
170 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2026. Т. 15, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2026. V. 15, No. 3

Оригинальная статья / Research аrticle 

УДК 543.064.3; 615.322; 543.42/.43; 543.42.062; 543.5; 632.954; 543.6

https://doi.org/10.33380/2305-2066-2026-15-3-2328

Использование метода поляризационно-флуоресцентного 
иммуноанализа для оценки содержания ацетохлора  
в лекарственном растительном сырье
М. А. Пашкова1 , Д. Цзычен1 , Л. И. Мухаметова1 , С. А. Еремин1 , 

Ю. В. Медведев2 , С. В. Кареева2 , Г. В. Раменская2 , С. М. Филимонова2   

1 Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования «Московский 
государственный университет имени М. В. Ломоносова» (МГУ имени М. В. Ломоносова), химический факультет. 119991, 
г. Москва, Ленинские горы, д. 1
2 Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования Первый Московский 
государственный медицинский университет имени И. М. Сеченова Министерства здравоохранения Российской  
Федерации (Сеченовский Университет). 119048, Россия, г. Москва, ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2

 Контактное лицо: Филимонова Светлана Михайловна. E-mail: filimonova.svetl@mail.ru 

Резюме
Введение. Ацетохлор относится к числу наиболее распространенных гербицидов, способных накапливаться в 
сырье лекарственных растений и представляющих угрозу для здоровья. Для контроля содержания ацетохлора была  
разработана методика с использованием поляризационного флуоресцентного иммунноанализа (ПФИА), гомогенного  
и специфичного метода, который применяют для анализа низкомолекулярных токсикантов.
Цель. Разработка и валидация методики количественного определения ацетохлора в лекарственном растительном  
сырье на примере сырья кукурузы (столбики с рыльцами) методом ПФИА.
Материалы и методы. При разработке методики использовали поликлональные кроличьи антитела к ацетохлору 
и конъюгат производного ацетохлора и этилендиаминофлуоресцеина в качестве трейсера (AMPA-EDF). Анализ  
выполняли методом поляризации флуоресценции на портативном флуориметре Sentry-200 (Ellie LLC, США). Обработку 
данных проводили с использованием программного пакета SigmaPlot 11 (Systat Software Inc., США). Исследования  
выполняли на образцах лекарственного растительного сырья кукурузы (столбики с рыльцами), приобретенного в 
аптечной сети и в общедоступном интернет-магазине. Валидацию методики проводили по следующим параметрам: 
пределу обнаружения, пределу количественного определения, диапазону определяемых концентраций, прецизионности, 
правильности и специфичности.
Результаты и обсуждение. Разработана, оптимизирована и валидирована методика количественного определения 
пестицида ацетохлора в лекарственном растительном сырье кукурузы (столбики с рыльцами) методом поляризационного 
флуоресцентного иммуноанализа (ПФИА). Диапазон определения составил 0,024–1,56 мг/кг. Доказаны специфичность, 
прецизионность и правильность разработанной методики.
Заключение. На примере кукурузы столбиков с рыльцами метод поляризационно-флуоресцентного иммуноанализа 
(ПФИА) применим для количественного определения пестицида ацетохлора в лекарственном растительном сырье.

Ключевые слова: лекарственное растительное сырье, пестициды, ацетохлор, поляризационный флуоресцентный 
иммуноанализ, ПФИА
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Abstract
Introduction. Acetochlor is one of the most common herbicides capable of accumulating in medicinal plant raw materials  
and posing a health risk. A method for acetochlor determination was developed using fluorescence polarization immunoassay  
(FPIA), a homogeneous and specific technique employed for analysis of low-molecular-weight toxicants. 
Aim. To develop and validate a fluorescence polarization immunoassay for quantitative analysis of the herbicide acetochlor  
in medicinal plant material, exemplified by corn silk (Zea mays L.).
Materials and methods. For the development of the method, polyclonal rabbit antibodies against acetochlor and a tracer 
consisting of an acetochlor derivative conjugated with ethylenediamine fluorescein (AMPA-EDF) were used. The analysis was 
performed by fluorescence polarization using a portable Sentry-200 fluorimeter (Ellie LLC, USA). Data processing was carried  
out with SigmaPlot 11 software package (Systat Software Inc., USA). The study was performed on samples of corn silk medicinal  
plant material purchased from a local pharmacy and an online store. Method validation included the following parameters:  
limit of detection, limit of quantification, analytical range, precision, accuracy, and specificity. 
Results and discussion. A method for the quantitative determination of the pesticide acetochlor in the herbal medicinal  
raw material corn silk (Zea mays L.) has been developed, optimized, and validated using fluorescence polarization immunoassay  
(FPIA). The determination range was from 0.024 to 1.56 mg/kg. The specificity, precision, and accuracy of the developed  
method were confirmed.
Conclusion. The fluorescence polarization immunoassay (FPIA) method was applied for the quantitative determination of  
the pesticide acetochlor in herbal medicinal raw material, using corn silk as an example.
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ВВЕДЕНИЕ 

Одной из важных задач контроля качества ле- 
карственного растительного сырья является опреде-
ление содержания пестицидов. Несмотря на требо-
вания надлежащей практики культивирования, сбо- 
ра и обработки сырья растительного происхожде-
ния1, запрещающие применение химикатов, вклю- 
чая пестициды, при выращивании лекарственных 
растений, эти меры не всегда полностью предотвра-
щают попадание пестицидов в сырье. В частности, 
лекарственное растительное сырье кукурузы стол-
биков с рыльцами представляет собой побочный 
продукт сельскохозяйственного производства, где 
контроль применения пестицидов может быть за-
труднен. Кроме того, остаточные количества пести-
цидов, присутствующие в почве и в водоемах, воду  
из которых используют при поливе, способны акку-
мулироваться в растениях.

Ацетохлор, относящийся к группе хлорацетами- 
дов (рисунок 1),  – один из наиболее распространен-
ных гербицидов, используемых в агротехнике куку- 
рузы, сои, подсолнечника и других сельскохозяйст- 
венных культур, что обусловлено его высокой эф-
фективностью в подавлении сорной растительности 
и экономической целесообразностью. Данное со-
единение применяется преимущественно на этапе 
довсходовой обработки почвы, обеспечивая ингиби-
рование прорастания семян сорных видов. Однако 
ацетохлор, обладающий высокой сорбционной спо-
собностью по отношению к почвенным компонен-
там  [1], демонстрирует тенденцию к накапливанию 
в грунте. Помимо этого, ацетохлор является водо-
растворимым соединением и благодаря своей ста-
бильности может обнаруживаться в водоемах. Эти 
факторы создают риск миграции пестицида в ткани 
сельскохозяйственных культур. Данный фактор об- 
уславливает потенциальную контаминацию лекарст- 
венного растительного сырья остаточными количест- 
вами гербицида.

Содержание ацетохлора в пищевых продуктах 
нормируется СанПиН 1.2.3685-21 «Гигиенические 
нормативы и требования к обеспечению безопасно- 
сти и (или) безвредности для человека факторов 
среды обитания»2, согласно которому максимально  

1 Решение Совета Евразийской экономической комис-
сии от 26 января 2016 года № 15 «Об утверждении Правил 
надлежащей практики выращивания, сбора, обработки и 
хранения исходного сырья растительного происхождения». 
Доступно по: https://www.consultant.ru/document/cons_doc_
LAW_291919/aa0cc7a9c6c5363a2a94199780f5d7f1f6082c96/ 
Ссылка активна на 12.02.2026.

2 СанПиН 1.2.3685-21 «Гигиенические нормативы и тре-
бования к обеспечению безопасности и (или) безвредно-
сти для человека факторов среды обитания». От 29.01.2021. 
Доступно по: https://www.rospotrebnadzor.ru/files/news/
GN_sreda%20_obitaniya_compressed.pdf Ссылка активна на 
30.03.2026.

допустимый уровень в бобах сои, семенах подсол-
нечника, зерне и масле рапса составляет 0,04  мг/кг,  
в зерне кукурузы  – 0,03 мг/кг, в масле подсолнечни- 
ка – 0,02 мг/кг.

Согласно действующей классификации, ацето- 
хлор относится к III классу опасности для теплокров-
ных организмов, включая человека. Тем не менее в 
научной литературе обсуждаются данные, указыва-
ющие на возможную канцерогенную, гепатотокси- 
ческую, нефротоксическую активность данного со- 
единения  [2], что доказывает необходимость конт- 
роля содержания ацетохлора в лекарственном рас- 
тительном сырье. 

Количественное определение ацетохлора осу-
ществляется с применением хроматографических и 
иммуноферментных методов анализа. Наибольшее 
распространение для контроля содержания данного  
пестицида получили методы хроматографии: газо-
жидкостная и высокоэффективная жидкостная хро- 
матография. Анализ пестицидов в растительной мат- 
рице хроматографическими методами рекомендован 
XV Государственной фармакопей Российской Феде- 
рации (ГФ РФ)3. 

Для количественного определения ацетохлора 
разработан ряд подходов, основанных на сверхэф-
фективной жидкостной хроматографии с масс-спект- 
рометрическим детектированием (СВЭЖХ-МС/МС)  [3],  
ультра-высокоэффективной жидкостной хроматогра- 
фии (УВЭЖХ) [4] и газовой хроматографии с тандем-
ной масс-спектрометрией (ГХ-МС) [5]. Хроматогра-
фические методы характеризуются высокой чувстви-
тельностью и селективностью, однако при анализе 
растительных матриц требуют многостадийной про-
боподготовки для удаления экстрактивных веществ. 
Помимо этого, данные методы предполагают исполь-
зование дорогостоящего оборудования и требуют 
привлечения квалифицированного персонала. 

Для анализа ацетохлора в различных матрицах 
были разработаны иммунные методы, которые не 
уступают по селективности и чувствительности хро-
матографичеcким, в то же время характеризуются  
более низкой стоимостью анализа. Иммунофермент-
ный анализ (ИФА) применяли для определения со-
держания пестицида в речной воде [6] и кукуру- 
зе  [7]. Иммунохроматографический метод (ИХА) ис-
пользовали для контроля содержания ацетохлора в 
растительном масле [8]. Был также предложен метод 
поляризационно-флуоресцентного иммуноанализа  
для анализа ацетохлора в речной воде [9], однако 

3 ОФС.1.5.3.0011 «Определение содержания остаточных 
пестицидов в лекарственном растительном сырье и лекарст- 
венных растительных препаратах». Государственная фар- 
макопея РФ XV издания. Доступно по: https://pharmacopoeia.
r e g m e d . r u / p h a r m a c o p o e i a / i z d a n i e - 1 5 / 1 / 1 - 5 / 1 - 5 - 1 /
opredelenie-soderzhaniya-ostatochnykh-pestitsidov-v-
lekarstvennom-rastitelnom-syre-i-lekarstvennykh-/ Ссылка ак-
тивна на 12.02.2026.
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https://www.rospotrebnadzor.ru/files/news/GN_sreda%20_obitaniya_compressed.pdf
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об использовании данного метода для контроля ка-
чества лекарственного растительного сырья еще не 
сообщалось. 

Сравнительная характеристика рассмотренных ме- 
тодик представлена в таблице 1.

Поляризационный флуоресцентный иммуноана-
лиз (ПФИА) представляет собой гомогенный имму-
нохимический метод, предназначенный для опреде- 
ления низкомолекулярных соединений, таких как пе-
стициды, антибиотики, биологически активные ве-
щества. Данная методика находит применение в ряде 
областей, включая экологический мониторинг (конт- 
роль воды и почвы) [13], анализ пищевых продук-
тов  [14] и токсикологический контроль [15]. Также  
был описан подход к количественному определению 
активной фармацевтической субстанции лизоцима в 
дозированной лекарственной форме с применением 
метода поляризации флуоресценции [16]. 

Принцип метода основан на измерении поляри- 
зации флуоресценции конъюгата «аналит – флуоро-
фор» (трейсера). При возбуждении проб плоскопо-
ляризованным светом испускаемое флуоресцентное 
излучение регистрируется через анализатор поля-
ризации. Разность между интенсивностями парал-
лельной (I||) и перпендикулярной (I⊥) компонент флуо- 

ресценции, отнесенная к их сумме, представляет без-
размерную величину поляризации флуоресценции 
(P), которую удобно выражать в тысячных долях (mP).

mP �
�

�
��

�

I I

I I




1000. (1)

При связывании трейсера со специфическими 
антителами происходит увеличение аналитическо-
го сигнала вследствие снижения молекулярной ро-
тации. В присутствии свободного аналита конкурен-
ция за центры связывания приводит к уменьшению 
поляризации флуоресценции пропорционально кон-
центрации определяемого вещества. Калибровочная  
зависимость имеет сигмоидальный характер в полу- 
логарифмических координатах. В качестве флуорес- 
центной метки преимущественно используется флуо- 
ресцеин.

Помимо общих преимуществ иммунохимических 
методов (экспрессность, высокая пропускная спо-
собность, отсутствие необходимости в сложной про-
боподготовке и дорогостоящем оборудовании), ме-
тод ПФИА характеризуется высокой специфичностью 
и чувствительностью, а также простотой выполнения 
анализа.

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 1. Структурные формулы хлорацетамидных гербицидов: 

А – ацетохлора; Б – алахлора; В – метолахлора; Г – бутахлора

Figure 1. Chemical structures of chloroacetamide herbicides: 

А – acetochlor; B – alachlor; С – metolachlor; D – butachlor
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Целью данной работы была разработка мето- 
дики количественного определения ацетохлора в ле-
карственном растительном сырье кукурузы столби- 
ков с рыльцами методом поляризационного флуо- 
ресцентного анализа. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для количественного определения ацетохлора 
использовали поликлональные антитела против аце-
тохлора (кроличий IgG), описанные в работе Яковле-

Таблица 1. Статистические параметры методик определения ацетохлора в различных объектах

Table 1. Statistical parameters of methods for the determination of acetochlor in different matrices
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1
ВЭЖХ 
HPLC

Сертифицированный стан-
дарт ацетохлора 
Certified acetochlor 
standard

26,96–
31,25 мкг/л 

26.96–
31.25 μg/L

1 мкг/л 
1 μg/L

1–100 мкг/л 
1–100 μg/L

[10]

2
ГХ-МС 
GC-MS

Cолома кукурузы и сои 
Maize and soybean straw

0,07 нг/г 
0.07 ng/g

0,1 нг/г 
0.1 ng/g

0,1–5 нг/г 
0.1–5 ng/g

[5]

3

ГХ-МС с твердофазным экст- 
рагированием с использо-
ванием адсорбента MIL-101 
GC-MS coupled with solid- 
phase extraction using the 
MIL-101 adsorbent

Образцы почвы с пшенич-
ного, соевого, кукурузного 
полей 
Soil taken from the wheat, 
corn and soybean field

0,25 мкг/кг 
0.25 μg/kg

0,75 мкг/кг 
0.75 μg/kg

0,75–1 мкг/кг 
0.75–1 μg/kg

[11]

4
СВЭЖХ-МС/МС 

UPLC-MS/MS
Соевые бобы, солома 
Soybeans, straw

0,01 мг/кг 
0.01 mg/kg

0,01 мг/кг 
0.01 mg/kg

0,01–1 мг/кг 
0.01–1 mg/kg

[3]

5
УВЭЖХ-МС/МС
UHPLC-MS/MS

Донные отложения и мыш-
цы рисовой рыбы 
Bottom sediments and 
muscles of rice fish

0,10–0,50 мкг/кг 
0.10–0.50 μg/kg

0,50–1,50 мкг/кг 
0.50–1.50 μg/kg

0,50–
100 мкг/кг 

0.50–
100 μg /kg

[4]

6
ИФА 
ELISA

Речная вода 
River water

–
0,2 мкг/л 
0.2 μg /L

0,2–65 мкг/л 
0.2–0.65 μg /L

[6]

7
ПФИА 
FPIA

Речная вода 
River water

0,009 мг/л 
0.009 mg /L

0,05 мг/л 
0.05 mg /L 

0,05–5,5 мг/л 
0.05–5.5 mg /L

[9]

8
ИФА 
ELISA

Кукуруза 
Сorn

1,19 нг/мл 
1.19 ng/mL

– – [7]

9
ИХА
LFIA

Сертифицированный стан-
дарт ацетохлора 
Certified acetochlor 
standard

3,2 нг/г 
3.2 ng/g

1 мкг/г 
1 μg/g

1–1000 мкг/г 
1–1000 μg/g

[12]

10
ИХА
LFIA

Растительное масло 
Vegetable oil

3,53 нг/г 
3.53 ng/g

12,03 нг/г 
12.03 ng/g

12,03–
2000,00 нг/г 

12.03–
2000.00 ng/g

[8]

11
ПФИА
FPIA

Лекарственное раститель-
ное сырье кукурузы стол-
биков с рыльцами 
Medicinal plant material of 
corn silk (Zea mays L.)

0,017 мг/кг 
0.017 mg/kg

0,024 мг/кг 
0.024 mg/kg

0,024–
1,56 мг/кг 

0.024–
1.56 mg/kg

Данное  
исследо-

вание 
This study

Таблица предоставлена авторами
The table was provided by the authors
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вой и соавт. [9], конъюгат производного ацетохлора 
и этилендиаминфлуоресцеина AMPA-EDF в качестве 
трейсера  [17]. Стандартные образцы ацетохлора, бу-
тахлора, метолахлора были получены от компании 
(Sigma-Aldrich, США). Все остальные реактивы и раст- 
ворители имели аналитическую степень чистоты. По-
ляризационно-флуоресцентный анализ проводили в  
среде боратного буферного раствора с рН 8,0 при  
температуре 25 °C.

Для построения калибровочных графиков мат- 
ричные растворы ацетохлора, бутахлора и метола- 
хлора 25  мг/мл готовили с использованием 96%-го  
этанола в качестве растворителя. Серию рабочих 
растворов стандартов с концентрациями 0; 0,01; 0,1; 
0,2; 0,4; 0,5; 1; 10 и 100 мкг/мл получали путем по-
следовательного разбавления матричного раствора  
10%-м этанолом.

Измерения методом поляризации флуоресцен-
ции выполняли на портативном флуориметре Sent- 
ry-200 (Ellie LLC, США) в боросиликатных пробирках 
размером 10 × 75 мм. Прибор оснащен светодиод-
ным источником возбуждения и фотоумножительным 
детектором (λ

ex
 = 485 нм, λ

em
 = 535  нм). Обработку по-

лученных данных проводили с использованием прог- 
раммного пакета SigmaPlot 11 (Systat Software Inc., 
США).

Оптимизация методики  
количественного определения ацетохлора  
методом конкурентного связывания 

Оптимизацию условий проведения ПФИА для ко-
личественного определения ацетохлора проводили  
в несколько этапов. На первом этапе устанавливали 
оптимальную концентрацию трейсера, обеспечива-
ющую десятикратное превышение флуоресцентного 
сигнала над фоном при конечной концентрации 5  нМ  
в боратном буфере (pH 8.5). На втором этапе опре- 
деляли рабочее разведение антисыворотки, составив-
шее 1 : 800, при котором достигалось оптимальное свя-
зывание с трейсером.

Процедуру анализа стандартизировали следу-
ющим образом: в аналитические пробирки вноси-
ли 50  мкл стандартных растворов ацетохлора (0– 
100  мкг/мл) и 500 мкл рабочего раствора трейсера. 
После минутной инкубации добавляли 500 мкл ра- 
бочего раствора антител и регистрировали величи- 
ну флуоресцентной поляризации. Данный протокол 
обеспечивал воспроизводимое определение ацето- 
хлора в исследованном диапазоне концентраций.

Для установления оптимального времени анализа 
и оценки стабильности аналитического сигнала изме-
рения проводили в следующие временные точки: 1,  
5, 10, 15, 30, 60 и 120 мин. Построение калибровоч-
ной зависимости выполняли на основе трехкратного 
анализа стандартных растворов в каждой временной 
точке. В результате эксперимента были получены по-

лулогарифмические нормализованные зависимости 
параметра mP/mP

max
 от содержания ацетохлора (мкг) 

в анализируемой пробе. Обработку калибровочных 
кривых проводили методом аппроксимации с исполь-
зованием четырехпараметрической сигмоидальной 
ло-гистической функции вида:

 

 
наклон хилла

max 0
0

50

mP mP
mP mP ,

[Ацетохлор]
1

IC

−
= +

 
+  
 

(2)

где mP – значение поляризации флуоресценции, 
mP

0
  – значение поляризации свободного трейсера,  

mP
max

  – значение поляризации флуоресценции ком-
плекса антитела с трейсером без добавления анали-
зируемого раствора ацетохлора, IC

50
  – концентрация 

ацетохлора в анализируемом растворе, которая вы- 
зывает уменьшение показателя ΔmP на 50 %. 

Анализ образцов сырья

В качестве образцов для исследования исполь-
зовали лекарственное растительное сырье кукурузы 
столбиков с рыльцами. Два образца были приобре-
тены в местной аптеке (образцы 1 и 2), а также сырье, 
являющееся биологически активной добавкой к пи-
ще (образец 3), было приобретено в общедоступном 
интернет-магазине. 

Пробоподготовка

К точной навеске 1,0 г растительного сырья куку-
рузы столбиков с рыльцами добавляли 15 мл воды и 
экстрагировали в течение 15 мин. Экстракт фильтро-
вали и проводили двухкратную жидко-жидкостную 
экстракцию ацетохлора 2 мл гексана. Гексановые фа-
зы объединяли и выпаривали при температуре 65  °C.  
Остаток растворяли в 60 мкл 10%-го этанола и 50  мкл 
анализировали методом ПФИА. Все измерения про- 
водили трехкратно. 

Анализ образцов методом ВЭЖХ-УФ

Для подтверждения результатов количественного  
определения, полученных методом ПФИА, был про- 
веден анализ образцов методом ВЭЖХ-УФ.

Количественное определение ацетохлора прово- 
дили на системе Agilent 1290, оснащенной диодно- 
матричным детектором. Использовали колонку Agi- 
lent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 (150 × 4,6  мм, 
2,7  мкм). Элюирование проводили в изократическом 
режиме смесью 25 мМ дигидрофосфата натрия (pH 2,5) 
и ацетонитрила (30 : 70, об./об.) при скорости потока 
0,7  мл/мин и температуре колонки 50  °C. Объем вво-
димой пробы составлял 10 мкл. Детектирование ве-
ли на длине волны 205 нм. Обработку хроматограмм 
выполняли в программе Agilent ChemStation (Agilent 
Technologies, США).
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Пробоподготовку выполняли по аналогии с про-
цедурой, использованной для анализа методом ПФИА. 
Сухой остаток растворяли 300 мкл ацетонитрила. Про- 
цесс экстракции интенсифицировали последователь-
ным перемешиванием на вихревом шейкере MX-E 
(5  мин) и ультразвуковой обработкой (5 мин) с после- 
дующим повторным перемешиванием. Для очистки 
экстракта проводили центрифугирование при 13200g 
в течение 10 мин при 20 °C (центрифуга ROTINA 380 R, 
Hettich, Германия). Надосадочную жидкость отбира-
ли для хроматографического анализа. В каждой се-
рии измерений параллельно анализировали три по-
вторности образца, чистый растворитель (контроль) 
и стандартный раствор ацетохлора с концентрацией 
0,01 мкг/мл.

Валидация методики

Чувствительность и аналитический диапазон. 
Предел обнаружения устанавливали как IC

10
  – мини-

мальную концентрацию аналита, вызывающую 10 % 
снижение аналитического сигнала. Аналитический  
диапазон определяли как интервал концентраций,  
соответствующий 20–80 % от максимального сигнала.

Специфичность метода оценивали по перекрест-
ной реактивности со структурно близкими ацетани-
лидными пестицидами – бутахлором и метолахлором. 
Кросс-реактивность определяли на уровне IC

10
 соглас-

но формуле: 

 

где IC
10

 ацетохлора и кросс-реактантов – концентра-
ция ацетохлора и кросс-реактантов: бутахлора или 
метолахлора, вызывающая снижение аналитического 
сигнала на 10 % за счет вытеснения трейсера из ком-
плекса с антителами.

Прецизионность характеризовали величиной от-
носительного стандартного отклонения (RSD, %), полу-
ченной при шестикратном анализе стандартных раст- 
воров ацетохлора с концентрациями 0,1 и 1 мкг/мл.

Правильность методики оценивали методом 
«введено – найдено» с использованием образцов сы-
рья кукурузы столбиков с рыльцами. Для экспери-
мента отбирали навески массой 1 г каждая, на кото-
рые наносили стандартный раствор ацетохлора для 
достижения уровней загрязнения 0,03 и 0,4 мкг/г.  
После суточной выдержки при комнатной темпера-
туре проводили анализ образцов по вышеописан-
ной методике. Количественное определение ацето- 
хлора выполняли с использованием предварительно 
построенного калибровочного графика. Восстанов-
ление аналита из матрицы образца рассчитывали как 
отношение определенной концентрации к внесен-
ной, выраженное в процентах. Каждый анализ прово-
дили трижды. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимизация методики ПФИА

На рисунке 2 представлены полулогарифмиче- 
ские зависимости поляризации флуоресценции (mP) 
от содержания ацетохлора в анализируемой пробе,  
полученные во временны’   х точках 1, 30, 60 и 120 мин. 
Наблюдалось увеличение аналитического сигнала в  
течение первых 30 мин инкубации с последующей 
стабилизацией показателей в течение последующих  
90  мин. На основании полученных кинетических  
данных для проведения анализа была выбрана вре- 
менна’  я точка 30 мин, соответствующая завершению  
формирования аналитического сигнала и обеспечи- 
вающая стабильность измерений.

Калибровочная зависимость была построена с 
учетом всех оптимизированных параметров анализа  
с использованием калибровочных растворов ацето- 
хлора в диапазоне концентраций 0–100  мкг/мл. На  
рисунке  3 представлена нормализованная полулога-
рифмическая зависимость mP/mP

max
 от концентрации 

аналита, характеризующая аналитические возможно-
сти методики.

Анализ образцов растительного сырья  
методом ПФИА

Согласно требованиям общей фармакопейной ста-
тьи ОФС.1.5.3.0011.15 «Определение содержания оста-
точных пестицидов в лекарственном растительном 
сырье и лекарственных растительных препаратах»  
ГФ РФ XV, регламентированная методика пробопод- 
готовки лекарственного растительного сырья вклю- 
чает стадию экстракции органическими растворите-
лями с последующей многостадийной очисткой, нап- 
равленной на удаление мешающих биологически ак-
тивных соединений. Однако данный подход характе-
ризуется трудоемкостью и длительностью выполне-
ния. При разработке методики пробоподготовки для 
определения пестицида ацетохлора методом ПФИА 
требуется учитывать как специфику аналитического 
метода, так и физико-химические свойства целевого 
аналита, что обуславливает необходимость модифи- 
кации стандартного протокола. 

Экстракцию ацетохлора проводили водой очи-
щенной вместо органических растворителей, по-
скольку было установлено, что гексановые и спир- 
товые извлечения из сырья демонстрируют завы-
шенные значения аналитического сигнала. Данное 
явление, вероятно, обусловлено кросс-реактивно-
стью сопутствующих биологически активных соеди-
нений, извлекаемых органическими растворителями. 
Учитывая растворимость ацетохлора в воде, состав-
ляющую 233  мг/мл, экстракционная способность во-
ды очищенной в отношении целевого пестицида со-
ответствует физико-химическим свойствам аналита. 
Кроме того, выбор воды в качестве экстрагента соот-

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



177РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2026. Т. 15, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2026. V. 15, No. 3

ветствует традиционному способу применения дан-
ного лекарственного сырья – приготовлению водно-
го отвара.

После стадии экстрагирования водой проводили 
жидко-жидкостную экстракцию гексаном с целью кон-
центрирования извлеченного аналита. 

Для оценки эффективности стадии жидко-жид-
костной экстракции к 15 мл воды очищенной добав-
ляли 50 мкл раствора стандарта ацетохлора (1  мкг/мл)  
и проводили двухкратную экстракцию гексаном. Объ- 
единенные гексановые фракции упаривали при 65  °С  
и сухой остаток растворяли в 60 мкл 10%-го этанола  
с последующим анализом содержания ацетохлора.  
Выход экстракции аналита из водного раствора со- 
ставил 96,9 ± 0,2 % (n = 3). 

Проведенный анализ образцов показал наличие 
следовых концентраций ацетохлора во всех исследо-
ванных пробах сырья. В образцах 1 и 2 содержание 
ацетохлора находилось в интервале между пределом 
обнаружения и пределом количественного опреде- 
ления, в образце 3 содержание ацетохлора было ниже 
предела обнаружения. Таким образом, невозможно 
было установить точную концентрацию ацетохлора в 
исследуемом сырье в соответствии с валидированной 
методикой. 

Анализ образцов методом ВЭЖХ-УФ 

При анализе образцов был обнаружен хроматог- 
рафический пик со временем удерживания ~4,8  мин,  
совпадающий с пиком стандарта ацетохлора (общее  
время анализа – 7 мин). Это подтверждает наличие  
данного пестицида во всех исследуемых пробах.  
Однако количественное определение ацетохлора дан-
ным методом оказалось невозможным, поскольку его 
содержание находилось ниже предела количествен-
ного определения методики.

Валидация методики

Валидация методики показала следующие анали-
тические характеристики: предел обнаружения со-
ставил 0,014 мкг/мл, что обеспечивает детектирова-
ние ацетохлора в растительном сырье на уровне от 
0,017  мг/кг; предел количественного определения  – 
0,02  мкг/мл; диапазон количественного определе-
ния  – от 0,02 до 1,3 мкг/мл, соответствующий содер-
жанию ацетохлора в растительной матрице от 0,024 
до 1,56  мг/кг. Значение IC

50
 составило 0,2 мкг/мл. По- 

лученные параметры демонстрируют высокую чувст- 
вительность разработанной методики для монито- 
ринга остаточных количеств ацетохлора в объектах 
растительного происхождения.

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 2. Графики зависимости поляризации флуоресценции от концентрации ацетохлора в различных вре- 
менных точках (n = 3, pH = 8,5, 25 °C)

Figure 2. Dependence of fluorescence polarization on acetochlor concentration at various time points (n = 3,  
pH = 8.5, 25 °C)
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Перекрестная реактивность с родственными аце-
танилидными пестицидами (бутахлор, метолахлор) ис-
следовалась в диапазоне концентраций 1–1000  нг/мл.  
Поскольку для метолахлора значение IC

50
 достигну-

то не было, расчет перекрестной реактивности про-
водили с использованием величины IC

10
. Для бута- 

хлора значение кросс-реактивности составило 3,56 %, 
для метолахлора – 3,45 %, что подтверждает специ-
фичность разработанной методики к ацетохлору.

Таблица 2. Анализ образцов сырья кукурузы  
столбиков с рыльцами с добавкой ацетохлора

Table 2. Determination of acetochlor in spiked  
corn silk samples
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1 0,03 0,0302 ± 0,0009 100,7 

2 0,40 0,4020 ± 0,0050 100,5 

Таблица предоставлена авторами
The table was provided by the authors 

Проведенная оценка прецизионности показала, 
что значения относительного стандартного откло-
нения (RSD) при шестикратном анализе стандарт- 
ных растворов ацетохлора составили 1,4 % при кон-
центрации 0,1 мкг/мл и 7,6 % при концентрации 
1  мкг/мл. Полученные значения RSD не превышают 
8 %, что соответствует критериям приемлемости для 
валидации аналитических методик и подтверждает 
удовлетворительную прецизионность разработанно-
го метода.

Правильность методики подтверждена методом  
«введено – найдено». Результаты анализа образцов  
с добавками ацетохлора представлены в табли- 
це 2. Процент извлечения аналита составил 100,09–
102,56 %, что соответствует установленным крите-
риям правильности для валидируемой методики.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработанная методика количественного опре-
деления ацетохлора методом ПФИА была использо- 
вана для анализа примеси пестицида ацетохлора в  
лекарственном растительном сырье кукурузы стол-
биков с рыльцами. Методика пробоподготовки была 
оптимизирована с учетом специфики метода. Во всех  
трех анализируемых образцах была обнаружена при-
месь ацетохлора в количествах ниже предельно до- 
пустимой концентрации в кукурузе (0,03 мг/кг). 

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 3. Нормализованный график зависимости значения поляризации флуоресценции от концентрации аце-
тохлора (n = 3, pH = 8,5; 25 °C)

Figure 3. Normalized fluorescence polarization curve as a function of acetochlor concentration (n = 3, pH = 8.5; 25 °C)
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Аналитический диапазон методики – от 0,02 до 
1,3  мкг/мл, что позволяет определить присутствие 
ацетохлора в растительном сырье при его содержа-
нии от 0,024 до 1,56 мг/кг. 

Отсутствие кросс-реактивности с родственными 
пестицидами бутахлором и метолахлором доказывает  
специфичность методики. Отклонение от среднего 
значения не превышало 8 %, что подтверждает удов-
летворительную прецизионность разработанной ме-
тодики. Оценена правильность методики анализа ле- 
карственного растительного сырья с добавкой из-
вестного количества ацетохлора, составившая 100,7 и 
100,5 %. 

Таким образом, методика может быть применена 
для быстрого и недорогого экспресс-анализа приме- 
си ацетохлора в лекарственном растительном сырье 
кукурузы столбиков с рыльцами. 
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