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Резюме
Введение. Микотоксины (МТ) – это вторичные метаболиты микроскопических плесневых грибов, обладающие выраженными токсическими 
свойствами. 
Текст. В настоящее время в пищевой и фармацевтической промышленности приобретает особое значение разработка экспресс-методов 
определения содержания МТ, обладающих мутагенными, тератогенными и канцерогенными свойствами. Создание методов их аналитического 
контроля продолжает оставаться в центре внимания крупнейших международных организаций (IUPAC, AOAC International и IFJU), 
специализированных национальных организаций стран ЕС и США, а также академий и министерств многих стран мира. Указом Президента 
Российской Федерации (РФ) была утверждена Доктрина продовольственной безопасности РФ № 120 от 30.01.2010 г. Министерством сельского 
хозяйства РФ был издан приказ «О внедрении плана государственного ветеринарного лабораторного мониторинга» № 780 от 30 мая 2003 г. 
В нашей стране исследования МТ, согласно плану мониторинга и Рекомендации Комиссии ЕС, ограничиваются определением содержания 
шести тестированных МТ – суммы афлатоксинов (АФЛ), охратоксинов (ОТ), зеараленона (ЗЕА), трихотеценов (ТТ), патулина (П), Т-2 токсина в 
сельскохозяйственном пищевом сырье, пищевых продуктах и кормах. МТ являются природными загрязнителями не только зерна злаковых, 
бобовых, семян подсолнечника, а также овощей и фруктов, но и лекарственного растительного сырья (ЛРС), а также фармацевтических 
субстанций растительного происхождения, в частности, таких как жирные растительные масла, широко применяемые в фармации в 
качестве самостоятельных лекарственных средств, а также вспомогательных компонентов для производства лекарственных препаратов, 
БАД, растворителей инъекционных препаратов и др. В РФ содержание МТ в ЛРС пока не нормируется. Предотвратить загрязнение ЛРС МТ 
практически невозможно, поэтому необходим строгий контроль данных веществ. Однако, данная проблема и необходимость введения 
подобного исследования в перечень показателей оценки доброкачественности ЛРС требует углубленного изучения и оценки степени его 
зараженности. Кроме того, стандартные методы определения нормируемых МТ, обычно, не рассчитаны на выявление трансформированных 
форм, и их содержание остается неучтенным. Поэтому модифицированные лекарственным растением метаболиты МТ, получили название 
замаскированных (конъюгированных, трансформированных) растением МТ, содержание которых также необходимо оценивать. МТ могут 
образовываться также при хранении ЛРС под действием развивающихся в них микроскопических грибов. Так как основой для получения 
лекарственных средств растительного происхождения являются лекарственные растения, которые относятся к сырью, наиболее 
контаминированному различными микроорганизмами, вирусами, плесневыми грибами, то при этом заражению может подвергаться не 
только ЛРС, но и почти все субстанции, и лекарственные растительные препараты (ЛРП). Показано, что МТ сохраняются в высушенном ЛРС 
более 100 лет. Установлено, что многое ЛРС густо обсеменено плесневыми грибами класса Deuteromycetes, что можно обнаружить при 
проведении микроскопического анализа. Целью настоящей работы являлась систематизация методов определения основных МТ на основе 
анализа отечественной литературы для возможного дальнейшего их применения в оценке качества ЛРС и ЛРП на его основе. 
Заключение. МТ негативно действуют на организм животных и человека и с трудом поддаются деконтаминации. МТ могут присутствовать 
в ЛРС без видимого роста плесени. МТ не теряет токсичности в течение многих лет. Полностью исключить образование МТ в сырье не 
представляется возможным, поэтому задача контролирующих ее качество служб – выявить наличие МТ и сравнить обнаруженное количество 
с нормами предельного содержания. Содержание МТ в ЛРС в настоящее время в РФ не определяется по ГФ РФ XIV изд. Однако, решением 
Совета Евразийской экономической комиссии от 26.01.2018 г. №  15 утверждены Правила надлежащей практики выращивания, сбора, 
обработки и хранения исходного сырья растительного происхождения, в которых прописана недопустимость образования плесени в 
процессе первичной обработки, хранения и транспортировки ЛРС. Следовательно накопление экспериментального материала, а также 
развитие фармакопейных методов анализа ЛРС, постоянно ужесточающих требования к качеству, вероятно, может привести к включению 
данного показателя в фармакопейные статьи (ФС). В связи с чем, интересным представилось проведение обзора существующих методов 
анализа МТ, с возможным последующим их включением в ОФС и ФС. Традиционными методами анализа МТ является физико-химические 
методы. Наибольшее распространение нашли хроматографические методы: ВЭЖХ, ГЖХ с применением различных детекторов (масс-
спектрометрического, флуоресцентного, амперометрического и т.  д.). Особое место среди методов разделения занимает ТСХ. Данные 
методы, безусловно, способны обеспечить достаточную специфичность и необходимую чувствительность определения, однако являются 
дорогостоящими, рассчитаны преимущественно на специализированные и хорошо оснащенные стационарные лаборатории, а также требуют 
высокой квалификации персонала. Ни один из них также нельзя отнести к экспресс-методам. Сложность определения МТ в ЛРС связана с 
продолжительной и трудоемкой пробоподготовкой, а также с использованием дорогостоящих высокочувствительных методов (ВЭЖХ, ЖХ, 
ГЖХ), которые не могут быть применены непосредственно на месте производства и переработки ЛРС. Наиболее перспективными являются 
иммунохимические тест-методы определения МТ, основанные на иммунохимической реакции между антителом и антигеном. Показано, что 
высокая специфичность и возможность выявления МТ в низких концентрациях в сочетании с существующим разнообразным приборным 
обеспечением позволяют рассматривать иммунохимические методы анализа как наиболее перспективные для широкого практического 
использования. 
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Abstract
Introduction. Mycotoxins (MT) are secondary metabolites of microscopic mold fungi with pronounced toxic properties. 
Text. Currently, the development of express methods for determining the content of MT with mutagenic, teratogenic and carcinogenic properties is 
of particular importance in the food and pharmaceutical industries. The creation of methods for their analytical control continues to be the focus of 
attention of the largest international organizations (IUPAC, AOAC International and IFJU), specialized national organizations of the EU and the USA, 
as well as academies and ministries of many countries of the world. By the Decree of the President of the Russian Federation (RF), the Doctrine of 
Food Security of the RF № 120 dated January 30, 2010 was approved. The Ministry of Agriculture of the RF issued an order «On the implementation 
of the state veterinary laboratory monitoring plan» № 780 dated May 30, 2003. In our country, MT studies, according to the plan Monitoring and 
Recommendations of the EU Commission are limited to determining the content of six tested MTs – the sum of aflatoxins (AFL), ochratoxins (OT), 
zearalenone (ZEA), trichothecenes (TT), patulin (P), T-2 toxin in agricultural raw materials, food products and feed. MTs are natural pollutants not only 
of grains of cereals, legumes, sunflower seeds, as well as vegetables and fruits, but also of medicinal plant materials (MPM), as well as pharmaceutical 
substances of plant origin, in particular, such as fatty vegetable oils widely used in pharmacy in as independent drugs, as well as auxiliary components 
for the production of drugs, dietary supplements, solvents for injection drugs, etc. In the RF, the MT content in MPM is not yet standardized. It is 
almost impossible to prevent contamination of the MPM MT, therefore, strict control of these substances is necessary. However, this problem and 
the need to introduce such a study into the list of indicators for evaluating the quality of MPM requires an in-depth study and an assessment of the 
degree of its infection. In addition, standard methods for determining normalized MTs are usually not designed to detect transformed forms, and 
their content remains unaccounted for. Therefore, MT metabolites modified by a medicinal plant are called masked (conjugated, transformed) MT 
plants, the content of which also needs to be evaluated. MTs can also form during storage of MPM under the action of microscopic fungi developing 
in them. Since the basis for obtaining herbal medicines are medicinal plants, which are raw materials that are most contaminated with various 
microorganisms, viruses, and molds, not only MPM, but also almost all substances and herbal medicines (HM) can be infected ). It has been shown 
that MTs remain in dried MPM for more than 100 years. It was found that a lot of MPM densely seeded with Deuteromycetes class molds, which can 
be detected by microscopic analysis. The aim of this work was to systematize the methods for determining the main MT based on the analysis of 
domestic literature for their possible further use in assessing the quality of MPM and HM based on it. 
Conclusion. MTs adversely affect the body of animals and humans and are difficult to decontaminate. MTs may be present in MPM without visible 
mold growth. MT does not lose toxicity for many years. It is not possible to completely eliminate the formation of MT in raw materials, therefore, 
the task of controlling its quality of services is to identify the presence of MT and compare the detected amount with the norms of maximum 
content. The content of MT in MPM is currently not determined in the RF by the RF GF XIV ed. However, by the decision of the Council of the Eurasian 
Economic Commission dated January 26, 2018 №15, the Rules of Good Practice for the cultivation, collection, processing and storage of raw materials 
of plant origin were approved, which stipulate the inadmissibility of mold formation during the primary processing, storage and transportation 
of cattle. Therefore, the accumulation of experimental material, as well as the development of pharmacopoeial methods for the analysis of MPM, 
constantly tightening quality requirements, can lead to the inclusion of this indicator in pharmacopoeial articles (PA). In this connection, it was 
interesting to conduct a review of existing methods of MT analysis, with their possible subsequent inclusion in the GPA and PA. The traditional 
methods of MT analysis are physicochemical methods. The most widely used chromatographic methods: HPLC, GLC using various detectors (mass 
spectrometric, fluorescence, amperometric, etc.). TLC occupies a special place among the separation methods. These methods, of course, are able 
to provide sufficient specificity and the necessary sensitivity of the determination, however, they are expensive, designed primarily for specialized 
and well-equipped stationary laboratories, and also require highly qualified personnel. None of them can also be attributed to express methods. The 
complexity of determining MT in MPM is associated with long and laborious sample preparation, as well as with the use of expensive highly sensitive 
methods (HPLC, GLC), which cannot be applied directly at the place of production and processing of MPM. The most promising are immunochemical 
test methods for determining MT, based on the immunochemical reaction between the antibody and antigen. It was shown that the high specificity 
and the possibility of detecting MT in low concentrations in combination with the existing diverse instrumentation make it possible to consider 
immunochemical methods of analysis as the most promising for wide practical use. 
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ВВЕДЕНИЕ
Микотоксины (МТ) (от греч. mukes — гриб и 

toxicon – яд) – это вторичные метаболиты микроскопи-
ческих плесневых грибов, обладающие выраженными 
токсическими свойствами. В настоящее время в пище-
вой и фармацевтической промышленности приобре-
тает особое значение разработка экспресс-методов 
определения содержания МТ, обладающих мутаген-

ными, тератогенными и канцерогенными свойства-
ми. Создание методов их аналитического контроля 
продолжает оставаться в центре внимания крупней-
ших международных организаций (IUPAC, AOAC 
International и IFJU), специализированных националь-
ных организаций стран ЕС и США, а также академий 
и министерств многих стран мира. В настоящие вре-
мя известно более 400 видов МТ. Классы плесневых 
грибков (рисунок 1), продуцирующих МТ: Aspergillus, 
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Penicillium, Fusarium, Claviceps, Neotyphodium, 
Myrothecium, Stachybotrys, Trichoderma, Trichothecium. 
Классифицировать МТ весьма сложно из-за большо-
го разнообразия их химической структуры (табли-
ца 1), биологического действия, штаммов-продуцен-
тов. В медицинских исследованиях руководствуются 
физиологическим действием МТ, в органической хи-
мии – структурой, в биохимии – предшественниками 
в биосинтезе и др. В таблице 1 суммированы данные 
об основных МТ, их продуцентах и контаминируемых 
продуктах.

Предполагают, что с биологической точки зре-
ния МТ выполняют в обмене веществ микроскопичес- 
ких грибов функции, направленные на выживание и 
конкурентоспособность в различных экологических 
нишах. Они не являются эссенциальными для роста и 
развития продуцирующих их микроорганизмов. Эко-
номические потери от МТ только в США оцениваются 
в размере 10 млрд долларов в год, в странах юго-вос-
точной Азии (Индонезия + Филиппины + Тайланд)  – 
на уровне 400 млн долларов в год, в развивающихся 
странах до 36 % всех заболеваний прямо или косвен-
но связаны с МТ. Потери от МТ в Европейском сою-
зе (ЕС) оцениваются более чем 5 миллиардов евро в 
год [1]. 

Для контроля пищевой продукции и кормов ши-
роко используют традиционные национальные схемы 
контроля (Федеральные Законы, Ветеринарные НД, 
ГОСТы, СанПиН 2.3.2.1078-01 и др., ГН 1.2.1323-03 и др.), 
а также применяют гармонизированные с междуна-
родными требованиями (Codex Alimentarius, 96/23  ЕС) 
схемы ветеринарного контроля остатков лекарствен-
ных препаратов и МТ в кормах для животных и ксено-
биотиков в продукции на всех стадиях ее производст- 
ва и реализации. Указом Президента Российской Фе-
дерации (РФ) была утверждена Доктрина продо-
вольственной безопасности РФ № 120 от 30.01.2010 г. 
Министерством сельского хозяйства РФ был издан 
приказ «О внедрении плана государственного ве-

теринарного лабораторного мониторинга» №  780 
от 30  мая 2003 г. В нашей стране исследования МТ,  
согласно плану мониторинга и Рекомендации Комис-
сии ЕС, ограничиваются определением содержания 
шести тестированных МТ – суммы афлатоксинов (АФЛ), 
охратоксинов (ОТ), зеараленона (ЗЕА), трихотеценов 
(ТТ), патулина (П), Т-2 токсина в сельскохозяйственном 
пищевом сырье, пищевых продуктах и кормах. 

МТ являются природными загрязнителями не 
только зерна злаковых, бобовых, семян подсолнеч-
ника, а также овощей и фруктов, но и лекарственного 
растительного сырья (ЛРС), а также фармацевтических 
субстанций растительного происхождения, в частнос- 
ти, таких как жирные растительные масла, широко 
применяемые в фармации в качестве самостоятель-
ных лекарственных средств, а также вспомогатель-
ных компонентов для производства лекарственных 
препаратов, растворителей инъекционных препара-
тов, БАД и др. Лекарственные растения в специали-
зированных хозяйствах растут значительно хуже, чем 
в естественных экосистемах. В почве под многолет-
ними травами растений семейств Губоцветные, Розо-
вые, Астровые авторы обнаружили нетипичные для 
природных экосистем токсигенные виды грибов, что 
представляет потенциальную угрозу накопления МТ в 
ЛРС [9]. МТ могут образовываться также при хранении 
ЛРС под действием развивающихся в них микроско-
пических грибов. Так как основой для получения ле- 
карственных средств растительного происхождения 
являются лекарственные растения, которые относятся 
к сырью, наиболее контаминированному различными 
микроорганизмами, вирусами, плесневыми грибами, 
то при этом заражению может подвергаться не толь-
ко ЛРС, но и почти все субстанции, и лекарственные 
растительные препараты (ЛРП). Так, в странах с влаж-
ным, жарким или теплым климатом чаще встречаются 
афлатоксины, в умеренном климате Европы, Америки 
и Азии — трихотеценовые МТ. Основные представите-
ли МТ представлены в таблице 1.

Рисунок 1. Виды плесневых грибов – продуцентов основных МТ: 

А – Аспергилл; B – Пенициллиум; С – Фузариум

Figure 1. Types of molds – producers of the main MT: 

A – Aspergillus; B – Penicillium; C – Fusarium

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods
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В РФ содержание МТ в ЛРС пока не нормируется. В 
работе [10] показано, что МТ сохраняются в высушен-
ном ЛРС более 100 лет. Другими авторами [2, 3] также 
установлено, что многое ЛРС густо обсеменено плес-
невыми грибами класса Deuteromycetes, что можно об-
наружить при проведении микроскопического ана-
лиза (рисунок 2). Предотвратить загрязнение ЛРС МТ 
практически невозможно, поэтому необходим стро-
гий контроль за качеством ЛРС в местах его заготов-
ки [11]. Однако, данная проблема и необходимость 
введения подобного исследования в перечень пока-
зателей оценки доброкачественности ЛРС требует 
углубленного изучения и оценки степени его заражен-
ности. Вопросам изучения загрязнения ЛРС различ-
ными экотоксикантами, в т.  ч. и МТ, посвящено по-
следнее время много исследований [2–7]. Кроме того, 
стандартные методы определения нормируемых МТ, 
обычно, не рассчитаны на выявление трансформиро-
ванных форм, и их содержание остается неучтенным. 
Поэтому модифицированные лекарственным рас-
тением метаболиты МТ, получили название замаски-
рованных (конъюгированных, трансформированных) 
растением МТ, содержание которых также необходи-
мо оценивать [8]. 

Токсичность МТ может быть острой и хроничес- 
кой. Последствия токсического действия МТ могут 
быть обратимыми и необратимыми. Основные прояв-
ления токсического действия МТ представлены в таб- 
лице 2. Представляет опасность также синергическое 
действие МТ (даже в низких дозах), оказывающееся 
больше суммы действия каждого МТ по отдельности. 

В связи с этим обнаружение МТ представляет со-
бой одно из приоритетных направлений развития  
теоретических и прикладных исследований. 

Целью работы являлась систематизация мето-
дов определения основных МТ на основе анализа  
отечественной литературы для возможного дальней-

шего их применения в оценке качества ЛРС и ЛРП на 
его основе. 

Нормативной базой для формирования требова-
ний к содержанию МТ в ЛРС первоначально могут по-
служить действующие нормативные документы (НД) в 
области пищевой и сельскохозяйственной индустрии. 
В настоящее время для практической работы хозяйств 
стран СНГ более приемлемыми считаются европейс- 
кие допустимые нормы [13–15]. Сравнительная харак-
теристика требований к ПДК различных МТ в России 
и за рубежом [16, 17] приведены в таблице 3. Очень 
часто объекты поражаются несколькими видами МТ, 
которые оказывают взаимоусиливающее действие, и 
опасны даже в небольших количествах, ниже уровня 
ПДК [18].

Рис. 2. Вид конидий плесневого гриба класса Deuteromycetes 
при микроскопическом анализе ЛРС [2, 3]

Figure 2. The type of conidia of the mold fungus of the class 
Deuteromycetes during microscopic analysis of MPM [2, 3]

Таблица 2. Характеристика токсических свойств наиболее распространенных МТ [12] 

Table 2. Characterization of the toxic properties of the most common MT [12]

МТ 
MT

Токсичность 
Toxicity

Кумуляция 
Cumulation

Биологическое действие
Biological action 

Первичный механизм 
действия 

Primary mechanism of action

АФЛ В1 
AFL B1

Один из наиболее опас-
ных МТ 

One of the most dangerous 
MT

+

Острое токсическое действие – гепатроп-
ный яд, орган-мишень – печень. Отдаленные 
последствия действия – канцерогенное, му-
тагенное и тератогенное

Acute toxic effect – hepatropic poison, target 
organ – liver. Long-term effects of the action – 
carcinogenic, mutagenic and teratogenic 

Образует связь с гуанином 
(ДНК-аддукт) после метаболичес- 
кой активации в печени 

Forms a bond with guanine (DNA 
adduct) after metabolic activation 
in the liver

ОТ А 
Ochratoxin A

Высокотоксичный МТ 
(канцероген второго класса 
опасности) 

Highly toxic MT (carcino- 
gen of the second hazard 
class)

++

Преимущественно поражает почки. При 
остром токсикозе – патологические измене-
ния выявляются и в печени, и в лимфоидной 
ткани, и в желудочно-кишечном тракте. Об-
ладает сильным тератогенным действием, 
вызывает некрозы печени у животных

Mostly affects the kidneys. In acute 
toxicosis  – pathological changes are detected 
in the liver, and in lymphoid tissue, and in the 
gastrointestinal tract. It has a strong teratogenic 
effect, causes liver necrosis in animals 

Блокируют синтез белков 
Block protein synthesis
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Окончание таблицы 2

МТ 
MT

Токсичность 
Toxicity

Кумуляция 
Cumulation

Биологическое действие
Biological action 

Первичный механизм 
действия 

Primary mechanism of action

П
Patuline

Особо опасный МТ 
Particularly dangerous MT –

Проявляется как в виде острых токсико-
зов, так и в виде ярко выраженных канце-
рогенных и мутагенных эффектов. Вызывает 
симптомы поражения желудочно-кишечно-
го тракта, такие как язва желудка, кровоиз-
лияния в кишечнике, поражения в двенад-
цатиперстной кишке и изменение функции 
кишечного барьера

It manifests itself both in the form of acute 
toxicosis and in the form of pronounced 
carcinogenic and mutagenic effects. Causes 
gastrointestinal damage, such as a stomach 
ulcer, intestinal hemorrhage, damage to the 
duodenum and changes in the function of the 
intestinal barrier

Блокирует синтез ДНК, РНК и 
белков, причем блокирование 
инициации транскрипции осу-
ществляется за счет ингибирова-
ния ДНК-зависимой-РНК-полиме-
разы 

It blocks the synthesis of DNA, 
RNA and proteins, and transcription 
initiation is blocked by inhibiting 
DNA-dependent RNA polymerase

ЗЕА 
ZEA

МТ с выраженной эстро-
генной активностью 

MT with pronounced estro-
genic activity

–

Обладает выраженными гормоноподоб-
ными (эстрогенными) свойствами, доказано 
тератогенное действие

Has pronounced hormone-like (estrogenic) 
properties, proven teratogenic effect 

Образует связь с эстрогенными 
рецепторами у млекопитающих 

Forms a connection with 
estrogen receptors in mammals

ДОН 
DON

Второй класс токсичности 
Second toxicity class –

Обладает широким спектром токсическо-
го действия на быстроделящиеся клетки, та-
кие как клетки желудочно-кишечного трак-
та, кожи и лимфоидные клетки

It has a wide range of toxic effects on 
rapidly dividing cells, such as cells of the 
gastrointestinal tract, skin and lymphoid cells 

Механизм токсичности сходен 
с таковым для других ТТ: ингиби-
рование синтеза белка с последу-
ющим нарушением синтеза ДНК и 
РНК, что препятствует метаболиз-
му мембранных фосфолипидов 

The toxicity mechanism is similar 
to that for other TTs: inhibition of 
protein synthesis with subsequent 
impairment of DNA and RNA 
synthesis, which inhibits membrane 
metabolism phospholipids

Т-2 Первый класс токсичности
First Class Toxicity +

ФУМ В1 
FUM B1

Канцероген второго клас-
са опасности 

Carcinogen of the second 
hazard class

–

Развитие рака, гепатотоксическое и неф-
ротоксическое действие, а также угнетает 
иммунную систему. Вызывает изменение 
функции кишечного барьера и оказывают 
синергическое действие с другими МТ 

The development of cancer, hepatotoxic 
and nephrotoxic effects, and also inhibits the 
immune system. It causes a change in the 
function of the intestinal barrier and has a 
synergistic effect with other MTs

Ингибирует синтез церамидов 
(биосинтез сфинголипидов) 

Inhibits the synthesis of cera- 
mides (biosynthesis of sphingoli- 
pids)

ЦПК
CPA

Проявляет токсичность 
только в высоких концент- 
рациях 

It shows toxicity only in 
high concentrations

–

Поражения нервной системы. Угнетение 
иммунной системы. Некрозы печени, тканей 
желудочно-кишечного тракта, почек и ске-
летных мышц

Damage to the nervous system. Oppression 
of the immune system. Necrosis of the liver, 
tissues of the gastrointestinal tract, kidneys and 
skeletal muscles

Нарушение метаболизма каль-
ция (оказывает ингибирующее 
действие на Ca2+-зависимую  
АТФазу эндоплазматического и 
саркоплазматического ретикулу-
ма) 

Violation of calcium metabolism 
(has an inhibitory effect on the 
Ca2+-dependent ATPase of the 
endoplasmic and sarcoplasmic 
reticulum)

Ц
C

LD50 не известна 
LD50 not known

–

Нефротоксическое действие, стимулирует 
перекисное окисление липидов в печени, 
очаговые поражения почек и печени, эмбри-
отоксический, генотоксический и терато-
генный эффекты, обладает тератогенными и 
канцерогенными свойствами

Nephrotoxic effect, stimulates lipid 
peroxidation in the liver, focal lesions of the 
kidneys and liver, embryotoxic, genotoxic 
and teratogenic effects, has teratogenic and 
carcinogenic properties 

Понижение продукции цитоки-
нов, ингибирование синтеза РНК 
и ДНК, индукция окислительного 
стресса, ингибирование экспрес-
сии генов 

Reduces cytokine production, 
inhibits RNA and DNA synthesis, 
induces oxidative stress, inhibits 
gene expression
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Таблица 3. Сравнительная характеристика требований  
к ПДК (мкг/кг) различных МТ в России и за рубежом

Table 3. Comparative characteristics of the requirements  
for maximum permissible concentration (MPC) (mcg/kg)  
of various MTs in Russia and abroad

Страна 
Country

Пищевой продукт 
Food product

ПДК
MPC

Зеараленон 
Zearalenone

ЕС 
EU

Зерновые, зернобобовые и маслич-
ные культуры 

Cereals, legumes and oilseeds 
75

РФ 
Russia

Зерновые, зернобобовые и маслич-
ные культуры 

Cereals, legumes and oilseeds 
1000

Фрукты, овощи, соки и пюре 
Fruits, vegetables, juices and smoothies

50

Т-2 токсин 
T-2 Toxin

ЕС 
EU

Продукция из кукурузы и рафиниро-
ванное кукурузное масло 

Corn Products and Refined Corn Oil 
1000

РФ
Russia

Зерновые, зернобобовые и маслич-
ные культуры 

Cereals, legumes and oilseeds 
100

Фрукты, овощи, соки и пюре 
Fruits, vegetables, juices and smoothies

50

ДОН 
DON

ЕС 
EU

Зерновые для непосредственного 
потребления человеком 

Cereals for direct human consumption 
750

РФ 
Russia

Зерновые, зернобобовые и маслич-
ные культуры 

Cereals, legumes and oilseeds
1000

США 
USA

Продукты переработки пшеницы 
Wheat Processing Products 

1000

Охратоксин А 
Ochratoxin A

ЕС 
EU

Не переработанные зерновые куль-
туры 

Unprocessed cereals 
5

Все пищевые продукты, полученные 
из переработанных зерновых культур 
All food derived from processed cereals 

3

РФ 
Russia

Зерновые, зернобобовые и маслич-
ные культуры 

Cereals, legumes and oilseeds
50

Афлотоксин В1 
Aflotoxin B1

ЕС 
EU

Орехи, сухофрукты, пищевые продук-
ты, полученные из переработанных зер-
новых культур 

Nuts, dried fruits, processed foods

2

РФ 
Russia

Зерновые, зернобобовые и маслич-
ные культуры 

Cereals, legumes and oilseeds 5

Фрукты, овощи, соки и пюре 
Fruits, Vegetables, Juices and Smoothies

Страна 
Country

Пищевой продукт 
Food product

ПДК
MPC

США 
USA

Все пищевые продукты, кроме молока 
и молочных продуктов 

All food products except milk and dairy 
products

20

Фумонизины В1 и В2 
Fumonisins B1 and B2

РФ
Russia

БАД 
Dietary supplement 

200

Патулин 
Patulin

РФ 
Russia

Консервы овощные, фруктовые, ягод-
ные 

Canned vegetables, fruits, berries 
50

Чай, кофе, какао 
Tea, coffee, cocoa 

5

ЕС и США 
EU and USA

Не нормируется 
Not standardized 

–

Цитринин 
Citrinin

ЕС 
EC

В пищевых добавках, основанных на 
рисе, ферментированном красными 
дрожжами Monascus purpureus 

In rice supplement fermented with red 
yeast Monascus purpureus

2000

США и РФ 
USA and 
Russia

Не нормируется 
Not standardized

–

Методы анализа

 В настоящее время для определения МТ в раз-
личных объектах параллельно развиваются скри-
нинг-методы, количественные аналитические и 
биологические методы. Скрининг-методы отлича-
ются быстротой и удобны для проведения серийных 
анализов, позволяют быстро и надежно разделять  
загрязненные и незагрязненные образцы. В качестве 
количественных аналитических методов определе-
ния МТ используются химические, радиоиммуноло-
гические и иммуноферментные методы. Химичес- 
кие методы являются в настоящее время наиболее  
распространенными и включают стадии выделения 
и количественного определения МТ. Стадия выделе-
ния включает экстракцию и очистку МТ от соедине-
ний с близкими физико-химическими характеристи-
ками. Окончательное разделение и количественную 
оценку МТ проводят с помощью различных мето-
дов хроматографии: ГХ, ГЖХ, ТСХ, ВЭЖХ и масс-спект- 
рометрия. Биологические методы применяются для 
определения МТ, для которых отсутствуют химичес- 
кие методы анализа. Высокочувствительные и высо-
коспецифичные радиоиммуно-химические и иммуно-
ферментные методы обнаружения, идентификации и 
количественного определения МТ находят все более 
широкое применение [19,20]. Обобщенные данные о 
методах определения различных МТ, включенных в 
НД, приведены в таблице 4.

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



75РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 3

Таблица 4. Методы определения различных МТ по НД

Table 4. Methods for the determination of various MT according to regulatory documentation (RD)

№ п/п
НД
RD

Объект анализа
Object of analysis

МТ
MT

Метод 
Method

1
ГОСТ Р 52828-2007 [21] 
GOST P 52828-2007 [21]

Вина и виноматериалы
Wines and wine materials

Охратоксин А
Ochratoxin A 

ТСХ
TLC

2
ГОСТ 31653-2012 [22]
GOST 31653-2012 [22]

Корма
Feed 

АФЛ В1, роридин А, ОТ А, сте-
ригматоцистин, Т-2, ЗЕА, ФУМ В1

AFL B1, roridin A, OT A, sterigma- 
tocystin, T-2, ZEA, FUM B1

ИФА
IFA

3
ГОСТ Р 51116-97 [23]
GOST P 51116-97 [23]

Комбикорма, зерно, продукты его перера-
ботки

Compound feed, grain, products of its proces- 
sing

ДОН
DON 

ВЭЖХ 
HPLC

4
ГОСТ 28001-88 [24]
GOST 28001-88 [24]

Зерно фуражное, продукты его переработки, 
комбикорма

Feed grain, products of its processing, com-
pound feed

Т-2, ЗЕА и ОТ А
T-2, ZEA and OT A

ТСХ
TLC

5
МУК 4.1.220407 [25]
MUK 4.1.220407 [25]

Продовольственное сырье и пищевые про-
дукты

Food Raw Materials and Food Products 

Охратоксин А
Ochratoxin A

ВЭЖХ 
HPLC

6
ГОСТ Р 53162-2008 [26]
GOST P 53162-2008 [26]

Зерновые культуры, орехи и продукты их пе-
реработки

Cereals, nuts and their processed products

АФЛ B1 и общее содержание 
АФЛ B1, B2, G1 и G2

AFL B1 and total content of AFL 
B1, B2, G1 and G2 

ВЭЖХ 
HPLC

7
МУ 3940-85 [27] 
MU 3940-85 [27]

Зерно и зернопродукты
Grain and grain products

ДОН (вомитоксин) и ЗЕА
DON (vomitoxin) and ZEA

ТСХ и ВЭЖХ 
TLC and HPLC

8
ГОСТ 34140-2017 [28]
GOST 34140-2017 [28]

Продукты пищевые, корма, продовольствен-
ное сырье

Food products, feed, food raw materials

Более 50 наименований раз-
личных МТ

More than 50 items of various MT

ВЭЖХ-МС 
HPLC-MS

9
ГОСТ 32835-2014 [29]
GOST 32835-2014 [29]

Продукция соковая
Juice products

Патулин и охратоксин А
Patulin and ochratoxin A

ВЭЖХ-МС/МС 
HPLC-MS/MS

10
ГОСТ 31748-2012[30] 
GOST 31748-2012 [30]

Продукты пищевые, зерновые культуры, оре-
хи и продукты их переработки 

Food products, cereals, nuts and their processed 
products 

АФЛ B1 и общее содержание 
АФЛ B1, B2, G1 и G2 

AFL B1 and total content of AFL 
B1, B2, G1 and G2

ВЭЖХ 
HPLC

11
ГОСТ 30711-2001 [31] 
GOST 30711-2001 [31]

Продукты пищевые 
Food products

АФЛ В1 и М1 
AFL B1 and M1

ТСХ и ВЭЖХ 
TLC and HPLC

12
ГОСТ 28038-2013 [32]
GOST 28038-2013 [32]

Продукты переработки плодов и овощей 
Products of processing fruits and vegetables

Патулин
Patulin

ТСХ и ВЭЖХ 
TLC and HPLC

13
ГОСТ Р 51435-99 [33] 
GOST P 51435-99 [33]

Сок яблочный, сок яблочный концентриро-
ванный и напитки, содержащие яблочный сок 

Apple juice, concentrated apple juice and 
drinks containing apple juice

ВЭЖХ 
HPLC

14
ГОСТ 31691-2012 [34] 
GOST 31691-2012 [34]

Зерно и продукты его переработки, комби-
корма 

Grain and products of its processing, animal 
feed

ЗЕА 
ZEA

ВЭЖХ 
HPLC

15
ГОСТ ISO 17372-2016 [35] 
GOST ISO 17372-2016 [35]

Корма для животных 
Animal feed

16
ГОСТ EN 15850-2013 [36] 
GOST EN 15850-2013 [36]

Продукты для детского питания (в т.ч. груд-
ных детей и детей раннего возраста) на основе 
ячменной, кукурузной и пшеничной муки 

Products for baby food (including infants and 
young children) based on barley, corn and wheat 
flour

17
МУ 5177-90 [37] 
MU 5177-90 [37]

Зерно и зернопродукты 
Grain and grain products 

ДОН (вомитоксин) и ЗЕА 
DON (vomitoxin) and ZEA 

ТСХ и ВЭЖХ 
TLC and HPLC

18
МУ 4082-86 [38] 
MU 4082-86 [38]

Пищевые продукты 
Food products

АФЛ 
AFL

ВЭЖХ 
HPLC

19
ГОСТ EN 15891-2013 [39] 
GOST EN 15891-2013 [39]

Продукты пищевые, продовольственное зер-
но, продукты его переработки и продукты на 
зерновой основе для питания грудных детей и 
детей раннего возраста 

Food products, food grain, products of its 
processing and grain-based products for feeding 
infants and young children

ДОН 
DON 

ВЭЖХ 
HPLC

Методы анализа лекарственных средств
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Спектрофотометрия

Метод УФ-спектрофотометрии применяется 
только для определения чистоты, аутентичности и 
расчета концентрации стандартных растворов стан-
дартных препаратов МТ. Данные о коэффициентах 
молярной экстинкции МТ (растворы в метаноле) в 
максимумах поглощения в УФ-спектре приведены в 
таблице 5. Большинство МТ обладают собственной 
флуоресценцией в УФ-свете, что используется для 
целей их качественного и количественного опреде-
ления (таблица 6).

Масс-спектрометрия

Предложена методология идентификации и 
определения из одной навески 300 токсикантов раз-
личных классов, в т.ч. и 25 МТ, в пищевых продуктах 
и продовольственном сырье методом время пролет-
ной масс-спектрометрии высокого разрешения в со-
четании с ВЭЖХ [47]. В таблице 7 представлены заря-
женные частицы, время удерживания и отношения 
масса/заряд для большинства известных и норми-
руемых МТ. На рисунке 3 представлена масс-хрома- 
тограмма АФЛ.

№ п/п
НД
RD

Объект анализа
Object of analysis

МТ
MT

Метод 
Method

20
ГОСТ EN 15835-2013 [40] 
GOST EN 15835-2013 [40]

Продукты на зерновой основе для питания 
грудных детей и детей раннего возраста 

Grain-based products for feeding infants and 
young children

Охратоксин А
Ochratoxin A

ВЭЖХ 
HPLC

21
ГОСТ ISO 15141-2-2013 [41] 
GOST ISO 15141-2-2013 [41]

Продукты пищевые, зерно и зерновые про-
дукты

Food products, grain and grain products

22
ГОСТ Р ЕН 15829-2011 [42] 
GOST P EN 15829-2011 [42]

Продукты пищевые, сухофрукты
Food products, dried fruits

23
ГОСТ 34108-2017 [43] 
GOST 34108-2017 [43]

Корма, комбикорма и комбикормовое сырье
Feed, compound feed and feed raw materials

Суммы АФЛ В1,В2,G1,G2, ДОН, 
ЗЕА, ОТ А, Т-2, сумма ФУМ (по ФУМ 
В1) 

Sums AFL B1, B2, G1, G2, DON, 
ZEA, OT A, T-2, the amount of FUM 
(according to FUM B1) 

ИФА 
IFA

24
ГОСТ Р 52471-2005 [44] 
GOST P 52471-2005 [44]

Корма
Feed

АФЛ В1, роридин А, ОТ А, сте-
ригматоцистин, Т-2, ЗЕА, ФУМ В1 

AFL B1, roridin A, OT A, 
sterigmatocystin, T-2, ZEA, FUM B1

ИФА 
IFA

25
ГОСТ 32587-2013 [45] 
GOST 32587-2013 [45]

Зерно и продукты его переработки, комби-
корма 

Grain and products of its processing, animal 
feed

Охратоксин А
Ochratoxin A

ВЭЖХ 
HPLC

26
ГОСТ Р 55448-2013 [46] 
GOST P 55448-2013 [46]

Корма, комбикорма, комбикормовое сырье 
Feed, feed, compound feed

Окончание таблицы 4

Таблица 5. Спектральные характеристики МТ

Table 5. Spectral characteristics of MT

МТ 
λmax, нм 
λmax, nm

Количественный 
λmax, нм 

Quantitative  
λmax, nm

Е (см2/моль) в 
количественном 

λmax

E (cm2/mol) in 
quantitative λmax

МТ 
λmax, нм 
λmax, nm

Количественный 
λmax, нм 

Quantitative  
λmax, nm

Е (см2/моль) в 
количественном 

λmax

E (cm2/mol) in 
quantitative λmax

АФЛ В1

АFL В1

223
265 

362 21800
Стигматоцистин 
Stigmatocystin

246
277

326 15310

АФЛ В2

АFL В1

223
265 

362 24000
ДОН 
DON

218 218 4500

АФЛ G1

АFL В1

242
265

362 17700
ЗЕА
ZEA

236
316

274 12710

АФЛ G2

АFL В1

242
265

362 19300
Охратоксин А 
Ochratoxin A

214 333 6400

АФЛ M1

АFL В1

226
265

357 19000
Патулин 
Patulin

276 276 14500
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Таблица 6. Флуоресценция МТ в УФ-свете

Table 6. MT fluorescence in UV light

№ п/п МТ
Флуоресценция  

в УФ-свете
UV fluorescence

1
АФЛ В1 
AFL B1 сине-голубая 

blue-blue
2

АФЛ В2 
AFL B2

3
АФЛ G1 
AFL G1 зеленая 

green
4

АФЛ G2 
AFL G2

5
АФЛ M1 
AFL M1 сине-фиолетовая

blue violet
6

АФЛ М2 
AFL M2

7
Охратоксин А 
Ochratoxin A

зеленая 
green

8
Охратоксин В 
Ochratoxin В

голубая 
blue

9
Охратоксин С 
Ochratoxin С

бледно-зеленая 
pale green

10
ЗЕА 
ZEA

сине-зеленая 
blue green

11

ТТ (Т-2, диацетоксискир-
пенол, ниваленол, ДОН)

TT (T-2, diacetoxiskirphe-
nol, nivalenol, DON)

не обладают
do not possess

Масс-спектроскопия применена для характерис- 
тики, идентификации и подтверждения наличия 
МТ. В качестве подтверждающих методов практику-
ют использование масс-спектроскопии. Она обеспе-
чивает определение пикограммовых количеств МТ. 
Наиболее эффективно использование комбинации 
методов ГЖХ и масс-спектроскопии. Комбинация ГЖХ 
и масс-спектроскопии обеспечивает большую специ- 
фичность, чем при использовании одной ГЖХ, по- 
этому она и стала стандартной при определении МТ 
в биомедицинских образцах. Основной недостаток  – 
необходимость предварительного химического пре-
образования анализируемых соединений, что требует 
много времени. Одна из последних разработок со-
вместного использования ГЖХ-масс-спектроскопии, 
предложенная в 2001 г., представляет собой специ-

фичный и надежный метод идентификации МТ без 
предварительного химического преобразования ком-
понентов анализируемого образца [50]. 

Таблица 7. Результаты определения основных МТ  
методом масс-спектрометрии [48]

Table 7. The results of determining the basic MT  
by mass spectrometry [48]

№
 п

/п

М
Т 

Бр
ут

то
-ф

ор
м

ул
а 

G
ro

ss
 fo

rm
ul

a

И
он

 
Io

n 

Вр
ем

я 
уд

ер
ж

ив
ан

ия
, м

ин
 

Re
te

nt
io

n 
ti

m
e,

 
m

in

m
/z

1
АФЛ В1 
AFL B1

С17Н22О6 [М+Н]+ 11,0 313,07

2
АФЛ G1 
AFL G1

С17Н12О7 [М+Н]+ 10,5 329,06

3
АФЛ G2 
AFL G2

С17Н14О7 [М+Н]+ 10,1 331,08

4
АФЛ M1 
AFL M1

С17Н12О7 [М+Н]+ 9,5 329,06

5
АФЛ B2 
AFL B2

С17Н14О6 [М+Н]+ 10,5 315,09

6
ДОН 
DON

С15Н20О6 [М+NН4]+ 5,2 314,16

7
ЗЕА 
ZEA

 С15Н20О6 [М-Н]- 11,4 317,14

8
Ниваленол 
Nivalenol

 С15Н20О7 [М+Н]+ 6,0 313,13

9
ОТ А
Ochratoxin A

С20Н18О6NCl [М+Н]+ 13,4 404,09

10
ОТ В
Ochratoxin В

С20Н19О6NCl [М+Н]+ 12,1 370,13

11
Патулин
Patulin

С7Н6О4 [М-Н]- 6,1 153,02

12
Стеригматоцистин 
Sterigmatocystin

С18Н12О6 [М+Н]+ 14,1 325,07

13
Т-2 
T-2

С24Н34О9 [М+Н]+ 12,8 484,25

14
НТ-2 
HT-2

С22Н32О8 [М+NН4]+ 11,3 425,21

15
ФУМ В1 
FUM B1

С34Н59О9N [М+Н]+ 9,9 722,39

16
ФУМ В2 
FUM B2

С18Н12О14N [М+Н]+ 10,9 706,40

17
Цитринин
Citrinin

С13Н14О5 [М+Н]+ 11,8 251,09

Хроматографические методы

Для определения МТ в продуктах питания приме-
няют в основном хроматографические методы. Наи-
более распространенными из них в настоящее время 
являются методики с использованием тонкослойной 
хроматографии (ТСХ), высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ), газовой хроматографии 
(ГХ), масс-спектрометрии (МС) и их сочетаний. Разно-
образие в строении и свойствах МТ часто не позволя-
ет определить их одним методом одновременно, что 
приводит к значительному усложнению и увеличе-
нию продолжительности анализа. В последнее вре-
мя все чаще предлагают методики одновременного 

Рисунок 3. Масс-хроматограммы АФЛ [49]

Figure 3. Mass-chromatograms of AFL [49]
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определения МТ методами газовой или жидкост-
ной (в том числе тандемной и сверхскоростной) хро-
мато-масс-спектрометрии (ГХ-МС, ВЭЖХ-МС, ВЭЖХ- 
МС/МС, СВЭЖХ-МС/МС). По существующим в России 
ГОСТ и МУ определение ОТ А, ЗЕА, ДОН, Т-2 прово-
дят каждого в отдельности после очистки экстрактов 
на хроматографических колонках и затем используют 
методы ТСХ, ВЭЖХ с флуориметрическим или УФ-де-
текторами. Токсин Т-2 определяют методом ГЖХ  
после получения производных с трифторуксусным ан-
гидридом. Предлагаемые методики достаточно слож-
ны, длительны и дорогостоящи. 

ТСХ

Для обнаружения, идентификации и количествен-
ного определения МТ используют двумерную и одно-
мерную ТСХ. Методы ТСХ доступны почти для всех МТ. 
Обнаружение и специфическая идентификация разра-
ботаны для каждого отдельного МТ. Так, в частности, 
в работе [51] изучены условия разделения в тонком 
слое сорбента некоторых представителей МТ (табли-
ца 8). Использованы силикагелевые пластинки Silica 
Gel G (Merck) размером 20 × 20 см, обработанные 0,4 М  
водным раствором щавелевой кислоты и активиро-
ванные последовательным высушиванием при тем-
пературе 100 °С – 40 мин и выдерживанием при 
комнатной температуре. Элюент 1: хлороформ-мети-
лизобутилкетон (4:1); элюент 2: хлороформ-метанол 
(1:1). Зоны просматривали в УФ-свете при 366 нм и об-
рабатывали проявителями.

Другие работы по ТСХ, которые представлены в 
литературе в значительном количестве, обобщены в 
таблице 9.

Особенности пробоподготовки 

Для извлечения МТ из анализируемых объектов 
в основном используют жидкостно-жидкостную экст- 
ракцию. В настоящее время существует ряд способов 

одновременного определения МТ. Для одновремен-
ного извлечения нескольких токсинов наиболее часто 
применяют смесь (86:14) ацетонитрила и воды. Наибо-
лее часто используемые экстрагенты для выделения 
МТ приведены в таблице 10.

Для очистки экстрактов от соэкстрагируемых ве-
ществ (белки, жиры, липиды, стеролы, полярные орга-
нические кислоты, каратиноиды, хлорофилл) исполь-
зуют твердофазную экстракцию (ТФЭ) и коммерческие 
иммуноаффинные колонки для избирательного извле-
чения МТ (единичных или определенного класса). 

Иммуноаффинные колонки (ИАФК) 

Занимают особое место в ряду иммуноаналити-
ческих подходов, представляя собой метод очистки/
концентрации, который должен сопровождаться по-
следующим анализом. Сочетание иммуноаффинной 
очистки/концентрирования с современными систе-
мами детекции позволяет выявлять МТ в пикограммо-
вых количествах. Принцип работы ИАФК заключается 
в том, что в картридж помещен нерастворимый носи-
тель, например, агароза, на котором иммобилизованы 
специфические антитела (АТ). Носитель может отсутст- 
вовать: в этом случае АТ находятся в свободном виде 
и отделены полупроницаемой мембраной. Экстракт 
образца пропускается через колонку, при этом МТ 
связывается с АТ, а остальные экстрагированные со-
единения проходят через колонку. Затем с помощью 
элюирующего раствора МТ смывается с колонки и мо-
жет быть проанализирован с использованием различ-
ных методов, чаще всего – ВЭЖХ. ИАФК могут сочетать-
ся и с последующей иммунодетекцией. Совместно с 
ИАФК может использоваться и ТСХ. Наиболее чувстви-
тельное определение обеспечивает иммуноаффинная 
экстракция в сочетании с ВЭЖХ и масс-спектрометри-
ческой детекцией. Хотя ИАФК не используются непо-
средственно для анализа, имеются работы, в которых 
на них реализована и очистка образца, и последующая 
детекция по образованию окрашенных зон. 

Таблица 8. Результаты разделения некоторых МТ методом ТСХ

Table 8. The results of the separation of some MT by TLC

МТ Rf

Флуоресценция 
Fluorescence 

Цвет зон после проявления 
Color of zones after development

H2SO4 FeCl3

Аспертоксин 
Aspertoxin 0,12 Светло-желтая 

Light Yellow 
Зеленовато-желтый 
Greenish Yellow –

ОТ В
Ochratoxin B 0,20 Голубая 

Blue – Красно-коричневый 
Red Brown

ОТ А
Ochratoxin A 0,48 Зеленая 

Green – Красно-коричневый 
Red-brown

ЗЕА 
ZEA 0,72 Слабо-голубая 

Light Blue
Светло-желтый 
Light Yellow

Красно-коричневый 
Red Brown

АФЛ G1
AFL G1

0,30 Зеленая 
Green 

Зеленовато-серый 
Greenish Gray –

АФЛ B1
AFL B1

0,40 Голубая 
Blue

Зеленовато-серый 
Greenish Gray –

ЦПК 
CPA 0,65 Темная 

Dark 
Красно-коричневый 
Red Brown 

Красно-коричневый 
Red Brown

Стеригматоцистин 
Sterigmatocystin 0,85 Оранжевая 

Orange
Зеленовато-серый 
Greenish Gray

Зеленый 
Green
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Таблица 10. Выделение МТ из объектов анализа

Table 10. Isolation of MT from objects of analysis

МТ
Экстрагент 
Extractant 

Объект анализа 
Object of 
analysis

ТТ МТ типа А 
и В 
TT MT type A 
and B

Смеси воды и ацетонитрила 
или метанола 

Mixtures of water and aceto- 
nitrile or methanol

–

ЗЕА 
ZEA

Этилацетат, метанол, хлоро-
форм и смесь ацетонитрила и 
воды 

Ethyl acetate, methanol, chlo-
roform and a mixture of aceto- 
nitrile and water 

Зерно или корма 
Grain or feed

ОТ А
Ochratoxin A

Смесь хлороформа и фос-
форной кислоты 

Mixture of chloroform and 
phosphoric acid 

Ячмень 
Barley

Хлороформ 
Chloroform 

Зеленый кофе 
Green Coffee

Смесь толуол/HCl, хлоро-
форм/этанол/уксусная кисло-
та и дихлорметан/фосфорная 
кислота 

A mixture of toluene/HCl, 
chloroform/ethanol/acetic acid 
and dichloromethane/phos-
phoric acid 

Пшеница 
Wheat

Трет-бутиловый эфир 
Tert-Butyl Ether 

Детское питание 
Baby Food

АФЛ 
AFL

Хлороформ или водно-аце-
тонитрильная смесь, метанол 

Chloroform or water-aceto- 
nitrile mixture, methanol

–

Патулин
Patulin 

Этилацетат 
Ethyl acetate

–

В целом следует отметить, что ИАФК позволяют 
концентрировать образец и исключать влияние мат- 
рикса при дальнейшем анализе, но не всегда могут 
быть многократно регенерированы, что значитель-
но повышает стоимость анализа. Обычно данные ме-
тодики длительны (пробоподготовка может занимать 
от 3 до 5 ч), трудоемки, требуют больших количеств 
токсичных органических растворителей. Наибо-
лее часто используемые сорбенты для очистки МТ 
в экстрактах от посторонних примесей приведены в 
таблице 11.

Установлена возможность одновременного из-
влечения различных МТ (АФЛ; ТТ типа А: Т-2, НТ-2, 
Т-2-тетраол токсина, Т-2-триол токсина, неосаланио-
ла, диацетоксискирпенола; ТТ типа В: ДОН, нивалено-
ла, 15-ацетилдезоксиниваленола, 3-ацетилдезокси-
ниваленола, фузаренона X; ОТ А и В; ЗЕА; П) из одной 
навески аналита с использованием пробоподготов-
ки QuEChERS. QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, 
Rugged, Safe) – быстрый, дешевый, весьма эффектив-
ный, надежный и безопасный. Метод основан на из-
влечении МТ из пробы смесью ацетонитрил/вода, до-
бавлении буферирующих неорганических солей. В 

результате такой экстракции МТ переходят в органи-
ческую фазу, а более полярные примеси – в водный 
слой. Примеси (некоторые сахара и жирные кисло-
ты), оставшиеся в ацетонитриле, могут быть удалены 
на дисперсионном сорбенте, содержащем амины (PSA 
сорбент). Однако из-за кислой природы некоторых МТ 
использование таких сорбентов не рекомендуется, на-
пример, при определении ФУМ. 

Таблица 11. Очистка МТ в экстрактах от примесей 

Table 11. Purification of MT in extracts from impurities

МТ 
Сорбент 
Sorbent 

Объект ана-
лиза 

Object of 
analysis

МТ 

Supelclean LC-CN (силикагель, 
модифицированный цианопро-
пильными группами) 

Supelclean LC-CN (silica gel 
modified with cyanopropyl 
groups)

–

ЗЕА и П 
ZEA and Patulin 

Sep-Pak с силикагелем 
Sep-Pak with silica gel

–

МТ MycoSep®
Зерновые
Cereals 

ТТ МТ А и B, 
АФЛ, ОТ, ЗЕА и 
ФУМ 
TT MT A and 
B, AFL, OT, ZEA 
and FUM

Уголь, цеолит и ионообмен-
ные смолы 

Coal, zeolite and ion exchange 
resins 

Зерновые 
Cereals

АФЛ, ОТ,ФУМ, 
ЗЕА, ДОН, Т-2 и 
НТ-2 
AFL, OT, FUM, 
ZEA, DON, T-2 
and HT-2

ИАФК AflaTest, FumoniTest, 
ZearalaTest (США), Ochra-prep, 
Donprep (Германия) 

IAFK AflaTest, FumoniTest, 
ZearalaTest (USA), Ochra-prep, 
Donprep (Germany)

–

П 
Patulin

Сверхсшитые полистиролы 
(картриджи Purosep, Велико-
британия) 

Supercrosslinked polystyrenes 
(Purosep cartridges, Great Britain) 

Соки 
Juices

ЗЕА 
ZEA

Сверхсшитые полимеры (Af-
finimiptm ZON, Polyintell) 

Super Crosslinked Polymers 
(Affinimiptm ZON, Polyintell) 

Кукуруза и пше-
ница 
Corn and Wheat

Появились публикации об успешном применении 
уникального способа извлечения и концентрирования 
МТ – дисперсионной жидкостно-жидкостной микро-
экстракции (ДЖЖМЭ). Метод основан на использова-
нии системы растворителей: диспергатор, экстрагент, 
вода. Растворители выбирают таким образом, чтобы 
диспергатор растворялся, а экстрагент не растворялся 
в воде. После впрыскивания с помощью шприца сме-
си в воду или в водный раствор анализируемой пробы 
экстрагент выделяется в виде микрочастиц отдельной 
фазой, концентрирующей аналиты. Экстракт выделя-
ют центрифугированием. При одновременном опре-
делении МТ различных классов хроматографическими 
методами часто прибегают к сочетанию QuEChERS и  
ДЖЖМЭ [57].
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ГЖХ

Более перспективным оказалось использование 
техники ГЖХ. Она служит одним из рутинных методов, 
применяемых для идентификации МТ. Все методы 
анализа объектов с помощью ГЖХ требуют многосту-
пенчатой и длительной процедуры подготовки проб, 
а также стадии их химической модификации [50]. 

Дериватизация ТТ МТ заключается в переводе 
гидроксильных групп в трифторацетильные, триме-
тилсилильные, пентафторпропионильные, гептафтор-
бутирильные производные и приводит к повышению 
летучести целевых аналитов и делает их чувстви-
тельными к определению на детекторе электронно-
го захвата (ДЭЗ). В качестве дериватизирующих ре-
агентов используют бис(триметилсилил)ацетамид, 
триметилсилилимидазол, смесь триметилсилилими-
дазола и триметилхлорсилана, коммерческие сме-
си (3:3:2) бис(триметилсилил)трифторацетамид три-
метилсилилимидазол-триметилхлорсилан и (3:3:2) 
бис(триметилсилил)ацетамид-триметилсилилими-
дазол-триметилхлорсилан. Для получения фтора-
цетильных производных применяют гептафторбу-
тирилимидазол, гептафторбутирильный ангидрид, 
пентафторпропионилимидазол, пентафторпропио-
нильный ангидрид, трифторуксусную кислоту (ТФУК) и 
ее ангидрид (ТФА). Для дериватизации ТТ МТ типа В, 
как правило, применяют фторацетильные или триме-
тилсилильные реагенты (рисунки 4 и 5). ГХ-МС исполь-
зуют обычно для идентификации ФУМов, при этом 
применяют реакции гидролиза, а затем этерификации 
с 1,2,3-пропантрикарбоновой кислотой и/или ацили-
рование. ФУМы после гидролиза также можно опре-
делять и методом ГХ-ПИД (пламенно-ионизационный 
детектор). В таблице 12 обобщены описанные в лите-
ратуре методики анализа МТ методом ГЖХ.

ВЭЖХ

Помимо ГЖХ возможно применение и ВЭЖХ. В 
качестве официальной методики определения ЗЕА 
Международной Ассоциацией Официальных Анали-
тиков (АОАС Int) принят метод ВЭЖХ с флуоресцент-
ной детекцией (ФЛД) [60]. Колонки. В основном ис-
пользуют колонки, заполненные сорбентом С18 и С8 
(ОФ ВЭЖХ). В качестве подвижной фазы (ПФ) ис-
пользуют смеси метанола или ацетонитрила и во-

ды. Детектирование. ТТ типа А мало поглощают УФ- 
излучение, поэтому наиболее часто для данных МТ 
используют ФЛД или МС-детектирование. Основным 
ограничением для метода ВЭЖХ с ФЛД является не-
обходимость перевода МТ в производные, например, 
при определении АФЛов или ФУМов, так как не все 
МТ способны интенсивно флуоресцировать. Однако 
получаемые производные не всегда стабильны. Дан-
ную проблему решают подбором условий деривати-
зации. Переводят АФЛ в производные до разделения 
на колонке (реакция с ТФУК) или после разделения 
на колонке (реакция с иодом или бромом). В резуль-
тате реакции дериватизации происходит насыщение 
двойных связей в фурановом кольце, что приводит к 
увеличению интенсивности флуоресценции произво-
дных, а также позволяет разделить все исследуемые 
АФЛ. Установлено, что использование ТФУК позво- 
ляет получать устойчивые производные с максималь-
ной интенсивностью флуоресценции (рисунок 8). Важ-
ным фактором, определяющим чувствительность 
определения, являются длины волн возбуждения и 
детектирования. Установлено, что для пяти АФЛ ис-
пользование длин волн возбуждения и детектирова-
ния 360 и 450 нм является оптимальным, а для ЗЕА и 
ОТов  – 333 и 460 нм. Молекулы ФУМов мало погло-
щают УФ-излучение, поэтому для их определения ме-
тодом ОФ ВЭЖХ с адсорбентом С18 и ПФ метанол/
раствор фосфорной кислоты используют деривати-
зацию о-диальдегидом фталевой кислоты с 2-мер-
каптоэтанолом. Патулин определяют с использова-
нием ВЭЖХ и УФ-детектированием (при длине волны 
274 нм). ВЭЖХ-МС и ВЭЖХ-МС/МС являются также 
возможными методами при определении патулина, 
применяя электрораспылительную ионизацию. Для 
обеспечения надежной идентификации ЗЕА рекомен-
дуют использовать детектор с диодной матрицей, а 
также применяют ВЭЖХ-МС/МС с химической иони-
зацией при атмосферном давлении [61]. Применение 
масс-спектрометрии как с газовой, так и с жидкостной 
хроматографией в настоящее время становится все 
более популярным способом определения МТ. При-
менение такого детектора позволяет работать с экст- 
рактами, не требующими глубокой очистки, метод се-
лективен для типов А и В трихотеценовых МТ и позво-
ляет одновременно определять различные классы 
МТ. Основные примеры использования ВЭЖХ для ана-
лиза МТ обобщены в таблице 13.

Рисунок 4. Схема реакции дериватизации трихотеценовых МТ

Figure 4. Scheme of the reaction of derivatization of trichothecene MT
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Таблица 12. Использование ГЖХ для определения  
различных МТ [58,59]

Table 12. The use of GLC to determine various MTs [58,59]

Детектор 
Detector

Дериватизация 
Derivatization 

ПО* 
Software*

Пробоподготовка 
Sample preparation 

Примеры 
Examples

Трихотеценовые МТ 
Trichothecene MT

ДЭЗ 
Electronic capture 
detector (DEC)

Дериватизация гидроксильных 
групп фторацетильными произво-
дными (пентафторпропионильный 
ангидрид) 

Derivatization of hydroxyl groups 
with fluoroacetyl derivatives (pen-
tafluoropropionyl anhydride)

Т-2 и НТ-2 
7 и 3 мкг/кг 
T-2 and HT-2 

7 and 3 μg/kg

Извлечение смесью ацетони-
трил/вода и метанол/вода, очи-
щение экстрактов методом ТФЭ 
на различных сорбентах и далее 
ИАФК для очистки каждого МТ 

Extraction with a mixture of 
acetonitrile/water and methanol/
water, purification of the extracts by 
TFE on various sorbents and then 
IAPC for the purification of each MT

НТ-2 и Т-2 в паприке 
HT-2 and T-2 in paprika

Триметилсилилимидазол 
Trimethylsilylimidazole 20–40 мкг/кг

Извлечение ацетонитрилом 
и водой, очистка на колонах 
MycoSep® 

Recovery with acetonitrile and 
water, purification on MycoSep®

ДОН, ниваленол, 3- и 
15-ацетилдезок синиваленол 
(3-АДОН, 15-АДОН) в кормах 

DON columns, nivalenol, 
3- and 15-acetyldecine siniva-
lenol (3-ADON, 15-ADON) in 
feed

ДОН с переводом в производное 
при помощи ТФА 

DON with conversion to derivative 
using TFAA

5 мкг/кг

Ниваленол, ДОН, 3-АДОН, 15-
АДОН после их перевода в произ-
водное с помощью гептафторбути-
рильного ангидрида 

Nivalenol, DON, 3-ADON, 15-ADON 
after their conversion to a derivative 
using heptafluorobutyric anhydride

30 мкг/кг

Гептафторбутирильный ангид- 
рид в присутствии катализатора ди-
метиламинопиридина

Heptafluorobutyric anhydride in 
the presence of a dimethylaminopy- 
ridine catalyst

50–200 мкг/кг

Экстракция смесью ацетонит- 
рила и воды, очистка на колонке с 
углем и оксидом алюминия 

Extraction with a mixture of 
acetonitrile and water, purification 
on a column with coal and aluminum 
oxide

12 МТ (верукарол, скир-
пентриол, Т-2, Т-2 тетраол, 
изо-Т-2, НТ-2, ДАС, нивале-
нол, фузаренон Х, ДОН, 3-, 15-
АдОн) в кукурузе

12 MT (verucarol, 
skirpentriol, T-2, T-2 tetraol, 
iso-T-2, NT-2, DAS, nivalenol, 
fusarenone X, DON, 3-, 15-
ADON) in corn

ПИД 
Flame ionization 
detector (FID)

ТФУК, полученный дериват вы-
держивали 1 ч при 60 °С на водяной 
бане, затем добавляли дигидрофос-
фат калия 

TFAA, the resulting derivative 
was kept for 1 h at 60 °C in a water 
bath, then potassium dihydrogen 
phosphate

30–50 мкг/кг

Извлечение метанолом, очист-
ка диихлорметаном и на колонке 
из оксида алюминия и угля 

Methanol extraction, purification 
with dichloromethane and a column 
of alumina and carbon

Т-2, ДОН и диацетоокси-
скирпенол (ДАС) в попкорне 

T-2, DON and diacetoxoxy-
phenol (DAS) in popcorn

Триметилсилиловый эфир
Trimethylsilyl ether 75 мкг/кг

Извлечение смесью (84:16) аце-
тонитрил/вода, очистка экстракта 
с помощью колонок MycoSep® 

Extraction of aceto-nitrile / water 
with a mixture (84:16), purification 
of the extract using MycoSep® 
columns

ДОН, ниваленол, 3-АДОН, 
фузаренон Х, Т-2 и НТ-2, ДАС 
и несоланиол 

DON, nivalenol, 3-ADON, 
fusarenone X, T-2 and NT-2, 
DAS and nesolaniol

МС 
Mass detector

Гептафторбутирилимидазол. 
Использовали метод химической  
ионизации (метан)

Heptafluorobutyrylimidazole. Used 
the method of chemical ionization 
(methane)

– –

Неосоланиол, ДАС, Т-2, 
НТ-2, ДОН, фузаренон Х в ку-
курузе, ячмене, пшенице и 
комбикормах 

Neosolaniol, DAS, T-2, NT-2, 
DON, fusarenone X in corn, 
barley, wheat and animal feed

МС 
Mass detector

Триметилсилильные производ- 
ные

Trimethylsilyl derivatives  
–

Экстракция смесью ацетонит- 
рил и вода, очистка – колонка с 
сорбентом Florisil. Разделение – на 
колонке DB-5 

Extraction with a mixture of 
acetonitrile and water, purification – 
column with Florisil sorbent. 
Separation – on DB-5 column

Одновременное опреде-
ление нескольких трихотеце-
новых МТ и ЗЕА 

Simultaneous determina-
tion of several trichothecene 
MT and ZEA
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Детектор 
Detector

Дериватизация 
Derivatization 

ПО* 
Software*

Пробоподготовка 
Sample preparation 

Примеры 
Examples

Охратоксины 
Ochratoxins

МС
Mass detector

Дериватизация с помощью  
бистриметилсилилтрифторацета-
мида 

Derivatization Using bistrimethylsi-
lyl trifluoroacetamide 

0,1 мкг/л
0.1 μg/L

Извлечение дихлорметаном, раз-
деление на капиллярной колоне 
DB-5MS 

Dichloromethane recovery, sepa-
ration on a DB-5MS capillary column

Охратоксин А в вине 
Ochratoxin A in wine

Патулин 
Patulin

МС
Mass detector

Перевод в триметилсилил- или 
ацетилпроизводные 

Transfer to trimethylsilyl or acetyl 
derivatives 

0,4 мкг/кг НФ – колонка SLB-5MS
 NF – column SLB-5MS 

Патулин в яблоках, яблоч-
ном соке, джеме, детском 
питании 

Patulin in apples, apple 
juice, jam, baby food

Фумонизины 
Fumonisins

ПИД (колонка 30 м) 
или ГХ-МС (колонка 
60 м) 
FID (column 30 m) 
or GC-MS (column 
60 m)

Перевод в производные гепта- 
фтормасляным ангидридом 

Transfer to heptafluorobutyric an-
hydride derivatives

50 мкг/кг

Гидролиз экстрактов в при- 
сутствии соляной кислоты. Извле-
чение смесью ацетонитрил/вода, 
очистка – Sep-Pak C18. НФ – DB-5, 
ПФ – гелий 

Hydrolysis of extracts in the 
presence of hydrochloric acid. 
Recovery with acetonitrile / water, 
purification – Sep-Pak C18. NF – DB-5, 
PF – helium 

Фумонизины в кукурузе 
Fumonisins in maize

Одновременное определение МТ различных классов 
Simultaneous determination of MT of various classes

МС или ПИД 
MS or FID

Перевод в производные с N,N-ди-
метилтриметилсилилкарбаматом 

Conversion to derivatives with N,N-
dimethyltrimethylsilylcarbamate

–

Экстракты очищали на ИАФК 
MycoSep® 

The extracts were purified on a 
MycoSep® IAPC

Трихотецены А и Б 
Trichothecene A and B

ДЭЗ
DEC

Перевод в трифторпроизводные 
Transfer to trifluoride derivatives –

Разделение – на кварцевой ка-
пиллярной колонке RtxPesticides® 
длиной 30 м и внутренним диа-
метром 0,32 мм (толщина пленки 
неподвижной фазы 0,25 мкм) 

Separation – on an RtxPesticides® 
quartz capillary column 30 m long 
and 0.32 mm inner diameter (film 
thickness of the stationary phase 
0.25 μm)

МТ ряда трихотеценов, ОТ 
А, ЗЕА в зерне и продуктах 
его переработки, кормах и 
мясе 

MT of a number of trichote-
cenes, OT A, ZEA in grain and 
its processed products, feed 
and meat

Получение производных с ТФА 
Derivation of derivatives with TFA 0,01–5 мг/кг

Экстракция – ацетонитрил, 
очистка – QuEChERS в сочетании 
с ДЖЖМЭ 

Extraction – acetonitrile, purifi-
cation – QuEChERS in combination 
with dispersive liquid-liquid micro-
extraction

ТТ МТ, Т-2, НТ-2, ДОН и ни-
валенол в зерне и ком-би-
кормах (рис. 6) 

TT MT, T-2, NT-2, DON 
and nivalenol in grain and 
compound feeds (Fig. 6)

Получение производных с ТФА 
(рисунки 6, 7)

Derivation of derivatives with TFA 
(figure  6, 7) 

0,1–1,0 мг/кг

Экстракция – ацетонитрил, 
очистка – QuEChERS 

Extraction – acetonitrile, purifica-
tion – QuEChERS 

Патулин, ниваленол, де-
зоксиниваленол, 3- и 15-аце-
тил-дезоксиниваленол, фуза- 
ренон Х, диацетоксискирпе-
нол, токсины НТ-2 и Т-2, зеа-
раленон в зерне и кормах 

Patulin, nivalenol, deoxyni-
valenol, 3- and 15-acetyl-de-
oxynivalenol, fusarenone X, 
diacetoxiskircenol, toxins NT-2 
and T-2, zearalenone in grain 
and feed

Примечание: *Здесь и далее ПО – предел обнаружения.

Note: *Hereinafter, the software is the detection limit.

Окончание таблицы 12
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Разработаны простые, экономичные и быстрые 
методики одновременного определения восьми МТ 
различных классов из зерна и кормов (рисунки 9 и 10). 
Молекулы АФЛов, ЗЕА и ОТов способны интенсивно 
флуоресцировать, в связи с этим их можно определять 
одновременно с помощью ФЛД, путем смены длин 
волн возбуждения и детектирования в течение анали-
за [65]. 

Электрохимические методы

В настоящее время разработан современный ме-
тод определения ОТ А и П в винопродукции – капил-
лярный электорофорез [66], получивший признание в 

странах Евросоюза (рисунок 11). Экспериментальным 
путем были подобраны: буферный раствор, длина вол-
ны спектрофотометрического детектора, напряжение, 
дозирование пробы (пневматическое при 30 мБар – 
для ОТ А); время анализа (12 минут – для ОТ А), тем-
пература термостатирования капилляра (25  °С – для  
ОТ А). Наилучшие результаты по экстракции МТ пока-
зал растворитель хлористый метилен. Методику пред-
ложено внести в проект технического регламента на 
вино [67]. 

Преимущество капиллярного электрофореза 
в высокой эффективности разделения компонен-
тов, наличие отечественной приборной базы, малых 
объемах анализируемой пробы и буферного раст- 
вора, экспрессности анализа, в отсутствии дорого-
стоящих хроматографических колонок, насосов, не-
обходимых для ВЭЖХ и упрощенной пробоподго- 
товке. 

Рисунок 5. Хроматограмма стандартной смеси трифторпроиз-
водных трихотеценовых МТ: 

1 – Т-2-тетраол; 2 – ниваленол; 3 – дезоксиниваленол; 4 – 
15-ацетилдезоксиниваленол; 5 – 3-ацетилдезоксиниваленол; 
6 – неосоланиол; 7 – фузаренон Х; 8 – диацетоксискирпенол; 
9 – Т-2-триол; 10 – НТ-2; 11 – Т-2

Figure 5. Chromatogram of a standard mixture of trifluoride 
derivatives of trichothecene MT: 

1 – T-2-tetraol; 2 – nivalenol; 3 – deoxynivalenol; 4 – 15-acetylde-
oxynivalenol; 5 – 3-acetyldeoxynivalenol; 6 – neosolaniol; 7 – 
fusarenenone X; 8 – diacetoxiskirphenol; 9 – T-2-triol; 10 – HT-2; 
11 – T-2

Рисунок 6. Хроматограмма стандартной смеси МТ: 

1 – ниваленол; 2 – ДОН; 3 – НТ-2; 4 – Т-2

Figure 6. Chromatogram of a standard mixture of MT: 

1 – nivalenol; 2 – DON; 3 – HT-2; 4 – T-2

Рисунок 7. Хроматограмма стандартной смеси производных 
МТ: 

1 – патулин (2 мкг/мл); 2 – ниваленол (17 мкг/мл); 3 – ДОН 
(17  мкг/мл); 4 – 15-ацДОН (17 мкг/мл); 5 – Фузаренон Х  
(8 мкг/мл), 6 – 3-ацДОН (8 мкг/мл); 7 – ДАС (13 мкг/мл); 8 – НТ-2 
(3 мкг/мл), 9 – ЗЕА (2 мкг/мл); 10 – Т-2 (17 мкг/мл)

Figure 7. Chromatogram of a standard mixture of MT derivatives: 

1 – patulin (2 μg/ml); 2 – nivalenol (17 μg/ml); 3 – DON (17 μg/ml); 
4 – 15-acDON (17 μg/ml); 5 – Fusarenone X (8 μg/ml); 6 – 3-acDON 
(8 μg/ml); 7 – DAS (13 μg/ml); 8 – HT-2 (3 μg/ml); 9 – ZEA (2 μg/ml); 
10 – T-2 (17 μg/ml)

Рисунок 8. Схема реакции получения производных АФЛ с 
ТФУК

Figure 8. Reaction scheme for the preparation of AFL derivatives 
with trifluoroacetic acid

Методы анализа лекарственных средств
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В последнее время достаточно активно разрабаты-
ваются различные биохимические, в том числе имму-
нохимические, методы определения МТ. Такие методы 
анализа являются удобным инструментом для первич-
ного скрининга больших партий продукции благодаря 
своей простоте, экспрессности и относительно невы-
сокой стоимости. Среди них следует отметить работы 
по использованию различных биосенсоров для реше-
ния данной аналитической задачи. Однако, примеры 
работ по применению биосенсоров для определе-
ния МТ пока немногочисленны [68]. Разработаны но-
вые амперометрические биосенсоры на основе пла-
нарных платиновых электродов, модифицированных 
многослойными углеродными нанотрубками (УНТ), на-
ночастицами золота и иммобилизованного фермен-
та – тирозиназы для определения МТ патулина в об-
ласти концентраций 1 · 10–6 – 8 · 10–12 моль/л в пищевых 
продуктах. Использование биосенсоров для опреде-
ления отдельных МТ обусловлено еще тем, что они яв-
ляются удобным инструментом для выполнения таких 
анализов благодаря своей чувствительности, селек-

Рисунок 9. Общая схема определения восьми МТ в зерне и 
кормах при использовании пробоподготовки QuEChERS и 
ДЖЖМЭ [57]

Figure 9. General scheme for the determination of eight MT 
in grain and feed using QuEChERS sample preparation and 
dispersive liquid-liquid microextraction [57]

Рисунок 10. Хроматограмма стандартной смеси МТ, получен-
ная при параллельном использовании УФ- (а) и флуориметри-
ческого (b) детекторов: 

1 – патулин; 2 – АФЛ G1; 3 – АФЛ В1; 4 – АФЛ G2; 5 – АФЛ В2; 6 – ОТ В; 
7 – ОТ А; 8 – ЗEA [57]

Figure 10. Chromatogram of a standard MT mixture obtained 
using parallel UV (a) and fluorimetric (b) detectors: 

1 – patulin; 2 – AFL G1; 3 – AFL B1; 4 – AFL G2; 5 – AFL B2; 6 – OT B; 7 – 
ОТ А; 8 – ZEA [57]
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тивности, относительной простоте и экспрессности 
выполнения, в том числе и для первичного скрининга 
больших партий образцов. Для определения некото-
рых МТ предложены амперометрические холинэсте-
разные (ХЭ) биосенсоры на основе планарных плати-
новых электродов, в том числе и модифицированных 
УНТ. В работе [69] впервые было отмечено ингибирую-
щее действие АФЛ В1 на этот фермент. Авторы исполь-
зовали это свойство МТ для разработки соответству-
ющего биосенсора. Отметим, что рассматриваемые 
холинэстеразные биосенсоры разработаны на основе 
другого первичного преобразователя (трансдъюсера) 
и другого способа иммобилизации фермента. Извест-
но, что ХЭ катализирует гидролиз тиохолиновых эфи-
ров по следующему уравнению:

ХЭ+ - + -
3 7 2 2 3 3 2 3 7 2 2 3 3

(тиол)
( )thiol

C H COSCH CH N (CH ) Cl H O C H COOH HSCH CH N (CH ) Cl .+ → +

Продукт реакции тиол электрохимически акти-
вен. На печатном платиносодержащем электроде тиол 
подвергается окислению:

2(CH ) N CH CH SH 2H 2e (CH ) N CH CH S SCH CH N (CH ) .3 3
+

2 2
+ -

3 3
+

2 2 2 2
+

3 3→ + + −

Изучение действия АФЛ В1, ОТА и ЗЕА на иммоби-
лизованную ХЭ, входящую в состав биочувствитель-
ной части амперометрического биосенсора, показа-
ло, что в их присутствии наблюдается уменьшение 
величины тока окисления продукта ферментативного 
гидролиза субстрата по сравнению с контрольными 
опытами, проведенными в отсутствие в растворе МТ. 
Таким образом, АФЛ В1, ОТА и ЗЕА оказывают ингиби-
рующее действие на иммобилизованную ХЭ в составе 
биосенсора. Полученные результаты показывают, что 
предлагаемые холинэстеразные биосенсоры могут 
быть использованы для определения содержания МТ 
в пищевых продуктах. 

В работе [70] описано определение АФЛ В1 на гра-
фитовых печатных электродах, на поверхность кото-
рых иммобилизировали иммунореагенты. Авторами 

работы в качестве метки, обеспечивающей возник-
новение аналитического сигнала, использовали фер-
менты. Субстратом служил 1-нафтилфосфат, окис-
ление которого в 1-нафтол катализирует щелочную 
фосфатазу. Возникающий ток регистрировали мето-
дами дифференциальной импульсной вольтамперо-
метрии. В других работах описано определение АФЛ 
В1 электрохимическим методом с помощью иммуно-
сенсора электрохимического импеданса на стекло- 
углеродном электроде, модифицированного силика-
гель-ионной жидкостью с образованием биопленки в 
пыльце пчел  [71]. В данной работе авторами для уве-
личения чувствительности сенсора была использо-
вана в качестве модификатора ионная жидкость гек-
сафторфосфат 1-амил-2,3-диметилимидазолия. Сенсор 
дает линейный отклик в диапазоне 0,1–10 нг/мл АФЛ В1 
с пределом обнаружения 0,01 нг/мл. 

Описан способ вольтамперометрического опреде-
ления АФЛ В1, включающий следующие операции: АФЛ 
В1 переводят из пробы в раствор и проводят вольтам-
перометрическое накопление МТ в перемешиваемом 
растворе в течение 30 с при потенциале электроли-
за Eэ = (0,0 + 0,05) В относительно насыщенного хло-
ридсеребряного электрода на фоне хлората аммо-
ния (NH4CIO4), pH 2,0–3,0 с последующей регистрацией 
анодных пиков при скорости развертки 30 мВ/с, а кон-
центрацию АФЛ В1 определяли по высоте пика в диа-
пазоне Еn = (0,625 ± 0,045)В методом добавок аттесто-
ванных смесей [72].

Разработан способ определения АФЛ В1 методом 
дифференциальной полярографии [73]. Авторами для 
совместного определения АФЛ В1 и G1 был предложен 
в качестве фонового электролита 0,1 М по (CH3)4NBr и 
по LiCl, содержащего 40 % СН3ОН. Образец, содержа-
щий АФЛ В1 и G1, растворяли в 2 мл СН3ОН, прибавляли 
3 мл фона и полярографировали от –1,0 до –1,5 В при 
25 ± 1 °С. Потенциалы пиков полуволны были соот-
ветственно Е1/2 = (–1,33 ± 0,02)  В и Е1/2 = (–1,25 ± 0,02)  В 
относительно AgCl – анода.

Рисунок 11. Электрофореграммы: 

А – стандартного раствора патулина; В – стандартного раствора ОТ А

Figure 11. Electrophoregrams: 

А – standard solution patuline; В – standard solution OT A
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Иммунохимические методы (ИХМ) анализа 

Важным направлением в контроле МТ является 
разработка и внедрение в практику ИХМ. Из-за высо-
кой чувствительности, специфичности, экспресснос- 
ти, портативности, сравнительно низкой стоимости 
оборудования, отсутствия существенной пробопод-
готовки, возможности обнаружения МТ на месте без 
привлечения квалифицированного персонала ИХМ 
основаны на специфическом взаимодействии опреде-
ляемого вещества-антигена (АГ) и антител (АТ). Иден-
тификацию и количественное определение комплекса 
проводят с помощью введенной метки. ИХМ эффек-
тивно применяют для анализа большого количества 
образцов. Они пригодны в основном для избиратель-
ного определения одного или небольшого числа МТ. 
Для подтверждающего анализа используют уже более 
точные и высокочувствительные хроматографические 
методы [74]. В настоящее время преобладающее коли-
чество работ по определению МТ в различных объек-
тах посвящено ИХМ анализа. Описаны различные ва-
рианты ИФА [75–77].

Получение АТ

Основой любого иммуноанализа является взаимо-
действие АТ с АГ – МТ, различие лишь в способах де-
текции взаимодействия и условиях проведения анали-
за. В 1976 г. Лангоном и Ван Вунакисом были получены 
первые АТ на МТ – поликлональные АТ на АФЛ B1. С их 
использованием был разработан радиоиммуноана-
лиз АФЛ и проведены первые измерения в образцах 
кукурузы и арахиса. Первые моноклональные АТ на 
МТ (АФЛ В1) были описаны Сан с соавт. в 1983  г. Поз-
же появились моноклональные АТ и на остальные МТ. 
В настоящее время разработаны стандартные проце-
дуры иммунизации животных, получения и тестирова-
ния поли- и моноклональных АТ. Поликлональные АТ 
против МТ, как правило, получают иммунизацией кро-
ликов. Для определения ОТА, ЗЕА, ДОН, Т-2 получены 
АТ (IgY), выделенные из желтка куриных яиц. Большую 
чувствительность и специфичность определения МТ 
обеспечивают моноклональные АТ, которые широко 
применяют в последнее время. Современные техноло-
гии получения рекомбинантных АТ также используют 
при определении МТ методом ИФА. 

Получение конъюгатов МТ с белками 

МТ – низкомолекулярные соединения, не облада-
ющие собственной иммуногенностью, поэтому перед 
иммунизацией необходима их пришивка к белку-но-
сителю. Способы пришивки индивидуальны для каж-
дого МТ. 

В качестве ферментативной метки при определе-
нии МТ обычно используют пероксидазу хрена (ПХ), 
реже – щелочную фосфатазу (ЩФ). Активность фер-
мента определяют, как правило, фотометрическим 
или хемилюминесцентным методом. Кроме фермент-
ных, могут быть использованы флуоресцентные мет-

ки на основе европия, тетраметилродамина, кванто-
вых точек и др. Твердой фазой в ИФА может быть не 
только поверхность лунки микропланшета, но и, на-
пример, магнитные частицы. Гарден и Стратен пред-
ложили автоматическую систему анализа, в которой в 
качестве твердого носителя использовались микрос-
феры. Шарики иммобилизовали в проточной ячей-
ке прибора, после чего проводили конкурентное 
связывание и детекцию образовавшихся иммунных 
комплексов посредством взаимодействия с антивидо-
выми АТ, меченными фосфатазой. 

Твердофазный иммуноферментный анализ  
(ИФА) 

ИФА является гетерогенным методом, для его ре-
ализации используют микропланшеты на 96 или 384 
ячейки, на поверхность которых иммобилизуют имму-
нореагенты. Наиболее часто применяют прямой конку-
рентный ИФА, в котором определяемое вещество кон-
курирует с меченным ферментом АГ за связывание с 
АТ, иммобилизованными на твердом носителе (рису-
нок 12). После инкубации несвязавшиеся компоненты 
удаляют промывкой. Ферментативную активность но-
сителя определяют по реакции с субстратом, она об-
ратно пропорциональна концентрации определяе-
мого МТ. В варианте непрямого конкурентного ИФА с 
твердой фазой связан АГ, коньюгированный с макро-
молекулярным носителем [например, бычьим сыво-
роточным альбумином (БСА)]. При проведении анали-
за к пробе добавляют специфические АТ. Свободный 
АГ и конъюгат АГ, инкубированный на твердой фазе, 
конкурируют за связывание со специфическими АТ в 
растворе. Для определения количества связанных АТ 
добавляют антивидовые АТ, меченные ферментом. 
Чувствительность определения МТ по разным схемам 
сопоставима, однако введение дополнительных ста-
дий в непрямом формате требует большего време-
ни для проведения анализа. Поскольку МТ являются 
моновалентными АГ, для их определения используют 
преимущественно конкурентные форматы ИФА, схемы 
которых представлены на рисунке 13. 

Широко производятся и получили статус офи-
циальных коммерческие тест-наборы для контро-
ля содержания наиболее распространенных МТ ме-
тодом твердофазного ИФА. Значительное внимание 
уделяется разработке сенсорных устройств, кото-
рые позволяют проводить экспресс-определение 
загрязнителей в полевых условиях и не требуют вы-
сококвалифицированного персонала. При определе-
нии МТ некоторые успехи достигнуты в разработке 
иммуносенсоров – сенсорных устройств, основанных 
на регистрации взаимодействия АГ – АТ. Иммуносен-
соры позволяют регистрировать сигнал, генерируе-
мый в процессе иммунохимической реакции и пре-
образуемый в измеряемый электрический сигнал. 
Принцип действия большинства сенсоров основан на 
различных форматах конкурентного твердофазного 
ИФА (рисунок 13). АТ или аналит, конъюгированный 
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с белком, иммобилизуют на поверхность сенсорно-
го элемента путем ковалентного связывания, физи-
ческой адсорбции или включения в гель. Аналити-
ческий цикл включает следующие основные стадии: 
1) конкурентное взаимодействие с образованием им-
мунного комплекса, 2) регистрация аналитического 
сигнала, 3) регенерация сенсорного слоя, заключаю-

щаяся в разрушении образовавшегося иммуноком-
плекса, путем изменения рН, введения небольших 
количеств органических растворителей или других 
органических соединений. Это позволяет использо-
вать один сенсорный элемент для 50-100 циклов из-
мерения. Примеры сенсоров, разработанных для 
определения МТ, представлены в таблице 14.

Рисунок 12. Основные этапы ИФА [22] Figure 12. The main stages of IFA [22]

Рисунок 13. Варианты ИХМ анализа: 

А) прямой, включающий следующие стадии: 1 – добавление образца в смеси с коньюгатом; 2 – промывка; 3 – добавление 
субстрата. В) непрямой, включающий следующие стадии: 1 – добавление образца в смеси с АТ; 2 – промывка; 3 – добавление вто-
ричных АТ, меченных ферментом; 4 – добавление субстрата

Figure 13. Variants of the immunochemical method of analysis: 

А) direct, comprising the following stages: 1 – adding a sample to a mixture with conjugate; 2 – washing; 3  – adding a substrate. В) 
indirect, including the following stages: 1 – adding a sample to a mixture with antibodies; 2 – washing; 3 – adding secondary antibodies 
labeled with an enzyme; 4 – adding a substrate
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Разработаны ИФА тест-системы для определе-
ния в кормах Т-2, ДОН, ЗЕА, ФУМ В1, ОТ А, цитринина и 
АФЛ В1 и др. Так, например, внедрены наборы реаген-
тов для прямого конкурентного ИФА в микропланшет-
ном формате в кормах и пищевых продуктах таких МТ, 
как АФЛ В1, ЗЕА [79], ФУМов группы В и Т-2 [80]. Разра-
ботаны методики одновременного тест-определения 
нескольких МТ (ЗЕА, ОТА и ФУМ В1) методом мембран-
ного иммунофильтрационного анализа с примене-
нием в качестве ферментной метки – ЩФ [81], а также 
одновременного тест-определения ДОН и суммы Т-2 и 
НТ-2 методом мембранного иммунофильтрационного 
анализа с применением ПХ. Путем непрямого конку-
рентного ИФА проводят количественное определение 
Т-2, АФЛ В1, ФУМ В1, ОТ А, ЗЕА, ДОН [82].

Метод ИФА обладает рядом существенных пре-
имуществ, таких как высокая производительность 
(одновременно на одном планшете проводится не-
сколько десятков анализов), низкая стоимость, ма-
лый объем тестируемого образца, способность обес- 
печить приемлемую точность и быстроту, более 
простая подготовка проб, чем для ТСХ или ВЭЖХ. 
Метод относительно экологичен, поскольку исклю-
чает большое количество токсичных реагентов. Од-
нако МТ мало растворимы в водной среде, поэтому 
для выполнения анализа требуется экстракция ор-
ганическими или водно-органическими смесями. 
Экстракт не может непосредственно использоваться 
в ИФА и требует разбавления до минимального со-
держания органической составляющей, – как прави-
ло, не более 5 %. Поскольку минимальная концентра-
ция МТ, выявляемая в конечной реакционной смеси, 
фиксирована, разбавление пробы пропорционально 
ухудшает чувствительность аналитического метода в 
целом. Вторым существенным недостатком ИФА яв-
ляется большая продолжительность взаимодействий 
между иммобилизованными в лунке микропланше-
та и находящимися в растворе иммунореагентами; 
в результате общее время определения составляет 
2–3 часа. Для решения этих проблем был предложен 
вариант проведения ИФА МТ в экстрактах с исполь-
зованием в качестве твердой фазы магнитных нано-
частиц [83]. У метода имеются дополнительные огра-
ничения, связанные в большей степени с матричным 
эффектом и перекрестной чувствительностью, то 
есть идентифицируется не только искомый МТ, но и в 
различной степени его аналоги и метаболиты. Напри-
мер, при определении Т-2 на конечное его содержа-
ние будет оказывать влияние НТ-2, если он тоже при-
сутствует в образце; ЗЕА, как правило, определяется 
вместе с α- и β-зеараленолом и т.д. Поэтому для таких 
объектов должны применяться другие методы иссле-
дования, например ВЭЖХ [84]. Поэтому, несмотря на 
высокую специфичность АТ, определение МТ в слож-
ных матриксах требует детальной оптимизации про-
токолов анализа [85]. 

Гомогенные ИХМ анализа

Наиболее распространенным гомогенным ИХМ 
анализа является поляризационный флуоресцент-
ный иммуноанализ (ПФИА). Его широкое примене-
ние связано с простотой методики определения, ма-
лым временем выполнения, наличием портативной 
переносной аппаратуры. Формат проведения ана-
лиза предполагает конкуренцию определяемого ве-
щества и трейсера (определяемого вещества или его 
аналога, связанных с флуоресцентной меткой) за огра-
ниченное число мест связывания с АТ. В качестве мет-
ки, как правило, используют молекулу флуоресцеина, 
аналитическим сигналом служит величина поляриза-
ции флуоресценции метки. За время жизни возбуж-
денного синглетного состояния флуоресцеина (4 нс) 
происходит практически полная деполяризация флуо-
ресценции, что приводит к малому значению поляри-
зации. В присутствии АТ образуется иммунокомплекс, 
скорость вращения резко снижается, полной деполя-
ризации флуоресценции не происходит, что приво-
дит к высокой величине поляризации флуоресценции. 
При наличии аналита в растворе он связывается с АТ, 
трейсер остается свободным и величина поляриза-
ции флуоресценции снижается. Таким образом, значе-
ние аналитического сигнала, как и в других конкурент-
ных методах, находится в обратной зависимости от 
концентрации определяемого вещества. В отличие от 
рассмотренных ранее методов, ПФИА не требует раз-
деления аналита и иммунокомплекса, что и опреде- 
ляет быстроту и простоту процедуры определения. 
Как правило, образование иммунокомплексов про-
текает с высокой скоростью. Из других преимуществ 
следует выделить методическую простоту ПФИА, из 
недостатков – влияние матрикса пробы (не отделяе-
мого перед проведением измерений) на регистрируе-
мый сигнал [86, 87]. 

Сочетание капиллярного электрофореза и вза-
имодействия АГ-АТ позволяет совмещать эффектив-
ное электрофоретическое разделение аналитов с их 
определением с высокой чувствительностью, напри-
мер, при использовании флуоресцентных детекторов 
с лазерным возбуждением. В этом методе используют 
иммунореагенты, аналогичные таковым в ПФИА. Про-
цедура анализа включает инкубирование образца с 
раствором АТ и трейсера и последующее разделение 
этой смеси в капилляре под действием электрофоре-
тических сил. Капиллярный электрофорез позволяет 
напрямую визуализировать образование и диссо-
циацию иммунокомплекса, что упрощает интерпрета-
цию результатов.

Неинструментальные ИХМ 

На фоне общего внимания к разработке быстрых 
скрининговых методов для определения МТ особый 
интерес вызывают неинструментальные тест-методы, 
пригодные для проведения анализа on-site, на месте 
производства и переработки продукции. Возможность 
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проведения скрининга во внелабораторных условиях, 
даже в отсутствие электрической сети, позволяет опе-
ративно выделить загрязненные партии продукции и 
предотвратить их объединение с большими объема-
ми сырья при дальнейшей переработке, транспорти-
ровке, хранении. Результаты, получаемые с помощью 
неинструментальных тест-методов, оцениваются на 
основе визуального детектирования. В связи с этим 
субъективизм восприятия человека, интерпретирую-
щего конкретные результаты, является одним из ос-
новных источников погрешности. Для визуализации 
полученных результатов используют различные мет-
ки: ферменты, коллоидные частицы (как правило, 
частицы коллоидного золота), флуоресцентные мет-
ки, липосомы, содержащие солюбилизированные кра-
сители. В большинстве случаев неинструментальные 
тесты дают качественную оценку концентрации, ха-
рактеризующую присутствие (либо отсутствие) целе-
вого аналита в концентрации выше установленного 
контрольного уровня. Как правило, при разработке 
неинструментальных тестов определения МТ стара-
ются достичь ПО, соответствующего законодательно 
установленному максимально допустимому содержа-
нию данного МТ в анализируемом продукте. Неболь-
шое число тестов предполагает полуколичественную 
оценку на основе сравнения интенсивности окраски. 
В настоящее время ряд фирм производит большое 
количество тест-методов для определения МТ в раз-
личных объектах; постоянно разрабатываются новые 
тесты. 

Иммунохроматографические тесты

Иммунохроматографические тесты, называемые 
также стрипами или стрип-полосками (immunochro-
matographic strip tests), представляют собой уникаль-
ный удобный в использовании одностадийный метод, 
не требующий ни аппаратуры, ни реагентов. Проце-
дура анализа состоит в погружении тест-полоски до 
заданного уровня в анализируемый образец с визу-
альной оценкой результатов через определенное вре-
мя. Как правило, стрип-полоска состоит из пористой  
мембраны-носителя и адсорбента (рисунок 14). Пос- 
ле погружения полоски в анализируемый раствор его 
компоненты начинают перемещаться вдоль мемб- 
раны к адсорбенту, закрепленному в верхней части. 
Анализируемый раствор, таким образом, играет роль 
подвижной фазы. Вместе с компонентами раствора 
движутся и иммунореагенты, предварительно нане-
сенные на нижнюю часть мембраны. Для определения 
МТ наиболее часто используют меченные коллоидным 
золотом специфические АТ. Частицы коллоидного зо-
лота диаметром около 40 нм образуют зоны красного 
цвета. 

Разработаны и доведены до коммерческого про-
изводства иммунохроматографические тесты для 
определения АФЛ, ДОН, ОТА, Т-2 и ЗЕА [88]. Некото-
рые производители предлагают также специальные 
портативные устройства (ридеры) для обработки ре-

зультатов анализа. Их использование позволяет по-
высить чувствительность определения и устранить 
субъективизм восприятия цвета человеком. Публи-
куемые в настоящее время исследовательские рабо-
ты направлены на расширение круга определяемых 
МТ, применение тестов для анализа новых объек-
тов и повышение их чувствительности. Разработа-
но также несколько стрип-тестов с ферментной мет-
кой для одновременного определения нескольких 
МТ (АФ В1, T-2, 3-ацДОН, роридина A и ЗЕА в образ-
цах зерна). Для определения структурно-родственных 
МТ (АФЛ В1, В2, G1 и G2, а также ЗЕА и α-зеараленола) 
предложен тест-метод, сочетающий разделение ме-
тодом ТСХ, перенесение разделенных зон МТ на мемб- 
рану с привитыми специфическими АТ и последую-
щее иммунохимическое определение. Разработаны 
высокочувствительные иммунохроматографические 
тест-системы детекции ЗЕА и Т-2 с использованием на-
ночастиц магнетита в качестве маркера [89]. Основ-
ное преимущество иммунохроматографии – быстрое 
(5–15  мин) получение результата. Однако метод им-
мунохроматографии не является количественным; он 
может использоваться лишь для предварительного 
скрининга, свидетельствующего о наличии МТ в кон-
центрации выше пороговой.

Иммунофилътрационные тесты 

Традиционные иммунофильтрационные тест-ме-
тоды [flow-through или immunofiltration assay (IFA) или 
enzyme-Unked immunofiltration assay (ELIFA)] основаны 
на использовании полимерных мембран с привиты-
ми специфическими АТ. Мембрану помещают на слой 
адсорбента, поглощающий проходящую через мемб- 
рану жидкость. При прохождении анализируемо-
го раствора сквозь мембрану присутствующий в нем 

Рисунок 14. Иммунохроматографический стрип-тест [71]

Figure 14. Immunochromatographic strip test [71]
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МТ образует иммунокомплекс с АТ, нанесенными на 
тест-зону мембраны. Затем добавляют раствор конъ-
югата аналита с ферментом; последним шагом явля-
ется введение хромогенного субстрата, который в 
присутствии ферментных меток вызывает разви-
тие окраски. Использование в качестве метки кол-
лоидного золота позволяет избежать использования 
хромогенного субстрата, однако в отличие от имму-
нохроматографических стрип-тестов, в иммунофильт- 
рационных тестах такая метка не получила широко-
го распространения из-за низкой чувствительности. 
Формат метода, основанный на использовании фер-
ментной метки, использован при определении ОТ А в 
пшенице, Т-2 в пшенице, кукурузе, овсе и ржи. 

Для снижения себестоимости и времени прове-
дения анализа предложены различные подходы, в 
частности одновременное определение одного МТ в 
нескольких образцах параллельно, а также одновре-
менное определение нескольких МТ в одном образ-
це. Для одновременного скрининга нескольких МТ 
в одном образце создан прототип ячейки с восемью 
лунками для одновременного иммунофильтрацион-
ного определения семи МТ: АФЛ В1, Фум В1, T-2, рори-
дина А, ДОН, диацетоксискирпенола и OT A. Мембра-
ны с нанесенными специфическими АТ фиксируют 
под каждой лункой, восьмую мембрану используют 
как отрицательный контрольный тест. Под мембраны 
помещают слой адсорбента. Процедура анализа со-
впадает с таковой для определения одного аналита, 
за исключением того, что в лунки вносят смесь конъ-
югатов. Иммунофильтрационные тесты с использова- 
нием мембран имеют такие достоинства, как простота 
и экспрессность (время анализа составляет 5–25 мин). 
Имеется ряд недостатков: для проведения анализа не-
обходимо выполнять последовательное добавление 
реагентов, входящих в комплектацию тест-набора; на 
получаемые результаты влияет присутствие меша-
ющих компонентов в образце, а также недостаточ-
ная чувствительность анализа. Для устранения выше 
указанных недостатков был предложен колоночный 
тест-метод, в котором в качестве носителя использу-
ют гель. Замена мембраны-носителя на гель, приго-
товленный на основе сефарозы с привитыми специ-
фическими АТ, позволяет повысить чувствительность 
определения МТ. Анализ проводится в колонке для 
твердофазной экстракции и включает стадии последо-
вательного пропускания образца, АГ, коньюгирован-
ного с ПХ, и хромогенного субстрата через объем геля. 
Включение АТ в объем геля позволяет концентриро-
вать МТ по принципу, аналогичному действию ИАФК, 
т.о. гель с иммобилизованными АТ служит одновре-
менно для выделения, концентрирования и опреде-
ления. Использование колонок позволяет также вклю-
чать дополнительный очищающий слой, необходимый 
для матриц обладающих интенсивной окраской. Очи-
щающий слой может быть помещен над или под де-
тектирующим слоем (рисунки 15, А и В). При анали-
зе матриц, не обладающих интенсивной окраской, 

очищающий слой не используют (рисунок 15, С). Для 
упрощения процедуры анализа возможно введение 
в колонку конъюгата на дополнительном пористом 
фильтре (рисунок 15, D). Одновременное определе-
ние двух МТ стало возможным при введении в колон-
ку двух регистрирующих иммунослоев, с привитыми 
АТ, специфичными к соответствующим МТ (рисунок 
15, Е). Как и в случае мембранных тестов, для упроще-
ния интерпретации результатов время развития окра-
ски геля и ее интенсивность подбирают близкими для  
обоих аналитов. Формат проведения анализа в ко-
лонках позволяет использовать больший объем про-
бы, что позволяет достичь уникально высокой для 
тест-методов чувствительности. 

Иммунофильтрация – быстрый и удобный в ис-
пользовании метод, который не требует сложного 
оборудования и специальной подготовки. Однако ин-
терпретация результатов для образцов с концент- 
рацией, близкой к пороговой, неоднозначна, а коли-
чественный анализ требует дополнительной унифи-
кации и калибровки. ПО иммунофильтрации хотя и 
выше, чем в ИФА, но может быть близок к нему. Разра-
ботаны иммунофильтрационные тесты как на отдель-
ные МТ, так и для одновременного определения не-
скольких МТ с компьютерной обработкой результатов.

В результате сопоставительного анализа опреде-
лены преимущества и недостатки методик измерений 
МТ (таблица 15), основанных на вышеуказанных мето-
дах. Установлено, что идеального метода измерений, 
отвечающего всем предъявляемым требованиям, не 
существует. Однако, использование в лабораторной 
практике экспресс-методик ИФА, благодаря простоте 
и скорости проведения испытаний, а также высокой 
чувствительности и экономичности, является наибо-
лее перспективным в настоящий момент. 

Рисунок 15. Тест-колонки для определения МТ методом 
иммунофильтрации: 

1 – детектирующий иммунослой; 2 – очищающий слой; 3 – по-
ристый фильтр с нанесенным коньюгатом [70]

Figure 15. Test columns for determining MT by immunofiltration: 

1 – detecting immunolayer; 2 – a cleaning layer; 3 – porous filter 
coated with conjugate [70]
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Таким образом, можно отметить бурное разви-
тие различных направлений использования ИХМ для 
определения МТ, как инструментальных, так и не-
инструментальных. Важность их контроля обусловле-
на высоким уровнем загрязнения, обнаружением все 
новых МТ, расширением групп продуктов питания и 
кормов, контаминированных МТ. ИХМ анализа явля-
ются удобным инструментом для первичного скри-
нинга больших партий продукции, благодаря своей 
простоте, экспрессности и невысокой стоимости. В  
настоящее время продолжается поиск путей повы-

шения чувствительности, упрощения процедуры и 
сокращения времени анализа, снижения матричного 
эффекта образца [50, 70]. 

Биологические методы

В первое время широко использовались для опре-
деления МТ. В качестве тест-объектов используют ши-
рокий круг биологических объектов: от позвоночных 
животных до клеточных культур различных микроор-
ганизмов (куриные эмбрионы, различные лаборатор-
ные животные, культуры клеток и тканей). Образцы 

Таблица 15. Результаты сравнительного анализа определения МТ различными методами [90]

Table 15. The results of a comparative analysis of the determination of MT by various methods [90]

Метод 
Method

Характеристики 
Specifications

Достоинства
Advantages

Недостатки
Disadvantages

ТСХ 
TLC

 • Низкий ПО.
 • Возможность работы с малыми и сверхмалыми коли-

чествами образца.
 • Возможность проведения количественного анализа 
 • Low Software.
 • Ability to work with small and ultra-small quantities of the 

sample.
 • Ability to conduct quantitative analysis

 • Длительное время анализа (2,5–3) ч.
 • Сложность пробоподготовки.
 • Многоэтапность.
 • Большой расход реагентов.
 • При использовании УФ-детекции – отсутствие высокой точности.
 • Необходима высокая квалификация персонала.
 • Использование дорогостоящего оборудования и вспомога-

тельных материалов
 • Long analysis time (2.5 – 3) h.
 • The complexity of sample preparation.
 • Multi-stage.
 • High consumption of reagents.
 • When using UV detection – the lack of high accuracy.
 • Highly qualified staff is needed.
 • Use of expensive equipment and auxiliary materials

ВЭЖХ 
HPLC

 • Низкий ПО;
 • Возможность работы с малыми и сверхмалыми коли-

чествами образца;
 • Высокая точность количественного анализа;
 • Воспроизводимость;
 • Возможность одновременного определения 10-ти и бо-

лее МТ в одном образце;
 • Защита анализируемых веществ от воздействия днев-

ного света 
 • Low Software.
 • Ability to work with small and ultra-small quantities of the 

sample.
 • High accuracy of quantitative analysis.
 • Reproducibility.
 • The ability to simultaneously determine 10 or more MTs 

in one sample.
 • Protection of analytes from exposure to daylight

 • Длительное время анализа (2,5 – 3) ч.
 • Сложность пробоподготовки.
 • Значительный расход реагентов.
 • Требует обслуживания высококвалифицированным персоналом.
 • Требует использования дорогостоящего оборудования и вспо-

могательных материалов
 • Long analysis time (2.5 – 3) h.
 • The complexity of sample preparation.
 • Significant consumption of reagents.
 • Requires service by highly qualified personnel.
 • Requires the use of expensive equipment and auxiliary materials

ИФА 
IFA

 • Экспрессность и высокая производительность. 
 • Простота и удобство пробоподготовки и анализа. 
 • Высокая чувствительность и специфичность метода. 
 • Гибкость – анализ может быть проведен вручную или 

автоматически. 
 • Экономичность.
 • Удобство в использовании.
 • Не требует специальных знаний
 • Expressness and high performance.
 • Simplicity and convenience of sample preparation and 

analysis.
 • High sensitivity and specificity of the method.
 • Flexibility – analysis can be carried out manually or 

automatically.
 • Profitability.
 • Ease of use.
 • Does not require special knowledge 

 • Визуальная (субъективная) оценка результатов исследования.
 • Пригоден в основном для избирательного определения одно-

го или небольшого числа МТ.
 • Для подтверждающего анализа используют более точные и вы-

сокочувствительные хроматографические методы
 • Visual (subjective) assessment of the results of the study.
 • Suitable mainly for the selective determination of one or a small 

number of MT.
 • For confirmatory analysis using more accurate and highly sensitive 

chromatographic methods
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зерна подвергаются экстракции с помощью органи-
ческих растворителей, а полученную липидную фрак-
цию, содержащую МТ, тестируют с помощью дрожже-
вой культуры или же испытывают на голубях. Один 
из традиционных тестов основан на регистрации  
раздражения кожи животного после нанесения на 
нее МТ. Величина дозы коррелирует со степенью 
раздражения, но индивидуальная чувствительность 
вносит фактор неопределенности и поэтому этот ме-
тод считается полуколичественным. Известны разра-
ботки по использованию клеточных систем для оцен-
ки токсического действия Т-2 и его производных. 
Простейшие подходы включают попытки применения 
суспензии эритроцитов (Т-2 обладает гемолитической 
активностью). Применение более сложных клеточ-
ных систем в сочетании с цитологическими методами 
расширило возможности исследователей. Биотесты 
получили наибольшее развитие при использовании 
различных штаммов дрожжей. Этому предшествова-
ли длительные исследования по подбору подходя-
щих культур клеток, чувствительных к МТ. Первые ва-
рианты сводились к качественному определению МТ 
по наличию зон подавления роста микроорганизмов 
в исследуемых экстрактах. Такие тесты проводили в 
сочетании с тестами на голубях. Биологические мето-
ды довольно быстро совершенствуются. Появляют-
ся новые модификации и варианты биотестов с улуч-
шенными характеристиками. Так запатентован способ 
определения МТ в кормах, основанный на кормле-
нии кур, предварительно сенсибилизированных АГ из 
грибов рода Aspergillus, Penicillum и Fusarium, исследу- 
емым кормом. Наличие МТ в корме оценивают по силе 
аллергической реакции [91].

Эти методы отличаются простотой и дешевизной, 
хотя им присущи существенные недостатки, такие 
как малая специфичность, низкая чувствительность, 
сложность разработки четко стандартизированных 
процедур, которые бы обеспечивали высокую вос-
производимость и с их помощью нельзя определить 
отдельные виды МТ в анализируемой смеси. Кро-
ме того, для осуществления такого анализа требует-
ся достаточно много времени. Биологические методы 
обычно применяются в тех случаях, когда отсутствуют 
химические методы выявления МТ или в дополнение к 
ним в качестве подтверждающих тестов. 

Биоавтографический метод, который представ-
ляет собой совмещение преимуществ ТСХ и микро-
биологического анализа, дает возможность не толь-
ко количественно оценивать МТ, но и одновременно 
определять несколько их видов в одном образце. 
При этом, после нанесения экстракта проводят двух-
мерную хроматографию на пластинках типа «Сули-
фол» в системе диэтиловый эфир:гексан (1:1). Далее 
пластинку высушивают, наносят на нее в качестве ве-
щества-свидетеля раствор Т-2 токсина и хроматогра-
фируют вторично в перпендикулярном направлении 
в системе этанол-толуол (3:1). На высушенную плас- 
тинку наносят сусло-агар и на его поверхности рав-

номерно распределяют суточную культуру штамма 
дрожжей С. pseudotropicalis. После инкубации (16  ч в 
термостате при температуре 28  °С) отмечают нали-
чие зон подавления роста дрожжей и замеряют их  
диаметр. Зона подавления роста, идентичная по хро-
матографической подвижности таковой, вызванной 
веществом-свидетелем, и указывает на присутствие 
Т-2 в исследуемом образце.

В настоящее время для оценки зараженности 
зерна грибами Fusarium стали разрабатывать и при-
менять молекулярные методы, позволяющие харак-
теризовать присутствие представителя микобио-
ты по количественным показателям. В обзоре [92]  
представлены молекулярные методы выявления три-
хотеценовых МТ. Использованы методы молекуляр-
ной идентификации, основанные на выявлении ДНК 
патогенов с помощью ПЦР. ПЦР может быть исполь-
зована для выявления МТ-продуцирующих видов ро-
да Fusarium. Недавно предложен интегрированный 
способ ранней диагностики контаминации микоток-
сигенными штаммами Fusarium. Он включает в се-
бя быстрое экстрагирование ДНК из образцов с по-
следующим группоспецифическим анализом в ПЦР. 
Специфичность разработанного авторами флюоро- 
генного варианта ПЦР в реальном времени подтверж- 
дена при исследовании 9 видов Fusarium и 33 других 
видов грибов. При помощи ПЦР в реальном времени 
(ПЦР-РВ) можно оценить количество ДНК-мишени па-
тогена или группы сходных патогенов относительно 
серии разведений стандартных проб с целевой ДНК 
известной концентрации. Затем полученные данные 
приводят к общей концентрации ДНК, выделенной 
из анализируемого образца, тем самым выразив ко-
личество исследуемого патогена. Новый метод – циф-
ровая ПЦР (цПЦР) позволяет определить количество 
целевого объекта путем подсчета абсолютного числа 
принадлежащих ему копий ДНК-мишени в исследу-
емой пробе. Методы ПЦР также имеют неоспоримые 
преимущества перед микробиологическими метода-
ми вследствие высокой скорости анализа, возмож-
ности одновременного тестирования большого ко-
личества образцов и возможности количественной 
оценки присутствия того или иного объекта (или 
группы объектов). Важным дополнительным досто-
инством молекулярных методов является допусти-
мость проведения анализа исследователем, имею-
щим навыки только работы в области молекулярной 
диагностики. Однако для молекулярно-генетических 
методов существуют ограничения, к которым отно-
сятся дороговизна приборов и реактивов и строгие 
требования к организации помещений лаборато-
рии  [93]. Этот метод может явиться альтернативой 
тестам, базирующимся на выявлении АТ к МТ. 

Существуют данные об использовании методик 
оценки содержания МТ в зернопродуктах и комби-
кормах всего за 3–4 часа путем определения процента 
снижения активности глюкоамилазы, иммобилизован-
ной глутаральдегидным способом на предварительно 
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кондиционированном по стандартной методике анио-
ните АВ-17-2П. Оценку результатов осуществляют пу-
тем сравнения каталитической активности фермента в 
присутствии вытяжки из чистого продукта и при инку-
бации фермента с экстрактом зараженного МТ зерна 
или комбикорма [94]. 

Детоксикация загрязненных МТ продуктов 

В настоящее время с этой целью применяют 
комплекс мероприятий, которые можно разделить на 
механические, физические, биологические и хими-
ческие методы детоксикации МТ. Механические мето-
ды детоксикации связаны с отделением загрязненного 
сырья (материала) вручную или с помощью электрон-
но-колориметрических сортировщиков. Физические 
методы основаны на достаточно жесткой термической 
обработке материала (например, автоклавирование), 
а также связаны с ультрафиолетовым облучением и 
озонированием. Биологические методы основаны на 
обработке сырья определенными культурами микро-
организмов, разлагающих МТ. Наиболее выражен-
ную обезвреживающую способность проявил Bacillus 
subtilis – 2006 (снижение загрязнения МТ происходило 
на 87 %) [95]. Химический метод предполагает обра-
ботку материала сильными окислителями. Анализ раз-
личных разработок препаратов, нейтрализующих МТ, 
показывает, что для этой цели применяются препара-
ты различной природы: минерального, растительного, 
химического происхождения и комплексные. Адсор-
бенты ингибируют поступление МТ из желудочно-ки-
шечного тракта, снижают токсическое воздействие на 
организм и предотвращают контаминацию этими со-
единениями и их метаболитами конечных продуктов, 
предназначенных для потребления человеком. Мето-
дом адсорбции эффективно удаляются полярные МТ 
(это в основном АФЛ, в некоторой степени ФУМы). В 
то же время неполярные токсины одними адсорбен-
тами практически не сорбируются, а другими сорби-
руются недостаточно эффективно. Эффективны орга-
нические адсорбенты на основе глюканов дрожжевой 
клетки, хитозана и других биополимеров, гуминовых 
веществ, способных эффективно адсорбировать ши-
рокий спектр МТ. Разработан фитопрепарат для нейт- 
рализации МТ, представляющий собой натуральный 
растительный экстракт, в состав которого входят ор-
ганические кислоты [96]. К сожалению, каждый из на-
званных методов имеет свои существенные недостат-
ки: применение механических и физических методов 
не дает высокого эффекта, а химические методы при-
водят к разрушению не только МТ, но и полезных 
нутриентов и, кроме этого, нарушают их всасывание. 
Использование химических препаратов для обра-
ботки семян, в т. ч. ЛРС, имеет ряд отрицательных по-
следствий, среди которых загрязнение окружающей 
среды, накопление опасных химических веществ как 
в почве, так и в продукции растениеводства и фарма-
цевтической промышленности. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Значительная часть продукции растительного 

происхождения, в т. ч. и ЛРС всех стран мира подвер-
жена контаминации МТ. Они негативно действуют на 
организм животных и человека и с трудом поддаются 
деконтаминации. МТ могут присутствовать в ЛРС без 
видимого роста плесени. Понемногу накапливаясь в 
организме, МТ через десятилетия могут вызвать тяже-
лые заболевания, в том числе онкологические. Слож-
ность проблемы защиты человека от микотоксикозов 
усугубляется тем, что сырье, содержащее МТ не те-
ряет токсичности в течение многих лет. Полностью ис-
ключить образование МТ в сырье не представляется 
возможным, поэтому задача контролирующих ее ка-
чество служб – выявить наличие МТ и сравнить обна-
руженное количество с нормами предельного содер-
жания. Содержание МТ в ЛРС в настоящее время не 
определяется по ГФ РФ XIV изд. [97]. Однако, решени-
ем Совета Евразийской экономической комиссии от 
26.01.2018  г. №  15 утверждены Правила надлежащей 
практики выращивания, сбора, обработки и хранения 
исходного сырья растительного происхождения  [98], 
в которых прописана недопустимость образования 
плесени в процессе первичной обработки, хране-
ния и транспортировки ЛРС. Следовательно, накопле-
ние экспериментального материала, а также разви-
тие фармакопейных методов анализа ЛРС, постоянно  
ужесточающих требования к качеству, вероятно при-
ведет к включению данного показателя в фармако-
пейные статьи (ФС). В связи с чем, интересным пред-
ставилось проведение обзора существующих методов 
анализа МТ, с возможным последующим их включе-
нием в ОФС и ФС. 

Традиционными методами анализа МТ является 
физико-химические методы. Наибольшее распрост- 
ранение нашли хроматографические методы: ВЭЖХ, 
жидкостная, ГЖХ с применением различных детекто-
ров (масс-спектрометрического, флуоресцентного, 
амперометрического и т.д.). Особое место среди мето-
дов разделения занимает ТСХ. В последние годы ВЭЖХ 
и ВЭЖХ-МС/МС стали одними из основных инструмен-
тальных методов мониторинга загрязнений пищевых 
продуктов МТ [11]. Данные методы, безусловно, спо-
собны обеспечить достаточную специфичность и не-
обходимую чувствительность определения, однако 
являются дорогостоящими, рассчитаны преимущест- 
венно на специализированные и хорошо оснащенные 
стационарные лаборатории, а также требуют высокой 
квалификации персонала. Ни один из них также нель-
зя отнести к экспресс-методам.

Сложность определения МТ в ЛРС связана с про-
должительной и трудоемкой пробоподготовкой, а так-
же с использованием дорогостоящих высокочувстви-
тельных методов (ВЭЖХ, ЖХ, ГЖХ), которые не могут 
быть применены непосредственно на месте произ-
водства и переработки ЛРС. Наиболее перспективны-
ми являются иммунохимические тест-методы опреде-
ления МТ, основанные на иммунохимической реакции 
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между АТ и АГ. Иммунохимические тест-методы позво-
ляют анализировать большое количество образцов с 
целью подтверждения наличия или отсутствия МТ в 
объекте по определенному концентрационному уров-
ню. Экспрессность выполнения, высокая специфич-
ность АТ к связыванию, точность, возможность прове-
дения эксперимента вне лабораторных условий – все 
эти критерии способствуют внедрению ИХМ в прак-
тику. В связи с этим развиваются методы быстрого и 
недорогого скрининга МТ: твердофазный ИФА, элект- 
ро-химические иммуносенсоры, ПФИА, биосенсо-
ры (основанные на измерении флуоресценции), ТСХ 
с денсиметрическим детектированием. Они не усту-
пают по своей чувствительности, специфичности и  
простоте проведения анализа лабораторным мето-
дам. В настоящее время существует проблема опера-
тивного контроля МТ с помощью экспресс-методов и 
приборов, пригодных к применению в полевых усло-
виях. Решением проблемы стало использование яв-
ления поверхностного плазменного резонанса (ППР). 
К бесспорным преимуществам можно отнести воз-
можность использования ППР-устройств в полевых 
условиях, прежде всего, для скрининга ЛРС на мес- 
тах их естественного произрастания и длительно-
го хранения и на предприятиях фармацевтической 
промышленности [50]. Общим недостатком пере-
численных методов является не всегда достаточная  
чувствительность из-за малого объема использу- 
емой пробы  [99]. Показано, что высокая специфич-
ность и возможность выявления МТ в низких кон-
центрациях в сочетании с существующим разно-
образным приборным обеспечением позволяют 
рассматривать ИХМ анализа как наиболее перспек-
тивные для широкого практического использова- 
ния. 
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