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Антибиотики широко применяются в ветери-
нарии. В организме животных они метаболизиру-
ются и частично выводятся в неизменном виде,
что приводит к их попаданию в окружающую сре-
ду и биоаккумуляции в продукции животновод-
ства. Потребление человеком продуктов, содер-
жащих антибиотики, представляет угрозу для
здоровья и обусловливает развитие антибиотико-
резистентности. Для обеспечения “здоровья че-
ловека через здоровье животных” необходим
контроль их остаточных содержаний в объектах
окружающей среды и пищевой продукции.

Как минимум 70% антибиотиков, имеющих
жизненно важное значение для человека, реали-
зуется на рынке для ветеринарного применения,
среди них наиболее значимы аминогликозиды,
амфениколы, гликопептиды, диаминопирими-
дины, ионофоры, линкозамиды, макролиды,
нитроимидазолы, нитрофураны, пенициллины,
плевромутилины, полипептиды, сульфанилами-
ды, тетрациклины, хинолоны, хиноксалины и це-
фалоспорины. Они используются не только для
лечения инфекционных заболеваний животных,

но и в профилактических целях при выращива-
нии крупного (КРС) и мелкого рогатого скота
(МРС), птицы, объектов аквакультуры и др. Ан-
тибактериальные препараты могут быть введены
инъекционно (внутривенно, внутримышечно
или подкожно), перорально, местно (на кожу), и
другими способами. Несоблюдение дозировки, а
также сроков выведения из организма живых жи-
вотных, а кроме того, использование антибиоти-
ков в качестве стимуляторов роста приводит к их
попаданию в животноводческую продукцию,
сточные воды и почву [1–5].

В странах Европейского Союза наиболее часто
используемыми в ветеринарии антибиотиками
являются тетрациклины (32.4%), пенициллины
(25.8%) и сульфаниламиды (11.5%) [6]. Далее сле-
дуют макролиды (7.0%), аминогликозиды (5.1%),
полимиксины (5.1%), линкозамиды (3.0%), плев-
ромутилины (2.8%) и фторхинолоны (2.2%). На
другие группы приходится 5.1% от общего объема
продаж этих веществ. Согласно отчету Европей-
ского Медицинского Агентства 2018 г., охватыва-
ющего 30 стран (27 стран ЕС, Исландия, Норве-
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гия и Швейцария), больше всего ветеринарных
антибактериальных препаратов использовалось в
Испании, Италии и Германии, меньше всего – в
Исландии, Люксембурге и Словении. В США
также чаще всего используются тетрациклины
(71%) [4].

После потребления животными антибиотики
метаболизируются и частично выводятся из орга-
низма в неизменном виде: 75–80% доз тетрацик-
линов (согласно некоторым источникам 90%
[5]), 50–90% – эритромицина и 60% – линкоми-
цина [3]. Биоаккумуляция антибиотиков и их ме-
таболитов в органах и тканях животных, их пере-
нос в молоко, яйца, мед и другую продукцию жи-
вотноводства обуславливают риск для здоровья
потребителей и усугубляют проблему развития
антибиотикорезистентности [3, 7].

Нарушения в технологических процессах ути-
лизации неиспользованных терапевтических
препаратов, очистки сточных вод фармацевтиче-
ских и сельскохозяйственных предприятий, а
также использование в качестве удобрения наво-
за влекут за собой загрязнение таких объектов
окружающей среды, как почва, поверхностные и
грунтовые воды, растения [3, 6, 8–10] и, соответ-
ственно, корма [7]. В качестве удобрения исполь-
зуются и биосолиды (твердые органические мате-
риалы, богатые питательными веществами и по-
лученные фильтрацией бытовых сточных вод),
которые также могут содержать экскретируемые
антибиотики. Все это в итоге приводит к загряз-
нению продукции животноводства. Кроме того,
попадание антибиотиков в почву влияет на ак-
тивность и разнообразие почвенных микробных
сообществ [3].

Загрязнение воды и почвы антибиотиками за-
висит в основном от уровня антропогенной на-
грузки в конкретном регионе. Отмечено значи-
тельно большее содержание антибиотиков в поч-
ве пахотных земель, чем в лесной и садовой [2].
Их содержание в сточных водах колеблется от
нг/мл до мкг/мл [3].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АНТИБИОТИКОВ 
В ОБЪЕКТАХ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

Предложено большое количество методик
определения антибиотиков и их метаболитов в
почве, навозе, биосолидах, сточных и природных
водах, а также в донных отложениях (табл. 1). Пе-
речисленные объекты не столь сложны для ана-
лиза, как, например, биологические жидкости,
пищевые продукты и продовольственное сырье, в
особенности животного происхождения.

Благодаря развитию аналитической химии,
инструментария и методических подходов к под-
готовке проб и последующему анализу, многие
фармацевтические соединения удается обнару-

жить в сточных и природных водах на уровне
нг/л [41]. Их определение в основном предпола-
гает предварительную твердофазную экстракцию
(ТФЭ). Наиболее часто используемым сорбентом
для ТФЭ в случае анализа водных сред на содер-
жание в них антибактериальных препаратов яв-
ляется гидрофильно-липофильный балансный
сорбент (hydrophilic-lipophilic balance, HLB), по-
скольку он селективен и эффективнен при выде-
лении полярных соединений [6].

На сегодняшний день, на наш взгляд, одним
из перспективных способов пробоподготовки,
соответствующих принципам “зеленой химии”,
является дисперсионная жидкостно-жидкостная
микроэкстракция (ДЖЖМЭ). С момента внедре-
ния в 2006 г. этот подход стал популярным эколо-
гически безопасным методом подготовки образ-
цов [42, 43]. Преимуществами ДЖЖМЭ являют-
ся предельно малые объемы экстрагента 50–
500 мкл, экспрессность и высокие (до нескольких
тысяч) коэффициенты концентрирования. Пре-
делы обнаружения примесей, достигаемые при
сочетании хроматографического анализа и мик-
роэкcтракционного концентрирования, состав-
ляют 10–7–10–4 мг/л.

Метод ДЖЖМЭ основан на использовании
трехкомпонентных систем растворителей: про-
ба−экстрагент−диспергент, он включает два эта-
па. На первом этапе смесь экстракционного и
диспергирующего растворителей быстро вводит-
ся в водный раствор пробы и диспергируется в
виде очень мелких капель. В связи с большой
площадью поверхности контакта между экстра-
гентом и водным образцом равновесное состоя-
ние достигается быстро, и извлечение не зависит
от времени, что является наиболее важным пре-
имуществом метода. Второй стадией является
центрифугирование мутного раствора. После
центрифугирования фаза, содержащая определя-
емые вещества, отбирается микрошприцем. Ор-
ганические растворители выбирают на основа-
нии их более высокой плотности по сравнению с
водой и экстракционной возможности интересу-
ющих компонентов [42]. В качестве экстрагирую-
щего растворителя обычно выбирают галогени-
рованные углеводороды, такие как хлорбензол,
хлороформ, четыреххлористый углерод и тетра-
хлорэтилен, из-за их высокой плотности.

В настоящее время ДЖЖМЭ применяется для
определения достаточно широкого круга органи-
ческих соединений, в том числе антибиотиков в
объектах окружающей среды и продуктах пита-
ния. Благодаря сочетанию ДЖЖМЭ и высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии с ультрафи-
олетовым (ВЭЖХ-УФ) [25, 39, 44–47], диодномат-
ричным (ВЭЖХ-ДМД) [48–51] и флуоресцентным
(ВЭЖХ-ФЛД) детектированием [51–53], ВЭЖХ- и
ультравысокоэффективной жидкостной хромато-
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графии с масс-спектрометрическим детектирова-
нием (УВЭЖХ-МС/МС) [54–56] становится воз-
можным определение ряда антибиотиков в при-
родных, минеральных и грунтовых водах, молоке,
яйцах, курице, говядине, рыбе и детских молоч-
ных порошковых смесях с достаточно высокой
степенью извлечения и низкими пределами опре-
деления.

Несмотря на все явные преимущества
ДЖЖМЭ, метод редко применяется для опреде-
ления антибиотиков различных классов одновре-
менно, за исключением использования дорого-
стоящего метода УВЭЖХ-МС/МС [54]. Особен-
ностью ДЖЖМЭ является ее наиболее частое
использование для анализа жидких образцов
(табл. 1, 2). Кроме того, в процессе пробоподго-
товки ДЖЖМЭ может сочетаться с ТФЭ. Пред-
ложена УВЭЖХ-МС/МС-методика определения
10 антибиотиков в воде (питьевой, речной, сточ-
ной) [58]. В качестве экстракционного раствори-
теля выбран дихлорметан, а в качестве дисперги-
рующего – смесь метанол−ацетонитрил (1 : 1).
Максимальные значения предела обнаружения и
предела определения составили 1.67 и 5.57 нг/мл
соответственно. Степень извлечения находилась
в диапазоне от 64.16 до 99.80%, относительное
стандартное отклонение − от 0.7 до 8.4%.

Процедура определения антибиотиков в поч-
вах и донных отложениях водоемов сложнее в
связи с более трудозатратной пробоподготовкой,
но в настоящее время предложена масса решений
этой проблемы: ускоренная экстракция раство-
рителем (accelerated solvent extraction, ASE), жид-
костная экстракция с использованием ультразву-
ка (УЗ-ЖЭ), дисперсионная ТФЭ (ДТФЭ) [41, 59,
60]. При необходимости процесс пробоподготов-
ки завершается дополнительной ТФЭ-очисткой
и фильтрацией. Доступные технологии позволя-
ют определять соединения, в том числе антибио-
тики, на уровне следовых количеств (несколько
нг/л и менее). Так как молекулы большинства ан-
тибактериальных препаратов полярны, для ана-
лиза водных сред и донных отложений предпо-
чтителен метод высокоэффективной жидкостной
хроматографии с тандемным масс-спектрометри-
ческим детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) бла-
годаря его высокой селективности и чувствитель-
ности (табл. 1). Определение соединений в ос-
новном проводится в режиме мониторинга
множественных реакций (MRM) – используются
как минимум два наиболее характерных ионных
перехода ион-предшественник/продукт и надеж-
ность результатов обеспечивается не только опре-
делением времени удерживания, но и использо-
ванием характеристических ионов. Вместе с тем в
последнее время повышен интерес и к УВЭЖХ –
она обеспечивает еще более высокое разрешение
и скорость выполнения анализа [41].

Для снижения и оценки матричных эффектов,
в том числе при анализе морской воды и донных
отложений, используются метод разбавления по-
сле экстракции и изотопно-меченные стандарты,
хотя это приводит к увеличению стоимости и/или
продолжительности анализа [41]. Однако для по-
лучения надежных результатов применение ука-
занных приемов необходимо, поэтому потреб-
ность в разработке более селективных, чувстви-
тельных, но при этом быстрых и доступных
методик сохраняется.

Распределение антибиотиков в почве обуслов-
лено, во-первых, структурой самих соединений и
физико-химическими свойствами представите-
лей различных классов (в первую очередь поляр-
ностью). Во-вторых – особенностями почвы, так
как сорбционные свойства и связующая способ-
ность частиц определяются ее составом, рН сре-
ды и содержанием органических веществ [5, 8,
10]. Максимальные содержания в почве (мг/кг)
определены для окситетрациклина – 50, хлортет-
рациклина – 11, ципрофлоксацина – 5.6, сульфа-
метазина – от 0.2 до 25 и тилозина – 1.3 [3, 61].
Для тетрациклинов установлен наибольший риск
попадания в пищевую цепь при низком содержании
в почве органических веществ, так как в таких усло-
виях их сорбция существенно снижена [5].

Основным источником поступления тетра-
циклинов, фторхинолонов, сульфаниламидов и
макролидов в почву является применение навоза
в качестве удобрения. Фторхинолоны отличаются
высокой специфичностью взаимодействия с поч-
вами: коэффициент сорбции в почве более чем в
600 раз выше, чем в курином помете [9]. Разрабо-
тана методика определения ветеринарных анти-
биотиков в навозе бройлеров, почве и компосте
методом ВЭЖХ-МС/МС, предел определения 2–
16 мкг/кг [62]. Пробоподготовка, сочетающая
жидкостную экстракцию и последующую ТФЭ-
очистку на HLB-картриджах позволяет достичь
степени извлечения для девяти антибиотиков
63.0–121.0%, максимальные содержания в реаль-
ных образцах куриного навоза и почвы установ-
лены для доксициклина и флумеквина. В жидких
фракциях свиного навоза содержится до 20.4 мг/л
линкомицина – это один из самых высоких пока-
зателей остаточного содержания неметаболизи-
рованных антибиотиков, экскретируемых живот-
ными [63]. Твердофазная экстракция с использо-
ванием HLB-картриджей также предложена в
качестве пробоподготовки для определения β-
лактамных антибиотиков и полиэфирных ионо-
форов методом ВЭЖХ-МС/МС в навозе КРС,
сточных и прудовых водах [64]. Пределы обнару-
жения цефапирина, пенициллина G, клоксацил-
лина, монензина, салиномицина и наразина со-
ставили 0.15–2.13 мкг/л в воде, 0.34–2.94 мкг/кг в
навозе, соответствующие степени извлечения (%) –
74.4–91.0 и 71.7–94.2. Цефапирин, пенициллин G
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и клоксациллин обнаружены в пробах воды от-
стойника в концентрациях 0.97–43.31 мкг/л. Из
ионофоров обнаружен только монензин (94–
1077 мкг/л) в образцах прудовой воды со стоками
ферм КРС. В образцах навоза молочного скота
обнаружено 8.09–45.20 мкг/кг клоксациллина.
Согласно литературным данным биосолиды со-
держат гораздо меньшее количество антибиоти-
ков [3].

Сорбционная емкость почв по отношению к
антибиотикам различна [8]. Вместе с тем отлича-
ется и способность их аккумуляции разными ви-
дами сельскохозяйственных культур. Как отмече-
но в работе [65], бóльшее внимание следует уде-
лять региону, в котором выращиваются овощи с
более высокой способностью к накоплению ан-
тибиотиков. Существенное значение имеют так-
же сезонные различия биодеградации антибиоти-
ков [63]. Все это необходимо учитывать при оцен-
ке риска контаминации растительного сырья,
произрастающего в различных регионах.

Антибиотики могут присутствовать и в донных
отложениях вблизи хозяйств, где их добавляют
непосредственно в воду для лечения бактериаль-
ных инфекций объектов аквакультуры [7]. Свя-
зывание антибиотиков с частицами почвы и от-
ложений может затруднять биодеградацию, по-
вышая их устойчивость в окружающей среде.
Отмечено, что уровень загрязнения воды и почвы
антибиотиками близок к уровню загрязнения пе-
стицидами, остаточные содержания в сточных
водах варьируются от нескольких нг/л до мкг/л, а
в твердых веществах, в том числе в почве, от
мкг/кг до мг/кг [66].

Нельзя исключать и естественный путь обра-
зования антибиотиков. В работе [67] показано,
что существует возможность образования хло-
рамфеникола (ХАФ) почвенными бактериями в
их естественной среде с дальнейшим его погло-
щением растениями. Механизм образования за-
прещенного к применению в ветеринарной прак-
тике ХАФ в почве на данный момент глубоко не
изучен, хотя его естественное (фоновое) содержа-
ние в растительной продукции может быть значимо
(до 32 мкг/кг), что более чем в 200 раз превышает
контрольное значение 0.15 мкг/кг, регламентируе-
мое Европейским законодательством [68].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АНТИБИОТИКОВ 
В ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТАХ

Пробоподготовка. Значительные трудности
анализа продуктов питания животного проис-
хождения обусловлены наличием большого ко-
личества сопутствующих компонентов в экстрак-
те при содержании антибиотиков на уровне оста-
точных количеств. Кроме того, они могут быть
преобразованы микроорганизмами, а также дру-

гими физическими и химическими способами в
метаболиты, в результате чего образуется смесь
экотоксикантов, представляющих еще больший
риск для здоровья человека, чем отдельные со-
единения. Таким образом, растет интерес к до-
ступным многокомпонентным методам анализа
антимикробных смесей в пищевых продуктах
(табл. 3). Немаловажным этапом при этом явля-
ется стадия пробоподготовки. От выбора способа
подготовки образцов и его осуществления во
многом зависят конечные результаты исследова-
ния. Из-за сложности матриц для достижения
требуемой чувствительности кроме стадии экс-
тракции требуются дополнительная очистка и
концентрирование экстракта. Наиболее распро-
страненными анализируемыми пищевыми мат-
рицами являются молоко, мед, ткани животных и
яйца. Пробоподготовка включает в себя процеду-
ры удаления белков, обезжиривания и гидролиза
сахаров (для меда). Удаление белков обычно до-
стигается с помощью органических растворите-
лей, таких как ацетонитрил или метанол, и при
необходимости образец далее обезжиривают гек-
саном [112].

Экстракция и разбавление – самый простой
способ пробоподготовки для многокомпонент-
ных методов с высокочувствительным оборудова-
нием. При разбавлении экстрактов могут незна-
чительно снижаться матричные эффекты, однако
для поддержания воспроизводимости в масс-
спектрометрии необходимы регенерация колон-
ки и очистка ионного источника. Сочетание жид-
костной экстракции с использованием ультразву-
ка и дополнительной очистки экстрактов диспер-
сионной твердофазной экстракцией позволяет
снизить матричный эффект и повысить степень
извлечения аналитов [99], хотя отмечены случаи
когда дополнительная очистка добавлением сор-
бента не влияла на матричный эффект и пробо-
подготовка ограничивалась ЖЭ с добавлением
высаливателей [113].

Тем не менее большинство методов подготов-
ки образцов для многокомпонентного анализа
антибиотиков в пищевых матрицах используют
ТФЭ для достижения чувствительности на уровне
нг/кг. Типичные сорбенты для ТФЭ – Oasis HLB
и полимерные сорбенты Strata X. Картриджи Oa-
sis HLB предпочтительны из-за достигаемой вы-
сокой воспроизводимости для широкого спектра
соединений, как полярных, так и неполярных.
Strata X картриджи имеют схожую с Oasis HLB
функциональность, обеспечивая сопоставимые
результаты.

Среди многокомпонентных методик описана
процедура, которая включает растворение образ-
ца в смеси ацетонитрил−ЭДТА в слабокислой
среде (pH 4.0) с последующей твердофазной
очисткой на картриджах Oasis HLB. Этот способ
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применен для одновременного определения 30
антибиотиков (макролидов, тетрациклинов, хи-
нолонов, сульфаниламидов, пенициллинов, ам-
фениколов и диаминопиримидинов) в печени
КРС, свиней, овец и домашней птицы. Степень
извлечения варьировалась от 80 до 110% [78]. Оче-
видно, что данный способ пробоподготовки тру-
доемок, а анализ в целом занимает слишком мно-
го времени, что не позволяет анализировать мно-
жество образцов в короткие сроки. Кроме того,
предполагается использование большого количе-
ства токсичных органических растворителей, в
том числе и для восстановления картриджей.

Твердофазная экстракция продолжает широко
применяться в практике анализа (табл. 1, 3, 4). Ее
развитие связано в первую очередь с применени-
ем новых материалов в качестве твердой фазы,
например молекулярно-импринтированных по-
лимеров, появлением метода твердофазной мик-
роэкстракции, что позволяет существенно повы-
сить селективность очистки [115–117, 128, 143,
194, 195]. Молекулярный импринтинг впервые
исследовали в 1949 г. В связи с необходимостью
разработки более селективных сорбентов интерес
к ТФЭ с использованием молекулярно-имприн-
тированных полимеров (МИ-ТФЭ) возрос в по-
следние десятилетия. Кроме того, появилась воз-
можность синтеза и использования в пробопод-
готовке сложных матриц магнитных наночастиц
на основе молекулярно-импринтированных по-
лимеров [195]. В основном с их применением
предложены методики определения отдельных
представителей аминогликозидов, нитроимида-
золов, сульфаниламидов, тетрациклинов, фторх-
инолонов и β-лактамов (табл. 1, 4). Ограничение
использования МИ-ТФЭ в многокомпонентном
анализе обусловлено ее основным преимуще-
ством – селективностью.

Для сокращения продолжительности анализа
и необходимого объема пробы предложена он-
лайн-ТФЭ [196], и в настоящее время разработа-
но множество методик с ее применением [13, 26,
73, 83, 159, 163]. Автоматизация пробоподготовки
для дальнейшего исследования сложных образ-
цов, а именно объектов окружающей среды и
продуктов питания, изучается с конца восьмиде-
сятых годов. Онлайн-методы имеют ряд преиму-
ществ: сокращение потребления растворителей и
меньший контакт с ними исполнителя, возмож-
ность регенерации ТФЭ-колонок, экономия вре-
мени.

Жидкостная и твердофазная экстракция со-
вершенствуются и активно используются на эта-
пе подготовки образцов в рутинном анализе пи-
щевых продуктов. При этом неавтоматизирован-
ные процедуры трудоемки и требуют применения
больших количеств токсичных органических рас-
творителей. В то же время в аналитическую мето-

дологию уже более 30 лет внедряется концепция
“зеленой химии”. Изначально она была ориенти-
рована на методы органического синтеза, но поз-
же адаптирована и к другим областям химии.
Кроме экологической безопасности, применение
принципов “зеленой химии” позволяет снизить
стоимость анализа, повысить его скорость и без-
опасность для исполнителей [197]. С этой точки
зрения предложен такой способ пробоподготов-
ки как дисперсионная твердофазная экстракция
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe – быстрый, простой, дешевый, эффек-
тивный, точный и надежный), известный с 2003 г.
и изначально применявшийся для быстрого из-
влечения пестицидов [198]. Эффективность мето-
да настолько существенна, что два его варианта в
настоящее время являются официальными мето-
дами анализа международных организаций по
стандартизации ЕС и AOAC International (Associ-
ation of Official Agricultural Chemists International –
Международная Ассоциация Официальных
Агрохимиков, США) при определении оста-
точных содержаний пестицидов во фруктах и
овощах [197]. Экстракцию целевых компонентов
проводят ацетонитрилом в присутствии буфери-
рующих солей. Очистку экстрактов от липидов,
жиров и белков осуществляют насыпными сор-
бентами Bondesil-PSA, C18, графитированной са-
жей, ионообменными смолами и их комбинация-
ми. В последнее время метод применяется в мно-
гокомпонентном определении лекарственных
средств для ветеринарного применения в продук-
тах питания [198]. QuEChERS позволяет сокра-
тить продолжительность пробоподготовки; нет
необходимости применения дополнительных
способов очистки, что уменьшает риск ошибки;
характеризуется высокой степенью извлечения
для широкого спектра антибиотиков; позволяет
использовать меньшее количество органических
растворителей. Метод показал хорошие результа-
ты и в анализе объектов окружающей среды
(табл. 1). Его простота обеспечивает высокую на-
дежность и воспроизводимость. Применение
QuEChERS для определения антибиотиков ил-
люстрирует табл. 5.

Надежный и быстрый УВЭЖХ-МС/МС-спо-
соб определения восьми антибиотиков хиноло-
нового ряда (марбофлоксацина, ципрофлоксаци-
на, данофлоксацина, энрофлоксацина, са-
рафлоксацина, дифлоксацина, флумеквина и
оксолиновой кислоты) разработан для анализа
продуктов пчеловодства [201]. Образец меда, ма-
точного молочка или прополиса помещали в цен-
трифужную пробирку и растворяли в среде 30 мМ
NaH2PO4 буферного раствора с рН 7.0. Затем экс-
трагировали 5%-ной муравьиной кислотой в аце-
тонитриле с добавлением солей и сорбентов
QuEChERS. Аликвоту надосадочной жидкости
переносили в пробирку и высушивали в токе азо-
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та. Остаток повторно растворяли в смеси во-
да−ацетонитрил−муравьиная кислота (88 : 10 : 2),
фильтровали и анализировали методом УВЭЖХ-
МС/МС. Степени извлечения антибиотиков соста-
вили 40.0–100.0%, пределы обнаружения 0.2–
4.1 мкг/кг, пределы определения 0.8–13 мкг/кг.
Предложена высокочувствительная УВЭЖХ-
МС/МС-методика определения гликопептидов
ванкомицина и норванкомицина в рыбе [224].
В работе использовали сорбент из катионооб-
менной смолы (степень извлечения составила
86.7–98.6%) и 96-луночный планшет для реализа-
ции способа пробоподготовки QuEChERS. Пре-
дел обнаружения – 0.51 мкг/кг, предел определе-
ния – 1.73 мкг/кг.

Разработана методика определения 23 сульфа-
ниламидов и их метаболитов (сульфагуанидина,
сульфацетамида, дапсона, сульфадиазина, суль-
фисомидина, сульфатиазола, сульфапиридина,
сульфамеразина, сульфаметра (сульфаметокси-
диазина), сульфаметизола, сульфаметазина, суль-
фаметоксипиридазина, сульфахлоропиридазина,
сульфаметоксазола, сульфамонометоксина, суль-
фадоксина, сульфисоксазола, сульфабензамида,
сульфафеназола, сульфадиметоксина, сульфахи-
ноксалина, сульфаклозина и сульфанитрана) в
тканях животных, которая включает экстракцию
метанолом с уксусной кислотой, добавление бу-
ферирующих солей, очистку экстракта первич-
ными вторичными аминами (QuEChERS) и
фильтрацию [207]. Степени извлечения антибио-
тиков составили 88.0–112.0%. Последующие
идентификацию, подтверждение и количествен-
ный анализ проводили методом ВЭЖХ с масс-
спектрометрическим детектированием высокого
разрешения (ВЭЖХ-МС-ВР) на колонке с фазой
C8 (размер частиц 3.5 мкм). Предел обнаружения
3.0–26.0 мкг/кг. Оптимизированная методика
успешно применена к анализу 30 образцов тканей
животных. Сульфаниламиды обнаружены в вось-
ми образцах.

Простая, селективная, экспрессная и много-
компонентная УВЭЖХ-МС/МС-методика раз-
работана для определения 32 остатков лекар-
ственных препаратов, применяемых в ветерина-
рии, в том числе антибиотиков пяти разных
классов, в рыбе садкового содержания [202]. Степе-
ни извлечения варьировались от 69.0 до 125.0%. От-
носительное стандартное отклонение – 20–30%.
Пределы обнаружения составили 7.5–15.0 мкг/кг,
пределы определения – 25–50 мкг/кг.

Методика, совмещающая пробоподготовку
QuEChERS и времяпролетную (ВП) УВЭЖХ-
МС, разработана для определения 90 препаратов
20 различных классов (включая антибиотики:
линкозамиды, макролиды, сульфаниламиды, хи-
нолоны, тетрациклины, β-лактамы, нитроимида-
золы, нитрофураны) в молоке [209]. Экстракцию

проводили 1%-ной уксусной кислотой в ацето-
нитриле с добавлением буферирующих солей с
последующей очисткой экстракта насыпными
сорбентами. Упаривали в токе азота досуха. Оста-
ток повторно растворяли в 25%-ном ацетонитриле.
Восстановленный экстракт фильтровали через
мембранный фильтр в микрофлакон и хроматогра-
фировали. Эта методика обеспечила пределы обна-
ружения в диапазоне 0.03–5.20 мкг/кг. Степени из-
влечения антибиотиков в зависимости от матрицы
составили от 72.62 до 122.20%.

Разработан способ одновременного ВЭЖХ-
МС/МС-определения 65 пестицидов и 41 препа-
рата в лососе [223]. В работе адаптирован офици-
альный метод AOAC 2007.01 определения пести-
цидов в жировых матрицах. В качестве привыч-
ных для QuEChERS насыпных сорбентов
использовали их улучшенные варианты для
очистки липидов. Сульфагуанидин, как и в дру-
гих подобных исследованиях, показал низкую
степень извлечения. Наиболее полярные соеди-
нения, включая и сульфагуанидин, оставались в
водной фазе и не переходили в ацетонитрильную,
для остальных степень извлечения составила
70.0–120.0%. Пределы определения находились в
диапазоне 0.02–3.7 мкг/кг.

Методики, описанные в табл. 5, зачастую
характеризуются низкими степенями извлече-
ния антибиотиков из мяса [200] и морепродук-
тов [214], высокими пределами обнаружения и
определения аналитов в мясе [200, 204, 207, 213],
рыбе [202] и яйцах [213]. Кроме того, эти
способы не всегда дают возможность совмест-
ного определения антибиотиков различных
классов [201], а также не являются универсальны-
ми для нескольких типов матриц [200, 202]. При
этом метод QuEChERS продолжает развиваться,
и не стоит забывать, что появляются более совре-
менные материалы и для решения перечисленных
проблем исследуются возможности использования
различных сочетаний растворителей, буферирую-
щих солей и новых сорбентов [198]. Например, при
одновременном ВЭЖХ-МС/МС-определении в
молоке 57 препаратов для ветеринарного приме-
нения (в том числе сульфаниламидов, хинолонов,
макролидов, нитроимидазолов, амфениколов)
экстракт очищали с испльзованием меламиновой
губки [225]. Хитозан из отходов панцирей креве-
ток предложен в качестве сорбента при одновре-
менном определении в молоке остаточных содер-
жаний 13 препаратов, включая амоксициллин,
кларитромицин, хлорамфеникол, эритромицин,
пенициллин G, сульфадиазин, сульфаметазин,
сульфаметоксазол и триметоприм с пределом
определения 1.0–50.0 мкг/кг и степенью извлече-
ния 62.0–125.0% [218]. Хитозан обеспечивает хо-
рошее извлечение аналитов, снижает матричный
эффект, при этом является нетоксичным, возоб-
новляемым биополимером и более дешевой и
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экологичной альтернативой традиционным сор-
бентам. Таким образом, востребованность и пер-
спективность дальнейшего использования
QuEChERS в рутинном анализе продуктов пита-
ния и продовольственного сырья сохраняется.

Методы ЖЭ и ТФЭ эффективны для концен-
трирования аналитов и подавления матричных
эффектов, но большой расход токсичных органи-
ческих растворителей является их основным не-
достатком. “Зеленая химия” предлагает варианты
их замены на более экологичные, такие как суб-
критическая вода и сверхкритический диоксид
углерода, супрамолекулярные растворители
(СПМР), ионные жидкости (ИЖ) и глубокие эв-
тектические растворители (ГЭР) [10]. СПМР –
фаза, обогащенная наноструктурным поверх-
ностно-активным веществом (ПАВ), образующа-
яся путем последовательной самосборки на нано-
и молекулярном уровнях. В зависимости от типа,
состояния и концентрации ПАВ могут быть полу-
чены водные неионные, ионные и смешанные, а
также обратные мицеллы и везикулы (пузырьки).

Ионные жидкости представляют собой соли,
состоящие из органических катионов и органиче-
ских или неорганических анионов, которые оста-
ются жидкими при температуре ниже 100°С (и даже
при комнатной) [10]. Ионные жидкости считаются
экологически чистыми растворителями из-за низ-
кого давления пара, нелетучести, настраиваемой
кислотности/основности, гидрофобности/гидро-
фильности, (их называют “дизайнерскими рас-
творителями” в связи с возможностью изменять
физические и химические свойства, выбирая ка-
тионы и анионы).

Применению СПМР для извлечения антибио-
тиков из пищевых продуктов посвящено несколько
исследований, хотя с момента их внедрения про-
шло много времени. Везикулярный супрамолеку-
лярный растворитель (смесь катионного ПАВ с до-
бавлением для коацервации NaCl) использовали
для извлечения тетрациклиновых антибиотиков из
образцов молока, яиц и меда, при этом образцы
молока и яиц депротеинизировали и обезжирива-
ли добавлением ацетонитрила и трифторуксус-
ной кислоты, а образцы меда просто разбавляли
водой и фильтровали [226]. Достигнуты высокий
коэффициент предварительного концентрирова-
ния (48–198) и низкие пределы обнаружения
(0.7–3.4 мкг/л). Сочетание СПМР (индуцирован
добавлением воды к коллоидной системе гекса-
нол–тетрагидрофуран) и дисперсионной ТФЭ
обеспечило хорошее извлечение ионофоров из
образцов яиц, молока, жира, печени, почек и мы-
шечной ткани (71.0–112.0%) без дополнительных
процедур, а пределы обнаружения находились в
диапазоне 0.004–0.07 мкг/кг [227].

Функционализированные адсорбенты с иммо-
билизированными на поверхности магнитных

твердых материалов ИЖ использованы в магнит-
ной ТФЭ, но в основном при определении анти-
биотиков в природных водах [228]. Глубокие эв-
тектические растворители более успешно приме-
няются в анализе продуктов питания.
Предложено несколько методик с их использова-
нием на стадии пробоподготовки при определе-
нии пенициллина G, стрептомицина и эритроми-
цина в прополисе [229], окситетрациклина, пени-
циллина G и тилмикозина в колбасных изделиях
[230], гамбургерах и печени КРС [231].

Таким образом, хотя ИЖ считаются “зелены-
ми растворителями”, процедура синтеза, устой-
чивость к биоразложению и, более того, токсич-
ность многих из них, противоречат концепции
“зеленой химии”. А вот СПМР и ГЭР обладают
уникальными свойствами и могут быть идеаль-
ной заменой обычным органическим растворите-
лям.

Методы определения антибиотиков в пищевых
продуктах. Для определения остаточных коли-
честв антибиотиков в пищевых продуктах живот-
ного происхождения предложен ряд методов, в
том числе микробиологические [232], имму-
ноферментный анализ [233], тонкослойная хро-
матография [234], капиллярный электрофорез
[235], газовая хромато-масс-спектрометрия (ГХ-
МС) [236], ВЭЖХ и ВЭЖХ-МС (табл. 1–5). Ме-
тоды ГХ не получили широкого распростране-
ния, несмотря на то что они очень чувствительны
и специфичны. Сложность их использования за-
ключается в необходимости предварительной де-
риватизации для подготовки летучего соедине-
ния перед ГХ-анализом. Методы капиллярного
электрофореза имеют ряд преимуществ перед
ВЭЖХ: малый объем органического растворителя
в рабочем буферном растворе, короткое время
разделения, высокая эффективность разделения.
Однако капиллярный электрофорез ограниченно
применим для определения остаточных коли-
честв препаратов, так как некоторые из них не
могут быть разделены, поскольку являются неза-
ряженными или незначительно отличающимися
по электрофоретической подвижности. ВЭЖХ
стала наиболее широко используемым методом
для определения остаточных количеств антибио-
тиков.

При определении аминогликозидов чаще всего
для подготовки образцов используют ТФЭ [115–
117], являющуюся наиболее эффективным спосо-
бом очистки и концентрирования экстрактов, но
требующую относительно больших затрат време-
ни. Жидкостно-жидкостная экстракция (ЖЖЭ) в
данном случае дает слишком низкую степень из-
влечения аналитов (36.8–98.0%) [114], поскольку
молекулы аминогликозидов достаточно крупные,
с двумя и более аминосахарами, связанными с
центральной гексозой/пентозой гликозидными
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связями. Они крайне высокополярны из-за нали-
чия нескольких амино- и многочисленных гид-
роксильных групп, поэтому их определение в
рамках многокомпонентного анализа проблема-
тично – резко отличаются физико-химические
свойства, а соответственно и необходимые усло-
вия пробоподготовки [84]. Определение следовых
количеств аминогликозидов одновременно с дру-
гими группами антибиотиков методом обращен-
но-фазовой (ОФ) ВЭЖХ-МС/МС практически
невозможно – они не задерживаются на ОФ-ко-
лонках и имеют асимметричную форму пика из-
за сильных ионных взаимодействий с остаточны-
ми группами силанолов на поверхности непо-
движной фазы. Единственный способ добиться
разделения в данном случае – это добавление
агентов для ионного сопряжения, например фто-
рированных кислот, или дериватизация, но в слу-
чае сочетания с МС-детектированием использо-
вание ион-парных реагентов приводит к загряз-
нению источника. Среди методов определения
аминогликозидов наиболее распространена ВЭ-
ЖХ-МС/МС (табл. 4). В предложенных методи-
ках одновременного определения аминогликози-
дов и других препаратов (табл. 3) проблема разде-
ления решается использованием ион-парных
реагентов, например гептафтормасляной кисло-
ты, добавляемой в подвижную фазу, либо приме-
нением гидрофильного разделения (HILIC) [84].

Для определения остаточных количеств амфе-
николов в настоящее время используют два основ-
ных метода пробоподготовки: жидкостную [119,
121, 140, 236] и твердофазную экстракцию [120,
124], а в последнее время МИ-ТФЭ [122, 123].
Наиболее подходящими экстрагентами являются
этилацетат, ацетонитрил, гексан и хлороформ.
Остаточные содержания амфениколов часто
определяют методами жидкостной хроматогра-
фии с УФ- [122] и ДМД-детектированием [120]
(табл. 4), хотя также используют ГХ с электронно-
захватным детектированием и ГХ-МС [236]. Мак-
симум поглощения хлорамфеникола 278 нм, то-
гда как тиамфеникола и флорфеникола он лежит
в диапазоне 225–230 нм. Однако чувствительно-
сти данных методов не хватает для достижения
необходимых пределов определения амфенико-
лов в связи с их низкими максимально допусти-
мыми уровнями (МДУ), поэтому в данном случае
необходимо использование ВЭЖХ-МС/МС
[119, 121].

Ограниченное количество методик по сравне-
нию с другими группами антибиотиков предло-
жено для определения гликопептидов в пищевых
продуктах и кормах для животных [125–128],
в том числе совместно с другими циклопептида-
ми [100], а также в сыворотке и плазме крови
[237]. Пробоподготовка в основном предполагает
жидкостную экстракцию в сочетании с ТФЭ,
кроме того, для очистки предложена капилляр-

ная микроэкстракция (полимерная монолитная
колонка) [126, 127]. Гликопептиды запрещены
для использования в ветеринарии на территории
ЕС, США, Китая, однако в связи с их высокой
эффективностью они нелегально используются в
качестве кормовых добавок для лечения бактери-
альных инфекций животных и обнаруживаются в
продукции животноводства [100, 128, 224].

Диаминопиримидины, а чаще всего тримето-
прим, определяют в растительной и животновод-
ческой продукции, а также в сточных и природ-
ных водах в основном совместно с другими анти-
биотиками методом ВЭЖХ-МС/МС [51, 79, 88,
94, 238]. Они являются потенциаторами сульфа-
ниламидов и используются в комбинированных
препаратах. Предложена методика определения
диаверидина, триметоприма и орметоприма в
кормах [129].

Ионофорные антибиотики широко использу-
ются в ветеринарии для борьбы с кокцидиозами.
В продукции животноводства их в основном
определяют методом ВЭЖХ-МС/МС после жид-
костной экстракции и ТФЭ-очистки; разрабо-
танные методики отличаются высокой чувстви-
тельностью: предел обнаружения на уровне сотых
долей мкг/кг, а в самых поздних работах – тысяч-
ных [130–134]. Совершенствование предлагае-
мых методик связано с модификацией пробопод-
готовки: от трудоемкой жидкостной экстракции,
дополненной стадией ТФЭ-очистки, а в некото-
рых случаях еще и обезжириванием образца и ис-
парением растворителя, до простой в исполне-
нии и высокоэффективной СПМР-ЖЖЭ в соче-
тании с ДТФЭ [231].

Основными представителями группы линкоза-
мидов являются линкомицин – природный анти-
биотик − и клиндамицин – его полусинтетиче-
ский аналог [239]. Однако их индивидуальное
определение в пищевой продукции хроматогра-
фическими методами ограничено в последнее де-
сятилетие лишь несколькими работами, в том
числе с использованием на стадии пробоподго-
товки МИ-полимеров для ТФЭ [135]. В основном
же предложены многокомпонентные методики
их определения совместно с макролидами [74] и
представителями других групп (табл. 1, 3, 5).

При определении макролидов преобладают ме-
тодики ВЭЖХ-УФ и ВЭЖХ-МС/МС (табл. 4).
Макролиды и линкозамиды являются липофиль-
ными соединениями. Как правило, для их извлече-
ния из образцов пищевой продукции используют
различные варианты ТФЭ, хотя в последнее время
при их определении большое внимание уделяют
ДЖЖМЭ, позволяющей добиться высокого кон-
центрирования аналитов при минимальных затра-
тах растворителей и времени [1]. Для совместного
определения с другими препаратами в основном
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предложены ВЭЖХ- и УВЭЖХ-МС/МС, в том
числе высокого разрешения (табл. 1, 3, 5).

Для определения нитроимидазолов одновре-
менно с сульфаниламидами, фторхинолонами,
тетрациклинами, макролидами, нитрофуранами
и другими антибиотиками предложено несколько
УВЭЖХ-МС/МС-методик с пробоподготовкой
QuEChERS [209, 211, 214, 219]. В большинстве же
случаев используют либо жидкостно-жидкост-
ную экстракцию либо ее сочетание с последую-
щей ТФЭ-очисткой [87, 90, 102, 104, 105]. При
групповом определении нитроимидазолов наи-
более распространена ТФЭ с последующим ВЭ-
ЖХ-УФ- и ВЭЖХ-МС/МС-определением [113,
143, 144].

Нитрофураны быстро трансформируются, об-
разуя канцерогенные и мутагенные метаболиты
3-амино-5-морфолинометил-1,3-оксазолидинон
(АМОЗ), 3-амино-2-оксазолидинон (АОЗ), 1-ами-
ногидантоин (АГД) и семикарбазид (СЕМ), со-
храняющиеся в органах и тканях от нескольких
недель до нескольких месяцев, в связи с чем нит-
рофураны запрещены к применению в животно-
водстве многих стран [145]. Метаболиты, кова-
лентно связанные с белками, сложно разрушить,
поэтому пробоподготовка для их определения яв-
ляется одной из самых сложных и многостадий-
ных и в основном предполагает гидролиз и дери-
ватизацию [145, 147, 150, 240]. В случае нитрофу-
ранов методик для определения исходных
соединений крайне мало в связи с их быстрой ме-
таболизацией. Дериватизация необходима при
использовании жидкостной хроматографии, так
как гидролизованные метаболиты нитрофуранов
высокополярны, слабо удерживаются на обра-
щенно-фазовых колонках и обладают плохими
ионизационными характеристиками [147]. При
ВЭЖХ-МС/МС-определении нитрофуранов и их
метаболитов в большинстве случаев используют
изотопно-меченные стандарты, что позволяет
учесть влияние матрицы и обеспечить необходи-
мую специфичность и правильность анализа. Ис-
пользование МИ-ТФЭ позволяет миновать ста-
дию гидролиза при определении метаболитов
нитрофуранов и при этом обеспечить хорошее
извлечение аналита (>96%), но стадия деривати-
зации сохраняется и в случае использования
ВЭЖХ-УФ [146].

В работе [149] в качестве дериватизирующего
агента предложен 5-нитро-2-фуральдегид. АОЗ,
АМОЗ, АГД и СЕМ взаимодействуют с этим аль-
дегидом, образуя исходные нитрофураны, что су-
щественно ускоряет анализ и снижает его стои-
мость, поскольку позволяет выбрать условия про-
боподготовки и определения с использованием
доступных и недорогих стандартов нитрофура-
нов. Разработано ограниченное количество мето-
дик определения нитрофуранов и их метаболитов

одновременно с другими группами препаратов
[80, 97, 209, 211, 221], что связано с необходимо-
стью гидролиза и дериватизации образцов, кото-
рое может привести к разрушению остальных
аналитов. Возможны и альтернативные пути по-
падания метаболитов нитрофуранов в продукты
питания. В случае СЕМ не до конца изучен во-
прос его естественного образования в организме
живых животных, а также в результате разложе-
ния азодикарбонамида, используемого в качестве
вспенивающего агента при производстве прокла-
док для крышек пищевых банок. В связи с этим
возможно обнаружение его фоновых концентра-
ций, но исследований в этой области недостаточ-
но [240].

Пенициллины и цефалоспорины относятся к β-
лактамным антибиотикам, уникальной структур-
ной особенностью которых является наличие четы-
рехчленного β-лактамного (2-азетидинонового)
кольца [241]. Они довольно полярны, объемны и
умеренно чувствительными к нагреванию [242]. β-
Лактамы, как правило, демонстрируют значитель-
но меньшую по сравнению с другими антибиоти-
ками стабильность в условиях пробоподготовки.
Органические растворители и кислоты гидроли-
зуют β-лактамное кольцо и приводят к образова-
нию неактивной формы, что усложняет их опре-
деление [242]. Для решения этой проблемы ис-
пользуют дериватизацию. Результаты показали,
что дериватизация пиперидином снижает дегра-
дацию пенициллинов и повышает точность и
анализа. В связи с этими особенностями наибо-
лее частыми методами определения пеницилли-
нов и цефалоспоринов в пищевой продукции яв-
ляются ВЭЖХ-УФ [154, 186, 192, 194], ВЭЖХ-
МС/МС [187, 189] и УВЭЖХ-МС/МС [190, 191,
193]. Для повышения степени извлечения и се-
лективности используют ионные жидкости [186,
193], а также широко представлена МИ-ТФЭ
[192, 194].

Бацитрацин, колистин и вирджиниамицин от-
носятся к группе полипептидных антибиотиков,
их часто добавляют в корма для животных в каче-
стве стимуляторов роста [116]. Хотя бацитрацин и
вирджиниамицин запрещены для применения в
продуктивном животноводстве ЕС, они разреше-
ны в Китае [100]. С 2016 г. правительство Китая
запретило использовать колистин в связи с появ-
лением колистин-резистентных штаммов бакте-
рий, однако при этом Китай – лидирующий про-
изводитель и экспортер колистина во Вьетнам,
Индию и Южную Корею [153]. Для определения
полипептидов предложены ВЭЖХ- и УВЭЖХ-
МС/МС-методики [151–153].

Всего несколько работ за последнее десятиле-
тие посвящено индивидуальному определению
плевромутилинов [112, 154], хотя они широко ис-
пользуются в ветеринарии, в том числе в качестве
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стимуляторов роста. Большинство методик при-
меняют для их одновременного определения с
фторхинолонами, сульфаниламидами, макроли-
дами, линкозамидами, тетрациклинами и β-лак-
тамами [18, 34, 85, 101, 109].

Сульфаниламиды − самая обширная группа ан-
тибиотиков, для определения которых предложе-
но очень большое количество методик (табл. 4).
Методы ВЭЖХ с УФ-, ФЛД- и МС-детектирова-
нием успешно применяют при определении суль-
фаниламидов в продуктах животного происхож-
дения и кормах, однако среди разработанных
преобладают ВЭЖХ-УФ-методики. В качестве
пробоподготовки широко используется ТФЭ, в
том числе магнитная и дисперсионная. Сульфа-
ниламиды положительно заряжены в кислой сре-
де при рН < 2, нейтральны при рН 3–5 и отрица-
тельно заряжены при рН > 5. Легко извлекаются
молекулярные формы сульфаниламидов, поэто-
му важно поддерживать определенное значение
рН при экстракции [158]. Для извлечения сульфа-
ниламидов из мяса, рыбы, меда используют аце-
тонитрил, метанол, этилацетат или дихлорметан,
а также супрамолекулярные растворители на ос-
нове обратных мицелл [243]. Стадия кислотного
гидролиза требуется, как правило, при их опреде-
лении в образцах пищевых продуктов богатых са-
харами, таких как мед [242]. При определении
сульфаниламидов с помощью ВЭЖХ-ФЛД необ-
ходимым этапом подготовки является деривати-
зация [69, 213], что также неизбежно ведет к
усложнению анализа. Предложено большое ко-
личество методик определения сульфаниламидов
одновременно с другими антибактериальными
препаратами (табл. 3). ВЭЖХ-МС/МС широко
применяется как в групповом, так и в многоком-
понентном анализе.

Тетрациклины обладают высокой хелатирую-
щей способностью по отношению к ионам пере-
ходных и щелочноземельных металлов, поэтому
использование солей ЭДТА с буфером Макил-
вейна (или без него) повышает эффективность
экстракции [242]. Экстракция тетрациклинов
улучшается в кислых средах с добавлением три-
хлоруксусной, муравьиной и щавелевой кислот,
подкисленного метанола и при увеличении вре-
мени встряхивания [242]. Кроме того, в своей
структуре они содержат несколько хромофорных
групп и интенсивно поглощают свет в ультрафи-
олетовой области между 270 и 360 нм как в кис-
лой, так и в нейтральной среде. Чаще всего при
определении тетрациклинов используют ВЭЖХ.
ВЭЖХ-УФ является официальным методом
AOAC для определения остаточного содержания
тетрациклинов в молоке и тканях свиней и КРС,
и большинство методик, разработанных в по-
следние 10 лет, основано именно на его примене-
нии (табл. 4). ВЭЖХ-МС/МС-методики в основ-

ном предложены для одновременного определе-
ния тетрациклинов и других антибиотиков (табл. 3).

Хиноксалины используют в качестве стимуля-
торов роста, в организме животных они очень
быстро трансформируются. В 1998 г. в ЕС отозва-
ны лицензии на карбадокс и олаквиндокс в связи
с возможным канцерогенным, мутагенным и фо-
тоаллергенным действием препаратов и их дезок-
симетаболитов [241]. Карбадокс быстро метабо-
лизируется через моно- и дезоксисоединения до
хиноксалин-2-карбоновой кислоты (ХКК), кото-
рая длительно сохраняется в тканях и поэтому явля-
ется маркером для карбадокса. Путь метаболизма
олаквиндокса аналогичен, при этом образуется 3-
метилхиноксалин-2-карбоновая кислота, структура
которой схожа с ХКК. Для определения в кормах
для животных карбадокса (запрещенного в ЕС, Ки-
тае и Японии) и олаквиндокса (запрещенного в
ЕС) [241] разработана ВЭЖХ-МС/МС-методика
с экстракцией смесью вода–ацетонитрил (1 : 1) и
последующей очисткой экстракта С18 [177].
Определение метаболитов, как правило, сложнее,
чем исходных соединений. Наиболее эффектив-
ны в данном случае ВЭЖХ-МС/МС [175] и
УВЭЖХ-МС/МС [176, 179] (табл. 4). Пробопод-
готовка для большинства разработанных
методик – ЖЖЭ с последующей ТФЭ-очисткой.
ВЭЖХ-МС/МС предложена для одновременного
определения хиноксалинов с другими препаратами
[87, 107], при этом использовали УЗ-ЖЭ с последую-
щей ТФЭ и экстракцию под давлением (табл. 3).

Хинолоны широко используют в ветеринарии и
аквакультуре. Они имеют амфотерную природу,
поскольку содержат и кислотные, и основные
группы [242], нестабильны в сильно кислой сре-
де. Хинолоны хорошо растворимы в полярных
органических растворителях, поэтому в боль-
шинстве случаев проводят общую экстракцию
растворителем с последующей ТФЭ-очисткой
[183, 242]. Как правило, хинолоны в пищевой
матрице связаны с белками, и необходима депро-
теинизация во время подготовки образца [181].
При экстракции используют ацетонитрил, по-
скольку он демонстрирует высокую эффектив-
ность осаждения белков [183]. Большинство ме-
тодов позволяют проводить одновременное опре-
деление только нескольких хинолонов, а при
использовании ВЭЖХ с УФ- и ФЛД-детектиро-
ванием зачастую требуется сложная пробоподго-
товка, сочетающая ЖЖЭ и ТФЭ [182, 183]. Про-
цедуры перед хроматографическим анализом
предполагают использование больших количеств
органических растворителей, трудоемки и фи-
нансово затратны. ВЭЖХ-МС/МС применяется
преимущественно при одновременном определе-
нии в пищевых продуктах хинолонов и других ан-
тибиотиков (табл. 3).
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* * *
Методики одновременного определения анти-

биотиков, включая метаболиты, представляют
наибольший интерес в случае мониторинга оста-
точных содержаний препаратов в пищевой про-
дукции и продовольственном сырье [88, 244].
Разнообразие и количество органических загряз-

нителей в объектах окружающей среды и продук-
тах питания неуклонно растет, и в этом контексте
разработка УВЭЖХ-методик позволяет сокра-
тить продолжительность анализа, а при совмеще-
нии с МС/МС разработать простые, недорогие
методики, характеризующиеся высокой точно-
стью [245]. Принимая во внимание различия в

Рис. 1. Доли (%) применяемых способов пробоподготовки при определении остаточных количеств антибиотиков в
объектах окружающей среды и продуктах питания. Индивидуальное и групповое определение (а) и многокомпонент-
ный анализ (б).
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физико-химических свойствах, необходимо ис-
пользовать общие условия экстракции, хромато-
графического разделения и обнаружения. Твер-
дофазная экстракция и QuEChERS − наиболее
распространeнные подходы к пробоподготовке в
многокомпонентном анализе [244]. Анализ лите-
ратуры за последнее десятилетие позволил про-
следить основные тенденции в определении оста-

точных количеств антибиотиков в объектах окру-
жающей среды и пищевых продуктах. В
пробоподготовке для индивидуального и группо-
вого анализа лидируют ЖЖЭ (18%), ТФЭ (15%) и
МИ-ТФЭ (15%), однако не менее востребованы
ЖЖЭ с ТФЭ-очисткой, ДЖЖМЭ и ДТФЭ (14, 13
и 12% соответственно) (рис. 1а). Разработано
наибольшее количество ВЭЖХ-МС/МС- и ВЭ-

Рис. 2. Распространенность (%) методов определения антибиотиков в объектах окружающей среды и продуктах пита-
ния на основе различных вариантов ВЭЖХ. Индивидуальное и групповое определение (а) и многокомпонентный ана-
лиз (б).
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ЖХ-ДМД-методик (35 и 31%) (рис. 2а). При од-
новременном определении препаратов разных
групп в пробоподготовке преобладают QuECh-
ERS (30%), ЖЖЭ в сочетании с последующей
ТФЭ-очисткой (19%) и ЖЖЭ (15%) (рис. 1б),
предложено больше УВЭЖХ- и ВЭЖХ-МС/МС-
методик (36 и 35%) (рис. 2б). Выбор методов про-
боподготовки и определения антибиотиков обу-
словлен, во-первых, особенностями их физико-
химических свойств: большинство соединений
полярны и гидрофильны, некоторые группы не-
устойчивы в агрессивных средах или быстро ме-
таболизируются, поэтому предпочтительны
ЖЖЭ и ТФЭ (в различных вариантах исполне-
ния) с последующим использованием ВЭЖХ. Во-
вторых, имеет значение сложность матриц и не-
обходимость одновременного многокомпонент-
ного анализа: данные задачи предполагают уни-
версальность пробоподготовки (QuEChERS) и
высокую специфичность метода (ВЭЖХ- и УВЭ-
ЖХ-МС/МС). В-третьих, следует учитывать не-
обходимость определения остаточных содержа-
ний антибактериальных препаратов на уровне
МДУ, значения которых могут быть крайне низ-
кими: для решения данной проблемы требуются
высокочувствительные методы в основном с
масс-спектрометрическим детектированием, в
том числе МС-ВР.
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Рассмотрены некоторые аналитические задачи, которые по объективным причинам часто считают
некорректными. Главная из таких причин – аномально большой разброс исходных данных. Он мо-
жет быть обусловлен либо низкой воспроизводимостью характеристик веществ, их количеств, ин-
тенсивностей аналитических сигналов, условий процессов и др., либо вариабельностью, обуслов-
ленной различиями природы самих объектов. В последнем случае на характер интерпретации дан-
ных влияют особенности принятых для их рассмотрения аналитических гипотез. В число
рассмотренных задач входят вариации компонентного состава проявителей для черно-белых нега-
тивных фотоматериалов, сравнение параметров температурных режимов газохроматографического
разделения различных органических соединений, характеристика токсичности (LD50) гомологов на
примере 1-алканолов С3–С12 и возможности предсказания операций подготовки проб при опреде-
лении лекарственных препаратов в плазме крови на основании их физико-химических характери-
стик. Выявлены основные особенности интерпретации данных, отличающихся высокой степенью
неопределенности. Отмечено, что важные заключения могут быть получены на основании даже са-
мих фактов низкой воспроизводимости (одномерные массивы) или неудовлетворительной корре-
ляции переменных (двумерные массивы).

Ключевые слова: массивы данных, высокая неопределенность, особенности интерпретации, приме-
ры различных задач, лекарственные препараты, плазма крови, подготовка проб, факторы гидро-
фобности.
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К числу важнейших требований к аналитиче-
ским методам (часто используемым термином яв-
ляется “валидация”) помимо точности, робастно-
сти, и др. традиционно относят такую характери-
стику, как прецизионность результатов измерений,
подразделяемую на их повторяемость и воспроиз-
водимость. Критерием оценок являются мини-
мальные стандартные отклонения получаемых зна-
чений (или коэффициенты вариации). Двумерные
массивы данных (прежде всего, градуировочные за-
висимости) характеризуют линейностью, критери-
ем которой являются максимальные значения ко-
эффициентов корреляции (R) или минимальные
значения генеральных дисперсий (S0) [1]. Во мно-
гих практических руководствах указаны конкрет-
ные требования к характеристикам правильности.
Часто это относят к биоаналитическим методам и
контролю лекарственных препаратов [2–4]. На-
пример, в соответствии с правилами [4] допусти-

мые отклонения результатов для не менее 67% об-
разцов должны находиться в пределах ±15% от их
номинальных значений; в противном случае не-
обходимо выяснение причин отклонений.

Однако в реальной аналитической практике
встречается большое число примеров массивов
данных, отличающихся низкой воспроизводимо-
стью или плохой корреляцией переменных (ина-
че – высокой степенью неопределенности). Это
может быть обусловлено либо большим разбро-
сом непосредственных результатов измерений,
либо вариабельностью, обусловленной различия-
ми в природе объектов. Примером объективно
большого разброса интенсивностей сигналов яв-
ляется электроискровая масс-спектрометрия [5,
6]; такие же особенности часто присущи опреде-
лениям на уровне следов. Общим подходом к
устранению подобных неопределенностей пред-
ставляется совершенствование техники опреде-
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лений. Вариабельность второго типа иногда ока-
зывается принципиально неустранимой, но зави-
сит от принятых формулировок аналитических
задач (иначе – от принимаемых аналитических
гипотез). В качестве примера разброса
данных, обусловленного особенностями выбор-
ки данных, можно привести интенсивности сла-
бых сигналов так называемых масс-спектров
ионных серий [7]1. Их стандартные отклонения
могут превышать средние значения.

Еще один пример достаточно слабой корреля-
ции величин – оценки индексов удерживания (RI)
в обращенно-фазовой ВЭЖХ на основании факто-
ров гидрофобности (lgP) аналитов [8, 9]. Коэффи-
циенты корреляции зависимостей RI−lgP, как пра-
вило, оказываются на уровне 0.9, а S0 (средняя точ-
ность получаемых оценок) – не менее 50–
70 ед. инд. Тем не менее, этот подход применяют до
настоящего времени из-за относительной доступ-
ности значений lgP (преимущественно расчетных).
Подобные корреляции часто расценивают как
имеющие лишь ограниченное применение либо
даже как неудовлетворительные. Однако много-
численность примеров большого разброса дан-
ных не только не позволяет ими пренебречь, но и
заслуживает специального рассмотрения особен-
ностей интерпретации подобной информации,
что и является целью настоящей работы.

Для иллюстрации многообразия таких приме-
ров подробно проанализированы четыре разно-
родные задачи. Все они относятся к вариабельно-
сти, обусловленной различиями в природе (свой-
ствах, характеристиках) объектов и во всех
проявляется сильная зависимость особенностей
интерпретации данных от формулировок рас-
сматриваемых задач. В качестве простейшего
примера (одномерный массив данных) рассмот-
рены вариации состава проявителей для черно-
белых негативных фотоматериалов. К более
сложным задачам относятся вариации темпера-
турных режимов газохроматографического ана-
лиза, так как при объединении данных для раз-
ных аналитов задача становится двумерной. Еще
одним примером большого разброса является
токсичность гомологов. И, наконец, подробнее
всего рассмотрена аналитически важная пробле-
ма выбора операций подготовки проб при опре-
делении следов лекарственных препаратов в
плазме крови на основании физико-химических
характеристик определяемых соединений.

1 Спектры ионных серий объединяют данные для отдельных
гомологов в усредненные характеристики гомологических
рядов [7].

ВЫБОР ИСХОДНЫХ ДАННЫХ 
И ПОДГОТОВКА ПРОБ К АНАЛИЗУ 

(ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ)

Общая характеристика четырех рассматривае-
мых примеров. Для исключения поиска и сравне-
ния информации из недостаточно систематизи-
рованных источников разного времени издания
сведения о составе проявителей для черно-белых
негативных фотоматериалов (пример 1) заим-
ствованы из руководства [10], относящегося к пе-
риоду большого разнообразия как самих негатив-
ных фотоматериалов, так и рецептов растворов
для их обработки (1964 г.). В качестве источника
сведений о режимах газохроматографического
анализа с программированием температуры для
пяти аналитов (нитробензол, бензонитрил,
2-хлорфенол, 1,4-диметоксибензол и 1,3,5-три-
хлорбензол) выбрана база данных Национально-
го института стандартов и технологии (NIST,
США) (сайт http://webbook.nist.gov) [11], содер-
жащая подробные сведения обо всех соединени-
ях, индексы удерживания которых в нее включе-
ны (пример 2). Выбранные параметры включают
начальную температуру (Т0, °С), продолжитель-
ность начального изотермического участка (t(T0),
мин) и скорость нагрева (r, град/мин). Данные о
токсичности (величины LD50, пример 3) 1-алка-
нолов С3–С12 заимствованы из различных лите-
ратурных источников [12–18]. Многие из них со-
держат дублирующие друг друга значения LD50,
выявление и отбраковку которых не проводили.
И, наконец, описания процедур подготовки проб
лекарственных препаратов (51 соединение различ-
ной химической природы) резюмированы на ос-
новании оригинальных публикаций и данных, по-
лученных в ЗАО “Биокад” (см. ниже) (пример 4).
Экспериментальные данные, соответствующие
каждому из рассматриваемых примеров, и необхо-
димые ссылки приведены в табл. 1–4, номера ко-
торых согласованы с номерами примеров. Значе-
ния факторов гидрофобности (lgP) и степени свя-
зывания лекарственных препаратов с белками
указаны на сайте Drugbank [62].

Подготовка проб к анализу. Данные табл. 4, со-
ответствующей последнему рассматриваемому
примеру и содержащей сведения об операциях
подготовки проб плазмы крови для ВЭЖХ-опре-
деления лекарственных препаратов, дополнены
информацией для нескольких препаратов, мето-
дики анализа которых разработаны в ЗАО “Био-
кад” (Санкт-Петербург). Их стандартные раство-
ры с концентрацией 1 мг/мл готовили растворе-
нием навесок анализируемых субстанций в
подвижной фазе (состав растворителей соответ-
ствовал начальным составам элюентов в режимах
градиентного элюирования). В качестве матрицы
для приготовления модельных растворов исполь-
зовали плазму крови здоровых добровольцев,
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Таблица 1. Содержание компонентов в некоторых метол-гидрохиноновых проявителях для негативных черно-
белых фотоматериалов (по данным [10])

* В более поздних рецептурах проявителей гигроскопичный карбонат натрия заменен негигроскопичным карбонатом калия
(коэффициент пересчета количеств 1.30). 
** Компоненты, для которых стандартные отклонения превышают средние арифметические значения их содержания в рас-
творе.

Тип проявителя

Содержание компонентов, г/л

метол гидро-
хинон

сульфит 
натрия

(кристал-
лический)

карбонат 
натрия

(безвод-
ный)*

бромид
калия прочие добавки

НП-1 2.5 2.5 60 5 0.5 –
Подкрепляющий 
раствор к НП-1

7 10 60 20 – –

НП-2 1 5 52 20 1 –
НП-3 5 6 80 40 3 –
Контрастный – 30 120 – 20 19 (NaOH)
Контрастный КЦ-1 2 10 104 40 4 –
Для высоких температур 6 – 180 – 2 23 (бура), 100 (Na2SO4)
Мелкозернистый НП-15 2 5 200 – – 2 (бура)
Подкрепляющий 
раствор к НП-15

3 7.5 200 – – 20 (бура)

Стандартный 8 – 250 5.75 2.5 –
НП-19А 10 – 120 90 2 –
Мелкозернистый Д-23 7.5 – 200 – – –
ДК-20 5 – 200 – 0.5 2 (бура), 1 (KNCS)
Для выравнивания 
контраста изображения

5 6 40 25 4.5 –

Для исправления недодержек 14 14 50 – 9 9 (NaOH)
Для увеличения 
светочувствительности

1 5 52 20 1 0.2 (сульфат гидразина), 
0.01 (бензотриазол)

Для передержанных 
фотоматериалов

7 – 50 12 5 –

Для быстрого проявления 5 45 180 – 10 40 (NaOH),
1 (бензотриазол)

Средние значения ± s 5 ± 4 8 ± 12** 120 ± 70 15 ± 23** 4 ± 5** –
Асимметрия выборок (А) 1.6 3.5 1.5 2.3 2.9 –

хранившуюся в замороженном виде при темпера-
туре не выше –70°С.

Образцы для ВЭЖХ-анализа готовили по од-
ной из следующих схем. 1). Жидкостно-жидкост-
ную экстракцию (ЖЖЭ) проводили путем добав-
ления к аликвотам образцов экстрагента (1 : 3),
полученные растворы перемешивали, центрифу-
гировали, органические экстракты упаривали в
токе азота, сухие остатки вновь растворяли в по-
движной фазе. 2). Для осаждения белков плазмы
крови в качестве осадителя использовали ацето-
нитрил в соотношении 1 : 3; полученные раство-
ры перемешивали, центрифугировали, надоса-

дочные слои переносили в виалы для хроматогра-
фического анализа. 3) Твердофазную экстракцию
(ТФЭ) проводили с использованием картриджей
(Oasis, Waters, США); наносили на них пробы и
пропускали через картриджи различные раство-
рители для элюирования примесей и целевых
аналитов по отдельности. 4) Для фильтрации бел-
ков плазмы использовали центрифужные ультра-
фильтры Amicon® Ultra 3K (Millipore, США).
В пробирки с фильтрами вносили заданные объе-
мы образцов, центрифугировали; прошедшие че-
рез мембраны количества растворов отбирали для
хроматографического анализа.
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Таблица 2. Сравнение параметров температурных режимов газохроматографического анализа некоторых орга-
нических соединений (по данным [11]).

Общие средние значения: Т0 = (57± 22)°С (А = 1.6), t(T0) = (2 ± 3) мин (А = 2.5), r = (5 ± 3) град/мин (А = 1.7).

Соединение T0, °С t(T0), мин r, 
град/мин Соединение T0, °С t(T0), мин r, 

град/мин

Нитробензол 40 0 5 1,4-Диметоксибен-
зол

60 2 10
60 1 5 60 5 3
75 0 6 35 3 4
50 2 8 60 1 6
40 1 10 40 7 6

Средние значения 55 ± 13 1 ± 1 7 ± 2 60 0 3

Бензонитрил 0 12 12 40 5 3

40 0 5 70 2 3
40 0 3 35 4 2
50 0 2.5 60 0 4
50 0 6 50 0 4
35 2 2 70 5 4

Средние значения 36 ± 19 2 ± 5 5 ± 4 80 0 3

2-Хлорфенол 40 0 3 50 2 3

35 0 8 40 10 3
50 0 10 Средние значения 54 ± 14 3 ± 3 4 ± 2
50 0 5 1,3,5-Трихлорбензол 50 0 2
50 4 6 50 0 2

100 0 10 100 0 10
100 0 2 100 0 5
100 0 6 50 0 10
100 0 10 50 0 5
100 0 5 30 0 1
50 0 10 80 0 2
50 0 5 80 0 3
50 3 3 40 3 2
80 0 2 80 0 2
50 2 8 50 5 5
40 3 8 Средние значения 63 ± 23 1 ± 2 4 ± 3
50 4 6

Средние значения 64 ± 25 1 ± 2 6 ± 3

Во всех перечисленных примерах исходная
информация отличалась значительной вариа-
бельностью, а разброс числовых данных настоль-
ко велик, что какая-либо коррекция единичных
значений в подобных массивах (выявление вы-
бросов) [63] представляется невозможной. Для
статистической обработки исходных данных и
построения графиков использовали ПО ORIGIN
(версии 4.1 и 8.1). Именно значительная вариа-
бельность исходных данных ограничивает приме-
нение более сложных методов их интерпретации

(факторный или кластерный анализ). Кроме то-
го, во всех примерах число доступных значений
недостаточно для корректного применения таких
методов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Особенности компонентного состава метол-гид-
рохиноновых проявителей для негативных черно-
белых фотоматериалов. Начать рассмотрение со-
вокупностей данных с большим разбросом целе-
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Таблица 3. Некоторые данные по токсичности 1-алканолов С3–С12 (LD50, мг/кг, перорально; отсутствие указа-
ния животного соответствует использованию крыс)

* SDS (Safety Data Sheet) или MSDS (Material Safety Data Sheet) – обозначение веб-сайтов различных фирм, содержащих ток-
сикологические характеристики химических соединений. 
** Аномально большие значения LD50, исключенные при графическом представлении данных (рис. 2).

1-Алканол LD50 Источник

1-Пропанол 1870 SDS* (Thermo Fisher Scientific, 2018)
2160, 2800 (кролик), 1870 PubChem
1870, 5700 (для человека) SDS (ChemSupply, Australia)
4400, 7000 SDS (Thermo Fisher Scientific)
2825 (кролик), 6800 (мышь), 1870, 2200 SDS (АСС № 01356)

Среднее значение (А) 3400 ± 2000 (2.2)
1-Бутанол 2680, 2510, 2020, 790, 1200 (хомяк), 2500 (птица), 

3500 (кролик), 1782 (собака)
 [12]

4360, 2290, 2510, 2020, 790, 2680 (мышь), 
3500 (кролик), 1200 (хомяк), 1782 (собака)

 [13]

700, 790 SDS (Thermo Fisher Scientific)
2292, 3430 (кролик) SDS (Carl Roth, 2021)
790–4360 PubChem
2500, 3400 (кролик), 790, 2680 (мышь), 3484, 
2500 (птица)

SDS (Sigma-Aldrich)

1200 (хомяк), 2680 (мышь), 3400 (кролик), 
3500 (кролик), 2100, 800–2000, 700

 [14]

2292 (крыса)  [15]
2290, 2510, 2680 (мышь), 3500 (кролик), 
1200 (хомяк), 1782 (собака), <2000

 [16]

Среднее значение (А) 2200 ± 1000 (0.90)
1-Пентанол 200 (мышь). 370 SDS (Thermo Fisher Scientific)

>2000 SDS (Carl Roth)
>2000 SDS (Acros Organics)
3645 SDS (Agilent)
3670, 200 (мышь) SDS (Sigma-Aldrich)
>2000 SDS (ChemSupply, Australia)
2200–3000 SDS (Calderon Lab Chemicals)
2200, 3600, 140–4585  [17]

Среднее значение (А) 2100 ± 1500 (0.97)
1-Гексанол 1950 (мышь)  [12]

720, >2000 SDS (Carl Roth)
4590, 4870, 103–4870  [17]
200–2000  [18]
500–5000 SDS (Cameo Chemicals)
>2000 ChemBook

Среднее значение (А) 2400 ± 1900 (1.8)
1-Гептанол 3250, 6200, 5500, 500–6200  [17]

4300 (мышь) PubChem
1870 SDS (Cameo Chemicals)
500 (кролик), >2000 ChemBook
500 Green Chemistry

1-Октанол >3200  [12]
>5000, 1790 –>5000  [11]
>2000 ChemBook

1-Нонанол 3560, 800–6400  [17]
1-Деканол 4720, 1000–5000  [17]
1-Ундеканол 3000, 3000–>15800**  [17]
1-Додеканол >2000, 1500–26530**  [17]
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Таблица 4. Основные характеристики операций подготовки проб некоторых лекарственных препаратов в зави-
симости от их факторов гидрофобности (lgP) (оединения расположены по убыванию расчетных значений lgP
(ChemAxon))

Название Мол. 
масса CAS № lgP

Связывание 
с белками 
плазмы, %

Вариант подготовки 
проб*, ссылка

Литера-
тура

Everolimus 958 159351-69-6 7.4 (ChemAxon) ~74% ЖЖЭ**

Eltrombopag 443 496775-61-2 6.03 (ChemAxon) ~99% Осаждение  [19]

Atorvastatin 559 134523-00-5 5.39 (ChemAxon)
6.36 (эксп)

~98% ЖЖЭ  [20]

Bosentan 552 147536-97-8;
157212-55-0 
(моногидрат)

4.94 (ChemAxon)
3.7 (эксп)

~98% Осаждение**

Dapoxetine 305 119356-77-3 4.67 (ChemAxon) ~99% ЖЖЭ  [21]

Vinorelbine 779 71486-22-1 4.65 (ChemAxon)
4.0 (эксп)

~90% ЖЖЭ  [22]

Simeprevir 750 923604-59-5 4.56 (ChemAxon) ~99% ЖЖЭ  [23]

Loratadine 383 79794-75-5 4.55 ChemAxon 99% ЖЖЭ  [24]

Pyronaridine 518 74847-35-1 4.22 (ChemAxon) ~92% ЖЖЭ  [25]

Nateglinide 317 105816-04-4 4.03 ChemAxon ~98% Микро-ЖЖЭ  [26]

Abiraterone 392 154229-18-2 3.97 (ChemAxon) ~99% ЖЖЭ**

Chloroquine 320 54-05-7 3.93 (ChemAxon)
4.63 (эксп)

~74% Осаждение  [25]

Gefitinib 447 184475-35-2 3.75 (ChemAxon)
3.2 (эксп)

~90% ЖЖЭ**

Crizotinib 450 877399-52-5 3.57 (ChemAxon) ~91% Осаждение  [27, 28]

Pazopanib 438 444731-52-6
635702-64-6 
(гидрохлорид)

3.55 (ChemAxon)
3.2 (эксп)

~99% Осаждение**

Mycophenolic
acid

320 24280-93-1 3.53 (ChemAxon)
2.8 (эксп)

~98% ЖЖЭ  [29]

Canaglif lozin 444 842133-18-0 3.52 (ChemAxon) ~99% ЖЖЭ  [30]

Artemether 298 71963-77-4 3.48 (ChemAxon) ~95% Осаждение  [25]

Olanzapine 312 132539-06-1 3.39 (ChemAxon) ~ 93% ЖЖЭ  [31]

Asunaprevir 748 630420-16-5 3.37 (ChemAxon) ~ 99% ЖЖЭ  [32]

Bupropion 276 34911-55-2 3.27 (ChemAxon)
3.6 (эксп)

~85% ЖЖЭ  [33]

Erlotinib 393 183321-74-6 3.2 (ChemAxon) ~95% Осаждение**

Stiripentol 234 49763-96-4 3.12 (ChemAxon) ~99% ЖЖЭ  [34]

Осаждение  [35]

Diazepam 285 439-14-5 3.08 (ChemAxon) ~98% ЖЖЭ  [36]

Sunitinib 398.5 557795-19-4 2.93 (ChemAxon) ~95% ЖЖЭ  [37]

Docetaxel 808 114977-28-5 2.92 (ChemAxon)
2.4 (эксп)

~97% ЖЖЭ  [38]
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* Аббревиатуры операций подготовки проб: ЖЖЭ – жидкостно-жидкостная экстракция, ТФЭ – твердофазная экстракция.
** Ссылки не указаны для препаратов, охарактеризованных в ЗАО “Биокад”.

*** Неорганическое комплексное соединение; экспериментальные значения lgP неизвестны.

Fluvoxamine 318 54739-18-3 2.8 (ChemAxon)
3.2 (эксп)

~80% ЖЖЭ  [39]

Gilteritinib 553 1254053-43-4 2.79 ChemAxon ~94% ТФЭ  [40]

Retigabine 303 150812-12-7 2.7 (ChemAxon) ~80% ЖЖЭ  [41]

Eslicarbazepine
acetate

296 236395-14-5 2.17 (ChemAxon) ~40% Осаждение + 
+ высаливание

 [42]

Terif lunomide 270 163451-81-8 2.14 (ChemAxon)
1.536 (эксп)

~ 99% Осаждение**

Dapaglif lozin 409 461432-26-8 2.11 (ChemAxon)
2.7 (эксп)

~91% ЖЖЭ  [30]

Oxcarbazepine 252 28721-07-5 1.82 (ChemAxon) ~40% ЖЖЭ  [43]

Empaglif lozin 451 864070-44-0 1.66 (ChemAxon) ~86% ЖЖЭ  [30]

Dolutegravir 419 1051375-16-6 1.1 (ChemAxon) ~99% Осаждение + ТФЭ  [44]

Doxorubicin 544 23214-92-8 0.92 (ChemAxon) ~74% Осаждение  [45]

Monomethyl
fumarate

130 2756-87-8 0.34 (ChemAxon) ~ 40% Осаждение**

Zonisamide 212 68291-97-4 0.11 (ChemAxon)
0.5 (эксп)

~40% ЖЖЭ  [46, 47]

Cisplatin*** 300 15663-27-1 –2.19 (Hansch, 1995)
–0.04 (ALOGPS)

~95% Дериватизация + 
+ ЖЖЭ

 [48]

Mercaptopurine 152 50-44-2 –0.12 (ChemAxon) ~19% Осаждение  [49]

Sulthiame 290 61-56-3 –0.27 (ChemAxon) ~60% Осаждение  [50]

Didanosine 236 69655-05-6 –0.35 (ChemAxon) ~5% ТФЭ  [51]

Metronidazole 171 443-48-1 –0.46 (ChemAxon) ~20% Осаждение  [52]

Isoniazid 137 54-85-3 –0.69 (ChemAxon) ~10% Осаждение  [53]

Lenalidomide 259 191732-72-6 –0.71 (ChemAxon)
–0.4 (эксп)

~30% Осаждение**

Entecavir 277 142217-69-4
209216-23-9 
(моногидрат)

–1.4 (ChemAxon)
–0.8 (эксп)

~ 13% Ультрафильтрация**

Cytarabine 243 147-94-4 –2.8 (ChemAxon)
–2.8 (эксп)

~13% Катионообменная 
ТФЭ

 [54]

Azacitidine 244 320-67-2 –3.1 (ChemAxon)
–3.5 (эксп)

N/A Ионообменная ТФЭ  [55]

Осаждение  [56]

Tigecycline 585.6 220620-09-7 –3.9 (ChemAxon)
0.8 (эксп)

~89% Осаждение  [57]

Ceftazidime 547 72558-82-8 –4.1 (ChemAxon) ~ 10% Ультрафильтрация  [58]

Meropenem 384 96036-03-2 –4.4 (ChemAxon)
–0.6 (эксп)

~2% Осаждение  [59, 60]

ТФЭ  [61]

Название Мол. 
масса CAS № lgP

Связывание 
с белками 
плазмы, %

Вариант подготовки 
проб*, ссылка

Литера-
тура

Таблица 4. Окончание



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 77  № 11  2022

ОСОБЕННОСТИ ОБРАБОТКИ И ИНТЕРПРЕТАЦИИ АНАЛИТИЧЕСКИХ ДАННЫХ 1023

сообразно с одномерных массивов, для которых
применима обычная статистическая обработка.
По современным представлениям наилучшие ре-
зультаты обработки фотоматериалов обеспечива-
ет строгое воспроизведение условий, в том числе
состава растворов, продолжительности обработ-
ки и ее температурного режима (максимальная
стандартизация). Однако 50–60 лет назад ситуа-
ция была принципиально иной: для многочис-
ленных негативных фотоматериалов (с разной
спектральной чувствительностью) использовали
большое число проявителей различного назначе-
ния, в том числе нормальных (стандартных), мел-
козернистых, контрастных, для снижения кон-
траста, для увеличения светочувствительности,
для передержанных фотоматериалов, для высо-
ких температур обработки и т.д. Все такие про-
явители различались сочетаниями компонентов
и их содержанием. Если ограничиться только ме-
тол-гидрохиноновыми проявителями2 для нега-
тивных фотоматериалов, то содержание компо-
нентов в 19 из них по данным руководства [10]
приведено в табл. 1.

Назначение такого многообразия составов в
том, чтобы в зависимости от особенностей кон-
кретного фотоматериала или условий съемки вы-
брать оптимальный вариант его обработки. Одна-
ко можно представить иную вполне реальную си-
туацию: тип фотоматериала, особенности его
экспозиции и, следовательно, априорные требо-
вания к обработке неизвестны. Иными словами,
здесь мы имеем дело с иной формулировкой ис-
ходной гипотезы. В подобных случаях выбор кон-
кретной рецептуры проявителя из числа ранее из-
вестных явно нерационален, и, следовательно,
требуется изменение логической схемы действий.
Из неопределенности формулировки задачи сле-
дует предпочтительное использование рецепту-
ры, состав которой соответствует усредненным
количествам всех компонентов (средние арифме-
тические значения приведены в последней строке
табл. 1).

Вариации содержания отдельных компонен-
тов (размах) весьма велики и составляют 0–14
(метол), 0–45 (гидрохинон), 40–250 (сульфит на-
трия), 0–90 (карбонат натрия) и 0–20 г/л (бромид
калия). Неудивительно, что для некоторых из них
(гидрохинон, карбонат натрия и бромид калия)
формальное вычисление стандартных отклоне-
ний приводит к величинам, превышающим их
средние арифметические значения. Для двух
остальных компонентов относительные стан-
дартные отклонения (коэффициенты вариации)
составляют 80% (метол) и 58% (сульфит натрия).
Если стандартное отклонение некоторой величи-
ны больше ее среднего значения, то в практике

2 Метол – сульфат 4-(метиламино)фенола, гидрохинон –
1,4-дигидроксибензол.

математической обработки результатов измере-
ний [64] это означает, что такая величина стати-
стически незначима, и ее можно полагать равной
нулю. Однако применительно к рассматриваемой
задаче подобная интерпретация неприемлема и
должна быть изменена: это подтверждает воз-
можность отсутствия такого компонента в соста-
ве проявителя в отдельных случаях.

Если рассматриваемые наборы данных {xi}
очевидно асимметричны (как в данном случае),
то они могут быть охарактеризованы фактором
асимметрии (А). Один из способов оценки этого
параметра подразумевает независимое вычисле-
ние двух стандартных отклонений. Первое харак-
теризует данные, превышающие среднее арифме-
тическое значение, s(+), а второе соответственно
меньшие, s(–). Их отношение А = s(+)/s(–) и яв-
ляется характеристикой асимметрии [65]. В на-
шем случае все значения А (указаны в последней
строке табл. 1) значительно превышают единицу
(от 1.5 до 3.5). Это типично для всех массивов дан-
ных, ограниченных “снизу” нулем, тогда как
“сверху” таких ограничений нет.

Подобный разброс данных по составу прояви-
телей заслуживает комментариев. Прежде всего,
он соответствует некоторой среднестатистиче-
ской рецептуре. Если рассмотреть 11 перечислен-
ных в табл. 1 конкретных составов, то вычислен-
ные средние значения лучше всего соответствуют
проявителям НП-3 и “для выравнивания контра-
ста изображения”. Кроме того, небезынтересно
заметить, что если оценить точность задания тре-
буемых количеств ингредиентов “на глаз” при-
близительно как ±50 отн. %, то стандартные от-
клонения полученных средних значений превы-
шают эту величину. Это означает, что при
приготовлении подобных проявителей вполне
можно исключить такую операцию, как взятие
точных навесок компонентов, что тем не менее
обеспечивает вполне приемлемый уровень каче-
ства обработки фотоматериалов.

Как отмечено выше, аналогичные примеры
статистической обработки данных, характеризу-
ющихся заметным разбросом, встречаются при
вычислении масс-спектров ионных серий [7], что
определяется характером выбранной гипотезы
(решение задач групповой масс-спектрометриче-
ской идентификации органических соединений).

Сравнение температурных режимов газохрома-
тографического анализа различных органических
соединений. Следующий по сложности пример
совокупностей данных, характеризующихся
большим разбросом, может быть представлен и
как одномерный, и как двумерный массив. Это –
параметры газохроматографического разделения
различных аналитов с программированием темпе-
ратуры, а именно начальная температура (Т0, °С),
продолжительность начального изотермического
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участка (t(T0), мин) и скорость нагрева
(r, град/мин). Подобные сведения из разных ис-
точников информации доступны на сайте Нацио-
нального института стандартов и технологии
(NIST, США) (http://webbook.nist.gov) [11], где
они приведены для всех соединений, охарактери-
зованных индексами удерживания. Для иллю-
страции особенностей такой информации можно
выбрать любые соединения, однако для сокраще-
ния объема обсуждения ограничимся пятью ана-
литами: нитробензолом, бензонитрилом, 2-хлор-
фенолом, 1,4-диметоксибензолом и 1,3,5-три-
хлорбензолом. Некоторые из значений Т0, t(T0) и
r для них приведены в табл. 2.

Как и в предыдущем примере, обращают на се-
бя внимание заметные вариации всех характери-
стик режимов программирования. При этом
стандартные отклонения параметров Т0 и r не
превышают соответствующих средних величин,
чего нельзя сказать о продолжительности началь-
ного изотермического участка (r). Из общих по-
ложений можно было бы полагать, что начальные
температуры T0 могли бы быть как-то связаны с
химической природой аналитов, например, со
значениями их индексов удерживания. Однако
проверка зависимости RI−T0 показывает, что эти
параметры слабо коррелируют между собой
(рис. 1) и речь может идти всего лишь о некото-
рой слабо выраженной тенденции увеличения на-
чальных температур режимов программирования
для аналитов с большими индексами удержива-
ния. Особенно это заметно, если предварительно
не усреднять значения Т0, t(T0) и r для каждого со-
единения (рис. 1а), а нанести на график точки,

соответствующие всем значениям этих парамет-
ров (рис. 1б). Коэффициент корреляции (R) в
случае (б) составляет всего 0.075, что подтвержда-
ет отсутствие линейной связи переменных.

Если так, то вместо средних значений Т0, t(T0)
и r для каждого из аналитов вполне можно вычис-
лять и использовать общие средние значения и
стандартные отклонения этих аналитических па-
раметров, приведенные в последней строке
табл. 2. Поскольку в интервалы ±2sRI должно по-
падать приблизительно 95% значений выборки,
то эти данные соответствуют интервалу Т0 от 10 до
100°С (нет выбросов), t(T0) до 8 мин (один вы-
брос, 10 мин) и r до 11 град/мин (нет выбросов).
Коэффициенты асимметрии (А) всех указанных
параметров по той же причине, как и в предыду-
щем случае составляет от 1.6 до 3.5 (последняя
строка табл. 2). Из этого следует достаточно не-
ожиданный вывод: при выборе режимов про-
граммирования температуры для различных со-
единений величины Т0, t(T0) и r можно задавать в
широких интервалах, что не сказывается на раз-
делении аналитов. Наибольшее, на что может по-
влиять неоптимальный выбор условий разделе-
ния (например, слишком малые значения T0,
большие t(T0) и малые r) – это неоправданное
увеличение продолжительности анализа. Иногда
применительно к выбору режимов разделения
можно встретить употребление выражения “раз-
работка методики” (хроматографического анали-
за или, точнее, разделения). Однако с учетом сде-
ланного вывода относительно больших вариаций
параметров Т0, t(T0) и r следует признать, что пра-

Рис. 1. График, иллюстрирующий отсутствие линейной зависимости индексов удерживания (RI) некоторых аналитов
от выбранных для их газохроматографического разделения начальных температур режима программирования (Т0);
(а) – для средних значений Т0, (б) – по всем данным табл. 2. Параметры линейной регрессии RI = aT0 + b: a = 0.18 ±
± 0.45, b = 1047 ± 28, R = 0.053, S0 = 73.
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вильнее было бы говорить о выборе некоторых
значений из допустимых диапазонов.

Характеристика токсичности (LD50) гомологов
на примере 1-алканолов С3–С12. Следующий при-
мер также может рассматриваться и как одномер-
ная, и как двумерная совокупность данных. Для
значений LD50 конкретных соединений обычная
статистическая обработка формально возможна
(если это согласуется с принятой гипотезой), а
сравнение таких данных для нескольких гомоло-
гов превращает массив в двумерный, когда для
вычисления параметров регрессионных уравне-
ний необходимо применение метода наименьших
квадратов. Токсичность различных химических
соединений представляют собой одну из их важ-
нейших характеристик, однако ее определение
(особенно in vivo) представляет собой весьма дли-
тельную, трудоемкую и дорогостоящую опера-
цию. Известны многочисленные попытки теоре-
тической оценки параметров токсичности (LC50
или LD50), однако поскольку это не является
предметом рассмотрения настоящей работы,
ограничимся лишь несколькими ссылками [66–
70]. При этом важно заметить, что расчетные ме-
тоды, так или иначе, базируются на эксперимен-
тальных данных, но если их разброс велик, то из
этого неизбежно следует низкая точность всех по-
лучаемых оценок [63].

В табл. 3 приведены некоторые данные по ток-
сичности (LD50, мг/кг, перорально) 1-алканолов
С3–С12 для различных теплокровных животных
(крыса, кролик, мышь, хомяк, собака, (без уточ-
нения породы), птица (то же) и одно значение для
человека (1-пропанол)). И здесь обращает на себя
внимание значительный разброс данных. Если
попытаться усреднить значения LD50 для спиртов
С3–С6 (охарактеризованы наиболее подробно) по
отдельности, то получаем оценки, для которых
коэффициенты вариации составляют 45–80%
(указаны в табл. 3). Кроме того, примечательно,
что выборки данных для спиртов С4 и С5 практи-
чески симметричны: значения фактора асиммет-
рии для них близки к единице и составляют 0.90 и
0.97 соответственно. Если ограничиться только
одним видом животных (подробнее всего представ-
лены крысы), то ситуация с разбросом данных
принципиально не изменяется. По этой причине в
дальнейшем можно рассматривать всю совокуп-
ность объектов без какого-либо дополнительного
подразделения. При цитировании литературных ис-
точников в табл. 3 использован тот же принцип, что
и в публикации [71]: указаны ссылки на конкрет-
ные работы, но иногда упомянуты доступные в
Интернете SDS-страницы компаний, выпускаю-
щих те или иные химические реактивы.

Этот пример позволяет проиллюстрировать, к
каким парадоксам может приводить интерпрета-
ция данных, характеризуемых высокой вариа-

бельностью. Если вычислить средние арифмети-
ческие значения LD50 для каждого из спиртов
С3‒С12, то на графике им соответствует гладкая
синусоидальная кривая с двумя экстремумами
(рис. 2а). Если же рассматривать всю совокуп-
ность данных без предварительной обработки
(рис. 2б), то их графическое представление иллю-
стрирует значительный разброс. Авторы не могут
не отметить тот факт, что мнения специалистов
относительно возможности и невозможности ха-
рактеристики токсичности гомологов средними
значениями разделяются приблизительно в рав-
ной пропорции. Однако здесь важно подчерк-
нуть, что этот выбор также является следствием
той или иной исходной гипотезы. Если учесть,
что исходные значения LD50 для каждого из спир-
тов получены для разных животных, то их усред-
нение недопустимо. Если же пренебречь такой
информацией, то приемлемо не только усредне-
ние данных для каждого из гомологов, но и для
всей их совокупности. В таком случае весь набор
значений LD50 можно охарактеризовать общим
средним значением и его стандартным отклоне-
нием: (2600 ± 1600) мг/кг и на основании этого
заключить, что имеющиеся данные не подтвер-
ждают зависимость токсичности 1-алканолов
C3–C12 от числа атомов углерода в молекуле. Этот
вывод имеет общий характер: если для линейной
регрессии y = ax + b стандартное отклонение ко-
эффициента “а” превышает его абсолютную ве-
личину, sa > ∣a∣, то следует предпочесть обычное
усреднение данных.

Выбор операций подготовки проб при определе-
нии лекарственных препаратов в плазме крови в за-
висимости от их гидрофобно-гидрофильных
свойств. Последний рассматриваемый пример
обработки и интерпретации данных, характери-
зующихся большим разбросом, наиболее сложен.
Во-первых, он относится к двумерным массивам,
причем одну из переменных необходимо выбрать
искусственно (ввести ранги операций подготовки
проб). Второй фактор – актуальность рассматри-
ваемой проблемы. Определение лекарственных
препаратов в биологических жидкостях представ-
ляет собой весьма трудоемкую задачу, прежде
всего, из-за сложности матрицы и, как следствие,
стадии подготовки проб. Поскольку предпочти-
тельным аналитическим методом при решении
подобных задач является обращенно-фазовая
ВЭЖХ, то на этой стадии необходимо обеспечить
не только концентрирование целевых аналитов,
но и удаление мешающих компонентов, в первую
очередь – белков. Подготовка проб чаще всего
включает следующие операции: жидкостно-жид-
костную и твердофазную экстракцию, осаждение
белковых компонентов, в том числе ультрафиль-
трацию, ионный обмен и, реже, другие. Выбор и
оптимизацию операций подготовки проб (или их
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сочетаний) до настоящего времени проводят на
основании общих представлений о природе опре-
деляемых соединений. Это приводит к большим
затратам времени, которые можно было бы ми-
нимизировать, если бы удалось связать характер
операций подготовки проб с физико-химически-
ми характеристиками аналитов.

Из таких характеристик в первую очередь за-
служивают внимания факторы гидрофобности,
lgP. Однако экспериментальные значения lgP из-
вестны не для всех характеризуемых соединений.
Их можно заменить расчетными оценками, в на-
шем случае вычисленными с использованием ПО
ChemAxon [62]. При получении таких оценок
из рассмотрения можно исключить значения
lgP(ChemAxon) < –2, так как примеров приме-
нения ЖЖЭ для столь гидрофильных соедине-
ний нет. Проверка эквивалентности расчетных
(указаны в табл. 4 для некоторых препаратов) и
экспериментальных величин (13 пар значе-
ний), которую иллюстрирует рис. 3, показыва-
ет, что коэффициент “а” линейной регрессии
lgP(эксп) = algP(ChemAxon) + b лишь незначи-
тельно меньше единицы (0.89 ± 0.09), а коэффи-
циент “b” – статистически незначим (0.27 ± 0.31).
Следовательно, экспериментальные и расчетные
значения lgP в некотором приближении можно по-
лагать эквивалентными. Однако средняя точность
получаемых оценок невелика, так как значение S0
для представленной на рис. 3 линейной регрессии
составляет 0.69. Кроме того, при использовании
расчетных значений lgP нежелательно использо-
вать значения lgP, вычисленные другими спосо-
бами (например, с использованием ПО ACD).

В табл. 4 сопоставлены важнейшие условия
подготовки проб 51 лекарственного препарата,
для каждого из которых указаны молекулярная
масса, CAS №, значение lgP (ChemAxon) и доля
препарата, связывающаяся с белками плазмы.
Для каждого варианта подготовки проб приведе-
на ссылка на оригинальную публикацию; отсут-
ствие ссылки (10 препаратов) означает, что мето-
дика была разработана и валидирована в ЗАО
“Биокад”.

Прежде всего, прокомментируем такую харак-
теристику, как доли аналитов, связываемые с
белками плазмы (варьируют от 2 до 99%), что не-

Рис. 2. (а): Графическая иллюстрация зависимости средних арифметических значений LD50 каждого спирта от числа
атомов углерода в молекуле 1-алканола; (б): то же для всех исходных данных табл. 3: параметры линейной регрессии
(линия тренда) LD50 = anC + b: a = 78 ± 73, b = 2200 ± 400, R = 0.10, S0 = 1600.
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Рис. 3. Корреляция экспериментальных и вычислен-
ных (ChemAxon) значений lgP. Параметры линейной
регрессии lgP(эксп) = algP(ChemAxon) + b: a = 0.89 ±
± 0.09, b = 0.28 ± 0.31, R = 0.944, S0 = 0.69.
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посредственно влияет на их пределы обнаруже-
ния. Проверка возможной взаимосвязи этой ха-
рактеристики с такой операцией подготовки
проб, как осаждение белков показывает, что зна-
чимой корреляции здесь не наблюдается. Сред-

нее значение связываемой доли аналита при ис-
пользовании осаждения составляет (89 ± 16)% , а
при отсутствии этой операции – (70 ± 33)% (по
данным табл. 4). Таким образом, речь идет лишь о
слабо выраженной тенденции, которую можно не
принимать во внимание.

Для последующей интерпретации данных раз-
личным операциям подготовки проб необходимо
присвоить некоторые условные коды (ранги), что
позволит применить метод, в некоторой степени
сходный с ранговой корреляцией Спирмена.
Условно нулевое значение цифрового кода мож-
но приписать операции осаждения белков, так
как она по своей сути менее всего имеет отноше-
ние к гидрофобно-гидрофильным свойствам це-
левых аналитов. Для концентрирования наиболее
гидрофобных соединений используют ТФЭ
(код +2), а в случае менее гидрофобных, когда до-
пустимо использование ЖЖЭ (возможно варьи-
рование растворителей), код можно приравнять +1.
Такая операция, как ионный обмен применима
только к соединениям, существующим в ионной
форме (наиболее гидрофильные, код –2). Тогда
процедура ультрафильтрации получает код (–1).
Таким образом, получаем следующий набор пере-
менных для ранговой корреляции:

Операция 
подготовки проб ТФЭ ЖЖЭ Осаждение Ультрафильтрация Ионный обмен

Цифровой код +2 +1 0 −1 −2

Как и в предыдущих примерах, результаты
проверки возможной связи значений lgP и пред-
лагаемых цифровых кодов нагляднее всего пред-
ставлять графически (рис. 4). Из рис. 4 следует,
во-первых, что два варианта экстракции (ЖЖЭ и
ТФЭ) – значительно более популярные способы
подготовки проб по сравнению с остальными,
что, правда, обусловлено преимущественно гид-
рофобными свойствами характеризуемых лекар-
ственных препаратов. Однако даже при таком не-
равномерном распределении точек, как на рис. 4,
можно заключить, что при значениях lgP > –1
примеров применения ультрафильтрации и ион-
ного обмена нет или (альтернативная формули-
ровка) на стадии подготовки проб используют
только ЖЖЭ или ТФЭ. Операции ЖЖЭ и ТФЭ
принципиально неразделимы и выбор между ни-
ми определяется, прежде всего, доступностью со-
ответствующего оборудования, материалов и рас-
творителей. Следует отметить, что ЖЖЭ при lgP < 0
принципиально возможна, но существенно слож-
нее, а примеров применения такой экстракции в
области lgP < –1 среди рассматриваемых лекар-
ственных препаратов нет.

* * *

Таким образом, примеры массивов данных,
отличающихся большим разбросом, распростра-
нены достаточно широко. Самыми сложными
представляются примеры вариабельности, обу-
словленной различиями в природе самих объек-
тов. В таких случаях интерпретация данных
осложняется влиянием характера принимаемых
аналитических гипотез. Подобные массивы дан-
ных с высокими степенями неопределенности не-
редко исключают из рассмотрения, что не всегда
оправданно. Обработке таких данных присущи
свои особенности. Одномерные совокупности {xi},
как правило, отличаются высокой асимметрией.
Большие значения относительных стандартных
отклонений δi = sx/x могут быть проинтерпрети-
рованы как отсутствие необходимости точного
контроля значений переменных “х”, который
можно заменить выбором из широких диапазо-
нов их возможных значений. Условие sx > (x), в
отличие от правил обычной статистической обра-
ботки, означает не равенство нулю средней вели-
чины x, а то, что некоторые из значений {xi} вы-
борки могут быть равными нулю. Если в резуль-

Рис. 4. Графическая иллюстрация корреляции циф-
ровых кодов основных операций подготовки проб
при определении следов лекарственных препаратов в
плазме крови со значениями lgP (ChemAxon).
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тате обработки некоторых массивов данных
методом наименьших квадратов для линейной ре-
грессии y = ax + b стандартное отклонение коэффи-
циента “а” превышает его величину (sa > ∣a∣), то сле-
дует предпочесть обычное усреднение данных с
оценкой x ± sx. Вероятностный характер выво-
дов, основанных на данных с высокими степеня-
ми неопределенности, как правило, выше, чем
для данных с “нормальной” воспроизводимо-
стью. При этом важные заключения могут быть
получены даже из самих фактов высокой вариа-
бельности переменных. Так, например, при ха-
рактеристике зависимости индексов удержива-
ния аналитов в обращенно-фазовой ВЭЖХ от со-
держания метанола в элюенте, dRI/dc [72],
установлено, что эти параметры, в отличие от са-
мих индексов удерживания, не коррелируют со
значениями lgP, что позволяет в дальнейшем ис-
ключить подобную корреляцию из рассмотрения.
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Для спектрометрического определения суммарного содержания (сΣ) однотипных веществ в объек-
тах окружающей среды и пищевых продуктах применяют обращенные многомерные градуировки.
Они представляют сΣ в виде суммы обобщенных сигналов (Aj), измеренных при разных длинах волн
(λj) и домноженных на соответствующие регрессионные коэффициенты (kj). Значения kj находят с
помощью хемометрических алгоритмов, исходя из спектров поглощения смесей известного соста-
ва, входящих в обучающую выборку. При аддитивном светопоглощении смесей такой способ груп-
пового анализа дает довольно точные результаты. Возможность определять этим способом суммар-
ные содержания аналитов, имеющих неаддитивное поглощение, не очевидна и не изучена. Цель
данного исследования – проверка применимости обращенных градуировок при неаддитивном све-
топоглощении аналитов. В качестве модельных объектов использовали смеси комплексных соеди-
нений Cu, Co, Ni, Zn и Pb с фотометрическим реагентом 4-(2-пиридилазо)резорцином (ПАР). Вод-
ные растворы этих комплексов при рН 10 имеют довольно близкие спектры поглощения с максиму-
мами в области 490–530 нм. Установлено, что в спектрах поглощения многих растворов,
содержащих ионы указанных металлов и избыток ПАР, наблюдаются статистически значимые (до
30 отн. %) положительные отклонения от аддитивности. Для построения обращенной градуировки
использовали 14 смесей с известным суммарным содержанием металлов (сΣ от 8 до 25 мкмоль/л),
светопоглощение измеряли при шести длинах волн. МНК-оценки регрессионных коэффициентов
находили с помощью программы Microsoft Excel. По полученной градуировке рассчитывали значе-
ния сΣ для смесей из тест-выборок. Относительные погрешности определения сΣ не превышали
8 отн. % при sr < 4%, причем систематические погрешности статистически незначимы. Дальнейшее
увеличение числа АДВ и объема обучающей выборки не приводило к существенному снижению по-
грешностей. Таким образом, обращенные градуировки применимы для определения суммарных
содержаний однотипных веществ не только при аддитивном, но и при неаддитивном светопогло-
щении пробы.

Ключевые слова: групповой анализ, многоволновая спектрофотометрия, обращенные многомерные
градуировки, суммарное содержание металлов, отклонения от аддитивности светопоглощения.
DOI: 10.31857/S0044450222110159

Для спектрометрического определения сум-
марного содержания (сΣ) однотипных веществ,
например аренов или полифенолов, применяют
многомерные градуировки [1]. Этот способ дает
лучшие результаты, чем использование инте-
гральных показателей [2]. Как показано в нашем
предыдущем сообщении [3], в групповом анализе
применяют линейные многомерные градуировки
двух типов.

Градуировки первого типа (“традиционные гра-
дуировки”) – развитие классического метода Фи-
рордта [4]. Их общая формула (AΣ)j = Σkij

.сi, где

(AΣ)j – обобщенный сигнал присутствующих в
пробе аналитов искомой группы при j-ой длине
волны, kij – коэффициент поглощения i-го ана-
лита при j-ой длине волны, сi – концентрация i-го
аналита. Значения сi рассчитывают с помощью
хемометрических алгоритмов, а затем суммиру-
ют. Примером может быть анализ гексановых
растворов, содержащих от 3 до 6 аренов [3]. Изме-
рения проводили на 11 аналитических длинах
волн (АДВ) в УФ-области спектра. Коэффициен-
ты поглощения индивидуальных аренов опреде-
ляли по их однокомпонентным модельным
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растворам. Значения сi рассчитывали методом мно-
жест-венной линейной регрессии (МЛР). Суммиро-
вание найденных сi приводило к довольно точным
оценкам сΣ; в интервале значений сΣ от 0.1 до 0.5 мг/л
относительная погрешность оценки не превышала
5 отн. %. Условием применимости таких методик яв-
ляется аддитивность светопоглощения смесей
аналитов. Главный недостаток градуировок пер-
вого типа – трудоемкость составления матрицы
коэффициентов поглощения для всех используе-
мых АДВ. Как правило, число АДВ превышает
число аналитов в пробе. В настоящей работе гра-
дуировки первого типа не применяли.

Градуировки второго типа (обращенные градуи-
ровки) отвечают общей формуле сΣ = ΣkjAj. Они
связывают суммарное содержание аналитов ис-
комой группы с их обобщенными сигналами
(AΣ)j, измеренными при разных АДВ. Коэффици-
енты поглощения аналитов не определяют, зна-
чения сi не вычисляют и не суммируют, а регрес-
сионные коэффициенты kj заранее находят по
спектрам модельных смесей с известными значе-
ниями сΣ, образующим обучающую выборку. Для
расчетов часто используют хемометрический ал-
горитм PLS и пакет программ “Unscrambler” [5].
Можно применять и другие алгоритмы (MLR,
OLS), реализуемые с помощью более доступных
программ [6]. Методики определения суммарно-
го содержания однотипных аналитов с помощью
обращенных градуировок приведены, например,
в статьях [6–9] и нормативных документах [10,
11]. Разработать такие методики проще и быстрее,
чем составлять градуировки первого типа. Дело в
том, что при построении обращенных градуиро-
вок число АДВ может быть меньше ожидаемого
числа аналитов в пробе [1]. Так, суммарное содер-
жание множества углеводородов в водах опреде-
ляют, используя всего три АДВ [11]. При аддитив-
ном светопоглощении применение обращенных
градуировок дает весьма точные результаты груп-
пового анализа [8, 9]. Возможность применения
обращенных градуировок для определения сум-
мы аналитов, имеющих неаддитивное светопо-
глощение, не изучена.

Поскольку в обучающую выборку вводят мо-
дельные смеси, состав которых близок к ожидае-
мому составу пробы, отклонения от аддитивно-
сти (ΔAj) при фотометрировании пробы должны
быть примерно такими же, как и при фотометри-
ровании градуировочных смесей, что должно
приводить к компенсации погрешностей. Поэто-
му при использовании обращенных градировок
отклонения от аддитивности не должны сильно
влиять на результаты анализа. Это предположе-
ние следовало проверить в ходе анализа смесей
однотипных и устойчивых веществ, поглощаю-
щих свет в одной и той же области спектра. Све-
топоглощение этих веществ должно подчиняться

закону Бугера–Ламберта–Бера, а в спектрах сме-
сей должны проявляться отклонения от аддитив-
ности.

Перечисленным требованиям отвечают ком-
плексные соединения, образующиеся при взаи-
модействии ионов металлов с фотометрическими
реагентами, например окрашенные комплексы
катионов Cu2+, Ni2+, Co2+, Zn2+ и Pb2+ с неселек-
тивным фотометрическим реагентом 4-(2-пи-
ридилазо)резорцином (ПАР). Их состав отвеча-
ет стехиометрическим формулам MR и MR2,
комплексы устойчивы (lg β1 > 10) и имеют высо-
кие молярные коэффициенты поглощения (n ×
× 104 л моль—1 см–1) [12]. Известно, что светопо-
глощение смесей, одновременно содержащих
разные металлы и избыток ПАР, может быть не-
аддитивным [13]. Это обстоятельство определило
выбор объектов данного исследования.

Цель настоящего исследования – оценка ана-
литических возможностей обращенных много-
мерных градуировок при определении суммарно-
го содержания однотипных аналитов по их неад-
дитивному светопоглощению. Положительный
результат проверки позволит разрабатывать экс-
прессные методики анализа реальных объектов и
определять с их помощью суммарные содержа-
ния тяжелых металлов, антиоксидантов, белков и
других аналитов, светопоглощение которых не-
редко неаддитивно [4].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Исходные водные растворы, содержащие (по-
рознь) нитраты меди, цинка, никеля, кобальта и
свинца на уровне 10–3–10–2 М, готовили из реак-
тивов квалификации х. ч. Концентрацию этих
растворов уточняли, проводя комплексономет-
рическое титрование по стандартным методикам
[14]. Рабочие растворы солей каждого металла го-
товили в день эксперимента, разбавляя исходные
дистиллированной водой в 10 раз. Исходный рас-
твор ПАР (6.67 × 10–3 М) готовили по точной на-
веске реактива марки х. ч. Одно- и многокомпо-
нентные окрашенные растворы, содержащие ме-
таллы в виде их соединений с ПАР, готовили в
день эксперимента в мерной колбе емк. 100.0 мл.
Для этого вводили заранее рассчитанные объемы
рабочих растворов, содержащих ионы металлов,
затем 1.50 мл раствора ПАР, 10 мл децимолярного
аммиачного буферного раствора (рН 10.0), дово-
дили до метки дистиллированной водой, переме-
шивали и через 15–20 мин фотометрировали.
Приготовление и фотометрирование каждого
раствора повторяли трижды. Молярные соотно-
шения разных металлов в многокомпонентных
растворах (“смесях”) не превышали 20 : 1. Сум-
марные содержания металлов в таких смесях на-
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ходились в диапазоне от 8 до 25 мкмоль/л. При-
меры смесей приведены в табл. 1.

Общая концентрация ПАР во всех приготов-
ленных смесях составляла 100 мкмоль/л, т.е. ПАР
всегда находился в избытке. Тривиальные расче-
ты, учитывающие состав образующихся комплек-
сов, показывают, что концентрация свободного
ПАР во всех смесях была не ниже 50 мкмоль/л,
что в отсутствие конкурирующих реакций обес-
печивает полное связывание металлов. При рН 10
в водных растворах ПАР доминирует реакцион-
носпособная форма – анионы HR– [12]. Всего
было приготовлено более 50 пятикомпонентных
смесей, из которых формировали обучающую вы-
борку, включавшую 14 смесей. В отдельных опы-
тах использовали обучающие выборки другого
объема (от 8 до 20 смесей). Из оставшихся смесей
были сформированы две тест-выборки, содер-
жавшие 12 и 36 смесей.

Спектры поглощения окрашенных растворов
регистрировали на спектрофотометре СФ-2000-
01 в области 300–600 нм с шагом 1 нм. Использо-
вали кварцевые кюветы толщиной 1.0 см. Раствор
сравнения – дистиллированная вода + аммиач-
ный буферный раствор. Как правило, измеряли
оптические плотности растворов при шести АДВ
(485, 490, 495, 500, 505 и 510 нм). Поглощение из-
бытка ПАР в этой области длин волн намного
меньше, чем поглощение комплексов (рис. 1).
При фотометрировании растворов вводили по-
правки на поглощение холостого раствора с той
же концентрацией ПАР, но без металлов. Скор-
ректированные результаты повторных измерений
усредняли. Результат фотометрирования i-ой
смеси на j-ой АДВ обозначали символом Аij. В до-
полнительных опытах использовали другие набо-
ры АДВ, содержавшие от 4 до 11 АДВ. При всех
АДВ повторные измерения оптической плотно-
сти одного раствора характеризовались величи-
ной sr ≈ 0.5%, а измерения оптической плотности
повторно приготовленных растворов давали
sr ≈ 1.5%.

Аддитивность поглощения смесей металлов
при выбранных АДВ проверяли по методике [15].
Абсолютные значения отклонений от аддитивно-
сти (ΔА) находили, вычитая из оптической плот-
ности модельной смеси (АΣ) сумму скорректиро-
ванных оптических плотностей (ΣА) растворов,
содержащих компоненты смеси (окрашенные
комплексы) по отдельности, в соответствующих
концентрациях. Абсолютные (ΔА) и относитель-
ные (δА) значения отклонений от аддитивности
светопоглощения при выбранной АДВ рассчиты-
вали по формулам

(1)

(2)

ΣΔ Σ ,А А А= −

−= ×Σ Σδ   100%.
Σ

А АА
А

Абсолютное значение отклонения сопоставля-
ли с утроенным стандартным отклонением при
фотометрировании повторно приготовленных
смесей при данной АДВ. Отклонения считали
статистически значимыми, если │ΔА│> 3s.

Регрессионные коэффициенты (kj) рассчиты-
вали при шести АДВ по усредненным значениям
Аij N растворов, составлявших обучающую вы-
борку. Как правило, N = 14. Переопределенную
систему из N линейных уравнений вида (сΣ)i =
= Σkj

.Aij решали методом наименьших квадратов
(МНК) с применением пакета Microsoft Excel
(Анализ данных → Регрессия). МНК-оценки ре-
грессионных коэффициентов включали в иско-
мую градуировку, которую затем использовали

Таблица 1. Состав (сi, мкмоль/л) некоторых модельных
смесей

Номер
смеси Сu2+ Co2+ Zn2+ Ni2+ Pb2+ сΣ

1 0.95 2.44 2.81 2.06 0.53 8.79
2 0.97 0.97 1.05 7.04 0.99 11.02
3 3.01 3.01 3.03 2.98 0.51 12.53
4 5.89 0.98 6.06 0.99 0.83 14.74
5 0.97 6.98 6.99 0.99 0.30 16.24
6 6.01 6.01 1.98 1.99 0.39 16.39
7 6.01 6.98 1.05 1.99 0.81 16.84
8 6.98 6.98 1.05 0.99 0.99 17.00
9 6.01 6.01 6.06 1.99 0.39 20.47

10 6.98 6.98 6.99 0.99 0.30 22.25

Рис. 1. Спектры поглощения водных растворов, со-
держащих ионы металлов (порознь), избыток ПАР и
аммиачный буферный раствор (рН 10). Концентра-
ции, мкмоль/л: 1 – сCo = 3.01; 2 – сNi = 2.98; 3 – сCu =
= 3.01; 4 – сZn = 3.03; 5 – сРв = 2.51; 6 – сПАР = 100.
Кривые 1–5 скорректированы с учетом поглощения
ПАР.
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для анализа смесей из тест-выборок. Результаты
анализов далее обозначены символом сΣ*. Значе-
ния сΣ*, полученные для повторно приготовлен-
ных проб одинакового состава, обрабатывали по
стандартному алгоритму Стьюдента (n = 3, P =
= 0.95), записывали в виде доверительных интер-
валов, а затем рассчитывали относительную по-
грешность (δс, %) и относительное стандартное
отклонение (sr, %) данной выборки. Обобщенную
погрешность анализа смесей из тест-выборки ха-
рактеризует параметр RMSEP, выраженный в
мкмоль/л:

(3)

где t – общее число проанализированных смесей
(объем тест-выборки,), 1 ≤ i ≤ t. По той же форму-
ле рассчитывали обобщенную погрешность гра-
дуировки (RMSEC), обрабатывая данные по обу-
чающей выборке. Данный способ оценки обоб-

=

Σ Σ
=

−
=


2
 

1

*( )
RMSEP ,

i t

i

c c

t

щенных погрешностей широко применяют при
использовании многомерных градуировок [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Спектры однокомпонентных растворов. Спек-

тры поглощения растворов, содержащих разные
металлы (по отдельности) и избыток ПАР, до-
вольно близки (рис. 1). Наблюдается не только
наложение спектров, но и линейная корреляция
взятых попарно спектральных кривых. Так, для
спектров поглощения комплексов Pb и Co в обла-
сти 400–600 нм коэффициент линейной корреля-
ции (R) равен 0.958.

Доминирующие при рН 10 комплексы иссле-
дуемых металлов имеют максимальное светопо-
глощение в области 480–530 нм, что совпадает с
литературными данными [12]. По нашим дан-
ным, молярные коэффициенты поглощения раз-
ных комплексов при фиксированной длине вол-
ны различаются не более чем в два раза. Низкая
селективность аналитических сигналов способ-
ствует точной спектрометрической оценке сум-
марного содержания металлов.

Светопоглощение комплексов ПАР с металла-
ми подчиняется закону Бугера–Ламберта–Бера,
коэффициенты линейной корреляции для всех
одномерных градуировок превышают 0.99
(табл. 2). Искривления градуировок для Ni2+ и
Zn2+ наблюдаются, начиная с концентрации
7 мкмоль/л. Для других металлов диапазоны ли-
нейности градуировок намного шире. Содержа-
ния любого из индивидуальных металлов во всех
модельных смесях находились в границах их диа-
пазонов линейности.

Спектры поглощения смесей и отклонения от ад-
дитивности. Спектры поглощения разных мо-
дельных смесей довольно похожи друг на друга
(рис. 2).

Для определения суммарного содержания ме-
таллов наиболее пригодна область 480–530 нм.
При меньших длинах волн измерению сигналов
мешает сильное поглощение избытка реагента

Таблица 2. Характеристики градуировочных зависимостей при определении ионов металлов в однокомпонент-
ных ПАР-содержащих растворах

Ион металла λ, нм
Диапазон 

линейности, 
мкмоль/л

Градуировочная 
зависимость R

Сu2+ 500 1−18 A = 0.004 + 0.0378с 0.999

Co2+ 520 1−20 A = 0.017 + 0.0600с 0.999

Zn2+ 500 1−7 A = 0.004 + 0.0549с 0.997

Ni2+ 500 1−7 A = 0.009 + 0.0513с 0.993

Pb2+ 500 0.3−38 A = 0.005 + 0.0290с 0.998

Рис. 2. Спектры поглощения растворов, содержащих
смеси металлов и избыток ПАР. 1 – смесь № 1, 2 –
смесь № 6, 3 – смесь № 9. Составы смесей и значения
сΣ приведены в табл. 1.
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(см. рис. 1, кривая 6), при больших длинах волн
снижается чувствительность определения ме-
таллов.

Аддитивность светопоглощения модельных
смесей проверяли при трех АДВ. Значения δА,
вычисленные для единичной смеси на разных
АДВ, были близки между собой. Для разных сме-
сей значения δА существенно различались. В ка-
честве примера в табл. 3 представлены данные по
трем смесям. Большая часть проверенных смесей
имела статистически значимые отклонения от ад-
дитивности светопоглощения (пример – смеси
№№ 2 и 3). Эти отклонения были положительны-
ми и достигали 30% от ΣА. Для нескольких смесей
отклонения оказались статистически незначи-
мыми (пример – смесь № 7). Такие смеси были
выявлены и в составе обучающей выборки (3 сме-
си из 14), и в составе тест-выборок. Спектры по-
глощения “аддитивных” и “неаддитивных” сме-
сей по своему виду были одинаковыми. Образо-
вание в системе металлы–ПАР и “аддитивных”, и
“неаддитивных” смесей является ее интересной
особенностью. Очевидно, на величину δА влияют
даже небольшие различия в составе модельных
смесей (качественный состав всех смесей был
одинаков, но соотношения компонентов суще-
ственно различались).

Причиной выявленных отклонений могло
быть образование двуядерных комплексов, одна-
ко типичной для этого механизма тенденции к
снижению δА при уменьшении сΣ мы не наблюда-
ли. Действительные причины неаддитивности
светопоглощения в системе металлы–ПАР пока
не выявлены. Этот вопрос интересен в теоретиче-
ском отношении, но он не связан с целью данной
работы и требует специального изучения с при-
менением бинарных смесей разного состава.

Определение суммарного содержания металлов
по многомерной градуировке. При использовании
обучающей выборки из 14 пятикомпонентных
смесей и измерении значений Аij при шести АДВ
мы получили градуировку:

(4)

Подстановка в формулу (4) набора значений Аij
для любого из приготовленных модельных рас-
творов приводит к значениям , близким к сΣ.
Например, для смеси № 17

Этот результат близок к действительному зна-
чению сΣ этой смеси (13.46 мкмоль/л), но занижен
на 4.8%. Результаты и погрешности анализа всех
смесей из малой тест-выборки (12 смесей) приве-
дены в табл. 4. Погрешности δс (%) были как по-
ложительными, так и отрицательными, по моду-
лю они не превышали 8 отн.%. Величина RMSEP
равна 0.51 мкмоль/л. Так как среднее значение сΣ
по этой выборке составляло 15.85 мкмоль/л, от-
носительная величина RMSEP равна 3.2%. Ана-
логичные, но чуть худшие результаты были полу-
чены и для большой тест-выборки (36 смесей). В
этом случае единичные погрешности изредка до-
ходили до 10 отн. %, а величина RMSEP составля-
ла 0.73 мкмоль/л, т.е. 4.8% от среднего значения
сΣ. Для сравнения укажем, что обобщенная по-
грешность градуировки (RMSEC) составляет
0.81 мкмоль/л, т.е. обобщенные погрешности для
всех выборок являются величинами одного по-
рядка.

Как отмечают авторы обзора [16], метрологи-
ческие характеристики методик анализа, осно-
ванных на применении многомерных градуиро-
вок, недостаточно исследованы. В частности, по-
чти не изучена прецизионность результатов
анализа и их устойчивость к случайным погреш-
ностям исходных измерений. Для изучения схо-
димости результатов группового анализа в насто-
ящем исследовании в формулу (4) подставляли

485 490 495

500 505 510

* –79.35 96.57 – 43.27 –
0.10 21.31 20.32 .

с А А А
А А А

Σ = +
− + +

*сΣ

* –79.2 0.967 96.57 0.984 –
43.27 0.986 0.10 0.961

21.31 0.917 20.32 0.867 12.81.

сΣ = × + ×
− × − × +

+ × + × =

Таблица 3. Отклонения от аддитивности светопоглощения некоторых модельных смесей из обучающей выборки

Номер смеси λ, нм АΣ ΣА ΔА δА, отн. %

2 490 0.663 0.526 0.137 26
500 0.668 0.525 0.143 27
510 0.616 0.484 0.132 27

3 490 0.735 0.565 0.170 30
500 0.750 0.579 0.171 30
510 0.716 0.558 0.158 28

7 490 0.822 0.824 –0.002 –0.2
500 0.874 0.865 0.009 1.0
510 0.862 0.862 0.000 0.0
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полученные при фотометрировании повторно
приготовленных растворов (неусредненные) зна-
чения Аij. Полученные результаты повторных
анализов статистически обрабатывали, предпо-
лагая нормальное распределение вариант. Отно-
сительные стандартные отклонения (sr, %) для
единичных выборок (см. последний столбец в
табл. 5) доходили до 4 отн. %. Проверка по крите-
рию Кохрена [17] показала статистическую одно-
родность соответствующих дисперсий, что поз-
воляет их усреднять. Среднее значение sr для сме-
сей из малой тест-выборки равно 2.2%. Границы
доверительных интервалов рассчитывали для
уровня значимости α = 0.05 по формуле Стьюден-
та. Для всех проб из малой тест-выборки действи-
тельные значения сΣ находились внутри соответ-
ствующих доверительных интервалов, т.е. систе-
матические погрешности анализа модельных
смесей были статистически незначимыми. Это
подтверждает адекватность обращенной градуи-
ровки (4) и ее применимость для определения
суммарного содержания металлов. Продолжи-
тельность анализа единичной пробы по готовой
градуировке не превышает 10 мин, применение
компьютера в данном случае не обязательно (до-
статочно калькулятора). Компьютер нужен лишь
для расчета обращенной градуировки. Отметим,
что переход к другому спектрофотометру может
привести к изменению исходных данных для по-
строения градуировки. Поэтому не следует ис-
пользовать готовые градуировки типа (4), в каж-
дой лаборатории их следует рассчитывать заново,
используя те же приборы и реагенты, которые бу-
дут здесь применяться для группового анализа ре-
альных объектов.

Влияние объема обучающей выборки и числа
аналитических длин волн на точность оценки сΣ.

Как показано выше, единичные погрешности
оценки сΣ с помощью градуировки (4) для неадди-
тивных модельных смесей обычно не превышают
8 отн. %. При аддитивном светопоглощении сме-
сей аналитов погрешности оценки сΣ с помощью
обращенных градуировок иногда удается снизить
до (3–5)% [9]. Чтобы снизить погрешности груп-
пового анализа, наши предшественники реко-
мендовали увеличивать объем обучающей выбор-
ки [1, 8], увеличивать число АДВ [6, 9] или менять
способ расчета регрессионных коэффициентов
[7]. Можно также перейти к измерениям в другой
области длин волн [18] или использовать спектро-
метры более высокого класса, обеспечивающие
прецизионность исходных данных.

В ходе настоящего исследования сначала ме-
няли объем обучающей выборки (N) при неиз-
менном наборе АДВ. Результаты показаны в
верхней части табл. 5. Во второй серии опытов
меняли число АДВ (m) при неизменном объеме
обучающей выборки. Так как расстояние между со-
седними АДВ при этом не менялось (Δλ = 5 нм),
увеличение числа АДВ приводило к небольшому
расширению интервала длин волн, используемо-
му для построения обращенной градуировки. Ре-
зультаты этих опытов приведены в нижней части
табл. 5. Во всех случаях рассчитывали результаты
и погрешности анализа одного и того же набора
модельных смесей (большая тест-выборка). Зна-
чения RMSEP выражали как в мкмоль/л, так и в
процентах от среднего значения сΣ в тест-выбор-
ке. Любое изменение N или m приводило к изме-
нению регрессионных коэффициентов, т.е. к но-
вой обращенной градуировке. Однако результаты
группового анализа модельных смесей с приме-
нением новой градуировки почти не отличались
от прежних, как и погрешности анализа. Есте-

Таблица 4. Результаты (мкмоль/л) и погрешности анализа модельных смесей из малой тест-выборки

Номер смеси сΣ
Доверительный 

интервал 
Δс δс, % sr, %

15 11.02 10.25 9.2–11.2 –0.77 –7.0 3.7
16 11.39 11.72 11.3–12.3 0.33 2.9 1.6
17 13.46 12.81 12.0–13.7 –0.65 –4.8 2.7
18 14.74 14.61 13.5–15.7 –0.13 –0.9 3.0
19 15.49 14.99 14.0–16.0 –0.50 –3.2 2.7
20 16.39 15.41 14.3–16.6 –0.98 –6.0 3.0
21 16.49 16.61 15.9–17.3 0.12 0.7 1.5
22 16.97 16.39 15.2–17.7 –0.58 –3.4 3.0
23 17.00 17.29 16.7–17.9 0.29 1.7 1.4
24 17.89 18.05 17.8–18.3 0.16 0.9 0.5
25 18.94 18.77 18.6–19.0 –0.17 –0.9 0.5
26 20.47 20.06 19.7–21.5 –0.41 –2.0 2.5

*сΣ *сΣ
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ственно, обобщенные погрешности (значения
RMSEP) менялись намного меньше, чем единич-
ные.

Полученные нами данные подтвердили жела-
тельность увеличения объема обучающей выбор-
ки (при прочих постоянных условиях). При уве-
личении N от 7 до 14 величина RMSEP монотон-
но снижалась, а далее почти не менялась.
Подтвердилась и зависимость точности группо-
вого анализа от числа используемых АДВ. При
постоянном объеме выборки (N = 14) минималь-
ные значения RMSEP получали при повышении
числа АДВ до 5–6. Дальнейшее увеличение числа
АДВ ухудшало результаты анализа модельных
смесей. Это не соответствует рекомендациям дру-
гих авторов [9 и др.]. Вероятно, причиной повы-
шения RMSEP при использовании 10–11 АДВ яв-
ляется одновременное расширение спектрально-
го интервала, используемого в ходе группового
анализа.

* * *
Подводя итоги, укажем, что поставленные це-

ли исследования в основном достигнуты. На при-
мере комплексов разных металлов с ПАР доказа-
но, что обращенные градуировки можно приме-
нять для определения суммарного содержания
однотипных аналитов даже при их неаддитивном
светопоглощении. Альтернативные варианты
анализа (применение интегральных показателей
или прямых градуировок традиционного типа) в
подобных случаях приводят к большим система-
тическим погрешностям [19, 20]. В данном случае
этого не наблюдалось. Хотя все отклонения от ад-
дитивности светопоглощения в системе метал-
лы–ПАР были положительными, а по модулю до-
ходили до 30 отн. %, единичные погрешности
группового анализа разных проб имели разные

знаки, а по модулю не превышали 8–10 отн. %.
При оптимальном способе построения градуи-
ровки систематическая составляющая общей по-
грешности для всех проб оказалась статистически
незначимой.

Известные приемы повышения точности
группового анализа (повышение числа АДВ и
объема обучающей выборки) не привели к даль-
нейшему снижению погрешностей. Для опреде-
ления суммы металлов c помощью обращенной
градуировки мы рекомендуем первоначально вы-
бранный вариант ее построения. А именно, изме-
рять оптические плотности 14 модельных смесей
при шести АДВ в области 485–510 нм, а затем на-
ходить MНК-оценки регрессионных коэффици-
ентов, решая переопределенную систему линей-
ных уравнений с помощью программы Microsoft
Excel. Состав модельных смесей из обучающей
выборки должен быть близок к ожидаемому со-
ставу пробы. Вероятно, дальнейшее снижение
погрешностей может быть достигнуто в результа-
те применения алгоритма PLS и специализиро-
ванного программного обеспечения, а также пу-
тем увеличения числа АДВ при неизменной ши-
рине используемого интервала длин волн.

Возможность группового анализа “неаддитив-
ных” смесей с применением обращенных градуи-
ровок открывает путь к разработке методик опре-
деления суммы тяжелых металлов в объектах
окружающей среды и пищевых продуктах. Хотя
ПДК тяжелых металлов сильно различаются, экс-
прессная методика определения их суммарного
содержания была бы весьма полезна (хотя бы на
стадии скрининга проб). Для разработки таких
методик необходимы дополнительные исследо-
вания, связанные с варьированием качественно-
го состава проб и концентрации посторонних ве-
ществ, оценкой метрологических характеристик,
а также выяснением причин неаддитивности сиг-

Таблица 5. Влияние объема обучающей выборки (N) и числа аналитических длин волн на обобщенную погреш-
ность (RMSEP) оценки суммарного содержания металлов по однотипным многомерным градуировкам

N Диапазон АДВ, нм Число АДВ
RMSEP

мкмоль/л % от сΣ

8 485–510 6 1.57 10.4
10 485–510 6 1.19 7.9
12 485–510 6 1.14 7,5
14 485–510 6 0.73 4.8
20 485–510 6 0.72 4.7
14 490–505 4 0.86 5.7
14 480–500 5 0.73 4.8
14 485–510 6 0.73 4.8
14 480–510 7 0.89 5.9
14 480–530 11 1.22 8.1
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налов. Эти вопросы будут рассмотрены в следую-
щем сообщении.
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Показана возможность газохроматографического определения и идентификации фенольных со-
единений в водных экстрактах зверобоя продырявленного (Hypericum perforatum L.) с использовани-
ем твердофазной аналитической дериватизации при подготовке проб к анализу и масс-спектромет-
рического детектирования. Дано сравнение результатов определения фенольных соединений с
применением общепринятой аналитической дериватизации в растворе и твердофазной аналитиче-
ской дериватизации в водных экстрактах зверобоя продырявленного. Установлено, что получение
дериватов на сорбенте сокращает продолжительность пробоподготовки, позволяет снизить объем
экстракта и расширить перечень определяемых компонентов. Установлены оптимальные условия
сорбции фенольных веществ из водных экстрактов на сорбенте Strata C18-E, а также твердофазной
аналитической дериватизации с N,O-бис(триметилсилил)трифторацетамидом. Определены газо-
хроматомасс-спектрометрические характеристики для идентификации соединений в водном экс-
тракте зверобоя продырявленного. Полученная удовлетворительная сходимость данных с результа-
тами идентификации соединений методом ВЭЖХ-ДМД с применением стандартных веществ поз-
волила заключить, что твердофазная аналитическая дериватизация фенольных соединений
сопоставима по аналитическим возможностям с дериватизацией в растворе.

Ключевые слова: зверобой продырявленный, фенольные соединения, Strata C18-E, твердофазная
аналитическая дериватизация, газовая хроматомасс-спектрометрия.
DOI: 10.31857/S0044450222110123

Фенольные соединения, входящие в состав
водных экстрактов зверобоя продырявленного
(Hypericum perforatum L.), обладают противовос-
палительной, антиоксидантной и антимикроб-
ной активностью [1], что обусловливает интерес к
ним со стороны косметологических и фармацев-
тических производств. Эти свойства в сочетании
со специфическими вкусоароматическими пара-
метрами стали причиной их распространения в
пищевой промышленности [2, 3].

Изучение компонентного состава лекарствен-
ных растений начинается с извлечения искомых
соединений в жидкую форму подходящим рас-
творителем с помощью различных техник экс-
тракции (ультразвуковая и микроволновая экс-
тракция, извлечение при повышенных темпера-
туре и давлении и т.д.) [4]. Для определения
фенольных соединений в экстрактах зверобоя
продырявленного на сегодняшний день приме-

няют хроматографические методы анализа, а
именно: высокоэффективную жидкостную хро-
матографию (ВЭЖХ) с различными вариантами
детектирования и газовую хроматомасс-спектро-
метрию (ГХ-МС) [5]. С другой стороны, ВЭЖХ не
всегда позволяет достоверно идентифицировать
и определять компоненты. Газовая хроматомасс-
спектрометрия дает возможность в основном ре-
шать такого рода задачи, появляется возможность
расширить спектр идентифицируемых и опреде-
ляемых компонентов благодаря не только стан-
дартным образцам, но и возможности примене-
ния библиотек масс-спектров в сочетании с пара-
метрами удерживания [1]. Ряд фенольных
соединений, входящих в состав экстрактов расти-
тельного сырья, являются нелетучими, а феноль-
ные кислоты деградируют при температурах вы-
ше 200°С [6], в связи с чем для их определения
требуется предварительная дериватизация,
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усложняющая подготовку проб к анализу. По-
скольку фенольные соединения являются поляр-
ными соединениями, их ГХ-МС-определение
возможно после экстракции с последующей де-
риватизацией ацилирующими, алкилирующими
или силилирующими агентами.

Механизм силилирования фенольных соеди-
нений включает замену активного водорода (в
группах −ОН, −СООН, −NH, −NH2) на триме-
тилсилильную группу –Si(CH3)3 [7, 8]. В соответ-
ствии с механизмом нуклеофильного замещения

SN2 силилирование протекает тем успешнее, чем
легче отщепляется уходящая группа. Для силили-
рования фенольных веществ чаще всего приме-
няют N,O-бис(триметилсилил)трифторацетамид
(БСТФА) или N-метил-N-(триметилсилил)три-
фторацетамид [9], обладающий легко отщепляе-
мой трифторацетамидной уходящей группой и
взаимодействующий с большим количеством
функциональных групп с высокими выходами
продуктов [8]. В качестве примера на схеме 1
представлена реакция дериватизации кофейной
кислоты с использованием БСТФА:

Схема 1. Силилирование кофейной кислоты N,O-бис(триметилсилил)трифторацетамидом (БСТФА).

Уменьшение объема образца и оптимизация
времени пробоподготовки могут быть достигнуты
за счет применения гибридных техник подготов-
ки проб, например твердофазной аналитической
дериватизации [10, 11]. Твердофазная экстракция
способствует экспрессному извлечению аналита
при значительном снижении объема экстракта и
легко поддается автоматизации [12]. Аналитиче-
ская дериватизация обеспечивает селективность,
повышение чувствительности определения и хро-
матографическое разделение аналитов [13]. При
твердофазной аналитической дериватизации
процессы экстракции и дериватизации протека-
ют на твердой фазе или на границе раздела твер-
дой и жидкой фаз [10]. Данный подход широко
применяется для обнаружения жирных кислот,
фенолов, аминов и др. [11]. Подход, представлен-
ный в работах [10, 11], может обеспечить эффек-
тивное применение твердофазной аналитической
дериватизации фенольных соединений, входя-
щих в состав растительных материалов.

Цель данной работы − газохроматомасс-спек-
трометрическое определение и идентификация
фенольных соединений в водных экстрактах зве-
робоя продырявленного (Hypericum perforatum L.)
с применением техники твердофазной аналити-
ческой дериватизации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Растительный материал. Объектом исследова-
ния была трава зверобоя продырявленного (Hy-
pericum perforatum L.) (“Травы Кавказа”, Красно-
дарский край, г. Горячий Ключ, 58 м над уровнем
моря). Перед исследованием растительного мате-
риала сырье предварительно измельчали до раз-

мера частиц 0.5–1.0 мкм с учетом рекомендации
Фармакопейной статьи [14].

Реактивы и стандартные образцы. Для приготов-
ления растворов использовали деионизованную во-
ду с удельным сопротивлением 18.2 МОм/см
(25°С), полученную с помощью установки Milli-
Q-UV (Millipore, Франция), ацетонитрил (HPLC-
S, Biosolve BV, Нидерланды), муравьиную кисло-
ту (85%, ЛенРеактив, Россия), стандартную смесь
н-алканов С10–С40 (Sigma-Aldrich, Германия). Со-
единения идентифицировали с применением
стандартных образцов протокатеховой, 3-О-хло-
рогеновой, 5-О-хлорогеновой кислот, (–)-эпика-
техина, рутина, гиперозида, изокверцитрина,
кверцитрина и кверцетина (Sigma-Aldrich, Герма-
ния). Дериватизацию компонентов осуществля-
ли N,O-бис(триметилсилил)трифторацетамидом
(Sigma-Aldrich, Германия).

Экстракцию фенольных соединений из зверобоя
продырявленного проводили с использованием
микроволновой системы ETHOS EX (Milestone,
Италия). Навеску сухой измельченной пробы
0.5 г помещали в ячейку-экстрактор, куда добав-
ляли 25 мл деионизованной воды. Экстракцию
проводили в течение 30 мин при мощности мик-
роволнового излучения 300 Вт и температуре 75°С
[15]. Полученный экстракт фильтровали через ва-
ту в мерную колбу емк. 25 мл и доводили до метки
экстрагентом. Перед ВЭЖХ-анализом экстракт
дополнительно пропускали через фильтр с диа-
метром пор 45 мкм (Millipore, Франция).

Твердофазная аналитическая дериватизация фе-
нольных соединений зверобоя продырявленного.
Сорбент для твердофазной экстракции Strata
C18-E (масса 100 мг, размер частиц 55 мкм, диа-
метр пор 7 нм) (Phenomenex, США) предвари-
тельно кондиционировали деионизованной во-
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дой и ацетонитрилом, далее сорбировали целевые
компоненты из водного экстракта, после чего
тщательно сушили в токе азота. Стадию промыв-
ки сорбента после сорбции компонентов исклю-
чили во избежание возможной потери целевых
соединений на этой стадии. Затем на сорбент на-
носили 100 мкл БСТФА с последующей инкуба-
цией в твердотельном нагревателе Fisher Scientific
isotemp 2001-1FS (Fisher Scientific, США). После
дериватизации полученные производные элюи-
ровали 200 мкл ацетонитрила. Перед ГХ-МС-
определением собранный элюат разбавляли аце-
тонитрилом в пять раз во избежание перегрузки
детектора.

Оборудование и условия определения феноль-
ных соединений в экстрактах зверобоя продыряв-
ленного хроматографическими методами. Для
ВЭЖХ-определения фенольных соединений ис-
пользовали хроматограф LC 20 Prominence
(Shimadzu, Япония), включающий дегазатор
DGU-20A5, насос LC20AD, автоматический доза-
тор SIL-20A, термостат колонок CTO-20AC,
спектрофотометрический детектор с диодной
матрицей (ДМД) SPD-M20A. Разделение компо-
нентов осуществляли на колонке Luna C18 100 Å,
250 × 2.0 мм, 5 мкм (Phenomenex, США) с предко-
лонкой C18 4 × 2.0 мм, 5 мкм (Phenomenex,
США), температура термостатирования колонки
40°С, диапазон сканирования диодной матрицы
190–800 нм. В качестве подвижной фазы для раз-
деления компонентов использовали ацетонитрил
и воду с добавкой 0.1%-ной муравьиной кислоты.
Более подробно методики определения феноль-
ных соединений обсуждены в работе [15]. Данные
обрабатывали в программной среде LCMS Solu-
tion (Shimadzu, Япония).

Газохроматографический анализ экстрактов
зверобоя продырявленного проводили на хрома-
тографе Shimadzu GC-2010 с масс-спектрометри-

ческим детектором GCMS-QP2010 Plus. Для раз-
деления аналитов использовали кварцевую ка-
пиллярную колонку HP-ULTRA 1 (50 м × 0.20 мм,
0.33 мкм) (Agilent Technologies, США) в режиме про-
граммируемого нагрева колонки: 100°C (0−3 мин),
линейный подъем температуры до 300°C со ско-
ростью 9 град/мин (3−26 мин) и выдерживание
при данной температуре в течение 25 мин. Объем
вводимой пробы 1 мкл. Режим ввода – с делением
потока 1 : 5. Температура термостата колонки –
100°С, инжектора – 280°С. В качестве газа-носи-
теля использовали гелий марки А (НИИ КМ,
Россия), линейная скорость потока 25.1 см/мин.
Оптимизированные параметры работы масс-
спектрометра: температура ионного источника
200°С, температура интерфейса 280°С, напряже-
ние на детекторе 1.3 кВ, режим сканирования
SCAN, скорость сканирования масс-спектра
2000 а.е.м./с, диапазон сканируемых масс 34–
900 m/z. Полученные производные фенольных
соединений идентифицировали сопоставлением
полученных масс-спектров со спектрами, имею-
щимися в базах данных NIST05 и WILEY8.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Исследования водных экстрактов зверобоя

продырявленного методом ВЭЖХ-ДМД подтвер-
дили наличие в них протокатеховой, 5-О-кофе-
илхинной и 3-О-кофеилхинной кислот, (–)-эпи-
катехина, рутина, гиперозида, изокверцитрина,
кверцитрина и кверцетина (рис. 1). Соединения в
водных экстрактах зверобоя продырявленного
идентифицировали с помощью стандартных об-
разцов, метрологические характеристики ВЭЖХ-
определения аналитов приведены в табл. 1.

Для твердофазного извлечения фенольных со-
единений из экстрактов растительных матриц ча-
сто используют сорбенты на основе октадецилси-
ликагеля [16–18]. Оптимальный объем водного

Таблица 1. Метрологические характеристики ВЭЖХ-определения фенольных соединений в экстрактах зверобоя
продырявленного (n = 6, sr ≤ 0.05)

Соединение
Диапазон 

определяемых 
концентраций, мкг/мл

сн, мкг/мл смин, мкг/мл

Протокатеховая кислота 0.8−100 0.78 0.13
5-О-Кофеилхинная кислота 0.5−100 0.49 0.10
3-О-Кофеилхинная кислота 0.6−100 0.60 0.10
(-)-Эпикатехин 0.5−100 0.49 0.07
Рутин 0.4−200 0.43 0.10
Гиперозид 0.7−100 0.73 0.10
Изокверцитрин 0.3−100 0.34 0.07
Кверцитрин 0.3−100 0.32 0.10
Кверцетин 1.2−100 1.2 0.20
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Рис. 1. Хроматограммы исходного (а) и пропущенного через сорбент Strata C18-E (б) водного экстракта зверобоя
продырявленного: 1 – протокатеховая кислота; 2 – 5-О-кофеилхинная кислота; 3 – 3-О-кофеилхинная кислота; 4 –
(-)-эпикатехин; 5 – рутин; 6 – гиперозид; 7 – изокверцитрин; 8 – кверцитрин; 9 – кверцетин.
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экстракта зверобоя продырявленного, обеспечи-
вающий концентрирование и извлечение компо-
нентов сорбентом Strata C18-E, составил 0.1 мл.
Контроль содержания фенольных соединений в
элюате проводили с помощью системы ВЭЖХ-
ДМД. Целевые фенольные соединения в пропу-
щенных через сорбент элюатах не наблюдали, что
свидетельствовало об отсутствии “проскока” ана-
литов и возможности использования сорбента
Strata C18-E для сорбционного концентрирова-
ния компонентов (рис. 1).

Оптимизация времени и температуры инкубации
сорбента Strata C18-Е. Авторами работ [10, 11, 19]
показана возможность силилирования различ-
ных классов соединений с использованием тех-
ники твердофазной аналитической дериватиза-
ции. В качестве основных факторов, обеспечива-
ющих успешную дериватизацию, отмечены
отсутствие влаги в реакционной смеси, темпера-
тура и продолжительность инкубации сорбента.
Отсутствие влаги на сорбенте Strata C18-E после
сорбции аналитов из водного экстракта зверобоя
продырявленного обеспечивали путем пропуска-
ния через него потока азота в течение фиксиро-
ванного времени.

Влияние температуры на дериватизацию фе-
нольных соединений изучали в диапазоне 40–
70°С с шагом в 10°С (рис. 2). Для фенольных и ко-
ричных кислот дериватизация протекала успешно
при 40°С. Тем не менее из данных табл. 1 и рис. 2
следует, что для подавляющего числа триметилси-
лильных (ТМС) производных фенольных соедине-

ний, в том числе кумароилхинных (3-О-, 4-О- и
5-О-кумароилхинная) и кофеилхинных (3-О- и
5-О-кофеилхинная) кислот, оптимальным для
проведения реакции является температурный
диапазон 50–60°С. В этих условиях интенсив-
ность сигналов перечисленных выше компонен-
тов стабильна. Для пара-гидроксибензойной, фе-
руловой кислот и флавоноидов инкубация сор-
бента при 60°С также оказалась оптимальной.
Для представителей жирных кислот (производ-
ные пальмитиновой и стеариновой кислот) при-
емлемой оказалась более высокая температура
(70°С), при этом наблюдали резкое возрастание
интенсивности сигнала их ТМС-производных
(рис. 2). Дальнейшее повышение температуры де-
риватизации ограничивал материал корпуса па-
тронов для твердофазной экстракции.

Дериватизация компонентов в растворе позво-
ляет работать и при более высоких температурах,
но с дальнейшим ее повышением не исключена
деградация аналитов. Аналитическую деривати-
зацию компонентов водного экстракта зверобоя
продырявленного проводили с учетом рекомен-
даций [20] по дериватизации фенольных соеди-
нений экстракта тысячелистника обыкновенно-
го, содержащего в своем составе ряд гликозидов
флавоноидов, фенольных и коричных кислот.
Дериватизацию ацетонитрильного элюата, полу-
ченного после пропускания экстракта зверобоя
продырявленного через сорбент Диапак С18,
проводили при 70°С [20]. По степени извлечения
фенольных соединений из экстрактов лекар-
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ственных растений сорбенты Диапак С18 и Strata
C18-E сопоставимы, что следует из эксперимен-
тальных данных и литературы [16, 21, 22]. Степе-
ни извлечения ряда фенольных кислот (протока-
теховая и хлорогеновые кислоты) сорбентами
Диапак С18 и Strata C18-Е составили 25−30% и
35−40%, а флавоноидов (рутина, гиперозида, (–)-
эпикатехина и др.) − 90−100% и 80−100% соот-
ветственно [16]. Дериватизация в растворе позво-
лила обнаружить ТМС-производные ß-резорци-
ловой, ванилиновой и сиринговой кислот, не ре-
гистрируемые ВЭЖХ-ДМД, а также соединения,
отнесенные по данным библиотек к спиртам –
треитолу, рибитолу и ксилитолу. По-видимому,
это связано с присутствием в составе сорбента
Диапак С18 в отличие от Strata C18-Е свободных
силанольных групп, способствующих извлече-

нию и концентрированию этих соединений из
раствора. Перечень присутствующих в составе
элюатов производных перечисленных выше со-
единений представлен в табл. 2. В элюатах не об-
наружили производные кумароилхинных и кофе-
илхинных кислот, кроме 6 ТМС 3-О-кофеилхин-
ной кислоты. Вероятнее всего, это связано с
неподходящими условиями сорбции данных
компонентов на Диапак С18.

За исключением производных кумароилхин-
ных и кофеихинных кислот, инкубация целевых
соединений при 70°С показала сопоставимый с
полученным при оптимальной температуре для
того или иного аналита результат, поэтому даль-
нейшие исследования проводили при этой тем-
пературе.

Рис. 2. Зависимость площади пиков компонентов водного экстракта зверобоя продырявленного от температуры ин-
кубации сорбента: 1 – транс-4-О-кумароилхинная кислота, 5 ТМС; 2 – транс-3-О-кумароилхинная кислота, 5 ТМС;
3 – транс-5-О-кофеилхинная кислота, 6 ТМС; 4 − транс-3-О-кофеилхинная кислота, 6 ТМС; 5 – феруловая кислота,
ТМС; 6 – бензойная кислота, ТМС; 7 – пара-гидроксибензойная кислота, 2 ТМС; 8 – кофейная кислота, ТМС; 9 –
пальмитиновая кислота, ТМС; 10 – эпикатехин, 5 ТМС; 11 – стеариновая кислота, ТМС.
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Таблица 2. Компонентный состав извлечений после дериватизации в растворе и твердофазной аналитической
дериватизации водного экстракта зверобоя продырявленного

Соединение Дериватизация
в растворе

Твердофазная аналитическая 
дериватизация

экстракт с рН 5 экстракт с рН 2

Галловая кислота, 3 ТМС – + +

β-L-Арабинопираноза, 4 ТМС – – +
Рамноза, 4 ТМС – – +
D-Рибофураноза, 4 ТМС – – +
γ-Резорциловая кислота, 3 ТМС – – +

Флороглюцинол, 3 ТМС – - +

Салициловая кислота, 2 ТМС – – +

Бензойная кислота, ТМС – – +
Треитол, 4 ТМС + – –
пара-Гидроксибензойная кислота, 2 ТМС + + +
β-Резорциловая кислота, 3 ТМС + – –
Рибитол, 5 ТМС + – –
Ксилитол, 5 ТМС + – –
Ванилиновая кислота, 2 ТМС + – –
Глюконовая кислота, 6 ТМС – + –
Протокатеховая кислота, ТМС + + +

D-Фруктоза, 5 ТМС + + +
D-Ксилофураноза, 4 ТМС + + +
Метил-α-D-глюкофуранозид, 4 ТМС + – –
Сиринговая кислота, 2 ТМС + – –
D-Глюкопираноза, 5 ТМС + + –
D-Маннитол, 6 ТМС + – –
Пальмитиновая кислота, ТМС + + +
Кофейная кислота, ТМС + + +

Стеариновая кислота, ТМС + + –
Эпикатехин, 5 ТМС + + +

транс-3-О-Кофеилхинная кислота, 6 ТМС + – +

транс-5-О-Кумароилхинная кислота, 5 ТМС – + –
транс-4-О-Кумароилхинная кислота, 5 ТМС – + +

Арабинофураноза, 4 ТМС – + –
ß-D-Галактофураноза, 5 ТМС – + –

Кверцетин, 5 ТМС – – +
транс-5-О-Кофеилхинная кислота, 6 ТМС – – +
транс-3-О-Кумароилхинная кислота, 5 ТМС – – +
Феруловая кислота, 2 ТМС – – +
D-Галактоза, 5 ТМС – – +
Пирогаллолкарбоновая кислота, 4 ТМС – – +
α-Рамноза, 4 ТМС – – +
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Поиск оптимальной продолжительности ин-
кубации сорбента Strata C18-Е с БСТФА при твер-
дофазной аналитической дериватизации компо-
нентов осуществляли в диапазоне 5–40 мин. Зави-
симости концентрации производных соединений
от времени инкубации сорбента оказалась раз-
личными (рис. 3). Интенсивности сигнала произ-
водных 5-О- и 4-О-кумароилхинных кислот не
зависят от продолжительности инкубации сор-
бента. Выход соединений максимален при инку-
бации сорбента в течение 5 мин. Выходы ТМС-
производных β-D-галактофуранозы и β-L-араби-
нофуранозы оптимальны при 10 и 15 мин инкуби-
рования соответственно (табл. 3). Наибольшую
концентрацию ТМС-производного кофейной
кислоты в элюате наблюдали при инкубации сор-
бента в течение 10 мин, затем происходило посте-
пенное снижение его содержания. Такой харак-
тер зависимости, возможно, обусловлен протека-
ющими под действием температуры процессами
деструкции соединения и его производных во
времени. Для соединений, принадлежащих к
классам жирных кислот и флавоноидов, эффек-
тивнее более продолжительная инкубация сор-
бента. Так, концентрации производных пальми-
тиновой и стеариновой кислот, а также эпикате-
хина возрастали вплоть до 25 мин инкубации,
после чего наблюдали незначительное их умень-
шение. Концентрации ТМС протокатеховой и
2 ТМС пара-гидроксибензойной кислот макси-
мальны при инкубации сорбента Strata C18-Е в
термостате в течение 30 мин.

Полученные данные (табл. 3, рис. 3) позволи-
ли заключить, что для качественной оценки ком-
понентного состава водных экстрактов зверобоя
продырявленного достаточно инкубирования
сорбента в течение 15 мин. При более продолжи-

тельной инкубации сорбента качественный со-
став элюатов оставался неизменным.

Особенности дериватизации водного экстракта
зверобоя при различных значениях рН. Снижение
рН водного экстракта зверобоя продырявленного
изменяет значение емкости сорбента Strata C18-E
по отношению к фенольным соединениям за счет
перехода аналитов в молекулярную форму [16].
Сравнение компонентного состава элюатов с
сорбента Strata C18-E проводили путем нанесе-
ния на него 0.1 мл водного экстракта зверобоя
при рН 2 и 5 (табл. 2, рис. 4). В элюате, получен-
ном при нанесении водного экстракта зверобоя
продырявленного с рН 2, обнаружили 3 ТМС
флороглюцинол, 2 ТМС салициловую и ТМС фе-
руловую кислоты, которые не были идентифици-
рованы в элюатах водного экстракта зверобоя с
рН 5. Отметим, что, при ВЭЖХ-ДМД-анализе
флороглюцинол и его производные не зареги-
стрированы в водных экстрактах зверобоя. Полу-
ченный в данном случае результат, вероятно, свя-
зан с эффектом концентрирования данного со-
единения на сорбенте Strata C18-E.

В сравнении с экстрактом с рН 5, при рН 2 ре-
гистрировали 5 ТМС 3-О- и 4-О-кумароилхин-
ные кислоты и 6 ТМС 3-О- и 5-О-кофеилхинные
кислоты с более выраженными хроматографиче-
скими пиками. Данный факт, по-видимому, свя-
зан с большей устойчивостью данных соедине-
ний в кислой среде.

По данным ВЭЖХ-ДМД-анализа водного экс-
тракта зверобоя продырявленного выявили зна-
чительное количество флавонолгликозидов, пре-
имущественно являющихся гликозидами кверце-
тина [5, 15]. В этих же условиях на ГХ-МС
хроматограммах должен регистрироваться 5 ТМС

Таблица 3. Влияние времени инкубации сорбента Strata C18-Е на качественный состав производных соединений
водного экстракта зверобоя

Соединение
Время инкубации, мин

5 10 15 25 30 40

пара-Гидроксибензойная кислота, 2 ТМС – + + + + +
Протокатеховая кислота, ТМС + + + + + +
D-Фруктоза, 5 ТМС + + + + + +
D-Глюкопираноза, 5 ТМС + + + + + +
Пальмитиновая кислота, ТМС + + + + + +
Кофейная кислота, ТМС + + + + + +
Стеариновая кислота, ТМС – + + + + +
Эпикатехин, 5 ТМС + + + + + +
транс-5-О-Кумароилхинная кислота, 5 ТМС + + + + + +
транс-4-О-Кумароилхинная кислота, 5 ТМС + + + + + +
β-L-Арабинопираноза, 4 ТМС - + + + + +
β-D-Галактофураноза, 5 ТМС + + + + + +
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Рис. 3. Зависимость площади пиков компонентов водного экстракта зверобоя продырявленного от времени инкуба-
ции сорбента: 1 – пара-гидроксибензойная кислота, 2 ТМС; 2 – протокатеховая кислота, ТМС; 3 – D-фруктоза,
5 ТМС; 4 – D-глюкопираноза, 5 ТМС; 5 – пальмитиновая кислота, ТМС; 6 – кофейная кислота, ТМС; 7 – стеарино-
вая кислота, ТМС; 8 – эпикатехин, 5 ТМС; 9 – транс-5-О-кумароилхинная кислота, 5 ТМС; 10 – транс-4-О-кумаро-
илхинная кислота, 5 ТМС; 11 – β-L-арабинофураноза, 4 ТМС; 12 – ß-D-галактофураноза, 5 ТМС.
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кверцетин, который не был обнаружен после де-
риватизации компонентов экстракта в растворе, а
также при твердофазной аналитической дерива-
тизации экстракта с рН 5. Однако данный компо-
нент обнаружили на хроматограммах элюатов
экстрактов зверобоя с рН 2 (рис. 4). Полученный
результат связан с изменением сорбционных
свойств кверцетина и его гликозидов при перехо-
де к их молекулярным формам. Вероятно, под
воздействием высоких температур протекала де-
градация гликозидов (рутина, гиперозида и изо-
кверцитрина) с образованием свободного квер-
цетина и остатка сахара, которые в дальнейшем
подверглись силилированию. Тем не менее дан-
ное предположение носит предварительный ха-
рактер и требует дальнейшего изучения.

Исходя из сказанного выше, заключили, что
изменение рН экстракта с 5 до 2 расширяет ком-

позиционный профиль водных экстрактов зве-
робоя продырявленного за счет перевода феноль-
ных соединений в их молекулярную форму.

Идентификацию анализируемых соединений в
элюатах проводили сопоставлением их времен
удерживания, линейных индексов удерживания и
масс-спектральных характеристик с данными ли-
тературы [9] и библиотек NIST05 и WILEY8. В
табл. 4 представлены линейные индексы удержи-
вания (ИУ) целевых соединений, рассчитанные
относительно стандартной смеси н-алканов. Как
видно, ИУ компонентов, присутствующих в биб-
лиотеках данных, не согласуются с нашими экс-
периментальными данными, что, по-видимому,
связано с иными условиями их определения.

Для уточнения сопоставленных соединений
рассмотрели полученные МС-спектры производ-
ных соединений (рис. 5). На спектрах отмечены

Рис. 4. Хроматограмма элюата, полученного после пропускания 0.1 мл водного экстракта зверобоя продырявленного
с рН 2 (а) и рН 5 (б) через сорбент Strata C18-E: 1 – бензойная кислота, ТМС; 2 – салициловая кислота, 2 ТМС; 3 –
пара-гидроксибензойная кислота, ТМС; 4 – флороглюцинол, 3 ТМС; 5 – γ-резорциловая кислота, 3 ТМС; 6 – β-L-
арабинопираноза, 4 ТМС; 7 – рамноза, 4 ТМС; 8 – D-рибофураноза, 4 ТМС; 9 – протокатеховая кислота, ТМС; 10 –
D-фруктоза, 5 ТМС; 11 – D-ксилофураноза, 4 ТМС; 12 – галловая кислота, 3 ТМС; 13 – пирогаллолкарбоновая кис-
лота, 4 ТМС; 14 – α-рамноза, 4 ТМС; 15 – пальмитиновая кислота, ТМС; 16 – глюконовая кислота, 6 ТМС; 17 – фе-
руловая кислота, 2 ТМС; 18 – кофейная кислота, ТМС; 19 – эпикатехин, 5 ТМС; 20 – транс-4-О-кумароилхинная
кислота, 5 ТМС; 21 – транс-3-О-кумароилхинная кислота, 5 ТМС; 22 – транс-5-О-кофеилхинная кислота, 6 ТМС;
23 – кверцетин, 5 ТМС; 24 – транс-3-О-кофеилхинная кислота, 6 ТМС.
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ионы [M]+, [M−104]+, [M−89]+ и [M−15]+, соот-
ветствующие молекулярному иону, иону триме-
тилсилилового эфира и одной метильной группы
[(OSi(CH3)3) + СН3], расщеплению фрагмента
триметилсилилового эфира (OSi(CH3)3) и отщеп-
лению метильной группы [23]. На спектрах всех
изучаемых соединений наблюдали пик с m/z 73
(Si(CH3)3) и триплет в области молекулярного
иона, вероятно, обусловленный наличием у
кремния изотопов 29Si и 30Si. Для производных
кофейной и протокатеховой кислот наблюдали
фрагменты [M−147]+ и [M−177]+. Исходя из это-
го, для искомых соединений обозначили характе-
ристичные m/z, позволяющие использовать их не
только для качественной характеристики, но и
для количественной оценки (табл. 4). Например,
для кофейной кислоты это m/z 396, 381, 307, 292,
249 и 219; протокатеховой кислоты – m/z 370, 355,
281, 266, 223 и 193; флороглюцинола − m/z 342, 327,
253, а эпикатехина – m/z 650, 561 и 368 (рис. 5).

* * *

Таким образом, твердофазная аналитическая
дериватизация фенольных соединений сопоста-
вима с дериватизацией в растворе, имеет свои не-
достатки и преимущества. Данный способ позво-
лил сократить пробоподготовку образцов перед
газохроматомасс-спектрометрическим определе-
нием, значительно уменьшил расход экстракта, а
также обеспечил концентрирование соединений.
Предложенный подход применим для идентифи-
кации фенольных и иных соединений в водных
экстрактах зверобоя продырявленного. Сочета-
ние классической аналитической дериватизации
и твердофазной экстракции с ГХ-МС-детектиро-
ванием позволило расширить спектр идентифи-
цированных компонентов в водных экстрактах
зверобоя продырявленного. Предпочтительные
условия твердофазной аналитической деривати-
зации фенольных соединений с помощью
БСТФА − инкубация сорбента Strata C18-E при
70°С в течение 30 мин. Полученные результаты удо-
влетворительно согласуются с ВЭЖХ-ДМД-данны-
ми о соединениях, содержащихся в водном экстракте

Таблица 4. Хроматомасс-спектрометрические параметры фенольных соединений, обнаруженных в водном экс-
тракте зверобоя продырявленного (n = 3)

* Согласно данным библиотеки NIST05; **расчетное значение относительно стандартной смеси н-алканов.

Соединение tR, мин ИУ* ИУ** [M]+ m/z (интенсивность)

пара-Гидроксибензойная 
кислота, 2 ТМС

17.425 1467 1503 ± 2 282 193 (20), 207 (7), 223 (98), 267 (100), 282 (25)

Флороглюцинол, 3 ТМС 17.629 1574 1618 ± 2 342 73 (100), 342 (67), 327 (61), 253 (13)

γ-Резорциловая кислота, 2 ТМС 18.985 – 1621 ± 2 370 73 (100), 193 (18), 249 (23), 355 (66)

Протокатеховая кислота, ТМС 19.885 1765 1795 ± 3 370 370 (52), 355 (34), 281 (11), 266 (8), 223 (15), 
193 (100)

Галловая кислота, 3 ТМС 21.466 2063 2064 ± 3 458 281 (100), 458 (66), 443 (32)

Феруловая кислота, 2 ТМС 22.726 1863 1915 ± 3 338 73 (100), 219 (27), 249 (58), 279 (17), 308 (54), 
323 (53), 338 (63)

Кофейная кислота, ТМС 23.315 1972 1936 ± 3 396 396 (41), 381 (15), 307 (6), 249 (11), 219 (100)

Эпикатехин, 5 ТМС 31.568 2228 2372 ± 5 650 368 (100), 650 (13), 561 (3)

транс-4-O-Кумароилхинная 
кислота, 5 ТМС

35.352 – 2510 ± 4 698 219 (100), 255 (47), 401 (21) 698 (15)

транс-3-O-Кумароилхинная 
кислота, 5 ТМС

35.983 – 2528 ± 4 698 219 (100), 255 (44), 345 (81)

транс-5-O-Кофеилхинная 
кислота, 6 ТМС

37.940 – 2583 ± 4 786 219 (30), 307 (42), 345 (100), 397 (11), 786 (10)

Кверцетин, 5 ТМС 38.859 – 2609 ± 4 662 73 (43), 575 (100), 487 (17), 207 (12), 662 (10)

транс-3-O-Кофеилхинная 
кислота, 6 ТМС

40.061 – 2654 ± 4 786 255 (28), 307 (100), 345 (95), 447 (38), 396 
(14), 786 (10)
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зверобоя продырявленного и идентифицированных
с применением стандартных веществ.

Исследования проводили при финансовой под-
держке РФФИ (проект № 20-33-90045) с использо-
ванием научного оборудования ЦКП “Эколого-ана-
литический центр” Кубанского госуниверситета.
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При анализе проб образцов объектов окружа-
ющей среды спектральными и электрохимиче-
скими методами особую трудность представляет
определение следовых количеств веществ, что
обусловлено значительным влиянием на них мат-
ричного состава пробы [1].

В настоящее время активно развиваются мето-
ды оценки загрязнения атмосферного воздуха тя-
желыми металлами и другими токсичными эле-
ментами, основанные на использовании мхов в
качестве биомонитров [2–5]. Мхи аккумулируют
тяжелые металлы и другие вещества непосред-
ственно из воздуха, они не имеют корневой си-
стемы, тем самым вклад других источников чаще
всего ограничен [6, 7]. Исследования загрязнения
атмосферного воздуха тяжелыми металлами с ис-
пользованием мхов-биомониторов реализуются
Европейскими странами в рамках Конвенции
ООН о трансграничном переносе воздуха на
большие расстояния с 1970-х годов [8, 9].

При использовании метода атомно-эмиссион-
ной спектрометрии для определения тяжелых ме-
таллов в сложных растительных образцах пробо-
подготовка является процедурой, лимитирующей
длительность и трудоемкость аналитического
цикла. Правильно подобранные условия пробо-
подготовки позволяют определить низкие кон-
центрации элементов в исследуемой пробе [10].
Анализ литературных данных и проведенных экс-
периментальных исследований позволил выде-
лить несколько основных способов подготовки
мхов (табл. 1). Из данных табл. 1 очевидно, что
наиболее эффективный и экспрессный способ
минерализации органического вещества во мхах-
биомониторах − использование системы микро-
волнового разложения.

В литературе приведены неполные и противо-
речивые данные по микроволновому разложению
мхов, поэтому требуется подобрать условия ми-
нерализации с обязательным контролем полноты
деструкции органического вещества в подготов-
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ленных пробах для последующего анализа мето-
дом атомно-эмиссионной спектрометрии (АЭС-
ИСП) с индуктивно связанной плазмой [1, 19].
Следует убедиться, что растительные фрагменты,
аккумулирующие тяжелые металлы, разрушены,
и все тяжелые металлы полностью извлечены и
переведены в раствор. Кроме того, при определе-
нии элементов методом АЭС-ИСП в пробах, со-
держащих органическое вещество, существует ве-
роятность осаждения углерода на узлах системы
ввода пробы, вследствие чего подача анализируе-
мой пробы в плазму может частично или полно-
стью прекратиться, что приведет к уменьшению
интенсивности аналитического сигнала и непра-
вильным результатам измерения [20]. Особенно
важно, чтобы минерализации проб была полной,
при анализе большого количества образцов.

Для установления наличия органического ве-
щества в пробе в процессе пробоподготовки можно
использовать приборы, основанные на различных
вариантах окисления: растворами сильных окисли-
телей, высокотемпературном, окислении УФ- и ИК-
излучением. К таким приборам, например, относит-
ся элементный анализатор углерода, водорода и азо-
та (CHN-анализатор), однако его использование для
анализа жидких проб, содержащих едкие химиче-
ские реактивы, затруднено.

В настоящем исследовании предлагается кон-
тролировать наличие органических веществ в
процессе разложения проб мхов методом термо-
окислительной спектроскопии – окситермогра-
фии, разрабатываемым в ГЕОХИ РАН при уча-

стии Государственного университета “Дубна”
[21, 22].

Метод имеет ряд преимуществ по сравнению с
другими методами:

– экспрессность анализа (не более 10 мин для
одного определения);

– малый объем пробы (5–10 мкл);
– отсутствие необходимости использовать ре-

агенты (только кислород воздуха);
– отсутствие химически вредных отходов, тре-

бующих утилизации.
Цель настоящей работы – оптимизация усло-

вий пробоподготовки проб мхов-биомониторов с
использованием метода термоокислительной
спектроскопии – окситермографии для опреде-
ления тяжелых металлов, аккумулируемых из ат-
мосферного воздуха.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектами исследования служили мхи-био-

мониторы. Рассматривали следующие виды мхов:
Philonotis marchica, Hylocomium splendens, Homalo-
thecium philippeanum, которые признаны хороши-
ми аккумуляторами тяжелых металлов и других
соединений [6]. Отобрали шесть проб мха Philo-
notis marchica (пробы №№ 1–6), четыре пробы
Hylocomium splendens (пробы №№ 7–10) и пять проб
Homalothecium philippeanum (пробы №№ 11–15).

Образцы мхов-биомониторов в районе п. Бо-
ровое Акмолинской области Республики Казах-
стан собирала студентка Евразийского Нацио-

Таблица 1. Методы минерализации мхов-биомонитров

Метод Краткая характеристика метода Недостатки Литература

Способ “сухой” минерали-
зации

Процессы протекают при высо-
кой температуре, хорошо перево-
дятся в раствор не только 
растворимые в воде соединения, 
но и нерастворимые

Длительная процедура, трудно 
контролировать температуру 
непосредственно в тигле и суще-
ствует вероятность улетучивания 
некоторых металлов

 [11]

Кислотное разложение при 
повышенной температуре 
при атмосферном давлении

Широко используется в практике 
минерализации мхов, за счет про-
стоты с применением смесей на 
основе кислот и пероксида водорода

Многостадийная и длительная 
процедура с использованием боль-
шого количества реактивов, не 
всегда сохраняются легколетучие 
компоненты

[12–14]

Микроволновой нагрев 
проб различных объектов 
для определения их микро-
элементного состава

Происходит при высоких темпера-
турах и давлениях, развивающихся 
внутри закрытых сосудов, что при-
водит к увеличению скорости 
реакций, а также позволяет устра-
нить неконтролируемые потери 
следов элементов в виде легколе-
тучих молекулярных соединений

Возможно выделение газообраз-
ных продуктов окисления, сопро-
вождающееся резким увеличением 
давления, небольшие навески 
образов (до 2 г)

[15–18]
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нального университета имени Л.Н. Гумилева Ма-
хамбет А.Ж. [23]. Пробоотбор проводился в
рамках программы ООН по воздуху Европы в со-
ответствии с инструкцией [24].

Каждый вид мха обладает индивидуальными
особенностями строения, которые влияют на его
аккумулирующую способность и определяют
условия проведения пробоподготовки.

Для пробоподготовки использовали высоко-
эффективную систему для микроволнового разло-
жения, экстракции и синтеза MASTER (MDS-10)
(Sineo, Китай), работающую на частоте 2.45 МГц
с выходной мощностью микроволнового излуче-
ния до 1700 Вт. Программное обеспечение данной
системы микроволнового разложения позволяет
задавать либо температуру, мощность и время,
либо давление, мощность и время. Разложение
проводили в высокопрочных тефлоновых сосудах
объемом 100 мл (14 сосудов + 1 контрольный).

Для минерализации проб применяли 67%-ную
HNO3 ос. ч., 30%-ный H2O2 “экстра” и 40%-ную
HF ч. Температура разложения составляла
~200°C. Полноту минерализации проб контроли-
ровали методом окситермографии. Метод осно-
ван на программированном высокотемператур-
ном окислении органического вещества в потоке
атмосферного воздуха и количественном опреде-
лении молекулярного кислорода, затраченного
на это окисление. При этом измеряется окисляе-
мость анализируемого образца [21, 22].

В качестве окислительной среды использовали
чистый атмосферный воздух. Жидкую пробу объ-
емом 10 мкл дозировали в кварцевую лодочку.
Лодочка последовательно, двухступенчато входи-
ла в реактор: сначала в его низкотемпературную
зону (Т ≈ 100°С), затем в высокотемпературную
(Т = 750°С). Конструкция реактора позволяла
проводить отгонку легколетучих жидких фрак-
ций в низкотемпературной зоне. Кислород возду-
ха в высокотемпературной зоне реактора взаимо-
действовал с жидкой пробой в лодочке. При на-
личии органического вещества в пробе
происходило его окисление, на которое расходо-
вался кислород. Датчик кислорода, находящийся
в потоке воздуха, выходящего из высокотемпера-
турной зоны реактора, регистрировал уменьше-
ние содержания кислорода в потоке. В качестве
датчика кислорода используется твердоэлектролит-
ный детектор, работающий в диффузионно-потен-
циометрическом токовом режиме [25]. Информа-
ция с датчика кислорода с помощью специально со-
зданного электронного блока и программного
обеспечения выводится на экран компьютера в ви-
де зависимости концентрации кислорода (отн. ед. в
мВ) от времени. Использование двухступенчатого
нагрева пробы позволяет избавиться от мешаю-
щего влияния паров воды на стабильность газо-
вого потока и получить один пик, характеризую-

щий потребление кислорода, затраченного на
окисление органических веществ в пробе.

В приборе заложен алгоритм нахождения ба-
зовой линии (исходное содержание кислорода),
вычисления площади пика потребления кисло-
рода и расчета химического потребления кисло-
рода по этой площади при условии полного окис-
ления органического вещества и регистрации ко-
личества кислорода, затраченного на это
окисление.

Для определения содержания тяжелых метал-
лов в минерализованных пробах использовали
оптический эмиссионный спектрометр ICPE-
9000 (Shimadzu, Япония) с автодозатором ASC-
6100F (Shimadzu, Япония). Спектрометр с эшел-
ле-дифракционной решеткой 79 штрихов/мм с
диапазоном длин волн 167–800 нм. CCD детектор
1.024 × 1.024 пикселей. Возможности определе-
ния: 71 элемент.

Для построения градуировочного графика ис-
пользовали стандарт на 23 элемента в 2%-ной
HNO3 (Merck KGaA, Германия), представляю-
щий собой стандартный раствор с концентрацией
1000 мг/л элементов Ag, Al, B, Ba, Bi, Ca, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl,
Zn. Этот же стандарт использовали для получе-
ния количественных характеристик методом до-
бавки. Для разбавления градуировочных и анали-
зируемых растворов использовали 0.1 н HNO3 ос. ч.,
приготовленную на деионизованной воде. Перед
определением элементного состава методом
АЭС-ИСП анализируемые пробы разбавляли в 10
и 100 раз. Для получения деионизованной воды
использовали MilliPAK Gamma gold Millipore.

Для контроля правильности процедуры про-
боподготовки и результатов определения тяже-
лых металлов во мхах использовали образец срав-
нения мха Standard Reference Material M2 [8].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Мхи имеют различное строение, при этом про-

цедура пробоподготовки должна гарантировать
полное разложения всех образцов мхов. Задача
первого этапа исследования – выбор реагентов
для минерализации. Предварительно выбрали
условия разложения проб мхов: массу навески и
соотношение реагентов. Исследовали три режима
разложения с использованием разных реагентов
(табл. 2). Время разложения изменяли в диапазо-
не от 20 до 40 мин. Оказалось, что режим 1
(табл. 2) с использованием плавиковой кислоты
реализовать сложно, поскольку при анализе проб
методом АЭС-ИСП требуется применять специ-
альную систему ввода пробы, позволяющую ра-
ботать с плавиковой кислотой. В связи с этим для
разложения мхов выбрали режимы 2 и 3 (табл. 2).
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Полноту разложения проб мхов в указанных ре-
жимах проверяли методом термоокислительной
спектроскопии – окситермографии. Для опреде-
ления органического вещества в жидких пробах
использовали установку, описанную в работе
[25]. Опираясь на результаты исследования [23],
режим 3 выбрали в качестве оптимального, при
этом достигнуто полное разложение образцов
мхов-биомониторов.

Для оптимизации времени, необходимого для
полного разложения органического вещества в
любом виде мха, проводили следующий экспери-
мент. Выбрали вид мха Philonotis marchica (проба
№ 1), имеющий наиболее сложное для минерализа-
ции строение слоевища. В соответствии с условия-
ми режима 3 (табл. 2) готовили растворы в закрытых
тефлоновых сосудах, содержащих навески мха.
Микроволновое разложения мха проводили, поме-
щая сосуды на фиксированное время в микровол-
новую печь. Время микроволнового разложения
каждой следующей пробы последовательно уве-
личивали на 3 мин. Общее время микроволнового
разложения составило 36 мин. Таким образом
подготовили 12 образцов, отличающихся продол-

жительностью минерализации. Эти пробы анали-
зировали методом окситермографии на наличие в
них органического вещества после минерализа-
ции в соответствии с режимом 3 (табл. 2). На
рис. 1 показаны окситермограммы проб № 1 (вре-
мя минерализации 3 мин), № 5 (время минерали-
зации 15 мин), № 10 (время минерализации
30 мин) и холостой пробы. В качестве фоновой
линии приняли аналитический сигнал холостой
пробы − растворителя, использующегося при
минерализации (в данном случае конц. HNO3). От-
рицательные пики указывают на наличие органи-
ческой матрицы в исследуемых образцах, на окис-
ление которой затрачивается кислород. Положи-
тельные пики характеризуют выделение кислорода
при термическом разложении азотной кислоты.

При помощи программного обеспечения ок-
ситермографа вычислили площади отрицатель-
ных пиков, характеризующие потребление кис-
лорода на окисление органического вещества для
12 анализируемых проб. На основании получен-
ных данных построили кривую зависимости пло-
щади пика от времени разложения исследуемых
образцов (рис. 2). Из данных рис. 2 можно сделать

Таблица 2. Режимы микроволнового разложения

№ Масса навески, г Время, мин Давление, МПа Используемые реактивы

1 0.5 20–40 1.2 2 мл H2O2 конц, 5 мл HNO3 конц, 1 мл HFконц

2 0.2 20–40 1.2 1 мл H2O2 конц, 5 мл HNO3 конц

3 0.5 20–40 2.0 2 мл H2O2 конц, 7 мл HNO3 конц

Рис. 1. Окситермограмма пробы №1 (3 мин), № 10 (30 мин) и холостой пробы (до минерализации). (─) – холостая про-
ба (до минерализации), (- - -) – проба № 5 (15 мин), (⋅ ⋅ ⋅ ) – проба № 1 (3 мин), (─ ⋅ ─) – проба № 10 (30 мин).
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вывод, что после 30 мин разложения достигается
полная минерализация пробы. Данный экспери-
мент подтверждает, что оптимальное время раз-
ложения исследуемых образцов составляет
30 мин.

Перед переходом к анализу проб методом
атомно-эмиссионной спектрометрии с индук-
тивно связанной плазмой оценили правильность
подобранных условий пробоподготовки для раз-
личных видов мхов. Для этого исследовали пол-
ноту минерализации 15 проб мхов, различающих-
ся по строению и аккумулирующей способности,
методом окситермографии: Philonotis marchica
(проба № 1), Hylocomium splendens (проба № 7),
Homalothecium philippeanum (проба № 11). Разло-
жение проб проводили в режиме 3 (табл. 2). Вре-

мя минерализации составило 30 мин. На рис. 3
представлены окситермограммы некоторых про-
анализированных образцов мхов, исходя из кото-
рых можно сделать вывод о том, что в пробах от-
сутствует органическая матрица и условия мине-
рализации оптимальны и подходят для всех видов
мхов.

Для контроля полноты извлечения тяжелых
металлов проанализировали образец сравнения
мха (Standard Reference Material M2) [8] методом
атомно-эмиссионной спектрометрии с индук-
тивно связанной плазмой с построением градуи-
ровочного графика (табл. 3). Образец сравнения
также разлагали с использованием микроволно-
вой системы в режиме 3 (табл. 2), время минера-
лизации – 30 мин. Погрешности измерений рас-

Рис. 2. Зависимости площади пика от времени.
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Рис. 3. Окситермограммы исследуемых образцов мхов. (⋅ ⋅ ⋅) – холостая проба (после минерализации), (─) – проба
№ 7, (─ ⋅ ─) – проба № 1, (- - -) – проба № 11.
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считывали в соответствии с рекомендациями
[26]. Результаты анализа образца сравнения мха
демонстрируют правильность полученных ре-
зультатов.

Металлы в растворе после разложения опреде-
ляли методом добавок к реальным пробам мха
(пробы № 1 и № 7) (табл. 4). В качестве добавки

использовали мульти-стандарт Merck KGaA. Как
видно из табл. 4, значения, полученные с исполь-
зованием метода добавок, хорошо соотносятся с
ожидаемыми значениями.

Результаты определения тяжелых металлов в
исследуемых пробах мхов методом атомно-эмис-
сионной спектрометрии с индуктивно связанной
плазмой представлены в табл. 5.

* * *

Таким образом, показано, что методом термо-
окислительной спектроскопии – окситермогра-
фии можно контролировать полноту разложения
органического вещества в пробах мхов-биомони-
торов. Данную методику контроля процедуры
пробоподготовки можно применять и для других
растительных объектов.

Таблица 3. Сопоставление результатов анализа (про-
верка правильности) стандарта (Standard Reference
Material M2 [8])

Элемент
св стандарте, мг/кг 

[8]
сэксп, мг/кг

Al 178 ± 23 190 ± 25
B 16.1 ± 3.5 17.3 ± 3.8
Ba 17.6 ± 2.3 19.8 ± 2.6
Ca 1910 ± 325 1586 ± 270
Cu 68.7 ± 8.9 67.5 ± 8.8
Fe 262 ± 29 198 ± 22
K 6980 ± 910 5570 ± 730
Mg 826 ± 107 823 ± 107
Mn 342 ± 44 356 ± 46
Na 166 ± 22 167 ± 22
Ni 16.3 ± 2.1 20.1 ± 2.6
Pb 6.37 ± 0.77 8.16 ± 0.98
Sr 5.31 ± 1.17 5.5 ± 1.21
Zn 36.1 ± 6.1 36.8 ± 6.2

Таблица 4. Определение концентрации добавки в об-
разце мха (проба № 1)

Элемент сдобавки расч, мг/л сдобавки эксп, мг/л

Cu 0.150 0.157

Zn 0.150 0.153

Pb 0.150 0.149

Cr 0.150 0.147

Ni 0.150 0.156

Таблица 5. Содержание (мг/кг) тяжелых металлов во мхах-биомониторах

№ 
пробы Co Cu Fe Ni Mn Pb Sr Zn

1 <ПО 3.00 ± 0.57 940 ± 100 <ПО 314 ± 50 7.93 ± 1.11 15.9 ± 2.2 42.2 ± 7.6
2 0.51 ± 0.15 7.44 ± 1.41 2180 ± 240 <ПО 73.8 ± 11.8 16.9 ± 2.4 26.4 ± 3.7 36.8 ± 6.6
3 1.12 ± 0.32 11.7 ± 2.2 3860 ± 420 <ПО 208 ± 33 15.6 ± 2.2 23.1 ± 3.2 88.6 ± 16.0
4 0.31 ± 0.09 3.47 ± 0.66 1120 ± 120 <ПО 21.0 ± 3.4 6.84 ± 0.96 6.19 ± 0.87 19.0 ± 3.4
5 <ПО 3.05 ± 0.58 1390 ± 150 <ПО 207 ± 33 7.62 ± 1.07 13.2 ± 1.8 31.3 ± 5.6
6 <ПО 4.27 ± 0.81 1010 ± 110 <ПО 115 ± 18 2.93 ± 0.41 16.1 ± 2.2 28.1 ± 5.0
7 2.53 ± 0.73 9.75 ± 1.85 14700 ± 1600 26.8 ± 7.2 201 ± 32 9.84 ± 1.38 77.9 ± 10.9 190 ± 34
8 3.65 ± 1.06 11.2 ± 2.1 23200 ± 2600 5.64 ± 1.52 275 ± 44 14.1 ± 2.0 81.8 ± 11.4 46.7 ± 8.4
9 6.21 ± 1.80 18.0 ± 3.4 35300 ± 3900 26.5 ± 7.2 443 ± 71 22.9 ± 3.2 70.2 ± 9.8 176 ± 32

10 2.51 ± 0.73 11.4 ±2.2 14600 ± 1600 <ПО 228 ± 36 11.0 ± 1.5 83.4 ± 11.7 13.8 ± 2.5
11 3.86 ± 1.12 14.6 ±2.8 23100 ± 2500 0.11 ± 0.03 327 ± 52 15.9 ± 2.2 88.6 ± 12.4 25.6 ± 4.6
12 3.71 ± 1.08 13.5 ± 2.6 21700 ± 2400 13.3 ± 3.6 319 ± 51 14.9 ± 2.1 91.8 ± 12.8 120 ± 22
13 4.08 ± 1.18 14.9 ± 2.8 16600 ±1800 1.79 ± 0.48 231 ± 37 12.4 ± 1.7 90.9 ± 12.7 11.9 ± 2.1
14 4.09 ± 1.19 18.0 ± 3.4 24000 ± 2600 29.3 ± 7.9 349 ± 56 16.4 ± 2.3 92.0 ± 12.9 222 ± 40
15 4.40 ± 1.28 17.9 ± 3.4 35400 ± 3900 62.8 ± 17.0 340 ± 54 16.5 ± 2.3 94.7 ± 13.2 251 ± 45
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1 марта 2022 г. в онлайн режиме состоялось за-
седание бюро совета, на котором подведены ито-
ги конкурса на премии НСАХ РАН за 2021 г., об-
суждались подготовка IV Съезда аналитиков Рос-
сии (Москва, 25 сентября–1 октября 2022 г.),
план мероприятий совета на 2022–2024 гг., теку-
щие дела.

В номинации “За существенный вклад в раз-
витие аналитической химии” премии удостоен
д.х.н., профессор В.И. Вершинин (Омский госу-
дарственный университет), три молодежные пре-
мии получили м.н.с. С.А. Бабин и инженер-элек-
троник А.А. Дзюба (Институт автоматики и элек-
трометрии СО РАН, Новосибирск) – за создание
новых спектрометров для метода сцинтилляци-
онной атомно-эмиссионной спектроскопии;
м.н.с. А.С. Ужель (МГУ им. М.В. Ломоносова, ка-
федра аналитической химии) – за разработку но-
вых подходов к формированию ковалентно при-
витых функциональных слоев анионообменни-
ков с различной структурой; к.х.н., с.н.с.
М.С. Ермолин и к.х.н., н.с. А.И. Иванеев
(ГЕОХИ РАН) – за разработку и развитие ком-
плексного подхода к выделению и анализу нано-
частиц окружающей среды1.

Член-корр. РАН В.П. Колотов, сопредседа-
тель оргкомитета IV Съезда аналитиков России,
рассказал о состоянии подготовки мероприятия.
Съезд планируется провести в НМЦ профсоюзов
работников АПК (Москва) с 25 сентября по 1 ок-
тября 2022 г. Создан сайт съезда http://analysts-
congress.ru. Готовится программа съезда, ведется
работа по привлечению спонсоров.

О планах работы совета в 2022–2024 гг. расска-
зала ученый секретарь совета, к.х.н. И.Н. Киселе-
ва. Мероприятия 2022 г.:

– 13th Winter Symposium on Chemometrics
(28 февраля–4 марта 2022 г., онлайн формат). Ор-
ганизатор со стороны совета – комиссия по хемо-
метрике;

– 20-я Международная выставка “Аналитика-
Экспо 2022” (19–22 апреля 2022 г., Москва, КВЦ
“Крокус-Экспо”), в научной программе которой
два семинара, организованных советом, – “Со-
временные масс-спектрометрические методы для
биомедицинских исследований” (ведущий –
д.х.н. И.А. Родин, МГУ им. М.В. Ломоносова, ка-
федра аналитической химии) и “Аналитический
контроль нефти и нефтепродуктов” (ведущие –
д.х.н. Т.А. Марютина (ГЕОХИ РАН) и к.х.н.
Е.А. Новиков (РГУ нефти и газа им. И.М. Губкина));

– IV Съезд аналитиков России (Москва,
25 сентября–1 октября);

– 46-я Годичная сессия совета в рамках
IV Съезда аналитиков России.

В 2023 г. предполагается участие совета в оче-
редной 21-ой международной выставке “Анали-
тикаЭкспо 2023”.

В план мероприятий на 2024 г. включено про-
ведение 11-ой Всероссийской конференции по
электрохимическим методам анализа “ЭМА
2024” (Екатеринбург, май–июнь).

В 2022 г. исполняется 150 лет со дня рождения
М.С. Цвета – автора хроматографического мето-
да анализа. В совет поступило предложение о
проведении молодежного конкурса работ по хро-
матографии, посвященного этой дате. Решено
создать комиссию по выработке условий конкур-
са. Кроме того, предложено поднять вопрос об
учреждении Золотой медали или премии имени
М.С. Цвета РАН.

И.Н. Киселева
1 Более детальная информация о премиях совета 2021 г. пуб-

ликуется отдельно.

В НАУЧНОМ СОВЕТЕ РАН 
ПО АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ

EDN: HSYOPD
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Научный совет РАН по аналитической химии
в конце 2021 г. объявил конкурс на соискание
премий совета в номинациях “За существенный
вклад в развитие аналитической химии” и “Пре-
мии для молодых ученых РАН, других учрежде-
ний, организаций, студентов и аспирантов выс-
ших учебных заведений”. Поступившие на кон-
курс работы были рассмотрены жюри и его
рекомендации представлены бюро.

Премия “За существенный вклад в развитие
аналитической химии” присуждена д.х.н., про-
фессору Вячеславу Исааковичу Вершинину –
крупному специалисту в области молекулярной
спектроскопии и хемометрических способов об-
работки аналитической информации. По данным
РИНЦ, на работы В.И. Вершинина более 1200
ссылок. Он является соавтором широко извест-
ных учебных пособий: “История и методология
аналитической химии” (совместно с Ю.А. Золо-
товым), “Планирование и математическая обра-
ботка результатов химического эксперимента”
(совместно с Н.В. Перцевым), “Методы и дости-
жения современной аналитической химии”
(учебное пособие под ред. В.И. Вершинина и др.).
В течение многих лет Вячеслав Исаакович заве-
довал кафедрой аналитической химии Омского
государственного университета им. Ф.М. Досто-
евского, много лет активно работает в Комиссии
совета по преподаванию.

Молодежными премиями удостоены три рабо-
ты: к.х.н., с.н.с. М.С. Ермолина и к.х.н., н.с.
А.И. Иванеева (ГЕОХИ РАН) – за разработку ком-
плексного подхода к выделению и анализу наноча-
стиц окружающей среды; м.н.с. А.С. Ужель (МГУ
им. М.В. Ломоносова) – за разработку новых под-
ходов к формированию ковалентно привитых
функциональных слоев анионообменников с раз-
личной структурой; м.н.с. С.А. Бабина и инжене-
ра-электроника А.А. Дзюбы (Институт автомати-
ки и электрометрии СО РАН) – за создание новых
спектрометров для метода сцинтилляционной
атомно-эмиссионной спектроскопии.

Михаил Сергеевич Ермолин и Александр Иго-
ревич Иванеев представили цикл работ, посвя-
щенных выделению и анализу наночастиц окру-
жающей среды, проблема изучения которых как
носителей токсичных элементов, обладающих
очень высокой подвижностью и проникающей
способностью в живые организмы, очень акту-

альна. Авторами предложено использовать метод
проточного фракционирования частиц в попе-
речном силовом поле во вращающейся спираль-
ной колонке в сочетании с широким набором
аналитических и диагностических методов. Уста-
новлен элементный состав наночастиц городской
пыли и вулканического пепла, показано, что на-
ночастицы накапливают токсичные элементы в
количествах, в сотни раз превышающих их вало-
вое содержание в пыли и вулканическом пепле.
Авторами начата разработка стандартных образ-
цов природных и техногенных наночастиц, со-
здание которых является серьезной проблемой.
В этом направлении научная группа в ГЕОХИ яв-
ляется мировым лидером. По теме опубликована
21 статья в ведущих российских и международных
журналах, в том числе 12 с квартилем Q1, и один
патент РФ.

Работы Анны Станиславовны Ужель, выпол-
ненные в команде с сотрудниками кафедры ана-
литической химии химического факультета МГУ,
посвящены созданию высокоэффективных сор-
бентов для жидкостной хроматографии. По сво-
им возможностям разработанные сорбенты пре-
восходят мировые аналоги. Предложена общая
концепция выбора способа синтеза анионооб-
менников с повышенной разделяющей способ-
ностью. Разработаны способы получения гипер-
разветвленных анионообменников с различной
структурой привитого слоя для безреагентной
ионной хроматографии и управления их селек-
тивностью. С помощью полученных неподвиж-
ных фаз разделяют неорганические анионы и
анионы органических кислот в режиме ионной
хроматографии; сахара, аминокислоты, водорас-
творимые витамины, нуклеозиды и азотистые ос-
нования – в режиме гидрофильной хроматографии;
алкилбензолы – в режиме обращенно-фазовой
ВЭЖХ. По материалам исследований опубликова-
но 20 статей, 12 из них с Q1. А.С. Ужель – победи-
тель нескольких конкурсов в МГУ, получила пре-
мию за лучший стендовый доклад на Междуна-
родном симпозиуме по хроматографии во
Франции (2018 г.), являлась руководителем моло-
дежного гранта РФФИ.

Сергей Александрович Бабин и Анатолий
Александрович Дзюба активно участвовали в раз-
работке спектрометров для метода сцинтилляци-
онной атомно-эмиссионной спектроскопии. Ав-
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торами созданы аппаратный и программный
комплексы для реализации способа вдувания−
просыпки вещества в дуговой разряд. Сам метод
известен достаточно давно и весьма удобен при
анализе, в частности, минерального сырья, одна-
ко его реализация на устаревшей аппаратуре не
отвечала современному уровню. Достижением
соискателей является разработка новых систем
детектирования (МФЭС) с высоким быстродей-
ствием (до 1000 спектров/с) и улучшенным пре-
делом обнаружения (на уровне кларковых содер-
жаний для многих элементов). На разработанных
комплексах возможно одновременное определе-

ние элементного и вещественного составов по-
рошковых проб, что открывает новые перспекти-
вы совершенствования метода. Авторам потребо-
валось сочетание знаний микроэлектроники,
оптики, конструкторской и компьютерной тех-
нологии. По теме опубликовано 12 работ.

Научный совет РАН по аналитической химии
и редакция “Журнала аналитической химии” по-
здравляют лауреатов премий НСАХ РАН за 2021 г.
и желают им дальнейших творческих успехов.

И.Н. Киселева


