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В обзоре обсуждается роль стандартных образцов состава растительных материалов как инструмен-
та, обеспечивающего единство измерений и достоверность результатов при выполнении экологиче-
ских исследований, производстве пищевых продуктов и лекарственных средств. Особенности состава
растений как объектов химического анализа и требования к методам его определения рассмотрены с
точки зрения обеспеченности стандартными образцами традиционных сельскохозяйственных задач,
геохимических, экологических и медико-биологических проектов. Представлены международные и
российские нормативные документы по разработке стандартных образцов с учетом нормируемых со-
держаний токсичных элементов в растительных материалах. Отмечено различное наполнение клас-
сов существующих сертифицированных, референтных и для контроля качества стандартных образ-
цов растительных материалов разных производителей. Показана необходимость расширения спис-
ка матричных стандартных образцов для обеспечения надежности выполнения аналитических
процедур при использовании методов химического анализа растительных материалов и сопостави-
мости их результатов.
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Растения содержат практически все химиче-
ские элементы Периодической системы Д.И. Мен-
делеева, отражают взаимосвязь живой и неживой
природы и участвуют в биогеохимическом круго-
вороте веществ на Земле [1–3]. Для изучения за-
кономерностей изменения природной среды ак-
туально получение достоверной химической ин-
формации о растительном мире. Традиционно
растения рассматривают с двух позиций: потреб-
ление человеком (использование растений для
питания, обеспечения одеждой и техническими
тканями; строительство; энергетика; медицина и
химия) и влияние жизнедеятельности человека на
окружающую среду (экологический аспект). С точ-
ки зрения аналитической химии образцы расти-
тельных материалов следует рассматривать как объ-
екты постоянного (регулярного) аналитического
контроля и как некоторые природные и искус-
ственные артефакты – стандартные образцы
(СО) состава [4, 5]. Сертифицированные СО яв-
ляются материальными моделями однородного
растительного вещества [6], поэтому их химиче-
ский состав должен быть исследован подходящи-

ми аналитическими методами по определенным
алгоритмам и описан в соответствующем доку-
менте (сертификате) опорными значениями содер-
жаний элементов (изотопов) и соединений с указа-
нием их неопределенности (погрешности) и метро-
логической прослеживаемости [7–16]. Желательно,
чтобы каждый СО как достоверная модель обладал
свойствами устойчивости (неизменяемость веще-
ства в конкретном интервале времени – стабиль-
ность) и полноты (максимальная характеризация
основного и примесного состава). Таким обра-
зом, выполняется условие состоятельности ин-
формации о характеристиках СО конкретного
вида растения и способности существующих ана-
литических методов (в их генеральной совокуп-
ности) адекватно отражать действительность.
Большинство современных методов химического
анализа являются относительными, поэтому для
установления связи между измеряемым свой-
ством и количеством аналита используют особый
тип математического моделирования – градуи-
ровку – с целью учета специфических особенно-
стей объекта анализа (в данном случае раститель-
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ного материала), конкретного метода анализа и
применяемого аналитического оборудования,
способа пробоподготовки и требований заказчи-
ка к точности результата. Последнее зависит от
того, для каких целей и задач выполняется анали-
тическое исследование, например, для изучения
биологических особенностей конкретного вида
растений, описания экологического состояния
территории, оценки безопасности лекарственно-
го растительного сырья (ЛРС) или продуктов пи-
тания (овощей и фруктов, чая и кофе и т.д.). В
этом случае СО растительных материалов явля-
ются необходимым инструментом при градуиро-
вании (валидации) и контроле качества измере-
ний (quality assurance and quality control, QA/QC)
для обеспечения единства измерений состава ве-
ществ, синтезируемых растениями и/или получа-
емых в процессе переработки растительного сы-
рья [17–19]. Применение СО регламентируется
международными и национальными норматив-
ными документами в сфере охраны окружающей
среды [20] и в производстве продуктов, безопас-
ных для здоровья человека [21].

Согласно определению ISO/REMCO (комитет
Международной Организации по стандартиза-
ции и эталонным материалам), сертифицирован-
ный референтный материал (CRM) – это “эта-
лонный материал, характеризующийся метроло-
гически обоснованной процедурой для одного
или нескольких указанных свойств, сопровожда-
емый сертификатом эталонного материала, кото-
рый обеспечивает ценность указанного свойства,
связанную с ним неопределенность и заявление о
метрологической прослеживаемости” [10], что
отличается от определения “стандартный обра-
зец” в российской законодательной метрологии
[22]. После принятия в Российской Федерации
ряда нормативных документов [9, 23 и т.д.] про-
исходит сближение международной и россий-
ской терминологий. В настоящее время согласно
ISO Guide 30 стандартные образцы разделены по
уровню надежности установления метрологиче-
ских характеристик и метрологической просле-
живаемости на сертифицированные и справоч-
ные (референтные) СО (англ. CRM и RM). В Рос-
сийской Федерации ССО – это государственные
СО (ГСО) утвержденного типа и справочные об-
разцы (референтные материалы, РМ), т.е. стан-
дартные образцы предприятия, отраслевые стан-
дартные образцы и контрольные пробы. Некоторые
производители отмечают образцы, используемые
для контроля качества, аббревиатурой КК (англ.
QC). Национальный институт стандартов и тех-
нологии США (NIST) обозначает ССО как SRM®

и присваивает три категории сертифицируемым
значениям: сертифицированные, справочные и
информационные [24]. Сертифицированные зна-
чения гарантируют наивысший уровень уверен-
ности в том, что известные или предполагаемые

источники систематической погрешности были
исследованы или учтены. Наиболее распростра-
ненным подходом к сертификации химического
состава является измерение двумя или более не-
зависимыми аналитическими методами. Если ре-
зультаты, полученные с использованием незави-
симых методов, включая, но не ограничиваясь
выполнением перед количественными измерени-
ями процедур концентрирования, очистки, раз-
деления и обнаружения, согласуются, то суще-
ствует большая уверенность в точности присво-
енного значения; так как систематические сдвиги
привели бы к разногласиям между результатами
разных методов. Значения, которые не соответ-
ствуют критериям, необходимым для сертифика-
ции, указываются как справочные или информа-
ционные значения. Некоторые производители
ССО используют термин “справочные” для всех
средних значений, которые не соответствуют тре-
бованиям категории “сертифицированные”.

В веществе стандартных образцов состава рас-
тений в качестве аналита, для которого устанав-
ливают метрологические характеристики, может
выступать массовая доля химического элемента
(изотопа), индивидуального органического со-
единения или группы органических соединений,
относящихся к определенному классу. Предлага-
емый обзор сосредоточен на обсуждении матрич-
ных стандартных образцов растительного проис-
хождения, в которых охарактеризованы содержа-
ния индивидуальных химических элементов.

РАСТЕНИЯ КАК ОБЪЕКТ
ХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗА

Усвоение растениями элементов минерально-
го питания является сложным физиологическим
процессом, зависящим от биологических особен-
ностей самого растения, природных факторов
(свойств почв, обеспеченности водой, экспози-
ции и высоты древостоев, инсоляции, микрокли-
мата) и их взаимодействия, которые до сих пор
недостаточно изучены, поскольку большинство
исследований проводится в очень ограниченных
районах и не охватывает полностью разнообразие
экосистем [2, 25]. В процессе жизнедеятельности
растения синтезируют белки (в том числе фермен-
ты) и иные азотсодержащие соединения (амино-
кислоты, пептиды), жиры (липиды, масла), углево-
ды (крахмал, сахара, целлюлоза, лигнин, клетчатка,
пектиновые вещества) и т.д. Содержание воды в
большинстве вегетативных органов растений со-
ставляет 70–95%, в семенах – от 5 до 15%. Сухое ве-
щество растений содержит 90–95% органических
соединений и 5–10% минеральных солей. Орга-
нические соединения также представлены биоло-
гически активными веществами (БАВ); растения
содержат до 92 химических элементов (ХЭ), кото-
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рые в высоких концентрациях могут быть опасны
для здоровья человека и животных.

В 2001 г. Международная организация “Inter-
state Technology and Regulatory Cooperation Work
Group” [26, 27] отнесла 20 элементов (С, H, O, N,
P, K, Ca, Mg, S, Mo, Zn, Cu, B, Mn, Co, Cl, I, Na,
V и Fe) к эссенциальным (биофильным или био-
генным), т.е. незаменимым для роста, развития и
размножения растений. Каждый эссенциальный
элемент при наличии его биологически доступ-
ной формы в достаточной концентрации выпол-
няет или активизирует в организме растения спе-
цифические функции. Например, установлено
положительное влияние на рост и развитие неко-
торых растений кремния, содержание которого
может достигать нескольких процентов [28–32].
В некоторых публикациях условно токсичные
элементы оценены как условно биофильные, на-
пример Li, Rb и Sr [1, 30, 33]; Zn, Pb [34], Zn, Cd
[35]; Br, F [36, 37] и Al, Ag, Au, Cd, Se, Ti, Cr, Ni, U
и Th [1, 30, 33, 38, 39]. Данные о высокой токсич-
ности алюминия приведены в публикациях [40,
41 и др.]. При огромном разнообразии растений
граница между эссенциальными и условно эссен-
циальными элементами не столь отчетлива, как
считалось ранее в традиционной физиологии
растений [1, 42–44 и т.д.], и отнесение каждого
химического микроэлемента к жизненно необхо-
димым или токсичным для конкретных групп или
видов требует подтверждения [1, 2, 32]. Считает-
ся, что потребность растения в том или ином эле-
менте вырабатывалась в длительном эволюцион-
ном развитии, но физиологическое значение в жиз-
ни растений ультрамикроэлементов, содержание
которых менее 0.0001 мас. %, до сих пор изучено ма-
ло. Это замечание справедливо для благородных
металлов Pt, Pd, Rh и Au [45–51], редкоземельных
элементов (РЗЭ) [52, 53], используемых в полу-
проводниковой промышленности индия [41],
германия [1] и других редких и рассеянных эле-
ментов. Биологическая избирательность в отно-
шении микроэлементов позволяет растениям ин-
дивидуально контролировать свой химический
состав, но возможности подобного контроля все
же ограничены [1]. Метаболические нарушения в
растениях могут быть вызваны не только повы-
шенным содержанием токсичных микроэлемен-
тов, но также недостатком или избытком био-
фильных элементов [1, 54–56]. Таким образом,
изучение растений предполагает определение ва-
ловых и локальных содержаний и форм присут-
ствия большого числа химических элементов и
использование практически всего разнообразия
существующих аналитических методов.

ТРАДИЦИОННЫЙ ПОДХОД К ИЗУЧЕНИЮ 
ХИМИЧЕСКОГО СОСТАВА РАСТЕНИЙ

Традиционный подход к изучению химиче-
ского состава растений связан с агрохимически-
ми задачами по повышению продуктивности
сельскохозяйственных культур, сосредоточен на
влиянии минерального питания и оценке токсич-
ности некоторых элементов. Разные сельскохозяй-
ственные культуры выращивают для получения
продукции с определенным содержанием органи-
ческих и минеральных веществ. Для оценивания
качества продуктов растениеводства определяют
белки, жиры, углеводы, зольные (минеральные)
элементы и воду [42–44, 57]. Химический состав
растений определяют также для контроля пра-
вильности использования удобрений и пестици-
дов, оценки обеспеченности микроэлементами
земель сельскохозяйственного назначения [25,
58] в целях достижения баланса белков, углево-
дов, жиров, витаминов, БАВ и микроэлементов в
рационах питания человека, домашних животных
и птицы [30, 39]. Растения являются важным ис-
точником питания, но загрязнение окружающей
среды негативно меняет продуктивность сельско-
хозяйственных растений и питательную ценность
продуктов пищевой цепочки. Обзоры [56, 59]
указывают на ограниченность научной информа-
ции о воздействии содержаний токсичных эле-
ментов на синтез в растениях белков, аминокис-
лот, углеводов, жиров и витаминов в разных ви-
дах растений. Анализ естественно возникающих
изотопных вариаций биофильных элементов яв-
ляется перспективным инструментом для иссле-
дования их переноса и круговорота в растениях
[60–62].

В начале 1990-х под эгидой Международной
ассоциации официальных сельскохозяйственных
химиков (AOAC INTERNATIONAL) была разрабо-
тана организационная система пищевых составов,
которая позволяет на единой основе сопоставлять
различные продукты питания и применимость для
их исследования разных аналитических методов
(методик) [63]. Вершины треугольника пищевых
композиций соответствуют 100%-ному содержа-
нию белков, углеводов и жиров, а вершины девяти
треугольников-секторов – долям содержаний
этих пищевых основ. С начала 2000-х NIST при-
нял эту стратегию для разработки любых стан-
дартных материалов, представляющих пищевую
ценность: продуктов растительного и животного
происхождения, детского и диетического пита-
ния, биологически активных добавок (БАД) и т.д.
В обзоре [64] подробно рассмотрена эволюция
стандартных образцов и аналитических методов
для определения содержания органических пита-
тельных веществ в пищевых продуктах и пище-
вых добавках. Рассмотрены процедуры отбора,
приготовления, аттестации и хранения вещества
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и методы определения проксиматов (влажности,
зольности и др.), содержания групп и индивиду-
альных органических питательных веществ, вита-
минов и витаминных метаболитов, каратинои-
дов, жирных кислот, БАДов, пестицидов, ле-
карств и т.д. К сожалению, применить плоскую
модель пищевой органической матрицы, чтобы
отразить такую особенность этих СО как число
аттестованных, рекомендованных и информаци-
онных содержаний химических элементов (так
называемых “минералов”), которое варьирует от
одного до 80 и даже более, не представляется воз-
можным. Вероятно, это является одной из при-
чин, почему огромное количество публикаций,
посвященных накоплению и перераспределению
химических элементов в растениях и их органах в
разные периоды развития, ещe не систематизиро-
вано.

Например, установлено, что продуктивные
органы некоторых овощей являются хорошими
аккумуляторами токсичных ХЭ (данные для Cd,
As, Pb, Cu, Zn и Cr получены методом масс-спек-
трометрии с индуктивно связанной плазмой,
МС-ИСП), и при регулярном потреблении таких
овощей риск для здоровья населения увеличива-
ется [65]. Модельное исследование показало, что
распределение Zn и Pb в продуктивных и вегета-
тивных органах разных культур (лен долгунец –
стебли и листья, цикорий и картофель – корне-
плоды), выращенных в одних и тех же почвенных
и погодно-климатических условиях при увеличе-
нии концентрации биодоступных форм этих эле-
ментов в почве, зависит от биологических осо-
бенностей растений [34]. В этом эксперименте
были использованы результаты атомно-абсорб-
ционной спектрометрии (ААС). Методом атом-
но-эмиссионной спектрометрии с индуктивно
связанной плазмой (АЭС-ИСП) были определе-
ны содержания K, Ca, Na, P, Mg, Fe, Mn, Zn, Sr и
Mo в 55 образцах белой и красной капусты (Bras-
sica oleracea), выращенной в разных регионах Бра-
зилии, и установлено, что их существенные вари-
ации не связаны с цветом листьев и местом про-
израстания [66]. Определение Cu, Mn и Se
методом электротермической ААС легло в основу
сопоставления питательной ценности в период
сбора урожая тыквы (Cucurbita moschata), свеклы
“Beet Crosby Egyptian” (Beta vulgaris esculenta),
моркови “Нант” (Daucus carota) и капусты “Капу-
ста Южная Грузия” (Brassica oleracea var. acephala)
[67]. По данным атомно-эмиссионной спектромет-
рии с лазерно-индуцировнной плазмой (LIBS) изу-
чено содержание Fe, Mg, Cu, Ca, Al, Mn, Ba, P, K
и Sr в мятном чае [68]; в коммерческом продукте
чае мате Йерба оценено методом МС-ИСП со-
держание токсичных элементов As, Cd и Pb [69].
Сравнение пяти сортов перца выполнено по со-
держаниям элементов-биофилов Са, Fe, K, Mg,
Mn, P и Zn, которые определены методом АЭС-

ИСП [70]. Установлены источники поступления
и накопление As, B, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni и Sr в
листьях винограда в разные фазы роста виноград-
ной лозы по данным АЭС-ИСП-методик [71, 72].
В обзоре [73] рассмотрены современные пред-
ставления о физиологических и молекулярных
механизмах транслокации токсичных элементов
(Hg, As, Pb, Cd и Cr) в ряде сельскохозяйственных
пищевых культур при использовании разных ана-
литических методов, что позволило рекомендо-
вать подходы к управлению рекультивацией за-
грязненных почв. Если содержания элементов
определены надeжно, то соотношения между эле-
ментами свидетельствуют об условиях произрас-
тания и питания сельскохозяйственных и дико-
растущих видов растений [1, 33, 74–76]. Досто-
верность аналитических данных в большинстве
статей подтверждена применением ССО, метода
добавок или сравнением результатов, получен-
ных несколькими методами анализа. Характер-
ной особенностью исследования растений, т.е.
традиционного подхода к изучению их химиче-
ского состава при использовании разных анали-
тических методов, является обсуждение и интер-
претация результатов определения только не-
большого числа биофильных и/или токсичных
химических элементов.

ЭКОЛОГИЧЕСКИЙ ПОДХОД К ИЗУЧЕНИЮ 
ХИМИЧЕСКОГО СОСТАВА РАСТЕНИЙ: 
ГЕОХИМИЧЕСКИЕ, ЭКОЛОГИЧЕСКИЕ 

И МЕДИКО-БИОЛОГИЧЕСКИЕ 
ПРОЕКТЫ И ПРОГРАММЫ

Изучение изменений состояния окружающей
среды не теряет своей актуальности в связи с уве-
личением техногенной нагрузки на биосферу и
наблюдаемую еe металлизацию [45, 48, 50, 51, 65,
77–80].

В зонах природного, техногенного и антропо-
генного загрязнения водные и наземные расте-
ния подвергаются воздействию вредных состав-
ляющих окружающей среды и являются своего
рода индикаторами, которые указывают на осо-
бенности и степень загрязненности ареала их рас-
пространения [2, 3, 81, 82]. Элементный состав
растений-гипераккумуляторов металлов успеш-
но используют при поисках месторождений по-
лезных ископаемых [81, 83], экологическом мо-
ниторинге [65, 84, 85] и биоремидиации почв за-
грязненных территорий [86–88].

С 1960-х гг. исследования закономерностей
накопления ХЭ в одном или разных видах (орга-
нах) растений проводят в рамках региональных и
глобальных геохимических, экологических и ме-
дико-биологических проектов и программ.

Геохимические проекты, обычно включаю-
щие разработку стандартных образцов состава со-
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пряженных сред (порода–почва–растение), со-
средоточены на картировании распределений хи-
мических элементов в пространстве и времени
[89–95].

Экологические проекты рассматривают пробле-
мы влияния загрязняющих веществ на условия
жизни и здоровье человека, обеспечения безопас-
ности окружающей среды. Это касается послед-
ствий регионального и глобального аэрозольного
переноса вредных производственных выбросов, со-
хранения естественных природных территорий и
поддержания плодородия почв [2, 65, 85, 96, 97].
Экологический мониторинг предусматривает
определение биофильных и токсичных элемен-
тов в широких диапазонах концентраций в боль-
шом числе образцов растений разных видов. Что-
бы сравнительное исследование характеризовало
экосистему достаточно полно и надежно, необхо-
димо собрать много видов разных растений, ха-
рактерных для изучаемых территорий, следуя од-
ному и тому же протоколу отбора и аналитиче-
ского исследования проб, используя одно и то же
(схожее или близкое по аналитическим возмож-
ностям) оборудование. Для минимизации систе-
матических и временных трендов в результатах
желательно, чтобы во всех образцах за короткий
промежуток времени было выполнено определе-
ние широкого круга элементов и соединений в
одной лаборатории. Только такие наборы данных
позволяют оценить влияние региональных фак-
торов на растения и установить достоверные фо-
новые концентрации ХЭ в различных видах расте-
ний при проведении экологических исследований,
если гарантирована надeжность аналитических ре-
зультатов. Для оценки качества (надежности) ре-
зультатов химического анализа предполагается
включение зашифрованных СО растений в пар-
тии анализируемых проб.

Медико-биологические проекты посвящены
изучению влияния питания и условий жизни расте-
ний, установлению медико-гигиенических норма-
тивов как предельно допустимых (ПДК) и/или ори-
ентировочно допустимых концентраций токсич-
ных элементов и соединений в воде, пищевых,
лекарственных, косметических продуктах и сред-
ствах гигиены. Несмотря на широкое использо-
вание в медицине и косметологии лекарственных
растений, механизмы их фитотерапевтического
действия на человека и животных изучены недо-
статочно [3, 98–101]. Поскольку направленность
фотосинтеза, постфотосинтетические реакции,
транспорт БАВ и распределение их между органа-
ми и тканями растений обусловлены генетиче-
ски, поступление и накопление отдельных эле-
ментов и их соотношение имеют видовую специ-
фику, хотя под воздействием внешних условий
могут меняться. В целях безопасности необходи-
ма постоянная оценка качества ЛРС и лекар-
ственных препаратов на их основе (отваров, на-

стоек, порошков и таблеток, БАД), так как они
широко используются для лечения распростра-
ненных заболеваний органов желудочно-кишеч-
ного тракта [102–106], опорно-двигательного ап-
парата [31, 107], нервной системы [36, 108], вирус-
ных заболеваний [109] и т.д. Несмотря на то, что
растительные лекарственные и косметические
препараты используются в лечебной практике
давно, данных о содержаниях химических эле-
ментов в различных растениях и их органах очень
немного. Кроме того, авторы работ [104, 105, 107,
110] указывают, что нередко сравнить данные о
содержаниях одних и тех же элементов в конкрет-
ном виде растений из разных регионов мира не
представляется возможным, так как эти данные
отличаются в сотни раз, а в публикациях не сооб-
щается об оценке надежности полученных ре-
зультатов или верификации использованных ме-
тодик анализа.

НОРМАТИВНЫЕ ТРЕБОВАНИЯ
К СОДЕРЖАНИЯМ ТОКСИЧНЫХ 

ЭЛЕМЕНТОВ В СТАНДАРТНЫХ ОБРАЗЦАХ 
ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТОВ, 

ЛЕКАРСТВЕННОГО РАСТИТЕЛЬНОГО 
СЫРЬЯ И ПРЕПАРАТОВ НА ЕГО ОСНОВЕ

Каждая страна мира в соответствии с геогра-
фическим положением, климатическими и нацио-
нально-культурными особенностями имеет свой
список приоритетных традиционно возделываемых
сельскохозяйственных культур и пищевых про-
дуктов из них, ЛРС и препаратов на его основе.
Безопасность их применения зависит от накоп-
ленного в них количества органических соедине-
ний и микроэлементов, вредных для здоровья чело-
века. Уровни безопасных содержаний токсичных
элементов законодательно регулируются междуна-
родными и национальными нормативными доку-
ментами. Всемирная организация здравоохранения
[111] установила ПДК некоторых токсичных эле-
ментов в лекарственном растительном сырье: Cd –
0.3, As – 1.0 и Pb – 10 мг/кг. В соответствии с тре-
бованиями безопасности, принятыми в Россий-
ской Федерации, Государственные фармакопеи
XIII и XIV изданий [112, 113] и “Гигиенические
требования к качеству и безопасности продоволь-
ственного сырья и пищевых продуктов” [114] в
ЛРС и препаратах на его основе указывают, что
ПДК четырех химических элементов, так называ-
емых “тяжелых металлов” и мышьяка, составля-
ют (мг/кг): Pb – 6.0, Cd – 1.0, Hg – 0.1 и As – 0.5.

Популярность лекарственных растений в мире
увеличивается. Однако экологические проблемы
в отдельных регионах, где они выращиваются,
вызывают серьезную озабоченность международ-
ных организаций качеством и безопасностью ле-
карственного сырья [111], так как при регулярном
использовании лекарств традиционной тибет-
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ской и индийской медицины известны случаи
отравления из-за присутствия в них высоких со-
держаний токсичных элементов [106, 115, 116]. В
связи с этим современные требования к содержа-
нию примесей элементов ужесточаются, и фар-
макопеи разных стран регулярно пересматривают
и вносят новые статьи/главы. Например, с 2018 г.
Фармакопейная Конвенция США (USP) ввела
три новые общие главы по примесям элементов в
ЛРС с рекомендациями по аналитическим проце-
дурам для определения в сырье, фармацевтиче-
ских продуктах и пищевых добавках 24 элементов
(Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru,
Se, Ag, Pt, Li, Sb, Ba, Mo, Cu, Sn и Cr) [117, 118].
Установленные предельно допустимые суточные
экспозиции (ПДЭ) этих элементов связаны с их
токсичностью, определяемой как максимально до-
пустимое ежедневное воздействие (maximum per-
mitted daily exposure, PDE) в мкг/сутки для четырех
основных категорий лекарств (табл. 1). Эти норма-

тивы обязательны при санитарном надзоре за каче-
ством пищевых продуктов и медикаментов.

В настоящее время некоторые из перечислен-
ных выше геохимических проектов функциони-
руют как постоянно действующие с акцентом на
экологические и медико-биологические пробле-
мы. Следовательно, проведение экологического
мониторинга и оценка качества продуктов пита-
ния, лекарственных и косметических препаратов
предполагают определение химических элемен-
тов (в том числе токсичных) в широких диапазо-
нах концентраций для большого числа разнооб-
разных по составу проб растительного происхож-
дения. Для контроля содержаний аналитов
желательно использовать простые и экспрессные
методы (методики) анализа с пределами обнару-
жения элементов в 2–10 раз ниже ПДК и учиты-
вать особенности растительных объектов при от-
боре пробы, пробоподготовке, выборе метода и
верификации методики анализа.

Таблица 1. Допустимые суточные экспозиции (ПДЭ) для примесей элементов [117] (permitted daily exposures
(PDE) for elemental impurities [117])

Элемент
(element)

Класс опасности
(class)

Пероральный прием
(oral PDE, μg/day)

Инъекции и ингаляции
(parenteral PDE, μg/day)

Ингаляция, дыхание
(inhalation PDE, μg/day)

Cd 1 5 2 2
Pb 1 5 5 5
As 1 15 15 2
Hg 1 30 3 1
Co 2A 50 5 3
V 2A 100 10 1
Ni 2A 200 20 5
Tl 2B 8 8 8
Au 2B 100 100 1
Pd 2B 100 10 1
Ir 2B 100 10 1
Os 2B 100 10 1
Rh 2B 100 10 1
Ru 2B 100 10 1
Se 2B 150 80 130
Ag 2B 150 10 7
Pt 2B 100 10 1
Li 3 550 250 25
Sb 3 1200 90 20
Ba 3 1400 700 300
Mo 3 3000 1500 10
Cu 3 3000 300 30
Sn 3 6000 600 60
Cr 3 11000 1100 3
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МЕТОДЫ АНАЛИЗА 
РАСТИТЕЛЬНЫХ МАТЕРИАЛОВ

Основными требованиями, предъявляемыми
к определению химического состава растений и
продуктов из них, являются полнота и надeж-
ность информации о макро-, микро- и ультара-
микро- (следовых) содержаниях ХЭ и их соедине-
ний (от n × 10–7–10–4 до n × 10%) при обеспечении
метрологической прослеживаемости. Выполнение
этих требований затруднительно из-за огромного
разнообразия видов растений и методов исследова-
ния их химического состава. По состоянию на на-
чало 2010 г. данные Международного союза охра-
ны природы (IUCN) включали около 320 тысяч
видов низших (водоросли) и высших растений, из
них около 280 тысяч видов цветковых, 1 тысяча
видов голосеменных, около 16 тысяч мохообраз-
ных, около 12 тысяч видов высших споровых рас-
тений (плауновидные и папоротникообразные)
[119]. Однако число описанных растений посто-
янно меняется вследствие исчезновения одних
видов и открытия новых [120]. Кроме того, ни
один из аналитических методов не позволяет со-
брать полную информацию даже о валовых со-
держаниях всех элементов в растении. Поэтому
для изучения состава, закономерностей накопле-
ния токсичных и полезных ХЭ и соединений в ор-
ганах растений обычно используют сочетания
разных аналитических методов (методик), кото-
рые существенно отличаются для каждой отрасли
знаний (агрохимия, ботаника, биохимия, биогео-
химия, экология, фармакология и др.). Перма-
нентное совершенствование методов осуществ-
ляется за счет выбора оптимального способа пол-
ного или частичного (группового) переведения
растительных проб в раствор; групповых (инди-
видуальных) способов концентрирования и раз-
деления ХЭ с применением сорбции/экстракции
ХЭ органическими реагентами или их смесями.
Развитие инструментальных методов, благодаря
компьютеризации и автоматизации измеритель-
ных процедур, обеспечивает возможность уни-
фикации анализа при повышении экспрессности
и точности. Типичным примером унификации
аналитических методов является изменение со-
держания и числа статей (методик) в Фармакопе-
ях США и Европейского союза [19]. К сожале-
нию, в Российской фармакопее до сих пор не
проведены такие обобщения для используемых в
современной аналитике более 20 лет методов
АЭС-ИСП, МС-ИСП, рентгенофлуоресцентно-
го анализа (РФА), а предлагаемые способы пере-
ведения растительных проб в раствор нередко не-
эффективны и трудозатратны [113].

Образцы дикорастущих и сельскохозяйствен-
ных растений отбирают и передают в лаборато-
рию на анализ в естественном (живом) виде или
после высушивания на воздухе, сублимации или

лиофилизации [1, 87, 121–123]. Растительные об-
разцы в живом виде характеризуются высоким
содержанием органического вещества и воды.
Определение содержания воды (влаги), золы и
групп органических соединений (проксиматов) –
обязательная процедура оценки условий выра-
щивания и качества продуктов растениеводства
[64, 124, 125]. Высушенные растения обычно из-
мельчают до порошка с размером частиц 0.15 мм
или меньше. Порошки обезвоженных растений
являются сложными многокомпонентными сме-
сями органических, элементоорганических и ми-
неральных веществ, разделение которых связано
с существенными трудностями, так как одни со-
единения плохо растворяются в минеральных
кислотах, другие – в органических растворите-
лях. В агрохимии и пищевой промышленности
зольность является суммарным показателем ко-
личества неорганических веществ в растительных
материалах [125].

Современному аппаратурному и методическо-
му развитию аналитических методов или отдель-
ных стадий анализа посвящены учебники, ориги-
нальные статьи и регулярно публикуемых обзоры, в
которых представлены моно- и многоэлементные
методы определения валовых содержаний эле-
ментов и их соединений, использующие предва-
рительное разложение (минерализацию) расти-
тельной пробы, и прямые методы анализа для
изучения переноса элементов непосредственно в
органах и клетках растений, не предусматриваю-
щие деструкцию проб растительного происхож-
дения. Однако практический интерес представляют
методы (методики) анализа одновременного опре-
деления в растениях химических элементов в широ-
ком диапазоне содержаний без использования кис-
лотного разложения и озоления.

Аналитические методы, такие как титримет-
рия, спектрофотометрия, электрохимические ме-
тоды, ААС и атомно-флуоресцентная спектро-
метрия (АФС), пламенная атомно-эмиссионная
спектрометрия (ПАЭС), АЭС-ИСП, атомно-
эмиссионная спектрометрия с микроплазмой
(АЭС-МП) и МС-ИСП, перед измерением требу-
ют переведения проб растений в раствор [121,
126]. Пробоподготовку проводят в открытых си-
стемах при атмосферном давлении [127], под дав-
лением нейтрального газа [128], газа-окислителя
[69] или с наложением ультразвукового поля [67,
129–132]. Для интенсификации пробоподготовки
используют закрытые системы (автоклавы) с тер-
мическим нагревом [133] или с наложением мик-
роволнового поля [58, 134–141]. Во всех случаях
подбирают состав и соотношение смесей мине-
ральных кислот и аналитической навески для кон-
кретных перечней определяемых элементов. Эти
технические приемы снижают потери легколетучих
элементоорганических соединений, уменьшают
объемы имеющих высокую стоимость необходи-
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мых для деструкции или экстракции высокочи-
стых кислот, обеспечивают интенсификацию
процедур получения растворов и селективность
выделения одного или группы аналитов. Экс-
тракцию аналитов смесями кислот при наложе-
нии ультразвука используют при подготовке сус-
пензий для анализа методом электротермической
ААС [142, 143].

Применение сорбционного и экстракционно-
го концентрирования позволяет получать кон-
центраты на единой основе из разных по составу
растворов минеральных кислот, щелочей, спир-
тов и других органических растворителей и обой-
тись без большого числа образцов сравнения, в
том числе матричных стандартных образцов. При
переходе от водных элюентов к органическим от-
мечено снижение пределов определения и улуч-
шение метрологических характеристик результа-
тов за счет унификации состава концентрата не-
зависимо от исходного разнообразия составов
проб. Концентрирование проводят в статическом
и динамическом режимах, аналиты определяют
методами пламенной и электротермической ААС
и АФС, АЭС-ИСП и МС-ИСП, другими метода-
ми. Системы с генерацией гидридов As, Cd, Bi,
Sb, Se, Sn, Te, Pb и системы определения ртути
методом “холодного пара” при детектировании
методами пламенной и электротермической ААС
и АФС в сочетании с проточными системами
сорбционного и экстракционного концентриро-
вания обеспечивают снижение пределов обнару-
жения и высокую производительность анализа,
необходимые в пищевой индустрии, при произ-
водстве лекарственных препаратов и БАДов
[144–165].

Для группового концентрирования аналитов
часто используют медленное озоление растений
без/в присутствии окислителей при температурах
ниже 450°C, чтобы избежать потерь легколетучих
соединений [122, 126]. В некоторых методиках
выполняют предварительное сухое озоление, а
затем золу переводят в раствор [1, 121, 133]. Если
пробы растений перед озолением и после него не
взвешивают, то невозможно оценить концентра-
цию элементов в живых растениях [36, 81, 105,
107, 166, 167]. Вероятность внесения загрязнений
или потерь определяемых элементов при исполь-
зовании перечисленных способов пробоподго-
товки и концентрирования достаточно велика
[121, 122, 126].

Определение валовых содержаний элементов в
растениях методом инструментального нейтрон-
но-активационного анализ (ИНАА) рассматрива-
ется в работах [86, 168–174]. Достижения РФА в
анализе растительных материалов обсуждаются в
работах [87, 132, 175–178]. В работе [179] проде-
монстрированы возможности синхротронной
рентгеновской флуоресценцентной спектромет-

рии (S-XRF) и высокоразрешающей вторичной
ионной масс-спектрометрия (NanoSIMS) для ис-
следования питания растений и визуализации
распределения элементов в различных масштабах
от тканевого, клеточного до субклеточных уров-
ней на примере распределения As, Fe, Zn, Mn и Cu
в узлах, междоузлиях и листовой оболочке риса.

Аналитические возможности многоэлемент-
ной МС-ИСП успешно используются в анализе
растительных материалов и разработке стандарт-
ных образцов [2, 102, 103, 180–185]. Разработан-
ные методики, дополненные приемами концен-
трирования аналитов при отгонке основы, экс-
тракции, сорбции, разделения на ионообменных
смолах и др., обеспечивают определение микро-
и следовых уровней РЗЭ, Th и U, радионуклидов,
элементов платиновой группы и других элемен-
тов [72, 85, 136, 138, 159, 186–194]. Использование
метода тандемной масс-спектрометрии с индук-
тивно связанной плазмой для безынтерференци-
онного количественного определения ультрасле-
довых содержаний металлов и металлоидов и их
изотопных соотношений в различных типах проб
рассмотрено в учебном пособии [195]. Масс-
спектрометрия с индуктивно связанной плазмой
и лазерной абляцией (МС-ИСП-ЛА) [196] приме-
нена для исследования локализации неорганиче-
ских элементов в молодых корнях растений в це-
лях определения функциональных возможностей
корней и транспорта питательных веществ в расте-
ниях. Разработанный метод пробоподготовки гид-
ратированных образцов очень маленьких и хрупких
корней использован для отображения радиального
переноса корнями основных питательных веществ,
что является необходимым условием для повыше-
ния эффективности поглощения питательных ве-
ществ в сельскохозяйственных культурах и оптими-
зации использования природных ресурсов в сель-
ском хозяйстве. Кроме того, более глубокие знания
о транспортировке потенциально токсичных
микроэлементов, таких как кадмий и мышьяк,
повышают безопасность пищевых продуктов.
Метод МС-ИСП-ЛА имеет ряд преимуществ, та-
ких как низкие пределы обнаружения, высокая
чувствительность для многих элементов и доступ-
ность, по сравнению с SIMS и синхротронными
рентгеновскими методами.

В обзоре [197] представлены оригинальные ис-
следования по определению 37 элементов в ле-
карственных растениях и травах, их экстрактах,
отварах и настойках методами атомной спектро-
метрии, такими как пламенная и электротерми-
ческая ААС; АЭС-МП и АЭС-ИСП; МС-ИСП.

Атомно-эмиссионная спектрометрия благодаря
использованию разных источников возбуждения
атомов является одним из наиболее распростра-
ненных методов анализа растительных материалов
при экологическом мониторинге, оценке качества
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растительного сырья для пищевой и фармацевти-
ческой отраслей. Методы ПАЭС, АЭС-ИСП и
АЭС-МП применяют для анализа растворов расте-
ний  после разложения и/или экстракции, анализ
порошков и непосредственно органов растений
проводят АЭС-методиками с дуговым разрядом
или лазером. Последние достижения в прямом ме-
тоде атомно-эмиссионной спектрометрии с лазер-
ным возбуждением (ЛИЭС, англ. LIBS) представ-
лены в обзорах [68, 198–203]. В этих публикациях
детально рассмотрены способы подготовки образ-
ца к измерению, приемы получения и обработки
спектров, особенности градуирования и границы
применения ЛИЭС для характеризации и иденти-
фикации материалов в пространственно-разре-
шенных изображениях микробиологических, рас-
тительных и животных проб. В работе [32] предло-
жена методика одновременного определения
23 элементов в порошках растений без озоления и
кислотного разложения за счет специальных прие-
мов получения и обработки спектров с пределами
обнаружения (10–6–10–4 мас. %) и повышенной
точностью результатов. Однако многие многоэле-
ментные АЭС-методики с дуговой плазмой преду-
сматривают полное [122, 204, 205] или частичное
[206] озоление органического вещества раститель-
ной матрицы.

Основная проблема применения прямых ме-
тодов анализа (РФА, ИНАА, АЭС и др.) заключа-
ется в необходимости при градуировании исполь-
зовать достаточно большое число разнообразных
референтных образцов (материалов), адекватных
по составу анализируемым объектам. При анали-
зе растворов нередко градуирование выполняют
по водным моно- и/или мультиэлементным стан-
дартным растворам, также используют водные
растворы минеральных кислот или их смеси с
гидрофильными органическими растворителями
[161, 207]. Однако составы градуировочных рас-
творов и реальных растительных проб нередко су-
щественно отличаются, что снижает достовер-
ность результатов из-за влияния, в первую оче-
редь, матричных эффектов. Поэтому с целью
подтверждения качества отдельных этапов ана-
лиза (пробоподготовка, измерение и обработка
аналитических сигналов) и достоверности ре-
зультатов в целом одновременно с каждой
партией проб анализируют близкие по составу
стандартные образцы растительных материалов
[32, 159, 172, 208–212], применяют метод стан-
дартных добавок [68, 142, 144, 148] или сравнивают
с результатами анализа сертифицированным мето-
дом (методикой), основанном на других физико-
химических принципах [58, 68, 86, 87, 181, 213–216].
Иногда матрицы CСО, используемые для кон-
троля качества, не являются образцами растений.
Например, с этой целью в работе [217] анализиро-
вали морской осадок (MESS-3), морские отложе-
ния (PACS-2) и сварочную пыль на фильтре

(BCR-545). К сожалению, в многочисленных ра-
ботах по ЛРС, например [104, 106, 107, 109], вооб-
ще не приводится информация о результатах ва-
лидации методик анализа растений и продуктов
из них. Это означает, что авторы работ предпола-
гают отсутствие матричных эффектов при изме-
рениях, хотя экспериментально это не подтвер-
ждают.

ПРОИЗВОДИТЕЛИ СТАНДАРТНЫХ 
ОБРАЗЦОВ РАСТИТЕЛЬНЫХ МАТЕРИАЛОВ

Большинство из перечисленных выше геохи-
мических и экологических проектов разных
стран включали программы разработки сертифи-
цированных стандартных образцов или рефе-
рентных растительных материалов, обеспечива-
ющих сопоставимость и прослеживаемость (ком-
мутативность) аналитических данных, если
количество отобранного и приготовленного рас-
тительного материала было достаточным для по-
стоянного использования в течение 20 и более лет
[38, 218]. В это же время национальные метроло-
гические институты и организации – координа-
торы международных научных проектов начали
осуществлять разработку матричных стандарт-
ных образцов и референтных растительных мате-
риалов для обеспечения сопоставимости и согла-
сованности результатов химических измерений.

Первый широко распространенный стандарт-
ный образец растительного материала – СО со-
става листьев капусты – в 1964 г. приготовил
Г. Боуэн (H.J.M. Bowen, сельскохозяйственный
институт, Англия) для согласования определений
микроэлементов в растениях, хотя капуста, без-
условно, является пищевой матрицей [38]. Про-
фессор Боуэн обосновал выбор листьев капусты
Marrow Stem Kale (Brassica oleracea) как стандарт-
ного образца, потому что листовые растения об-
ладают способностью почти безбарьерно накап-
ливать микроэлементы. Он описал процедуры
приготовления и характеризации этого материа-
ла, указал на необходимость соблюдения трех
требований при разработке биологического стан-
дарта: (1) количество материала СО должно быть
достаточным и доступным для длительного ис-
пользования (сто и более килограммов); (2) при-
готовленный материал должен быть однородной
смесью; (3) материал должен быть приготовлен
таким образом, чтобы обеспечить длительное
хранение без разложения. За 20 лет была собрана
информация о содержаниях более 60 элементов в
материале капусты Боуэна [219]. Эти рекомендации
вошли в современные нормативные документы и
используются производителями референтных ма-
териалов растительного происхождения.

С 1970-х гг. Институт стандартных образцов и
технологии США, ранее Национальное бюро
стандартов (National Bureau of Standards, NBS),
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начал разрабатывать СО растений и пищевых
матриц. Первыми ССО с сертифицированными
содержаниями 25 элементов, включая Pb, Cd, As,
Hg, Se, Cr, Ni, Be, Th и U, стали листья фруктово-
го сада, листья шпината, пшеничная и рисовая
мука [220]. К 1988 г. материал садовых листьев за-
кончился, и в 1991 г. были выпущены широко из-
вестные и в настоящее время ССО листьев ябло-
ни SRM-1515 и листьев персика SRM-1547, в ко-
торых аттестованы содержания 24 элементов. В
соответствие с требованиями закона США “О пи-
щевых добавках в области здравоохранения и об-
разования” NIST разработал и сертифицировал
содержания Cd, Hg, Pb, As и трех специфичных
флаваноидов в пищевых ботанических добавках,
содержащих G. biloba: SRM-3246 (листья), SRM-
3247 (экстракт) и SRM-3248 (таблетки) [221]. В
SRM-4359 морских водорослей сертифицирова-
ны низкие уровни активности радионуклидов
40K, 137Cs, 210Pb, 210Po, 228Ra, 232Th, 234U, 235U, 238U,
238Pu, 239Pu, 239,240Pu, 241Am и указаны информаци-
онные значения для 15 изотопов от антропоген-
ных и природных источников.

В 1981 г. Национальным Исследовательским
Советом Канады (National Research Council, NRC
Canada) был начат канадский сельскохозяйствен-
ный проект по разработке стандартных сельско-
хозяйственных материалов [222]. Совместно с
NIST были разработаны первые референтные об-
разцы (РМ): стебли и зерно кукурузы, кукуруз-
ный крахмал, кукурузные отруби, микрокристал-
лическая целлюлоза (хлопок), пшеничная клей-
ковина, мука твердых сортов пшеницы, зерно
твердой красной яровой пшеницы и мука мягкого
сорта озимой пшеницы [223].

В Европе производство СО биологических и
экологических материалов под руководством Ев-
ропейского Союза (BCR/JRC-IRRM/JRC-Geel)
началось с реализации Программы международ-
ного изучения и сертификации референтных ма-
териалов для анализа окружающей среды (ныне
Программа стандартов, измерений и испыта-
ний), организованной Бюро Европейской комис-
сии в 1972 г. в лабораториях Объединенного ис-
следовательского центра (JRC) в Испре (Италия)
и с 1984 г. в Институте стандартных образцов и
измерений (IRMM) в Гееле (Бельгия) [224, 225].
Хорошо известны и широко используются в хи-
мическом анализа сертифицированные образцы,
разработанные Европейским Союзом, такие
CСО как: BCR-060 состава водного растения
(Lagarosiphon major), в котором аттестованы со-
держания Cd, Cu, Mn, Hg, Pb и Zn и указаны ин-
формационные данные для 36 элементов [226];
CСО состава микроэлементов в листьях берeзы
(BCR-100) и еловых иглах [227], в порошке сена
и рисовой соломе как кормах для животных
(BCR-129) [228], белом клевере (BCR-402) [229],

лишайнике (BCR-482) [230], новом образце капу-
сты [231]. Уникальными являются сертифициро-
ванные образцы для измерения размеров нано-
частиц, которыми представлены элементы в рас-
тительных материалах [232], и установления
изотопного состава цинка в растениях методом
термоионизационной масс-спектрометрии
(TIMS) [233].

Международное агентство по атомной энер-
гии МАГАТЭ (International Atomic Energy Agency,
IAEA) также производит ССО растительных ма-
териалов [234, 235]. В ССО клевера (IAIE CRM-
156) и травы (IAIE CRM-372) аттестованы актив-
ности радионуклидов. В референтном материале
для экологического мониторинга IAIE-336 (ли-
шайник) рекомендованы содержания 19 микро-
элементов и для 19 даны информационные значе-
ния. Водные мхи, в частности лишайник, явля-
ются уникальными индикаторами загрязнения
окружающей среды, так как поглощение элемен-
тов в сосудистых растениях в основном проходит
через корни [2, 96, 230]. База образцов МАГАТЭ
пополняется также пищевыми матричными об-
разцами [236].

В ходе реализации проектов по созданию СО
получили научное обоснование, методическое и
теоретическое развитие все этапы работ: отбор,
приготовление и гомогенизация материала, ис-
следование однородности распределения эле-
ментов и соединений [237, 238]; оценка наимень-
шей представительной массы; изучение стабиль-
ности, условий хранения и установление срока
годности вещества [239, 240]; выбор методов ана-
лиза, способов обработки и представления ана-
литических результатов; алгоритмы оценивания
метрологических характеристик при аттестации
СО (средних значений и их неопределенности),
оценивания метрологической прослеживаемости
и согласованности новых и ранее разработанных
СО [14, 15, 16, 241 и др.]; актуальность аттестации
в растениях как органических, так и неорганиче-
ских загрязнителей [242], а также в целом роль
РМ в химической метрологии [17].

Одним из производителей референтных мате-
риалов почти 30 лет является Межинститутский
Комитет (Comité Inter-Instituts, CII). Это объеди-
нение 30 европейских лабораторий, которые на
регулярной основе готовят вещество различных
растений и поставляют его на Международную
биржу анализа растений (IPE) как референтный
материал (QC WEPAL-IPE) для реализации Про-
граммы непрерывного тестирования квалифика-
ции лабораторий. В постоянно действующей
Программе, организованной Университетом
г. Вагенингена (Wageningen, Нидерланды), участ-
вуют более 230 лабораторий по всему миру [243].
Организаторы изучают влияние гомогенности и
стабильности приготовленного растительного
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материала на результаты химического анализа
[244, 245]. Лаборатории могут предлагать для сов-
местных исследований вещество растений, про-
израстающих в их странах и представляющих ин-
терес для национальной сельскохозяйственной и
пищевой индустрии [246, 247]. Так, совместно с
IPE Австралийская национальная аналитическая
лаборатория (Australian National Analytical Refer-
ence Laboratory, ANARL) разработала СО для
контроля содержаний органических загрязните-
лей и микроэлементов в сельскохозяйственных
растениях (рис, пшеница, шпинат) и пищевых
продуктах [248]. В небольшом перечне СО, разра-
ботанных в этой лаборатории, представлен уни-
кальный образец состава листьев эвкалипта
SLE1604RM, содержащий информацию о 61 мик-
роэлементе. В настоящее время широко известны
более 100 референтных материалов WEPAL-IPE,
такие как банан (семена и мякоть плода), роза,
крапива жгучая, картофель (клубень), зерно ку-
курузы, трава, акация (листья), киви (листья и
стебель), масло пальмы, цветы и листья гладиолу-
са, баклажан (листья и плод), амариллис, подсол-
нух и др. Состав этих образцов представлен боль-
шим числом химических элементов и некоторых
токсичных органических соединений.

Среди европейских производителей СО следу-
ет указать Институт ядерной химии и технологии
(INCT) в Варшаве (Польша) [249], деятельность
которого направлена на разработку ССО и РМ
состава растений для неорганического анализа.
Среди широко известных польских ССО – листья
капусты [250], листья чая и смесь польских трав
[251], листья табака сортов Basma и Virginia [252].
Возникающие при разработке СО аналитические
и методические проблемы изучены и освещены в
работах [190, 210, 253].

Белорусский государственный институт мет-
рологии (БелГИМ, Беларусь) известен разрабо-
танными ССО удельной активности радионукли-
дов 137Cs, 40K и 90Sr в зерне пшеницы [254], сои и
рапса.

В СССР в 1978 г. первые сертифицированные
стандартные образцы растительных веществ –
зерно пшеницы, злаковая травяная смесь и клуб-
ни картофеля – были разработаны Марийским
государственным университетом совместно с
Центральным институтом агрохимического об-
служивания сельского хозяйства (ЦИНАО) [255].
После доаттестации этих ГСО в 1985 г., проведен-
ной совместно Сибирским НИИ земледелия и
химизации Сибирского отделения ВАСХНИЛ,
ЦИНАО и Свердловским филиалом Всесоюзного
НИИ метрологии им. Д.И. Менделеева, в серти-
фикатах для органической матрицы были указа-
ны аттестованные содержания 22 химических
элементов, изотопов 90Sr и 137Cs, а также 5 агрохи-
мических показателей и 17 биохимических соеди-

нений [256]. В России многоэлементные стан-
дартные образцы для экологических исследова-
ний были приготовлены и аттестованы в 2007 г. в
Институте геохимии им. А.П. Виноградова Си-
бирского отделения Российской академии наук
(ИГХ СО РАН, Иркутск). В сертификатах трeх
ГСО состава водного растения элодеи канадской
(Elodea Canadensis Michaux), травосмеси луговой
(Herbae pratenses) и листа березы (Betulinus folium)
число аттестованных/рекомендованных элемен-
тов составляет 34/30, 38/25 и 41/22 соответствен-
но [257]. Для оценки согласованности их составов
между собой использован подход Тьюки, метро-
логическая прослеживаемость установлена отно-
сительно четырех ССО растительных материалов
Китая GVS-1–4 [258]. В РФ большое число СО рас-
тительных материалов представлено отраслевыми
стандартными образцами (например, Научно-про-
изводственного и аналитического центра “Эко-
лан”), применение которых обеспечивает контроль
качества и безопасности сельскохозяйственной
продукции и кормов для животных по содержанию
проксиматов и 10–12 элементов, в том числе пи-
тательных K, Ca, P, N, Mn, Zn, Cu, Fe и токсич-
ных Cd, Hg, Pb, As. В настоящее время в россий-
ских ССО растительных материалов (зерновые
культуры, овощи и пищевые продукты) преимуще-
ственно аттестованы содержания от 1 до 7–12 эле-
ментов.

В Индии в 1955–1960-х гг. были начаты иссле-
дования по разработке стандартных образцов для
контроля качества производства и использования
лекарственных средств и фармацевтических пре-
паратов. В 1996 г. проведено Национальное рабо-
чее совещание и организована целевая группа для
формирования и реализации Общей националь-
ной программы, направленной на разработку и
использование стандартных образцов этой отрас-
ли [259]. В настоящее время изучение лекарствен-
ных растений, в первую очередь органических
биологически активных соединений и их фарма-
цевтического действия на организм человека,
продолжается с использованием современных
аналитических методов [212, 260]. Тем не менее
данных о содержании ХЭ в органах дикорастущих
и культивируемых для фармацевтической инду-
стрии растений очень мало, так как основная до-
ля исследований ЛРС в Индии сосредоточена на
определении органических соединений [261].

К крупным производителям ССО растений в
Азии относятся указанный выше Институт гео-
физических и геохимических исследований Ки-
тая (Institute of Geophysical and Geochemical Ex-
ploration, IGGE) и Национальный метрологиче-
ский институт (NIM). В ССО (IGGE) состава
веток и листьев кустарников NIM-GBW07602 и
NIM-GBW07603, листьев черного тополя и чая
NIM-GBW07604 и NIM-GBW07605 по данным
межлабораторного эксперимента с использова-
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нием преимущественно многоэлементных мето-
дов анализа (МС-ИСП, АЭС-ИСП, ИНАА и др.)
аттестованы содержания 43 элементов и для
6 элементов оценены информационно. Перечень
китайских растительных материалов, необходи-
мых для контроля качества и безопасности ово-
щей и фруктов, включает ССО (рис и рисовая му-
ка, чай, табак, листья персика, капуста, кукуруза,
пшеница, помидоры и т.д.) и РМ (рис, соя, ябло-
ки, шпинат, лук, морковь и др.) [218, 262].

В Японии матричные СО и ССО разрабатыва-
ют Национальный институт по изучению окру-
жающей среды (National Institute for Environmental
Studies, NIES) и Национальный метрологический
институт Японии (National Metrology Institute of Ja-
pan, NMIJ). Задачей первых СО (почва, водоросли,
листья перца и др.), разработанных в NIES, было
обеспечение сопоставимости данных в экологи-
ческих исследованиях, позже в перечень образцов
были добавлены пищевые продукты растительного
происхождения (рис, соя и др.) [263–265].

Корейский институт стандартов и науки (Ko-
rea Research Institute of Standards and Science,
KRISS), организованный в 1975 г. как националь-
ный метрологический институт, выпускает сер-
тифицированные СО [266], ориентированные на
использование для оценки качества традицион-
ных в Корее продуктов питания (рисовая мука,
соя, китайская и кимчи капуста, томатная паста,
листья чая, порошок женьшеня и др.).

В Бразилии вопросами разработки СО занима-
ется National Institute of Metrology, Standardization
and Industrial Quality (INMETRO) в рамках коопе-
рации с NIST (США) по проектам-прогнозам
ООН о продовольственной и сельскохозяйствен-
ной перспективе (Food and Agriculture Organiza-
tion of the United Nations, FAO). Аналитические
методы в аккредитованных лабораториях разных
секторов экономики используют международные
ССО и РМ. Для пищевой промышленности раз-
рабатываются национальные РМ состава риса и
кофе [267], производство чая Yerba mate обеспе-
чивается контролем за безопасностью продукта
при экспрессном определении токсичных эле-
ментов [69]; для сахаро-энергетического сектора
создан инновационный матричный РМ, приго-
товленный из листьев сахарного тростника [268].

Кроме перечисленных учреждений и органи-
заций, в разных странах над созданием СО рабо-
тают научные группы и лаборатории националь-
ных метрологических или научно-исследователь-
ских институтов, которые занимаются изучением
и охраной окружающей среды, производством
сельскохозяйственной продукции, лекарствен-
ных и косметических средств.

ИНФОРМАЦИОННОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ 
АНАЛИТИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

ДАННЫМИ О СТАНДАРТНЫХ ОБРАЗЦАХ 
РАСТИТЕЛЬНЫХ МАТЕРИАЛОВ

Информация о разработанных СО обычно
представлена на сайтах производителей стандарт-
ных образцов и/или доступна через националь-
ные и международные базы данных. Для состав-
ления общего представления о существовавших
и ныне используемых СО состава растительных
материалов использованы базы “Аршин”, “CO-
MAR” и “GeoRem”. Кроме того, дополнительно
использовали информацию с сайтов производи-
телей СО разных стран (BCR, NIST, IPE-WEPAL,
национальных метрологических и научно-иссле-
довательских институтов Китая, Японии, Кореи,
Австралии и т.д.). Варианты наполнения каждой
из упомянутых выше электронных баз данных на-
прямую зависят от целей их создания, но не все-
гда обеспечивают согласованность данных между
базами и полноту информации от производите-
лей СО. Способы пополнения каждой из рас-
смотренных электронных баз определяются ее
создателями. Это может быть: (1) государствен-
ный орган регистрации и учета СО; (2) независи-
мая организация по заявкам производителей СО;
(3) независимые пользователи по данным между-
народных публикаций. (1) Например, нацио-
нальная база Российской Федерации “Аршин”,
которая содержит информацию только о ГСО,
находится в ведении Научно-методического центра
Государственной службы стандартных образцов
(ГССО) УНИИМ – филиала ФГУП “ВНИИМ
им. Д.И. Менделеева”. Информацию об ОСО и
контрольных пробах (референтных материалах)
нужно искать самостоятельно в отраслевых ре-
естрах и каталогах российских производителей
СО. (2) Международной базой стандартных об-
разцов “COMAR” управляет секретариат при
Федеральном институте по исследованию и те-
стированию материалов (BAM, Германия) [269].
Деятельность “COMAR” осуществляется через
назначенные координирующие центры партне-
ров (обычно это национальные метрологиче-
ские институты или производители СО), кото-
рые взаимодействуют на добровольной основе.
Если производитель СО по причине “забывчиво-
сти” или незаинтересованности не позаботится о
внесении или актуализации СО, то информация
не будет доведена до пользователей, что крайне
неудобно при поиске международных СО, адек-
ватных по составу исследуемым пробам. (3) В ба-
зу “GeoRem” включаются СО, которые фигури-
руют в англоязычных публикациях. Информация
о международных и российских СО из статей на
русском языке, в том числе из переводных журна-
лов, не используется. Характерной особенностью
базы “GeoRem” является присутствие дублирую-
щих названий одного и того же образца из-за не-
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которых “вольностей” авторов англоязычных
статей, которые редко считают нужным исполь-
зовать в текстах полное утверждeнное название
СО и называют их по своему усмотрению. Однако
в случае указания корректных имeн стандартных
образцов плюс этой базы очевиден для произво-
дителей СО и аналитиков. По ссылкам в списке
научных публикаций можно найти информацию
о результатах валидации и верификации какого-
либо метода (методики) при использовании того
и иного СО, а также оценить степень успешности
его применения.

Количество и доля СО растительных материа-
лов, разработанных организациями-производи-
телями СО из разных стран, представлены по
данным на 01.03.2020 г. (рис. 1). Следует отме-
тить, что, несмотря на огромное разнообразие ви-
дов растений, общее число СО растений состав-
ляет около восьми сотен, что значительно мень-
ше, чем количество СО сырья и продуктов в
металлургической промышленности. Распреде-
ление образцов на сертифицированные образцы,
референтные материалы и образцы для контроля
качества по числу в каждой группе указывает, что
наибольшее количество разработанных СО пред-
ставлено в группе референтных материалов при
минимальном числе образцов КК (рис. 2). Оче-

видно, СО (РМ) пользуются максимальным
спросом. В этой группе доля СО с истекшим сро-
ком годности существенно меньше, чем в группе
сертифицированных СО, хотя общие количества
ССО и РМ отличаются незначительно. Класси-
фикация СО по видам растений и потребитель-
ским качествам (рис. 3) свидетельствует о высо-
кой пищевой значимости сельскохозяйственных
зерновых культур во всех странах мира.

* * *

До 70-х годов прошлого века аналитические
лаборатории для поверки и калибровки приборов
готовили и использовали собственные моно- и
мультиэлементные растворы, задавая концентра-
ции расчетным путем и уточняя их эксперимен-
тально. Появление первого ССО (капуста Боуэна)
показало, что многие лаборатории способны са-
мостоятельно приготовить в достаточном коли-
честве растительные материалы, определить со-
держания большого числа элементов и оценить
бюджет их неопределенности. Однако эти проце-
дуры трудоемкие, и экономически более выгодно
использовать сертифицированные стандартные
образцы, изготовленные аккредитованными про-
изводителями согласно международным требова-

Рис. 1. Количество разработанных стандартных образцов растительных материалов производителями разных стран по
данным открытых источников на 01.03.2020 г.
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ниям. Тем более, что в настоящее время междуна-
родный характер регулирования качества аналити-
ческих работ с целью обеспечения единства
выполняемых измерений в соответствии с ISO
17025 предусматривает обязательное применение
CСО и РМ растений и продуктов из них [17, 18,
64, 242, 262], и для химических элементов и групп
химических веществ существует большой список
матричных СО разных производителей. По этой
причине большинство лабораторий использует
общепризнанные коммерческие ССО и РМ, для
которых метрологические характеристики (уста-

новленные содержания и их неопределенности)
прописаны в сертификатах. Тем не менее, про-
блема получения прослеживаемых и надeжных
аналитических результатов продолжает оставать-
ся актуальной. Так, в обзоре за 1990–1996 гг. [110]
были рассмотрены 82 научные работы, посвя-
щенные микроэлементам в пищевых продуктах,
и показано, что авторы менее половины статей
применяли ССО для оценки достоверности ана-
литических данных. В обзоре [197] рассмотрены
55 статей, опубликованных после 2000 г., ~30% из
которых не содержит информацию по оценке со-
поставимости (правильности, точности) резуль-
татов анализа лекарственных растений, экстрак-
тов, отваров и настоек из них. Отсутствие таких
данных наиболее характерно для российских пуб-
ликаций по элементному и компонентному со-
ставу конкретных видов растений [31, 104 и др.] и
для статей, посвященных обработке аналитиче-
ских результатов с помощью многомерного ста-
тистического анализа данных [72, 88]. В настоя-
щее время большинство коммерческих лаборато-
рий аккредитовано, т.е. процедуры обеспечения и
контроля качества с использованием СО регуляр-
но выполняются. Однако на примерах проектов
Геологической службы Норвегии [270] показано,
что существует ряд проблем качества, таких как
временные тренды, заражение проб, несопоста-
вимость концентраций между различными пар-
тиями из-за использования разных инструмен-
тальных методов и чрезмерного округления ре-
зультатов анализа. Кроме этого, приходится

Рис. 2. Количество стандартных образцов раститель-
ных материалов по типу аттестации (информация по
открытым данным на 01.03.2020 г.).
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Рис. 3. Классификация стандартных образцов по типу растительного материала (информация по открытым данным
на 01.03.2020 г.).
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признать, что в существующих ССО и РМ разно-
образие комбинаций свойств и уровня содержа-
ния аналита, состава и свойств вещества матрицы
не всегда позволяет аналитикам использовать их
в полной мере из-за не соответствия анализируе-
мым пробам. В связи с этим для изучения соотно-
шений элементов в природных средах, пищевых и
лекарственных продуктах необходима разработка
новых матричных СО растительных материалов.
Это позволит проверить достоверность (осуще-
ствить валидацию) и оценить неопределенность
существующих и новых методов анализа, обеспе-
чить их успешное применение для системного
контроля качества результатов, проводить серти-
фикационные исследования и квалификацион-
ные тесты.

Работа выполнена в рамках государственного
задания по проекту IX.127.1.4. № 0350-2019-0005.
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Изучено влияние химически активных добавок AlF3, ZnF2 и SrF2 на характер испарения бора из кра-
тера электрода дуги постоянного тока при анализе графита. Найдено, что введение фторирующих
добавок приводит к быстрому, полному и стабильному испарению бора. Показано, что наиболее эф-
фективным из исследуемых соединений является фторид цинка. Использование этой добавки позво-
лило снизить пределы определения бора в графите до 5 × 10–6 мас. % и повысить воспроизводимость
результатов в два раза. Использование ZnF2 позволило также устранить систематическую погреш-
ность, обусловленную различием в характере испарения оксида и карбида бора, что улучшило на-
дежность результатов определения.

Ключевые слова: дуговой атомно-эмиссионный анализ, бор, графит, химически активные добавки,
пределы определения, воспроизводимость и правильность результатов.
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Графитовый порошок является наиболее под-
ходящим и широко используемым коллектором
для предварительного концентрирования микро-
примесей в дуговом атомно-эмиссионном методе
анализа (АЭА) веществ высокой степени чистоты
или объектов со сложным эмиссионным спек-
тром, поэтому содержание в нем различных мик-
ропримесей должно быть минимальным. Высо-
кую степень чистоты, в том числе относительно
микропримесей бора, должны иметь также гра-
фитовые стержни, из которых изготавливаются
электроды для выполнения анализа. Особенно
высокие требования предъявляют к содержанию
бора в ядерном графите, поскольку бор является
самым мощным поглотителем нейтронов. Гра-
фит для атомной промышленности может содер-
жать не более 1 × 10–5 мас. % бора. В связи с этим
возможность определения бора в графитовом по-
рошке и графите с низкими пределами определе-
ния является актуальной, но достаточно сложной
аналитической задачей. Использование для этого
таких высокочувствительных методов анализа,
как атомно-эмиссионная и масс-спектрометрия с
индуктивно связанной плазмой проблематично,
так как требует разработки специальных методик
извлечения бора в раствор. Этот процесс является
весьма трудоемким и может сопровождаться ча-

стичной потерей бора или внесением дополни-
тельного загрязнения из реактивов. Наиболее
подходящим для определения бора в графите
представляется метод АЭА в дуге постоянного то-
ка, который характеризуется высокой чувстви-
тельностью и незаменим при анализе труднорас-
творимых объектов. Описание методик определе-
ния бора в графите прямым дуговым АЭА с
пределами определения ниже 1 × 10–5 мас. % в ли-
тературе отсутствует. Это связано, по-видимому,
с образованием в кратере электрода при высокой
температуре труднолетучего карбида бора, кото-
рый испаряется медленно и неравномерно. В ре-
зультате интенсивность эмиссионных спектраль-
ных линий бора, определяющих чувствитель-
ность анализа, невысока, а неравномерность
испарения приводит к низкой воспроизводимо-
сти результатов. Вопросу снижения пределов
определения труднолетучих элементов в различ-
ных матрицах, в том числе в углероде, методом
прямого дугового АЭА посвящено большое число
исследований. Известно, что наиболее эффек-
тивным способом снижения нижней границы
определяемых содержаний труднолетучих эле-
ментов является использование химически ак-
тивной добавки [1–5]. Ее введение в анализируе-
мый объект способствует образованию в кратере
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электрода дуги легколетучих соединений опреде-
ляемых элементов и, следовательно, росту интен-
сивности их спектральных линий и снижению
пределов определения. Ранее нами показано, что
наиболее эффективными добавками при опреде-
лении труднолетучих элементов в различных мат-
рицах являются фторирующие соединения [6, 7].

Кроме пределов определения и воспроизводи-
мости результатов анализа, важной метрологиче-
ской характеристикой является правильность
(надeжность) определений. Эта величина в дуго-
вом АЭА в значительной степени определяется
совпадением форм соединений определяемых
элементов в анализируемом объекте и образцах
сравнения. К сожалению, не всегда точно извест-
но, в виде какого соединения определяемый эле-
мент находится в анализируемом образце. Кроме
того, систематическую погрешность в анализ мо-
жет вносить образование в кратере электрода за
время экспозиции других соединений определяе-
мых элементов, например, как в данном случае,
труднолетучих карбидов.

Цель настоящей работы – изучение процесса
испарения бора из кратера графитового электрода
в присутствии химически активных добавок с це-
лью улучшения метрологических характеристик
его определения в графите методом дугового АЭА.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Использовали спектрограф PGS-2 с решеткой
651 штр/мм, обеспечивающий обратную линей-
ную дисперсию 0.74 нм/мм. В качестве источника
возбуждения спектров служила дуга постоянного
тока 10 А. Для регистрации эмиссионных спек-
тров применяли разработанную в нашей лабора-
тории фотоэлектрическую систему регистрации с
использованием линеек приборов с зарядовой
связью [8]. Кривые испарения элементов строили
по результатам регистрации спектров с экспози-
циями по 5 с до полного испарения пробы из ка-
нала электрода. Пробу набивали в кратер нижне-
го электрода (анода) типа “рюмка”. Кратер “рюм-
ки” имел глубину и диаметр 4 мм, толщину стенок
1 мм, шейку диаметром 1.5 и высоту 4 мм. Конец
верхнего электрода был заточен на конус. Расстоя-
ние между электродами составляло 4 мм. Исполь-
зовали трехлинзовую систему освещения щели.

В качестве образцов сравнения использовали
стандартные образцы состава графита (комплект
СОГ-21). В качестве добавок исследовали AlF3,
ZnF2, SrF2 и NaCl марки ос. ч. в оптимальных
концентрациях 5.0, 2.0, 5.0 и 4 мас. % соответ-
ственно. Для нахождения оптимального количества
добавки изучали зависимость интенсивности спек-
тральных линий бора от содержания добавки в гра-
фитовом порошке. Для определения бора исполь-
зовали его атомную линию 249.772 нм. Добавку

вводили, тщательно перемешивая ее с графито-
вым порошком.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Температуры кипения соединений бора, в ви-

де которых он может находиться в анализируе-
мом графите, достаточно высоки и находятся на
уровне 2000°C для бора и его оксида и 3500°C для
карбида. По этой причине полное испарение бора
из кратера электрода в дугу постоянного тока
происходит медленно и неравномерно и лишь из
тех мест электрода, на которые опирается дуга в
процессе горения. Все это является причиной не-
достаточно низких пределов определения бора в
графите, а также невысокой воспроизводимости
результатов. Анализ термодинамических данных
для соединений бора показал [9], что наиболее
устойчивыми и в то же время достаточно летучи-
ми являются его фториды. В связи с этим в каче-
стве химически активных добавок [6, 7] исследо-
вали фторсодержащие добавки AlF3, ZnF2 и SrF2,
имеющие простой спектр, не усложняющий про-
ведение анализа. На рис. 1 приведены кривые испа-
рения бора из графитового порошка без добавок, а
также в присутствии оптимального количества этих
добавок. Для AlF3 и SrF2 оптимальная концентра-
ция составила 5 мас. %, а для ZnF2 – 2 мас. %. Из
рис. 1 видно, что в отсутствие добавки интенсив-
ное поступление бора в плазму дуги происходит в
первые несколько секунд ее горения; затем ско-
рость его испарения замедляется, причем интен-
сивность спектральных линий остается невысо-
кой. На 40-ой секунде, когда стенки электрода
достаточно сильно обгорают и создаются условия
для испарения труднолетучих соединений бора из
нижней части электрода, вновь наблюдается рост
интенсивности. Введение SrF2 приводит лишь к
незначительному росту интенсивности спек-
тральных линий бора и уменьшению времени его
полного испарения из электрода. Использование
ZnF2 и AlF3 способствует как значительному ро-
сту интенсивности спектральных линий бора, так
и уменьшению времени его полного испарения
из электрода до 15 с. Эти результаты свидетель-
ствуют о том, что в присутствии добавок фтори-
дов в кратере электрода происходит образование
легколетучего фторида бора. При этом наиболее
эффективной из добавок является ZnF2, исполь-
зование которого способствует максимальному
увеличению интенсивности спектральных линий
бора. Этот факт может быть объяснён благопри-
ятным сочетанием значений потенциала иониза-
ции цинка и температуры кипения его фторида.
Потенциал ионизации бора составляет 8.298 эВ.
Оптимальная температура плазмы для возбужде-
ния атомных линий бора, рассчитанная нами по
формуле, предложенной в работе [10], составляет
6086°С. Потенциал ионизации цинка достаточно
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высок и составляет 9.393 эВ, поэтому введение
фторида цинка в анализируемый графитовый по-
рошок приводит лишь к незначительному сниже-
нию температуры плазмы чистой угольной дуги
от 6000 ± 100 до 5800 ± 100°С, т.е. температура
плазмы остается близкой к оптимальной для воз-
буждения атомных линий бора. Кроме того, вы-
сокая температура кипения фторида цинка
(≈2500°С) не позволяет ему испариться из кратера
электрода прежде, чем произойдет реакция фтори-
рования бора. Введение в анализируемый графито-
вый порошок фторидов алюминия и стронция, по-
тенциалы ионизации металлов в которых составля-
ют всего 5.985 и 5.694 эВ соответственно, вызывает
значительное снижение температуры плазмы до
5600 ± 100°С, что и объясняет их меньшее влияние
на увеличение интенсивности атомных линий бора.

Для сравнения эффективности действия раз-
личных добавок исследовали влияние на характер
испарения бора из графита добавки NaCl, кото-
рая традиционно рекомендуется в качестве хими-
чески активной добавки для снижения пределов
определения элементов в графите [11]. На рис. 2
приведены кривые испарения бора из графита в
присутствии NaCl, ZnF2 и без добавок. Как вид-
но, кривые испарения с NaCl и без добавок практи-
чески совпадают, что свидетельствует об отсутствии
химического взаимодействия хлорида натрия с бо-
ром и нецелесообразности его применения для сни-
жения пределов определения бора в графите. Полу-

ченные результаты совпадают с данными работы
[12], в которой авторы также рассматривают роль
хлорида натрия по отношению к труднолетучим
элементам исключительно как спектроскопиче-
ского буфера, а не химически активной добавки.

Известно, что чувствительность метода опре-
деляется соотношением Iл/Iф, где Iл – интенсив-
ность аналитической линии, а Iф – интенсив-
ность фона рядом с ней. Использование добавки
фторида цинка способствует одновременно росту
интенсивности спектральной линии бора и
уменьшению интенсивности фона (благодаря
уменьшению времени экспозиции), что приводит
к значительному снижению предела определения
(сlim): предел определения бора в графите соста-
вил 1 × 10–4 и 5 × 10–6 мас. % без добавки и с до-
бавкой ZnF2 соответственно (n = 10, P = 0.95).
Кроме того, быстрое, полное и равномерное ис-
парение бора из электрода в виде легколетучего
фторида, образующегося в присутствии ZnF2,
способствует повышению воспроизводимости
результатов: значения sr составили 0.19 и 0.08 при
определении бора в графите без добавки и с до-
бавкой ZnF2 соответственно (n = 10, P = 0.95). Та-
ким образом, использование фторида цинка позво-
ляет снизить предел определения бора в графите
почти на два порядка и повысить воспроизводи-
мость результатов в 2.5 раза. Предел определения

Рис. 1. Кривые испарения бора из графита в присутствии фторирующих добавок: 1 – 2% ZnF2, 2 – 5% AlF3, 3 – 5%
SrF2, 4 – без добавок.
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(сlim) оценивали по нижней точке градуировочного
графика, найденной с приемлемой точностью [13].

В дуговом АЭА выполнить требование иден-
тичности соединений бора в анализируемом гра-

фите и образце сравнения чрезвычайно трудно,
поскольку в графите бор может содержаться как в
виде оксида, так и в виде карбида. Кроме того, в
процессе нагревания в кратере угольного элек-

Рис. 2. Сравнительные кривые испарения бора из графита с 2% ZnF2 (1), 4% NaCI (2) и без добавок (3).

200

150

100

50

0

0 10 20 30 40 50
t, c

1

2

3

I, отн. ед.

Рис. 3. Кривые испарения бора в виде различных соединений из графита: 1 – В2О3, 2 – B4C.
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трода дуги бор, вероятно, переходит из оксида в
труднолетучий карбид. Рис. 3 иллюстрирует не-
совпадение кривых испарения бора из электрода
в виде оксида и карбида. Видно, что испарение
бора в виде оксида, имеющего более низкую тем-
пературу кипения, происходит быстрее, чем в ви-
де карбида, и интенсивность его спектральных
линий для оксида выше, чем для карбида. След-
ствием указанного различия кривых испарения
оксида и карбида бора является систематическая

погрешность результатов. Предугадать, в виде ка-
кого соединения следует вводить бор в образец
сравнения, практически невозможно, поэтому
изучили возможность устранения различия меж-
ду характерами испарения оксида и карбида бора
из электрода дуги путем использования фториру-
ющих добавок. Исследование показало, что толь-
ко использование ZnF2 позволяет устранить это
различие. На рис. 4а, 4б приведены кривые испа-
рения карбида и оксида бора из электрода в при-

Рис. 4. Сравнительные кривые испарения оксида (1) и карбида бора (2) из электрода в присутствии ZnF2 (а) и SrF2 (б).
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сутствии ZnF2 и SrF2. Как видно, различие в ха-
рактере испарения между оксидом и карбидом
бора из электрода дуги постоянного тока исчезает
только в присутствии добавки ZnF2. Таким обра-
зом, использование фторида цинка позволяет
обеспечить идентичность характера испарения
бора независимо от формы его нахождения в анали-
зируемом образце. Правильность результатов опре-
деления бора в графите проверяли методом введе-
но–найдено в присутствии добавки 2% ZnF2. В ана-
лизируемый образец бор вводили в виде оксида, а
в образцы сравнения – в виде карбида. При вве-
дении в анализируемый образец 5.0 × 10–5 мас. %
бора найдено (4.8 ± 0.6) × 10–5 мас. % бора c sr =
= 0.08 (n = 4, Р = 0.95). Полученные результаты
свидетельствуют об отсутствии систематической
погрешности определения бора в графите при ис-
пользовании фторирующей добавки ZnF2, неза-
висимо от его присутствия в анализируемом об-
разце и образце сравнения в виде различных со-
единений.

* * *

Таким образом, использование фторирующих
добавок AlF3, ZnF2 и SrF2 приводит к образова-
нию легколетучего фторида бора, о чем свиде-
тельствует рост интенсивности спектральных ли-
ний и его более быстрое испарение из электрода в
плазму дуги. Показано, что наиболее эффектив-
ной добавкой из исследованных является ZnF2.
Применение этой добавки позволяет снизить
предел определения (сlim) бора в графите почти на
два порядка до 5 × 10–6 мас. % и повысить воспро-
изводимость результатов определения в два раза.
Использование фторида цинка позволяет устра-
нить систематическую погрешность, обусловлен-
ную различием состава соединений бора в анали-
зируемом и стандартном образцах, и улучшить
тем самым правильность результатов определе-
ния бора в графите.

Работа выполнена в рамках Госзадания 075-
00920-20-00.
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Рассмотрены возможности применения метода ИК-Фурье спектрометрии для определения органи-
ческих веществ на поверхности кожи человека и изучения некоторых аспектов трансдермального
переноса косметических активов с поверхности во внутренние слои кожи. В качестве исследуемого
косметического актива выбран витамин Е в форме ацетата альфа-токоферола. Предложена методи-
ка определения изменения концентрации витамина Е с течением времени, использован пробоот-
бор с применением стандартных таблеток бромида калия, получена зависимость, иллюстрирующая
уменьшение концентрации косметического актива во времени. Показано, что ИК-Фурье спектро-
метрию можно применять как простой и экспрессный метод исследования механизмов переноса
веществ и изучения трансдермальных свойств кожи.
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свойства.
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Появление и внедрение новых активных ком-
понентов косметических средств требует иссле-
дования их свойств, знания эффективной кон-
центрации на поверхности кожи и их действия на
кожу человека. Для этого необходимы новые ме-
тоды обнаружения таких сложных компонентов,
как гиалуроновая кислота, пептиды, витамины и
т.п., а также разработка способов определения их
концентрации и изучения особенностей проникно-
вения в кожу (трансдермальные свойства кожи).

Трансдермальные свойства кожи – один из
главных вопросов в косметологии и дерматоло-
гии. Подобные исследования нужны для опреде-
ления характеристик и показателей кожи при вы-
боре стратегии лечения и косметических средств;
для изучения механизмов и кинетических пара-
метров переноса активных веществ, нанесенных
на кожу; для расчета нормы ввода активных ком-
понентов в состав лекарственных и косметиче-
ских средств и времени их воздействия. На сего-
дня разработаны и охарактеризованы методы
определения основных характеристик кожи: рН,
жирности (липидный баланс), увлажненности

(сухость), пигментации, механических свойств,
микроциркуляции и внутренних структур кожи;
определен и описан химический состав гидро-ли-
пидной мантии и естественных увлажняющих
компонентов на поверхности кожи; описано не-
сколько математических моделей, рассматриваю-
щих перенос веществ через кожу как через мембра-
ну и как через диффузионную ячейку для некоторых
лекарственных препаратов [1–3]. Существующие
методы изучения процессов взаимодействия лекар-
ственных и косметических препаратов с кожей яв-
ляются, как правило, трудоемкими и дорогостоя-
щими. Данные по эффективности проникнове-
ния наночастиц серебра через кожу человека,
полученные с использованием методов UV-Vis
спектроскопии и сканирующей просвечивающей
электронной микроскопии, описаны в работе [4].
Методом ВЭЖХ–масс-спектрометрии исследо-
вана [5] доставка ацетиласпаргиновой кислоты в
глубокие слои кожи в течение 24 ч и получены
данные о динамике диффузии in vitro. Атомно-
абсорбционную спектрометрию применили [6] в
исследованиях кожи для определения остаточных
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концентраций металлов, поступивших из внеш-
ней среды. Для определения гиалуроновой кис-
лоты на поверхности кожи человека и получения
зависимости проникновения гиалуроновой кис-
лоты в кожу человека от времени использовали
метод окситермографии [7–9]. Методика опреде-
ления поверхностной концентрации гиалуроновой
кислоты основана на контроле переноса органиче-
ского вещества с поверхности кожи на чистую ше-
роховатую поверхность кварцевого пробоотборни-
ка. Органическое вещество на поверхности пробо-
отборника определяли методом окситермографии с
использованием воздуха в качестве окислитель-
ной среды.

В работе [10] рассмотрены модели человече-
ской кожи с использованием прототипов в виде
целлофановой пленки и кожного покрова уха
свиньи. Следует отметить, что в исследовании
участвовали липосомальная и микроэмульсион-
ная формы альфа-токоферола.

Классическим методом определения органи-
ческих веществ является ИК-Фурье спектромет-
рия [11]. Однако имеется ряд вопросов, связан-
ных с возможностью применения данного метода
к такому сложному биологическому объекту, как
кожа, со способами пробоотбора органического
вещества с поверхности кожи, а также с решени-
ем проблем определения низких концентраций
веществ. Дополнительные затруднения возника-
ют при учете индивидуального состава смеси ве-
ществ на поверхности кожи и индивидуального
распределения зон с повышенным содержанием
веществ у каждого человека, сложного и меняю-
щегося во времени состава этой смеси, различ-
ных механизмов переноса для гидрофильных и
липофильных веществ, сложности пробоотбора и
разделения компонентов смеси.

Цель данной работы – разработка методики
определения косметического вещества (на при-
мере витамина Е), нанесенного в виде тонкой
пленки на поверхность кожи человека, с исполь-
зованием метода ИК-Фурье спектрометрии и по-
строение зависимости изменения концентрации
косметического препарата на поверхности кожи
человека от времени для характеристики особен-
ностей его трансдермального переноса.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Методика определения косметических ве-
ществ на поверхности кожи человека для изуче-
ния их трансдермального переноса включала сле-
дующие этапы:

1) Выбор на поверхности кожи человека одно-
родного участка (без повреждений и избыточного
волосяного покрова).

2) Подготовка поверхности кожи перед нане-
сением косметического актива (очищение и обез-
жиривание).

3) Равномерное нанесение на поверхность ко-
жи косметического актива в исследуемой форме.

4) Пробоотбор нанесенного органического ве-
щества через определенные промежутки времени
с различных участков поверхности кожи.

5) Определение органического вещества на
поверхности пробоотборника с использованием
метода ИК-Фурье спектрометрии.

6) Построение и анализ зависимости измене-
ния концентрации косметического вещества на
поверхности кожи человека от времени.

Данную методику опробовали при изучении
трансдермального переноса витамина Е в форме
альфа-токоферола ацетата. Витамин Е относится
к малоопасным веществам (4 класс опасности со-
гласно ГОСТ 12.1.007-76), поэтому предваритель-
ных исследований на животных и модельных
объектах не требовалось. Целевая группа иссле-
дования: девушки от 18 до 24 лет (живые люди).
Область исследования: кожа рук на внутренней
поверхности локтевого сустава.

Перед нанесением косметического актива по-
верхность кожи очищали и обезжиривали 85%-
ным раствором этанола и высушивали. В качестве
пробоотборника использовали стандартные таб-
летки из кристаллического KBr (для ИК-спек-
трометрии; Shimadzu, Япония). Таблетки диамет-
ром 1 см, толщиной 2 мм, массой 200 мг готовили
прессованием с использованием гидравлическо-
го пресса со специальной пресс-формой при дав-
лении 7 атм. Для отбора пробы таблетку прикла-
дывали к анализируемой поверхности в течение
фиксированного промежутка времени. Каждый
раз для анализа нового участка поверхности кожи
использовали новую таблетку KBr.

Органические вещества, перенесенные на по-
верхность таблетки KBr, определяли с помощью
ИК-спектрометра с Фурье-преобразованием
IRaffinity-1s (Shimadzu, Япония) в режиме пропус-
кания со специальным держателем для таблеток.
Прибор дает возможность получать ИК-спектры в
диапазоне 650–4000 см–1. Программное обеспе-
чение IRSolution и LabSolution позволяет реги-
стрировать спектры в режимах пропускания и по-
глощения с представлением суммарной интен-
сивности как в процентах, так и в единицах
энергии. Кроме того, имеется возможность ис-
пользовать стандартные подходы при обработке
спектров – проводить нормализацию, строить ба-
зовую линию, работать с интегральным спектром
или с отдельным характеристическим пиком.

Для выбора аналитических линий получили
ИК-спектр витамина Е (рис. 1). Наиболее удоб-
ными для обработки оказались характеристиче-
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ские линии в спектральных диапазонах 3200–
2700 см–1, 1800–1700 см–1, а также набор полос в
области 1500–1000 см–1.

Строили градуировочную зависимость анали-
тического сигнала от концентрации альфа-токо-
ферола. Градуировочные растворы готовили из
жидкого альфа-токоферола ацетата (Тульская
фармацевтическая фабрика) разбавлением, в ка-
честве растворителя использовали CCl4 (чистый
для ИК- и УФ-спектрометрии; Вектон, Россия).
Исследуемые растворы готовили непосредствен-
но перед проведением измерений. Аликвоты от-
бирали при помощи набора микропипеток серии
“LENPIPET” (диапазоны объемов 5–50, 100–
1000 и 1000–10000 мкл, точность отбора аликвоты
±1.5%).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве аналитической полосы выбрали

спектральный диапазон 1800–1700 см–1 с основ-
ным пиком, соответствующим колебаниям связи
С=О в исследуемом веществе. Данный диапазон
содержит характеристическую полосу поглоще-
ния, которая не перекрывается с полосами, соот-
ветствующими колебаниям других групп, и поз-
воляет установить четкую зависимость площади
или высоты пика от количества вещества на поверх-
ности таблетки КВr. При исследовании кинетики
трансдермального переноса рассматривали также
характеристические полосы при 2800 см–1, соответ-
ствующие валентным колебаниям связи С–Н, и
при 1200 см–1, соответствующие колебаниям
группы С–О–С, обладающие высокой интенсив-
ностью.

Для количественного определения содержа-
ния витамина Е на поверхности таблетки-пробо-
отборника приготовили шесть градуировочных
растворов в CCl4 с концентрацией витамина Е от
75 до 1.25 мкл/мл. На поверхность таблеток KBr
равномерно наносили 20 мкл приготовленного
градуировочного раствора. Для получения граду-
ировочной зависимости рассчитанную концен-
трацию на поверхности пробоотборника сопо-
ставляли с интенсивностью выбранного характе-
ристического пика при 1750 см–1 (табл. 1). В
качестве базовой линии рассматривали спектр
поглощения пустой таблетки KBr (рис. 1).

Уравнение полученной градуировочной зави-
симости имеет вид:

(1)

где у – интенсивность линии при 1750 см–1, отн.
ед.; х – концентрация витамина Е на поверхности
таблетки KBr, мкл/см2.

Для определения предела обнаружения вита-
мина Е на поверхности пробоотборника KBr в со-

21.5117 0.1102, 0.9923,у х R= − =

ответствии с рекомендациями [12] использовали
3σ-критерий и коэффициент чувствительности
из уравнения (1). Значение предела обнаружения
витамина Е на поверхности таблетки KBr соста-
вило 0.033 мкл/см2.

Для реализации предложенного способа опре-
деления витамина Е на поверхности кожи иссле-
довали полноту переноса вещества на поверх-
ность пробоотборника. На зависимость концен-
трации вещества на поверхности кожи человека
от времени влияют трансдермальные свойства
кожи и испарение в атмосферу нанесенного ве-
щества с ее поверхности. Для изучения влияния
этих факторов провели две серии экспериментов
с использованием инертной невпитывающей по-

Рис. 1. ИК-спектры витамина Е на поверхности про-
боотборника, использованные для построения граду-
ировочной зависимости. Концентрация витамина Е,
мкл/см2: 1 – 1.49, 2 – 0.42, 3 – 0.21, 4 – пустая таблетка
KBr.

1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

А,
 о

тн
. е

д.

0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6
1.8
2.0
2.2

v, см−1

2
3

4

Таблица 1. Зависимость высоты ИК-пика от поверх-
ностной концентрации витамина Е на таблетке КВr
при 1750 см–1

Концентрация 
витамина Е 

в приготовленных 
растворах, мкл/мл

Концентрация 
витамина Е 

на поверхности 
таблетки KBr, мкл/см2

Высота пика, 
отн. ед.

1.25 0.01 0.000 ± 0.012
7.5 0.10 0.016 ± 0.012

10 0.14 0.035 ± 0.012
15 0.21 0.220 ± 0.011
30 0.42 0.514 ± 0.026
75 1.49 1.49 ± 0.07
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лиэтиленовой пленки (ПЭ), закрепленной на
упругой поверхности, имитирующей кожу.
200 мкл раствора витамина Е в ССl4, содержащего
75 мкл витамина в пересчете на чистое вещество,
равномерно наносили на подготовленные по-
верхности площадью 49 и 81 см2. При этом по-
верхностная концентрация витамина составила
соответственно 1.53 и 0.92 мкл/см2. Пробоотбор
на таблетку KBr проводили с поверхности ПЭ
сразу после нанесения пленки витамина Е, а так-
же через 20 мин после первого пробоотбора с но-
вого участка поверхности с нанесенным витами-
ном Е. Кроме того, отбирали пробу повторно с
участка поверхности ПЭ, с которого уже прово-
дили пробоотбор ранее.

С помощью ИК-Фурье спектрометра реги-
стрировали ИК-спектры витамина Е, перенесен-
ного на таблетку КВr при различных условиях
пробоотбора. Результаты эксперимента по про-
боотбору витамина Е с поверхности полиэтиле-
новой пленки с указанием расширенной неопре-
деленности представлены в табл. 2. Как видно, на
чистую поверхность таблетки КВr может перехо-

дить практически весь нанесенный на кожу вита-
мин Е в точке пробоотбора. Используя предло-
женный прием пробоотбора, можно контролиро-
вать изменения концентрации витамина на
поверхности кожи человека. Как видно, в течение
20 мин после нанесения концентрация витамина Е
на невпитывающей поверхности не изменяется,
т.е. не происходит его интенсивное испарение в
атмосферу. Можно предположить, что основным
процессом, определяющим изменение концен-
трации витамина Е на поверхности кожи, являет-
ся трансдермальный перенос вещества.

Для изучения скорости изменения поверх-
ностной концентрации витамина Е на коже чело-
века на предварительно обезжиренную путем
спиртовой обработки кожу рук на внутренней по-
верхности локтевого сустава дозатором наносили
200 мкл витамина Е и распределяли равномерно
на доступной поверхности кожи, насколько это
было возможно в условиях эксперимента. Далее
при помощи таблеток KBr с поверхности кожи
отбирали витамин Е через определенные проме-
жутки времени и определяли его поверхностную
концентрацию методом ИК-Фурье спектромет-
рии. Таблетки KBr прикладывали к коже на 20 с.
С помощью программного обеспечения прибора
Iraffinity-1s рассчитывали высоты пиков и строи-
ли график зависимости высоты пика, соотнося-
щейся с количеством отобранного вещества, от вре-
мени впитывания витамина Е в кожу. На рис. 2 в
качестве примера представлена зависимость по-
верхностной концентрации витамина Е на коже
человека от времени для одного из участников ис-
следования. Зависимости для других участников
исследования аналогичны. Вопрос о возможно-
сти объединения результатов для разных людей
пока остается открытым, поскольку предвари-
тельно следует оценить влияние увлажненности
кожи, типа кожи и других факторов на результаты
исследования.

Из зависимости поверхностной концентрации
косметического актива от времени видно, что на

Таблица 2. Результаты эксперимента по переносу витамина Е с полиэтиленовой пленки на таблетку КВr для раз-
личных способов пробоотбора

Способ пробоотбора
Высота пика

(1750 см–1), отн. ед.
Концентрация, 

мкл/см2

Пробоотбор витамина Е сразу после нанесения на ПЭ-пленку (поверх-
ностная концентрация 1.53 мкл/см2)

1.03 ± 0.05 1.45 ± 0.07

Повторный пробоотбор витамина Е с участков поверхности ПЭ-пленки, 
с которых ранее был выполнен пробоотбор

0.085 ± 0.004 0.018 ± 0.001

Пробоотбор витамина Е через 20 мин после нанесения пленки витамина Е на 
ПЭ-пленку (начальная поверхностная концентрация 1.53 мкл/см2)

1.04 ± 0.05 1.45 ± 0.07

Пробоотбор витамина Е сразу после нанесения на ПЭ-пленку (поверх-
ностная концентрация 0.92 мкл/см2)

0.59 ± 0.03 0.79 ± 0.04

Рис. 2. Зависимость поверхностной концентрации
витамина Е на коже человека от времени, полученная
путем измерения высоты характеристического пика
при 1750 см–1.
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разных участках скорость трансдермального пе-
реноса витамина Е различается, что соответствует
различному порядку переноса и другим кинети-
ческим параметрам процесса. Исследование дан-
ных вопросов позволит прояснить механизм
впитывания витамина Е и других косметических
активов. Оценить погрешность определения по-
верхностной концентрации витамина Е можно,
исходя из экспериментов по пробоотбору с по-
верхности ПЭ-пленки. Для исследуемых поверх-
ностных концентраций относительная стандарт-
ная неопределенность составляет около 0.05.

При определении косметических активов на
поверхности кожи следует рассмотреть вопрос
влияния органических компонентов себума. В
работах [13, 14], например, установлено влияние
глицеридов жирных кислот на определение аль-
фа-токоферола. Однако авторы отмечают, что
предварительное обезжиривание кожи спирто-
вым раствором позволяет исключить данный
фактор, что подтверждается отсутствием допол-
нительных полос поглощения в ИК-спектрах
проб после отбора с поверхности кожи.

Предложенная методика, по мнению авторов,
может быть применена для изучения трансдер-
мального переноса других косметических акти-
вов, имеющих характеристические колебатель-
ные полосы в приведенном диапазоне волновых
чисел и низкую летучесть, таких как пептиды, ви-
тамины, некоторые поверхностно-активные веще-
ства, гиалуроновая кислота и т.д. При выбранном
подходе ИК-Фурье спектрометрия имеет суще-
ственные преимущества по сравнению с хромато-
графическими методиками количественного опре-
деления веществ на поверхности кожи и аппарат-
ными методами, дающими скорее качественные,
нежели количественные характеристики. Пред-
ложенный авторами подход позволяет быстро
описать качественный и количественный состав
косметического актива. Однако при использова-
нии пробоотборника на основе КВr могут воз-
никнуть трудности, если косметический актив
содержится в водной среде. В случае исследова-
ния водных растворов и эмульсий возможен ва-
риант применения приставки нарушенного пол-
ного внутреннего отражения.
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Предложен способ определения состава каротиноидов плодов томатов различной окраски с ис-
пользованием комбинации спектрофотометрического и хроматографического методов. Впервые
предложено объяснение последовательности элюирования моно цис-изомеров ликопина в услови-
ях обращенно-фазовой хроматографии на традиционных “мономерных” обращенных С18-фазах. Уста-
новлено, что для проликопина, (7Z, 9Z, 7'Z, 9'Z)-ликопина, обеспечивающего оранжевую окраску пло-
дов, существует почти незаметный при обычном просмотре переход в электронно-колебательной струк-
туре электронного спектра поглощения с наименьшей энергией, λmax(1) = 486.2 нм. Определены
основные каротиноиды плодов томатов различной окраски: транс-ликопин и его цис-изомеры для
плодов красной и розовой окрасок, протоликопин и другие каротины, предшествующие его био-
синтезу, для плодов оранжевой окраски, а каротиноидный состав томатов желтой окраски отлича-
ется от томатов первых двух окрасок значительным накоплением лютеина. Для количественной
оценки содержания каротиноидов с различающимися хромофорами предложена система расчета,
позволяющая определить вклад каждого из компонентов сложных смесей.

Ключевые слова: каротиноиды томатов, проликопин, электронные спектры поглощения, обращен-
но-фазовая ВЭЖХ, спектрофотометрия, внутренняя нормировка.
DOI: 10.31857/S0044450220120063

В последнее время отмечен заметный интерес
к природным каротиноидам, не обладающим
провитаминной А активностью. Установлено,
что ксантофиллы лютеин и зеаксантин отвечают
за профилактику возрастной макулярной дистро-
фии [1, 2]. Астаксантин оказался эффективным
агентом в дерматологии [3, 4]. Ликопин в ряде ис-
следований проявил активность в борьбе с онко-
логическими заболеваниями и в профилактике
сердечно-сосудистых заболеваний [5, 6].

Как и все каротиноиды, не синтезирующиеся в
организме человека, ликопин входит в состав
растительных продуктов, употребляемых в пищу.
Важнейшими растительными источниками пол-
ностью транс-ликопина для типичной диеты яв-
ляются плоды томатов привычного красного цве-
та и продукты их переработки (томатные пасты,
томатный сок и пр.) [7]. Однако ликопин, как и
ряд других каротиноидов, относится к соедине-
ниям с невысокой биологической доступностью.
Более того, в некоторых исследованиях [8, 9] кон-
центрация цис-изомеров в сыворотке крови ока-
залась более высокой, чем полностью транс-ли-

конина. Ликопин лучше усваивается после тер-
мической обработки, которая приводит к
появлению цис-изомеров [8]. В этом отношении
особый интерес представляет тетра-цис-изомер
ликопина – (7Z, 9Z, 7'Z, 9'Z)-ликопин или про-
ликопин – изомер с высокой биодоступностью. В
связи с этим неудивительны рекомендации [9] по
употреблению в пищу предпочтительно сортов
томатов, обогащенных цис-изомерами ликопина.

Первоначально для проликопина была пред-
ложена структура, содержащая семь цис-двойных
связей (5Z, 9Z, 13Z, 15Z, 13'Z, 9'Z, 5'Z) (схема 1)
[10]. При ее построении исключили стерически
неблагоприятную из-за большого перекрывания
сфер с ван-дер-ваальсовыми радиусами атомов
водорода метиновой и метильной групп конфигу-
рацию (схема 1, вариант (б)), т.е. фактически цис-
концигурацию по связям 7, 11, 11' и 7'. Однако вы-
полненные позднее ЯМР-спектроскопические
исследования [11] позволили уточнить строение
проликопина, в котором в двух частях молекулы
все-таки имеются приведенные на схеме 1 (вари-
ант (б)) напряжения.

УДК 543.54:543.421/424
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Схема 1. Строение проликопина по данным работ [10] (I) и [11] (II).

Ранее для разделения и определения пролико-
пина и других изомеров ликопина широко исполь-
зовали тонкослойную хроматографию [10, 12]. В
настоящее время при разделении каротиноидов
чаще применяют обращенно-фазовую ВЭЖХ
[13], причем для более эффективного разделения
цис- и транс-изомеров разработаны специальные
“полимерные” обращенные фазы. На традици-
онной С18 стационарной фазе [14] проликопин
элюируется сразу после полностью транс- и
обычных цис-изомеров ликопина. При разделе-
нии каротиноидов на “полимерной” обращенной
фазе С30 с элюированием в градиентном режиме
от метанола до трет-бутилметилового эфира [15]
для идентифицированных веществ удерживание
возрастает в ряду (в скобках приведено время
удерживания, мин): лютеин (14.3) < β-каротин
(20.3) < проликопин (20.6) < δ-каротин (22.3) < γ-
каротин (23.5) < цис-ликопин (25.1) < транс-ли-
копин (26.4).

При качественном и количественном опреде-
лении проликопина (как и для многих каротино-
идов) используют параметры электронного спек-
тра поглощения. Так, в работе [9] отмечено, что
максимум поглощения проликопина (438 нм) су-
щественно гипсохромно смещен относительно мак-
симума поглощения полностью транс-ликопина
(470 нм); при этом различаются и молярные коэф-
фициенты поглощения: 102900 и 184000 м2/моль

соответственно. Однако в работе [16], на которую
ссылаются авторы работы [9], для проликопина
приведены несколько иные спектральные харак-
теристики: 461 (плечо, 70000), 437 (105000) и 417
(плечо, 90000), где в скобках указан молярный
коэффициент поглощения с размерностью л/(моль
см); плечо – это перегиб спектральной линии.
Впрочем, молярный коэффициент поглощения
102900 использован и в работе [17]. Наконец, в ряде
работ при определении каротиноидного состава
сложных смесей, содержащих ликопин и цис-изо-
меры, включая проликопин, используют площади
пиков на хроматограмме без поправок на молярные
коэффициенты поглощения [8, 18].

Цель настоящей работы – разработка методи-
ки определения проликопина в томатах оранже-
вой окраски с использование обращенно-фазо-
вой ВЭЖХ на традиционных С18-фазах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и аппаратура. Использовали ацетон
для УФ-ИК-ВЭЖХ-ГПХ, ацетонитрил для УФ-
ИК-ВЭЖХ-ГПХ (Panreac, Германия) и н-гексан
для ВЭЖХ (Компонент-Реактив, Россия).

Электронные спектры поглощения регистри-
ровали на спектрофотометре Shimadzu UV 2550 в
кварцевых кюветах (l = 1 см). Общее содержание
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каротиноидов в пересчете на главный компонент
смеси определяли по уравнению:

(1)

где A(i) – оптическая плотность экстракта при за-
данной дине волны, λ, нм; V(i) – объем экстракта;
k(i) – кратность разбавления исходного экстракта
перед измерением, M(i) – молярная масса основ-
ного компонента, г/моль; ελ(i) – молярный коэф-
фициент поглощения компонента при заданной
длине воны; m(i) – масса навески лиофильно вы-
сушенного образца, г; 1000 – коэффициент пере-
вода результатов в мг/г. Длины волн, коэффици-
ент молярного поглощения и молярные массы
приведены в табл. 1.

Для контроля видового состава и определения
площадей пиков каротиноидов использовали
хроматографическую систему Agilent 1260 Infinity
с диодно-матричным детектором. Хроматогра-
фическую колонку: 150 × 4.6 мм, Reprosil-Pur
C18-AQ, 3.5 мкм с предколонкой 10 × 4.6 мм Kro-
masil 100-5C18 использовали при температуре
термостата колонки 30°С. Подвижную фазу со-
става 30 об. % ацетонитрила в ацетоне подавали
со скоростью 0.8 мл/мин в изократическом режи-
ме. Хроматограммы записывали при длине волны
детектора, настроенной на определение конкрет-
ных основных каротиноидов, см. табл. 1. Хрома-
тограммы записывали, хранили и обрабатывали,
используя программное обеспечение Agilent
ChemStation.

Пробоподготовка. С приобретенных на рынке
томатов различной окраски снимали тонкую ко-
жицу и мезокарпий гомогенизировали, замора-
живали в морозильной камере (–20°С) с последу-
ющей лиофилизацией на лиофильной сушилке
FreeZone 6L Labconco, продукт растирали в поро-
шок в фарфоровой ступке. Порошок хранили в
холодильнике.

( ) ( ) ( ) ( ) ( )
( ) ( )

100
, мг/г,

A i V i k i M i
c i

i m iλ

×
=

ε

Экстракт готовили растиранием навески (m)
порошка, смоченного небольшим количеством
воды, под слоем н-гексана. Порции экстракта от-
бирали из ступки и переносили на воронку с
фильтровальной бумагой. К твердому остатку до-
бавляли новую порцию экстрагента и экстракцию
повторяли. Повторение экстракции продолжали до
получения практически бесцветной порции экс-
тракта. Все порции экстракта объединяли, и раство-
ритель удаляли на вакуумном ротационном испа-
рителе. Остаток растворяли в известном объеме (V)
подвижной фазы для ВЭЖХ-определения кароти-
ноидов. Полученный раствор фильтровали через
насадочный фильтр в виалы, перенося их в ячей-
ки автодозатора хроматографа.

Расчетные методы. Для обработки площадей
пиков по методу внутренней нормировки ис-
пользовали два способа.

Способ 1 применяли только для оценки вклада
основного компонента в суммарное поглощение
при выбранной длине волны детектирования:

(2)

где α*(i) – доля компонента i (ликопина или про-
ликопина) в сумме каротиноидов, на который
проводится пересчет общего содержания, най-
денного по данным спектрофотометрического
анализа (формула (1)); S(i) – площадь пика ос-
новного компонента; ΣS(j) – сумма площадей все
пиков на хроматограмме. При этом исправленное
на индивидуальный компонент содержание ком-
понента i (c*(i)) определяли по формуле:

(3)

Способ 2 использовали для определения ис-
тинных долей компонентов в сумме каротинои-
дов анализируемой смеси. Для этого электрон-
ный спектр поглощения каждого вещества (запи-

( )*( ) ,
( )

j

S ii
S j

α =


*( ) *( ) ( ).с i i c i= α

Таблица 1. Индивидуальные каротиноиды плодов томата с различной окраской

* Нумерация как на рис. 3.

№* Название λ, нм 
[17]

ε, 
л/(моль см) 

[17]

tR, 
мин

Уровень накопления (мкг/г) для томатов 
различной окраски

красная розовая оранжевая желтая

1 Лютеин 445 145100 1.83 0.5 2.2 0.8 1.7
2 транс-Ликопин (с цис-изоме-

рами)
472 185200 5.19 50.2 43.3 4.0 0.6

3 Проликопин 434 102900 6.02 <0.1 <0.1 38.3 <0.1
4 β-Каротин (с цис-изомерами) 448 139200 8.83 3.6 6.4 2.8 2.5
5 Нейроспорин 435 134500 6.33 <0.1 <0.1 5.0 <0.1
6 Пронейроспорин 430 83900 6.80 <0.1 <0.1 15.1 <0.1
7 ξ-Каротин (с цис-изомерами) 399 135200 7.80 <0.1 <0.1 19.0 <0.1
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санный в кювете детектора) экспортировали в
Excel. Затем по спектрам находили A(λmax(i)) –
оптическую плотность пика в характеристиче-
ском для вещества i-том максимуме поглощения
и A(λdet(i)) – оптическую плотность этого же ка-
роиноида при длине волны записи хроматограм-
мы и, используя приведенные в литературе значе-
ния молярных коэффициентов поглощения
ε(λmax(i)) при характеристической для каждого
компонента длине волны, рассчитывали:

(4)

где α(i) – исправленные доли видов каротинои-
дов в смеси; S(i) – площади пиков соответствую-
щих компонентов на хроматограмме; Σ – сумма
таких величин для всех компонентов. При этом
концентрации всех остальных каротиноидов
(кроме определенной ранее по формуле (3) кон-
центрации основного компонента) (с*(j)) рассчи-
тывают по формуле:

(5)

Оптимизацию геометрии β-каротина прово-
дили по методу ММ2 в программе Chem3D паке-
та ChemOffice2016 (PerkinElmer, GB).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование электронных спектров поглоще-

ния. Напряжения типа (а) на схеме 1 достаточны
для искажения линейной формы полиеновой це-
пи изопреновых фрагментов до S-образной фор-
мы, что можно продемонстрировать структурой,
энергия которой минимизирована в программе
MM2 (рис. 1). Планарная центральная часть мо-
лекулы (между иононовыми кольцами) искажа-
ется в плоскости S-образно из-за стерических на-
пряжений типа (а). Такая изогнутая структура в
этой части сохраняется для всех каротиноидов.
Однако два стерических напряжения типа (б) вы-
водят двойные связи колец из полного сопряже-

max max det

max max det

( ) ( ( )) ( ( )) ( ( ))
( ) ,

( ) ( ( )) ( ( )) ( ( ))
j

S i i A i A i
i

S j j A j A j
ε λ λ λ

α =
ε λ λ λ

( )*( ) *( ) .
( )

jс j c i
a i
α=

ния с полиеновой системой средней части. Это
приводит к тому, что у β-каротина по сравнению
с ликопином при одинаковой длине цепи сопря-
жения (по 11 С=С-связей) максимумы полос аб-
сорбции смещены гипсохромно на 27 нм: длины
волн для первых (по энергии) переходов электрона
равны 478 и 505 нм для β-каротина и для ликопина
соответственно [19], т.е. они различаются на 27 нм.
Для 7,7′-ди-цис-ликопина гипсохромный сдвиг
оказывается относительно небольшим – лишь
около 9 нм, в то время как для 9,9'-ди-цис-лико-
пина он несколько больше – 12 нм [16]. В таком
случае уменьшение длины волны для такого же
(первого) перехода для проликопина (7,9,7',9'-
тетра-цис-ликопина) на 41 нм объяснить трудно.

Можно предположить, что в спектре пролико-
пина имеется еще один малозаметный перегиб.
Для подтверждения предположения о существо-
вании еще одного (именно первого) перехода
электрона провели разложение суммарного спек-
тра на индивидуальные полосы. Разложение вы-
полняли гауссовыми функциями в спектрах с из-
мененными координатами – вместо шкалы длин
волн (нм) использовали энергетическую шкалу
(эВ). При этом для полностью транс-ликопина
найдены пять первых полос переходов с длинами
волн 503.8, 472.9, 445.5, 421.1 и 399.2 нм. Между
полосами обнаружен одинаковый энергетиче-
ский интервал 0.161 эВ, характерный для перехо-
дов на различные колебательные состояния воз-
бужденного электронного состояния (рис. 2а). В
случае проликопина длины волн пяти первых по-
лос переходов 485.2, 464.7, 441.5, 420.6 и 401.5 нм
(при одинаковом энергетическом интервале
0.140 эВ, рис. 2) включают переход, который
практически невозможно обнаружить на спектре.
Разность между длинами волн первых переходов
для полностью транс-ликопина и проликопина
составляет 18.6 нм, что уже не вызывает вопросов.

Разделение и количественное определение каро-
тиноидов разноцветных томатов. Экстракты тома-
тов красной, розовой, оранжевой и желтой окрас-
ки исследовали методом обращенно-фазовой
ВЭЖХ на традиционной “мономерной” С18-фазе

Рис. 1. Структура β-каротина, определенная стерическими напряжениями типов (а) и (б).

(а)(а)

(а)(б) (а)

(б)
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(рис. 3). Каротиноиды идентифицировали по их
электронным спектрам поглощения с учетом из-
менения хроматографической подвижности. При
этом установлено, что ликопин удерживается су-
щественно сильнее по сравнению с лютеином,
что соответствует снижению липофильности ана-
литов при добавлении гидроксильных групп.
Проликопин удерживается сильнее ликопина. На
этот факт следует обратить особое внимание. Так,
по литературным данным для транс-β-каротина

и транс-ликопина и их моно цис-изомеров време-
на удерживания для “мономерных” обращенных
С18-фаз возрастают в ряду [20]: tR(транс-лико-
пин) < tR(9-цис-ликопин) < tR(13-цис-ликопин) <
< tR(15-цис-ликопин). Для объяснения такого по-
рядка следует учесть, что удерживание транс-ли-
копина по нашим данным уменьшается при заме-
не С18-фазы на фазу с меньшей длиной привитых
алкильных групп (С8 и С4), что указывает на
внедрение молекул внутрь привитой фазы. По

Рис. 2. Разложение электронно-колебательных спектров поглощения ликопина (а) и проликопина (б) на составля-
ющие.

0.5

A

0
2.0 2.5 3.0 E, эВ

2
3

1

4

6
7

5

(а)

0.5

A

0
2.25 2.752.50 3.00 3.25 E, эВ

2

3

1

4

6

7

5

(б)

Рис. 3. Разделение каротиноидов плодов томатов красной (a), розовой (б), оранжевой (в) и желтой (г) окраски. Каро-
тиноиды: 1 – лютеин, 2 – полностью транс-ликопин, 3 – проликопин, 4 – β-каротин, 5 – нейроспорин, 6 – проней-
роспорин, 7 – ξ-каротин.
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Рис. 4. Упрощенная схема сорбции полностью транс-ликопина (а) и 15-цис-ликопина (б) на “мономерной” обращен-
ной С18-фазе.
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предложенному ранее варианту строения приви-
той фазы [21] между алкильными группами при-
витой фазы могут свободно разместиться алкиль-
ные группы аналита нормального строения. Но
молекулы большей длины по сравнению с толщи-
ной привитой фазы должны сорбироваться либо
горизонтально, либо под углом к поверхности ос-
нования, а длина молекулы ликопина примерно
вдвое больше толщины привитого С18-слоя. В та-
ком случае очевидно следующее. Во-первых, чем
длиннее внедряемая (горизонтально по отноше-
нию к привитой фазе) молекула, тем меньше ве-
роятность того, что пустоты между привитыми
радикалами выстраиваются в линейный ряд. По-
гружение молекулы внутрь такой фазы связано с
изменением конформации привитых радикалов

для создания таких пустот, в таком случае выиг-
рыш энергии при сорбции уменьшается, и время
удерживания также должно уменьшиться. Во-
вторых, возникающие при этом стерические на-
пряжения внутри привитого слоя тем сильнее,
чем ближе внедряемая молекула к месту крепле-
ния радикала к силикагелевой основе. В случае
15-цис-ликопина изгиб молекулы будет способ-
ствовать сорбции из-за удаления концов молеку-
лы от силикагелевой основы (рис. 4), что объяс-
няет усиление сорбции аналита. При переходе от
15-цис-ликопина к другим изомерам длина одной
из частей молекулы (с полностью транс-связями)
увеличивается, что соответствует относительно
меньшему удерживанию.
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Рост времен удерживания в ряду ликопин –
нейроспорин – ξ-каротин (табл. 1), как и даль-
нейший переход к фитофлуину, является след-
ствием последовательного увеличения липо-
фильности молекул при замене С=С-связи на две
метиленовые группы.

Как следует из представленных хроматограмм,
томаты красного цвета накапливают в качестве
основных каротинов полностью транс-ликопин с
цис-изомерами (около 90%) и β-каротин (немно-
гим более 6%). В томате розового цвета найдены
такие же каротины в несколько отличающемся
соотношении. В томате желтого цвета на β-каро-
тин приходится около половины от всех кароти-
ноидов, и примерно треть от всех каротиноидов
занимает ксантофилл – лютеин.

Наиболее сложным оказывается каротиноид-
ный состав плодов томатов оранжевого цвета:
при небольших долях лютеина, транс-ликопина,
обычных простых цис-изомеров и β-каротина ос-
новной пик на хроматограмме представлен про-
ликопином (45% от суммы каротиноидов), кото-
рому сопутствует группа каротинов, предшеству-
ющих проликопину с цепи биосинтеза [14]. То,
что небольшому пику ξ-каротина на хромато-
грамме на рис. 3в соответствует значительная до-
ля (22.4%) среди всех каротиноидов объясняется
особенностью детектирования при 440 нм – в об-
ласти с небольшим поглощением веществ с силь-
но гипсохромно смещенными полосами. На 3D
хроматограмме (рис. 5) заметен и трудно отделя-

ющийся от β-каротина пик фитофлуина (8), ко-
торый невозможно обнаружить при обычных
длинах волн, используемых при записи хромато-
грамм каротиноидов. Таким образом, использо-
вание площадей пиков без поправочных коэффи-
циентов может привести к очень большим по-
грешностям в определении долей каротиноидов в
сложной смеси, поэтому предложенный способ
расчета по уравнению (3) для контроля состава
каротиноидов следует считать обязательным.

Для определения уровня накопления кароти-
ноидов в сложных смесях можно предложить
подход, комбинирующий спектрофотометриче-
ский и хроматографический методы. По предла-
гаемому методу следует записать электронный
спектр смеси каротиноидов и определить оптиче-
скую плотность при длине волны, рекомендуе-
мой для определения основного компонента –
обычно это второй (по энергии) максимум в
спектрах индивидуальных каротиноидов, напри-
мер 472 нм для ликопина. Затем записать хрома-
тограмму с детектированием при той же длине
волны и выполнить расчеты как указано в “Экс-
периментальной части”.
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Рассмотрен метаболизм нового ноотропного препарата – унифирама, который предположительно
обладает существенно большей активностью по сравнению с пирацетамом и проходит клинические
испытания в качестве средства для улучшения памяти, предотвращения болезни Альцгеймера, син-
дрома дефицита внимания и различных форм деменции. Предложены структуры двух потенциаль-
ных метаболитов унифирама. На основе интерпретации полученных масс-спектров ионов-прекур-
соров и ионов-продуктов показано применение методологии нецелевого скрининга с использова-
нием ультра высокоэффективной жидкостной хроматографии–масс-спектрометрии высокого
разрешения в целях их обнаружения. Установлено, что определение предполагаемых метаболитов
унифирама возможно только с применением ферментативного гидролиза, в то время как минераль-
ный гидролиз приводит к полному разрушению как самого унифирама, так и предполагаемых ме-
таболитов. Использование предложенных условий хроматографирования и масс-спектрометриче-
ского детектирования делает возможным обнаружение метаболитов унифирама в течение шести
дней после однократного употребления 10 мг вещества.

Ключевые слова: ноотропы, УВЭЖХ−МСВР, метаболиты, нецелевой скрининг.
DOI: 10.31857/S0044450221020134

Унифирам (DM232) (схема 1) относится к но-
вому поколению ноотропов, для которых заяв-
ленная эффективность существенно превышает
широко распространенный пирацетам [1–5]. Ми-
нимальная эффективная доза для унифирама в
условиях индуцированной скополамином амнезии
составляет всего 0.001 мг/кг [1], в то время как для
пирацитама это значение составляет 30 мг/кг.

Схема 1. Структурная формула унифирама.
Помимо влияния унифирама на улучшение

памяти, он относится к ряду перспективных пре-
паратов для предотвращения болезни Альцгейме-
ра, синдрома дефицита внимания и различных
форм деменции. При проведении реальных ис-

пытаний и в клинической практике используют
большие дозировки унифирама (0.3–10 мг/кг), в
ряде случаев в сочетании с другим перспективным
ноотропным препаратом – сунифирамом [2].

Помимо сведений об эффективности препара-
тов, применяемых для лечения заболеваний цен-
тральной нервной системы, а также для улучше-
ния памяти и концентрации внимания, интерес
представляет изучение их метаболизма в организ-
ме человека.

Среди ноотропов наибольшее распростране-
ние и популярность получил пирацетам, который
согласно литературным данным практически
полностью выводится из организма в нативном
виде [6–15]. В отношении унифирама известно,
что он выводится в нативном виде частично и
имеет очень узкое окно обнаружения [16].

На сегодняшний день данные о потенциаль-
ных метаболитах унифирама отсутствуют, что
обусловливает актуальность их поиска на основе,
в частности, эмпирических и полуэмпирических
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данных о метаболизме ксенобиотиков в организ-
ме человека [17].

Цель настоящей работы – поиск метаболитов
унифирама в моче путем нецелевого скрининга с
применением ультра высокоэффективной жид-
костной хроматографии–масс-спектрометрии
высокого разрешения (УВЭЖХ–МСВР), фер-
ментативного гидролиза и метода “разбавил и
вколол”.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объект исследования. В эксперименте участво-
вал доброволец (возраст 21 год), давший инфор-
мированное устное согласие после ознакомления
с планом и условиями исследования. До употреб-
ления унифирама образцы мочи собирали в тече-
ние двух дней (утром и вечером), после чего доб-
роволец однократно употреблял 10 мг унифира-
ма. Затем образцы мочи собирали в течение
10 дней (утром и вечером). Обязательными усло-
вими при выполнении эксперимента являлись
отсутствие заболеваний, требующих употребле-
ния медикаментов, минимизация факторов
стресса и соблюдение диеты на протяжении экс-
перимента, что позволяло снизить вариативность
данных.

Реактивы и реагенты. Стандартный образец
унифирама приобретали у “Shanghai Soyoung Bio-
tech. Inc.” (Китай). Метанол “для ВЭЖХ” приоб-
ретали у “J.T. Baker” (США). Воду сопротивлени-
ем 18.2 МОм см получали с использованием си-
стемы Milli-Q Simplicity (Millipore, Франция).
Ацетат аммония ч. д. а. и муравьиную кислоту х. ч.
для подвижной фазы приобретали у компаний
“Вектон” (Россия) и “Acros Organics” (США) со-
ответственно. Гидролиз проб проводили с ис-
пользованием глюкуронидазы E. Coli и H. Poma-
tia, приобретенными у компаний “Roche” (Гер-

мания) и “Sigma-Aldrich” (США), для
минерального гидролиза применяли соляную
кислоту х. ч. (Вектон, Россия).

Условия УВЭЖХ–МСВР-анализа. Для поиска
вероятных метаболитов использовали квадру-
поль-времяпролетный масс-спектрометр Bruker
MaXis Impact, оснащенный источником электро-
распылительной ионизации, соединенный с
УВЭЖХ-системой Bruker Elute под управлением
программного обеспечения Bruker Compass
HyStar 4.1. Полученные данные анализировали с
использованием программного обеспечения Bruker
Data Analysis 4.4. Для хроматографического разде-
ления применяли аналитическую колонку Bruker
Intensity Solo-2 C18 (75 × 2.1 мм, 2.6 мкм), термоста-
тируемую при 40°С и оснащенную предохрани-
тельной колонкой с идентичным сорбентом.
Условия масс-спектрометрического детектиро-
вания и градиентного элюирования приведены в
табл. 1, 2.

Подготовленные к анализу образцы термоста-
тировали в автоматическом дозаторе при 5°С.

Пробоподготовка. Подготовку проб к анализу
проводили путем простого разбавления проб, а
также ферментативного и минерального гидро-
лиза, используя ферменты E. coli и H. pomatia. Из-
вестно, что после ферментативного гидролиза с
использованием E. coli происходит деконъюгация
исключительно глюкуронидов, в то время как
применение H. pomatia позволяет деконъюгиро-
вать как глюкурониды, так и сульфаты благодаря
наличию арилсульфатазы, однако эффектив-
ность фермента сильно зависит не только от тем-
пературы инкубации проб после его добавления,
но и от значения рН образца. Так, оптимальное
значение рН для фермента E. coli лежит в диапа-
зоне 6.5–6.8, в то время как наибольшая актив-
ность H. pomatia достигается при рН 4.5. В обоих
случаях для поддержания необходимого значения

Таблица 1. Условия градиентного элюирования

Время, 
мин

Подвижная фаза А (5 мМ водный раствор 
формиата аммония с 1% метанола и 0.05% 

муравьиной кислоты), %

Подвижная фаза В (5 мМ метанольный 
раствор формиата аммония 

и 0.05% муравьиной кислоты), %

Скорость потока 
подвижной фазы, 

мл/мин

0.0 96.0 4.0 0.20
0.1 96.0 4.0
1.0 81.7 18.3
2.5 50.0 50 0.22

14.0 0.1 99.9 0.40
16.0 0.1 99.9 0.48
16.1 96.0 4.0
19.0 96.0 4.0
19.1 96.0 4.0 0.20
20.0 96.0 4.0
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рН используют буферные растворы – фосфатный
и ацетатный соответственно. Для реализации
этого подхода к аликвоте пробы мочи объемом
3 мл добавляли 1 мл буферного раствора и 30 мкл
фермента, тщательно перемешивали, после чего
инкубировали при 50°С в течение 1 ч, охлаждали до
комнатной температуры, отбирали 1 мл гидролиза-
та и центрифугировали в течение 10 мин в пробирке
типа Эппендорф емк. 1.5 мл при 10000 об/мин, по-
сле чего супернатант переносили в стеклянные
виалы для последующего анализа.

Минеральный гидролиз позволяет разрушать
практически все возможные виды конъюгатов,
что является его несомненным преимуществом,
однако ферментативные способы являются го-
раздо более мягкими и щадящими как по отноше-
нию к образцу, так и к прибору (при дальнейшем
анализе полученных проб). Минеральный гидролиз
проводили следующим образом: аликвоту мочи
объемом 3 мл помещали в стеклянную пробирку с
завинчивающейся крышкой, добавляли 500 мкл
конц. HCl, герметично закрывали, перемешива-
ли, после чего инкубировали при 80°С в течение
1 ч, затем отбирали 1.5 мл гидролизата, переноси-
ли в пробирку типа Эппендорф через воронку, за-
полненную гидрокарбонатом натрия (для ней-
трализации кислоты), и центрифугировали в те-
чение 10 мин при 10000 об/мин с последующим
переносом супернатанта в стеклянную виалу для
анализа.

Для разбавления проб использовали смесь
0.1%-ный раствор муравьиной кислоты в воде–
ацетонитрил (50 : 50, v/v) следующим образом:
200 мкл пробы мочи помещали в пробирку типа
Эппендорф и добавляли 800 мкл разбавителя, пе-
ремешивали на вортексе в течение 1 мин, после
чего центрифугировали в течение 10 мин при
10000 об/мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Учитывая среднюю полярность унифирама,

применение обращено-фазовой УВЭЖХ являет-
ся оптимальным решением. Кроме того, исходя
из структуры нативного вещества и базируясь на
известных особенностях протекания метаболиз-
ма в организме человека, можно предположить
структуры некоторых метаболитов (рис. 1).

Наши предположения о структурах метаболи-
тов основаны как на описанных в работе [17] за-
кономерностях протекания основных стадий ме-
таболизма ксенобиотиков, так и на расчетах с
применением программно-аппаратных комплек-
сов, таких как MetWorks (Thermo Scientific) [18] и
GLORY (Hamburg University) [19]. Следует отме-
тить, что, несмотря на постоянное совершенство-
вание подобных программных продуктов, их точ-
ность по-прежнему остается относительно невы-
сокой. Кроме того, описанные выше подходы
зачастую позволяют сделать предположение лишь
о наиболее очевидных метаболитах. В связи с этим
применение метода in vitro по-прежнему остается
наиболее надежным способом решения подобных
задач. Тем не менее применение программных
продуктов для прогнозирования путей метабо-
лизма представляет интерес из-за отсутствия в
ряде случаев возможности проведения экспери-
ментов с использованием клеточных культур. Од-
нако такой подход требует ряда дополнительных
предосторожностей для снижения риска возник-
новения ложноположительного результата. Сре-
ди них – требования к отсутствию пиков эндоген-
ных соединений с близкими к предполагаемым
метаболитам значениями параметров удерживания,
а также минимизация погрешности определения
масс (менее 5 ppm для режима сканирования
ионов-прекурсоров и не более 10 ppm в режиме ска-
нирования ионов-продуктов). Дополнительным и
немаловажным способом проверки корректности

Таблица 2. Условия детектирования унифирама и его потенциальных метаболитов

Параметр Значение

Источник ионизации Электрораспылительная ионизация
Полярность Положительная
Напряжение на капилляре, В 3500
Напряжение на экстрагирующей линзе, В 400
Температура источника ионизации, °С 200
Давление газа-распылителя, МПа 0.2
Расход газа-осушителя, л/мин 8
Диапазон сканирования масс, Да 140–600
Скорость сканирования, Гц 2
Газ-мишень Азот
Давление газа-мишени, мТорр 1.5
Энергия соударительной диссоциации, эВ 20
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первичных выводов является также оценка изо-
топного распределения, особенно для таких со-
единений, как унифирам, имеющих несколько
разных гетероатомов в исходной структуре.

Исходя из описанных выше соображений,
пробы мочи анализировали до и после употребле-
ния унифирама с использованием нескольких ре-
жимов сканирования: автоматического выбора
ионов-прекурсоров с последующим получением
спектра ионов продуктов (auto MS/MS), сканиро-
вания полного спектра ионов-прекурсоров (full
MS), а также с применением режима широкопо-
лосного пропускания ионов с последующей соуда-
рительной диссоциацией (bbCID) с привлечением
библиотек Target Screener, содержащих спектры
ряда ксенобиотиков и их метаболитов и пестици-
дов для минимизации возникновения ложнополо-
жительных результатов.

После анализа хроматограмм (рис. 2) с приме-
нением описанных выше критериев удалось вы-
делить два потенциальных метаболита унифирама
(рис. 3). Анализируя полученные ионы-прекурсо-
ры и соответствующие им ионы-продукты, можно
сделать вывод о том, что образование дефторди-
гидроксилированного метаболита (М1) происхо-
дит указанным на рис. 3 путем, а не за счет замеще-
ния атома фтора на гидроксильную группу, о чем
свидетельствует наблюдаемая фрагментация
(рис. 4, 5). Положение гидроксильных групп в при-
веденной схеме фрагментации является допущени-
ем и приведено в целях удобства расчета масс.

Исходя из точной массы второго потенциаль-
ного метаболита и закономерностей протекания
метаболизма ксенобиотиков можно сделать вы-
вод о том, что это моногидроксилированный ме-
таболит или сформировавшийся в результате де-
алкилирования и карбонилирования метаболит.

Рис. 1. Теоретически возможные пути метаболизма унифирама.
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В пользу последнего варианта свидетельствует
наблюдаемая фрагментация (рис. 6, 7).

Все предположения базируются на соотнесе-
нии наблюдаемых и теоретических масс и их изо-
топного распределения (табл. 3).

Полученные результаты справедливы в отно-
шении проб после ферментативного гидролиза.
Образцы, подвергшиеся минеральному гидроли-
зу, исключили из рассмотрения ввиду их деграда-
ции в процессе инкубирования с соляной кислотой,
вероятно, приводившей к разрушению аналитов. В
ряде случаев не представлялось возможным обна-
ружить даже стероидные гормоны, также склонные
к деградации в условиях высокотемпературного и
продолжительного минерального гидролиза.

К сожалению, зачастую применение масс-
спектрометрии не позволяет установить точное
положение заместителя (в частности, гидрок-
сильной группы), а достоверное подтверждение
возможно исключительно лишь после препара-
тивного выделения предполагаемых метаболитов
в достаточных количествах с дальнейшим описа-
нием методами ЯМР- и ИК-спектроскопии (по-
мимо масс-спектрометрии) или путем встречного
синтеза предполагаемых метаболитов и сопостав-
ления их параметров удерживания и масс-спек-
тральных характеристик с наблюдаемыми в об-
разце.

Методология нецелевого поиска метаболитов
в данном случае построена на постепенном уве-
личении элюирующей силы подвижной фазы при
использовании хроматографического разделения
с быстрой регистрацией спектра ионов-прекур-
соров и ионов-продуктов. Для повышения экс-
прессности анализа, а также уменьшения шири-
ны хроматографических пиков помимо градиента
по составу подвижной фазы (ПФ) возможно так-
же изменение скорости еe подачи. Подобная
плавная развертка градиента позволяет умень-
шить количество коэлюирующихся соединений и
обеспечить лучшую работу масс-спектрометра в

целях нецелевого поиска соединений ввиду мень-
шего гашения ионизации, для чего в случае масс-
спектрометрии высокого разрешения оптималь-
ным выбором является режим auto MS/MS. В
случае применения этого режима особое внима-
ние следует уделить критериям выбора ионов-
прекурсоров и условиям их динамического ис-
ключения. Для проведения экспериментов в рам-
ках поставленной нами задачи было принято ре-
шение использовать семь наиболее интенсивных
ионов-прекурсоров с их динамическим исключе-
нием после трех циклов сканирования и возмож-
ностью повторного сканирования при выполне-
нии одного или всех следующих условий: интен-
сивность иона возрастает до 1 млн имп/с или по
прошествии 30 с после последнего сканирования

Рис. 2. Хроматограмма образца мочи (четвертый день после употребления унифирама), содержащего предполагаемые
метаболиты, по выделенным протонированным молекулярным ионам (М1 – m/z 313.0853, М2 – m/z 315.0809).
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Рис. 3. Предполагаемые метаболиты унифирама.
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данного иона. Весь цикл сканирования ионов-
продуктов и ионов-прекурсоров осуществлялся
за 2 с, что при оптимизации метода на быстрое
разделение могло бы привести к возникновению
ложноотрицательных результатов из-за низкой
скорости сканирования, в то время как ее суще-
ственное повышение привело бы к значительно-
му падению интенсивности сигналов.

Применение режима сканирования full MS, в
свою очередь, часто позволяет добиться макси-
мальной чувствительности для QTOF-систем
(ввиду отсутствия потерь в процессе соударитель-
ной ионизации), что немаловажно при оценке
временных окон обнаружения потенциальных
метаболитов после употребления нативного ве-
щества после подтверждения их структуры.

Рис. 4. Масс-спектр ионов-продуктов, полученный для предполагаемого метаболита унифирама М1.
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В то же время градиент по скорости подачи по-
движной фазы может негативно сказаться на чув-
ствительности анализа, поскольку параметры тем-
пературы источника ионизации, напряжения на
капилляре и расхода газов на распыление и осуше-
ние напрямую зависят от скорости ее потока.

При оптимизации условий качественного и
количественного анализа уточнение окон обна-
ружения, как правило, проводят рутинным для
лаборатории методом. В предложенных нами
условиях определение нативного унифирама в
моче возможно в течение до трех суток с момента

Рис. 6. Масс-спектр ионов-продуктов, полученный для предполагаемого метаболита унифирама М2.
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его однократного употребления с использовани-
ем процедуры разбавления проб мочи. Обнаруже-
ние М2 возможно с третьих по пятые сутки, М1 –
с третьего по шестой день после применения фер-
ментативного гидролиза.

Исследования проводили при поддержке проек-
тов Госзадания Минобрнауки РФ (проект FZEN-
2020-0022) и РФФИ, проект № 19-43-230004 р_а, с
участием специалистов ЦКП “Эколого-аналити-
ческий центр” Кубанского государственного уни-
верситета, уникальный идентификатор центра
RFMEFI59317Х0008.
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Таблица 3. Теоретические и наблюдаемые массы унифирама и предполагаемых метаболитов, полученные с при-
менением УВЭЖХ–МСВР с электрораспылительной ионизацией в режиме регистрации положительных ионов

Компонент Элементная 
композиция

Теоретическая масса 
протонированного 

иона, m/z

Наблюдаемая масса 
протонированного 

иона, m/z

Ошибка 
определения 
массы, ppm

Время 
удерживания, 

мин

Унифирам С13Н15FN2O3S 299.0860 299.0865 –1.67 5.23
М1 С13Н16N2O5S 313.0853 313.0854 –0.32 3.65
М2 С13Н15FN2O4S 315.0809 315.0805 1.27 4.82
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Показана возможность определения амикарбазона и его двух метаболитов в одной анализируемой
пробе методом ВЭЖХ с УФ-детектированием в воде, почве, зерне, масле и зеленой массе кукурузы.
Установлено, что после извлечения аналитов из образцов ацетонитрилом и очистки способом твер-
дофазной экстракции при использовании комбинации сорбентов C18ЕС и активированного угля и
патрона Диапак С степень извлечения всех аналитов составляет 81–90% с погрешностью 1.1–2.5%.
Предел количественного определения 0.05 мг/кг. Для извлечения веществ из образцов воды ис-
пользовали патроны для твердофазной экстракции Диапак С16. Разработанная методика примени-
ма для определения амикарбазона и его метаболитов в объектах окружающей среды и сельскохозяй-
ственной продукции.

Ключевые слова: амикарбазон, триазолины, метаболиты, ВЭЖХ, УФ-детектор, QuEChERS, объек-
ты окружающей среды, кукуруза.
DOI: 10.31857/S0044450221020031

Ежегодно на рынке средств защиты растений
появляются препараты на основе новых действу-
ющих веществ, способных к проявлению пести-
цидной активности. Однако каким бы привлека-
тельными ни был препарат в плане биологиче-
ской эффективности, он должен соответствовать
требованиям экотоксикологической безопасно-
сти. По этой причине изучение и определение
остаточных количеств пестицидов в продукции
растениеводства и объектах окружающей среды
имеет важное значение при разработке и внедре-
нии новых средств защиты растений [1]. Безопас-
ными для здоровья потребителя принято считать
продукты, которые или не содержат токсических
веществ, или содержат их в количествах, допусти-
мых санитарными нормами и гигиеническими
нормативами.

Амикарбазон является селективным гербици-
дом, который действует путем ингибирования
фотосинтеза. Он используется для предпосевной,
предвсходовой или послевсходовой обработки
кукурузы в поле для избирательного контроля
широколиственных сорняков [2]. Амикарбазон –

это триазолиноновый гербицид, разработанный
для замены атразина на мировом рынке. Впервые
зарегистрирован Агентством по охране окружаю-
щей среды США (EPA) в 2005 году. Входит в со-
став препаратов Amitron 700WG, содержащий
700 г/кг амикарбазона, Amicarbazone DF, Xoner-
ate и Dinamic 70% (США). US EPA установлены
максимально допустимые уровни (МДУ) содер-
жания амикарбизона в кукурузе (кукуруза (фу-
раж) – 0.80 мг/кг, зерне – 0.05 мг/кг, соломе –
1.0 мг/кг [3]. В России препарат с действующим
веществом амикарбазон в настоящее время про-
ходит регистрационные испытания и МДУ пока
не установлены.

Амикарбазон является умеренно стойким в
аэробной почве, он устойчив к прямому фотоли-
зу, гидролизу и анаэробному водному метаболиз-
му [4, 5]. При лабораторных и полевых исследова-
ниях идентифицированы три основных метаболита
амикарбазона (АМЗ), образующихся в почве – дез-
амино амикарбазон (ДА), N-метил-дезамино ами-
карбазон и декарбоксамид, также обладающие
высокой мобильностью. Показано, что быстрее

УДК 543.544.5.068.7+632.954

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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всех в почве разлагается АМЗ и с наименьшей
скоростью ДА. Дезамино амикарбазон также об-
разуется в водных системах в результате непрямо-
го фотолиза. В растениях основными метаболита-
ми амикарбазона считаются дезамино амикарбазон
и изопропил-2-гидрокси-дезамино амикарбазон
(изопр-2-ОН-ДА) [6, 7].

Первые способы выделения амикарбазона и
метаболитов из сои предусматривали экстракцию
либо водой, либо 0.05%-ной Н3РО4, либо смесью
ацетонитрил–0.1%-ная уксусная кислота (4 : 1)
при 150°С под давлением 1500 psi в присутствии
оксида алюминия с последующими очисткой на
катриджах для твердофазной экстракции (ТФЭ) и
определением методом ВЭЖХ с масс-спектро-
метрическим детектированием (предел определе-
ния 0.01 ppm, полнота извлечения 85–97% с по-
грешностью 2–6%) [2].

В настоящее время возможно одновременное
определение АМЗ, ДА и изопр-2-ОН-ДА в почве
[6, 8], а также в зерне (рис, пшеница, гречка), сое-
вых бобах, кукурузе с применением метода ВЭЖХ с
масс-спектрометрическим детектированием [9, 10].

Описана методика анализа готовых форм пре-
паратов, содержащих в качестве действующего
вещества амикарбазон, методом ВЭЖХ с УФ-де-
тектированием (ВЭЖХ-УФ) [11–13].

Сведения об использовании метода ВЭЖХ-
УФ для одновременного определения амикарба-
зона, дезамино амикарбазона и изопропил-2-
ОН-дезамино амикарбазона в объектах окружаю-
щей среды и растительных матрицах в литературе
отсутствуют.

Данное исследование посвящено созданию
более доступного для широкого использования
способа одновременного определения амикарба-
зона и его метаболитов в объектах окружающей
среды и растительных матрицах с применением
ВЭЖХ-УФ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты и материалы. Стандартные растворы

амикарбазона и его метаболитов готовили из ана-
литических стандартов с чистотой 99.6% (амикар-
базон); 99.6% (дезамино амикарбазон); 99.9%
(изопропил-2-гидрокси-дезамино амикарбазон)
(Arysta Lifescience, Япония).

Для выделения определяемых веществ приме-
няли ацетонитрил (сорт 5), гексан сорт 3 (Крио-
хром, Россия), дихлорметан х. ч., ацетон ос. ч.,
метанол х. ч., этилацетат х. ч., NaCl ч. д. а., Na2SO4
безводный ч. д. а. (Вектон, Россия), NaOH х. ч.
(Реахим, Россия), MgSO4 безводный 97%, натрий
цитрат двузамещенный сесквигидрат 99%, на-
трий цитрат трехзамещенный дигидрат 98% (Sig-
ma-Aldrich, США).

Для очистки экстрактов использовали cорбен-
ты на основе силикагеля с привитыми эндкепи-
рованными октадецильными группами (С18Е) и с
привитыми пропиламинными группами
(CH2)3NH2 (PSA) (Agilent Technologies, США),
флорисил 60–100 меш (Sigma-Aldrich, США), ок-
сид алюминия, нейтральный по Брокманну II
(Reanal, Венгрия), силикагель 60 (40–63 мкм)
(Мerck, Германия), уголь активированный (0.5–
1.5 мм) (Вектон, Россия) и патроны для ТФЭ –
Диапак С16 (гидрофобный сорбент с привитыми
гексадецильными группами, 3 мл, 63–200 мкм,
100 Å), Диапак С (гидрофильный слабокислот-
ный сорбент с постоянной активностью, 3 мл,
40–63 мкм, 60 Å) и Диапак Амин (слабоосновный
анионообменник с привитыми аминогруппами,
3 мл, 63–200 мкм, 100 Å) (БиоХимМак СТ, Россия).

Для приготовления подвижной фазы исполь-
зовали ацетонитрил (сорт 0, Криохром, Россия),
воду (бидистиллированную, деионизированную),
кислоту ортофосфорную х. ч. (Вектон, Россия).

Аппаратура. Применяли высокоэффективный
жидкостный хроматограф Alliance с УФ-детекто-
ром, хроматографическую колонку Sun Fire C18
(250 × 4.6 мм, 5.0 мкм) (Waters, США); аппарат
для встряхивания Multi Reax (Heidolph, Герма-
ния); центрифугу 5810 (Eppendorf AG, Германия);
ротационный вакуумный испаритель R-205 (Bu-
chi, Швейцария), вакуумный манипулятор для
работы с патронами для твердофазной экстрак-
ции (Waters, США) с мембранным насосом V-850
(Buchi, Швейцария).

Приготовление стандартных растворов. Исход-
ный стандартный раствор амикарбазона и метабо-
литов с концентрацией 0.5 мг/мл готовили раство-
рением аналитических стандартов амикарбазона,
дезамино амикарбазона и изопропил-2-гидрокси-
дезамино амикарбазона по 50.0 ± 0.5 мг в ацетонит-
риле в мерной колбе емк. 100 мл. Градуировочные
растворы с концентрациями 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 и
1.0 мкг/мл готовили последовательным разбавле-
нием, используя подвижную фазу. Градуировоч-
ную кривую строили по серии стандартных рас-
творов, содержащих от 0.05 до 1.0 мкг/мл ами-
карбазона и метаболитов в подвижной фазе.

Условия определения амикарбазона и метаболи-
тов методом ВЭЖХ-УФ. Подвижная фаза – смесь
ацетонитрила и 0.005 М H3PO4 (40 : 60). Скорость
потока элюента 1.0 мл/мин, рабочая температура
колонки 25°C, рабочая длина волны 220 нм, объ-
ем вводимой пробы 20 мкл.

В методе ВЭЖХ-УФ использовали метод абсо-
лютной градуировки. На каждом из 5 уровней
концентраций амикарбазона и метаболитов в
диапазоне 0.05–1.0 мкг/мл проводили по 3 изме-
рения. Градуировочные графики были линейны с
коэффициентами корреляции (R2) 0.999538 (ами-
карбазон), 0.999490 (дезамино амикарбазон) и
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0.999553 (изопропил-2-гидрокси-дезамино ами-
карбазон). Степень извлечения амикарбазона и
его метаболитов определяли на четырех уровнях
концентраций в пяти повторностях.

Пробоподготовка. Для выделения амикарбазона
и метаболитов из воды образец воды (50 мл) вно-
сили на патрон Диапак С16, предварительно про-
мытый 2.5 мл ацетонитрила, затем 3 мл воды. Па-
трон с нанесенным образцом промывали 5 мл
смеси ацетонитрил–вода (1 : 9, по объему), элюиро-
вали аналиты 6 мл смеси ацетонитрил–вода (2 : 1,
по объему). Элюат упаривали досуха при темпе-
ратуре не выше 40°С, сухой остаток растворяли в
1 мл подвижной фазы и 20 мкл вводили в хрома-
тограф.

Для выделения амикарбазона и метаболитов из
почвы к образцу почвы (10 г), помещенному в по-
липропиленовую центрифужную пробирку емк.
50 мл, добавляли в качестве экстрагента 20 мл
ацетона. Продолжительность экстракции с помо-
щью аппарата для встряхивания составляла
10 мин с последующим центрифугированием в
течение 10 мин при 4000 об/мин. Из экстракта от-
бирали аликвоту 4 мл, соответствующую 2 г поч-
вы, которую упаривали при температуре бани не
выше 40°С. Сухой остаток растворяли в 1 мл по-
движной фазы и 20 мкл пробы вводили в хромато-
граф.

Для выделения амикарбазона и его метаболитов
из зерна и масла кукурузы к 10 г образца анализи-
руемого материала (измельченных зерна или зе-
леной массы) или масла в полипропиленовой
центрифужной пробирке емк. 50 мл последова-
тельно добавляли 10 мл ацетонитрила, 4 г безвод-
ного сульфата магния, 1 г хлорида натрия, 1 г цит-
рата натрия (трехзамещенный дигидрат) и 0.5 г
цитрата натрия (двузамещенный сесквигидрат).
К образцам зерна дополнительно добавляли 7 мл
воды, к образцам масла – 3 мл воды. Экстракцию
проводили с помощью аппарата для встряхива-
ния в течение 10 мин с последующим центрифу-
гированием в течение 10 мин при 4000 об/мин.

Для очистки экстракта 5 мл верхнего ацето-
нитрильного слоя переносили в центрифужную
пробирку емк. 15 мл, содержащую 125 мг активи-
рованного угля, 250 мг сорбента С18Е и 750 мг
безводного сульфата магния. Содержимое про-
бирки встряхивали в течение 10 мин, затем цен-
трифугировали в течение 10 мин при 4000 об/мин.
2 мл экстракта (из верхнего ацетонитрильного
слоя) упаривали досуха при температуре бани не
выше 40°С. Сухой остаток растворяли в 1 мл по-
движной фазы и подготовленную пробу (20 мкл)
вводили в хроматограф.

Выделение амикарбазона и его метаболитов из
зеленой массы осуществляли описанным выше
способом, но сухой остаток, полученный после
очистки экстракта с помощью активированного

угля и сорбента С18Е, дополнительно очищали на
патронах Диапак С. Для этого его растворяли в
1 мл смеси гексан–этилацетат (1 : 1, по объему),
наносили на патрон, предварительно промытый
2 мл метанола, 2.5 мл этилацетата и затем 3 мл
смеси гексан–этилацетат (1 : 1, по объему). Колбу
ополаскивали еще 1 мл смеси гексан–этилацетат
(1 : 1, по объему) и также наносили на патрон. Па-
трон с нанесенным образцом промывали 5 мл
смеси гексан–этилацетат (1 : 1, по объему). Ами-
карбазон и метаболиты элюировали 5 мл этилаце-
тата и 6 мл смеси этилацетат–метанол (1 : 1, по
объему), элюаты объединяли и упаривали досуха
на ротационном вакуумном испарителе при тем-
пературе бани не более 40°С. Сухой остаток рас-
творяли в 1 мл подвижной фазы и 20 мкл пробы
вводили в хроматограф.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

При разработке способа определения амикар-
базона и его двух метаболитов одновременно в
одной анализируемой пробе методом ВЭЖХ-УФ
необходимо было установить оптимальные усло-
вия хроматографирования и идентификации ана-
литов, их экстракции и очистки, обеспечиваю-
щие максимальную степень извлечения для каж-
дого из веществ из объектов окружающей среды и
растений.

Условия определения амикарбазона, дезамино
амикарбазона и изопропил-2-ОН-дезамино ами-
карбазона методом ВЭЖХ-УФ. При оптимизации
условий хроматографирования и идентификации
амикарбазона и его двух метаболитов с целью
обеспечения максимальной чувствительности и
хорошего разделения всех трех компонентов ва-
рьировали длину волны, тип колонки и соотно-
шение компонентов подвижной фазы.

Для решения задачи совместного определения
трех веществ в одной пробе в первую очередь не-
обходимо определить длину волны, обеспечива-
ющую наибольшую чувствительность при опре-
делении всех трех соединений. В УФ-спектре по-
глощения аналитических стандартов АМЗ, ДА и
изопр-2-ОН-ДА имеется только один максимум
при 219.7 нм. При использовании ультраэффек-
тивного хроматографа с диодной матрицей и ко-
лонкой с фазой С18 (50 × 2.1 мм, 1.7 мкм) разде-
лить аналиты не получилось. На данной колонке
АМЗ и изопр-2-ОН-ДА выходят практически в
мертвом объеме. Изменение соотношения ацето-
нитрила и 0.005 М H3PO4 с 60 : 40 на 40 : 60 приводит
к увеличению времени удерживания с 0.72 мин до
1.05 мин для АМЗ и с 0.63 мин до 0.76 мин для
изопр-2-ОН-ДА соответственно, но пики дефор-
мируются.

Хорошее разделение АМЗ, ДА и изопр-2-ОН-ДА
достигнуто при использовании высокоэффектив-
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ного жидкостного хроматографа Alliance с давле-
нием, не превышающим 4000 psi, и колонкой С18
длиной 250 мм при составе подвижной фазы 40%
ацетонитрила и 60% 0.005 М H3PO4. При длине
волны 220 нм нижняя граница определяемых со-
держаний составила 0.05 мкг/мл (рис. 1).

Отметим, что в известных методиках нижняя
граница определяемых содержаний амикарбазо-
на методом ВЭЖХ-УФ при длинах волн 270 нм
[11], 230 нм [12] и 223 нм [13] при соотношении
компонентов подвижной фазы 60% ацетонитрила
и 40% воды составляет 0.2–0.3 мкг/мл.

Выделение амикарбазона, дезамино амикарба-
зона и изопропил-2-ОН-дезамино амикарбазона из
воды. Амикарбазон и его метаболиты относятся к

триазолинонам (табл. 1). Амикарбазон достаточ-
но хорошо растворяется в воде, лучше всего – в
ацетоне, ацетонитриле и дихлорметане – более
250 ppm, в этилацетате – 140 ppm, неплохо рас-
творяется в спиртах, практически нерастворим в
гексане – 0.07 ppm. Метаболиты слабо раствори-
мы в диметилсульфоксиде и метаноле [2, 4].

Исходя из химических свойств амикарбазона и
его метаболитов, для их извлечения из воды опро-
бованы экстракцию органическими растворите-
лями, в том числе из проб воды с разными значе-
ниями рН, и ТФЭ на патроне Диапак С16
(табл. 2). Как видно, экстракция органическим
растворителем не обеспечивает достаточной сте-
пени извлечения каждого из аналитов при их сов-

Рис. 1. Хроматограмма стандартного раствора амикарбазона и его метаболитов (по 50 нг/мл).
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Таблица 1. Основные характеристики амикарбазона и его метаболитов

Название Структурная формула Молекулярная масса
и брутто-формула

Амикарбазон
(АМЗ)

М = 241.3
С10Н19N5O2

Дезамино амикарбазон
(ДА)

М = 226.3
С10Н18N4O2

Изопропил-2-гидрокси- дезамино 
амикарбазон
(изопр-2-ОН-ДА)

М = 242.3
С10Н18N4O3
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местном выделении. Максимальная степень из-
влечения всех определяемых веществ (90–100%)
достигнута при ТФЭ на патроне Диапак С16. Так
как вещества элюировались последовательно при
разных соотношениях ацетонитрила и воды в по-
движной фазе с уменьшением ее полярности,
элюат состава ацетонитрил–вода (2 : 1) в доста-
точном количестве позволил извлечь все три ком-
понента (рис. 2).

Выделение амикарбазона, дезамино амикарба-
зона и изопропил-2-ОН-дезамино амикарбазона из
почвы. При подготовке проб почвы для количе-
ственного анализа исследовали экстракцию орга-
ническими растворителями, повторную экстрак-
цию из водных остатков при разных значениях
рН и метод QuEChERS, включающий экстрак-
цию и очистку на сорбенте (табл. 3).

При использовании в качестве экстрагента ме-
танола получили отрицательные результаты (сте-
пень извлечения менее 1%). Наиболее подходящим
экстрагентом оказался ацетон, использование ко-
торого позволило не только извлечь амикарбазон и
метаболиты из почвы с хорошим выходом (75–
85%), но и анализировать полученный экстракт
без дополнительной очистки. Увеличение коли-
чества экстрагента (ацетона) позволило увели-
чить степени извлечения до 80–89% в зависимо-
сти от соединения (рис. 3).

Высокие степени извлечения АМЗ и ДА (88.1 и
93.5% соответственно) достигнуты при экстрак-
ции из образцов почвы смесью метанол–5%-ная
уксусная кислота при нагревании до 100°С и дав-
лении 1500 psi в течение 10 мин [6] и при экстрак-
ции АМЗ, ДА и изопр-2-ОН-ДА из почвы (84–
96%), с помощью модифицированного метода
QuEChERS [4]. В обоих случаях использовали
хроматографию с масс-спектрометрическим де-
тектором, что обеспечило низкий предел количе-
ственного определения 0.01 мг/кг.

Выделение амикарбазона, дезамино амикарба-
зона и изопропил-2-ОН-дезамино амикарбазона из
растительных матриц. Экстракты растительных
матриц, как правило, требуют предварительной
очистки от сопутствующих примесей перед ана-
лизом, особенно в случае использования ультра-
фиолетового детектора. Метаболиты амикарбазо-
на содержат в своей структуре подвижный атом
водорода в положении 4 триазольного кольца, что
способствует образованию водородных связей с
различными реагентами. Кроме того, наличие
свободной гидроксильной группы у изопр-2-ОН-
ДА может приводить к образованию достаточно
прочных водородных связей с сорбентами.

Для изучения поведения АМЗ, ДА и изопр-2-
ОН-ДА на сорбентах разных типов, в том числе на
патронах для ТФЭ, использовали стандартные
растворы определяемых веществ (табл. 4).

Таблица 2. Экстракция амикарбазона, дезамино амикарбазона и изопропил-2-гидрокси-дезамино амикарбазо-
на (0.5 мкг) из воды (50 мл)

Экстрагент
Степень извлечения, %

АМЗ ДА изопр-2-ОН-ДА

Дихлорметан 79.4 100 19.3
Этилацетат при рН 3 66.7 100 61.0

рН 7 58.4 83.3 63.1
рН 9 34.3 45.0 10.0

Рис. 2. Хроматограмма экстракта воды с добавкой амикарбазона и его метаболитов по 0.002 мг/л.
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Оценка способности разных сорбентов (по-
лярных и неполярных) адсорбировать изучаемые
соединения показала, что наименьшей адсорбци-
онной способностью обладают сорбент С18Е и
активированный уголь. При использовании си-
ликагеля, оксида алюминия и PSA приемлемые
степени извлечения получили только для амикар-
базона. Это может частично объяснить нашу не-
удачу при попытке использовать QuEChERS для
извлечения аналитов из почвы.

Адсорбция амикарбазона и его метаболитов
максимальна при использовании сорбентов Диа-
пак С16 и Диапак С. При выбранных оптималь-
ных условиях промывки и элюирования аналитов

достигнута высокая степень извлечения (86–
100%). Значительно меньшей эффективностью
обладает Диапак Амин.

Для одновременного выделения, идентифика-
ции и количественного определения амикарбазо-
на и его метаболитов в растительных матрицах
исследовали разные способы извлечения опреде-
ляемых веществ из образцов кукурузы и очистку
экстрактов разными сорбентами (табл. 5). Про-
верка способов выделения АМЗ, ДА и изопр-2-
ОН-ДА из образцов растительных матриц с ис-
пользованием разных вариантов экстракции и
очистки экстрактов на сорбентах показала неудо-
влетворительные результаты при экстракции аце-

Таблица 3. Условия выделения амикарбазона, дезамино амикарбазона и изопропил-2-гидрокси-дезамино ами-
карбазона (10 мкг) из почвы (10 г)

* Экстракцию осуществляют встряхиванием в течение 10 мин, экстракт отделяют центрифугированием при 4000 об/мин в течение
10 мин. В вариантах, где экстрагируют ацетонитрилом, перед анализом к 0.5 мл экстракта добавляют 0.5 мл 0.005 М Н3РО4. 
** QuEChERS (набор для пробоподготовки для фруктов и овощей): 10 мл ацетонитрила + 5 мл воды + 4 г MgSO4 + 1 г NaCl +
+ 0.5 г цитрата натрия двузамещенного сесквигидрата + 1 г цитрата натрия трехзамещенного дигидрата, 5 мл экстракта под-
вергают очистке на сорбенте PSA.

Экстрагент, процедура
Степень извлечения, %

АМЗ ДА изопр-2-ОН-ДА

10 мл ацетонитрила* 68.5 42.3 16.4
10 мл 1%-ной муравьиной кислоты в ацетонитриле (рН 3) 67.0 58.5 39.0
QuEChERS (набор для пробоподготовки для фруктов и 
овощей)** 75.0 46.0 2.0

40 мл этилацетата, 4 мл экстракта упаривают досуха и рас-
творяют в подвижной фазе 67.0 51.0 37.0

40 мл 50%-ного водного ацетона, 20 мл упаривают 
до воды, повторно экстрагируют этилацетатом при рН 3 34.4 0 41.0

рН 7 55.6 70.8 49.6
рН 9 73.0 0 35.0

10 мл ацетона, 1 мл экстракта упаривают досуха и раство-
ряют в подвижной фазе 84.6 81.2 75.5

20 мл ацетона, 1 мл экстракта упаривают досуха и раство-
ряют в подвижной фазе 89.0 87.5 79.8

Рис. 3. Хроматограмма экстракта почвы с добавкой амикарбазона и его метаболитов по 0.05 мг/кг.
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Таблица 4. Сравнение степени извлечения амикарбазона, дезамино амикарбазона и изопропил-2-гидрокси-дез-
амино амикарбазона при использовании разных сорбентов

* К 10 г образцов растительных матриц добавляли по 10 мкг АМЗ, ДА и изопр-2-ОН-ДА. Экстракцию органическими раство-
рителями и очистку на сорбентах C18СЕ и активированном угле осуществляли встряхиванием в течение 10 мин, экстракт от-
деляли центрифугированием в течение 10 мин при 4000 об/мин. Условия промывки и элюирования на патронах для ТФЭ
приведены в “Экспериментальной части”. Очищенные пробы перед анализом методом ВЭЖХ-УФ упаривали досуха, остаток
растворяли в 1 мл подвижной фазы.

Тип сорбента
Степень извлечения, %

АМЗ ДА изопр-2-ОН-ДА

Сорбенты (50 мг на 1 мл раствора амикарбазона и метаболитов с концентрацией по 0.5 мкг/мл)
Силикагель 81.9 21.7 –
Оксид алюминия 90.4 – –
Флорисил 50.8 – –
С18Е 100 100 100
PSA 100 37.0 –
Активированный уголь 82.9 83.1 80.3

Патроны для ТФЭ
Диапак С16 86.1 100 90.6
Диапак С 100 98.0 97.5
Диапак Амин 82.1 74.5 17.9

Комбинации для очистки экстрактов*
Активированный уголь + Диапак С16 73.7 81.5 77.4
С18Е + активированный уголь 91.5 96.9 89.1
Диапак С+ Диапак С16 52.5 85.0 57.1
С18Е + активированный уголь + Диапак С 88.6 83.8 83.1

тоном или ацетонитрилом и очистке на патронах
для ТФЭ. При экстракции ацетонитрилом экс-
тракты чище, чем в случае ацетона, но очистки на
патронах недостаточно, чтобы адекватно оценить
степень извлечения аналитов. Так как каждый
сорбент в отдельности не обеспечивает достаточ-
ной степени чистоты независимо от использо-
ванного экстрагента, изучали комбинации сор-
бентов (табл. 4).

Установлено, что экстракция ацетонитрилом
по методу QuEChERS и очистка на сорбентах
C18СЕ + активированный уголь достаточны для
достижения высокой степени извлечения одно-
временно всех аналитов и необходимой чистоты
пробы при при анализе образцов зерна и масла
методом ВЭЖХ-УФ. Для обеспечения чистоты
проб зеленой массы, необходимой для более точ-
ного количественного анализа, требуется допол-
нительная очистка адсорбционной ТФЭ на па-
троне Диапак С. Хотя в большинстве случаев для
определения пестицидов используют QuEChERS
с масс-спектрометрическим детектированием
[14], этот метод может отвечать требованиям к чи-
стоте проб и при анализе методом ВЭЖХ-УФ
[15].

В результате детального изучения условий, ме-
тодов и материалов, необходимых для определе-

ния амикарбазона и его метаболитов, разработа-
ли способы одновременного определения АМЗ,
ДА и изопр-2-ОН-ДА в разных объектах окружа-
ющей среды и растительных матрицах методом
ВЭЖХ-УФ (см. “Экспериментальную часть”).
Предложенные способы апробированы при ана-
лизе разнообразных матриц (табл. 6, рис. 4).

Описан [10] способ одновременного определе-
ния остаточных количеств амикарбазона и его
метаболитов в кукурузе с использованием моди-
фицированного метода QuEChERS, который
включает экстракцию ацетонитрилом, очистку
дисперсионной твердофазной экстракцией с гра-
фитизированным черным углеродом (GCB) и
cорбентом октадецилсиланом C18 и последую-
щее определение методом жидкостной хромато-
графии с масс-спектрометрическим детектирова-
нием. Степень извлечения в этом способе варьирует
в пределах 85.1–111.0% с относительными стандарт-
ными отклонениями в диапазоне 2.3–11.0%. Предел
количественного определения 5 мкг/кг.

Предлагаемый нами способ одновременного
определения АМЗ, ДА и изопр-2-ОН-ДА мето-
дом ВЭЖХ с УФ-детектированием в зерне, масле
и зеленой массе кукурузы с использованием для
очистки дисперсионной твердофазной экстрак-
цией комбинации сорбентов C18ЕС + активиро-
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Таблица 5. Условия выделения амикарбазона, дезамино амикарбазона и изопропил-2-гидрокси-дезамино ами-
карбазона из растительных матриц кукурузы

* QuEChERS: 10 мл ацетонитрила + 5 мл воды + 4 г MgSO4 + 1 г NaCl + 0.5 г цитрата натрия двузамещенного сесквигидрата + 1 г
цитрата натрия трехзамещенного дигидрата, 5 мл экстракта подвергают очистке на сорбенте.

Объект анализа Экстрагент или 
способ экстракции Очистка

Степень извлечения, %

АМЗ ДА изопр-2-ОН-ДА

Зеленая масса Ацетон (40 мл) Диапак С16 65.0 25.0 –
Зеленая масса Ацетон (40 мл) Диапак С 64.0 47.5 –
Зеленая масса Ацетонитрил (40 мл) Диапак С16 65.0 25.0 –
Зерно 69.0 80.0 65.0
Масло 27.5 60.0 32.5
Зеленая масса Ацетонитрил (40 мл) Диапак С 61.0 50.0 –
Зерно 52.5 85.0 30.0
Масло 34.0 27.5 40.0
Зерно QuEChERS* Активированный уголь 125 мг + 

+ 750 мг MgSO4

83.0 58.0 66.0

Зеленая масса QuEChERS* C18СЕ 250 мг + активированный 
уголь 125мг + 750 мг MgSO4

89.5 90.9 68.2
Зерно 94.4 91.2 94.4
Масло 100 80.0 78.9
Зеленая масса QuEChERS* C18ЕС 250 мг + активированный 

уголь 125мг + 750 мг MgSO4 + Диа-
пак С

88.6 83.8 83.0
Зерно 86.4 87.7 81.2
Масло 86.1 83.2 85.6

ванного угля и дополнительно адсорбционной
твердофазной экстракции на патроне Диапак С
при анализе зеленой массы обеспечивает высо-
кую степень извлечения всех аналитов (81–90%) с
погрешностью 1.1–2.5% и достаточно низкий
предел количественного определения 0.05 мг/кг.

Все известные способы определения амикар-
базона и его метаболитов в биологических объек-
тах с использованием ВЭЖХ с масс-спектромет-
рическим детектированием отличаются высоки-
ми чувствительностью и селективностью. Однако
при их применении необходимо учитывать нали-

чие матричного эффекта, который в значитель-
ной степени зависит от применяемой аппарату-
ры, способа подготовки образца к анализу, типа
матрицы.

* * *

Таким образом, оптимизированный нами спо-
соб одновременного определения амикарбазона
и его метаболитов в воде, почве, зеленой массе,
зерне и масле кукурузы методом ВЭЖХ-УФ явля-
ется надежным, статистически достоверным и

Таблица 6. Степени извлечения амикарбазона, дезамино амикарбазона и изопропил-2-гидрокси-дезамино ами-
карбазона (n = 20, Р = 0.95)

Объект анализа Диапазон определяемых 
концентраций, мг/кг (мг/л)

Степень извлечения, Хср ± ΔX, %

АМЗ ДА изопр-2-ОН-ДА

Вода (0.002–0.02) 87.7 ± 1.4 84.9 ± 1.5 80.9 ± 1.1

Почва 0.05–0.5 88.5 ± 2.2 89.3 ± 1.8 82.4 ± 1.5

Зеленая масса кукурузы 0.05–0.5 86.2 ± 1.5 83.7 ± 1.3 80.9 ± 1.6

Зерно кукурузы 0.05–0.5 87.6 ± 2.5 84.9 ± 1.7 81.6 ± 1.5

Масло кукурузы 0.05–0.5 89.5 ± 2.0 87.9 ± 2.4 84.1 ± 2.0
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точным, не требует использования дорогостоя-
щего оборудования и доступен для широкого ис-
пользования при анализе сельхозпродукции и мо-
ниторинге окружающей среды на остаточные коли-
чества гербицидов, содержащих амикарбазон.
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Предложен вариант совместного определения золедроновой кислоты и креатинина в образцах сы-
воротки и плазмы крови методом гидрофильной хроматографии (HILIC). Установлены факторы,
влияющие на определение золедроновой кислоты: состав и концентрация буферного раствора,
природа стационарной фазы, наличие в элюенте винной кислоты в качестве конкурирующего аген-
та для предотвращения процессов комплексообразования золедроновой кислоты с ионами метал-
лов. Установлены линейные диапазоны концентраций для золедроновой кислоты и креатинина и
пределы обнаружения этих аналитов. Найдены условия хроматографического анализа: амидная
стационарная фаза; 5 мМ фосфатный буферный раствор, 2 мМ винная кислота (pH 7.0)/CH3CN,
градиентный режим 90–70% CH3CN.

Ключевые слова: гидрофильная хроматография, амидная стационарная фаза, золедроновая кислота,
креатинин, комплексообразование, винная кислота.
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Золедроновая кислота – лекарственный пре-
парат, ингибирующий действие остеокластов и
резорбцию кости, относится к классу бифосфо-
натов и представляет собой азотсодержащую бис-
фосфоновую кислоту, широко используемую для
профилактики или лечения остеопороза (схема 1).

Схема 1. Структура золедроновой кислоты.
Cинтезированные в XIX веке бифосфонаты

первоначально использовали в качестве умягчи-
телей воды [1]. Потенциальная возможность
предотвращения растворения гидроксиапатита, а
значит и прекращение потери костной массы,
обусловили первые медицинские исследования
по изучению действия бифосфонатов при кост-
ных заболеваниях. Препараты на основе золедро-
новой кислоты подавляют активность остеокла-
стов, которые при злокачественных новообразо-
ваниях и метастазировании разрушают здоровые
клетки костей, используют для лечения остеопо-

роза и различных заболеваний, характеризую-
щихся хрупкостью костей. Одно из возможных
побочных действий – нарушение работы почек,
что контролируется содержанием сывороточного
креатинина [2].

Традиционными методами определения би-
фосфонатов являются ион-парная [3, 4] и обра-
щенно-фазовая ВЭЖХ-УФ или ВЭЖХ–МС/МС
с предварительной дериватизацией для снижения
полярности аналитов [5]. Однако большинство
этих методов имеют ограничения в связи со способ-
ностью бифосфонатов к образованию прочных хе-
латных комплексов с ионами металлов, например
магнием или железом(III) (схема 2), содержащими-
ся в следовых количествах в хроматографической
системе [6, 7]:

Схема. 2. Образование комплекса бифосфонатов 
с магнием [7].
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КАРЦОВА и др.

Для предотвращения комплексообразования
при ВЭЖХ-определении золедроновой кислоты в
состав подвижной фазы добавляют фосфаты или
пирофосфаты, а в раствор анализируемой пробы
комплексообразующие агенты, например эти-
лендиаминтетрауксусную кислоту (ЭДТА) или
лимонную кислоту [3, 8].

Другой путь улучшения чувствительности
ВЭЖХ–МС/МС-определения – использование
аппаратного обеспечения, не содержащего ме-
таллов. Так в работе [6] хроматографическое раз-
деление метилированных производных аледро-
ната и внутреннего стандарта достигнуто на ко-
лонке, не содержащей металлов, с линейным
градиентным элюированием.

Для определения высокополярной золедроно-
вой кислоты и креатинина предпочтительно ис-
пользовать гидрофильную хроматографию (hy-
drophilic interaction liquid chromatography, HILIC).
В настоящей работе предложен вариант одновре-
менного определения креатинина и золедроно-
вой кислоты в биологических жидкостях методом
HILIC с градиентным элюированием.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и реагенты. Стандарты определяе-

мых аналитов: креатинин (>99.0%, Sigma, Герма-
ния), фармацевтическая субстанция золедроно-
вой кислоты (standards USP). Для приготовления
подвижных фаз и проведения пробоподготовки
использовали ацетонитрил для ВЭЖХ, метанол
для ВЭЖХ (Acros organics, США), муравьиную
кислоту х. ч. (Реахим, Россия), ацетат аммония
(Sigma, Германия), дигидрат дигидрофосфата на-
трия, дигидрат гидрофосфата натрия (AppliChem,
Германия), ортофосфорную кислоту х. ч. (Реахим,
Россия), воду деионизированную Milli Q Synthesis,
гидрокисид натрия х. ч. (Реахим, Россия), лимон-
ную кислоту, винную кислоту (Sigma, Германия),
ЭДТА (AppliChem, Германия), пероксид водорода
(Вектон, Россия).

Готовый буферный раствор фильтровали через
фильтр под вакуумом водоструйного насоса, поме-
щали в чистый стеклянный сосуд емк. 200 (500) мл,
который герметически закрывали и хранили в хо-
лодильнике при +4°С.

Оборудование. Хроматографический анализ
выполняли на жидкостном хроматографе LC-30
Nexera с диодно-матричным детектором. В каче-
стве неподвижных фаз испытаны колонки с
амидными, диольными и аминными фазами:
XBridge Amide 150 × 2 мм, 3.5 мкм; YMC-Triat Diol
HILIC 150 × 2 мм, 5 мкм; Luna NH2 250 × 4.6 мм,
5 мкм. Для обработки результатов анализа ис-
пользовали программное обеспечение “LCsolu-
tion”. Деионизованную воду получали с помощью
cистемы деионизации воды Деионизатор D-301

(Аквилон, Россия). рН буферных растворов для
ВЭЖХ контролировали стационарным pH-мет-
ром S20-K SevenEasy (Mettler Toledo, Швейца-
рия). Буферные растворы фильтровали под ваку-
умом водоструйного насоса через фильтры Nylon
66 Membranes 0.45 мкм × 47 мм (Supelco, США).

Приготовление стандартных и тестовых раство-
ров золедроновой кислоты и креатинина. Для при-
готовления раствора стандарта золедроновой
кислоты с концентрацией 1 мг/мл на микроана-
литических весах отбирали точную навеску фар-
мацевтической субстанции (1 мг), помещали в су-
хие чистые микропробирки емк. 1.5 мл и раство-
ряли в 300 мкл деионизованной воды, затем
добавляли 20 мкл 2 М раствора NaOH и 680 мкл
ацетонитрила. Тестовые растворы с меньшей
концентрацией (100 мкг/мл, 10 мкг/мл) получали
разбавлением 60%-ным раствором ацетонитрила.
Микропробирки с полученными растворами хра-
нили при 4°C.

Тестовый раствор креатинина с концентраци-
ей 1–2 мг/мл готовили растворением точной на-
вески 1–2 мг аналита в водно-ацетонитрильном
растворе (70 : 30, по объему) и хранили в моро-
зильной камере до хроматографического анали-
за при –16°С. Рабочие растворы аналита (10, 1,
0.1 мкг/мл) готовили путем последовательного
разбавления тестового раствора ацетонитрилом с
помощью автоматического дозатора и хранили
при +4°C в течение месяца.

Условия определения золедроновой кислоты и
креатинина методом гидрофильной хроматографии.
Варьировали природу буферного раствора (фос-
фатный, ацетатный; pH 3.0 и 7.0); хелатообразую-
щего агента (ЭДТА, лимонная и винная кислоты)
и его концентрацию (1, 2, 5, 10 мМ), режим элюи-
рования (градиентный или изократический).

После серии предварительных экспериментов
найдены требуемые хроматографические усло-
вия: колонка XBridge Amide (150 × 2 мм, 3.5 мкм);
5 мМ фосфатный буферный раствор (pH 7.0);
2 мМ винная кислота/CH3CN; градиентный ре-
жим 90–70% CH3CN; объем вводимой пробы –
20 мкл; УФ-детектирование, 205 нм.

Исследование окислительной деградации золед-
роновой кислоты. Отбирали 450 мкл раствора зо-
ледроновой кислоты, добавляли 50 мкл 3%-ного
раствора пероксида водорода и в течение 30 мин
выдерживали при комнатной температуре.

Для креатинина и золедроновой кислоты ме-
тодом разбавления пробы найдены линейные диа-
пазоны концентраций и пределы обнаружения.
Предел обнаружения оценивали, как концентра-
цию аналита, дающую сигнал, равный утроенному
уровню шума (отношение сигнал/шум 3 : 1) Линей-
ный рабочий диапазон концентраций для креати-
нина 0.5–32 мкг/мл, для золедроновой кислоты –
50–800 мкг/мл.
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Пробоподготовка образцов плазмы крови для
хроматографического анализа. Лекарственные
препараты определяли в плазме крови человека,
содержащей гепарин в качестве антикоагулянта.
100 мкл плазмы крови помещали в микропробир-
ку Эппендорфа емк. 1.5 мл, добавляли 300 мкл
ацетонитрила, перемешивали в течение 2 мин.
Затем пробу центрифугировали на центрифуге
Eppendorf 5430 (Eppendorf, Германия) в течение
10 мин со скоростью 10000 об/мин при 4°С, отби-
рали надосадочную жидкость и проводили хрома-
тографический анализ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Золедроновая кислота – препарат, подавляю-

щий активность остеокластов, которые при зло-
качественных новообразованиях и метастазиро-
вании разрушают здоровые клетки костей. Лекар-
ства на ее основе увеличивают срок жизни
онкологических больных, снимают болевой син-
дром, препятствуют распространению метастазов.
Одно из побочных действий – возможное наруше-
ние работы почек, что контролируется содержани-
ем сывороточного креатинина.

Для определения высокополярных соедине-
ний в настоящее время активно востребована
гидрофильная хроматография, представляющая
собой вариант жидкостной хроматографии с по-
лярной неподвижной фазой и водно-органиче-
ской подвижной с небольшим (≤20%) содержани-
ем воды. HILIC сочетает характерные особенно-
сти нормально-фазовой (полярная стационарная
фаза), обращенно-фазовой (полярная подвижная
фаза) и ионообменной (возможность ионообмен-
ных взаимодействий) жидкостной хроматографии
[9]. Процесс формирования адсорбированного
водного слоя у поверхности сорбента, благодаря
которому реализуется режим гидрофильной хро-
матографии, определяется конкретными функ-
циональными группами стационарной фазы [10].
Удерживание аналитов в HILIC обусловлено как
распределительным механизмом между подвиж-
ной фазой и слоем воды, адсорбированным у по-
верхности полярного сорбента, так и адсорбци-
онным, где важную роль могут играть электроста-
тические взаимодействия и водородные связи.
Вклад каждого из механизмов зависит от типа не-
подвижной фазы, рН элюента, природы и кон-
центрации органического растворителя в по-
движной фазе, а также от физико-химических
свойств определяемых аналитов [11, 12]. Функци-
ональные группы стационарной фазы в HILIC
принято подразделять на нейтральные, заряжен-
ные и цвиттер-ионные [13, 14].

Несмотря на сложность механизма разделе-
ния, метод HILIC имеет ряд преимуществ по
сравнению с нормально-фазовой (НФ) и обра-
щенно-фазовой (ОФ) ВЭЖХ при разделении вы-

сокополярных водорастворимых веществ, кото-
рые в условиях ОФ и НФ ВЭЖХ либо элюируют-
ся с мертвым объемом, либо плохо растворимы в
неполярных органических растворителях. Кроме
того, при разделении аналитов методом HILIC не
требуется введение ион-парных агентов в состав
элюента. Это, в свою очередь, позволяет использо-
вать масс-спектрометрическое детектирование.

В качестве подвижных фаз в гидрофильной
хроматографии обычно используют полярные
органические растворители, хорошо смешиваю-
щиеся с водой [13]. Режим градиентного элюиро-
вания в гидрофильной хроматографии отличает-
ся от ОФ ЖХ и характеризуется постепенным
увеличением содержания воды. Факторы удержи-
вания определяемых соединений тем выше, чем
больше их гидрофильность [15]. Другой параметр,
который приходится учитывать, – наличие бу-
ферных солей в составе элюента, снижающих
электростатические взаимодействия между ана-
литами и активными центрами стационарной фа-
зы [16]. Наиболее часто используют ацетаты и
формиаты аммония (от 5 до 30 мМ), поскольку
они достаточно летучие и не мешают масс-спек-
трометрическому детектированию.

Поскольку при хроматографическом опреде-
лении бифосфонатов серьезным осложнением
является их взаимодействие с ионами металлов с
образованием прочных комплексов, провели се-
рию экспериментов с добавлением в состав по-
движной фазы конкурирующих комплексообра-
зующих агентов (ЭДТА, винной и лимонной кис-
лот). Наиболее эффективной оказалась добавка
винной кислоты, поскольку константа устойчи-
вости ее комплекса с железом(III), находящимся
в следовых количествах в хроматографической
системе, на несколько порядков выше по сравне-
нию с лимонной кислотой и ЭДТА. Кроме того, в
случае лимонной кислоты по сравнению с винной
существенно выше поглощающий фон (рис. 1).

При введении хелатирующих добавок (вин-
ной, лимонной кислот, ЭДТА) непосредственно
в пробу идентифицировать золедроновую кисло-
ту не удалось. Результат достигнут лишь при вве-
дении комплексообразующего агента в состав по-
движной фазы. Обнаружено, что с увеличением
концентрации винной кислоты фактор селектив-
ности возрастает, однако увеличивается и уровень
фона за счет ее поглощения при 205 нм (рис. 2).

Важными факторами, влияющими на опреде-
ление золедроновой кислоты, являются состав и
концентрация буферного раствора, а также при-
рода стационарной фазы [17, 18]. Установлено,
что возможно определение золедроновой кисло-
ты при использовании фосфатного буферного
раствора в связи с образованием фосфатных ком-
плексов железа(III) и предотвращением образо-
вания комплекса железа(III) с золедроновой кис-
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лотой. Однако при концентрации фосфатного бу-
ферного раствора, превышающей 6.4 мМ, в
подвижной фазе с большим содержанием ацето-
нитрила фосфат железа(III) выпадает в осадок. В
дальнейшем использовали концентрацию фос-
фатного буферного раствора 5 мМ.

Испытаны различные стационарные фазы:
амидная, диольная и аминная. Установлено, что
золедроновая кислота практически не удержива-
ется на неподвижной фазе с аминогруппами. При
использовании диольной стационарной фазы,
наоборот, золедроновая кислота хемосорбирует-
ся за счет образования водородных связей с сор-
бентом. Положительный результат достигнут на
амидной неподвижной фазе в сочетании с фос-
фатным буферным раствором, содержащим 2 мМ
винной кислоты в градиентном режиме элюиро-
вания. Амидная группа не заряжена в диапазоне
рН элюентов, используемых в HILIC. Ионооб-
менные взаимодействия с полярными аналитами
на таких фазах практически отсутствуют, что
уменьшает риск их необратимой адсорбции.

Определен линейный рабочий диапазон кон-
центраций золедроновой кислоты (50–800 мкг/мл)
и креатинина (0.5–32 мкг/мл). Пределы обнару-
жения составили 50 мкг/мл для золедроновой
кислоты и 500 нг/мл для креатинина.

Для оценки возможности образования побоч-
ных продуктов при длительном хранении на воз-
духе активной фармацевтической субстанции зо-
ледроновой кислоты ее обычно подвергают стресс-

тестам с использованием 3%-ного пероксида водо-
рода. На рис. 3 представлена хроматограмма золед-
роновой кислоты до и после проведения тестов.
Видно, что образуются несколько продуктов де-
градации, которые не мешают обнаружению зо-
ледроновой кислоты и могут быть независимо
определены.

В найденных условиях HILIC проанализиро-
ваны образцы сыворотки крови в присутствии зо-
ледроновой кислоты и креатинина (рис. 4).

Рис. 1. Хроматограмма фармацевтической субстан-
ции золедроновой кислоты в присутствии винной (1)
и лимонной кислоты (2) в составе подвижной фазы.
Условия: 5 мМ фосфатный буфер, 5 мМ лимонной
кислоты (5 мМ винной кислоты) (pH 7.0)/CH3CN,
градиентный режим 90–50% CH3CN, 205 нм.
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Рис. 2. Хроматограмма фармацевтической субстан-
ции золедроновой кислоты с добавкой винной кисло-
ты в элюент. Условия: XBridge Amide (150 × 2 мм,
3.5 мкм), п.ф.: 5 мМ фосфатный буферный раствор
(pH 7.0), 2 мМ (1) и 10 мМ (2) винная кисло-
та/CH3CN, градиентный режим 90–70% CH3CN,
205 нм.
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Рис. 3. Хроматографическое определение золедроно-
вой кислоты до (серый цвет) и после (черный цвет)
деградации. Остальные условия см. в подписи к
рис. 2.
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* * *

Предложен вариант одновременного опреде-
ления креатинина и золедроновой кислоты в био-
логических жидкостях методом гидрофильной
хроматографии с УФ-детектированием с исполь-
зованием амидной стационарной фазы и гради-
ентного режима элюирования. Установлена не-
обходимость введения в состав элюента 2 мМ
винной кислоты в качестве конкурирующего
комплексообразующего агента.

Работа выполнена при финансовой поддержке
проекта РФФИ 18-53-80010 BRICS_t. Выражаем
благодарность Ресурсному Центру МАСВ
“Научный парк СПбГУ” за предоставленное обору-
дование.
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ная кислота (pH 7.0)/CH3CN, градиентный режим
90–70% CH3CN, 205 нм.
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Предложена методика идентификации и определения неионогенных поверхностно-активных ве-
ществ (НПАВ) в природных водах методом ультра-ВЭЖХ с масс-спектрометрическим детектирова-
нием высокого разрешения. Установлены основные аналитические характеристики определения
наиболее распространённых НПАВ – алкилфенолэтоксилатов и алкилоксиэтоксилатов – по пред-
ложенной методике. Рассмотрены основные аддукты полимергомологов определяемых ПАВ, обра-
зующихся в условиях ионизации электраспылением. Для извлечения аналитов из образцов природ-
ных вод использован метод дисперсионной жидкостно-жидкостной микроэкстракции смесью три-
хлорметан–ацетонитрил. Рассмотрена возможность определения НПАВ при непосредственном
электрораспылении подготовленного образца в масс-спектрометр. Пределы определения ПАВ в
выбранных условиях варьировали от 0.1 до 0.5 нг/мл, диапазон определяемых содержаний составил
от 1 до 1000 нг/мл. Относительное стандартное отклонение результатов анализа не превышает 0.15.
Продолжительность идентификации компонентов проб составила 30 мин, определение обнаружен-
ных аналитов занимает 1 ч.

Ключевые слова: неионогенные поверхностно-активные вещества, алкилфенолэтоксилаты, алки-
локсиэтоксилаты, природная вода, ультра высокоэффективная жидкостная хроматография, масс-
спектрометрия высокого разрешения.
DOI: 10.31857/S0044450220120026

Подавляющая часть неионогенных поверх-
ностно-активных веществ (НПАВ) представля-
ет собой продукты присоединения оксида эти-
лена к веществам, имеющим подвижный атом
водорода (фенолам, спиртам, кислотам, ами-
нам, амидам). Общая формула этих соединений
R–Х–(СН2–СН2О)mН, где R – алкильный или ал-
киларильный радикал; X = –О–, –СОО–, –СONН
и др. Общим для этой группы НПАВ является
присутствие полиоксиэтиленовой цепи [1].

Причиной появления НПАВ в природных во-
дах являются главным образом сбросы неочи-
щенных сточных вод, некоторое количество
НПАВ может поступать с грунтовыми водами, а
также с атмосферными осадками. Содержание
НПАВ в воде нормируется. Поскольку НПАВ
представляют собой большую группу оксиэтили-

рованных соединений различных классов, значе-
ния предельно допустимых концентраций (ПДК)
для индивидуальных веществ имеют достаточно
большой разброс. Например, для водных объек-
тов хозяйственно-питьевого и культурно-быто-
вого назначения ПДК синтанолов и оксиэтиле-
налкилфенолов составляет 0.1 мг/л, неонолов –
0.1–0.3 мг/л, стеароксов – 0.5–1 мг/л. Для водных
объектов рыбохозяйственного назначения ПДК
различных синтанолов колеблется от 0.0005 до
0.002 мг/л, неонолов – от 0.0001 до 0.3 мг/л. При
определении суммарной концентрации НПАВ в
водах условно принято считать ПДК равной
0.1 мг/л [1].

Помимо классических стандартизованных ме-
тодов группового определения НПАВ [1–3], в по-
следнее время получило распространение использо-
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Таблица 1. Хроматографические методы определения НПАВ

Обозначения: ЖХ – жидкостная хроматография; ТФЭ – твердофазная экстракция; ЖЖЭ – жидкостно-жидкостная экстрак-
ция; ПИА – проточно-инжекционный анализ.

Аналиты
Объекты 
анализа 

(матрица)
Пробоподготовка Метод 

анализа
Метод 

детектирования
смин

Лите-
ратура

Алкилфенолэтоксилаты, 
оксоалкогольэтоксилаты 
(этоксилаты жирных 
спиртов)

Стандартные 
образцы, 
модельные рас-
творы природ-
ной воды

Вода: упаривание, 
растворение осадка в 
хлороформе или тет-
рахлорметане

ЖХ МС (электрон-
ная ионизация, 
химическая 
ионизация изо-
бутаном)

–  [4]

Этоксилаты жирных спир-
тов, нонилфенолэтокси-
латы, диэтаноламиды 
жирных кислот кокосо-
вого масла, нонилфенок-
симонокарбоксилаты, 
нонилфенол, октилфенол 
и линейные алкилбен-
золсульфонаты

Донные отло-
жения и при-
брежные воды

Вода: фильтрование, 
предварительное 
концентрирование 
ТФЭ. Донные отло-
жения: экстракция 
УЗ смесью метанол–
дихлорметан
(7 : 3, об.), ТФЭ

ЖХ МС (химиче-
ская иониза-
ция при 
атмосферном 
давлении/ 
ионизация 
электрораспы-
лением)

Вода: 
0.01–0.20 мкг/л;
донные 
отложения: 
0.5–10 мкг/кг

 [5]

Полиэтоксилированные 
жирные спирты, поли-
этоксилированные нонил-
фенолы, 
алкилбензолсульфонаты

Поверхност-
ные и сточные 
воды

ЖЖЭ смесью 
дихлорметан–изо-
пропанол

ПИА МС (химиче-
ская иониза-
ция при 
атмосферном 
давлении; ион-
ная ловушка)

93–797 пг  [6]

Линейные алкилбен-
золсульфонаты, алкил-
этоксисульфаты, 
алкилсульфаты, нонилфе-
нолполиэтоксилаты, алко-
гольполиэтоксилаты 
(полиэтоксилаты жирных 
спиртов) и их карбоксили-
рованные метаболиты 
(сульфофенилкарбоновые 
кислоты и алкилфенол-
этоксикарбоксилаты)

Вода и осадки ТФЭ (вода), жид-
костная экстракция 
под давлением 
(осадки)

ЖХ МС (иониза-
ция электро-
распылением)

0.05–0.5 нг/мл 
(вода), 1–10 нг/г 
(осадки)

 [7]

Алкилфенолы, алкилфе-
нолэпоксилаты, алкилфе-
нолэтоксикарбоксилаты, 
бисфенол А

Сточные воды, 
природные 
воды

ТФЭ ВЭЖХ МС (иониза-
ция электро-
распылением, 
тройной квад-
руполь)

0.1–10 мкг/л 
(400 мл пробы, 
0.5 мл экс-
тракта)

 [8]

Алифатические этоксили-
рованные спирты, нонил-
фенолполиэтоксилаты

Сточные, 
питьевые, реч-
ные воды

ТФЭ ЖХ МС (иониза-
ция электро-
распылением)

0.0002–0.6 мкг/л  [9]

Алкилфенолполиэтокси-
латы, этоксилаты жирных 
спиртов

Осадки сточ-
ных вод

Экстракция в точке 
помутнения

ЖХ МС 0.09–0.38 мг/кг  [10]

Линейные алкилбен-
золсульфонаты, алкоголь-
этоксисульфаты, 
алкилфенолэтоксилаты, 
алкогольэтоксилаты, 
алкилфенолы

Вода объектов 
окружающей 
среды

ТФЭ ЖХ МС (иониза-
ция электро-
распылением)

40–200 нг/л; 
90–440 нг/л; 
0.4–2 мкг/л (в 
зависимости от 
матрицы)

 [11]
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вание хроматографических методов анализа с масс-
спектрометрическим детектированием (табл. 1).

В работе [4] рассмотрено применение метода
жидкостной хроматографии с квадрупольным
масс-спектрометрическим детектированием
(ЖХ–МС) в режиме электронной и химической
ионизации и изобутана в качестве реакционного га-
за для определения НПАВ класса алкилфенолэток-
силатов CnH2n + 1C6H4O(CH2CH2O)mH и этоксилатов
жирных спиртов CnH2n + 1O(CH2CH2O)mH. Анали-
тами являлись октилфенолэтоксилат (Тритон Х-
100), нонилфенолэтоксилат (Akopal N060) и це-
тилэтоксилат (Brij 56). Разделение проводили в
режиме градиентного элюирования на колонке с
привитыми аминопропиловыми группами. В ре-
зультате получена информация о распределении
гомологов и наличии примесей в чистых препара-
тах. Отмечено, что метод может быть использован
для изучения первичной биодеградации НПАВ в
воде (на примере модельных растворов загряз-
ненных образцов природной воды) (табл. 1).

Для определения этоксилатов жирных спиртов,
нонилфенолэтоксилатов, диэтаноламидов жирных
кислот кокосового масла, нонилфеноксимоно-
карбоксилатов, нонилфенола, октилфенола и ли-
нейных алкилбензолсульфонатов в донных отложе-
ниях и образцах воды предложено использовать ме-
тод ЖХ–МС с химической ионизацией при
атмосферном давлении/электрораспылительной
ионизацией в сочетании с пробоподготовкой мето-
дом твердофазной экстракции (ТФЭ) [5]. Методика
позволила установить достаточно высокие кон-
центрации нонилфенолэтоксилата и нонилфено-
ла рядом с местами сброса промышленных и го-
родских сточных вод. Нонилфенол обнаружен в
47% проб воды и в 77% всех проанализированных
образцов донных отложений. Концентрации но-
нилфенола варьировали от 0.15 до 4.1 мкг/л в мор-
ской воде и от 8 до 1050 мкг/кг в донных отложе-
ниях. Концентрации диэтаноламидов жирных
кислот кокосового масла в отложениях (в кото-
рых преобладают гомологи С11–С15) варьировали
в диапазоне от 30 до 2700 мкг/кг, в морской воде
концентрации определяемого компонента со-
ставляли до 24 мкг/л. Установлено, что этоксила-
ты жирных спиртов накапливаются в донных от-
ложениях, и поэтому они были обнаружены во
всех проанализированных образцах. Диапазон
определяемых содержаний этоксилатов жирных
спиртов составил от 37 до 1300 мкг/кг.

Описан экспресс-метод определения анион-
ных (АПАВ), катионных ПАВ и НПАВ в воде ме-
тодом проточно-инжекционного анализа в соче-
тании с масс-спектрометрическим детектирова-
нием с электрораспылительной ионизацией [6].
Для извлечения и концентрирования аналитов
использовали метод жидкостно-жидкостной экс-
тракции (ЖЖЭ) смесью дихлорметан–изопропа-

нол (90 : 10, по объему). Количественный анализ
проводили с использованием изотопно меченно-
го триэтоксилированного нонилфенола и дибу-
тилнафталинсульфоната натрия в качестве внут-
ренних стандартов. Анализ осуществляли путем
чередования положительного и отрицательного
режимов ионизации, что позволило одновремен-
но определить наиболее распространенные ПАВ
за короткое время. Пределы обнаружения варьи-
ровали от 93 до 797 пг (табл. 1). Метод отличается
высокой экспрессностью, поскольку не требует
хроматографического разделения подготовлен-
ного экстракта. Однако в некоторых случаях для
достоверной идентификации аналитов необхо-
дим дополнительный анализ методом масс-спек-
трометрии дочерних ионов.

В работе [7] описана методика одновременного
определения в объектах окружающей среды основ-
ных АПАВ и НПАВ: линейных алкилбензолсуль-
фонатов, алкилэтоксисульфатов, алкилсульфатов,
нонилфенолполиэтоксилатов, алкогольполиэток-
силатов (полиэтоксилатов жирных спиртов) и их
карбоксилированных метаболитов (сульфофенил-
карбоновых кислот и алкилфенолэтоксикарбокси-
латов). Аналиты экстрагировали из проб воды и
осадков методом ТФЭ и жидкостной экстракции
под давлением. Идентификацию и оценку количе-
ственного содержания целевых соединений про-
водили методом ЖХ–МС с электрораспылитель-
ной ионизацией при чередовании положительного
и отрицательного режимов. Степень извлечения
большинства аналитов изменялась от 70 до 107%.
Пределы обнаружения составили 0.05–0.5 нг/мл
для воды и 1–10 нг/г для осадков. Разработанную
методику использовали для одновременного опре-
деления ПАВ в пробах, отобранных из различных
водных экосистем. Во всех образцах обнаружены
аналиты различного происхождения. Самые высо-
кие концентрации метаболитов ПАВ в воде соста-
вили 149.6 мкг/л для сульфофенилкарбоновых
кислот и 3.9 мкг/л для алкилфенолэтоксикарбок-
силатов.

Предложена методика определения алкилфе-
нолов, алкилфенолэтоксилатов, алкилфенолэток-
сикарбоксилатов и бисфенола А в поверхностных
водах методом ВЭЖХ с масс-спектрометрическим
детектированием (тройной квадруполь) [8]. Для
концентрирования проб и очистки полученных
экстрактов применяли метод ТФЭ. Для разделения
алкилфенолов и алкилфенолэтоксикарбоксилатов
использовали градиентный режим элюирования
без добавления буферных растворов. Примене-
ние системы ацетонитрил–вода в качестве по-
движной фазы способствовало увеличению до-
стоверности определения за счет уменьшения
числа аддуктов фрагментации, имеющих одина-
ковые значения m/z. Нонилфенолэтоксилаты
(m = 1–17) определяли отдельно в режиме поло-
жительной ионизации при использовании по-
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движной фазы, содержащей ацетат аммония.
Проанализированы сбросы предприятий тек-
стильной промышленности, соответствующие сто-
ки с очистных сооружений и воды рек. Среди опре-
деляемых веществ нонилфенолэтоксикарбоксила-
ты и нонилфенолэтоксилаты показали самые
высокие концентрации в пробах воды: до 4.5 мкг/л
в сточных водах и 3.6 мкг/л в водах рек.

Анализ литературы показал, что наиболее ча-
сто используют в промышленности и определяют
в различных объектах оксиэтилированные алкил-
фенолы и оксиэтилированные жирные спирты.
Для концентрирования проб различного проис-
хождения и очистки полученных экстрактов ис-
пользуют преимущественно методы ТФЭ и
ЖЖЭ, которые характеризуются значительным
расходом реагентов и длительностью. Более со-
временным и экологичным методом извлечения
загрязняющих веществ различных классов из
водных образцов является дисперсионная жид-
костно-жидкостная микроэкстракция (ДЖЖМЭ
[12–14]. Кроме того, современные системы масс-
спектрометрии позволяют проводить непосред-
ственный ввод образца природных вод при иони-
зации электрораспылением, минуя стадию хро-
матографического разделения подготовленного
экстракта. Новые возможности метода суще-
ственно упрощают мониторинговые исследова-
ния объектов окружающей среды на содержание
НПАВ.

Цель данной работы заключалась в создании и
апробации способа идентификации и определе-
нии НПАВ в природных водах, основанного на
сочетании методов ДЖЖМЭ и ультра-ВЭЖХ
(УВЭЖХ)–квадруполь времяпролетной масс-
спектрометрии высокого разрешения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Аппаратура. Использовали ультра высокоэф-
фективный жидкостной хроматограф UltiMate
3000 (Thermo Scientific, США) в сочетании с квад-
руполь-времяпролетным масс-спектрометриче-
ским детектором maXis 4G и электрораспыли-
тельную ионизацию в устройстве ionBooster
(Bruker Daltonics, Германия). Разделение прово-
дили на колонке ACQUITY UPLC® BEH C18
(30 × 2.1 мм, 1.7 мкм) (Waters, США) в режиме
градиентного элюирования.

Применяли весы аналитические Sartorius
TE214S специального класса точности с пределом
взвешивания 0.1 мг (Sartorius, Германия), цен-
трифугу MPW-260R (MPW Med. Instruments,
Польша), микродозаторы Biohit с переменным объ-
емом 10–100 мкл, 100–1000 мкл, 1000–5000 мкл и
пределом допускаемой погрешности измерения
не более ±2%; фильтры мембранные политет-

рафторэтиленовые 0.20 мкм диаметром 25 мм
(Corning Incorporated, Германия).

Реактивы. Использовали стандартные образ-
цы НПАВ ОП-10 и ОП-7 (ГОСТ 8433-81), Тритон
Х-100 (Sigma-Aldrich, США), ОС-20 (ГОСТ
10730-82) и Brij 35 (Sigma-Aldrich, США). Исход-
ные стандартные растворы (1 мг/мл) готовили рас-
творением точной навески препарата в метаноле.
Рабочие растворы готовили разбавлением исходно-
го деионированной водой (15–18 МОм см, ОСТ 11
029.003-80). Использовали метанол (Fisher Scien-
tific UK, Великобритания), ацетонитрил, изопро-
пиловый спирт (Scharlab S.L., Испания), мура-
вьиную кислоту, формиат натрия (Sigma-Aldrich,
США).

Идентификация и определение. Идентифика-
цию НПАВ по полученным хроматограммам про-
водили с использованием программного продук-
та DataAnalysis-4.1, TargetAnalysis (Bruker Dalton-
ics, Германия), составление картины изотопного
распределения аналита – с использованием Isoto-
pePattern (Bruker Daltonics, Германия). Неизвест-
ную концентрацию аналита в пробе (cx) рассчиты-
вали методом стандартной добавки по формуле:

сx = сдоб/[(Sx + доб/Sx) – 1],
где сдоб – концентрация добавки в пробе, нг/мл
(нг/г); Sx, Sx + доб – площади пиков m/z в исследу-
емом растворе и в растворе с добавкой аналита
соответственно.

Условия хроматографического разделения и де-
тектирования [15]. Подвижная фаза состояла из
0.1%-ной муравьиной кислоты в воде (элюент А)
и 0.1%-ной муравьиной кислоты в ацетонитриле
(элюент В). Осуществляли градиентное элюиро-
вание: 0 мин – 5% В, 0.5 мин – 5% В, 2 мин – 50%
В, 5 мин – 100% В, 6 мин – 5% В, 8 мин – 5% В.
Скорость потока подвижной фазы 0.4 мл/мин.
Оптимальная температура хроматографической
колонки 50°С, объем вводимой пробы 50 мкл.
Температура термостата автоматического дозато-
ра 10°С.

Использовали ионизацию электроспреем в
устройстве ionBooster (Bruker Daltonics, Герма-
ния). Установлены следующие оптимальные значе-
ния параметров ионизации: напряжение на щите
капилляра 400 В, напряжение на капилляре 1000 В,
давление газа-распылителя азота 4.76 атм, поток
газа-осушителя азота 6 л/мин, температура газа-
осушителя азота 200°С, поток газа-испарителя
азота 250 л/ч, температура газа-испарителя азота
250°C.

Проводили регистрацию ионов в диапазоне
значений m/z 100 до 1200. Для калибровки масс
использовали раствор формиата натрия 10 мМ в
смеси вода–изопропиловый спирт (1 : 1). Масс-
спектр калибранта получали в интервале времен
хроматографирования от 9.5 до 10 мин.
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Пробоподготовка. Отбирали 10 мл исследуемой
пробы, подкисляли ее добавлением 0.1 мл конц.
HCl и впрыскивали микрошприцем 1 мл смеси
хлороформа (250 мкл) и ацетонитрила (750 мкл);
полученную эмульсию встряхивали и центрифу-
гировали 5 мин при 2000 об/мин. Отбирали ниж-
ний слой экстракта в пенициллиновый флакон и
упаривали досуха в токе азота при 30°С. Сухой
остаток растворяли в смеси 50 мкл метанола и
950 мкл воды, перемешивали, раствор фильтро-
вали через мембранный фильтр 0.20 мкм в микро-
флакон и хроматографировали.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Аналитические характеристики НПАВ. Среди

всего ассортимента НПАВ наиболее широкое
распространение в различных отраслях промыш-
ленности и народном хозяйстве получили алкил-
фенолэтоксилаты и алкилоксиэтоксилаты (эток-
силаты жирных спиртов). Алкилфенолэтоксила-

ты представляют собой смесь полимергомологов
СnH2n + 1C6H4O(C2H4O)mH. К ним следует отнести
оксиэтилированные полиэфиры ОП-10 и ОП-7.
Среди зарубежных аналогов можно выделить
Emulgen 931, Noigen EA-190A, IGEPAL, Тритон
Х-100 и др. Алкилоксиэтоксилаты – смесь поли-
мергомологов СnH2n + 1O(C2H4O)mH. Среди отече-
ственных продуктов к ним относятся синтанолы
(например, ОС-20). Зарубежные аналоги: Brij 35,
Brij 56, Emulgen 105 и др. (схема 1).

Данные НПАВ различаются по числу гомоло-
гов (n) и по степени этоксилирования (m). Для
установления этих различий в работе использова-
ли метод УВЭЖХ в сочетании с квадруполь вре-
мяпролетной масс-спектрометрией высокого
разрешения. При выбранных оптимальных усло-
виях хроматографического разделения [15] полу-
чены и проанализированы хроматограммы и
масс-спектры водных растворов НПАВ с концен-
трацией 100 нг/мл.

Схема 1. Структурные формулы неионогенных ПАВ.

Оксиэтилированный полиэфир ОП-10. На рис. 1
представлен масс-спектр водного раствора ОП-
10, в котором можно выделить две группы сигна-
лов в диапазонах значений m/z 250–550 и 550–

900. Такое распределение ионов по молекуляр-
ным массам характерно для полимергомологов с
различным количеством мономерных звеньев в
цепи. Установлено, что для ОП-10 характерны го-
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Алкилфенолэтоксилаты
OП-7, n = 8− 10, m = 6− 7; 
OП-10, n = 8− 10, m = 10− 12;

Нонилфенолэтоксилат
Nonidet™ P 40; IGEPAL® CO-630 (m = 9− 10); 
Noigen EA-190A; Imbentin-N52; NP 40; Arkopal® N 100; 
Emulgen 931 (CAS 9016-45-9)

t-Октилфенолэтоксилат
Тритон X-100 (m = 9− 10);
IGEPAL® CA-720 ( m = 12);
IGEPAL® CA-630

Алкилоксиэтоксилаты
OC-20, n = 18 (марка A), 14−18 (марка Б),  m  = 20;
Синтанол АЛМ, n  = 10 − 13, m = 7− 10;
Синтанол ДС, n  = 10 − 18, m = 8− 10

Додецилоксиэтоксилат
Brĳ® L23 (Brĳ 35); Emulgen 105, 108, 109, 120, 147 
(CAS 9002-92-0)



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 2  2021

ИДЕНТИФИКАЦИЯ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ НЕИОНОГЕННЫХ 171

мологи С7–С11 (аддукты с ионами аммония, ка-
лия и натрия) (рис. 2а), степень этоксилирования
(m) для преобладающих гомологов составила от 6
до 19. В спектре также обнаруживаются сигналы,

соответствующие по значению m/z аддуктам ОП-
10 с ионами щелочных (диапазон значений
m/z 600–900) и щелочноземельных (диапазон
значений m/z 250–550) металлов. Так, в диапазо-

Рис. 1. Масс-спектр полимергомологов ОП-10 [С9H19C6H4O(C2H4O)mH + Ca, Mg]2+, [С9H19C6H4O(C2H4O)mH + K,
Na, NH4]+ (числом обозначена степень этилирования).
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Рис. 2. Масс-хроматограммы полимергомологов ОП-10 (m = 10) (а) и Тритон Х-100 (m = 10) (б). (а): С7 –
[С7Н15С6Н4О(С2Н4О)10Н + NH4]+; C8 – [С8Н17С6Н4О(С2Н4О)10Н + NH4]+; C9(1) – [С9Н19С6Н4О(С2Н4О)10Н +
+ NH4]+; С9(2) – [С9Н19С6Н4О(С2Н4О)10Н + Nа]+; С9(3) – [С9Н19С6Н4О(С2Н4О)10Н + K]+; C10 –
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не значений m/z 550–900 в спектре имеется пик с
максимальной интенсивностью при m/z 683.4328,
который соответствует аддукту состава
[С9Н19С6Н4О(С2Н4О)10Н + Na]+, слева от него
расположены сигналы аддуктов с m = 8–9, справа
с m = 11–15 и разницей в значении m/z 44, соответ-
ствующей оксиэтильному фрагменту (–C2H4O–). В
спектре установлено также наличие аддуктов
полимергомологов ОП-10 с ионами калия и ам-
мония [С9Н19С6Н4О(С2Н4О)10Н + K]+,
[С9Н19С6Н4О(С2Н4О)10Н + NH4]+ (рис. 1).

При хроматографическом разделении в усло-
виях градиентного элюирования с увеличением
длины углеводородного радикала увеличивается
и время удерживания алкилфенолэтоксилатов с
5.5 до 6.2 мин (рис. 2). Однако для аддукта
[С10Н21С6Н4О(С2Н4О)10Н + NH4]+ время удержи-
вания составило 5.7 мин, что может свидетель-
ствовать о существовании изомеров, имеющих
меньшее время удерживания. Об изомерных фор-
мах алкилфенолэтоксилатов свидетельствуют их

несимметричные хроматографические пики
(рис. 2а), а также данные работы [4], в которой
проведено разделение и изучение изомерных
форм.

На рис. 3 представлены масс-хроматограммы
и масс-спектры двухзарядных ионов
[С10H21C6H4O(C2H4O)mH + Са]2+ при максималь-
ной степени этоксилирования m = 15–16. Как
видно, времена удерживания этоксилатов с раз-
личной степенью этоксилирования различаются
и увеличиваются с увеличением степени этокси-
лирования (рис. 3а). Это может свидетельство-
вать об образовании аддуктов оксиэтилирован-
ных алкилфенолов до ионизации электрораспы-
лением, а именно в исходном растворе или в
процессе хроматографирования.

Установлено, что в процессе электраспыли-
тельной ионизации этоксилированных алкилфе-
нолов на масс-хроматограммах и в масс-спектрах
регистрируются аддукты с ионами аммония, на-
трия и калия, причем преобладают в основном

Рис. 3. Масс-хроматограммы (а) и масс-спектр (б) полимергомолога ОП-10 [С10H21C6H4O(C2H4O)mH + Са]2+

(m = 12–25).
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аддукты с ионом аммония (рис. 4). На рис. 4
представленны масс-спектры полиэфира ОП-10
в виде аддуктов с ионами аммония для полимер-
гомолога С10. На масс-хроматограмме имеются
два несимметричных пика, которые могут свиде-
тельствовать о наличии изомерных форм в ис-
ходном продукте ОП-10.

Особенностью применяемого приборного
обеспечения является возможность непосред-
ственного ввода пробы в масс-спектрометр высо-
кого разрешения (МСВР) с использованием
устройства ionBooster (Bruker Daltonics, Герма-
ния) (рис. 5).

Непосредственное электрораспыление пробы
в масс-спектрометр удобно для мониторинговых
экспресс-исследований, это позволяет идентифи-
цировать интересующие компоненты без хромато-
графического разделения подготовленного экстрак-
та. В данных условиях в масс-спектре полимергомо-
логов ОП-10 преобладают однозарядные аддукты с
ионами щелочных металлов [M + K(Na)]+.

Оксиэтилированный полиэфир ОП-7. Установ-
лено, что препарат ОП-7 представляет собой
смесь полимергомологов от С4 до С7 с преоблада-
нием C6 [С6H13C6H4O(C2H4O)6H + K]+и макси-
мальной степенью этоксилирования m = 6 (рис. 6).

На рис. 6б представлены масс-хроматограммы
гексилфенолэтоксилата. Как видно, времена
удерживания для каждого полимергомолога раз-
личаются и составляют от 3.4 до 3.8 мин, что мо-
жет свидетельствовать об образовании аддуктов
уже в исходном растворе, до процесса хромато-
графирования.

Оксиэтилированный полиэфир Тритон Х-100
представляет собой смесь гомологов С8–С10 (пре-
имущественно С8) с максимальной степенью
этоксилирования m = 8–9 (рис. 2б, рис. 7). В
спектре полиэфира регистрируются аддукты с
ионами натрия, калия и аммония (рис. 8). Как
видно из рис. 7, 8, на масс-хроматограммах име-
ются симметричные пики, что свидетельствует об
отсутствии изомеров в препарате Тритон Х-100.

Рис. 4. Масс-хроматограммы (а) и масс-спектр (б) полимергомолога ОП-10 [С10H21C6H4O(C2H4O)mH + NH4]+

(m = 9–20).
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Оксиэтилированные спирты (синтанолы, ОС-20,
Brij 35). Данные НПАВ представляют собой эток-
силированные спирты с различной степенью
этоксилирования. На рис. 9 представленны масс-
хроматограммы [С5Н11О(С2Н4О)mН + Na]+ для
оксиэтилированного спирта ОC-20. Видно, что
степень этоксилирования составляет от 8 до 19.
Гомологов и изомеров для данного препарата не
обнаружено.

Оксиэтилированный спирт Brij-35 представляет
собой лаурилоксиэтоксилат со степенью этокси-
лирования m = 14–27 (рис. 10). В данном случае
отмечено образование как двухзарядных инов
[С12Н25О(С2Н4О)mН + 2NH4]2+, так и однозаряд-
ных [С12Н25О(С2Н4О)mН + NH4]+, а также аддук-
тов с ионами натрия и калия.

Идентификационные параметры. Картина рас-
пределения ионов-аддуктов по молекулярным
массам для каждого НПАВ очень индивидуальна

и характеризует определенный аналит. Хромато-
графический профиль НПАВ дает существенную
информацию о характере молекулярно-массово-
го распределения гомологов идентифицируемого
соединения, наличии изомеров, длине полиокси-
этиленовой цепи (степени этоксилирования).
Все эти характеристики служат для подтвержде-
ния наличия конкретного соединения в анализи-
руемой пробе (табл. 2), исходя из которых даль-
нейшую количественную оценку можно прово-
дить по заранее выбранным характеристическим
ионам-аддуктам (m/z) (табл. 3, 4). Идентификацию
НПАВ проводили по полученным масс-хромато-
граммам с использованием программы TargetAnaly-
sis-1.3 (Bruker Daltonics, Германия), созданной базы
данных (табл. 2) и идентификационным парамет-
рам, которыми служили времена удерживания со-
единений и точность масс ионов-аддуктов.

Рис. 5. Масс-спектр полимергомолога ОП-10 [С9H19C6H4O(C2H4O)mH + K, Na]+ (m = 6–16), полученный непосред-
ственным вводом раствора с концентрацией 100 нг/мл.
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Рис. 6. Масс-спектр полимергомологов ОП-7 [С6H13C6H4O(C2H4O)mH + K]+ (m = 0–16) и [С4H9C6H4O(C2H4O)mH +
+ K]+ (m = 2'–16') (а) и масс-хроматограммы полимергомолога ОП-7 [С6Н13С6Н4О(С2Н4О)mН + K]+ (m = 4–15) (б).
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Определение НПАВ в природных водах. Для из-
влечения НПАВ из природных вод использовали
метод ДЖЖМЭ. В качестве экстрагента исполь-
зовали хлороформ (250 мкл), в качестве дисперги-
рующего растворителя – ацетонитрил (750 мкл).
Условия микроэкстракционного концентрирова-
ния аналитов оптимизировали в соответствии с
данными работ [12, 13].

В табл. 3 и 4 приведены аналитические харак-
теристики методики определения НПАВ в при-
родных водах методом УВЭЖХ–МСВР и МСВР
для характеристических ионов-аддуктов ОП-10 и
Тритона Х-100, в качестве которых выбрали по-
лимергомологи С10 и С8 соответственно. Их про-
изводные с ионами щелочных и щелочноземель-
ных металлов дают наиболее интенсивные пики в

Рис. 7. Масс-хроматограммы (а) и масс-спектр (б) полимергомолога Тритона Х-100 [С8H17C6H4O(C2H4O)mH + NH4]+

(m = 4–16).
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масс-спектре определяемых алкилфенолэтокси-
латов.

При апробации методики анализировали при-
родные воды рек Клязьма, Судогда, Колокша и
Колпь (Владимирская область). Пробы отбирали
на глубине 30 см на расстоянии 1 м от берега в мае
2019 г. На рис. 11 в качестве примера приведена
масс-хроматограмма экстракта природной воды
из р. Клязьма. Идентифицированы НПАВ класса
оксиэтилированных полиэфиров, содержащие
индивидуальные соединения с длиной углеворо-
дородного радикала С8, С9 и С10 со степенью эток-
силирования m = 9, 10 и 16.

В табл. 5 приведены результаты идентифика-
ции НПАВ в различных водах. Отражены относи-
тельные (нормированные) концентрации иден-
тифицированных компонентов. В процессе хро-
матографического разделения и ионизации
электрораспылением полимергомологи образуют
аддукты с различными ионами, наличие которых

позволяет избежать ошибок при идентификации
НПАВ.

Для количественного анализа использовали
метод добавок на уровне 5 нг/мл НПАВ (рис. 11).
Полученные результаты представлены в табл. 6.

* * *

Таким образом, в анализируемых пробах при-
родных вод обнаружены оксиэтилированные ал-
килфенолы с длиной углеводородного радикала
С8, С9, С10 и степенью этоксилирования m = 9 и
16. Оценка содержаний с использованием метода
стандартной добавки позволяет сделать вывод,
что обнаруженные НПАВ с углеводородным ра-
дикалом С9 и со степенью этоксилирования m = 9
присутствуют в пробах всех рек, кроме р. Клязь-
ма, и НПАВ с углеводородном радикалом С10 и
степенью этоксилирования m = 16 в присутству-
ют р. Колокша в количествах, превышающих

Рис. 8. Масс-хроматограммы (а) и масс-спектры (б) аддуктов Тритона Х-100.
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Таблица 2. Идентификационные параметры НПАВ, определяемых методом масс-спектрометрии высокого раз-
решения

Ион Моно-изотопная 
масса, m/z

Δ, м. д. tR смин, нг/мл

НПАВ – оксиэтилированные эфиры алкилфенола

[С4H9C6H4O(C2H4O)5H + NH4]+ 388.2694 3 3.6 0.1

[С4H9C6H4O(C2H4O)7H + K]+ 497.2511 3 3.6 0.1

[С6H13C6H4O(C2H4O)5H + K]+ 437.2300 4 3.6 0.1

[С8H17C6H4O(C2H4O)9H + NH4]+ 620.4368 4 5.6 0.1

[С8H17С6Н4О(C2H4O)9Н + Nа]+ 625.3922 3 5.6 0.1

[С9H19C6H4O(C2H4O)12H + Са]2+ 394.2294 2 3.8 0.1

[С9H19C6H4O(C2H4O)13H + Са]2+ 416.2425 4 3.8 0.1

[С9H19C6H4O(C2H4O)12H + Mg]2+ 386.2406 3 3.8 0.1

[С9H19C6H4O(C2H4O)13H + Mg]2+ 408.2537 5 3.8 0.1

[С9H19C6H4O(C2H4O)9H + Na]+ 639.4078 3 5.8 0.2

[С9H19C6H4O(C2H4O)9H + K]+ 655.3818 5 5.8 0.2

[С9H19C6H4O(C2H4O)9H + NH4]+ 634.4524 4 5.8 0.2

[С9H19C6H4O(C2H4O)10H + NH4]+ 678.4787 5 5.9 0.2

[С10H21C6H4O(C2H4O)12H + Na]+ 785.5021 5 6.0 0.5

[С10H21C6H4O(C2H4O)12H + K]+ 801.4761 5 6.0 0.5

[С10H21C6H4O(C2H4O)12H + NH4]+ 780.5467 4 6.0 0.5

[С10H21C6H4O(C2H4O)16H + Са]2+ 489.3159 4 3.9 0.5

[С10H21C6H4O(C2H4O)15H + Са]2+ 467.3027 5 3.9 0.5

[С10H21C6H4O(C2H4O)16H + Mg]2+ 481.3009 5 3.8 0.2

[С10H21C6H4O(C2H4O)15H + Mg]2+ 459.2878 4 3.8 0.2

НПАВ – оксиэтилированные спирты

[С5Н11О(С2Н4О)8Н+Na]+ 463.2878 5 5.9 0.3

[С12Н25О(С2Н4О)21Н+2NH4]2+ 573.4083 5 6.0 0.5

[С12Н25О(С2Н4О)21Н+NH4]+ 1128.7827 8 6.0 0.5
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Рис. 9. Масс-хроматограммы полимергомолога ОC-20 [С5Н11О(С2Н4О)mН + Na]+ (m = 8–19).
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Таблица 3. Аналитические характеристики определения НПАВ в природных водах методом ультра-ВЭЖХ–
масс-спектрометрия высокого разрешения

Аналит Ион m/z
Δ, 

м. д.
tR

смин, 
нг/мл

сн,
нг/мл

ДОС,
нг/мл

Уравнения 
градуировочной 

зависимости
r2

ОП-10 [С10H21C6H4O(C2H4O)15H + Са]2+ 467.3027 5 3.9 0.5 1 1–1000 у = 6031.9с + 173476 0.9919

[С10H21C6H4O(C2H4O)16H + Са]2+ 489.3159 5 3.9 0.5 1 1–1000 у = 6068.3с + 169442 0.9985

Тритон 
Х-100

[С8H17С6Н4О(C2H4O)8Н + NH4]+ 576.4106 2 5.6 0.3 1 1–100 у = (7.7 ± 0.6) × 104с – 
‒ (2.3 ± 0.3) × 105

0.9978

[С8H17С6Н4О(C2H4O)9Н + NH4]+ 620.4368 3 5.6 0.3 1 1–100 у = (8.4 ± 0.6) × 104с – 
‒ (3.3 ± 0.4) × 105

0.9969
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Рис. 10. Масс-хроматограммы Brij 35 [С12Н25О(С2Н4О)mН + 2NH4]2+ (а) и масс-спектр [С12Н25О(С2Н4О)mН +
+ 2NH4]2+, [С12Н25О(С2Н4О)mН + NH4]+ (б) (числом обозначена степень этилирования).
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Таблица 4. Аналитические характеристики определения НПАВ в природных водах методом масс-спектромет-
рии высокого разрешения

Аналит Ион m/z
Δ, 

м. д.
смин, 

нг/мл
сн,

нг/мл
ДОС,
нг/мл

Уравнение 
градуировочной 

зависимости
r2

ОП-10 [С10H21C6H4O(C2H4O)15H + Са]2+ 467.3027 5 0.5 1 1–1000 у = 1577.5с + 50293 0.9899

[С10H21C6H4O(C2H4O)16H + Са]2+ 489.3159 5 0.5 1 1–1000 у = 1386.3с + 45890 0.9906

Тритон
Х-100

[С8H17С6Н4О(C2H4O)9Н + Nа]+ 625.3922 4 0.1 1 1–100 у = 102.1с – 657.83 0.9950

[С8H17С6Н4О(C2H4O)9Н + K]+ 641.3662 5 0.1 1 1–100 у = 1054.4с – 2231 0.9868
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Рис. 11. Масс-хроматограммы экстракта природной воды без добавки (1–8) и с добавкой НПАВ ОП-10 до концентра-
ции 100 нг/мл (1а–8а): 1 – [С10Н21С6Н4О(С2Н4О)15Н + Ca]2+, 2 – [С10Н21С6Н4О(С2Н4О)16Н + Ca]2+, 3 –
[С8Н17С6Н4О(С2Н4О)9Н + NH4]+, 4 – [С8Н17С6Н4О(С2Н4О)9Н + Na]+, 5 – [С9Н19С6Н4О(С2Н4О)9Н + NH4]+, 6 –
[С9Н19С6Н4О(С2Н4О)10Н + NH4]+, 7 – [С9Н19С6Н4О(С2Н4О)9Н + Na]+, 8 – [С9Н19С6Н4О(С2Н4О)9Н + K]+.

Время, мин

6

4

2

0
4.0 4.5 5.0 5.5 6.56.0

×105

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
, о

тн
. е

д.

8
8a

4

7

6

5
7a

6a

5a

3a

4a

1a 2a

21 3

Таблица 5. Результаты идентификации НПАВ в природных водах (n = 3, P = 0.95)

Обнаруженные ионы
Название реки и относительные (нормированные) концентрации

Колокша Судогда Клязьма Колпь

[С8Н17С6Н4О(С2H4О)9Н + NH4]+ 2.24 2.04 1.00 1.55

[С8Н17С6Н4О(С2H4О)9Н + Na]+ 2.68 2.11 1.00 1.04

[C9H19C6H4O(C2H4O)9H + Na]+ 1.36 3.87 – 1.00

[C9H19C6H4O(C2H4O)9H + K]+ 3.54 2.99 – 1.00

[C9H19C6H4O(C2H4O)9H + NH4]+ 13.97 52.35 1.00 14.80

[C9H19C6H4O(C2H4O)10H + NH4]+ 13.88 49.39 1.00 138.62

[C10H21C6H4O(C2H4O)15H + Ca]2+ 2.57 1.45 3.03 1.00

[C10H21C6H4O(C2H4O)16H + Ca]2+ 2.63 1.40 2.18 1.00
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нормативные значения ПДК (0.1 мг/л) (рассчи-
танные значения концентрации НПАВ изменя-
лись от 0.12 до 0.29 мг/л).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. РД 52.24.439-2007. Массовая концентрация неио-
ногенных синтетических поверхностно-активных
веществ и полиэтиленгликолей в водах. Методика
выполнения измерений экстракционно-фотомет-
рическим методом. Ростов н/Д.: Росгидромет,
2007, 24 с.

2. ПНД Ф 14.1:2.247-07. Количественный химиче-
ский анализ вод. Методика выполнения измере-
ний массовых концентраций неионогенных син-
тетических поверхностно-активных веществ
(СПАВ) в пробах природных и сточных вод нефе-
лометрическим методом. М.: ФГБУ “ФЦАО”,
2016, 12 с.

3. ПНД Ф 14.1:2:4.194-2003. Количественный хими-
ческий анализ вод. Методика измерений массовой
концентрации неионогенных поверхностно-ак-
тивных веществ (НПАВ) в пробах питьевых, при-
родных и сточных вод экстракционно-фотометри-
ческим методом в присутствии анионоактивных
ПАВ (АПАВ). М.: ФГБУ “ФЦАО”, 2012, 14 с.

4. Levsen K., Wagner-Redeker W., Schafer K.H., Dobber-
stein P. On-line liquid chromatography-mass spec-
trometry analysis of non-ionic surfactants // J. Chro-
matogr. A. 1985. V. 323. P. 135.

5. Petrovic M., Fernandez-Alba A.R., Borrull F., Marce R.M.,
Mazo E.G., Barcelo D. Occurrence and distribution of
nonionic surfactants, their degradation products, and
linear alkylbenzene sulfonates in coastal waters and
sediments in Spain // Environ. Toxicol. Chem. 2002.
V. 21. № 1. P. 37.

6. Barco M., Planas C., Palacios O., Ventura F., Rivera J.,
Caixach J. Simultaneous quantitative analysis of anion-
ic, cationic, and nonionic surfactants in water by elec-
trospray ionization mass spectrometry with f low injec-
tion analysis // Anal. Chem. 2003. V. 75. P. 5129.

7. Lara Martin P.A., Gomez-Parra A., Gonzalez-Mazo E.
Development of a method for the simultaneous analysis
of anionic and non-ionic surfactants and their carbox-
ylated metabolites in environmental samples by mixed-

mode liquid chromatography-mass spectrometry //
J. Chromatogr. A. 2004. V. 1137. P. 188.

8. Loos R., Hanke G., Umlauf G., Eisenreich S.J. LC–
MS–MS analysis and occurrence of octyl- and nonyl-
phenol, their ethoxylates and their carboxylates in Bel-
gian and Italian textile industry, waste water treatment
plant eff luents and surface waters // Chemosphere.
2006. V. 66. P. 690.

9. Crescenzi C., Di Corcia A., Samperi R. Determination of
nonionic polyethoxylate surfactants in environmental
waters by liquid chromatography/electrospray mass
spectrometry // Anal. Chem. 1995. V. 67. P. 1797.

10. Cantero M., Rubio S., Perez-Bendito D. Determination
of non-ionic polyethoxylated surfactants in sewage
sludge by coacervative extraction and ion trap liquid
chromatography–mass spectrometry // J. Chromatogr.
A. 2004. V. 1046. P. 147.

11. Gomez V., Ferreres L., Pocurull E., Borrull F. Determi-
nation of non-ionic and anionic surfactants in environ-
mental water matrices // Talanta. 2011. V. 84. P. 859.

12. Амелин В.Г., Большаков Д.С., Третьяков А.В. Дис-
персионная жидкостно-жидкостная микроэкс-
тракция и твердофазная экстракция при извлече-
нии полярных пестицидов из природных вод и
определении их методом мицеллярной электроки-
нетической хроматографии // Журн. аналит. хи-
мии. 2013. Т. 68. № 5. С. 430.

13. Амелин В.Г., Лаврухин Д.К., Третьяков А.В. Диспер-
сионная жидкостно-жидкостная микроэкстрак-
ция при определении гербицидов – производных
мочевины в природных водах методом ВЭЖХ //
Журн. аналит. химии. 2013. Т. 68. № 9. С. 908.

14. Большаков Д.С., Амелин В.Г., Третьяков А.В. Опре-
деление гербицидов и их метаболитов в природных
водах методом капиллярного зонного электрофо-
реза в сочетании с дисперсионной жидкостно-
жидкостной микроэкстракцией и on-line концен-
трированием // Журн. аналит. химии. 2014. Т. 69.
№ 1. С. 77.

15. Амелин В.Г., Большаков Д.С., Андоралов А.М. Скри-
нинг и определение пестицидов различных клас-
сов в природной воде без пробоподготовки мето-
дом ультра ВЭЖХ–квадруполь-времяпролетной
масс-спектрометрии высокого разрешения //
Журн. аналит. химии. 2018. Т. 73. № 3. С. 220.

Таблица 6. Результаты определения НПАВ в природных водах (n = 3, P = 0.95)

Обнаруженные НПАВ
Название реки и содержание НПАВ в нг/мл (sr)

Колокша Судогда Клязьма Колпь

С8Н17С6Н4О(С2Н4О)9Н 33 ± 8 (0.10) 15 ± 5 (0.12) 8 ± 3 (0.15) 21 ± 6 (0.09)
C9H19C6H4O(C2H4O)9H 143 ± 21 (0.06) 288 ± 32 (0.04) 40 ± 9 (0.08) 140 ± 18 (0.06)
C10H21C6H4O(C2H4O)16H 122 ± 17 (0.05) 21 ± 5 (0.08) 63 ± 9 (0.05) 75 ± 11 (0.15)
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Методом дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) изучены теплофизические свой-
ства жидких при комнатной температуре растительных масел амаранта, кукурузы, льна, подсолнеч-
ника, рапса, расторопши, рыжика и тыквы. Установлены характеристические тепловые эффекты
этих масел – температуры максимумов эндотермических пиков и их площади на термограммах ДСК. В
качестве идентификационных показателей обсуждены эндотермические пики разной интенсивности на
кривых плавления жидких растительных масел в диапазонах от –40 до –15°С, от –25 до –8°С, от –19 до
+6°С и от –10 до +4°С. Координаты максимумов этих пиков по оси абсцисс (Ti) и их площади (Si)
значимо коррелируют с содержанием основных жирных кислот и триацилглицеринов (Wi, %),
определенных методом обращенно-фазовой ВЭЖХ. Показана возможность эффективно контроли-
ровать методом ДСК подлинность растительных масел.

Ключевые слова: жидкие растительные масла, дифференциальная сканирующая калориметрия,
кривые плавления, обращенно-фазовая ВЭЖХ, триглицеридный состав.
DOI: 10.31857/S0044450221020110

Теплофизические свойства твердых жиров, та-
ких как молочный жир, масло какао, пальмовое и
кокосовое масло, а также целого спектра замени-
телей молочного жира и масла какао изучены ме-
тодом дифференциальной сканирующей калори-
метрии (ДСК) достаточно подробно [1–4], по-
скольку для пищевой технологии и потребления
сведения о температурах плавления и кристалли-
зации жиров имеют важное значение. Кроме то-
го, молочный жир и масло какао относятся к ка-
тегории дорогостоящих продуктов. Для сниже-
ния стоимости масложировой и кондитерской
продукции и оптимизации технологии молочный
жир и масло какао частично или полностью заме-
няют искусственными комбинированными жи-
рами. Термический анализ применяют и для жид-
ких растительных масел [5–7]. В работе [1], пожа-
луй, наиболее детально изучены методом ДСК

теплофизические свойства 17 пищевых жиров, в
том числе типичных растительных масел (РМ).
Для интерпретации кривых кристаллизации и
плавления в качестве подтверждающих методов
использованы газожидкостная хроматография
(ГЖХ) и ВЭЖХ (данные о жирнокислотном и
триглицеридном составе жиров), а также химиче-
ское определение иодного числа, учтено распре-
деление фракций триацилглицеринов (ТАГ): три-
ненасыщенных, диненасыщенных, мононасы-
щенных и тринасыщенных ТАГ. В работе [1]
сопоставлены данные ДСК разных РМ, однако не
выполнен корреляционный анализ изменения
температур максимумов и их площадей на термо-
граммах в зависимости от химического состава
РМ. Обычно для исследования РМ методом ДСК
используют кривые кристаллизации, однако они
хуже воспроизводятся, чем кривые плавления [2, 4].

УДК 547-326:543.572.3:543.544.43

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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В работах [3, 5] применяют так называемую
“быструю” ДСК с градиентом температур 10–
20 град/мин. При быстром нагреве пики, характе-
ризующие тепловые эффекты, сливаются, снижа-
ется информативность термограмм, поэтому
стандартная скорость нагрева или охлаждения
составляет 5 град/мин. Часто в исследованиях РМ
методом ДСК не приводятся хроматографиче-
ские данные для подкрепления сделанных выво-
дов, делается акцент на том, что ДСК – самодоста-
точный метод идентификации жиров, который не
требует больших затрат времени, реактивов и рас-
творителей, сложного оборудования, высокой ква-
лификации персонала. Демонстрируя высокую
чувствительность термограмм к изменениям
жирнокислотного и триглицеридного состава, ав-
торы цитируемых работ не обсуждают вариатив-
ность химического состава РМ, обусловленную
генотипическими и фенотипическими фактора-
ми. Наконец, в работах [1–7] не предложен понят-
ный и простой алгоритм идентификации, напри-
мер, с использованием контрольных карт, визуали-
зирующих цифровую информацию, содержащую
несколько параметров термограмм [8].

Цель настоящей работы – изучение теплофи-
зических свойств некоторых жидких раститель-
ных масел, полученных из выращенного в России
сырья, с использованием кривых плавления ДСК
и контрольных карт, учитывающих вариатив-
ность химического состава, для проверки под-
линности этих масел.

В качестве объектов изучения выбрали под-
солнечное, кукурузное, рапсовое и рыжиковое
масла как недорогие сорта, и амарантовое, льня-
ное, тыквенное и масло расторопши как масла,
используемые преимущественно в качестве био-
логически активных добавок (БАД). БАДы на ос-
нове дорогих натуральных РМ могут фальсифи-
цироваться или разбавляться недорогими РМ,
которые в 10–20 раз дешевле.

Приоритетными методами контроля качества
и подлинности жиров и масел являются капил-
лярная ГЖХ жирных кислот (ЖК) и обращенно-
фазовая ВЭЖХ триацилглицеринов, входящих в
состав жировой фазы [8–18]. Триацилглицерины
рассматриваемых жидких РМ содержат в сумме
от 75 до 90% ненасыщенных ЖК (олеиновой, ли-
нолевой и линоленовой), 5–20% насыщенных
ЖК (пальмитиновой и стеариновой) и различное
количество минорных насыщенных и/или нена-
сыщенных ЖК [8, 9]. Покомпонентная иденти-
фикация ТАГ в различном растительном сырье
методом ВЭЖХ позволила получить большую ба-
зу хроматографических данных [8–18], которую
использовали в настоящей работе при интерпре-
тации хроматограмм. В первую очередь использо-
вали инкрементный подход, разработанный Дейне-
кой с соавт. [10–15] и основанный на идее аддитив-

ности вкладов (инкрементов) функциональных
групп в удерживание сорбата [15]. Этот подход не
позволяет различить изомеры положения и от-
дельные аналогичные по хроматографическим
свойствам ТАГ, но в целом он зарекомендовал се-
бя продуктивным и хорошо согласующимся с
данными других работ.

В отличие от покомпонентного анализа мето-
дами ГЖХ и ВЭЖХ, в методе ДСК в качестве
идентификационных параметров и аналитических
сигналов служат геометрические параметры кри-
вых ДСК – экстремумы температур плавления или
кристаллизации, площади эндо- и экзотермиче-
ских пиков и их соотношения [1–4]. Преимуще-
ством метода ДСК является простота пробоподго-
товки и высокая чувствительность теплофизиче-
ских характеристик к составу жировой фазы.
Например, ДСК смесей молочного жира и паль-
мового масла позволяет обнаружить 2–10% добав-
ки последнего в молочный жир [2–4]. Аналогичные
результаты получены при анализе методом ДСК
смесей оливкового масла с другими более дешевы-
ми РМ [5, 6]. По характерному профилю термо-
грамм ДСК можно проверить не только аутентич-
ность образца масла, но также географическое
происхождение и сорт масличного растения, из
которого оно выделено [6].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Образцы масел (образцы сравнения) произве-
дены в лабораторных условиях в ФГБОУ ВО
“ВГУИТ” и в ООО “Русская Олива” методом хо-
лодного отжима с применением шнекового прес-
са. Для проведения термического анализа ис-
пользовали прибор синхронного термического
анализа STA 449 F3 Jupiter® фирмы “NETZSCH”
(Германия). Для анализа отбирали навески об-
разцов РМ массой 15–22 мг. Теплофизические
свойства измеряли в диапазоне температур от –150
до +20°С, скорость нагрева 5 град/мин. Систему
охлаждали жидким азотом. Измерения выполняли
в атмосфере гелия (расход продувочного газа
10 мл/мин, расход защитного газа 10 мл/мин). Точ-
ность измерения температуры составляла ±0.3°С.

Состав РМ анализировали методом ВЭЖХ на
хроматографе Shimadzu L20 с рефрактометриче-
ским детектором Shimadzu RID-10A (Япония).
Колонка: 250 × 4.6 мм, Kromasil 100-5C18, 35°С.
Элюент – смесь ацетонитрил–ацетон (15 : 85, по
объему), расход 0.8 мл/мин. Идентификацию
ТАГ и ЖК проводили с применением инкремент-
ного расчета [15].

Для повышения информативности термо-
грамм, полученных методом ДСК, использовали
программное разделение суперпозиции пиков
тепловых эффектов, накладывающихся друг на
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друга, в программе NETZSCH Peak Separation по
алгоритму General.

Триацилглицерины обозначали по общепри-
нятой схеме – буквами указывали тип ЖК с ука-
занием их числа в ТАГ с помощью подстрочного
индекса без дифференциации положения ради-
калов в молекуле. Буквенные обозначения кис-
лот, входящих в состав изучаемых РМ: А – арахи-
новая, B – бегеновая, E – эйкозеновая, E'' – эру-
ковая, L – линолевая, L'' – линоленовая, О –
олеиновая, P – пальмитиновая, S – стеариновая
кислота. Например, L2О обозначает ТАГ, обра-
зованный двумя радикалами линолевой и одним
радикалом олеиновой кислоты.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 и 2 приведены кривые плавления

ДСК образцов РМ и хроматограммы ТАГ. На тер-
мограммах плавления ДСК масел можно выде-
лить от 2 до 4 характеристичных эндотермических
максимумов, которые имеют различную ампли-
туду и геометрию, расположены на различных рас-
стояниях по оси температур; пики имеют отличаю-
щиеся по величине площади (Si), которые также не-
сут в себе идентификационные признаки.

Для более точного определения Ti слабо выра-
женных термических эффектов, так называемых
“плеч” на основных пиках, применяли вторые
производные от ДСК по времени (см. пример на
рис. 2д). Наиболее интенсивный пик, а точнее су-
перпозиция неразделенных пиков, на термограм-
мах ДСК, имеющий ассиметричную форму, рас-
положен в диапазоне примерно от –30 до –20°С,
окончание плавления происходит в диапазоне от
–10 до +5°С. В связи с плохим разделением су-
перпозиции пиков эндотермических эффектов
РМ их программно разделяли на 2–4 пика и рас-
считывали относительные площади Si (%). На
рис. 3 приведены примеры программного разде-
ления пиков на термограммах ДСК плавления.

В табл. 1 приведены установленные величины
теплофизических характеристик исследуемых об-
разцов РМ – Ti и Si. В табл. 2 представлены ре-
зультаты идентификации ТАГ, а в табл. 3 – обна-
руженные ЖК. Отметим, что в табл. 2 и 3 приве-
дены наши данные, полученные для конкретных
образцов РМ, теплофизические свойства кото-
рых определяли в данной работе. Это важно, так
как теплофизические свойства масел чутко реаги-
руют на химический состав жиров, который мо-
жет заметно варьировать даже для РМ одного и
того же вида растений в зависимости от генотипа
и фенотипа [8, 9]. Хроматографические данные
находятся в типичных диапазонах содержания
ЖК, нормируемых или установленных ранее для
рассматриваемых видов РМ [8, 9], отсутствуют
данные о ЖК, содержание которых <1%. Деталь-

ную интерпретацию кривых ДСК осложняет на-
личие полиморфизма, взаимной растворимости
различных фракций ТАГ, образующиеся эвтекти-
ки. Однако как показал корреляционный анализ
для взятой выборки РМ, между химическим со-
ставом РМ и эндотермическими эффектами про-
слеживаются значимые корреляции. В работе [1]
показано, что жидкие пищевые РМ, содержащие
в своем составе 61–81% триненасыщенных ТАГ
(UUU) и 35–17% диненасыщенных, мононасы-
щенных ТАГ (UUS), такие как оливковое, кано-
ловое масло и др., имеют на кривых плавления
ДСК ярко выраженный эндотермический пик в
области от –42 до +6°С, на плечах которого слева
и справа можно выделить как минимум еще два
пика. В указанном диапазоне температур наблю-
даются основные тепловые эффекты и в исследу-
емых нами РМ, у которых сумма ТАГ (UUU) со-
ставляет от 84 до 44%, а ТАГ (UUS) – 16–40%.
Кроме этих ТАГ, в РМ присутствует несколько
процентов мононенасыщенных, динасыщенных
ТАГ (USS) и незначительное или следовое коли-
чество тринасыщенных ТАГ (SSS), которые име-
ют более высокие температуры плавления, чем
ТАГ (UUU) и ТАГ (UUS) (табл. 2).

Следует отметить индивидуальный характер
сочетания температур максимумов (Тi) и площа-
дей (Si) на кривых РМ, что позволяет использо-
вать эти теплофизические параметры для каче-
ственной идентификации.

Триглицеридный состав РМ в табл. 2 ранжи-
рован по величине эквивалентного углеродного
числа NEC, который в первом приближении про-
гнозирует диапазон плавления и хроматографи-
ческого поведения ТАГ [18]. Чем ниже величина
NEC, тем ниже температура плавления ТАГ, тем
меньше его время удерживания при обращенно-
фазовой ВЭЖХ. В табл. 4 приведены обнаружен-
ные значимые линейные корреляции (1)–(32)
между теплофизическими свойствами РМ и хи-
мическим составом (коэффициенты парной кор-
реляции R > 0.50). Конечно, наблюдаемые част-
ные тренды (1)–(32) нельзя считать репрезентатив-
ными для больших баз данных по свойствам РМ,
вместе с тем установленные тенденции позволяют
интерпретировать теплофизические свойства РМ и
помогают проверить их подлинность.

Максимум при Т1. Как видно из табл. 1, макси-
мум пика при Т1 слабо варьирует от –39 до –33°С,
его относительная площадь S1 также изменяется в
зависимости от вида РМ незначительно в области
12–16%, асимбатно уменьшаясь при увеличении
суммы ТАГ (UUS) и симбатно возрастая с увели-
чением в РМ доли L3 (табл. 4). Таким образом,
этот пик можно отнести прежде всего к фракции
ТАГ (UUU) с наименьшими температурами
плавления и NEC ≤ 41.4.
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Рис. 1. Термограммы ДСК плавления и хроматограммы ВЭЖХ растительных масел из рыжика (а), расторопши (б),
рапса (в), подсолнечника (г).
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Максимум при Т2. Второй пик c максимумом
при T2 от –28.5 до –21.5°С имеет наибольшую
площадь S2, которая варьирует от 32 до 72%. Его
формирует смесь фракций ТАГ (UUU) и ТАГ
(UUS). Площадь S2 растет при увеличении в РМ
доли линолевой кислоты и ТАГ, в которых при-

сутствует остаток этой кислоты – L3, L2O, LOP,
при этом возрастание доли LOP приводит к сме-
щению максимума пика в область более высоких
температур. Увеличение всей суммы ТАГ (UUS) в
целом снижает площадь S2 за счет включения в
состав ТАГ остатков стеариновой и других насы-
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щенных ЖК. NEC этих ТАГ находится, как пра-
вило, в области от 41.6 до 45.6.

Максимум при Т3 смещается от –19 до –6°С.

Его площадь (S3) для жидких РМ может изменяться

в зависимости от вида РМ в самом широком диапа-
зоне – от 6 до 77.5%. Он формируется смесью, со-

держащей преимущественно ТАГ (UUS), но с при-

месью ТАГ (UUU) и ТАГ (USS). Увеличение доли

олеиновой, пальмитиновой и стеариновой кис-

лот и суммы ТАГ (USS) смещает максимум пика в

область более высоких температур. Площадь S3

симбатно растет при увеличении в ТАГ доли оле-

Рис. 2. Термограммы ДСК плавления и хроматограммы ВЭЖХ растительных масел из льна (а), амаранта (б), тыквы
(в), кукурузы (г); вторая производная кривой ДСК плавления кукурузного масла (д).
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иновой и пальмитиновой кислот (O3, LP2) и асим-

батно уменьшается при увеличении доли линоле-
вой и линоленовой кислот в составе ТАГ. Эту об-
ласть плавления можно отнести к фракции ТАГ, для
которых характерны значения NEC от 45.8 до 48.8.

Максимум при Т4. Этот пик образуют прежде

всего фракции ТАГ (USS) и ТАГ (SSS). Если этот
пик находится в области положительных темпе-
ратур, то в нем преобладают ТАГ (SSS), содержа-
щие пальмитиновую и стеариновую кислоты.
Площадь S4 растет симбатно сумме ТАГ (USS) и

ТАГ (SSS). Для ТАГ, формирующих этот пик, ха-
рактерны значения NEC от 48 до 52.

Анализ реальных проб рассматривали на при-
мере масла расторопши. В качестве образца срав-
нения использовали полученный нами образец
масла (ВГУИТ). Один образец, полученный под
контролем авторов, предоставлен ООО “Русская
олива”. Третий образец приобрели в торговой се-
ти. Кроме этого, из третьего образца приготовили
две смеси с 10% подсолнечного и кукурузного ма-
сел. Результаты определения теплофизических
характеристик приведены в табл. 1. Для визуализа-
ции и анализа данных построили контрольные
карты (КК) с нормализованными параметрами Ti и

Si в виде диаграмм, на оси ординат которых отло-

жены нормализованные значения Ti и Si (рис. 4):

Хн = (Х – Хмин)/(Хмакс – Хмин),

а ось абсцисс является осью категорий, на кото-
рой обозначены контролируемые параметры. Из-
вестно, что натуральный состав РМ варьирует в
достаточно широких пределах в зависимости от ге-
нотипических и фенотипических факторов [8, 9],
что несколько усложняет контроль подлинности
продукции. В связи с этим, учитывая типичный

Рис. 3. Термограммы ДСК плавления с компьютер-
ным разделением пиков: (а) – льняное масло; (б) –
масло расторопши.
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разброс в химическом составе РМ, который будет

влиять на вид кривых ДСК, в КК выделили кори-

дор допустимых значений, составляющий ±15%

от значений Ti и Si, характерных для образца срав-

нения. В нормализованном виде минимально до-

пустимое значение равно 0, максимальное – 1,

идеальное совпадение соответствует 0.5. Как вид-

но из рис. 4, в коридор допустимых значений от 0

до 1 попадает только образец 2. В образце 3 замет-

но ниже коридора находятся значения Т4 и S3, и

завышено значение S2. Добавка к этому образцу

подсолнечного масла приводит к занижению зна-

чения Т3, выравниванию до нормы S2 и резкому

снижению Т4 при завышенном значении S1 и за-

ниженном значении S3. Внесение кукурузного

масла приводит к дополнительному падению

нормализованных значений Т4 и S3 и завышению

величины S2 относительно допустимого уровня.

В самом общем виде такие изменения кривых

ДСК для образца 3 и его смесей с подсолнечным

и кукурузным маслами можно интерпретировать

завышенной по сравнению с натуральным маслом

расторопши долей в них ТАГ (UUU), в частности

L3, и заниженной долей ТАГ (SSS). Сопоставление

полученных данных позволяет предположить, что

образец масла расторопши, приобретенный в роз-

ничной сети, содержал добавку около 5% куку-

рузного масла.

* * *

Таким образом, современные разработки в об-
ласти термического анализа растительных масел
методом ДСК демонстрируют его широкие воз-
можности в идентификации и контроле качества
растительных масел. Метод ДСК позволяет ха-
рактеризовать теплофизические свойства образ-
цов масла, важные в технологии их получения и
применения в фармацевтической, пищевой и тех-
нической отраслях. Выполненные исследования
подтверждают тот факт, что жировая фаза каждого
растительного масла имеет свое неповторимое со-
отношение теплофизических характеристик, ко-
торое взаимосвязано с определенным фракцион-
ным составом триацилглицеринов. Метод иденти-
фикации растительных масел по термограммам
плавления ДСК отличается простотой пробоподго-
товки и хорошей воспроизводимостью, предостав-
ляет дополнительную информацию о происхожде-
нии сырья к полученной с помощью хроматографи-
ческих методов, и может быть самостоятельным
методом идентификации и контроля качества жи-
ровой фазы.

Авторы выражают благодарность канд. биол.
наук Мирошниченко Л.А. (ООО “Русская Олива”) за
предоставленные образцы растительных масел.

Работа выполнена при финансовой поддержке
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Таблица 1. Температуры максимумов (Тi, °C) и площади (Si, %) характеристичных пиков кривых плавления ДСК
растительных масел

*Значения температур определены по второй производной от ДСК по времени.

Растительное масло Т1 Т2 Т3 Т4 S1 S2 S3 S4

Амарант –39.3* –22.6 –6.3* 4.2* 12.1 55.0 29.4 3.5

Лён –38.2* –28.5 –19.1* –7.4 14.1 60.2 21.0 4.8

Подсолнечник –36.4 –27.4 –18.8* –10.7 15.3 71.8 8.4 4.5

Рапс – –23.0* –15.4 – – 22.5 77.5 –

Рыжик –34.6 –23.8* –12.8 – 14.1 21.3 64.6 –

Тыква –36.6 –23.1 –16.3* 3.8* 16.1 50.4 5.8 16.1

Кукуруза –33.2 –21.5 –7.0* – 12.9 32.1 55.0 –

Расторопша (ВГУИТ), образец 1 –35.7 –24.9 –18.2* –6.2* 13.5 35.2 33 18.4

Расторопша (ООО “Русская олива”, 

образец 2

–34.8 –21.7 –15.1* –5.8*
11.9 40.5 28.5 21.0

Расторопша (торговая сеть), образец 3 –38.3 –26.6 –20* –3.7* 14.3 12.1 49.6 23.9

Расторопша, образец 3 + подсолнечник 

(9 : 1)

–40.3 –21.4 –10.5* 0.4*
19.3 28.5 7.8 14.3

Расторопша, образец 3 + кукуруза (9 : 1) –35.5 –28.1 –22.5* –13.3* 7.8 3.6 64.4 24.2
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Таблица 2. Триглицеридный состав образцов растительных масел

*NEC = NC – 2.0ND – 0.2NAl, где NC – общее количество атомов углерода в остатках ЖК, ND – общее количество двойных
связей входящих в структуру ТАГ, а NAl – количество ненасыщенных ЖК в молекуле [18].

Триглицерид NEC* Рыжик Лён Рапс Подсолнечник Амарант Тыква Расторопша Кукуруза

35.4 4.6 22.6 1.2 0 0 0 0 0

L 37.4 4.5 11.4 1 0 0 0 0 0

L"L2 39.4 3.1 3.7 3.8 0 0 0 0 3.7

O 39.4 4.9 13.9 7.7 0 0 0 0 1.9

P 39.6 3.0 7.0 0.6 0 0 0 0 0

L3 41.4 3.3 1.5 1.4 33.0 12.0 14.2 15.6 30.7

L"LO 41.4 12.7 5.4 6.5 0 0 0 0 5.7

E 41.4 9.8 0 0 0 0 0 0 0

L"LP+ S 41.6 4.1 8.5 1.2 0 0 0 0 0

L2O 43.4 2.5 2 9.1 26 16.4 19.6 20.5 15

L"O2 43.4 3.2 6.9 8.9 0 0 0 0 0

L"LE 43.4 4.9 0 0 0 0 0 0 0

L'LS + L2P 43.6 4.2 0 1.2 0 0 0 0 0

L"OP 43.6 1.8 3.6 2 0 0 0 0 0

L"P2 43.8 2.7 0 0 0 0 0 0 0

L2P 43.6 0 0 0 9.8 15.8 14.3 8.4 0

LO2 45.4 6.2 2.5 18.7 9.3 10.2 10.7 11.6 12

L2E 45.4 3.9 0 0 0 0 0 1.6 0

L2S 45.6 3.9 2.7 0 4.8 3.7 5.2 7.1 5.7

LОP 45.6 2.3 0 3.7 4.3 11.4 10.3 6.7 5.9

LOP + L"OS 45.6 0 4 0 0 0 0 0 0

LP2 45.8 2.3 0.9 0 0.8 6.4 3.8 1.8 2

L"ОE 45.4 2 0 0 0 0 0 0 0

L"OA 47.6 0 0 1.6 0 0 0 0 0

LPS 45.8 0 0 0 0 3.2 4.0 0 0

O3 47.4 5.2 2.4 24.2 6.5 5 3.9 8.1 7.8

LOS 47.4 0 0 0 1.9 3.1 5.3 5.8 2.5

O2P 47.6 1.5 1 3.9 2.0 4.0 2.6 1.7 2.6

P3 48.0 0 0 0 0.9 1.3 1.3 1.6 0.3

OP2 48.8 0 0 0 0 2.1 1.2 0 2.8

LS2 49.8 0 0 0 0 2.0 0 0 0

OPS 49.8 0 0 0 0 2.3 1.2 0.9 0.5

O2E 49.4 0 0 1.5 0 0 0 1.7 0

O2S 50.4 0 0 1.8 0.7 1.1 2.4 2.0 0.9

О2E" 51.4 3.4 0 0 0 0 0 0 0

LOB 51.6 0 0 0 0 0 0 2.2 0

S2O 51.8 0 0 0 0 0 0 0.9 0

LPB 51.8 0 0 0 0 0 0 0.6 0

PS2 52.0 0 0 0 0 0 0 1.2 0

ΣТАГ (UUU) 72.2 72.3 84.0 74.8 43.6 48.4 59.1 76.8

ΣТАГ (UUS) 20.8 26.8 16 23.5 39.1 40.1 33.9 17.6

ΣТАГ (USS) 7 0.9 0 0.8 16 10.2 4.1 5.3

ΣТАГ (SSS) 0 0 0 0.9 1.3 1.3 2.9 0.3

3
''L

2
''L

2
''L

2
''L

2
''L

2
''L



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 2  2021

ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ СКАНИРУЮЩАЯ КАЛОРИМЕТРИЯ КАК МЕТОД 191

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Tan C.P., Cheman Y.B. Differential scanning calorimet-
ric analysis of edible oils: comparison of thermal prop-
erties and chemical composition // J. Am. Oil Chem.
Soc. 2000. V. 77. № 2. P. 143.

2. Tomaszewska-Gras J. Rapid quantitative determination
of butter adulteration with palm oil using the DSC
technique // Food Control. 2016. V. 60. № 2. P. 629.

3. Верещагин А.Л., Резниченко И.Ю., Бычин Н.В. Тер-
мический анализ в исследовании качества шоколада
и кондитерских изделий // Техника и технология пи-
щевых производств. 2019. Т. 49. № 2. С. 289.

4. Рудаков О.Б., Саранов И.А., Полянский К.К. Кон-
троль содержания пальмового масла в смесях с мо-
лочным жиром методом ДСК // Аналитика и кон-
троль. 2019. Т. 23. № 1. С. 127.

5. Van Wetten I.A., Van Herwaarden A.W., Splinter R., Bo-
errigter-Eenling R., Van Ruth S.M. Detection of sun-
flower oil in extra virgin olive oil by fast differential
scanning calorimetry // Thermochim. Acta. 2015.
V. 603. № SI. P. 237.

6. Chatziantoniou S.E., Triantafillou D.J., Karayanna-
kidis P.D., Diamantopoulos E. Traceability monitoring
of Greek extra virgin olive oil by Differential Scanning
Calorimetry // Thermochim. Acta. 2014. V. 576. P. 9.

7. Zhang Zhen-Shan, Li Dong, Zhang Li-Xia, Liu Yu-Lan,
Wang Xue-De. Heating effect on the DSC melting curve
of f laxseed oil // J. Therm. Anal. Calorim. 2014. V. 117.
№ 3. P. 2129.

8. Рудаков О.Б., Пономарев А.Н., Полянский К.К., Лю-
барь А.В. Жиры. Химический состав и экспертиза
качества. М.: ДеЛи Принт, 2005. 312 с.

Таблица 3. Состав жирных кислот исследуемых образцов растительных масел (W, %)

ЖК Амарант Лён Подсолнечник Кукуруза Рапс Расторопша Рыжик Тыква

Пальмитиновая (С16:0) 17.9 8.3 6.5 12.3 4.4 9.7 9.0 13.3

Стеариновая (С18:0) 5.3 1.4 2.8 2.0 1.4 6.1 2.8 6.4

Олеиновая (С18:1) 25.2 18.7 23.3 27.8 58.6 28.3 20 27.7

Линолевая (С18:2) 49.1 16.9 66.4 54.1 20.1 50.4 21.6 52.6

α-Линоленовая (С18:3) 1.3 54.6 – 1.9 11.6 – 32.3 –

Арахиновая (С20:0) – – – – – 1.7 1.3 –

Эйказеновая (С20:1) – – – – – 1.0 11.1 –

Бегеновая (С22:0) – – – – – 1.6 – –

Таблица 4. Значимые корреляции между теплофизическими свойствами растительных масел и содержанием
фракций триацилглицеринов и отдельных жирных кислот: Тi = aх + b и Si = aх + b (n = 8, P = 0.95)

*n = 3.

х/у Тренд R х/у Тренд R

ΣТАГ (UUU)/ΣТАГ (UUS) y = –0.6x + 69.2 (1) –0.96 O3/S3 y = 2.6x + 13.6 (17) 0.71

ΣТАГ (UUU)/ΣТАГ (USS) y = –0.3x + 27.0 (2) –0.85 L3 + L2O/S2 y = 0.6x + 31.2 (18) 0.60

ΣТАГ (UUS)/ΣТАГ (USS) y = 0.4x – 5.3 (3) 0.69 L3 + L2O/S3 y = –0.9x + 56.1 (19) –0.64

ΣТАГ (UUS)/S1 y = –0.4x + 29.3 (4) –0.57 LP2 + O3/S3 y = 2.8x + 5.4 (20) 0.69

ΣТАГ (UUS)/S2 y = –2.0x + 89.9 (5) –0.66 P/T3 y = 0.9x – 26.6 (21) 0.92

ΣТАГ (UUU)/S3 y = 1.0x – 27.9 (6) 0.53 P/T4 y = 1.0x – 18.4 (22) 0.77

ΣТАГ (USS)/T3 y = 0.7x – 17.4 (7) 0.73 S/T3 y = 1.5x – 22.7 (23) 0.69

ΣТАГ (USS)/T4 y = 0.8x – 6.8 (8) 0.76 S/T4 y = 1.7x – 14.6 (24) 0.67

ΣТАГ (USS,SSS)/T3 y = 0.5x – 17.1 (9) 0.64 S/S4 y = 1.6x + 3.7 (25) 0.53

ΣТАГ (USS,SSS)/T4 y = 0.8x – 8.1 (10) 0.83 O/T3 y = 0.7x – 32.9 (26) 0.57

ΣТАГ (SSS)/T4 y = 4.5x – 7.5 (11) 0.69 O/S3 y = 1.2x – 0.7 (27) 0.60

ΣТАГ (SSS)/S4 y = 3.8x + 5.8 (12) 0.58 O/S4 y = 1.4x – 24.2 (28) 0.77

L3/S1 y = 0.3x + 11.6 (13) 0.58 L/S2 y = 0.6x + 22.9 (29) 0.59

L3/S2 y = 0.9x + 33.6 (14) 0.63 L/S3 y = –1.0x + 72.1 (30) –0.59

L3/S3 y = –1.6x + 52.5 (15) –0.65 L''/T2 y = –0.2x – 22.8 (31) –0.73

*LOP/T2 y = 0.5x – 26.6 (16) 0.69 L''/T3 y = –0.2x – 8.2 (32) –0.90



192

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 76  № 2  2021

РУДАКОВ и др.

9. О’Брайен Р. Жиры и масла. Производство, состав и
свойство, применение. СПб: Профессия, 2007. 752 с.

10. Дейнека В.И., Туртыгин А.В., Дейнека Л.А. Сопо-
ставление эффективности методов ГЖХ и ВЭЖХ
при дифференциации растительных масел, содер-
жащих изомеры октадекатриеновых кислот //
Аналитика и контроль. 2016. Т. 20. № 4. С. 314.

11. Ань В.Н., Дейнека В.И., Хиен Ч.Т.Н., Дейнека Л.А.,
Рудаков О.Б. Установление подлинности сыров
методом обращенно-фазовой ВЭЖХ // Сорбцион-
ные и хроматографические процессы. 2018. Т. 18.
№ 6. С. 816.

12. Ань Ван Нгуен, Дейнека В.И., Лонг Куок Фам, Фыонг
Лан Доан, Дейнека Л.А., Ань Тхи Нгок Ву, Тхуи Тхи
Тху Динь. Определение триацилглицеринов и жир-
нокислотного состава масла семян Momordica co-
chinchinensis и некоторых других растений данно-
го рода // Химия растительного сырья. 2019. № 3.
С. 53.

13. Нгуен А.В., Попова А.А., Дейнека В.И., Дейнека Л.А.
Определение триацилглицеринов масла манкетти
методом обращенно-фазовой ВЭЖХ // Журн. ана-
лит. химии. 2017. Т. 72. № 9. С. 854. (An Nguen Van,
Popova A.A., Deineka V.I., Deineka L.A. Determination
of triacylglycerols of manketti oil by reversed-phase
HPLC // J. Analyt. Chem. 2017. V. 72. № 9. P. 1007.)

14. Дейнека В.И., Дейнека Л.А., Анисимович И.П., Пери-
стый В.А., Туртыгин А.В. Использование обращен-
но-фазовой ВЭЖХ в установлении подлинности
жиров и масел // Заводск. лаборатория. 2008. Т. 74.
№ 3. С. 15.

15. Дейнека В.И., Староверов В.М., Фофанов Г.М., Баля-
тинская Л.Н. Инкрементный подход при определе-
нии состава триглицеридов // Химико-фармацевти-
ческий журнал. 2002. Т. 36. № 7. С. 50. (Deineka V.I.,
Staroverov V.M., Fofanov G.M., Balyatinskaya L.N. An in-
crement approach to the HPLC analysis of triglycerides //
Pharm. Chem. J. 2002. V. 36. № 7. С. 392.)

16. Andrikopoulos N.K. Chromatographic and spectroscop-
ic methods in the analysis of triacylglycerol species and
regiospecific isomers of oils and fats // Crit. Rev. Food
Sci. Nutr. 2002. V. 42. № 5. P. 473.

17. Jabeur H., Zribi A., Makni J., Rebai A., Abdelhedi R.,
Bouaziz M. Detection of chemlali extra-virgin olive oil
adulteration mixed with soybean oil, corn oil, and sun-
flower oil by using GC and HPLC // J. Agric. Food
Chem. 2014. V. 62. № 21. P. 4893.

18. Podlaha O., Toregerd B. System for identification of tri-
glycerides in reversed phase HPLC chromatograms
based on equivalent carbon numbers // J. High Resolut.
Chromatogr. Chromatogr. Commun. 1982. V. 5. P. 553.


