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Аннотация. Фталаты широко применяются  в промышленности. Попадая  -в окру

жающую среду, например, в воды открытых водоемов могут негативно влиять на 

здоровье человека. Поэтому необходимо иметь быстрые  и точные методы опреде-
ления фталатов, которые могут на месте быть использованы   требования. В дан-

       ной работе получены иммунореагенты  и разработан поляризационный флуорес-
      центный иммуноанализ определения диизобутил фталата (ДиБФ) в водах 

открытых водоемов  с пределом обнаружения спе 100 нг/мл. Разработанный ПФИА -

цифичен  к ДиБФ  и его ближайшему аналогу дибутилфталату. ПФИА апробирован 

методом введено/найдено и протестированы образцы воды из реальных водоемов. 
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Abstract. Phthalates are widely used in industry. Getting into the environment, for example, 

into open water bodies, they can negatively affect human health. Therefore, it is necessary 

to have fast and accurate methods for determining phthalates that can be used on-site. In 

this work, immunoreagents were obtained and a polarization fluorescence immunoassay 

for determining diisobutyl phthalate (DiBP) in open water bodies with a detection limit of 

100 ng/ml was developed. The developed FPIA is specific to DiBP and its closest analogue 
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dibutyl phthalate. The FPIA was tested using the introduced/found method and water sam-

ples from real water bodies were tested. 
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Введение. Применение диэфиров фталиевой кислоты (фталатов) распростра-
нено  в промышленном производстве для придания пластмассам необходимых 

свойств: прочность, гибкость  и эластичность. Поскольку фталаты химически 

не связаны  с пластиком, они могут легко высвобождаться  и попадать  в окру-

жающую среду, загрязняя воду почву,   и воздух, и создавая  -долгосрочные рис
    ки для здоровья населения [1]. Для эффективно   го мониторинга содержания 

фталатов необходимы высокочувствительные, быстрые и   -точные методы ана
лиза. Среди таких методов наиболее перспективны иммунохимические мето-

ды, отличающиеся высокой специфичностью  и чувствительностью [2]. Особый 

интерес представляет гомогенный поляризационный флуоресцентный иммуно-

      анализ (ПФИА) [3]. Принцип метода состоит  в изменении скорости враща-
тельной диффузии при связывании флуоресциирующего низкомолекулярного 

аналита  с антителами. Этот  метод обладает высокой чувствительностью  и от-
личается высокой скоростью анализа. Это крайне важно для оперативного реа-
гирования на случаи загрязнения  и принятия необходимых мер. Целью данной 

работы является разработка  и оптимизация ПФИА обнаружения диизобутил-

фталата. 
       Методы  и оборудование. Конъюгаты  с белками получены карбодии-

мидным методом, охарактеризованы спектрофотометрически, сигнал ПФ из-
меряли на портативном флуориметре Sentry 200 («Ellie», США). 

      Результаты  и обсуждение.    Для ПФИА на диизобутилфталат (ДиБФ) 

       были получены  и охарактеризованы конъюгаты ДиБФ флуоресцентным  с  

красителем  и белками альбумином: бычьим сывороточным  (БСА) и соевым 

ингибитором трипсина (СИТ). К аминофталату в диизобутил-4-   кислой среде 
в присутствии нитрита натрия после 30 мин инкубации добавляли 10 мг бел-

ка (БСА или СИТ ОВА ) инкубировали при после рН 8,5 2 часа  и  диализа ха-
    рактеризовали конъюгаты спектрофотометрически. Полученные конъюгаты 

были использованы для иммунизации кроликов  и получены антитела после 1, 

2 и 3 циклов -  -иммунизации: БСА ДиБФ(1),(2) и (3) и СИТ ДиБФ(1), (2) и (3). 

Был синтезирован конъюгат диизобутил-4-аминофталата  с флуоресцеинизо-

тиоцианнатом (ДиБФ-ФИТЦ) и изучено его связывание  с антисыворотками. 

К раствору ДиБФ-ФИТЦ (2 нМ) добавляли 5 мкл тестируемых антисыворо-

      ток  и измеряли сигнал ПФ  и показали, что наибольшее связывание проде-
   монстрировала  антисыворотка СИТ-ДиБФ(3), которая отобрана  и была  для 

анализа. Были оптимизированы условия    проведения конкурентного формата
ПФИА времени: выбор  анализа, концентрации иммунореагентов, объем об-

разца. Поскольку мы определяли сод ержания ДиБФ  в воде, то мы -использо
вали объем образца нами 500 мкл, поскольку  было показано, что при мини-

      мальной пробоподготовке воды устраняется матричный эффект полностью  

при двукратном разведении. Получена калибровочная зависимость  изменения
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сигнала поляризации флуоресценции от концентрации ДиБФ при разведении 

антисыворотки СИТ-ДиБФ(3) в и 200 раз  концентрации ДиБФ-ФИТЦ 2,5 нМ. 

Определены метода аналитические характеристики : предел обнаружения со-

ставил кроссреактивность 100 нг/мл. Изучена  ПФИА  и методика была апро-

   бирована методом введено/найдено  и протестированы образцы воды из ре-
альных водоемов. 

    Заключение.    Получены и охарактеризованы иммунореагенты (антисы-

воротки ФИТЦ  и конъюгат ДиБФ- ). Показано, что наилучший  иммунный от-
вет получен при иммунизации кроликов СИТ-ДиБФ после 3 цикла иммуни-

       зации  и подобрана оптимальная пара иммунореагентов для проведения 

     определения диизобутилфталата методом   ПФИА. Разработана методика
ПФИА диизобутилфталата для анализа , определены аналитические характе-
ристики метода. Предел в обнаружения  воде составил 100 нг/мл. Показано, 

что процент кроссреактивности составил 30 % для остальных ДБФ, а для всех  

фталатов  и их  метаболитов менее 10 %, что свидетельствует  о высокой спе-
цифичности метода определения ДиБФ. Были протестированы образцы воды 

        открытых водоемов Московского региона, в которых не было обнаружено 

ДиБФ выше 100 нг/мл. 
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