 
ионов. В кислой среде аминокислота ведет себя как 
основание с константой диссоциации сопряженной 
кислоты K2(α-NH2) = 8.13·10-10 и заряжается положи-
тельно, а в щелочной – как кислота с константой 
диссоциации K1(α-COOH) = 2.63·10-3 и заряжается 
отрицательно:

(1)

Спектр поглощения фенилаланина в ультра-
фиолетовой области обусловлен системой делока-
лизованных π-электронов хромофора бензольного 
кольца. Система полос поглощения в ближней 
ультрафиолетовой области возникает вследствие 
одного π–π* перехода с хорошо разрешенной коле-
бательной структуры [27]. Максимальное значение 
оптической плотности и более широкая полоса по-
глощения в нейтральных растворах фенилаланина 
соответствует длине волны λmax = 259 нм (рис. 1).

Установлено, что перераспределение со-
держания ионных форм фенилаланина согласно 
(1) при изменении величины рН водного раство-
ра проявляется в спектральных характеристиках 
(табл. 1). Концентрации различных ионных форм 
фенилаланина в водном растворе с различными 
pH рассчитывали с использованием уравнений 
материального баланса и соответствующих констант 
диссоциации. Спектры поглощения при различной 
кислотности растворов представляют собой серию 
кривых, отличающихся как высотой, так и положением 
максимумов поглощения (рис. 1). Сравнительный 
анализ распределения содержания ионных форм 
фенилаланина и зависимости максимума полосы 
поглощения λmax от значений величины pH в водном 
растворе представлен на рис. 2. Установлен длин-
новолновый сдвиг максимума полосы поглощения 
при переходе от положительного к отрицательному 
заряду фенилаланина с ростом величины pH рас-

Рис. 1. Зависимость положения и интенсивности полос 
поглощения от pH раствора фенилаланина кон-
центрации 2.0·10-3 М. Значения pH: 0.5 (1), 2.0 (2), 
6.8 (3), 10.0 (4), 11.3 (5), 13.0 (6).

Fig. 1. Dependence of the position and the intensity of absorption 
bands on the pH of the phenylalanine solution at the 
concentration 2.0·10-3 M. pH: 0.5 (1), 2.0 (2), 6.8 (3), 
10.0 (4), 11.3 (5), 13.0 (6).

Таблица 1
Влияние pH на характеристики спектров поглощения водных растворов фенилаланина в УФ-области

Table 1
Influence of pH on the characteristics of the absorption spectra of phenylalanine aqueous solutions in the UV region

pH раствора
Доля различных ионных форм, ɑ

λmax, нм ∆λmax, нм
εmax, 

М-1 см-1

∆εmax, 
М-1 см-1Phe+ Phe± Phe-

0.5 0.992 0.008 0 258.8 0.2 178.0 8.0
6.8 0 0.995 0.005 259.0 0 170.0 0
13.5 0 0.0001 0.9999 259.6 0.6 202.1 32.1

Примечания: λmax – положение максимума, ∆λmax – спектральный сдвиг, εmax – молярный коэффициент поглощения 
при λmax, ∆εmax – изменение молярного коэффициента поглощения. 
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твора. В работах [21, 22] отмечено, что в диапазоне 
7 < рН < 11 максимум поглощения фенилаланина 
соответствует 257 нм и при изменении рН смещения 
максимума не происходит. Нами первоначально 
выявлены три диапазона pH, в которых изменение 
кислотности растворов не вызывает спектраль-
ных изменений. Это области преимущественно-
го нахождения аминокислоты в катионной Phe+  
(pH < 2), биполярной Phe± (4 <  pH < 8) и анионной Phe-  
(pH > 10) формах. Однако, депротонизация кар-
боксильной группы при переходе от катионной к 
биполярной форме нахождения фенилаланина в 
растворе вызывает сдвиг ∆λmax(COOH) всего лишь на 
0.2 нм. В соответствии с техническими характеристи-
ками спектрофотометра данная величина является 
статистически незначимой. Более значительное 
изменение в спектре поглощения фенилаланина 
установлено при депротонизации аминогруппы 
и образовании анионной формы аминокислоты. 
Диссоциация аминогруппы приводит к уширению 
максимума поглощения со сдвигом в длинноволновую 
область ∆λmax(NH3

+) на 0.6 нм по сравнению с длиной 
волны максимального поглощения биполярной 
формы фенилаланина.

Известно, что спектральные изменения вслед-
ствие внутримолекулярных взаимодействий при 
ионизации амино- и карбоксильной групп амино-
кислот не являются результатом прямого влияния 
заряда на дипольный момент перехода [27]. Так 
как электронные спектры молекулы характери-
зует изменение электронного распределения, то 
влияние на спектральные характеристики фени-
лаланина определяется индуктивным эффектом 
и эффектом сопряжения. Вероятной причиной 
является индуктивный эффект, заключающийся в 

смещении электронной плотности на бензольном 
кольце вследствие внутримолекулярных взаимодей-
ствий при ионизации амино- и карбоксильной групп 
фенилаланина. Катионной форме фенилаланина 
соответствует минимальная электронная плотность 
на бензольном кольце, а анионной форме – макси-
мальная электронная плотность.

Спектральные изменения являются также 
следствием универсальных (ван-дер-ваальсовых) и 
специфических (донорно-акцепторных) межмолеку-
лярных взаимодействий в растворах аминокислоты. 
В работах [37, 38] доказано образование в растворах 
фенилаланина ассоциатов за счет водородных и 
дисперсионных связей, а также межплоскостного 
взаимодействия (стэкинг-эффект) ароматических 
колец. В результате этих взаимодействий изменяются 
реологические и, соответственно, спектральные 
свойства растворов органических веществ [38, 39]. 
Процессы межчастичных взаимодействий, обуслов-
ленные особенностями строения ароматической 
аминокислоты, более интенсивно протекают в кислых 
и щелочных средах [40]. По мнению авторов [41], 
объяснение длинноволнового сдвига следует также 
искать в увеличении степени самоассоциации воды 
под воздействием неполярных групп аминокислот. 

Кислотность среды определяет не только 
спектральный сдвиг, но и изменение интенсивности 
спектра поглощения в растворах аминокислоты. 
На рис. 3 представлена зависимость молярного 
коэффициента поглощения от показателя pH водного 
раствора фенилаланина при длине волны 259 нм, 

Рис. 2. Зависимость максимума полосы поглощения λmax
 

и распределения ионных форм фенилаланина 
(штриховая линия) от значения pH раствора при 
концентрации аминокислоты С(Phe) = 2.0·10-3 М.

Fig. 2. Dependence of the absorption band maximum λmax 
and the distribution of ionic forms of phenylalanine 
(dashed line) on the pH of the solution at the amino 
acid concentration C(Phe) = 2.0·10-3 M.

Рис. 3. Влияние кислотности раствора на молярный 
коэффициент поглощения и распределение ионных 
форм фенилаланина (штриховая линия) при концен-
трации С(Phe) = 2.0·10-3 М и длине волны λmax =259 
нм, отвечающей максимуму полосы поглощения 
биполярной формы аминокислоты. 

Fig. 3. Effect of the solution acidity on the molar absorption 
coefficient and the distribution of the ionic forms 
of phenylalanine (dashed line) at the concentration 
C(Phe) = 2.0·10-3 M and the wavelength λmax = 259 nm, 
which corresponds to the absorption band maximum 
of the bipolar form of the amino acid.
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соответствующей максимальному поглощению его 
биполярной формы. 

В сильнокислых растворах при pH < 0.5 фени-
лаланин практически полностью находится в форме 
катиона Phe+ и характеризуется постоянным значением 
величины молярного коэффициента поглощения 
ε(Phe+) = 178.0 ± 1.7 М-1 см-1. Непостоянство величины 
ε по мере дальнейшего роста pH свидетельствует о 
том, что в условиях варьирования кислотности среды 
2.0 < pH < 4.0 основной закон светопоглощения в 
растворах аминокислоты не соблюдается. Причина 
связана со смещением химического равновесия 
по реакции (1). Увеличивается степень ионизации 
карбоксильной группы и в растворе нарастает со-
держание биполярного иона Phe±. Раствор в своем 
составе содержит в равновесии смесь катионной и 
биполярной форм фенилаланина, поэтому характе-
ризуется различными величинами εpH в зависимости 
от их соотношения. Речь идет об условной величине 
молярного коэффициента поглощения, т.е. ɛ рас-
сматривается как усредненная величина для всех 
форм фенилаланина в равновесном состоянии 
при различных рН водных растворов. С ростом 
pH вклад в суммарное поглощение аминокислоты 
молярного коэффициента поглощения катионов 
ε(Phe+) уменьшается и достигает минимума при 
полном переходе фенилаланина в биполярную 
форму. При дальнейшем возрастании pH значе-
нию молярного коэффициента поглощения (рис. 
3) соответствует горизонтальный прямолинейный 
участок постоянной величины ε(Phe±) = 170.0 ± 0.8 
М-1 см-1 вследствие постоянства концентрации 
биполярной формы аминокислоты. Участок крутого 
подъема кривой зависимости εpH в диапазоне 8 < 
pH < 11 отвечает области возрастания содержания 
в растворе анионной формы фенилаланина Phe-.  
В области высоких pH горизонтальный участок 
ε(Phe-) = 202.1 ± 1.3 М-1 см-1 соответствует практи-
чески полному нахождению аминокислоты в ани-
онной форме. Анализ представленных на рис. 3 
результатов показал, что максимальная величина 
молярного коэффициента поглощения падает в ряду  
ε(Phe-) > ε(Phe+) > ε(Phe±). При этом величина эффекта 
депротонизации аминогруппы на величину молярного 
коэффициента поглощения в четыре раза больше по 
сравнению с депротонизацией карбоксильной группы. 
Полученный результат согласуется с величинами, 
установленными экспериментально в работе [42] 
для ароматических аминокислот. 

Определение времени установления равнове-
сия после растворения фенилаланина при разных 
pH показано на рис. 4. В области нейтральных 
значений pH равновесие устанавливается в течение 
4 ч с момента приготовления раствора. В сильно-
кислых и сильнощелочных средах установление 
равновесия во времени наблюдается спустя 9-10 
часов. Следует отметить, что увеличение молярного 
коэффициента поглощения свежеприготовленных 
растворов фенилаланина не превышает удвоен-

ную минимальную величину 1.76 % относительной 
погрешности спектрофотометрических измерений 
оптической плотности [43]. Хранение раствора более 
пяти суток вызывает значительное уменьшение 
молярного коэффициента поглощения.  Поэтому 
наиболее целесообразно измерения оптической 
плотности проводить не позднее установленного 
времени.

Выбор аналитической длины волны
Если молекулярная и ионизированная формы 

вещества имеют различные спектральные характе-
ристики, то определение его аналитической концен-
трации в растворах с различной или неизвестной 
кислотностью обычно проводят при длине волны 
изобестической точки λит [43]. Установление величины 
λит представляет трудоёмкую задачу, так как требует 
постоянства величин температуры и ионной силы 
растворов. Согласно протолитическому равновесию 
(1) растворы фенилаланина с разным pH характе-
ризуются двумя изобестическими точками в кислой 
и щелочной среде соответственно. Нахождение 
их положения затруднено тем, что наблюдаемые 
в эксперименте эффекты в спектрах поглощения 
малы по абсолютной величине (рис. 1).

Экспериментальные данные по исследованию 
влияния кислотности растворов на максимум полосы 
поглощения фенилаланина представлены на рис. 
2. Установлена общая тенденция роста величины 
λmax с увеличением pH растворов аминокислоты. 
Выявлена область значимой чувствительности 
спектров поглощения фенилаланина к изменению 

Рис. 4. Кинетические зависимости молярного коэффициента 
поглощения свежеприготовленных растворов 
фенилаланина концентрации С(Phe) = 3.0 ·10-3 M 
при pH 6.8 (1), 0.5 (2), 13.0 (3) и длинах волн 259.0 
(1), 258.8 (2), 259.6 (3) нм.

Fig. 4. Kinetic dependences of the molar absorption coefficient 
of freshly prepared solutions of phenylalanine with 
concentration C(Phe) = 3.0·10-3 M at pH 6.8 (1), 0.5 
(2), 13.0 (3) and wavelengths 259.0 (1), 258.8 (2) , 
259.6 (3) nm.
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pH в щелочной (8.0 < рН < 10.0) области, что связано 
с ионизацией аминогруппы. Установлена линей-
ная корреляция между длиной волны максимума 
поглощения λmax

 и величиной pH для растворов, 
содержащих различные соотношения биполяр-
ной и ионизированных форм фенилаланина (табл. 
2). Вычисление значения коэффициента корре-
ляции r и сравнение его с табличной величиной  
rтабл.(P, f = n - 2) позволяют сделать вывод, что за-
висимость λmax от величин pH является высококор-
релированной линейной функцией для интервала 
8.0 < рН <10.0.

Полученные уравнения регрессии позволя-
ют определить аналитическую длину волны λmax, 
соответствующую максимуму спектра поглощения 
фенилаланина, при любой произвольной величине 
pH раствора. Это дает возможность повышения 
правильности и чувствительности проведения 
прямых спектрофотометрических определений 
фенилаланина в водных растворах. 

Выбор уравнения градуировочной 
зависимости

Установлено, что зависимость оптической плот-
ности от концентрации фенилаланина согласуется 
с линейным характером закона светопоглощения 
в растворах с показателями pH, соотвествующими 
преимущественному содержанию одной из форм 
Phe+, Phe±, Phe− аминокислоты. Метрологические 
характеристики градуировочных зависимостей 
при длинах волн, отвечающих максимуму полосы 
поглощения, представлены в табл. 3. Показано, 
что при определении аминокислоты в растворах, 
содержащих ионизированные формы Phe+ и Phe− 
компонента, чувствительность определения больше, 
чем в нейтральных растворах, соответствующих её 
нахождению в биполярной форме Phe±. Результаты 
оценки значимости различия тангенсов углов на-
клона градуировочных кривых, определяющих 
чувствительность метода при соблюдении основного 
закона светопоглощения, выявили их статистически 
значимый характер (табл. 4). Установлено значитель-

Таблица 2
Параметры линейной регрессии λmax = a + b∙pH в растворах фенилаланна при различных значения pH

Table 2
Linear regression parameters λmax = a + b∙pH in phenylalanine solutions at various pH values

Значение pH раствора a ± ∆a, нм b ± ∆b, нм r< rтабл. (P, f=n-2)
0.2 – 8.0 258.9 ± 0.1 0 –
8.0 – 10.0 256.6 ± 0.3 0.30 ± 0.03 0.996<  0.811 (0.95, 4)
10.0 – 13.5 259.6 ± 0.1 0 –

Таблица 4
Результаты статистической оценки значимости различия молярных коэффициентов поглощения в растворах раз-
личной кислотности (P = 0.95, n  = 14)

Table 4
Statistical evaluation results of difference significance in the molar absorption coefficients in solutions of various acidity (P 
= 0.95, n  = 14)

pH раствора ɛ, М-1 см-1 Sg
2,10-5 Sd

2, М-2 tэкс

0.2 – 0.5 178.0 ± 1.7 2.89 1.64 7.11
11.0 –13.5 202.1 ± 1.3 1.28 0.72 31.80

Примечание: Результаты получены по сравнению с ɛ = 170.0 ± 0.8 М-1 см-1 при pH = 4.0 – 8.0. Sg
2 – общая дисперсия; 

Sd
2 – дисперсия разности молярных коэффициентов поглощения. Теоретическое значение tтабл = 2.18 (P  = 0.95, n  = 14)

Таблица 3
Влияние кислотности среды на параметры градуировочной зависимости спектрофотометрического определения 
фенилаланина (P = 0.95, n = 6)

Table 3
Influence of the acidity of the medium on the calibration dependence parameters of the spectrophotometric determination 
of phenylalanine (P = 0.95, n = 6)

pH раствора λmax, нм
Уравнение градуировочной зависи-

мости
r ДОС, 10-3 М Сmin, 10-5 М

0.2 – 0.5 258.9 A = (178.0 ± 1.7) C(Phe+) 0.999 0.56 – 5.10 1.5
4.0 – 8.0 258.9 A = (170.0 ± 0.8) C(Phe±) 0.999 0.59 – 5.30 1.6

11.0 –13.5 259.6 A = (202.1 ± 1.3) C(Phe-) 0.999 0.49 – 4.50 1.4
Примечания: здесь и далее r – коэффициент корреляции градуировочной зависимости; ДОС – диапазон определяемых 
содержаний; Сmin – предел обнаружения, рассчитанный по 3s – критерию.
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ное превышение рассчитанной по эксперименталь-
ным данным величины коэффициента Стьюдента  
tэкс(P, f = n - 2) над табличным значением  
tтабл(P, f = n - 2) в сильнокислой и сильнощелочной 
средах по сравнению с нейтральной. Наименьший 
предел обнаружения Cmin установлен при проведе-
нии анализа в щелочной среде. Установлено, что 
зависимость оптической плотности от концентрации 
фенилаланина имела линейный характер во всём 
исследованном диапазоне концентраций граду-
ировочных растворов. Линейность зависимости 
оптической плотности от концентрации нарушается 
при концентрации фенилаланина выше 0.01 М. 
Оптимальный диапазон определяемых содержа-
ний указан для интервала оптической плотности 
0.12 ≤ А ≤ 0.9, как соответствующего минимальной 
систематической ошибке спектрофотометрического 
анализа [43].

В диапазонах 0.5 < pH < 4.0 и 8.0 < pH < 11.0 
доказана линейная корреляция между значением 
pH раствора и величиной молярного коэффициента 
поглощения аминокислоты (рис. 3). Коэффициенты 
соответствующих уравнений регрессии в широком 
диапазоне pH приведены в табл. 5. 

На основании проведенных исследований 
предложен способ спектрофотометрического опреде-
ления аминокислоты в водных растворах различной 
кислотности, применение которого возможно для 
анализа растворов ароматических (фенилаланин, 
тирозин) и гетероциклических (триптофан, пролин, 
гистидин) аминокислот, обладающих УФ-спектром 
поглощения. Разработанный способ включает сле-
дующие предварительные этапы: 
1. получение регрессионных уравнений зависимости 
аналитической длины волны λmax от величины рН 
раствора на основе анализа экспериментально 
измеренных спектров поглощения растворов ана-
лизируемой аминокислоты в широком диапазоне 
кислотности; 
2. нахождение функциональных зависимостей мо-
лярного коэффициента поглощения ε от величины 
рН раствора аминокислоты на основе спектрофо-
тометрических измерений серии градуировочных 
растворов, содержащих различные соотношения 
биполярной и ионизированных форм аминокислоты. 

Определение интервала линейности для 
зависимости аналитического сигнала от 
концентрации аминокислоты. 

Для определения содержания аминокислоты 
в анализируемом растворе осуществляют выбор 
аналитической длины волны и вида градуировочного 
графика на основании рН-метрических измерений. 
Концентрацию аминокислоты находят методом 
градуировочного графика или методом молярного 
коэффициента поглощения по результатам спектро-
фотометрического измерения в диапазоне линейной 
концентрационной зависимости аналитического 
сигнала для выбранных условий анализа.

Результаты определения фенилаланина в по-
рошке лекарственного препарата «L-Фенилаланин» 
(Protein Company, Россия) в условиях внутрилабора-
торной прецизионности с помощью разработанного 
способа и традиционной методики без учёта влияния 
кислотности среды [21] представлены в табл. 6. Для 
оценки случайной и систематической составляющих 
погрешности результатов анализа использован ал-
горитм, рекомендованный в [34]. На первом этапе 
метрологических исследований была проведена оценка 
случайной составляющей погрешности по большому 
числу измерений, так как обычно рекомендуемое число 
степеней свободы для дисперсии внутрилабораторной 
прецизионности результатов анализа должно быть не 
менее 30. Оценка внутрилабораторной прецизион-
ности определена с помощью M = 16 групп рабочих 
проб анализируемого раствора, отражающих ширину 
диапазона варьирования величины рН. Для каждой 
пробы получено по L = 4 независимых результатов 
анализа с числом единичных измерений каждого  
N = 2. Все пробы первоначально разбили на четыре 
подгруппы и провели оценку наличия выбросов в ре-
зультатах анализа, проверку однородности дисперсий 
S2

ВП, относящихся к входящим в каждую подгруппу 
пробам, с помощью критерия Кохрена и однородности 
средних дисперсий внутрилабораторной прецизион-
ности S2

ВП соседних подгрупп с помощью критерия 
Фишера [34]. 

При определении фенилаланина по традицион-
ной методике по постоянству абсолютных значений 
дисперсий внутрилабораторной прецизионности 

Таблица 5
Оценка линейной корреляции ɛ = a + b ∙ pH между молярным коэффициентом поглощения ɛ и pH водных раство-
ров фенилаланина (P = 0.95, n  = 5)

Table 5
Estimation of the linear correlation ɛ = a + b ∙ pH between the molar absorption coefficient ɛ and pH of aqueous phenylalanine 
solutions (P = 0.95, n = 5)

pH
Параметры

a ± ∆a, М-1 см-1 b ± ∆b, М-1 см-1 r
0.2 – 0.5 178.0 ± 1.7 0 –
0.5 – 4.0 178.6 ± 1.5 -2.2 ± 0.6 0.996
4.0 – 8.0 170.0 ± 0.8 0 –
8.0 – 11.0   83.3 ± 1.4 10.4 ± 0.2 0.997
11.0 – 13.5 202.1 ± 1.3 0 –
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результатов анализа были выделены три диапа-
зона величин рН: 1) 0.2 < рН < 1.0, S2

ВП1 = 9·10-7  М2,  
f1 = 9; 2) 2.0 < рН < 8.5, S2

ВП2 = 1.8·10-6  М2,  f2 = 18; 
3) 9.0 < рН < 13.5, S2

ВП3 = 9.9·10-5  М2, f3 = 18. Число 
степеней свободы для средних дисперсий в каждой 
объединенной подгруппе равно f = Mk·(L - 1), где Mk 
– число проб в подгруппе. Коэффициенты вариации 
V, рассчитанные с использованием абсолютных 
отклонений, составили VВП 1= 0.6 %, VВП2= 0.8 % и 
VВП3= 5.3 %, соответственно. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что требуется совершен-
ствование используемой традиционной методики 
анализа, так как установленная неоднородность 
дисперсий выделенных подгрупп не связана с со-
держанием аминокислоты в пробе. Аналогичное 
оценивание внутрилабораторной прецизионно-
сти результатов определения фенилаланина с 
помощью разработанного способа выявило, что 
средние дисперсии всех четырех подгрупп являются 
однородными. Величины средней дисперсии и 
коэффициента вариации для объединенных под-
групп составили соответственно S2

ВП = 2·10-7 М2 и  
VВП= 0.3 % при числе степеней свободы  
f = M· (L - 1) = 48. Полученные величины прецизионности 
характеризуют случайную погрешность результатов 
анализа в широком диапазоне рН растворов от 0.2 до 
13.5. Систематическую составляющую погрешности 
результатов анализа оценивали методом добавок 
проведением по n1 = n2 = 8 независимых анализов 
исходной пробы n1 и пробы с добавкой n2. В табл. 
6 величина (δ) представляет собой выраженное в 
процентах отношение разности между найденным 
(среднее значение) и введённым содержанием до-

бавки к величине введённого значения. Выявлено, 
что величина добавки не попадает в установленные 
доверительные границы найденных традицион-
ным методом величин в сильнокислых (pH < 3) и 
сильнощелочных (pH > 8.5) растворах, что свиде-
тельствует о наличии значимых систематических 
погрешностей. Представленные в табл. 6 результаты 
свидетельствуют о правильности и повторяемости 
результатов, полученных с использованием пред-
лагаемого способа определения фенилаланина 
в широком диапазоне pH водных растворов. На 
основании проведенных испытаний установлено, 
что содержание фенилаланина в порошке фарма-
цевтического препарата составляет (99.1 ± 0.3)%. 
Полученный результат практически совпадает с 
указанной производителем величиной 99 %.

Разработанный способ также был апробирован 
при анализе проб в процессе электродиализной 
обработки водно-солевых растворов фенилаланина, 
имитирующих состав производственных вод в техно-
логии микробиологического синтеза аминокислоты. 
Рис. 5 демонстрирует результаты определения 
фенилаланина в процессе электродиализной де-
минерализации его смешанных с хлоридом натрия 
растворов. Величина pH модельного смешанного 
раствора, содержащего аминокислоту (0.05 М) и 
хлорид натрия (0.01 М), составляла 6.15. Однако, 
использование экспериментальных мембран с мас-
совой долей анионообменной смолы 65 % с ростом 
плотности тока вызывает значительное защелачи-
вание раствора в секции концентрирования (кривая 
1, рис. 5). Сравнение концентраций фенилаланина, 
определённых с учётом изменения кислотности 

Таблица 6
Проверка правильности спектрофотометрического анализа лекарственного препарата на содержание фенилала-
нина методом добавок (P = 0.95, n1 =  n2 = 8) при введении 0.1652 г аминокислоты

Table 6
Validation of the spectrophotometric analysis correctness of the drug for phenylalanine content using the method of standard 
additions (P = 0.95, n1 =  n2 = 8) with the introduction of 0.1652 g of amino acid

pH
Традиционная методика Разработанный способ

Найдено, г δ, % Найдено, г δ, %
0.2 0.1735 ± 0.0024 5.0 0.1650 ± 0.0002 0.1
0.5 0.1735 ± 0.0024 5.0 0.1648 ± 0.0002 0.3
1.0 0.1718 ± 0.0024 4.0 0.1654 ± 0.0002 0.1
2.0 0.1685 ± 0.0014 2.0 0.1645 ± 0.0002 0.4
3.0 0.1654 ± 0.0014 0.12 0.1654 ± 0.0002 0.1
4.0 0.1653 ± 0.0014 0.06 0.1658 ± 0.0002 0.4
5.5 0.1652 ± 0.0014 0.06 0.1658 ± 0.0002 0.4
7.5 0.1653 ± 0.0014 0.06 0.1660 ± 0.0002 0.5
8.5 0.1669 ± 0.0014 1.0 0.1654 ± 0.0002 0.1
9.0 0.1735 ± 0.0105 5.0 0.1660 ± 0.0002 0.5
9.5 0.1800 ± 0.0105 8.9 0.1656 ± 0.0002 0.2
10.0 0.1801 ± 0.0105 9.0 0.1654 ± 0.0002 0.1
11.5 0.1900 ± 0.0105 15.0 0.1654 ± 0.0002 0.1
12.0 0.1966 ± 0.0105 19.0 0.1657 ± 0.0002 0.3
13.0 0.1970 ± 0.0105 19.3 0.1657 ± 0.0002 0.3
13.5 0.1966 ± 0.0105 19.0 0.1659 ± 0.0002 0.4
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растворов (кривая 2, рис. 5) и без учёта влияния pH 
(кривая 3, рис. 5) выявило с ростом плотности тока 
увеличение относительной погрешности определения 
аминокислоты до 16 % (кривая 4, рис. 5). Следует 
отметить, что процесс защелачивания деминера-
лизуемых водно-солевых растворов нейтральных 
аминокислот в процессе электродиализа при ис-
пользовании экспериментальных ионообменных 
мембран способствует увеличению точности спек-
трофотометрического определения аминокислоты.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан способ спектрофотометрического 

определения фенилаланина, заключающийся в учете 
влияния фактора кислотности среды на положение 
аналитической длины волны и величину молярно-
го коэффициента поглощения, позволяющий без 
предварительной коррекции рН анализируемого 
раствора повысить чувствительность и уменьшить 
систематическую составляющую погрешности ре-
зультатов анализа. Обоснован выбор аналитической 
формы аминокислоты в виде аниона для проведения 
спектрофотометрического анализа с максимальной 
чувствительностью и точностью. Установлены не-
значительные изменения молярного коэффициента 
поглощения в свежеприготовленных растворах 
фенилаланина, не превышающие удвоенную ми-

нимальную величину относительной погрешности 
спектрофотометрических измерений. 

По сравнению с известными методиками 
абсорбционной молекулярной спектроскопии, 
обычно использующих градуировочные раство-
ры при нейтральных величинах рН и требующих 
предварительную пробоподготовку анализируе-
мых объектов, предложенный способ позволяет 
достоверно определять фенилаланин в широком 
диапазоне величин pH водных растворов при отно-
сительной погрешности определения менее 0.5 % и 
коэффициенте вариации не более 0.3 %. Методика 
применима в лабораторных и производственных 
условиях, выполняется с использованием стан-
дартного спектрофотометрического оборудования, 
менее трудоёмка и более экспрессна, так как не 
предусматривает предварительной коррекции pH 
растворов и применения вспомогательных реактивов. 
Предложенный способ апробирован на содержащем 
фенилаланин фармацевтическом препарате и при 
контроле аминокислоты в процессе деминерализации 
водно-солевых растворов фенилаланина методом 
электродиализа с экспериментальными мембранами. 
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