
Выделение вредных веществ
в салоне автомобиля

Анализ материалов согласно
требованиям стандарта VDA 278
с применением термодесорбции

UV-1900

Быстрая и простая 
УФ-Вид спектроскопия

50 лет компании Shimadzu в Европе

Основные этапы развития



85° N

85° N

80° N 75° N

0° 10° E 20° E 30° E 40° E

170° W 170° E 160° E 150° E 140° E 130° E 120° E180°

SHIMADZU NEWS 2/2018

СОДЕРЖАНИЕ

В любом океане, на любой 
глубине есть микроволокна 
и микропластик
От морских глубин до полярных льдов: микроанализ 
мельчайших частиц с помощью ИК-спектроскопии

Рисунок 1: Места обитания особей полярной трески

км

Н

ПРИМЕНЕНИЕ

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

ОБОРУДОВАНИЕ

 
UV-1900: Идеальный прибор
для любых аналитических задач —
быстрая и простая УФ-Вид 
спектроскопия 6 

 

ПОСЛЕДНИЕ ИЗВЕСТИЯ

ALSACHIM: соединения в антиби-
отиках, представляющие 
особую важность 5

50 лет компании Shimadzu в Европе.
Основные этапы развития 14

Перспективы масс-спектрометрии
в химико-токсикологических
исследованиях 24

 

 

 

ТЕМАТИЧЕСКАЯ СТАТЬЯ

Остаточное содержание минераль-
ных масел в продуктах питания. 
Определение углеводородов мине-
ральных масел с использованием 
многомерной хроматографии 
и сопряжения ВЭЖХ с ГХ  12

 
 

 

Фармацевтическая
промышленность

Производство пластмасс и РТИ

Клиническая лабораторная
диагностика

Химия/Нефтехимия/
Биотопливо/Энергетика

ОБЛАСТИ ПРИМЕНЕНИЯ

Пищевая промышленность, 
сельское хозяйство

Охрана окружающей среды

Автомобилестроение

В любом океане, на любой       
глубине есть микроволокна                
и микропластик  2

Стерильная чистота. Валидация 
очистки технологического обору- 
дования на фармацевтическом 
предприятии с помощью 
ТОС-анализаторов  8

SteBLife — новая процедура 
экспресс-оценки для расчетов 
долговечности материалов,  
образцов и компонентов 10

Анализ выделения ЛОС и СЛОС        
в салоне автомобилей. Анализ 
материалов согласно требованиям 
стандарта VDA 278 с применением 
термодесорбции 16

Масло в воде? Быстрый и эффектив- 
ный анализ на наличие минераль- 
ных масел в объектах окружающей 
среды согласно нормам H53 18

Непростой выбор. Не все колонки  
C18 имеют одинаковую 
эффективность 21

Дериватизация солями пирилия. 
Способ повышения чувствитель- 
ности при анализе пептидов  
методом ЖХМС/МС  26

       а всех континентах ученые
  обнаруживают полимерные  
 микрочастицы в живых
организмах. Не стали исключе-
нием и морские животные, напри-
мер, полярная треска (Boreogadus 
saida) или глубоководные рако-
образные (Lysianassoidea amphi-
pods), которые являются важной 
частью пищевой цепочки рыб, 
пингвинов, морских птиц или 
тюленей. Две рабочие группы 
(Университет Ньюкасла, Велико-
британия и Морской исследова-
тельский центр в Вагенингене, 
Нидерланды) исследовали содер-
жимое желудка соответствующих 
видов животных и выделили микро-
частицы размером около 100 мкм.

Полярная треска
с Северного полюса

Многие считают Северный Ледо-
витый океан нетронутой чистой 
природной средой. Однако 
Арктика не является изолирован-
ной системой, а находится под 
влиянием человека, который 
меняет климат и загрязняет 
окружающую среду. Недавно 
рядом с архипелагом Шпицбер-
ген (Норвегия) в Северном 
Ледовитом океане было обнару-
жено ещё одно скопление мусо-
ра — отходов пластика из южных, 
более урбанизированных райо-
нов. Остатки пластмассы найдены 
и в морском льду. При таянии 
льда частицы пластика могут 
высвобождаться и попадать         
в организмы существ, которые 
живут и питаются подо льдом. 
Под морским льдом, например, 
проводит свои первые годы 
полярная треска. Она питается 
мелкими ракообразными и сама 
является важной добычей для 
более крупных животных — 
морских птиц и млекопитающих. 

Поэтому полярная треска счита-
ется ключевым биологическим 
видом арктической экосистемы. 
Для исследования рыбу вылавли-
вали непосредственно под 
морским льдом Евразийского 
бассейна и в открытых водах 
вокруг Шпицбергена [1].

Глубоководные креветки

Чтобы собрать подвижные формы 
морских организмов на экстре-
мальных морских глубинах, 

исследователи из университета 
Ньюкасла использовали погруж-
ные зонды. Пробы брали на 
глубине 11 000 м в Марианской 
впадине — глубоководном кана-
ле в западной части Тихого океа-
на к востоку от Микронезийских 
островов, и в других тихоокеанс-
ких впадинах на глубине до 7000 м. 
Большинство организмов были
представителями вида Lysianas-
soidea amphipods. Они хорошо 
приспособлены к условиям 
обитания в морских глубинах. 
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Рисунок 3: Погружные датчики для больших глубин

Рисунок 4: Hirondellea gigas — представитель семейства амфиподов

Рисунок 2: Две частицы, обнаруженные в желудках полярной трески, забитых пластиком
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Так, было обнаружено, что эти 
глубоководные организмы 
способны даже вырабатывать 
ферменты для переваривания 
древесных волокон [2].

Подготовка образцов

Самая серьезная проблема при 
анализе микрочастиц — загряз-
нение образцов электростати-
чески заряженными частицами, 
находящимися в воздухе или 
теми, что переносят люди 
(чешуйки и волокна). Некоторые 
частицы пластика, так называ-
емые микроволокна (например, 

от одежды) попадают не только 
в организм животных. Они 
настолько легкие, что могут 
содержаться в воздухе. Поэтому 
невозможно точно понять, какие 
волокна попали в образец с пи-
щей животных, а какие — из-за 
загрязнения воздуха [1]. Очистка 
микрочастиц — еще одна сложная 
задача. Следует ли брабатывать 
образцы химически, чтобы уда-
лить все остатки белковых моле-
кул, или их нужно просто промы-
вать водой? При использовании 
химической очистки информация 
о загрязняющих химических 

веществах может потеряться. При 
очистке водой эта информация 
сохраняется, хотя само качество 
очистки может быть более низким. 
Микрочастицы из организма 
амфиподы обрабатывали раство-
ром KOH (гидроксида калия), 
который растворяет все органи-
ческие наслоения, не разрушая 
пластик. Частицы из организма 
полярной трески промывали водой. 

Анализ с использованием 
инфракрасной микроскопии

В публикациях описаны разные 
методы идентификации микро-
частиц. Для частиц размером 
несколько микрон нужен метод 
измерения, который учитывал 

бы физические свойства образца. 
Наиболее предпочтительным 
методом является инфракрасная 
спектроскопия. Для исследования 
микрочастиц использовали ИК-
Фурье спектрометр IRTracer-100,
инфракрасный микроскоп 
AIM-9000 и алмазную ячейку DC3 
компании Specac. В зависимости 
от типа образца проводили либо 
измерение в одной точке, либо 
анализ всей поверхности (карти-
рование). В алмазной ячейке
мелкие неровные частицы сжима-
ют до тех пор, пока они не стано-
вятся плоскими и прозрачными. 
В результате частицы можно 
анализировать на пропускание. 
Полученные ИК-спектры сравни-
вали с различными библиотека-
ми спектров (Shimadzu, Sadtler, 
STJapan-Europe и др.). 

Исследование процесса попада-
ния пластика в организм

Для исследования предполага-
емой корреляции между содержа-

нием пластика в морском льду  
и его потреблением рыбой был 
проведен анализ желудков 72 
особей полярной трески на 
возможное содержание пластика. 
Из проанализированных 72 рыб 
мелкие частицы пластика были
обнаружены в организме двух 
особей (2,8 % от собранных 
образцов). Этот результат сопоста-
вим с показателями исследования 
рыбы из норвежских и канадских 
вод. Синяя частица размером 
200 мкм, представленная на рис. 2, 
проанализирована методом
инфракрасной микроскопии. 
Результат измерения в режиме 
пропускания показал, что 
частица состоит из комбинации 
неорганического (каолин) и поли-

мерного материала (полиметил-
метакрилат) (рис. 5, стр. 4).

ИК-спектр пропускания красной 
частицы (рис. 2) характерен для 
смеси эпоксидной смолы и клея 
на акриловой основе [1]. На рис. 5 
приведен пример анализа синей 
частицы. Основные компоненты 
частицы — ПММА (полиметил-
метакрилат) и каолин — были 
идентифицированы с помощью
библиотечного поиска. В верхней 
части рисунка показан каолин, 
посередине — спектр пропуска-
ния микрочастицы и ниже — 
спектр ПММА.

В желудке глубоководной кревет-
ки была обнаружена частица, 
состоящая из «полиэтилена», 
окруженная смесью органических 
и неорганических веществ (рис. 6, 
стр. 4). Полиэтилен — очень 
легкий полимер, его плотность
ниже 1 (таблица 1, стр. 4), и он
фактически плавает в верхних 
слоях воды. Эта частица 
предположительно достигла 
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Рисунок 5: Анализ образцов из организма полярной трески

Рисунок 7: Спектры образцов из организма
амфиподы

Площадь микроанализа
X 35395   Y 15592   Z 37242
Апертура: W 15   H 15
Угол 86

Характеристика ПЭНП ПЭВП ЛПЭНП ПММА Морская вода (температура: –10 °C; концентрация соли: 35 г/л)

Плотность, г/см3 0,915–0,935 0,94–0,97 0,87–0,94 1,18–1,19 1,027

Таблица 1: Плотность морской воды, полиэтилена (ПЭ) и полиметилметакрилата (ПММА) [Википедия]

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

3000

Карбонат кальция/CaCO3

1900     1300      700

A

см-1

Рисунок 8: ИК-картирование образца
из организма амфиподы

Рисунок 8a: Цветовая шкала ИК-картирования

Рисунок 6: Изображение частицы с CCD-камеры ИК-микроскопа AIM-9000

глубоких морских слоев в резуль-
тате агломерации мелких морских
животных и их скелетов или 
других внешних воздействий.
В правой верхней части частицы 
(рис. 6) выделено пятно измере-
ния размером 15 х 15 мкм. Это 
изображение в режиме пропуска-
ния частицы размером 100 мкм 
в алмазной ячейке, которое было 
увеличено и сглажено. 

На рисунке четко видно, что 
частица имеет корону. В резуль-
тате измерения было выявлено, 
что это CaCO3 (карбонат 
кальция) (рис. 7). Благодаря 
четкости изображения частица 
была проанализирована в режи-
ме сканирования и картирования 
(рис. 8). Корона отображается 
очень четко при проведении 
картирования по длине волны 
колебания карбонильной 
группы CaCO3.

Вывод — пластик является 
дополнительным негативным 
фактором воздействия

Согласно результатам исследо-
вания, загрязнение вод пластико-
выми отходами достигло Север-
ного Ледовитого океана и уже 
влияет на состояние воды на боль-
шой глубине, а рыбы и амфиподы 
могут проглатывать пластиковые 
частицы. Последствия приема 
частиц пластика остаются неясными.

25 мкм

Датчик 11a 6 (35394,15590)

5 мкм

Интенсивность 1 750,00

Уравнение

В сочетании с другими фактора-
ми — изменением климата, 
увеличением интенсивности 
судоходства и расширением 
ареалов рыболовства — загрязне-
ние пластиковыми отходами 
может стать дополнительным 
негативным фактором воздей-
ствия для чувствительной 
арктической экосистемы [1].
Предполагается, что пластик, 

который достигает морского 
дна, остается там навсегда.        
В результате пластик будет 
накапливаться на морском дне. 
Это очень тревожный вывод. 
Обнаружение искусственных 
волокон в желудках животных, 
обитающих на глубине 11 км, 
четко демонстрирует проблему 
расширения зоны загрязнения 
микрочастицами пластика [3].
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Соединения в антибиотиках, 
представляющие особую важность
ALSACHIM поддерживает фармацевтические компании
и программы по использованию антибиотиков

ПОСЛЕДНИЕ ИЗВЕСТИЯ

SHIMADZU NEWS 2/2018

К       омпания ALSACHIM,   
 входящая в состав  Shimadzu  
 Group, представила полную 
линейку меченых внутренних 
стандартных образцов антибиоти-
ков, применение которых расши-
ряет возможности терапевтичес-
кого лекарственного мониторинга. 
Этот список включает специфичес-
кие меченые соединения, такие 
как тазобактам, авибактам или 
цефтолозан и цефтаролин.

Компания ALSACHIM — мировой
лидер в области создания внутрен-
них стандартных образцов, ме-
ченных стабильными изотопами 
(13C, 2H, 15N), структурных бло-

ков, меченных стабильными изо-
топами, активных фармацевти-
ческих ингредиентов (API) и мета-
болитов, используемых для 
исследований в сфере биоана-
лиза. В 2017 году компания стала 
частью Shimadzu Group. Продук-
ция компании дополнила 
ассортимент решений Shimadzu 
для клинической лабораторной 
диагностики.

Вот уже 13 лет эта французская
компания поставляет свое обору-
дование клиентам по всему
миру. Она широко представлена
в сфере химической промышлен-
ности, включая фармацевтичес-

кую и биотехнологическую отрас-
ли, в клинических и биоаналити-
ческих исследовательских органи-
зациях и научно-исследовательс-
ких учреждениях в таких областях, 
как здравоохранение, производ-
ство продуктов питания и 
экомониторинг.

Тазобактам-13C2-15N2, 
авибактам-13C5, цефтолозан- 
d2-15N2 — особо ценные 
соединения в антибиотиках

В постоянном поиске новых реше-
ний компания ALSACHIM прово-
дит разнообразные исследования. 
Компания разработала основные 

меченые препараты антибиоти-
ков. Использование антибиотиков 
представляет сегодня настоящую 
медицинскую проблему, и все 
основные организации в сфере 
здравоохранения пытаются решить 
связанные с ними проблемы 
(резистентность к антибиотикам, 
остаточное содержание антибио-
тиков в крови, сочетание анти-
биотиков и т. д.). 

В связи с этим компания ALSACHIM 
разработала внутренние стандар-
ты, меченные стабильными изото-
пами, для различных групп анти-
биотиков, таких как бета-лакта-
мы, цефалоспорины, карбапене-
мы, пенициллины и др. Ассорти-
мент меченых и немеченых моле-
кул антибиотиков расширился. 
Сейчас ALSACHIM предлагает 
клиентам высококачественные 
аналитические стандартные образ-
цы, меченные изотопами, такие 
как амоксициллин-d4, авибактам-
13C5, цефепим-13Cd3, цефотак-
сим-13Cd3, цефтаролин-13Cd3, 
цефтазидим-d6, цефтолозан-d2-
15N2, клоксациллин-d5, флуклокса-
циллин-13C4-15N, меропенем-d6 
или тазобактам-13C2-15N2.
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UV-1900: идеальный прибор
для любых аналитических задач
Никогда ранее УФ-Вид спектроскопия не была такой простой и быстрой

УФ-Вид спектрофотометр UV-1900
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Рисунок 2: Калибровочная кривая для UV-1900 (черная линия) является более линейной, 
чем кривая для прибора с уровнем рассеянного излучения 1 % (красная линия)

Рисунок 3: Интуитивно 
понятный интерфейс
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Рисунок 1: Сенсорный экран — простота в использовании

Прибор с уровнем рассеянного излучения 1 %

UV-1900

Н

UV-Vis, что позволяет оптимизи-
ровать работу лаборатории.

Новейшие разработки для 
создания беспрецедентных 
возможностей

Запатентованная LO-RAY-LIGH® 
дифракционная решетка, обычно 
используемая в моделях более 
высокого класса, обеспечивает  
в случае UV-1900 самый низкий 
в своем классе уровень рассеян-
ного излучения (менее 0,5 % при 
198 нм). Это даёт высокую фото-
метрическую воспроизводимость 
и высокую точность, что обеспечи-
вает один из самых больших 
диапазонов линейности (рис. 2).
Ширина спектральной щели  
UV-1900 составляет 1 нм, что соот-

ветствует требованиям к прибору, 
прописанным в Фармакопеях 
разных стран. Более того, новый 
режим ультрабыстрого сканиро-
вания позволяет проводить изме-
рения со скоростью 29 000 нм/мин. 
Благодаря этому значительно 
сокращается время анализа      
и открываются возможности    
по исследованию кинетики 
быстрых реакций.

Идеальный прибор для 
любых аналитических задач

Цветной сенсорный экран (управ-
ление касанием пальца или 
прилагаемым стилусом) допол-
нен интуитивно понятным интер-
фейсом. Все режимы измерения 
(фотометрический, спектральный, 

 овый спектрофотометр  
 UV-1900 объединяет двух-
 лучевую оптическую систе-
му с монохроматором Черни-Тер-
нера и запатентованной LO-RAY-
LIGH® дифракционной решеткой 
компании Shimadzu. Это техничес-
кое решение обеспечивает низ-
кий уровень рассеянного излуче-
ния и фотометрическую воспро-
изводимость, ранее недоступные 
в данном классе приборов.

UV-1900 также гарантирует макси-
мальную эффективность благодаря 
самой высокой скорости сканиро-
вания в своем классе приборов 
(29 000 нм/мин). Для измерения 
во всем спектральном диапазоне 
требуется всего три секунды. 
Управлять UV-1900 можно как 
с помощью встроенного програм-
много обеспечения, так и посред-
ством программного обеспечения 
нового поколения LabSolutions 
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Рисунок 5: Управление проектами LabSolutions DB или CS

Рисунок 6: Внешний вид нового программного обеспечения LabSolution UV
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Рисунок 4: Исследование кинетики процесса агломерации наночастиц серебра

Для более удобного поиска 
данных отображаются только 
данные, связанные с проектом

Авторизация

Доступ разрешен
Данные 
Проекта 

B

Проект А

Данные 
Проекта 

А

Управление можно адаптировать под конкретную задачу!

Сервер  
LabSolutions

Доступ разрешен

Проект B

количественный, кинетический, 
измерение основных параметров 
во времени и био-методы для ана-
лиза ДНК или белков) доступны 
без использования ПК. Встроен-
ные функции валидации и безопас-
ности обеспечивают полную под-
держку требований Фармакопей 
различных стран, GLP/GMP, FDA 
и других нормативных документов. 
Кюветное отделение вмещает 
разнообразные аксессуары, напри-
мер, проточную кювету, термо-
статируемый держатель кювет  
и приставку для измерения 
зеркального отражения. 

Все это делает UV-1900 идеальным 
прибором для различных отрас-
лей — например, для произ-
водства продуктов питания, фарма-
цевтической или химической 
промышленности. Весь спектраль-
ный диапазон можно проскани-
ровать за считанные секунды. До 
настоящего времени при работе  
в режиме измерения основных 
параметров во времени можно 
было наблюдать изменение 
интенсивности только при одной 
заданной длине волны, теперь 
же можно исследовать измене-
ние всего спектра поглощения.

LabSolutions UV-Vis откры-
вает широкие возможности

Новое программное обеспече-
ние LabSolutions UV-Vis повышает 
эффективность работы за счет 
максимального использования 
широких возможностей UV-1900. 
Четкая и простая структура програм-
мы идеально вписывается в семей-
ство LabSolutions (LabSolutions IR, 
LabSolutions RF). 

Процессы конфигурирования 
системы и измерений оптимизи-
рованы с помощью простых в 
использовании окон и понятных 
значков. Доступ к различным режи-
мам работы осуществляется через 
LabSolutions Manager. Доступны 
следующие режимы измерения: 
спектральный, количественный, 
фотометрический и измерение 
основных параметров во времени. 
Новая функция оценки спектров 
упрощает контроль качества за 
счет автоматического сравнения 
анализируемых образцов для 
оценки сходимости. В качестве 
дополнительного программного 
обеспечениЯ может быть добавле-
но ПО по определению цветности. 
Многочисленные данные легко 

экспортируются одним щелчком 
мыши в другие форматы, такие 
как текстовый или Microsoft Excel. 
Кроме того, LabSolutions UV-Vis 
предоставляет пользователю 
такие удобные функции, как отобра-
жение данных о концентрации в 
реальном времени или автомати-
ческое определение оптимальных 
параметров для обнаружения пи-
ков. Соответствие требованиям 
электронной подписи и электрон-
ной записи (ER/ES) обеспечивается 
с помощью платформы LabSolu-
tions DB или CS производства 
Shimadzu. Это ПО предлагает 
функционал по управлению проек-
том, подходящий для решения 
аналитической задачи и работы 
системы. Он позволяет управлять 
оборудованием и пользователями, 
политикой безопасности и обра-
боткой данных для каждого 
отдельного проекта, повышая 
эффективность поиска данных, 

и обеспечивать управление 
проекта в целом.

Заключение

Новый UV-1900 устанавливает 
новый стандарт для компактных 
УФ-Вид спектрофотометров. 
Использование запатентованной 
LO-RAY-LIGH® дифракционной 
решетки обеспечивает превосход-
ные фотометрические характе-
ристики. Цветной сенсорный 
экран и ПО LabSolutions UV-Vis 
позволяют работать на современ-
ном техническом уровне как в 
автономном режиме, так и при 
управлении через ПК. При этом 
создана полная совместимость 
с UVProbe. Широкий диапазон 
режимов измерения и соответ-
ствие международным нормам 
позволяют использовать этот 
компактный прибор в различных 
областях науки и производства.
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Стерильная чистота
Валидация очистки технологического
оборудования на фармацевтическом
предприятии с помощью
ТОС-анализаторов

Рисунок 1: Тампон для
протирки для отбора пробы

Рисунок 2: TOC-L с SSM-5000A

ПРИМЕНЕНИЕ
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П
 ри производстве фарма-
 цевтических препаратов
 крайне важно соблюдать 
высокие стандарты чистоты и 
бережного обращения с субстан-
циями и активными ингредиента-
ми. Особенно важно удалять все
технологические остатки с поверх-
ности производственного обору-
дования, поскольку только тща-
тельно очищенная установка 
позволит избежать загрязнения 
и порчи производимого препара-
та, и обеспечит его безопасность 
для пациентов.

Например, в 1988 году пришлось
отозвать 200 миллионов доз 
препарата, снижающего уровень 
холестерина, — они содержали 
остаточные количества пестици-
дов. Предположительно произош-
ло перекрестное загрязнение, 
поскольку бочки из-под раствори-
теля для производства пестици-
дов были повторно использованы 
при производстве лекарственного
препарата. На тот момент произво-
дитель лекарственных препара-
тов не проводил ни надлежащих 
проверок, ни валидации очистки.

Нормативные требования

В результате описанных событий
в 1993 году были составлены
основные нормативные требова-
ния к очистке, изложенные 
в «Руководстве по инспектирова-
нию валидации процессов 
очистки (7/93)» FDA (Управление
по контролю за пищевыми 
продуктами и лекарственными 
средствами США). В настоящее 
время утвержденный процесс 
очистки должен быть подтвержден 
документально. В результате  
очистки уровень активных фарма-
цевтических ингредиентов (API), 
технологических остатков, мою-
щих средств и микробного загряз-
нения на поверхностях производ-
ственного оборудования, контак-
тирующего с продукцией, должен
быть снижен до уровня, приемле-
мого для изготовления фарм-
препаратов. Это особенно важно 
при серийном производстве, так 
как одну и ту же установку исполь-
зуют для различных субстанций. 
Поэтому необходимо избегать 
нежелательного смешивания
готовой продукции. После выпуска 
очередной партии препаратов 
все используемое оборудование, 
например реакторы или фермен-
теры, должно быть очищено 
перед началом производства 
следующей серии. Сначала 
устанавливают строгие параметры 
процесса очистки, затем выполня-

ют анализ и документирование.
Образец проверяется по опреде-
ленным параметрам. Если полу-
ченное предельное значение не 
превышено, систему считают 
очищенной и ее можно исполь-
зовать вновь. Этот процесс назы-
вается валидацией очистки.
Метод очистки существенно 
влияет на способ отбора образцов.

Метод «Очистка на месте»

Очистка по типу CIP (Clean in 
Place, «Очистка на месте») 
происходит автоматически без 
демонтажа системы. Это означает, 
что система должна соответ-

ствовать типу CIP. Он предусмат-
ривает использование форсунок, 
сборных емкостей, отсутствие 
«мертвых зон» и возможность 
утилизации моющего средства.
Параметры времени и температу-
ры, а также расход чистящего 
средства и растворителя при 
очистке CIP оптимизированы, 
что обеспечивает ее высокую 
эффективность. Автоматическая 
очистка также позволяет стандар-
тизировать и легко проверять ход 
процедуры. При очистке по типу 
CIP из объема жидкости, которая 
используется для последнего цикла 
промывки (окончательная промыв-
 ка), производят отбор  
 пробы и анализ. Это  
 достаточно простой и  
 быстрый метод, который  
 легко автоматизируется.

 
Метод «Очистка вне места»

При очистке по типу COP (Clean 
out of Place, «Очистка вне места») 
систему необходимо демонти-
ровать, а очистку компонентов 
проводить отдельно. Эта проце-
дура требует большого количества 
времени и трудозатрат. Учиты-
вая индивидуальный характер
данной процедуры, ее нельзя
стандартизировать. Однако ее
преимуществами являются 
более низкая стоимость и возмож-
ность визуальной оценки.

При очистке по типу COP для 
отбора проб видимых остатков 
загрязнения используют контроль-
ный тампон для протирки (рис. 1). 
В этом случае речь идет об отло-
жениях на поверхности, образо-
вании осадка в углах производ-
ственного оборудования и трудно-
растворимых веществах. 
Впоследствии можно провести 
водную экстракцию пробы         
с поверхности тампона и проана-
лизировать полученный раствор. 
Если в качестве растворителя
используют воду, то для последую-
щего анализа используют опреде-
ление показателя ТОС. В качестве 
альтернативного метода можно 
провести прямой анализ тампона 
(в случае безуглеродного тампо-
на) с помощью анализатора
общего органического углерода
в комплекте с приставкой для 
анализа твердых образцов.

Используемые методы 
анализа

Существует несколько аналити-
ческих методов для проведения 
валидации очистки. Они разли-
чаются по степени чувствитель-
ности и специфичности. Наибо-
лее распространенные методы
приведены в таблице 1. 
Используя ВЭЖХ и ГХ можно 
выборочно идентифицировать 
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Дополнительная
информация об этой
статье:

TOC

pH

Электропроводность

УФ-Вид 
спектроскопия

Хроматография

Нет

Нет

Нет

Да

x

x

В зависимости от длины волны

x

x

x

x

Метод Выявляемые компоненты
Активные

ингредиенты

Транексамовая кислота

Безводный кофеин

Изопропилантипирин

Нифедипин

Гентациновая мазь

Мазь Риндерон

Растворим

Растворим

Нерастворим

Нерастворим

Нерастворим

Нерастворим

105,0 %

108,0 %

109,0 %

107,0 %

4,4 %

15,2 %

107,0 %

109,0 %

92,2 %

89,9 %

1,7 %

7,5 %

101,0 %

100,0 %

105,0 %

106,0 %

100,0 %

104,0 %

Вещество Растворимость
в воде

Степень извлечения

Таблица 1: Методы анализа

Таблица 2: Степень извлечения для различных типов веществ и образцов
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Промывочная
вода

Водная экстрак-
ция тампона

Прямое сжига-
ние тампона

Специфич-
ность Моющие

агенты

ПРИМЕНЕНИЕ

агенты и моющие средства. 
Однако в некоторых химических 
процессах очистки возможна 
ситуация, когда первоначально 
существующие компоненты невоз-
можно обнаружить из-за реакций 
распада. Если в качестве дополни-
тельных чистящих средств исполь-
зуют кислоты или щелочи, для
оценки процесса очистки исполь-
зуют неспецифические параметры, 
такие как уровень pH или электро-
проводность. Однако таким 
способом невозможно идентифи-
цировать активные ингредиенты 
и вспомогательные вещества.

Для быстрой оценки концентра-
ции активных веществ, а также 
остатков чистящих и вспомогатель-
ных веществ после процедуры 
очистки, можно использовать 
такой суммарный параметр, как 
содержание общего органичес-
кого углерода. 

Анализ на содержание 
общего органического 
углерода при валидации 
очистки

Показатель ТОС (общий органи-
ческий углерод) позволяет оце-
нить содержание органических 
соединений за одно измерение, 
поэтому лучше всего подходит 
для определения загрязнения
органическими компонентами.
Органические соединения в образ-
це окисляются до СO2, который 
определяют с помощью бездис-
персионного ИК-детектора.
Значение общего органического
углерода (TOC) отражает общее

• SCA-130-202,  
 Определение  
 содержания  
 общего органи-
 ческого углерода (ТОС) при   
 валидации очистки методом   
 смывов, файл “202_cleaning_
 validationfinal_rinse_12.pdf”

• SCA-130-203 Определение   
 содержания общего органи-
 ческого углерода (ТОС) при   
 валидации очистки методом   
 мазка, файл “203_203_cleaning_
 validation_swab_methode_12k.pdf”

органическое загрязнение, вызван-
ное веществом-предшествен-
ником, используемыми добавками 
и остатками моющих средств. 
Таким образом, водные образцы 
(окончательная промывка или 
водный экстракт тампона), можно 
быстро и легко проанализировать 
(время анализа — примерно 4 мин). 
Необходимое условие — хорошая 
растворимость в воде всех веществ. 
Для нерастворимых в воде ве-
ществ рекомендуется исполь-
зовать прямое сжигание безугле-
родных тампонов. В таблице 2 
приведены примеры степени извле-
чения различных водораствори-
мых и водонерастворимых ве-
ществ из указанных образцов.

Два метода, одно устройство

Для оценки процедуры очистки
обычно используют оба метода 
отбора проб: прямой отбор проб 
с поверхности (метод мазков) и 
метод смывов (анализ последних 
промывных вод). Такой тандем 
позволяет исследовать всю техно-
логическую установку, а также 
особо важные участки с макси-
мальной точностью. Анализ 
промывных вод, водного экстракта 
пробы с поверхности тампона 
или непосредственно самого там-
пона можно провести на одном 
анализаторе общего органичес-
кого углерода.

Современные ТОС-анализаторы,
например серии TOC-L компании 
Shimadzu, позволяют проводить 
предварительную подготовку
образцов в автоматическом 

режиме (подкисление и барботи-
рование). При большом потоке 
проб для экономии времени 
удобно использовать автодоза-
тор. В системах используется
высокоэффективный платиновый
катализатор, в результате чего
каталитическое окисление 
проходит при температуре 680 °C.
При выходе результатов измере-
ний за пределы калибровочной 
кривой специализированная 
система позволит провести 
разбавление образца в автомати-
ческом режиме. Стандарты
также автоматически разбавля-
ются для получения калибро-
вочных кривых при одинаковых 
интервалах концентрации.

Для прямого сжигания тампонов
анализатор общего органичес-
кого углерода оснащается 
приставкой для анализа твердых 
образцов SSM-5000A (рис. 2). 
Каталитическое окисление там-
пона происходит в присутствии 
кислорода при 900 °С. Количест-
венная оценка выделяющегося 
CO2 позволяет определить 
показатель ТОС.

Заключение

В фармацевтической промышлен-
ности используют различные 
методы очистки, например, 
«Очистку на месте» или «Очистку 
вне места». Определение ТОС 
лучше всего подходит для опреде-
ления загрязнений, вызванных 
органическими соединениями. 
Для отбора проб можно исполь-
зовать прямой отбор проб с поверх-
ности (метод мазков) и метод 
смывов (анализ последних промыв-
ных вод), при этом каждый метод 
имеет свои преимущества и не-
достатки. Таким образом, оба 
метода используются при прове-
дении валидации очистки. С по-
мощью ТОС-анализаторов серии 
TOC-L процесс очистки техноло-
гического оборудования в фарма-
цевтической промышленности 
может быть быстро и легко за-
документирован с использова-
нием обоих методов отбора проб.
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SteBLife — новый метод экспресс-
оценки для расчета циклической 
долговечности материалов,
образцов и компонентов
Подход SteBLife сокращает трудоемкость испытаний до 95 % 

при использовании сервогидравлической испытательной системы Shimadzu 

Рис. 1 Экспериментальная установка
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Траверса

Захват

Сервоклапан

Колонка

Тензо- 
датчик

Рычаги управления
захватами

Кнопка аварийного
останова

1) Сервогидравлическая испытательная
 система
2)  Охлаждающее устройство
3)  Инфракрасная камера

Д
 остоверные данные об  
 усталостных  характерис-
 тиках материала — насущ-
 ная необходимость. 
Статья посвящена возможностям 
методов неразрушающего и 
разрушающего контроля, которые 
могут дать гораздо больше инфор-
мации об усталостных характерис-
тиках и при этом сократить уси-
лия на проведение эксперимен-
тов и необходимые затраты.

Новый подход SteBLife — это 
усовершенствованный метод 
для быстрого расчета цикличес-
кой долговечности материала, 
разработанный на кафедре нераз-
рушающего контроля и обеспече-
ния качества в Саарландском 
университете, Германия. В этом 
методе учитывается нелиней-
ность упругопластических свойств 
материала (или «неоднородное 
сопротивление усталости 
элементов материала»).

В данном подходе предполага-
ется, что число усталостных 
испытаний, необходимых для 
моделирования полной S-N-
кривой материала, может быть 
ограничено всего несколькими 
тестами при использовании 
образца ступенчатой формы. 
Это позволяет значительно повы-
сить эффективность по сравне-
нию с обычным методом постро-
ения S-N-кривой, когда требуется 
не менее 15 обычных усталост-
ных испытаний. В рамках представ-
ленной работы метод SteBLife 
продемонстрирован для нормали-
зованной стали SAE 1045 (C45E).

Экспериментальная установка

Образец стали марки C45E (SAE 
1045) испытывали при постоянной 

амплитуде напряжения цикла 
(CATs) по симметричному циклу 
(R=–1) при частоте f = 5 Гц и макси-
мальной циклической / квази-
статической нагрузке F=21/25 кН 
при комнатной температуре на 
сервогидравлической испытатель-
ной системе Shimadzu EHF-L.

Усталостные испытания проводи-
ли с максимальным числом циклов 
Nмакс, равным 2×106, или до 
разрушения образца. Чтобы 
оценить динамику усталостных 
характеристик, во время испыта-
ния с помощью инфракрасной 
камеры непрерывно измеряли 
изменение температуры ΔT в 
нескольких точках на поверх-
ности базы измерения образца.

Это изменение температуры 
напрямую связано с изменениями, 
вызванными деформацией 
микроструктуры материала 
образца, и можно предположить, 
что оно отражает степень 
усталости материала. Эксперимен-
тальная установка показана на 
рис. 1 [1, 2].

Для термостабилизации захватов 
испытательной машины сконструи-
рован водяной контур на основе 
элемента Пельтье. Его исполь-
зовали со стандартными захвата-
ми Shimadzu для уменьшения 
разницы температур между 
верхним и нижним захватом во 
время испытания до значения 
менее 1 К [1]. 

Результаты

Для испытаний использовали 
цилиндрические образцы ступен-
чатой формы (рис. 2). Измери-
тельная база образца сформиро-
вана пятью частями с разным 
диаметром, но одинаковым 
объёмом, что приводит к различ-
ным значениям напряжения 
вдоль осевого направления 
образца во время испытания. 

Плавный переход между частя-
ми с разным диаметром осущест-
вляется с радиусом r=4 мм, что 
позволяет избежать концентра-
ции напряжений. 

Инфракрасная камера измеряет 
температуру образца в семи 
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Рисунок 2. a) Кривые циклического деформирования в координатах «Изменение температуры–
число циклов» для различных областей измерения ступенчатого образца; b) Зависимость 
«амплитуда напряжения цикла–изменение температуры на поверхности образца» при проведе-
нии испытания нормализованной стали SAE 1045 (C45E) при постоянной амплитуде напряжения 
цикла σа = 360 МПа (для базы испытания диаметром 6 мм) 
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ΔTi  значения при Nf/2

ПРИМЕНЕНИЕ

точках. Размер поля измерения 
составляет 5 × 5 пикселей и зада-
ётся в программном обеспечении 
ИК-камеры. 5 точек находятся на 
описанных ранее частях измери-
тельной базы образца и две 
точки на концах образца вне 
зоны измерения. Для однород-
ных материалов одного теста 
достаточно, чтобы получить рас-
чётные данные для построения 
S-N-кривой.

Для этого случая разработан ва-
риант SteBLifestc (step-bar fatigue 
life single test trend curve), т.е. 
метод единичного испытания     
с построением ориентировоч-
ной S-N кривой. 

Образец подвергают цикличес-
кой осевой нагрузке с амплиту-
дой Fa = 9,170 кН с коэффициен-
том асимметрии цикла напря-
жений R = –1. Т.к. образец имеет 
симметричную форму, была 
сгенерирована одна кривая 
циклического деформирования 
для диаметра 6 мм (ΔT1) и по 
две для диаметров 6,2 мм (ΔT2) 
и 6,4 мм (ΔT3). В результате 
получены амплитуды локаль-
ного напряжения в 360 МПа (ΔT1), 
337 МПа (ΔT2o/u) и 318 МПа    
(ΔT3o/u) соответственно. Все 
пять кривых зависимости измене-
ния температуры от количества 
циклов для одного теста по ме-
тоду SteBLife приведены на рис. 2а.

Разрушение образца произошло 
во время испытания (рис. 2а) 
при Nf = 52 320 циклов, что соот-
ветствует циклической долговеч-
ности, определенной традицион-
ным методом. Данные для кривых 
амплитуда напряжения цикла– 
изменение температуры (σa–ΔT) 
брали из деформационных 
кривых усталостных испытаний.  
В качестве входных данных для 

расчета по методу SteBLifestc, 
брали значения ΔT при Nf/2 
и строили график σa–ΔT, как 
показано на рисунке 2b. Чтобы 
рассчитать параметры для одной 
отдельной S-N-кривой материа-
ла, в дальнейшем использовали 
комбинацию уравнений Морроу 
[4] и Баскина [5].

В случае неоднородных матери-
алов большой интерес при 
моделировании S-N кривых 
представляет изучение распреде-
ления циклической долговеч-
ности.  Для этого применяют 
метод расчёта SteBLifemsb (m — 
multiple — многократные тесты, 
sb: scatter bands — разброс). Для 
расчёта по методу SteBLifemsb 
проводили анализ циклической 
долговечности на основании 
пяти испытаний. Для построения 
кривой распределения цикличес-
кой долговечности (число циклов 
до разрушения образца, Nf) для 
нескольких испытаний пользуют-
ся моделью нормального 
распределения (распределение 
Гаусса) [3]. Из гауссовского  
распределения можно рассчитать 
долговечность при различных 
вероятностях разрушения. 
В этом примере была выбрана 
вероятность 5, 50 и 95 %.

Результаты приведены на рис. 3 
вместе с данными 11 испытаний 
при постоянной амплитуде напря-
жения (CATs) для цилиндрических 
образцов, рабочая часть которых 
имеет вогнутый профиль (в форме 
песочных часов). Рис. 3 подтверж-
дает, что значения циклической 
долговечности, определяемые 
традиционным способом, могут 
быть также точно описаны при 
помощи распределения вероят-
ности циклической долговечности, 
рассчитанной методом SteBLifemsb.

Резюме

В рамках нового метода расчета 
циклической долговечности 
SteBLife предложено работать    
с образцами ступенчатой формы 
с пятью базами измерения, кото-
рые можно использовать для моде-
лирования полной S-N-кривой. 

Это стало возможным благодаря 
термографии — метода неразру-
шающего контроля, который 
позволяет отслеживать поведе-
ние материала на отдельных 
участках образца.

Метод расчёта SteBLife сокращает 
затраты и время на проведение 
экспериментов для моделирова-
ния S-N-кривой более чем на 90 %. 
При этом можно учитывать боль-
шее количество параметров, 
связанных с усталостными испы-
таниями, что позволяет модели-
ровать S-N-кривую с использова-
нием более широкой базы данных.

Расчёт по методу SteBLifestc 
позволяет смоделировать S-N-кри-
вую без учёта распределения 
циклической долговечности при 
проведении всего одного испы-
тания при постоянной амплитуде 
напряжения цикла (CATs). Это 
более эффективный подход по 
сравнению с выполнением при-
мерно 15 усталостных испыта-
ний, которые требуются при 
стандартном моделировании 
кривых Веллера или S-N кривых.

Метод расчёта SteBLifemsb 
предлагает возможность 
расчета распределения 
циклической долговечности, что 
является важным в случае 
неоднородных материалов.
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Остаточное содержание минеральных
масел в продуктах питания

Рисунок 2: Схема реакции эпоксидирования
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Рисунок 3: Фракция MOAH образца оливкового масла первого отжима до эпоксидирования (черная кривая) и после него (фиолетовая кривая).
Диапазон удерживания внутренних стандартов отмечен красным, сквалена — синим.

Рисунок 1: Сопряженная система ВЭЖХ-ГХ-ПИД, включающая GC-2010 Plus, LC-20ADXR, 
SPD-20A и CBM-20A LITE
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Определение углеводородов минеральных масел с использованием 

многомерной хроматографии и сопряжения ВЭЖХ с ГХ  

 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0 11,5 12,0 12,5 13,0 13,5 14,0 14,5 15,0 15,5

О
 статочное содержание
 минеральных масел 
 в продуктах питания 
 в последние годы вызывает 
серьезную обеспокоенность
у общественности. Выявлено 
множество случаев загрязнения 
пищевых продуктов: минераль-
ные масла найдены в рисе, лапше, 
оливковом масле, шоколаде 
и в других продуктах. Основные 
проблемы на данный момент — 
повсеместное наличие минераль-
ных масел как в сырье, так и в 
готовой продукции, а также
отсутствие информации об их 
составе, влиянии на здоровье, 
анализе и нормативных 
ограничениях. 

Углеводороды минеральных 
масел (MOH) подразделяются на 
две группы: насыщенные 
углеводороды минеральных

масел (MOSH) и ароматические
углеводороды минеральных 
масел (MOAH). Насыщенные 
углеводороды — это разветвлен-
ные и неразветвленные угле-
водороды с открытой цепью,
называемые парафинами, и цик-

лические углеводороды по мень-
шей мере с одним насыщенным 
ядром — нафтены. Они могут 
накапливаться в организме чело-
века и становиться причиной
появления гранулем. Ароматичес-
кие углеводороды минеральных 
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Рисунок 4: Хроматограммы MOAH (ароматические углеводороды минеральных масел) экстракта зиры до эпоксидирования (черная кривая)
и после него (фиолетовая кривая)

Рис

Рыба (в пересчёте на жир)

Какао и шоколад

Детское питание (в картонной упаковке)

Продукты, хранящиеся в джутовых мешках (рис, кофе, какао)

Хлебобулочные изделия

Растительное масло

1,8–160 мг/кг

10 –1200 мг/кг

5 – 1300 мг/кг

до 33 мг/кг

до 500 мг/кг

до 2800 мг/кг

до 6000 мг/кг

Таблица 1: Найденное содержание углеводородов минеральных масел в продуктах питания [2]
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масел (MOAH) состоят из классов 
ароматических соединений, кото-
рые могут быть сильно алкили-
рованы и иметь 1–4 кольца.
Такие углеводороды составляют 
15-30 % всей фракции минераль-
ных масел и содержат потенциаль-
ные мутагенные и канцерогенные 
вещества.[1]. Таким образом, 
уровни содержания углеводоро-
дов минеральных масел, найденные 
в продуктах питания (пример 
представлен в таблице 1), явля-
ются недопустимыми. 

Определение углеводородов 
минеральных масел — 
серьезная задача

На сегодняшний день еще не 
существует нормативных актов 
ЕС и утвержденного метода 
определения остаточного содержа-
ния минеральных масел (за исклю-
чением пищевого масла [3]), 
однако приемлемыми концентра-
циями считаются до 2 мг/кг для 
насыщенных и до 0,5 мг/кг для 
ароматических углеводородов 
минеральных масел [1]. Определе-
ние углеводородов минераль-
ных масел является серьезной 
задачей, учитывая их крайне слож-
ный состав. В качестве предпочти-
тельного метода используется 
сопряжение ВЭЖХ с ГХ [4]. 

Суть этого метода заключается в 
предварительном разделении 
фракций насыщенных и аромати-
ческих углеводородов минераль-
ных масел с использованием 
жидкостной хроматографии 
высокого давления с нормальной 
фазой (ВЭЖХ), вводе большого 
объема (450 мкл на фракцию)
в двухколоночный газовый хрома-
тограф для повышения чувстви-
тельности и последующего разде-
ления этих двух фракций. Затем 
выполняют обнаружение с по-
мощью неселективного пламенно-
ионизационного детектора (ПИД), 
который обеспечивает практически 
одинаковый отклик по всем 
интересующим соединениям.
В результате получают полностью
автоматизированную, закрытую 
систему, исключающую возмож-
ность загрязнения образца во 
время предварительного разделе-
ния. Для контроля элюирования
из жидкостного хроматографа,
переноса в газовый хроматограф
и количественного определения 
перед анализом к образцу добав-
ляют смесь девяти внутренних 
стандартов. Из-за сложной матри-
цы пищевых продуктов подготовка 
и анализ образцов могут оказаться 
непростой задачей. Сухие продук-
ты, такие как рис, лапша или спе-
ции, гомогенизируют и экстраги-

руют гексаном/этанолом. Полу-
ченный экстракт промывают во-
дой, высушивают с помощью 
сульфата натрия и доводят объем 
до 1 мл. Аликвоты экстракта 
объемом 50 мкл вводят в ЖХ, 
откуда фракции насыщенных
и ароматических углеводородов
по 450 мкл каждая переносятся 
напрямую в соответствующие 
предколонки ГХ.

Анализ природных масел

Анализ природных масел
представляет собой еще более
трудную задачу, т.к. кроме 
нативных олефинов они могут 
содержать сквален, стерины, 
каротиноиды и т.д., и мешают 
определению ароматических 
углеводородов. Эти сложности 
можно устранить эпоксидирова-

нием с использованием 3-хлор-
пербензойной кислоты (mCPBA).
Перкислота воздействует на 
двойные связи, образуя эпоксиды
и, тем самым, изменяя полярность
получаемого вещества таким 
образом, чтобы оно демонстри-
ровало другие характеристики 
удерживания и не интерфериро-
вало с ароматическими углеводо-

родами [5]. Возможно и полностью 
автоматическое эпоксидирование. 
Для этого отмеряют образец мас-
ла в стеклянной виале объемом 
10 мл, добавляют внутренний 
стандарт и н-гексан. Виалу поме-
щают в штатив автоматического
пробоотборника системы ЖХ-ГХ,
подготавливают виалу автомати-
ческого пробоотборника на 2 мл 
с Na2SO4. Автоматический пробо-
отборник перемещает виалу на 
10 мл в смеситель, который нагре-
вают до 40 °C, и добавляют 
эпоксидирующий реагент. Реак-
ция протекает в смесителе при 
40 °С в течение 15 мин. После 
этого добавляют раствор Na2SO3 
(сульфита натрия) и этанол, чтобы 
остановить реакцию и облегчить 
разделение фаз перед центри-
фугированием. После центрифу-
гирования автоматический

пробоотборник перемещает виалу
обратно на лоток, и отбирает 
аликвоту верхней гексановой фазы 
в подготовленную виалу с Na2SO4 
(сульфатом натрия). После 
5-минутного осушения аликвоту  
50 мкл дозируют в жидкостный 
хроматограф, после предваритель-
ного разделения в котором фрак-
ции MOSH и MOAH объемом по

450 мкл переносятся в соответст-
вующие предколонки газового 
хроматографа. На рис. 3 приведе-
на хроматограмма фракции 
ароматических углеводородов
образца оливкового масла перво-
го отжима. Черная кривая — это 
образец до эпоксидирования. 
Выделенная красным цветом 
область обозначает диапазон 
удерживания внутренних стандар-
тов. Высокая концентрация сква-
лена (отмечена синим цветом)
оказывает такое значительное 
влияние на разделение, что 
внутренние стандарты не могут 
использоваться для количествен-
ного анализа. Розовая кривая — 
тот же образец после успешного 
эпоксидирования. Более 90 % 
сквалена удалено, внутренние 
стандарты демонстрируют идеаль-
ную симметрию пиков, а в области, 
отмеченной синим цветом, не 
обнаружено ароматических угле-
водородов, скрытых скваленом.

Fract & Collect — мощный
инструмент разделения
и идентификации

Тем не менее эпоксидирование
некоторых образцов не является
удовлетворительным с точки
зрения устранения интерференции
и правильной оценки данных. 
На рис. 4 приведен пример 
хроматограммы экстракта зиры 
до и после эпоксидирования. 
Полностью устранить интерферен-
цию и создать пригодную для 
оценки хроматограмму оказалось
невозможным, хотя были установ-
лены жесткие условия эпоксиди-
рования. В таких случаях исполь-
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Рисунок 5: Хроматограмма фракции MOAH эпоксидированного экстракта зиры, полученная 
методом многомерной ГХ/ГХМС
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зуют более vощный инструмент 
для разделения и идентификации: 
фракции насыщенных и аромати-
ческих углеводородов минераль-
ных масел предварительно разде-
ляют на жидкостном хроматографе
и собирают по методу, называе-
мому Fract & Collect (фракциониро-
вание и сбор). После этого исполь-
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зуют многомерную ГХМС для даль-
нейшего разделения полученных 
фракций и идентификации насы-
щенных и ароматических угле-
водородов минеральных масел.
На хроматограмме, приведенной
на рис. 5 (стр. 14), красным цве-
том обозначены соединения, 
относящиеся к внутренним стан-

дартам, а желтым цветом — 
моно- и дитерпены. Обозначенная 
зеленым цветом область четко 
показывает ароматические угле-
водороды минеральных масел,
которые сложно было идентифи-
цировать на хроматограммах 
ЖХ-ГХ. Для анализа шоколадных 
батончиков и плиток необходимо 
удалить жир и н-алканы природ-
ного происхождения. Это выпол-
няют до анализа с помощью
флэш-хроматографии с диокси-
дом кремния и оксидом алюми-
ния [4]. Согласно предложенному 
методу, опубликованному Феде-
ральным институтом Германии 
по оценке рисков (BfR), количест-
венную оценку выполняют путем 
интегрирования кривой для 
областей с разным молекулярным 
весом [6]. Для материалов,
контактирующих с продуктами 
питания, предлагаются три диапа-
зона для фракции насыщенных 
углеводородов (C10-C16, C16-C25 
и C25-C35) и два диапазона для 
фракции ароматических углево-
дородов минеральных масел
(C10-C25, C25-C35). Для сухих 
продуктов питания используют 
только диапазоны до C25. 
На рис. 6a (стр. 15) показаны

хроматограммы насыщенных
углеводородов (черным) и арома-
тических углеводородов (фиоле-
товым) образца спагетти, содержа-
щего насыщенные углеводороды 
минеральных масел C16-C35
концентрацией 12,7 мг/кг. 
Внутренние стандарты обозначены 
символами (черные квадраты — 
внутренние стандарты насыщен-
ных углеводородов, фиолетовые 
звездочки — внутренние стандар-
ты ароматических углеводородов
минеральных масел). На хромато-
грамме образца риса (рис. 6b)
также показаны дополнительные 
пики, являющиеся природными 
алканами C21-C35 с нечетным 
числом атомов углерода.

Резюме

Определение остаточного содержа-
ния минеральных масел в продук-
тах питания является непростой 
задачей. Из-за сложной матрицы 
пищевых продуктов зачастую 
необходимо использовать вспомо-
гательные методы, такие как 
эпоксидирование и флэш-хромато-
графию. Однако сопряжение 
ВЭЖХ с ГХ-ПИД позволяет полу-
чить ценный инструмент для 
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В
 2018 году Shimadzu отмечает  
 50-летие в Европе. Начиналось  
 всё в 1968 году с пятерых 
сотрудников и за 50 лет преврати-
лось в крупную европейскую сеть
с офисами и торговыми партнерами 
в 81 городе из 47стран, где работа-
ет более 700 человек. 

Первые 25 лет были посвящены 
развитию бизнеса и расширению 
сети. В самом начале интересы 
Shimadzu были сфокусированы на 
западноевропейских государствах. 
Однако восточногерманский, рос-
сийский и югославский рынки так-
же не остались без внимания. Биз-
нес развивался, и в 1987 году было 
принято решение о переносе штаб-
квартиры из Дюссельдорфа в Дуй-
сбург, Германия. Штат в то время 
состоял из 38 сотрудников. Собствен-
ные научно-технические разработки 
и производственные мощности 
заложили основу для процветания 
компании на рынке. В 1992 году для 
расширения аналитического и меди-

цинского отделов офисные и произ-
водственные площади были увели-
чены почти в 2 раза — до 12000 кв. м. 
Был открыт центр практического 
обучения ShimCAT.

Организационные моменты

В 90-е годы, когда компания 
Shimadzu работала в Европе уже 
в течение 25 лет, политические 
и социальные изменения на конти-
ненте открыли новые рыночные 
возможности в Восточной Европе.
Было создано множество филиалов 
и дочерних компаний. В 1990 году 
компания Shimadzu основала свое 
первое дочернее предприятие в 
Австрии, которое контролировало 
продажи в близлежащих регионах —  
Чехии, Словакии, Венгрии, Румынии 
и Болгарии. Год спустя отделение 
Shimadzu Italia начало свою работу 
в Милане — промышленном и 
финансовом центре Италии. В 1992 
году основана Shimadzu Benelux. 
Из голландского города Хертоген-

бос Шимадзу может легко работать 
с экономическими центрами Амстер-
дама, Роттердама и Брюсселя. 
В 1996 году в Милтон Кинсе, стратеги-
чески расположенном на полпути 
между Лондоном и Бирмингемом, 
основана Shimadzu UK. Загреб, столи-
ца Хорватии и международный торго-
вый и деловой центр, с 1997 года 
стал центром Shimadzu на восточном 
побережье Адриатики, и компания 
Shimadzu начала работать в Алба-
нии, Боснии, Македонии, Черного-
рии и Сербии. В конце 90-х была 
образована компания Shimadzu 
Switzerland, которая расположилась 
на окраине Базеля, в одном из 
самых динамичных экономических 
регионов Швейцарии, где сходятся 
границы Швейцарии, Франции и 
Германии. В 2002 в Париже обра-
зована Shimadzu France. Оттуда 
обслуживается весь французский 
рынок вплоть до острова Реюньон 
в Индийском океане. В 2007 году 
выделена в отдельную структуру 

компания Shimadzu Germany, хотя 
Германия конечно же, с самого 
начала была крупнейшим рынком 
для Shimadzu в Европе. Штат немец-
кой дочерней компании насчитывает 
110 сотрудников, и в 2017 году 
она переехала в собственное офис-
ное пространство рядом с евро-
пейской штаб-квартирой.

Наряду с образованием дочерних 
компаний Shimadzu увеличила 
сеть дистрибьюторов в других 
европейских странах. Концепция 
управления отдельными дочер-
ними предприятиями является 
частью процесса реструктуризации 
европейского бизнеса Shimadzu. 
Создание независимых компаний 
позволит эффективнее следовать 
новым тенденциям и соответ-
ствовать требованиям рынка.
Последним событием в развитии 
европейской базы стало приобре-
тение компании ALSACHIM — 
французской специализированной 
компании по производству высоко-
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Рисунок 6: a) Хроматограмма образца спагетти, содержащего насыщенные углеводороды минеральных масел C16-C35
b) Хроматограмма образца риса, содержащего природные алканы с нечетным числом атомов углерода

ТЕМАТИЧЕСКАЯ СТАТЬЯ

ПОСЛЕДНИЕ ИЗВЕСТИЯ

быстрого и простого анализа 
с применением автоматизации,
что является важным ключевым
фактором.
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качественных изотопно-меченых 
стандартов. ALSACHIM работает 
под собственным брендом, но 
является частью «Shimadzu Group 
Company». Вместе с ALSACHIM, 
Shimadzu предлагает пользовате-
лям законченное решение из 
одних рук, включающее аналити-
ческое оборудование, аппаратуру 
для пробоподготовки, программное 
обеспечение и наборы реагентов 
и стандартов.

Задел на будущее

В 2013 году открыта лаборатория 
«Мир Shimadzu» площадью более 
1500 кв. м, а в 2017 году открыт 
Европейский инновационный центр 
(EUIC). В новейшей лаборатории 
решаются аналитические приклад-
ные задачи, а демонстрационные 
и испытательные мощности помо-
гают клиентам освоить повседнев-
ную работу с оборудованием. 
В лаборатории представлен весь 
ассортимент приборного парка 
Shimadzu. Уникальный подход Евро-
пейского инновационного центра 
(EUIC) заключается в сочетании ака-
демического и научного опыта универ-
ситетов с технологическим опытом 
Shimadzu. Он объединяет передовые 
аналитические технологии Shimadzu 
и новейшие идеи ведущих специалистов. 

Прогресс техники и технологии

За последние два с половиной 
десятилетия корпорация Shimadzu 
отметила 60-летний юбилей 
своего первого газового хроматог-
рафа и ИК-спектрометра, 40-летний 
юбилей выпуска первого жидкостно-

го хроматографа и 140-летний юби-
лей компании. Компания Shimadzu 
производит высококлассное анали-
тическое и медицинское оборудо-
вание, которое становится всё 
более компактным и требует всё 
меньше ручных процедур, например, 

при подготовке образцов к анализу. 
Это повышает эффективность ра-
боты аналитических лабораторий 
и качество обслуживания 
пациентов медицинских центров.

Учреждение компании
Shimadzu Europe с пятью
сотрудниками

Переезд из Дюссельдорфа
в новую штаб-квартиру
в Дуйсбурге

Первый филиал основан
в Австрии

Новые филиалы и офисы продаж в Италии,
Польше, странах Балтии, Содружестве
Независимых Государств, Грузии, Бельгии
и Нидерландах

Учреждение компании Shimadzu
в Великобритании

 Shimadzu Germany отделяется 
от Shimadzu Europe

 Торжественное открытие 
лаборатории «Мир Шимадзу»

 Открытие Европейского
инновационного центра (EUIC)

Компания ALSACHIM стала частью 
Shimadzu Group Company
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Анализ выделения ЛОС и СЛОС 
в салоне автомобилей
Анализ материалов согласно требованиям стандарта VDA 278 
с применением термодесорбции
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Рисунок 1: Хроматограмма образца кожи

R f(Толуол/C16) =
mТолуол/C16  [мкг] x 1 000 000

Площадь пика

ГХМС с системой термической десорбции TD-30R

ПРИМЕНЕНИЕ

SHIMADZU NEWS 2/2018

TIC 
(полная 
ионная 
хромато-
грамма)

З
 а последние годы меры по 
 сокращению использования 
 органических соединений 
в автомобильной промышлен-
ности дали ощутимые результаты. 
Союз автомобильной промыш-
ленности Германии (VDA) разра-
ботал стандарт VDA 278, в кото-
ром описана методика анализа 
летучих (ЛОС) и среднелетучих 
органических соединений (СЛОС) 
в неметаллических материалах 
для отделки интерьера авто-
транспортных средств. Формо-
ванные детали для салона авто-
мобиля постоянно совершенст-
вуются. Для оценки веществ, 
которые выделяются из материа-
ла деталей, производители 

используют стандарт VDA 278. 
Такие детали, как ковры, потол-
ки или чехлы на сиденья имеют 
довольно большую площадь 
и их запах влияет на восприятие 
потребителя. Запах в салоне 
автомобиля должен быть по 
возможности нейтральным, не 
раздражать, и тем более не содер-
жать вредных веществ, и в идеале 
способствовать принятию реше-
ния о покупке.

Для анализа летучие компоненты 
из образцов извлекают методом 
термодесорбции, разделяют с по-
мощью газового хроматографа 
и идентифицируют с использова-
нием масс-спектрометра. Образ-
цы помещают в сорбционные 

трубки и затем переносят в газо-
вый хроматомасс-спектрометр 
на основе заданных программ 
десорбции. Это позволяет удобно 
и быстро анализировать ЛОС 
и СЛОС. Некоторые из десорби-
рованных органических компо-
нентов являются среднелетучими 
соединениями, поэтому система 
анализа должна соответствовать 
строгим требованиям к качеству, 
чтобы предотвратить возмож-
ное перекрестное загрязнение.

TD-30 соответствуют 
требованиям стандарта VDA 
278 или превосходит их 

Компания Shimadzu представила 
новое адаптивное решение для 
качественного и количествен-
ного анализа материалов и выде-
ляющихся газов и проведения 
контроля качества — термодесор-
бер TD-30. Новая система десорб-
ции TD-30 имеет имеет инертные 
газовые линии, минимальную 
длину соединений между ГХМС 
и ТДС, а также быстрый нагрев и 
охлаждение сорбционных трубок. 
Встроенная функция параллель-
ного проведения пробоподготовки 
и анализа значительно увеличи-
вает пропускную способность ла-
боратории. Таким образом, TD-30 
выполняет или даже превосходит 
требования стандарта VDA 278. 

В соответствии с VDA 278, образ-
цы (каучук, пластик, кожа) наре-
зают на полоски. В сорбционную 
трубку вносят приблизительно 
30 мг пробы, с двух сторон 
помещают по 5 мг стекловаты 
и закрывают крышками. Фракции 
ЛОС и СЛОС десорбируются при 
разных температурах, каждая 
в течение 30 минут. Далее собран-
ные фракции вводятся в ГХ-МС. 
Условия анализа приведены 
в таблице 1.

Результаты: 
оценка калибровки 
и степени извлечения

Стандартные образцы с концен-
трацией 0,5 мкг/мкл для постро-
ения калибровочных кривых 
готовят растворением толуола 
и н-гексадекана в метаноле. 4 мкл 
стандартного раствора помеща-
ют в сорбционную трубку Tenax® 
TA и выполняют измерения с по-
мощью ГХМС для определения
фактора отклика (Rf ). Коэффи-
циенты Rf впоследствии исполь-
зуют для количественного опреде-
ления компонентов в образцах. 
Для вычисления Rf используют 
следующую формулу:
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Термодесорбер

ПО ГХМС
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Температура десорбции 
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Температура охлаждения криоловушки

Температура десорбции 
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90 °C в течение 30 мин (ЛОС) / 120 °C в течение 30 мин (СЛОС)

60 мл/мин

–20 °C
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280 °C

250 °C

280 °C

Конфигурация системы

Настройки TD-30

Режим управления

Давление

Режим ввода пробы

Температура термостата

Давление

200 кПа

Деление 1:100 (поток 1,99 мл/мин)

40 °C (3 мин) – (10 °C/мин) – 300 °C (13,5 мин)

Настройки ГХ

Температура источника ионов

Температура интерфейса

Диапазон сканирования масс

Время работы в режиме сканирования

Скорость сканирования

200 °C

250 °C

m/z 35–400

0,5 с

769 а.е.м./с

Настройки МС

Концент-
рация
(мкг/г)

=

R f (Толуол /C16)  x Площадь пика

1000 x Масса образца (мг)

(компонент)

Компонент Степень извлечения, %

Обеспечиваем уверенность
Автомобилестроение

полный диапазон решений для анализа и испытаний

Подвеска и другие 
системы трансмиссии

Двигатели 
и источники 
питания

Охрана 
окружающей 
среды

Кузов и салон

Электронные 
приборы

Литий-ионные аккумуляторы
и топливные ячейки

Таблица 1: Конфигурация системы

Таблица 2: Рассчитанные степени извлечения

ПРИМЕНЕНИЕ

Бензол 106,5

Толуол 93,5

п-ксилол 99,9

о-ксилол 75,4

2-этил-1-гексанол 101,3

2,6-диметилфенол 94,2

Дициклогексиламин 89,2

Концентрацию исследуемых 
выделяемых соединений вычис-
ляют следующим образом: 

Чтобы вычислить степень извле-
чения готовят смесь представи-
тельных компонентов ЛОС 
(концентрацией приблизительно
0,11 мкг/мкл) и добавляют 4 мкл
раствора в сорбционную трубку 
Tenax® TA. Рассчитанные степени 
извлечения приведены в таблице 2.

Результаты анализа 
неметаллических материалов 
для отделки интерьера 
автотранспортных средств

В таблице 3 приведены резуль-
таты количественного анализа 
(в мкг/г) компонентов ЛОС 
в образцах каучука, пластика 
и кожи. В образце кожи обнару-
жена очень высокая концентра-
ция бис(2-этилгексил)фталата — 
333,28 мкг/г (таблица 3, стр. 18 
и рис. 1), который используется 
как пластификатор для 
полимерных материалов.

Непосредственно после этого 
измерения было проведено 
испытание на пустой сорбцион-
ной трубке для выявления 
возможного пробопереноса. 
Рассчитанное содержание бис(2
этилгексил)фталата при этом 
составило 0,17 мкг/г, что соот-
ветствует лишь 0,05 % от 

концентрации, найденной 
в предыдущем измерении (рис. 1). 
Таким образом получено 
подтверждение высокого 
качества системы и ее пригод-
ности для анализа сложных 
образцов по стандарту VDA 278.

Заключение

TD-30 — это высококлассная 
система для термической 
десорбции, рассчитанная         



18

Масло в воде?
Быстрый и эффективный анализ на наличие минеральных 

масел в объектах окружающей среды согласно нормам H53
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Рисунок 1: Хроматограмма стандартного образца смеси н-алканов (C10, C20-C40, четное число атомов углерода) в гептане; C40/20 > 0,98

Nexis GC-2030, система ГХ высокого класса
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Компонент Доля ЛОС (мкг/г)

Каучук Пластик Кожа Каучук Пластик Кожа

Доля СЛОС (мкг/г)

Дополнительная  

информация 

по статье:

:

• www.ssi.shimadzu.

com/sites/ssi.

shimadzu.com/files/

Products/literature/GCMS/C146-

E349.pdf

Таблица 3: Результаты количественного анализа

ПРИМЕНЕНИЕ

на 120 сорбционных трубок (что 
на сегодняшний день является 
максимальной емкостью для 
термодесорберов). Точное 
позиционирование сорбционных 
трубок и их горизонтальное 
расположение обеспечивают 
хорошую воспроизводимость 
результатов.
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К
 аждый день во всем мире 
 перерабатывается огромное  
 количество сырой нефти 
для производства различных 
нефтепродуктов, например бензи-
на, керосина, дизельного топлива, 
топочного мазута и смазочного 
масла. Нефтепродукты в основном 
состоят из насыщенных углеводо-
родов, так называемых углеводо-
родов минеральных масел (MOH).

При производстве минеральных 
масел происходит многократное 
загрязнение воды и грунта. Угле-
водороды минеральных масел 
трудно поддаются биологическому 
разложению, поэтому крайне важно 
контролировать загрязнение окру-
жающей среды минеральными 
маслами. Требования к определе-
нию углеводородов минеральных 
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Рисунок 3: Хроматограмма калибровочного стандарта концентрацией 1 мг/мл, минеральные масла типа A и B в растворе экстракта 
с добавленными алканами С10 и С40 в качестве маркеров времен удерживания
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Рисунок 2: Хроматограмма стандартного образца смеси н-алканов (C10, C20-C40, четное число атомов углерода) в гептане;  
быстрая ГХ (газовая хроматография) с использованием водорода в качестве газа-носителя; C40/20 > 0,90
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Стандарты минеральных масел типов А и В

масел в питьевой воде, поверх-
ностных стоках и сточных водах 
определены в европейском стан-
дарте EN ISO 93772, который 
также называют стандарт H53 [1].

Отобранный образец воды экстра-
гируют и очищают c сорбентом 
торговой марки Флорисил для 
удаления полярных веществ. 
Очищенный экстракт анализи-
руют на газовом хроматографе 
с пламенно-ионизационным 
детектором (ГХ-ПИД). Определе-
ние индивидуальных компонентов 
невозможно в связи со сложностью 
составов углеводородных смесей. 

Следовательно, количественную 
оценку выполняют путем интегри-
рования общей площади пика 
между маркерными соединения-
ми: н-деканом (С10) и н-тетракон-
таном (С40) [1]. 

Таким образом, диапазон темпе-
ратур кипения составляет от 175 
до 525 °C [2]. Для определения 
концентрации минерального 
масла в качестве внешнего стан-
дарта используют смесь мине-
ральных масел (дизельное сма-
зочное масло, минеральные мас-
ла типа А и В) [1]. Образцы грун-
та и шлама можно проанализи-

ровать по аналогии с методом 
H53, в соответствии с Европей-
ским стандартом ISO 16703:2011.

Инжектор для ввода проб 
с делением/без деления 
потока: простой в обслужи-
вании и удобный в работе

Поскольку углеводороды мине-
ральных масел имеют широкий 
диапазон температур кипения, 
для ввода пробы используют 
инжектор OCI для непосредствен-
ного ввода пробы в колонку 
(холодный ввод). Согласно 
стандарту ISO 93772, соотноше-

ние алканов н-тетраконтана (С40) 
и н-эйкозана (С20) должно 
составлять не менее 0,8 [1]. 
Недостатками введения проб 
непосредственно в колонку явля-
ются высокая нагрузка на колон-
ку и использование предколонки.
Более безопасным для колонки 
и правильным с точки зрения 
технического обслуживания  
является инжектор для ввода 
проб с делением/без деления 
потока (SPL) при условии, что он 
соответствует вышеуказанному
требованию.

При повторном анализе стандарт-
ного образца смеси алканов на 
высокотехнологичном газовом 
хроматографе Nexis GC-2030 
было достигнуто соотношение  
C40/C20 > 0,98 (рис. 1). 
Следовательно, инжектор для 
ввода проб с делением/без деле-
ния потока газового хроматогра-
фа GC-2030 исключает дискри-
минацию высококипящих компо-
нентов. Использовали традици-
онную колонку (Rtx-5, 15 м, 
внутр. диам. 0,25 мм, толщина
пленки 0,25 мкм, Restek). 
Параметры хроматографического 
разделения указаны в Таблице 1, 
стр. 20. Время удерживания для 
C40 составило 8,9 мин, а значит, 
определение алканов до С40 
было выполнено менее чем 
за 10 мин.

Сокращение времени анализа: 
использование водорода в 
качестве 
газа-носителя

Увеличив линейную скорость 
потока газа-носителя, можно 
было бы сократить время анали-
за до 6,5 минут и менее. Иполь-
зование водорода в качестве 
газа-носителя позволило сокра-
тить анализ и без экстремального 
повышения линейной скорости.

Последующая оптимизация 
размеров колонки также позво-
лила сократить время анализа: 
переход на MXT1 длиной 15 м, 
внутренним диаметром 0,25 мм, 
толщиной пленки 0,1 мкм (Restek) 
и временем удерживания C40, 
равным 5,4 мин, в итоге сокра-
тили время анализа до 6 минут 
и менее (рис. 2, таблица 2, стр. 20).  
За счет этого время цикла соста-
вило 10 мин, включая охлажде-
ние термостата и время уравно-
вешивания. Ввод пробы происхо-
дил также с отсутствием дискри-
минации высококипящих компо-
нентов, с соотношением  
C40/C20 > 0,90. Помимо того, 
учитывая повышенную темпе-
ратурную устойчивость 
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Рисунок 5: Хроматограммы двух реальных образцов
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Рисунок 4: Калибровочные кривые в диапазоне концентраций от 0 до 1,5 мг/мл (слева) и от 0 до 10 мг/мл (справа)

Таблица 2: Условия анализа методом быстрой ГХ с использованием колонки MXT-5

Таблица 1: Условия анализа методом традиционной ГХ с использованием колонки Rtx-5

ПРИМЕНЕНИЕ

Газовый хроматограф GC-2030

Инжектор С делением/без деления потока

Температура инжектора 280 °C

Объем пробы 1 мкл

Коэффициент деления потока Без деления потока

Колонка Rtx-5; 15 м; 0,25 мм внутр. диам; 0,25 мкм df (Restek)

Газ-носитель He

Скорость газа-носителя 60 см/с

Программа термостата 60 °C, 1 мин, 45 °C/мин, 340 °C, 3 мин

Детектор ПИД

Температура детектора 340 °C

Газовый хроматограф GC-2030

Инжектор С делением/без деления потока

Температура инжектора 320 °C

Объем пробы 1 мкл

Коэффициент деления потока Без деления потока

Колонка Rtx-5; 15 м; 0,25 мм внутр. диам; 0,25 мкм df (Restek)

Газ-носитель H2

Скорость газа-носителя 80 см/с

Программа термостата 50 °C, 0,7 мин; 95 °C/мин, 115 °C, 65 °C/мин, 

 200 °C, 55 °C/мин, 370 °C, 0,22 мин

Детектор ПИД

Температура детектора 370 °C
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колонки MXT1, стало возможным 
увеличить максимальную темпе-
ратуру программы термостата. 
Благодаря этому сокращается 
время анализа реальных образ-
цов, содержащих соединения 
выше С40. 

Основываясь на результатах 
оптимизации условий анализа, 
в качестве примеров были выпол-
нены измерения реальных образ-
цов. Для калибровки взяли стан-
дарты минеральных масел типа 
А и типа В, а также раствор 
экстракта, заранее смешанный 
с н-алканами С10 и С40 — оба 
продукта имеются в продаже 
(Sigma Aldrich, рис. 3, стр. 19). 
За счет этого сократилось число 
необходимых операций с реаген-
тами, но в то же время была 
утрачена возможность вычита-
ния фона чистых растворителей 
без маркеров времен удержива-
ния. Вместо этого в серию 
калибровки в качестве нулевого 
уровня был включен раствор 
экстракта без добавки. 

Поскольку концентрация компо-
нентов реальных образцов была 
неизвестна, выполнили две 
калибровки: по 6 точкам в диапа-
зоне от 0 до 1,5 мг/мл и калиб-
ровку по 5 точкам в более широ-
ком диапазоне от 0 до 10 мг/мл 
(рис. 4). Для обеих калибровок 
значения коэффициентов регрес-
сии составили более 0,9998. 
Испытанные образцы продемонс-
трировали различные примеси 
минеральных масел (рис. 5). 
Большинство из них укладыва-
лись в диапазон калибровки, но 
концентрация одного компонен-
та немного превысила верхний 
предел калибровки.

Резюме

Инжектор для ввода проб с деле-
нием/без деления потока упро-
щает и ускоряет измерения по 
нормативу H53 при условии, что 

обеспечено соответствие 
стандарту ISO 93772. 
Соотношение площадей 
C40/C20 должно составлять 
более 0,8 и Nexis GC2030 
соответствует этому требованию, 
т.к. полученное соотношение 
было выше 0,9. При использова-
нии водорода в качестве газа-
носителя и выборе соответст-
вующей колонки можно значи-
тельно сократить время анализа 
(до шести минут) с сохранением 
достоверности результатов.

Литература
[1] Wasserbeschaffenheit – Bestimmung

 des Kohlenwasserstoff-Index – Teil 2:
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[2]  Auswertung von Mineralöl-Gas-

 Chromatogrammen, Handbuch Altlas-

 ten, Band 3, Teil 5, Hessisches Landes-

 amt für Umwelt und Geologie.
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Непростой выбор
Не все колонки С18 имеют одинаковую эффективность
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Рисунок 1: Сравнение двух колонок с неподвижными фазами на основе модифицированного силикагеля С18 (колонки GISS и GIST)
Размеры: 2,0 x 100 мм, размер частиц 2 мкм; подвижная фаза: 35 % вода, 65 % ацетонитрил. 
Образцы: 1) урацил, 2) метилбензоат, 3) нафталин.
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Рисунок 2: Максимальные и минимальные параметры колонок серии Shim-pack C18, 
полученные в тесте Танаки

ПРИМЕНЕНИЕ

SHIMADZU NEWS 2/2018

Данные 1: F1. F0,4, t 5 мин, тестовая смесь (нафталин, урацил, метилбензоат, толуол)_GISS C18, 1,9 мкл, 2,1 x 100_013.lcd PDA экстракт: 254 нм
Данные 2: F1, F0,4, t 5 мин, тестовая смесь (нафталин, урацил, метилбензоат, толуол)_GISS C18, 2 мкл, 2,1 x 100_008.lcd PDA экстракт: 254 нм

С
 егодня на рынке предлага-
 ется широкий ассортимент  
 колонок для жидкостной 
хроматографии с большим выбо-
ром неподвижных фаз. Но даже 
колонки с одной и той же непод-
вижной фазой могут сильно 
различаться по своим свойствам.
В этой статье рассмотрены окта-
децилсилановые (ODS) колонки 
со стационарной фазой на осно-
ве силикагеля модифицирован-
ного октадецильными (С18) груп-
пами, которые являются общим 
стандартом для обращено-
фазовой хроматографии. На рис. 1 
приведены две хроматограммы 
для различных колонок Shim-
pack C18, иллюстрирующие 
данную проблему.

Образец, используемая методи-
ка и размеры колонок идентичны.
Действительно, с химической 
точки зрения, используется один 
и тот же принцип разделения, 
но время удерживания тем не 
менее значительно различается.
Время удерживания нафталина 
(пик 3) на колонке серии GISS C18 
составляет 1,68 мин, а на колон-
ке серии GIST C18 — 2,50 мин.

Выбор подходящей колонки C18 
довольно сложен, поскольку 
разные колонки имеют различ-
ные характеристики. Они зависят 
от типа силикагеля и метода его 
производства, а также от моди-
фикации и способа набивки 
колонки.

Сравнение колонок C18

Выбор колонок огромен, и чтобы 
охарактеризовать селективность 
той или иной колонки, необходи-
мо сравнивать химико-физичес-
кие свойства и различия непод-
вижных фаз. Для этого сущест-
вуют различные виды тестов, 
описанные в публикациях Энгель-
гардта, Мак-Калли и Танаки 
[1,2,3]. Статья рассматривает 
последний из упомянутых тестов.

Тест Танаки устанавливает 
характеристики, которые можно 
использовать для более точной 
оценки эффективности колонки. 
Значения этих характеристик 
вычисляют на основе времени 
удерживания подходящих 
аналитов, проводя анализ при  
стандартных условиях. Тест 
позволяет корректно сравнивать 
стационарные фазы и делать 
более обоснованный выбор. 
Даже если измерения выполня-
ют в разных лабораториях, 
результаты теста сопоставимы, 
поскольку Танака описывает 
методику анализа и все 
параметры. Таким образом,  
тест Танаки является полезным 
инструментом для сравнения
различных колонок.

Параметры теста Танаки

Этот тест описывает различные 
параметры колонки, включая 
коэффициент удерживания, 

гидрофобную селективность,  
стерическую селективность и 
ёмкость взаимодействия по типу 
водородной связи. Эти парамет-
ры (таблица 1, стр. 22) опреде-
ляют по времени удерживания 
подходящих стандартных 
растворов, проводя анализ при 
указанных аналитических 
условиях. Результаты теста Тана-
ки по нескольким колонкам 
применяют при выборе наибо-
лее приемлемых колонок.

Параметры, полученные по тесту 
Танаки, которые можно исполь-
зовать для сравнения колонок, 
содержатся в свободном доступе 
ПО для выбора колонок (ACD/
Column Selector) от ACD/Labs [4]. 
Ниже приведено описание 
отдельных параметров и характе-
ристик, которые необходимо 
учитывать при выборе колонки 
для конкретных условий 
применения.

Важные характеристики и 
параметры для выбора 
колонок

Параметры и характеристики, 
приведенные в таблице 2 (стр. 
22), будут полезны для выбора 
подходящей неподвижной 
фазы, которая обеспечит надёж-
ное разделение. В отличие от 
параметров, полученных с по-
мощью теста Танаки, эти значе-
ния указываются производите-
лем колонки и доступны 
напрямую. 

Значение имеет эффективность 
колонки. Она измеряется 
числом теоретических тарелок 
(N). Чем выше число тарелок, 
тем уже ширина пика и (или) 
больше время удерживания на 
колонке.

L = длина колонки
H = высота, эквивалентная 
теоретической тарелке
tR = время удерживания пика

N =
L

H
= 5.55 .

tR
Wh

2( )
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K PB

K пентилбензол

CH 2

T/O

k трифенилен, o-терфенил

C/P

k кофеин, фенол

k бензиламин, фенол pH 7,6

k бензиламин, фенол pH 2,3

Удерживающая способность

Гидрофобная селективность 

Стерическая селективность

Ёмкость водородных связей 

(ёмкость взаимодействия 

по типу водородной связи)

Ионообменная емкость pH 7,6 

(Силанол pH 7,6). Общая 

силанольная активность

Ионообменная емкость pH 2,3 

(Силанол pH 2,3). Общая 

силанольная активность

Количество алкиловых цепочек / 
оценка плотности прививки 
на поверхности силикагеля
Мера плотности покрытия поверх-
ности фазой. Чем меньше значение,
тем ниже гидрофобность

Число свободных гидроксильных 
групп. Если блокирование концевых 
групп является недостаточным / 
присутствует большое количество 
свободных силанолов или полярных 
групп, значение будет высоким

Высокое значение отражает 
высокую способность 
к ионному обмену при pH 7,6

Высокое значение отражает 
высокую способность 
к ионному обмену при pH 2,3

Параметр Танаки Характеристика колонки Пояснение

ВЭЖХ колонки Shim-pack LC производства Shimadzu

Таблица 1: Перечень и пояснение отдельных параметров Танаки
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Wh = ширина пика на половине 
высоты

Узкий пик и, соответственно, 
большое число теоретических 
тарелок достигаются за счет мень-
шего размера частиц сорбента, 
незначительного различия частиц 
по размеру и надлежащего спо-
соба заполнения колонки. Высо-
кое значение N отражает высо-
кое качество набивки колонки.

Второй важный фактор — 
качество силикагеля. Ссегодня 
его можно не учитывать, 
поскольку все современные 
колонки содержат высоко-
качественный силикагель. Прежде 
набивка колонки более широкой 
фракцией частиц, несовершен-
ная методика набивки и высо-
кое содержание силанольных 
групп приводили к уширению 
всех пиков.

Помимо этих общих факторов  
на эффективность колонок C18 
также влияют другие обстоя-
тельства. Они рассмотрены 
ниже на примере нескольких 
колонок.

Примеры колонок

В данном исследовании рассмат-
ривали следующие колонки 
Shim-pack C18: XR-ODS III 
и MAqC-ODS, а из серии
Shim-pack G — GIST C18,
GIST C18-AQ, GISS C18,
GIS RP-Shield и GIS C18-P.

Колонки XR-ODS-III, которые 
относятся к серии XR, набивают 
исключительно частицами сор-
бента малого размера, что обеспе-
чивает высокое разрешение 
и чувствительность при работе в 
режиме быстрой хроматографии.

MAqC-ODS — это колонка C18, 
в которой модифицированная 
поверхность силикагеля дополни-
тельно содержит комплексы 
металлов. Благодаря этой особен-
ности колонка обеспечивает 
эффект катионного обмена, что 
позволяет лучше удерживать 
соединения основной природы. 
Колонка хорошо подходит для 
анализа водорастворимых вита-
минов и основных веществ. 

Серия Shim-pack G включает 
широкий ассортимент колонок 
разных размеров, что позволяет  
использовать их для различных 
режимов хроматографического 
разделения, от ультра-высоко-
эффективной хроматографии 
(УВЭЖХ) до препаративной 
хроматографии. 

Колонки GIST C18 отличаются 
превосходной инертностью. 
Даже сильнополярные соеди-

нения демонстрируют симметрич-
ные пики, что обеспечивает высо-
кую воспроизводимость резуль-
татов. По сравнению с традици-
онными колонками C18, колон-
ка GIST C18-AQ способна сильнее 
удерживать анализируемые гидро-
фильные полярные вещества. 
При работе с этой колонкой 
в качестве подвижной фазы мож-
но использовать 100 % воду. 

Колонки GISS C18, как и колонки 
GIST C18, отличаются устойчи-
востью и инертностью. Они 
используются для быстрого разде-
ления и являются оптимальным 
выбором для жидкостной хро-
матомасс-спектрометрии. Колон-
ки GISS имеют самый большой 
размер пор (20 нм) в линейке 
Shim-pack и являются идеальным 
вариантом для анализа соедине-
ний с молекулярной массой 
до 20 000 Да.

Колонки серии GIS RP-Shield 
имеют полярную функциональ-
ную группу между поверхностью 
силикагеля и группами C18. Это 
делает колонку стабильной даже 
при работе в 100 % водных сре-
дах. Полярная функциональная 
группа является основно-деакти-
вированной, поэтому даже соеди-
нения с кислотными свойствами 
показывают хорошую форму пика.
Дополнительные водородные 
связи, возникающие в процессе 
разделения, обеспечивают иную 
селективность колонки по сравне-
нию с другими колонками C18.

В колонках GIS C18-P реализует-
ся полимерный тип связывания 
привитой фазы (в отличие от 
мономерного типа связывания, 
как в других фазах ODS). Они 
обеспечивают высокую стеричес-
кую селективность  разделения 
позиционных и структурных 

изомеров, плоских и неплоских 
молекул. Идеальными варианта-
ми применения являются, напри-
мер, разделение ПАУ или анализ 
соединений со схожими структу-
рами (витамины D2 и D3).

Методика тестирования 
и определяемые параметры

Прибор: LC-2040C 3D 
(Shimadzu)
Колонка: Shim-pack XR-ODS III
(75 мм x внутр. диам. 2,0 мм, 1,6 мкм)
Все остальные колонки 
Shim-pack C18 (150 мм x 
внутр. диам. 4,6 мм, 5 мкм) 
Shimadzu
Подвижная фаза:
A: 20 % вода, 80 % метанол
B: 30 % вода, 70 % метанол
С: 60 % вода, 30 % метанол,
 10 % 200 мМ KH2PO4; pH 2,7
D:  60 % вода, 30 % метанол,
 10 % 200 мМ KH2PO4; pH 7,6
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Содержание углерода

Содержание углерода

Площадь поверхности

Площадь поверхности

Размер пор

Размер пор

Размер пор

Чистота окида кремния

Высокие значения

Небольшие значения

Высокие значения

Небольшие значения

Прибл. до 10 нм

Прибл. до 20 нм

30 нм и более

Все новые колонки

Некоторые старые 
колонки

Высокая степень удерживания
неполярных аналитов

Низкая степень удерживания
неполярных аналитов

Высокая степень удерживания
неполярных аналитов

Низкая степень удерживания
неполярных аналитов

Подходит для молекул 
размером прибл. до 5000 Да

Используется для молекул 
размером прибл. до 20 000 Да

Хорошая форма пика для 
макромолекул (пептиды 
и белки)

Хорошая форма пика 
для базовых аналитов

Плохая форма пика для 
базовых аналитовы из-за 
множественных взаимодействий

XR-ODS III

GISS

XR-ODS III

GISS

Все колонки Shim-pack  
(кроме GISS)

GISS

Отсутствует 
в линейке 
Shim-pack 

Пример колонки

ВЫХОДНЫЕ ДАННЫЕ

Журнал Shimadzu NEWS, 
Shimadzu Europa GmbH, Duisburg

Таблица 2: Перечень всех соответствующих характеристики колонок с их влиянием на разделение и пример колонки из линейки Shim-pack
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Температура термостата: 40 °C

Скорость подачи п.ф. и объем 
вводимой пробы подбираются 
исходя из параметров колонки.

Результаты

Результаты теста Танаки демон-
стрируют интересные различия 
между колонками C18 линейки 
Shim-pack. Самые контрастные 
значения представлены на рис. 2 
(см. также таблицу 1).

Фактор удерживания пентилбен-
зола k PB показывает способность 
колонки удерживать неполярные 
вещества. Низкие значения этого 
показателя указывают на малое 
время удерживания пентилбен-
зола. Для быстрого проведения 
анализа можно использовать 
колонки серии GISS. Если 
требуются большие времена 
удерживания, лучшим выбором 
будут колонки XR-ODS III.

Параметр гидрофобная селек-
тивность α CH2 (отношение фак-
торов удерживания пентилбен-
зола и бутилбензола) определя-
ется как селективность между не-
полярными алкилбензолами в го-
мологической серии, отличаю-
щимися на одну метильную груп-
пу. Высокая гидрофобная селек-
тивность характеризует лучшее 
разделение. Гидрофобные колон-
ки XR-ODS III имеют высокие по-
казатели этого параметра. Колон-
ки серии RP-Shield с привитой 
полярной группой демонстриру-
ют меньшее время удерживания 
и селективность для неполярных 
образцов, при этом значение 
гидрофобной селективности α CH2 
значительно ниже.

Следующий параметр — стери-
ческая селективность α T/O (отно-
шение факторов удерживания 
трифенилена и о-терфенила) — 
иллюстрирует способность сорбен-
та к дифференциации молекул, 
различающихся по стереохимии. 
Колонка C18-P отлично подходит 

для разделения веществ со сходной 
структурой, отличающихся лишь 
пространственной конфигурацией.

Активность силанольных групп 
сорбента, т.е. способность колон-
ки образовывать водородные 
связи, описывается параметром 
α C/P — ёмкостью взаимодействия 
по типу водородной связи (или 
просто ёмкостью водородных свя-
зей — отношением факторов 
удерживания кофеина и фенола). 
Параметр α C/P характеризует 
число свободных гидроксильных 
групп и степень дезактивирования 
поверхности (так называемого 
энд-кэппинга (end-capping)). Дан-
ный параметр следует исполь-
зовать с осторожностью, посколь-
ку, например, колонка RP-Shield 
демонстрирует небольшое значе-
ние даже при наличии полярной 
группы. Полярность этой группы 
противоположна полярности 
силанольных групп неподвижной 
фазы, что обусловливает более 
низкое значение α C/P.

Два последних параметра — 
отношение факторов удержива-
ния бензиламина (В) и фенола (Р)  
α B/P = k B/ k P при pH=7,6 и 
pH=2,3 — определяют общую 
силанольную активность и общую 
кислотную активность силаноль-
ных групп, т.е. ионообменную 
емкость колонки при рН 7,6 и 
рН 2,3 (рН выше и ниже pKa 
силанольных групп). Так, напри-
мер, колонка MAqC-ODS 
демонстрирует эффект катион-
ного обмена при pH 7,6, посколь-
ку содержит кислотные группы.

Заключение

Выбор подходящей ВЭЖХ 
колонки с сорбентом C18 
является непростой задачей.
Обращенно-фазовые сорбенты 
C18 различаются по своим 
хроматографическим свойствам.  
Метод Танаки для классифи-
кации колонок может помочь 
сделать правильный выбор.
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Перспективы масс-спектрометрии 
в химико-токсикологических исследованиях
Европейский инновационный центр — интервью с профессором 

Сен-Марку, больница Университета Лиможа (Франция)

Профессор Сен-Марку, больница Университета Лимож (Франция)
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ПОСЛЕДНИЕ ИЗВЕСТИЯ

Ф
 ранк Сен-Марку (доктор 
 фарм. наук) занимает долж-
 ность профессора токсико-
логии и отвечает за работу службы 
клинической и судебно-медицин-
ской токсикологии в отделении 
фармакологии и токсикологии 
больницы Университета Лиможа 
(Франция). Он получил степень 
магистра в области аналитической 
химии, степень магистра в области 
комплексных исследований и док-
торскую степень в области фармако-
кинетического моделирования 
в 2004 г. Соавтор более 70 работ 
в коллегиально рецензируемых 
международных журналах, прово-
дил презентации более чем на 50 
конференциях и международных 
мероприятиях. С апреля 2017 г. 
работает в Европейском инноваци-
онном центре Shimadzu в клиничес-
ком отделении, где занимается 
разработкой приложений тандем-
ной жидкостной хроматомасс-
спектрометрии в токсикологии.

Профессор Сен-Марку, 
какие области исследований 
Вас интересуют?
Опишите ситуацию в целом.

Мы проводим лабораторные 
клинические и судебно-медицинские 
токсикологические исследования. 
Эти исследования охватывают 
различные области: непреднамерен-
ное отравление лекарственными 
средствами, наркотическими ве-
ществами или токсическими соеди-
нениями, самоотравление, подозре-
ние на передозировку, вождение 
автомобиля под воздействием 
наркотических средств, допинг-
контроль... В каждой ситуации 
токсиколог обязан провести 
однозначную идентификацию 
ксенобиотиков (при отсутствии 
клинических симптомов) как при 
токсикологически высоких концен-
трациях, так и на минимальном 
уровне обнаружения, предоставляя 
количественные результаты. 
В большинстве случаев такие анали-
зы должны проводиться быстро, 

в режиме 24/7. Но задачи постоян-
но меняются! Появляются всё но-
вые и новые лекарственные средст-
ва, для которых необходим терапев-
тический лекарственный монито-
ринг, т. е. индивидуальная коррек-
ция дозы на основе измерения 
концентрации препарата в крови. 
Кроме того, появляются и незакон-
ные препараты, которые также 
требуют анализа. Поэтому мы 
постоянно занимаемся разработ-
кой последовательных, современ-
ных, практичных и эффективных 
аналитических методик, в основном 
с использованием ЖХМС или ГХМС.

Какие исследования, 
Вы проводите в Европейском 
инновационном центре 
Shimadzu?

В целом исследования, которые 
мы проводим в Европейском инно-
вационном центре, — это разра-
ботка новых аналитических мето-
дик в сфере токсикологии. С нача-
ла сотрудничества наши усилия 
направлены на разработку скринин-
говых методик с использованием 
ВЭЖХ-МС системы LCMS-8060.
Прежде всего мы разработали 
базу данных для платформы 
ЖХМС/МС Shimadzu на основе 
LCMS-8050.  В ней содержатся 

более 8000 MRM-переходов для 
1280 сертифицированных стан-
дартных образцов (в том числе 37 
дейтерированных внутренних 
стандартов) с 6084 зарегистри-
рованными спектрами, включая 
режимы положительной и отри-
цательной ионизации. База данных 
также включает библиотеку эталон-
ных масс-спектров продуктов 
фрагментации, которую можно 
использовать для идентификации 
соединений. 

Одной из особенностей нашего 
подхода является использование 
инновационного метода регистра-
ции MRM-переходов, который 
позволяет получить практически 
полный спектр продуктов фраг-
ментации. Это так называемый 
«Режим MRM-спектр». В отличие 
от традиционного подхода, когда 
используют два или три уровня 
энергии соударительной диссоци-
ации для получения спектров 
фрагментации всех определяемых 
соединений, мы оптимизировали 
энергии диссоциации большого 
числа (вплоть до 15) MRM-перехо-
дов для каждого определяемого 
соединения. Это обеспечивает 
получение высокоспецифичных 
спектров фрагментации и повышает 
надежность идентификации.
В настоящее время мы оцениваем 
возможности этого нового 
подхода для проведения количест-
венного анализа. Точнее, мы 
разрабатываем методику для 
определения наиболее распростра-
ненных соединений, таких как 
антидепрессанты, анксиолитики, 
анальгетики, нейролептики 
и наркотические соединения, 
и оцениваем практическую эффек-
тивность её использования при 
различных уровнях концентраций: 
инфратерапевтическом, терапев-
тическом и токсическом. Первые 
результаты вполне обнадеживаю-
щие, и надеюсь, что вскоре мы 
сможем предложить первую 
готовую методику. При этом мы 
разрабатываем полностью авто-
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CLAM-2000

ПОСЛЕДНИЕ ИЗВЕСТИЯ

матизированные способы экстрак-
ции с помощью автоматизирован-
ной станции CLAM-2000, которая 
напрямую подключается к системе 
LCMS-8060. Была разработана 
первая методика для выявления 
42 амфетаминов, кокаина и опиа-
тов. Результаты этих работ недавно 
опубликованы. 

Почему вы заинтересованы 
в этом исследовании? 
Почему оно является 
важным и какова его цель?

В клинической и судебномедицин-
ской токсикологии нередка ситуа-
ция, когда природа или наличие 
наркотического вещества 
полностью неизвестны. Поэтому 
прежде всего выполняют скрининг. 
Обычно скрининг проводят перед 
более конкретным анализом, кото-
рый позволяет выполнить количест-
венную оценку выявленных соеди-
нений. Методы, которые позволи-
ли бы совместить скрининг и воз-
можность количественной оценки, 
очень востребованы.

Кроме того, автоматизация про-
цесса анализа полностью или 
частично устраняет технические 
ошибки, которые могут быть допу-
щены при подготовке проб вручную, 
и высвобождает ценное время 
специалистов, которые получают 
возможность параллельно решать 
другие задачи.

Каким образом приборы 
Shimadzu помогают Вам 
в исследовании?

Система LCMS-8060 — мощный 
инструмент с высокой производи-
тельностью. Для всех уже разра-
ботанных методик при получении 
данных в режиме MRM-спектр не 
отмечались потери чувствитель-
ности по сравнению 
с традиционными 
решениями, когда 
регистрируют 23 
MRM-перехода 
на соединение. Например, 
если методику используют 
для выявления запрещенных 
наркотических веществ, 
длительность регистрации 
сигнала и паузы для 
получения данных обычно 
составляет 3 мс и 1 мс. Это 
означает, что максимальное 
время цикла составляет менее 
одной секунды даже в области, 
когда наблюдается коэлюция 
определяемых соединений. 
Имеется возможность одновре-
менной регистрации 220 MRM-
переходов при достижении 
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в среднем 20 точек данных на пик 
каждого соединения. CLAM-2000 
является первой системой, в кото-
рой загрузка нативного исследуе-
мого материала не требует участия 
человека. Процесс подготовки 
образцов синхронизирован с рабо-
той ЖХМС/МС таким образом, 
что каждый последующий образец 
вводится в систему сразу же после 
завершения анализа предыдущего 
образца. Таким образом, анализ 
идет практически в непрерывном 
режиме без потерь времени на 
подготовку проб.

Какие преимущества есть 
у Shimadzu по сравнению 
с другими поставщиками, 
помимо приборов?

Европейский инновационный 
центр Shimadzu — первая компа-
ния, которая предлагает нам полно-
ценное и эффективное сотруд-
ничество. Это взаимовыгодные 
отношения. Все работы выполня-
ются под контролем департамента 
фармакологии и токсикологии 
больницы Университета Лиможа 
и Shimadzu Corporation, а именно, 
Стефана Моро, Дуйсбург, Германия 
и Албана Хуто, Марн-ла-Вале, 
Франция. В них активно участвует 
также зарубежный Департамент 
масс-спектрометрии Shimadzu 
Corporation, в котором работают 
Нил Лофтус и Алан Барнс. Значи-
тельную помощь оказывает Тифа-
ни Робин, аспирантка, которая 
полностью посвятила себя работе 
по данному проекту.

Расскажите о запросах 
в компанию Shimadzu 
на предоставление методик 
или оказание поддержки, 
способных повысить 
эффективность исследований, 
даже если эти запросы 

в настоящее время сложно 
реализовать.

Мы рассматриваем множество 
проектов, например, разработку 
аналитических методик для систе-
мы QTOF или аналитических мето-
дик отбора микропроб с помощью 
устройств Wing. К сожалению, 
нам не хватает персонала. Одним 
из возможных решений является 
привлечение второго аспиранта 
совместно с компанией Shimadzu.

Поговорим о перспективах. 
Какие задачи предстоит 
решать в области клиничес-
кой и судебно-медицинской 
экспертизы в ближайшие 
10 лет и как это повлияет 
на аналитические 
инструмен-
ты и клинические 
процедуры?

В ближайшем будущем нам предсто-
ит решить еще много задач на всех 
этапах: до выполнения анализа, во 
время выполнения и после него. 

Прежде всего, расширится исполь-
зование менее инвазивных, по 
сравнению с традиционными, 
устройств для забора образцов 
крови, или же тех, что позволяют 
пациентам выполнять эту процеду-
ру самостоятельно. Это значит, 
что мы будем все чаще встречать-
ся с новыми типами образцов: 
сухие пятна крови, жидкости 
ротовой полости, микрообъемы 
крови... Сегодня объем образцов 
крови обычно составляет не менее 
50–100 мкл. И если, по прогнозам, 
в будущем все чаще будут отбирать-
ся образцы объемом менее 5 мкл, 
можете представить, какая высо-
кая чувствительность приборов 
нам понадобится.

Во-вторых, все большее количество 
лекарственных средств будет 

относиться к отрасли «персонали-
зированной» или «направленной» 
медицины. Это подразумевает 
разработку сложных аналитичес-
ких методик, например, с исполь-
зованием наночастиц и простран-
ственно-ориентированного трипси-
нолиза (nSMOL), которые были 
разработаны компанией Shimadzu 
для исследования лекарственных 
препаратов на основе монокло-
нальных антител.

При этом нам следует задуматься 
о высокоэффективных лаборато-
риях, в которых ключевыми 
особенностями станут простота 
эксплуатации и минимизация 
участия оператора в процессе 
подготовки образцов. Для этого  
система CLAM-2000 будет крайне 
полезной. Однако, учитывая 
сказанное ранее, система должна 
быть достаточно гибкой, чтобы 
обеспечивать обработку несколь-
ких типов образцов. Система дол-
жна позволять работать с сухими 
пятнами крови или микровиалами. 
Также должна быть предусмотрена 
возможность использования 
различных вариантов экстракции.

Очень часто время, потраченное 
на обработку/анализ данных, не 
учитывается, хотя это тоже 
важный момент. Высокопроизводи-
тельная лаборатория не будет 
высокоэффективной, если у нее 
нет программного обеспечения 
для быстрого и удобного анализа 
полученных результатов. В моей 
лаборатории мы в целом смогли 
минимизировать время выполне-
ния анализа с автоматизированной 
пробоподготовкой, однако на 
анализ данных все еще уходит 
очень много времени. Не «поплы-
ли» ли калибровочные кривые? 
Все ли в порядке с внутренними 
стандартами? Правильно ли 
проведено интегрирование всех 
пиков? Все ли ежедневные 
внутренние проверочные тесты 
выполнены? Нам совершенно 
точно необходимы инструменты, 
которые дают ответы на эти 
вопросы автоматически и позволя-
ют обеспечить управление процес-
сом, подобно тому, как новые 
автомобили обеспечивают 
более высокую безопасность 
дорожного движения!
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Рисунок 1: Реакция соли 2,4,6-трехзамещенного пирилия с пептидом
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Рисунок 2: МС-спектр, полученный для одного аттомоля дериватизированного дипептида
TPP+-Gly-Leu-OH с использованием LCMS-8050 производства Shimadzu

Рисунок 3: Анализ дериватизированного триптического гидролизата BSA, выполненный
методом ЖХ-МС в режиме предварительного сканирования ионов-предшественников

0

100

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

[мин]

Неподвижная фаза: C18
A – 0,1 % HCOOH w H2 O
B – 0,1 % HCOOH w ACN
O – 80 % B w A

1: TIC(+) CE: –45.0

Способ повышения чувствительности при анализе 

пептидов методом ЖХМС/МС

Дериватизация 
солями пирилия

Группа, слева направо: Петр Стефанович, Ремигиуш Бачор, Збигнев Шевчук, Моника Киевска, Матеуш Валичек

SHIMADZU NEWS 2/2018

ПРИМЕНЕНИЕ

О
тн
о
си
те
л
ьн
ая

 и
н
те
н
си
вн
о
ст
ь 

[%
]

Сканирование
ионов-

предшественников

И
 зучение белков и пептидов 
 необходимо для понима-
 ния многих биологических 
процессов на молекулярном 
уровне. Тандемная масс-спектро-
метрия (МС/МС) стала предпочти-
тельным методом для качествен-
ного и количественного анализа 

белков и пептидов, поскольку 
она демонстрирует высокую 
чувствительность, точность 
и применимость при анализе 
сложных смесей. В то же время 
анализ следового количества 
пептидов может оказаться 
затруднительным из-за недоста-
точной эффективности иониза-
ции некоторых пептидов. Один 
из способов решения этой 
проблемы — введение агента 
усиления ионизации в молекулу 
анализируемого вещества. 
Группа из Университета Вроцла-
ва разработала новый маркер 
ионизации на основе фрагментов 
2,4,6-трифенилпиридиния, 
который позволяет выполнять 
ЖХ-МС анализ пептидов на 
уровне аттомолей с использова-
нием режима MRM (мониторинг 
множественных реакций).

Введение

Современная масс-спектрометрия 
не всегда обеспечивает успеш-
ный анализ следовых количеств 
пептидов из-за недостаточной 
эффективности ионизации, что 
приводит к ограниченной чувстви-
тельности анализа. Сродство 
молекул пептида к протону, т.е. 
эффективность ионизации, явля-
ется ключевым параметром, кото-
рый влияет на выход ионизации. 
Поэтому пептиды, в состав кото-
рых входит аргинин (самая 
основная аминокислота), име-
ют самые сильные сигналы [1]. 

Одним из способов повышения 
эффективности ионизации 
пептидов в состав которых не 
входит аргинин является введе-
ние функциональной группы 
с фиксированным зарядом в мо-
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для изобарических пептидов модели из дериватизированных Ac-Leu-Val-Asn-Glu-Val-Thr-Glu-
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лекулу анализируемого вещества. 
Недавно исследователи из Универ-
ситета Вроцлава предложили 
использовать для получения 
производных пептидов соли 
2,4,6-трифенилпирилия [2]. Соли 
пирилия легко вступают в реак-
цию с пространственно незатруд-
ненными первичными аминами, 
образуя соли пиридиния с фикси-
рованным зарядом. Эта реакция 
является особо селективной по 
отношению к ε-аминогруппе ли-
зина. Таким образом, для дерива-
тизации синтетических пепти-
дов, а также триптических пепти-
дов использовали соли 2,4,6-
трифенилпирилия. Производные 
пептидов в ходе фрагментации 
на основе соударительной диссо-
циации формируют полипротони-
рованный ион 2,4,6-трифенил-пи-
ридиний. Эта реакция подтверди-
ла свою полезность при анализе 
с использованием селективного 
режима, например MRM или 
поиска иона-предшественника.

Исследовательская группа также 
предложила новый метод получе-
ния изобарических пептидов 
путем сочетания 18O энзимати-
ческих маркеров [3/4] и измене-
ния пептидов с помощью 12C 
и 13C изотопологов солей 2,4,6-
трифенилпирилия. В результате 
данного сочетания образуются 
изобарические двойники. 
В последующих опытах с фраг-
ментацией образуются контроль-
ные ионы, масса которых отли-
чается на 4 Да. Их сравнение 
дает количественную оценку 
пептидов в сопоставляемых 
образцах. 

В настоящее время этот подход 
испытывается на образцах мочи. 
Цель настоящего исследования — 
разработать метод, позволяющий 
выявлять состояние предэкламп-
сии (ПЭ) на раннем этапе на осно-
ве триптических фрагментов 
подоцина, который был признан 
биомаркером ПЭ. ПЭ является 
системной патологией, которая 
остается ведущей причиной 
материнской и младенческой 
заболеваемости и смертности.

Анализ методом ЖХ-МС

ЖХ-МС триптического гидроли-
зата производного бычьего 
сывороточного альбумина (BSA) 
проводили на тройном квадру-
польном масс-спектрометре 
LCMS-8050 Shimadzu. Для этого 
опыта с использованием режима 
сканирования иона-предшествен-
ника исследователи выбрали 
ион при отношении m/z 308.2, 
который представляет протони-
рованный катион 2,4,6-трифенил-
пиридиния при энергии столкно-
вения 45 эВ. Тот же масс-спектро-
метр использовался для анализа 
модельных изобарических пепти-
дов (двойников) с помощью режи-
ма MRM, а также сканирования 
Q1Q3. Разделение проводили на 
колонке RP-Aeris Peptide (50 × 
2,1 мм; 3,5 мкм) с градиентным 
элюированием 5–60 % B в A (A, 
0,1 % HCOOH в воде; B, 0,1 % 
HCOOH в MeCN) при комнатной 
температуре в течение 45 минут 
для расщепленного BSA 
(расход: 0,1 мл/мин) и в течение 
15 минут — для модельных 
изобарических пептидов 
(расход: 0,2 мл/мин). Образцы 

растворяли в 400 мкл смеси 
вода/ацетонитрил.

Дериватизация

Образец растворяли в диметил-
формамиде (DMF), с последую-
щим добавлением трехкратного 
содержания соли 2,4,6-трифенил-
пирилия и трехкратного содержа-
ния триэтиламина. Полученную 
смесь перемешивали вихревым 
способом и выдерживали в 
инкубаторе при 70 °C в течение 
20 минут. В конце растворитель 
испаряли в потоке азота и высу-
шивали в вакууме.

Результаты

Предел обнаружения

Полученный производный 
дипептид H-Gly-Leu-OH исполь-
зовали для проверки предела 
обнаружения при анализе. Для 
этого использовали режим 
MRM, который показал предел 
обнаружения для исследуемого 
дипептида в 1 аттомоль (рис. 2).

Анализ триптического 
гидролизата бычьего 
сывороточного альбумина 
(BSA) 

Для анализа дериватизирован-
ного предшественника BSA 
использовали режим сканирова-
ния ионов-предшественников. 
В качестве иона-продукта был 
выбран протонированный 

катион 2,4,6-трифенилпиридиния 
с отношением m/z 308 и энергией 
столкновения 45 эВ. В результате 
были отмечены пептиды, содер-
жащие только маркер иониза-
ции (рис. 3). 

Изобарические пептиды на 
основе солей 2,4,6-трифенил-
пиридиния (двойники)

Изотопный 16O/18O обмен широ-
ко используется в сравнитель-
ной протеомике. Триптическое 
расщепление белка выполнялось 
в среде H218O, что привело к 
включению двух тяжелых атомов 
кислорода в карбоксильную груп-
пу лизина. Этот подход имеет 
несколько недостатков, напри-
мер, обратный изотопный обмен 
или наложение изотопных пиков. 
Исследовательская группа 
предложила изменить данный 
подход за счет дополнительного 
использования солей 2,4,6-три-
фенилпирилия.

Один образец расщепляется 
в H218O и соли 2,4,6-трифенил-
пирилия не имеющей маркера, 
а другой образец — в немече-
ной H2O и меченой соли 2,4,6-
трифенилпирилия (рис. 4).

После этого образцы объединя-
ли и подвергали совместному 
анализу. Фрагментация ионов, 
соответствующая изобарическим 
пептидам, создает контрольные 
ионы с разницей массы в 4 Да 
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Рисунок 6: Схематическое изображение анализа белков мочи с помощью чувствительной 
панорамной протеомики; белки получены от одного и того же пациента на разных стадиях 
медицинского обследования.

Триптические пептиды, выделенные из образцов, собранных в разное время, дериватизируют 
с использованием усилителей ионизации, меченых различным количеством стабильных 
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концентраций подоцина и других биомаркеров анализируют c использованием метода 
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(2,4,6-трифенилпиридиний с мар-
кером и без маркера). За счет 
сопоставления их интенсивности 
можно определить относительную 
концентрацию пептидов в двух 
образцах. Благодаря этому нет ни 
малейшего риска наложения 
двух изотопных пиков. Более то-
го, не наблюдался и обратный 
обмен, поскольку остаток моди-
фицированного пиридинием ли-
зина не был распознан энзимом.

Анализ пептидов в режиме мо-
ниторинга множественных реак-
ций (MRM) позволяет выявлять 
пептиды с высокой степенью 
информативности. Это стало 
возможным в результате улучше-
ния соотношения сигнал-шум. 
Таким образом, был выполнен 
анализ модельных изобаричес-
ких пептидов (Ac-Leu-Val-Asn-Glu-
Val-Thr-Glu-Phe-Ala-Lys-OH; 66-75 
фрагмент BSA) с использованием 
режима MRM. Исследователь-
ская группа использовала диаг-
ностические контрольные ионы 
(отношение m/z 308 и 312) для 
MRM-переходов. Результаты 
анализа приведены на рис. 5.

Полный спектр сканирования 
модельных изобарических пепти-
дов представлен в верхней части 
рисунка. Интенсивный пик при 
отношении m/z в 743 соответство-
вал дуплексу. В этом опыте было 
проанализировано два квимоляр-
ных образца, в связи с этим 
наблюдались два диагности-
ческих пика с сопоставимой 
интенсивностью. Присутствие 
фрагментов 2,4,6-трифенилпи-

ридиния в пептидах повышало 
эффективность ионизации. 
Следовательно, анализ модифи-
цированных изобарических пепти-
дов в режиме MRM позволяет  
значительно улучшить предел 
обнаружения.

Анализ реальных образцов

Синтезированные соли 2,4,6-
трифенилпирилия с изотопичес-
кими маркерами и без них исполь-
зовались для анализа триптичес-
кого гидролизата подоцина, 
полученного из мочи беремен-
ных женщин. Образцы мочи для 
анализа отбирали на разных 
стадиях ПЭ. Схематическое 
представление показано на рис. 6. 

Применение солей пирилия дает 
возможность повысить информа-
тивность анализа и ввести устой-
чивый изотоп в пептиды, что, в 
свою очередь, обеспечивает 
возможность ЖХ-МС/МС анализа 
с использованием методики 
разбавления множественных 
изотопов.

Заключение

Разработан новый маркер иони-
зации на основе промежуточной 
структуры 2,4,6-трифенил-пири-
диния, благодаря чему была 
обеспечена возможность 
высокочувствительного анализа 
пептидов методом ЖХ-МС на 
уровне аттомолей. Преимущест-

во этого маркера ионизации 
заключается в удобстве процеду-
ры создания производных и высо-
кой чувствительности к ε-амино-
группе лизина. Помимо этого, 
реакция солей пирилия не требует 
активных групп с низкой устой-
чивостью в водных растворах. 
Надлежащее сочетание обмена 
и дериватизации 16O/18O с исполь-
зованием соли 2,4,6-трифенил-
пирилия или его изотополога 
13C4  дает возможность получить 
изобарические пептиды. Сравне-
ние интенсивности сигнала 
в контрольных ионах, получен-
ных из изобарических пептидов, 
позволяет выполнить количест-
венную оценку пептидов. Недав-
но был проведён анализ солей 
пиридиния с помощью ЖХ-МС/МС 
с применением подоцина в ка-
честве биомаркера стадии ПЭ.
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