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Принятые условные обозначения и сокращения 

4-DMAA – 4-диметиламиноантипирин 

4-IAA – 4-изоппропиламиноантипирин 

4-MAA — 4-метиламиноантипирин 

AAP — ацетаминофен  

AKP — ацеклофенак  

AMA —ацеметацин  

AMX — ампироксикам  

APR —антипирин  

ASA — ацетилсалициловая кислота 

BZA — бензидамин 

CELE — целекоксиб  

CPF — карпрофен  

DCF — диклофенак  

DP — дипирон  

DPS — дифлунисал  

ELT — элтенак  

ET — этодолак  

ETO — эторикоксиб 

FBP — фенбуфен  

FIRO — фирококсиб  
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FLU — флуниксин  

FLB — флурбипрофен  

FPA — флуфенамовая кислота  

FUR — фурпрофен  

G – графен  

GO – оксид графена 

IBP — ибупрофен  

IDP — индопрофен  

IND — индометацин  

ISA – inverted least squares 

IZX — изоксикам  

KAZ — карбаминозепин  

KTP — кетопрофен  

KTR — кеторолак  

LDR — ледерфен  

LRX — лорноксикам  

LXP — локсопрофен  

MCL — меклофенамовая кислота  

MFN — мефенамовая кислота  

MLX — мелоксикам  

MOF – металлорганические решетки  

NBM — набуметон  



5 

 

NDA — налидиксовая кислота  

NFL — нифлумовая кислота  

NMS — нимесулид  

NPX — напроксен  

OBZ — оксифенбутазон  

OXP — оксапрозин  

PBZ — фенилбутазон  

PCT — парацетамол  

PLS – partial least squares  

PNP — фенопрофен  

PNT — фенацетин  

PRX — пироксикам  

PZ — феназон  

RMSECV – root mean square error of cross-validation  

ROF — рофекоксиб  

RPZ— рамифеназон  

SA — салициловая кислота  

SAS — сасапирин  

SBZ — суксибузон  

SLD — сулиндак  

SUP — супрофен  

TLF — толфенамовая кислота  
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TOL — толметин  

TRX — терноксикам  

VDD — ведапрофен  

ZMP — зомепирак  

ААС-П – пламенная атомно-абсорбционная спектрометрия  

ААС=ХП – атомно-абсорбционная спектрометрия с атомизацией “холодным паром” 

ВРКЭ – висящая ртутная капля электрод  

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография  

ВЭЖХ-МС/МС – высокоэффективная жидкостная хроматография с тандемным масс-

спектрометрическим детектированием  

ВЭЖХ-УФ – высокоэффективная жидкостная хроматография с спектрофотометрическим 

детектированием в ультрафиолетовой области  

ВЭЖХ-ФЛ – высокоэффективная жидкостная хроматография с флуориметрическим 

детектированием  

ГХ – газовая хроматография  

ГХ-МС/МС – газовая хроматография с тандемным масс-спектрометрическим 

детектированием  

ГХ-ПИД – газовая хроматография с пламенно-ионизационным детектированием  

ГЭР – глубокие эвтектические растворители  

ДИВА – дифференциальная импульсная вольтамперометрия  

ЕС – европейский союз 

ЖЖ(М)Э – жидкостно-жидкостная (микро)экстракция  

ЖХ – жидкостная хроматография  
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ИВА – инверсионная вольтамперометрия  

МПО – максимальные пределы остатка  

НПВП – нестероидные противовоспалительные препараты  

ПВА – прямоугольная (квадратно-волновая) вольтамперометрия  

ПМА – полиметакрилат  

ПО – предел обнаружения  

ПТФЭ – политетрафторэтилен  

СКО – среднеквадратичное отклонение  

СУ – стеклоуглерод 

СФ – спектрофотометрия  

СФЛ – спектрофлуориметрия  

ТФ(М)Э – твердофазная (микро)экстракция  

УМ – углеродные материалы  

УПЭ – угольно-пастовый электрод 

УФ – ультрафиолетовая область 

УЭЖХ-МС/МС – ультравысокоэффективная жидкостная хроматография с тандемным 

масс-спектрометрическим детектированием 

ЦОГ – циклооксигеназа  

ЭМЭ – электромембранная экстракция 
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Введение 

 Нестероидные противовоспалительные препараты (НПВП) являются 

эффективными анальгезирующими, жаропонижающими и противовоспалительными 

препаратами. Данные препараты облегчают у больных воспаление, боль и лихорадку, что 

в свою очередь в совокупности с удобством применения и многообразием лекарственных 

форм определило их популярность не только в медицине, но и в ветеринарии. Известно, 

что НПВП могут улучшать качество мясной продукции – уменьшать количество 

съедобного жира и бледность. В то же время передозировка НПВП может привести к 

желудочно-кишечному кровотечению, язвам кишечника и почечной недостаточности. 

Употребление мясной продукции, содержащую остатки НПВП, которые накапливаются в 

мышечной ткани, молоке, печени и почках животных, может нанести вред человеческому 

организму. Таким образом важен контроль качества пищевой продукции на содержание 

НПВП.  

 Пищевые продукты отличаются сложной матрицей и переменным составом, что в 

свою очередь осложняет определение целевых аналитов в объекте анализа. Для 

извлечения аналитов из пищевых продуктов обычно применяют кислотную вытяжку или 

жидкостно-жидкостную экстракцию (ЖЖЭ). Однако данные методики не являются 

экспрессными и не удовлетворяют концепции “зеленой химии”, поскольку предполагают 

использование токсичных органических растворителей в большом количестве. В 

последнее время большую популярность приобрели глубокие эвтектические растворители 

(ГЭР).  

 Не так давно стало известно об образовании эвтектических смесей между ментолом 

и нестероидными противовоспалительными препаратами, а именно с ибупрофеном и 

флурбипрофеном. Авторы данных работ рассматривают данные смеси для разработки 

систем доставки лекарственных веществ, однако в аналитической практике данные ГЭР 

вызывают особый интерес для извлечения НПВП из объектов с сложной матрицей.  

 Целью настоящей работы является разработка эффективной схемы 

пробоподготовки для определения кетопрофена и диклофенака в пищевых продуктах, 

основанную на in-situ образовании эвтектической смеси и удовлетворяющую концепции 

“зеленой химии”.  
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1. Обзор литературы 

1.1.  Нестероидные противовоспалительные препараты 

 Нестероидные противовоспалительные препараты (НПВП) относятся к группе 

лекарственных средств, которые уменьшают боль, снижают температуру, предотвращают 

образование тромбов, а в более высоких дозах уменьшают воспаление [1].  

 Большинство НПВП действуют как неселективные ингибиторы ферментов 

циклооксигеназы (ЦОГ), ингибируя изоферменты ЦОГ-1 и ЦОГ-2. Циклооксигеназа 

катализирует образование простагландинов и тромбоксана из арахидоновой кислоты. 

Простагландины действуют в качестве посредников и регуляторов в процессе развития 

воспаления [2]. Данный механизм действия был выяснен в 1970 году Джоном Вейном, 

который получил в 1982 году Нобелевскую премию за свою работу. 

 На сегодняшний день общеприняты две классификации нестероидных 

противовоспалительных препаратов: по химическому строению и по механизму действия. 

Поскольку большинство НПВП были известны ещё до того, как был детально выяснен 

механизм их действия, то на сегодняшний день наиболее распространена классификация 

по химической структуре. В целом, по химической структуре НПВП представляют собой 

производные слабых органических кислот [3] (табл. 1):  

Таблица 1. Классификация НПВП. 

Класс Общая формула Представители 

Производные 

салициловой кислоты 

O

OH

OH

R

 

 

Аспирин 

(ацетилсалициловая 

кислота), 

салициловая кислота 

и её соли, 

дифлунисал, салсалат 
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Таблица 1. Классификация НПВП (продолжение). 

Класс Общая формула Представители 

Производные 

пропионовой кислоты 

(“Профены”) 

CH3

OH

O

OH
R

 

 

Ибупрофен, 

кетопрофен, 

фенопрофен, 

напроскен, 

флурбипрофен, 

декскетопрофен 

Производные 

уксусной кислоты 

O

OHгетероцикл

R

 

 

Индометацин, 

толметин, этодолак, 

кеторолак, 

диклофенак, 

ацеклофенак, 

сулиндак 

Оксикамы 
S

N

O

NH

OO

CH
3

гетероцикл

OH

 

 

Пироксикам, 

мелоксикам, 

теноксикам, 

лорнокискам, 

изоксикам, 

фенилбутазон 

Фенаматы 

O OH

NH R

 

 

Мефенамовая, 

меклофенамовая, 

флуфенамовая, 

толфенамовая 

кислоты 
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Таблица 1. Классификация НПВП (продолжение). 

Класс Общая формула Представители 

Анилиды 

NH

O

CH3

R

NH

S

CH3

R

O O

анилиды сульфонанилиды 

 

Ацетаминофен, 

фенацетин, 

фирококсиб, 

рофекоксиб, 

эторикоксиб, 

паракоксиб 

Производные 

фенилпиразолона 

N N

OO

CH3

R 

 

Фенилбутазон, 

оксифенилбутазон 

 

 Сочетание противовоспалительного, анальгетического и жаропонижающего 

действия, удобство использования, обусловленное разнообразием лекарственных форм, и 

безрецептурный доступ препаратов в аптечной сети определили большую популярность 

НПВП среди населения [4, 5]. Однако данные препараты имеют большое количество 

побочных эффектов, которые приводят к поражению различных органов человека. 

Развитие побочных эффектов связывают с подавлением ЦОГ-1, который регулирует 

выработку простагландинов. Так, например, в работах [6-8] представлено пагубное 

воздействие нестероидных противовоспалительных препаратов на желудочно-кишечный 
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тракт и сердечно-сосудистую систему организма человека. Появление знаний о причинах 

побочных эффектов способствовало разработке селективных ингибиторов ЦОГ-2, 

позволивших разделить эффективность и безопасность при избирательном подавлении 

ЦОГ-2. 

 Поскольку НПВП удобны в использовании, их активно используют не только в 

медицине, но и в ветеринарии для лечения и профилактики заболеваний 

сельскохозяйственных животных. Нестероидные противовоспалительные препараты так 

же, как и у людей, вызывают побочные эффекты у животных и накапливаются в мышцах, 

почках, печени и жире [9, 10]. В связи с этим употребление продуктов животного 

происхождения, содержащие остатки НПВП может нанести вред здоровью человека [11]. 

В 2009 году для защиты потребителей от опасных для здоровья остатков ветеринарных 

препаратов и их метаболитов, Европейский союз (ЕС) отрегулировал максимальные 

пределы остатка (МПО) для некоторых нестероидных противовоспалительных 

препаратов [12] (табл. 2). 

Таблица 2. Максимальные пределы остатков для некоторых нестероидных 

противовоспалительных препаратов, отрегулированные ЕС в 2010 [12]. 

НПВП Животное Ткань/орган МПО, мкг/кг 

Диклофенак 

Крупный рогатый 

скот 

Мышцы 

Жир 

Печень 

Почки 

Молоко 

5 

1 

5 

10 

0,1 

Свиньи 

Мышцы 

Кожа/жир 

Печень 

Почки 

5 

1 

5 

10 
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Таблица 2. Максимальные пределы остатков для некоторых нестероидных 

противовоспалительных препаратов, отрегулированные ЕС в 2010 [12] (продолжение). 

НПВП Животное Ткань/орган МПО, мкг/кг 

Мелоксикам 

Свиньи, кролики, 

лошади 

Мышцы 

Печень 

Почки 

20 

65 

65 

Крупный рогатый 

скот, козы 

Мышцы 

Печень 

Почки 

Молоко 

20 

65 

65 

15 

Толфенамовая 

кислота 

Крупный рогатый 

скот, свиньи 

Мышцы 

Печень 

Почки 

50 

400 

100 

Крупный рогатый 

скот 
молоко 50 

Фирококсиб Лошади 

Мышцы 

Жир 

Печень 

Почки 

10 

15 

60 

10 

 



14 

 

Таблица 2. Максимальные пределы остатков для некоторых нестероидных 

противовоспалительных препаратов, отрегулированные ЕС в 2010 [12] (продолжение). 

НПВП Животное Ткань/орган МПО, мкг/кг 

Флуниксин 

Крупный рогатый 

скот 

Мышцы 

Жир 

Печень 

Почки 

20 

30 

300 

100 

Свиньи 

Мышцы 

Кожа/жир 

Печень 

Почки 

50 

10 

200 

30 

Лошади 

Мышцы 

Жир 

Печень 

Почки 

10 

20 

100 

200 

Ведапрофен Лошади 

Мышцы 

Жир 

Печень 

Почки 

50 

20 

100 

1000 

 

 В связи с вышесказанным возникает потребность в контроле качества пищевых 

продуктов на наличие остаточных нестероидных противовоспалительных препаратов, а 

также в медицинском анализе биологических жидкостей из-за необходимости строгого 

контроля за режимом приема НПВП. 

  



15 

 

1.2. Методы определения НПВП 

 Как было сказано ранее, НПВП нашли своё широкое применение в медицине и 

ветеринарии. Отсюда возникает важность их определения в биологических жидкостях и 

пищевых продуктах животного происхождения. Далее будут рассмотрены возможные 

методы определения нестероидных противовоспалительных препаратов. 

1.2.1. Электрохимические методы определения НПВП 

 Подходящим электрохимическим методом для определения НПВП в 

аналитической практике безусловно является инверсионная вольтамперометрия (ИВА). 

Поскольку изучаемые аналиты не поддаются электроосадительному и 

электролитическому концентрированию, то в данный момент широко используется 

адсорбционное концентрирование на поверхности электрода. Эффективность 

вольтамперометрических методов во многом определяется способностью электронного 

переноса на поверхности рабочего электрода. Поэтому для улучшения 

электрохимических характеристик рабочего электрода типичной стратегией является 

создание композитов, сочетающих электрокаталитически активные материалы с 

проводящими добавками для модификации поверхности рабочего электрода. Чаще всего 

такие композиты разрабатываются на основе углеродных материалов (УМ). Выбор 

именно углеродных материалов в качестве основы для создания различных композитных 

электродов обуславливается несколькими факторами. Во-первых, углеродная 

поверхность способна к сорбции большого спектра соединений. Во-вторых, УМ способны 

образовывать прочные ковалентные связи с различными веществами, что позволяет 

модифицировать поверхность электродов. В-третьих, углеродная поверхность инертна в 

электрохимическом отношении в большом диапазоне потенциалов.  

 Довольно часто таким модификациям подвергается угольно-пастовый электрод 

(УПЭ). Такой интерес к УПЭ вызван за счёт того, что данные материалы сочетают в себе 

достоинства жидких (простота обновления поверхности) и твёрдых (технологичность 

изготовления и отсутствие свободной ртути) электродов [13, 14]. Более перспективным на 

первый взгляд кажется использование наночастиц и нанотрубок в качестве 

модификаторов для электродов. Однако работы по вольтамперометрическому 

определению НПВП с использованием УПЭ, модифицированные: наночастицами 
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Fe3O4@SiO2 [15] и углеродными нанотрубками [16] едва достигают предела обнаружения 

(ПО) порядка 10-6 моль/л. Исключением является УПЭ с добавкой наночастиц минерала 

Бёмит (AlOOH) [17] для которого наблюдаются повышенная электропроводимость, 

площадь поверхности и обратимость процесса электронного переноса, что позволяет 

достичь ПО пироксикама порядка 10-10 моль/л. В работах [18, 19] приводятся данные по 

определению ибупрофена и дифлунисала с помощью УПЭ, модифицированного 

минералом монтмориллонитом. Данный электрод показал хорошие результаты по 

определению НПВП: предел обнаружения ибупрофена в речной воде методом 

дифференциальной импульсной вольтамперометрии (ДИВА) составляет 6,8⋅10-8 моль/л 

[18], а ПО дифлунисала в человеческой плазме крови методом инверсионной 

вольтамперометрии с адсорбционным концентрированием аналита и прямоугольной 

модуляцией постоянного напряжения составляет 3⋅10-9 моль/л [19]. Также существуют 

данные о создании угольнопастовых электродов, модифицированные тритоном X-405 [20] 

и тирозином [21]. В обеих работах изучалось использование модифицированных УПЭ для 

определения родственных НПВП: ацеклофенака [20] и диклофенака [21]. 

 Для определения НПВП используются не только пиролитические графитовые 

электроды [22, 23], но и различные их модификации. Так, в работе [24] с целью 

повышения электрохимических свойств графитовый электрод был модифицирован 

оксидом Церия (IV). Было показано, что данный электрод обладает высокой 

селективностью к диклофенаку, чем к другим НПВП и может быть создан в небольших 

размерах, что позволяет использовать его для определения диклофенака в полевых 

условиях. В работе [25] приводятся данные о модификации графитового электрода тремя 

различными полимерами: политетрафторэтиленом (ПТФЭ), эпоксидной смолой и 

полиметакрилатом (ПМА). Все три модификации показали отличные результаты, ПО 

диклофенака составляет порядка 10-9 моль/л. 

 Наиболее обширная группа модифицированных электродов на основе углеродных 

материалов принадлежит стеклоуглероду (СУ). Высокая электрохимическая стойкость и 

низкое удельное сопротивление давно обеспечило СУ популярность в качестве рабочего 

электрода для вольтамперометрического определения различных веществ, в том числе и 

НПВП [26, 27]. Известны модификации стеклоуглеродного электрода полипирролом [28], 
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наночастицами из поли(3,4-этилендиокситиофен)а [29], монтмориллонитом [30], L-

цистеином [31], нимесулидом [32], наночастицами золота [33, 34], оксидом графена [35] 

и оксидом никеля [36]. Из наиболее интересных работ с использованием СУ электродов 

важно отметить работы [35, 37], поскольку в них приводятся данные по одновременному 

определению двух НПВП. Это крайне интересно поскольку во всех остальных работах, 

представленных в данном разделе, опрееляется только один НПВП.    

 Классическим вариантом рабочего электрода является ртутная капля. Развитие 

полярографии в первой половине XX века привело к хорошей воспроизводимости 

поверхности ртутной капли, что в свою очередь значительно повлияло на повышение 

воспроизводимости результатов. В работах [38-40] приводятся данные по определению 

кеторолока, толметина и целекоксиба соответственно с помощью висящей ртутной капли 

(ВРКЭ). В первом случае полярограмма регистрировалась в дифференциально-

импульсном режиме, а во втором и третьем использовалась квадратно-волновая (или 

прямоугольная) инверсионная вольтамперометрия, для которой наблюдаются самые 

низкие ПО (порядка 10-10 моль/л) по сравнению со всеми остальными работами по 

вольтамперометрическому определению НПВП. Более того поверхность ртутной капли 

легко возобновляется (очищается), ведь адсорбция органических соединений на ртутных 

электродах является обратимой, в отличие от необратимой адсорбции на твёрдых 

электродах. Несмотря на вышеописанные достоинства ВРКЭ, главным его недостатком 

является токсичность ртути, поэтому в данный момент наблюдается постепенное 

вытеснение ртутных электродов электродами, сделанных из нетоксичных материалов.  

 Во всех описанных выше работах необходимое значение pH раствора 

устанавливалось в основном с помощью буферного раствора Бриттона-Робинсона (от 2 до 

6 единиц), а в качестве индифферентного электролита выступали хлорная кислота и её 

соли. Далее приводится общая таблица по электрохимическим методикам определения 

различных НПВП в водных растворах и биологических жидкостях (табл. 3). 
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Таблица 3. Электрохимическое определение НПВП. 

Аналит(-ы) Объект анализа 
Метод 

анализа 
Рабочий электрод ПО, моль/л Ссылка 

Диклофенак 

Плазма чел. крови 

и чел. моча 
ПВА УПЭ 2⋅10-9 13 

Чел. моча ДИВА УПЭ 3,7⋅10-6 14 

Плазма чел. крови ПВА УПЭ- Fe3O4@SiO2 4⋅10-8 15 

Пироксикам Плазма чел. крови ДИВА УПЭ-бёмит 1,1⋅10-10 17 

Напроксен Фарм. препараты ЦВА УПЭ 1,6⋅10-6 16 

Ибупрофен Речная вода ДИВА 
УПЭ-

монтмориллонит 
6,8⋅10-8 18 

Дифлунисал Плазма чел. крови ПВА 
УПЭ-

монтмориллонит 
3⋅10-9 19 

Ацеклофенак Фарм. препараты ИВА УПЭ-Тритон X-405 5,4⋅10-8 20 

Диклофенак 

Чел. моча ДИВА УПЭ-тирозин 3,3⋅10-8 21 

Чел. моча ДИВА 
Пиролитический 

графитовый 
1,6⋅10-9 22 

Чел. моча ПВА 
Пиролитический 

графитовый 
6,2⋅10-9 23 

Водные растворы ПВА Графитовый-CeO2 4⋅10-7 24 

Водные растворы ДИВА 

Графитовый-ПТФЭ; 

Графитовый-

эпоксидная сажа; 

Графитовый-ПМА 

5-7⋅10-9 25 

ПВА — прямоугольная (квадратно-волновая) вольтамперометрия; ДИВА — дифференциальная импульсная 

вольтамперометрия; ИВА — инверсионная вольтамперометрия; УПЭ — угольнопастовый электрод; ПТФЭ — 

политетрафторэтилен; ПМА — полиметакрилат; СУ — стеклоуглерод; ВРКЭ — висящая ртутная капля (электрод). 
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Таблица 3. Электрохимическое определение НПВП (продолжение). 

Аналит(-ы) Объект анализа 
Метод 

анализа 
Рабочий электрод ПО, моль/л Ссылка 

Этодолак Плазма чел. крови ДИВА СУ 6,8⋅10-7 26 

Фенопрофен Водные растворы ДИВА СУ 2,5⋅10-9 27 

Трометамин 

кеторолака 
Плазма чел. крови ПВА СУ-полипиррол 3,9⋅10-9 28 

Ацетаминофен; 

аспирин; дипирон 
Чел. моча ПВА 

СУ-

монтмориллонит 
1,1-1,3⋅10-7 30 

Мелоксикам Плазма чел. крови ИВА СУ-L-цистеин 1,5⋅10-9 31 

Нимесулид Чел. моча ДИВА СУ-ZnO 1,8⋅10-9 32 

Диклофенак и 

индометацин 
Плазма чел. крови ДИВА 

СУ-ионная 

жидкость 
1,8-26⋅10-8 37 

Диклофенак Чел. моча ПВА СУ-Au 2⋅10-8 33 

Пироксикам и 

нимесулид 
Речная вода ПВА СУ-оксид графена 

2,4⋅10-9, 

10-7 

35 

Пироксикам 
Плазма чел. крови 

и чел. моча 
ДИВА СУ-Au 5⋅10-8 34 

Пироксикам Чел. моча ДИВА СУ-NiO 2,9-4,7⋅10-7 36 

Ацетаминофен; 

аспирин; дипирон 
Чел. моча ДИВА 

СУ-поли(3,4-

этилендиокситиофе

н) 

5,5-6,5⋅10-8 29 

Кеторолак Фарм. препараты ДИВА ВРКЭ 4⋅10-6 38 

ПВА — прямоугольная (квадратно-волновая) вольтамперометрия; ДИВА — дифференциальная импульсная 
вольтамперометрия; ИВА — инверсионная вольтамперометрия; УПЭ — угольнопастовый электрод; ПТФЭ — 

политетрафторэтилен; ПМА — полиметакрилат; СУ — стеклоуглерод; ВРКЭ — висящая ртутная капля (электрод). 
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Таблица 3. Электрохимическое определение НПВП (продолжение). 

Аналит(-ы) Объект анализа 
Метод 

анализа 
Рабочий электрод ПО, моль/л Ссылка 

Толметин Плазма чел. крови ИВА ВРКЭ 6⋅10-10 39 

Целекоксиб Плазма чел. крови 

ИВА ВРКЭ 1,9⋅10-10 40 

ДИВА 
Жидкий углеродный 

электрод-Au 
2⋅10-7 41 

Диклофенак Водные растворы ДИВА 
Цеолит-эпоксидная 

сажа 
5⋅10-8 42 

ПВА — прямоугольная (квадратно-волновая) вольтамперометрия; ДИВА — дифференциальная импульсная 

вольтамперометрия; ИВА — инверсионная вольтамперометрия; УПЭ — угольнопастовый электрод; ПТФЭ — 

политетрафторэтилен; ПМА — полиметакрилат; СУ — стеклоуглерод; ВРКЭ — висящая ртутная капля (электрод). 

 

1.2.2. Спектральные методы определения НПВП 

 Среди спектральных методов определения нестероидных противовоспалительных 

препаратов наибольшее распространение получили спектрофотометрические и 

спектрофлуориметрические. Данные методы используют в лабораториях, где 

современные и дорогие аппараты, необходимые для хроматографического анализа 

недоступны.  К тому же спектрофотометрические и спектрофлуориметрические методы 

являются универсальными, простыми в использовании и экспрессными по сравнению с 

другими методами. Данные методы основаны на образовании окрашенных продуктов 

между НПВП и различными регентами.  

 К примеру, известно об образовании окрашенных комплексов между диклофенаком 

и солями железа (III) [43]. К 2 мл водного раствора диклофенака натрия, помещенного в 

колбу Эрленмейера, добавляли 2 мл хлорида железа (III), 2 мл тиоцината аммония, 1 мл 

хлорида калия концентрацией 2 моль/л, 3 мл ацетатного буфер и 5 мл хлороформа. Смесь 

оставляли перемешиваться в течение 10 минут, отделяли органический слой оранжевого 

цвета при помощи делительной воронки и проводили измерение оптической плотности 

при 481 нм. ПО диклофенака составил 14,7 мкг/мл.  

 В работе [44] представлены данные по спектрофотометрическому определению 

ацетаминофена в видимой области. Объектом анализа в данной работе служила плазма 



21 

 

кроличьей крови. Кроликам вводили водный раствор ацетаминофена, отбирали через 12 

часов 500 мкл крови, центрифугировали и отбирали плазму кроличьей крови. Затем к 200 

мкл образца добавляли 200 мкл 30% трифторуксусной кислоты для осаждения белков. 

Смесь центрифугировали и к отделённой надосадочной жидкости добавляли 100 мкл 

соляной кислоты для проведения стадии гидролиза в кипящей водяной бане. Через 30 мин 

к смеси добавляли 500 мкл жидкого аммиака и 400 мкл 4% водного раствора фенола. 

Наконец через еще 30 мин проводили измерение оптической плотности при 625 нм. 

Определение ацетаминофена заключалось в реакции фенола с пара-аминофенолом в 

щелочной среде с образованием индофенольного красителя, который имеет максимум 

поглощения при 625 нм. Пара-аминофенол является продуктом кислотного гидролиза 

ацетаминофена и его метаболитов. ПО ацетаминофена данной методики составил 5 

мкг/мл.   

 В работе [45] авторы предложили косвенный метод определения флуфенамовой или 

мефенамовой кислоты, основанный на измерении оптической плотности раствора при 

длине волны, отвечающей максимуму поглощения выделяющейся в ходе процедуры 

диэтилдитиокарбаматному комплексу меди(II) (рис.1). Несмотря на то, что аналиты 

самостоятельно поглощают в УФ диапазоне длин волн, предложенная методика даёт 

возможность определения данных кислот в видимой области. ПО методики составил 6 

мкг/мл для обеих кислот. 

O
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[Cu(NH3)4]SO4

O

O

N
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Cu(NH 3)2
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 Рисунок 1. Косвенное определение флуфенамовой и мефенамовой кислоты по 

диэтилдитиокарбаматному комплексу меди(II) [45]. 
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 Подобного рода комплексные соединения мефенамовой и флуфенамовой кислот с 

ионами Cu2+ (рис. 1) позволяют определять данные НПВП с помощью пламенной атомно-

абсорбционной спектрометрии (ААС-П) [46]. На первом этапе проводилось растворение 

таблеток фармацевтических препаратов в диоксане. Затем к аликвотному объему пробы 1 

мл добавляли 5 мл раствора Cu(NH3)2SO4. Полученную смесь перемешивали с 10 мл 

хлороформа в течение 1 минуты, органическую фазу отделяли и проводили реэкстракцию 

в 0,3 моль/л раствор HNO3 с последующим ААС-П определением Cu2+. ПО методики 

составил 2,4 мкг/мл для обеих кислот.      

 Авторы работы [47] показали возможность спектрофотометрического определения 

в видимой области диклофенака, ибупрофена, индометацина, кетопрофена, кеторолака, 

мефенамовой кислоты и напроксена с помощью метиленового синего, который способен 

к образованию ионно-парных ассоциатов с данными НПВП. В делительную воронку 

вводили 5 мл раствора исследуемого НПВП и добавляли 1 мл гидроксида натрия и 5 мл 

0,1% раствора метиленового синего. Смесь перемешивали, проводили экстракцию тремя 

порциями по 5 мл хлористым метиленом и измеряли оптическую плотность при 654 нм. 

ПО аналитов составил 0,01-0,24 мкг/мл.  

  Как правило, спектрофлуориметрический метод в несколько раз чувствительнее 

абсорбционной спектроскопии. Однако не все НПВП обладают флуоресцентными 

свойствами, что значительно усложняет спектрофлуориметрическое (СФЛ) определение 

препаратов данного класса. Так, например, известно, что ибупрофен флуоресцирует при 

288 нм [48]. Напротив, диклофенак не обладает флуоресцентными свойствами, поэтому в 

работе [49] для флуориметрического определения диклофенака авторы предварительно 

проводили окисление аналита ионами церия(IV). Продукт окисления диклофенака 

возбуждали при 250 нм, а длина волны эмиссии составила 356 нм. Более того оказалось, 

что образующиеся в ходе окислительно-восстановительной реакции ионы Ce(III) 

повышают интенсивность флуоресценции. ПО диклофенака для предложенной методики 

составил 72,7 нг/мл.  

 В работе [50] для снижения ПО пироксикама в образцах биологических жидкостей 

методом ФЛ авторы прибегли к жидкостно-жидкостной экстракции аналита в фазу 

ионной жидкости, представляющим собой 1-гексил-3-метилимидазолия 
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гексафторфосфат. К 10 мл образца добавляли 55 мг ионной жидкости и 1 мл раствора 

гексафторфосфата натрия (200 мг/л). Смесь тщательно встряхивали и нагревали в течение 

5 мин при температуре 40°C для плавления ионной жидкости. Затем смесь 

центрифугировали, отделяли твердую фазу “остывшей” ионной жидкости, растворяли её 

в небольшом количестве этанола и проводили ФЛ определение пироксикама. Длина 

волны экстинкции и эмиссии составили 320 и 455 нм соответственно, а ПО предложенной 

методики оказался равным 4,6 нг/л. 

 Крайне интересный вариант СФЛ определения нимесулида предложили авторы 

работы [51]. Их методика состояла в измерении тушения флуоресценции квантовых точек 

аналитом. Показано, что интенсивность флуоресценции квантовых точек CdSe и 

концентрация нимесулида в растворе изменяются антибатно. Все образцы возбуждались 

при 365 нм, а флуоресцентное излучене регистрировали в диапазоне от 400 до 900 нм, при 

этом наблюдался один максимум в районе 600 нм. ПО нимесулида по данной методике 

составил 1,1⋅10-8 моль/л.  

 Для одновременного определения двух НПВП спектрофотометрическим методом 

широко пользуются хемометрическими способами обработки данных. Например, в работе 

[52] авторы прибегли к использованию метода partial least squares (PLS) для 

одновременного определения парацетамола и ибупрофена. Суть данной обработки 

данных состоит в следующем: пусть при какой-то длине волны наблюдаются максимумы 

поглощения компонента смеси А и Б так, что плечи их пиков перекрываются. Готовятся 

несколько калибровочных растворов с различными концентрациями компонентов А и Б. 

Далее на основании априорно известных концентраций компонентов А и Б в смеси, а 

также имея некоторое большое количество спектров, строится модель, которая строит 

градуировочный график для каждого компонента и далее на основе данной 

калибровочной модели анализируются смеси неизвестного соотношения компонентов А 

и Б. Построенная и обученная авторами модель позволяет одновременно определять 

парацетамол и ибупрофен в ультра-фиолетовом (УФ) диапазоне. Причем относительное 

среднеквадратичное отклонение составляет всего 3-5%. Данный статистический метод 

позволяет достичь ПО на уровне 0,6-1,0 мкг/мл.  
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 В работе [53] представлены данные по одновременному определению этодолака и 

тиоколхикозида. Авторы построили регрессионную модель не только по методу PLS, но 

также при помощи PCR (principal components regression) и ISA (inverted least squares). В 

целом, принцип всех методов один и тот же, а важные отличия заключаются лишь в 

способе расчёта. Тем не менее, наиболее предпочтительным оказалось использование PLS 

метода, так как для него наблюдаются наименьшие root mean square error of cross-validation 

(RMSECV; ошибка в кросс-валидации). ПО аналитов по PLS составил 0,49 мкг/мл.   

Таблица 4. Спектральные методы определения НПВП. 

Аналит(-ы) Объект Метод 𝝀𝒎𝒂𝒙, ±5 нм 
ПО, 

мкг/мл 
Ссылка 

Диклофенак, мефенамовая 

кислота, флуфенамовая кислота 

Фармацевтические 

препараты 
ААС-П 325 2,4-4,8 46 

Диклофенак 
Фармацевтические 

препараты 
СФ 481 14,7 43 

Ацетаминофен 
Плазма крови 

кроликов 
СФ 625 5 44 

Флуфенамовая килота, 

мефенамовая кислота 

Фармацевтические 

препараты 
СФ 430 6 45 

Диклофенак, ибупрофен, 

индометацин, кетопрофен, 

кеторолак, мефенамовая 

кислота, напроксен 

Фармацевтические 

препараты 
СФ 654 0,01-0,24 47 

Ибупрофен 
Фармацевтические 

препараты 
СФЛ 263→288 2 48 

Диклофенак 
Фармацевтические 

препараты 
СФЛ 250→356 0,07 49 

Пироксикам 
Плазма чел. крови и 

чел. моча 
СФЛ 320→455 0,005 50 

ААС-П – пламенная атомно-абсорбционная спектрометрия, СФ — спектрофотометрия; СФЛ — 

спектрофлуориметрия. 
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Таблица 4. Спектральные методы определения НПВП (продолжение). 

Аналит(-ы) Объект Метод 𝝀𝒎𝒂𝒙, ±5 нм 
ПО, 

мкг/мл 
Ссылка 

Нимесулид 
Фармацевтические 

препараты 
СФЛ 365→600 3400 51 

Парацетамол, 

ибупрофен 

Фармацевтические 

препараты 
СФ 250 0,6-1,0 52 

Этодолак, 

тиоколхикозид 

Фармацевтические 

препараты 
СФ 278 0,49 53 

ААС-П – пламенная атомно-абсорбционная спектрометрия, СФ — спектрофотометрия; СФЛ — 

спектрофлуориметрия. 

 

1.2.3. Гибридные методы определения НПВП 

 Главными недостатками электрохимических и спектральных методов определения 

НПВП являются детектирование в основном только одного аналита (в исключительных 

случаях двух аналитов) и редком достижении необходимой чувствительности анализа. 

Поэтому гибридные методы анализа, в основном хроматографические, находят широкие 

применение не только из-за необходимости определения нестероидных 

противовоспалительных препаратов, но и при анализе различных молекулярных 

органических соединений в принципе. На сегодняшний день подавляющее большинство 

методик определения НПВП основано на применении жидкостной хроматографии (ЖХ), 

поскольку в газовой хроматографии (ГХ) возникает необходимость в проведении 

дериватизации аналитов в легкоиспаряющиеся вещества. Так, предпочтение отдаётся в 

высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) со спектрофотометрическим 

[54], флуориметрическим [55] или масс-спектрометрическим [56] детектированием.  

 НПВП в исследуемых объектах анализа находятся в низкой концентрации, поэтому 

важным является применение различных методов концентрирования в процессе 

пробоподготовки. К тому же определение целевого аналита может быть затруднено 

сложным составом матрицы. Для устранения данных обстоятельств на данный момент 

применяют экстракционные и сорбционные методы разделения и концентрирования. 
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Применение жидкостно-жидкостной экстракции (ЖЖЭ) для выделения НПВП и их 

последующего анализа известно в периодическом [57], дисперсионном [58] и 

электромембранном [59] варианте. Так, в работе [54] приводятся данные по ВЭЖХ-УФ 

определению кетопрофена, напроксена, фенопрофена, флурбипрофена, ибупрофена и 

диклофенака в плазме человеческой крови. К 100 мкл образца плазмы добавляли 200 мкл 

фосфатного буфера (pH=2,5; 50 ммоль/л) и тщательно перемешали смесь. Далее к смеси 

добавили 700 мкл этилацетата, перемешали в течение 1-2 мин и центрифугировали. 

Органический слой (≈600 мкл) перенесли в пробирку. Процесс ЖЖЭ повторили еще один 

раз и объединенную органическую фазу упарили досуха. К сухому остатку добавили 

подвижную фазу, состоящую из ацетонитрила-ацетатного буфера (pH=3,5; 0,1 моль/л)-

метанола (35:40:25% об.:об.:об.) и инжектировали 20 мкл в ВЭЖХ-УФ. ПО аналитов 

составил 11,5-75,0 нг/мл. Аналогичная, но куда более продолжительная схема 

пробоподготовки наблюдается в работе [60]. К 200 мкл лошадиной мочи добавили 100 

мкл фосфатного буфера (pH=7,4; 1 моль/л) и 10 мкл β-глюкуронидазы. Смесь тщательно 

перемешали и после выдерживания при 50 °C в течение одного часа к ней добавили 5 мкл 

раствора внутреннего стандарта и 150 мкл соляной кислоты концентрацией 0,1 моль/л для 

достижения pH равного 2. Затем дважды провели экстракцию в 1 мл диэтилового эфира 

при предварительном перемешивании в течение 30 с и центрифугированием. 

Объединённую органическую фазу высушили потоком азота при температуре 40 °C. 

Сухой остаток восстанавливали 100 мкл этилацетата, 50 мкл метилиодида и 50 мкг 

карбоната калия. Наконец, раствор снова выдерживали в течение 1,5 часов при 

температуре 60 °С для последующего ГХ-МС/МС определения. Общее время 

пробоподготовки составило около 3 ч. 

 Более сложным и дорогостоящим вариантом ЖЖЭ является электромембранная 

экстракция (ЭМЭ). Суть ЭМЭ заключается в том, что органический раствор с аналитами 

погружается в один из отсеков устройства, который называют донорным. 

Противоположный отсек, в котором чаще всего находится вода, называют акцепторной. 

Донорная и акцепторная отсеки разделены между собой мембраной, которая обеспечивает 

разделение целевых аналитов от других компонентов образца, и в каждую из отсеков 

погружены платиновые электроды. К электродам подаётся напряжение в несколько 
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десятков вольт и под действием внешнего напряжения происходит перенос аналитов из 

донорного отсека в акцепторный. Поскольку акцепторная фаза берётся в малом объеме по 

отношению к донорной, то происходит концентрирование аналитов [59]. Авторы работы 

[61] создали два устройства для проведения ЭМЭ: установку из плоских мембран и 

микрофлюидное устройство, и сравнили их с известным ранее устройством из полового 

волокна. Оказалось, что ПО НПВП с помощью новых устройств во много раз выше, чем 

при использовании ранее разработанных установок с использованием полого волокна. Это 

в очередной показывает, что разработка дорогостоящих и более сложных схем 

пробоподготовки не всегда приводит к повышению эффективности определения целевых 

аналитов.  

 На сегодняшний день наблюдается тенденция к постепенному вытеснению 

жидкостно-жидкостной экстракции новыми методиками проведения твердофазной 

экстракции (ТФЭ) [62]. Причин для этого несколько: во-первых, ТФЭ обладает 

наибольшей селективностью и наибольшим концентрированием. Во-вторых, 

твердофазные экстрагенты являются многоразовыми и более технологичными. В-третьих, 

сорбционное концентрирование легко сочетается с методами последующего определения 

компонентов и не требует сложной аппаратуры [63]. По существу, схема проведения ТФЭ 

заключается во внесении твердого сорбента к раствору аналитов и его интенсивном 

перемешивании. Для десорбции целевых аналитов с твердой фазы обычно применяют 

органические растворители [64, 65] (в редких случаях с применением действия 

ультразвука [66]) и подвижную фазу хроматографа [67]. В настоящий момент предложено 

большое количество вариантов улучшения методики ТФЭ, которые показали 

определённые результаты в эффективном определении НПВП.  

 Одним из предложенных вариантов проведения ТФЭ является стратегия, 

заключающаяся в использовании картриджа [68, 69]. Например, в работе [70] Sep-Pak Vac 

картриджи показали неплохие результаты при экстракции 8 НПВП группы “профенов”. 

На начальном этапе картриджи Sep-Pak Vac промывали последовательно 1 мл метанола и 

1 мл фосфатного буфера (pH=2,5; 20 ммоль/л). Затем через картридж пропускали образец 

плазмы человеческой крови, предварительно обработанный этилендиаминтетрауксусной 

кислотой в качестве антикоагулянта, со скоростью 1 мл/мин. Картридж последовательно 
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промыли смесью метанол-фосфатный буфер (5:95% об.:об.) и 1 мл метанола. Наконец, 

фазу метанола в Sep-Pak Vac картридже упарили досуха и растворили остаток в 200 мкл 

смеси вода-ацетонитрил (50:50% об.:об.). ПО ВЭЖХ-УФ определения с использованием 

данной схемы пробоподготовки составил 3 мкг/л для всех НПВП. В работе [71] 

продемонстрирована возможность ТФЭ в картридж для определения НПВП из образцов 

молока. На первом этапе проводилась процедура ЖЖЭ: к 1 г коровьего молока добавляли 

4 мл ацетонитрила, смесь встряхивали, центрифугировали и отбирали органический слой 

для последующей стадии ТФЭ с использованием картриджа HLB PRiME, который был 

предварительно промыт 3 мл ацетонитрила. Аналиты далее были элюированы из 

картриджа подвижной фазой, которая представляла собой смесь ацетонитрил-вода 

(20:80% об.:об.), для последующего УЭЖХ-МС/МС определения.   

 Помимо твердофазной экстракции в картридж в последнее время большую 

популярность приобрела твердофазная мембранная экстракция [72]. Данный подход в 

использовании пористых мембран является важным шагом на пути к миниатюризации 

схем пробоподготовки. Например, авторы работы [73] продемонстрировали успешное 

применение мембранной ТФЭ для УЭЖХ-МС/МС определения 7 НПВП в образцах яиц и 

мясного фарша. На первом этапе к 1 г измельченного образца добавляли 1 мл воды и 

полученную смесь обрабатывали 1 мл ацетонитрила при энергичном встряхивании. Далее 

смесь центрифугировали и охлаждали при температуре 4 °С. Отобранный органический 

слой разбавили водой до 10 мл и пропускали через мембрану, состоящую из нановолокон 

из полианилина и предварительно промытую 200 мкл деионизованной воды, 200 мкл 

смесью метанол-1% уксусная кислота и снова 200 мкл деионизованной воды по очереди. 

Аналиты элюировали с мембраны подвижной фазой и инжектировали в УЭЖХ-МС/МС. 

Помимо вышеописанных мембран из полианилиновых нановолокон известны мембраны, 

состоящие из полимера, модифицированного металлорганическими решётками (MOF) на 

основе циркония [74] и меди [75]. В целом, схемы пробоподготовки и достигаемые 

степени извлечения мало отличаются в вышеописанных работах по мембранной ТФЭ. 

Интересный способ реализации мембранной ТФЭ предложили авторы работы [76]. 

Методика экстракции заключалась в следующем: наконечника шприца с внутренней 

стороны заклеивали политетрафторэтиленовой мембраной и в шприц набирали 10 мл 
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водного раствора смеси аналитов, состоящей из 5 НПВП. Далее через наконечник 

пропускали пробу со скоростью 300 мкл/мин и процесс повторяли 10 раз. Аналиты из 

мембраны элютровали 400 мкл смеси метанол-ацетонитрил (50:50% об.:об.). 

Политетрафторэтиленовая мембраной была модифицирована частицами кремнезёма с 

привитыми октадецильными группами и предварительно смочена триацетатом 

целлюлозы. ПО аналитов составил 80-400 мкг/л. 

 Развитие сорбционных методов разделения и концентрирования привело к 

возникновению магнитной ТФЭ. В отличие от других методик твердофазной экстракции, 

данный подход вызывает наибольший интерес для определения НПВП в сложных 

матрицах [77]. Суть методики заключается в модификации существующих активных 

сорбентов магнитными наночастицами и их последующим использованием для сорбции 

целевых аналитов. Благодаря своим магнитным свойствам частицы могут брать на себя 

функцию якоря магнитной мешалки, как это было показано в работе [78], а также легко 

отделяются от пробы с помощью внешнего магнита [79]. Благодаря магнитной ТФЭ 

авторам работы [80] удалось извлечь и проанализировать 47 НПВП из образцов свинины, 

говядины и курицы. Разработанная авторами методика анализа заключалась в следующем: 

к образцу мяса добавляли 10 мл ацетонитрилфосфата и 2 г безводного сульфата натрия и 

центрифугировали полученную смесь в течение 10 мин. Отбирали надосадочную 

жидкость (далее: супернатант) и повторяли вышеописанный этап экстракции снова. 

Супернатанты объединяли, упаривали досуха в атмосфере азота при 40°С и полученный 

сухой остаток растворяли в 5 мл деионизованной воды. Затем к раствору добавляли 

многослойные углеродные нанотрубки, модифицированные наночастицами магнетита 

(Fe3O4), в качестве магнитного сорбента, и перемешали в течение 5 мин. С помощью 

внешнего магнита проводили отделение фазы сорбента от водного раствора и элюировали 

аналиты 3 мл ацетонитрила и сушили элюат в слабом потоке азота при комнатной 

температуре. Остаток растворяли в 1 мл подвижной фазы для последующего ЖХ-МС/МС 

анализа. ПО аналитов составили 0,1-0,5 мкг/кг. Помимо наночастиц Fe3O4 [81] в качестве 

магнитных модификаторов могут выступать наночастицы на основе TiO2 [82], соли 

железа [83] и MOF на основе железа [84]. 
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Таблица 5. Хроматографические методы определения НПВП. 

Аналит(ы) Объект 
Метод 

анализа 

Пробопод

готовка 

Экстрагент/ 

сорбент 
ПО Ссылка 

DCF 

Плазма 

крови 

крыс 

ВЭЖХ-

ФЛ 
ЖЖЭ Ацетонитрил 

1,1 

нг/мл 
55 

4-MAA, CPF, 

DCF, FPA, 

FLU(5-ОН), 

KTP, MFN, 

MLX, NPX, NFL, 

OBZ, PBZ, RPZ, 

SA, TLF 

Молоко, 

говядина 

ЖХ-

МС/МС 
ЖЖЭ Ацетонитрил 

0,1-579 

мкг/кг 
56 

AAP, PZ, KAZ, 

4-MAA, 4-IAA, 

KTR, SLD, KTP, 

MLX, OBZ, IZX, 

PRX, AMX, 

DCF, MCL, IND, 

AKP, PBZ, MFN 

Пищевые 

добавки 

УЭЖХ-

МС 
ЖЖЭ Этилацетат 

0,2-9,0 

нг/г 
57 

NPX, KTP, IBP, 

DCF 

Плазма 

чел. 

крови и 

чел. моча 

ГХ-МС ЖЖЭ н-додекан 
0,3-0,5 

мкг/л 
58 

4-IAA — 4-изопропиламиноантипирин; 4-MAA — 4-метиламиноантипирин; AMX — ампироксикам; AKP — 

ацеклофенак; AAP — ацетаминофен; DCF — диклофенак; IBP — ибупрофен; IZX — изоксикам; IND — 

индометацин; KTP — кетопрофен; KTR — кеторолак; MCL — меклофенамовая кислота; MLX — мелоксикам; NPX 

— напроксен; NFL — нифлумовая кислота; OBZ — оксифенбутазон; PRX — пироксикам; RPZ— рамифеназон; ROF 

— рофекоксиб; SA — салициловая кислота; SAS — сасапирин; SBZ — суксибузон; SLD — сулиндак; SUP — 

супрофен; TRX — терноксикам; TOL — толметин; TLF — толфенамовая кислота; FBP — фенбуфен; PBZ — 

фенилбутазон; FIRO — фирококсиб; FLU — флуниксин. 
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Таблица 5. Хроматографические методы определения НПВП (продолжение). 

Аналит(ы) Объект 
Метод 

анализа 

Пробопод

готовка 

Экстрагент/ 

сорбент 
ПО Ссылка 

KTP, NPX, 

PNP, FLB, IBP, 

DCF 

Плазма чел. 

крови 
ВЭЖХ-УФ ЖЖЭ Этилацетат 

11,5-75,0 

нг/мл 
54 

IBP 
Лошадиная 

моча 
ГХ-МС/МС ЖЖЭ 

Диэтиловый 

эфир 
15 нг/мл 60 

SA, KTP, NPX, 

DCF, IBP 
Чел. моча ВЭЖХ-УФ ЭМЭ Вода 

0,1-1,5 

нг/мл 
61 

5 мкг/мл 59 

SUP, IDP, NPX, 

FBP, PNP, FLB, 

IBP 

Поверхностн

ые воды 
ВЭЖХ-УФ ТФЭ 

Сополимер 

этилстирола 

и 

дивинилбенз

ола 

1,0-2,1 

мкг/л 
62 

ASA, NPX, 

DCF, IBP, MFN 

Плазма чел. 

крови и чел. 

моча 

ВЭЖХ-УФ ТФЭ GO 
0,06-0,23 

мкг/л 
63 

DCF, IBP, 

MFN, NPX 
Чел. моча ВЭЖХ-УФ ТФЭ 

Двойной 

гидроксид 

Fe-Ni 

1,0-10,0 

нг/мл 
64 

KTP, NPX, 

DCF, CPF, 

MFN 

Водные 

растворы 

ВЭЖХ-

МС/МС 
ТФЭ MOF (Cr) 

19-35 

нг/мл 
65 

GO — оксид графена; MOF — металлорганические решётки; ASA — аспирин; DCF — диклофенак; IBP — 

ибупрофен; IDP — индопрофен; CPF — карпрофен; KTP — кетопрофен; MFN — мефенамовая кислота; NPX — 

напроксен; RPZ— рамифеназон; ROF — рофекоксиб; SA — салициловая кислота; FBP — фенбуфен; PNP — 

фенопрофен; FLB — флурбипрофен.  
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Таблица 5. Хроматографические методы определения НПВП (продолжение). 

Аналиты Объект 
Метод 

анализа 

Пробопод

готовка 

Экстрагент/ 

сорбент 
ПО Ссылка 

IBP, DCF, 

NPX 

Водные 

растворы 

ВЭЖХ-

УФ 
ТФЭ 

GO – 

Полиоксовольфр

амат 

0,02-0,03 

нг/мл 
66 

GO – альгинат 
3,1-4,6 

мкг/л 
67 

NPX, FLU, 

DCF, KTP, 

ELT, MCL, 

PBZ, VDP, 

CPF 

Лошадиная 

моча 
ГХ-МС ТФЭ 

Картридж, 

заполненный 2 

мл метанола 

53,0-

267,2 

мкг/л 

68 

IBP, PCT, 

DCF, NPX, 

KTP 

Мидии из 

Балтийског

о моря 

ГХ-МС ТФЭ 

Картридж, 

заполненный 3 

мл гексана 

1-2 нг/г 69 

FUR, IDP, 

KTP, IBP, 

FBP, FLB, 

IND, CPF 

Плазма чел. 

крови 

ВЭЖХ-

УФ 
ТФЭ 

Картридж, 

заполненный 1 

мл метанола 

3 нг/мл 70 

DCF, PBZ, 

SLD, TLF 
Молоко УЭЖХ ТФЭ 

Картридж, 

заполненный 3 

мл ацетонитрила 

0,02-

18,25 

мкг/кг 

71 

FUR, IDP, 

KTP, FBP, 

FLB, IBP 

Чел. слюна 
ВЭЖХ-

УФ 
ТФЭ 

Мембраны 

различного 

состава 

— 72 

GO — оксид графена; DCF — диклофенак; DP — дипирон; DPS — дифлунисал; ZMP — зомепирак; IBP — 

ибупрофен; IND — индометацин; IDP — индопрофен; KAZ — карбаминозепин; CPF — карпрофен; KTP — 

кетопрофен; KTR — кеторолак; MCL — меклофенамовая кислота; NPX — напроксен; TLF — толфенамовая кислота; 

FBP — фенбуфен; PBZ — фенилбутазон; FLU — флуниксин; FLB — флурбипрофен; FUR — фурпрофен; ELT — 

элтенак.  
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Таблица 5. Хроматографические методы определения НПВП (продолжение). 

Аналиты Объект 
Метод 

анализа 

Пробопод

готовка 

Экстрагент/ 

сорбент 
ПО Ссылка 

SA, TLF, KTP, 

CPF, DCF, NPX, 

IBP 

Мясо, яйцо 
УЭЖХ-

МС/МС 
ТФЭ 

Нановолокна 

из полианилина 

1,2-9,1 

мкг/кг 
73 

DCF, IBP 
Водные 

растворы 
ГХ-ПИД ТФЭ 

Полиамидная 

мембрана – 

MOF(Zr)@GO 

1-30 нг/л 74 

IBP, DCF, NPX, 

NDA 

Плазма чел. 

крови и 

чел. моча 

ВЭЖХ-

УФ 
ТФЭ MOF (Cu) 

0,03-0,05 

мкг/л 
75 

ASA, SA, IBP, 

DCF, MFN 
Чел. моча 

ВЭЖХ-

УФ 
ТФЭ 

Полистирол с 

аминогруппами 

0,1-3,0 

мкг/л 
77 

KTP, NPX, FBP, 

FLB 
Чел. моча 

ВЭЖХ-

УФ 
ТФЭ 

Магнитный 

пористый 

углерод 

5-10 

мкг/л 
78 

NPX, DCF 
Водопрово

дная вода 

ВЭЖХ-

УФ 
ТФЭ Fe3O4-GO 

23-31 

мкг/л 
79 

G —графен; GO — оксид графена; MOF — металлорганические решётки; 4-DMAA — 4-диметиламиноантипирин; 

4-IAA — 4-изопропиламиноантипирин; 4-MAA — 4-метиламиноантипирин; AMX — ампироксикам; APR —

антипирин; ASA — аспирин; AKP — ацеклофенак; AMA —ацеметацин; AAP — ацетаминофен; BZA — бензидамин; 

VDD — ведапрофен; DCF — диклофенак; DP — дипирон; DPS — дифлунисал; ZMP — зомепирак; IBP — ибупрофен; 

IZX — изоксикам; IND — индометацин; IDP — индопрофен; KAZ — карбаминозепин; CPF — карпрофен; KTP — 

кетопрофен; KTR — кеторолак; LDR — ледерфен; LXP — локсопрофен; LRX — лорноксикам; MCL — 

меклофенамовая кислота; MLX — мелоксикам; MFN — мефенамовая кислота; NBM — набуметон; NDA — 

налидиксовая кислота; NPX — напроксен; NMS — нимесулид; NFL — нифлумовая кислота; OXP — оксапрозин; 

OBZ — оксифенбутазон; PCT — парацетамол; PRX — пироксикам; RPZ— рамифеназон; ROF — рофекоксиб; SA — 

салициловая кислота; SAS — сасапирин; SBZ — суксибузон; SLD — сулиндак; SUP — супрофен; TRX — 

терноксикам; TOL — толметин; TLF — толфенамовая кислота; PZ — феназон; PNT — фенацетин; FBP — фенбуфен; 

PBZ — фенилбутазон; PNP — фенопрофен; FIRO — фирококсиб; FLU — флуниксин; FLB — флурбипрофен; FPA 

— флуфенамовая кислота; FUR — фурпрофен 
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Таблица 5. Хроматографические методы определения НПВП (продолжение). 

Аналиты Объект 
Метод 

анализа 

Пробопод

готовка 

Экстрагент/ 

сорбент 
ПО Ссылка 

SA, SAS, ASA, 

AAP, LXP, KTP, 

CPF, FLB, IBP, 

VDP, PNP, IDP, 

LDR, ET, DCF, 

TLF, MFN, 

MCL, AKP, NFL, 

KTR, ZMP, SLD, 

APR, FLU, DPS, 

4-DMAA, PBZ, 

SBZ, AMX, 

LRX, TRX, PRX, 

MLX, ETO, 

ROF, CELE, 

FIRO, IND, 

AMA, PNT, 

TOL, NMS, 

BZA, NPX OXP, 

NBM, DP 

Свинина, 

говядина, 

курица 

ЖХ-

МС/МС 
ТФЭ Fe3O4-G 

0,1-0,5 

мкг/кг 
80 

KTP, NPX, DCF, 

IBP 

Водные 

растворы 

ВЭЖХ-

УФ 
ТФЭ 

Fe3O4-

полиэтилени

мин 

0,2 

мкг/л 
81 

G —графен; 4-DMAA — 4-диметиламиноантипирин; 4-IAA — 4-изопропиламиноантипирин; 4-MAA — 4-

метиламиноантипирин; AMX — ампироксикам; APR —антипирин; ASA — аспирин; AKP — ацеклофенак; AMA —

ацеметацин; AAP — ацетаминофен; BZA — бензидамин; VDD — ведапрофен; DCF — диклофенак; DP — дипирон; 

DPS — дифлунисал; ZMP — зомепирак; IBP — ибупрофен; IZX — изоксикам; IND — индометацин; IDP — 

индопрофен; KAZ — карбаминозепин; CPF — карпрофен; KTP — кетопрофен; KTR — кеторолак; LDR — ледерфен; 

LXP — локсопрофен; LRX — лорноксикам; MCL — меклофенамовая кислота; MLX — мелоксикам; MFN — 

мефенамовая кислота; NBM — набуметон; NDA — налидиксовая кислота; NPX — напроксен; NMS — нимесулид; 

NFL — нифлумовая кислота; OXP — оксапрозин; OBZ — оксифенбутазон; PCT — парацетамол; PRX — пироксикам; 

RPZ— рамифеназон; ROF — рофекоксиб; SA — салициловая кислота; SAS — сасапирин; SBZ — суксибузон; SLD 

— сулиндак; SUP — супрофен; TRX — терноксикам; TOL — толметин; TLF — толфенамовая кислота; PZ — 

феназон; PNT — фенацетин; FBP — фенбуфен; PBZ — фенилбутазон; PNP — фенопрофен; FIRO — фирококсиб; 

FLU — флуниксин; FLB — флурбипрофен; FPA — флуфенамовая кислота; FUR — фурпрофен; CELE — целекоксиб; 

ELT — элтенак; ET — этодолак; ETO — эторикоксиб 
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Таблица 5. Хроматографические методы определения НПВП (продолжение). 

Аналит(ы) Объект 
Метод 

анализа 

Пробопод

готовка 

Экстрагент/ 

сорбент 
ПО Ссылка 

IBP 

природные 

воды, чел. 

моча 

ВЭЖХ-

УФ 
ТФЭ 

Углеродные 

нановолокна – 

TiO2 

0,95 

мкг/л 
82 

KTP, NPX, 

DCF 

Плазма чел. 

крови и 

чел. моча 

ВЭЖХ-

УФ 
ТФЭ 

Пористый 

углерод – 

соли железа 

0,2-0,4 

мкг/л 
83 

MLX, NPX, 

CPF, DCF, 

IND, MFN, 

TLF 

Водные 

растворы 

ВЭЖХ-

МС/МС 
ТФЭ MOF (Fe) 

0,02-

0,09 

мкг/л 

84 

G —графен; GO — оксид графена; MOF — металлорганические решётки; 4-DMAA — 4-диметиламиноантипирин; 

4-IAA — 4-изопропиламиноантипирин; 4-MAA — 4-метиламиноантипирин; AMX — ампироксикам; APR —

антипирин; ASA — аспирин; AKP — ацеклофенак; AMA —ацеметацин; AAP — ацетаминофен; BZA — бензидамин; 

VDD — ведапрофен; DCF — диклофенак; DP — дипирон; DPS — дифлунисал; ZMP — зомепирак; IBP — ибупрофен; 

IZX — изоксикам; IND — индометацин; IDP — индопрофен; KAZ — карбаминозепин; CPF — карпрофен; KTP — 

кетопрофен; KTR — кеторолак; LDR — ледерфен; LXP — локсопрофен; LRX — лорноксикам; MCL — 

меклофенамовая кислота; MLX — мелоксикам; MFN — мефенамовая кислота; NBM — набуметон; NDA — 

налидиксовая кислота; NPX — напроксен; NMS — нимесулид; NFL — нифлумовая кислота; OXP — оксапрозин; 

OBZ — оксифенбутазон; PCT — парацетамол; PRX — пироксикам; RPZ— рамифеназон; ROF — рофекоксиб; SA — 

салициловая кислота; SAS — сасапирин; SBZ — суксибузон; SLD — сулиндак; SUP — супрофен; TRX — 

терноксикам; TOL — толметин; TLF — толфенамовая кислота; PZ — феназон; PNT — фенацетин; FBP — фенбуфен; 

PBZ — фенилбутазон; PNP — фенопрофен; FIRO — фирококсиб; FLU — флуниксин; FLB — флурбипрофен; FPA 

— флуфенамовая кислота; FUR — фурпрофен; CELE — целекоксиб; ELT — элтенак; ET — этодолак; ETO — 

эторикоксиб 

 

1.3. Глубокие эвтектические растворители. 

 Глубокие эвтектические растворители (ГЭР) — это растворители с температурой 

плавления меньшей, чем у индивидуальных компонентов смеси. Данные растворители 

имеют характеристики и физические свойства (вязкость, плотность, поверхностное 

натяжение и проводимость) аналогичные ионным жидкостям. По сравнению с ионными 

жидкостями ГЭР обладают такими превосходными характеристиками, как нетокичность, 

низкая стоимость, высокая биоразлагаемость и простота приготовления [85]. ГЭР 

представляет собой смесь донора водородной связи (электронной пары, например, 
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четвертичные соли) и акцептора водородной связи (органические кислоты, спирты, 

сахара) [86]. Впервые термин “Эвтектический растворитель” встречается в работе 2004 

года [87]. Еще тогда авторы данной работы определили перспективы в 

использовании холин хлорида в качестве дешевого и нетоксичного компонента донора 

неподелённой электронной пары.  

 На данный момент в аналитической химии устоялась классификация глубоких 

эвтектических растворителей, основанная на различной растворимости ГЭР в водной фазе 

[87]. Так, растворимые в водной фазе ГЭР называют “гидрофильными”, а нерастворимые 

– “гидрофобными”. Гидрофобные ГЭР получают путем смешения нерастворимых в 

водной фазе компонента донора водородной связи и компонента акцептора водородной 

связи в определенном мольном соотношении. Например, к гидрофобным ГЭР можно 

отнести смесь ментола с различными жирными кислотами. Гидрофильные ГЭР состоят из 

водорастворимых компонентов, таких как холин хлорид и мочевина. В то же время 

известны ГЭР, образованные как водорастворимым компонентом, так и нерастворимым в 

водной фазе компонентом. Такие ГЭР как правило разлагаются в воде за счет растворения 

гидрофильного компонента и их относят к “квази-гидрофобным” ГЭР [87]. Сам термин 

“квази-гидрофобный” ГЭР не нашел пока широкого применения в аналитической 

практике, поэтому на данный момент глубокие эвтектические растворители делят на 

гидрофильные и гидрофобные (табл. 6).  

Таблица 6. Классификация глубоких эвтектических растворителей [87]. 

Класс ГЭР 
Пример 

донор электродной пары донор водорода 

Гидрофильные холин хлорид 
мочевина 

ацетамид 

Гидрофобные 
ментол 

декановая кислота тимол 

квази-гидрофобные тетрабутиламмония бромид 

 

https://proxy.library.spbu.ru:2068/topics/earth-and-planetary-sciences/choline
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 Глубокие эвтектические растворители привлекают все больше внимания в областях 

электроосаждения [88], катализа [89], производство биодизеля [90], экстракции и 

разделения [91, 92]. В силу озвученных выше преимуществ ГЭР нашли своё применение 

в аналитической практике в качестве экстрагентов. Эвтектическая смесь на основе холина 

хлорида и фенола в молярном соотношении 1:2 в работе [93] показала себя как отличный 

экстрагент при определении кобальта в образцах чая. Данный ГЭР сам по себе является 

гидрофильным и смешивается с водой, но при введении апротонного растворителя, как 

например тетрагидрофуран, происходит разделение на две фазы. Тот же состав ГЭР, но с 

другим молярным соотношением (1:3) оказался крайне эффективным экстрагентом для 

выделения кофеина из водной фазы [94]. Аналогичный принцип эмульгирования 

тетрагидрофураном приводится в работе [95], в которой приводятся данные по экстракции 

родамина B из косметических продуктов с помощью ГЭР на основе тетрабутил аммония 

хлорида и декановой кислоты в молярном соотношении 1:2. Так как необходимо 

предварительное приготовление ГЭР, в настоящий момент для упрощения проведения 

анализа возникает потребность в создании ГЭР in-situ. В качестве примера можно 

привести работу [96], в которой проводилась экстракция фенольных соединений в ГЭР, 

представляющий собой смесь аналитов и 1-пропил-3-сульфонат-триэтиламмония 

сульфита. Анализируемые вещества (фенольные соединения) в данном случае выступают 

в качестве доноров протона в образовании водородной связи с аммонийной солью. 

 Недавно стало известно о получении новых ГЭР, где в качестве донора водородной 

связи используется ментол [97, 98], что даёт посыл к изучению использования таких ГЭР 

для разработки новой методики для определения НПВП. В работе [99] показано 

образование ГЭР между ментолом и ибупрофеном (ибупрофен в свою очередь, как 

писалось ранее является НПВП). Авторы данной работы изучили данную смесь как 

эффективный доставщик препарата, но в аналитической практике данный ГЭР вызывает 

интерес в качестве экстрагента. Экстракция НПВС за счёт in-situ образования ГЭР на 

основе аналитов и ментола из образцов мочи приводятся в работе [100]. Данный подход к 

выделению НПВП вызывает интерес как эффективный и экологически безопасный метод 
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определения. В таблице 7 приведены примеры использования ГЭР в качестве 

экстрагентов. 

Таблица 7. Примеры экстракции с использование ГЭР в качестве экстрагента 

Объект 

анализа 
Аналит Состав экстрагента Метод анализа Источник 

Чай Co 
Холин хлорид:фенол 

(1:2) 
ААС-П  93 

Безалкогольные 

напитки 
Кофеин 

Холин хлорид:фенол 

(1:3) 
ВЭЖХ-УФ 94 

Косметика Родамин B 

Тетрабутил аммония 

хлорид:декановая 

кислота 

ФЛ 95 

Топливо Фенол 

1-пропил-3-

сульфонат-

триэтиламмония 

сульфит:фенол 

ГХ-ПИД 96 

Молоко Cd, Cu, Pb 
ментол:миндальная 

кислота 
ААС-П 101 

Рыба Hg 

холин 

хлорид:щавлелевая 

кислота 

ААС-ХП 102 

Чел. моча 
Кетопрофен, 

диклофенак 
Ментол:НПВП ВЭЖХ-УФ 100 

ААС-П – пламенная атомно-абсорбционная спектрометрия, ВЭЖХ-УФ – высокоэффективная жидкостная 

хроматография с спектрофотометрическим детектированием в ультрафиолетовой области, ФЛ – 

спектрофлуориметрия, ГХ-ПИД – газовая хроматография с пламенно-ионизационным детектированием, ААС-ХП – 

атомно-абсорбционная спектрометрия с атомаизацией “холодным паром”.  
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Как видно из представленного обзора ГЭР нашли широкое применение в 

экстракции при анализе большого числа объектов. Во всех представленных случаях ГЭР 

используется в качестве экстрагента, однако в рамках данной работы мы предлагаем 

новый подход, основанный на экстракции НПВП за счёт образования ГЭР in-situ. Данный 

подход будет продемонстрирован на примере экстракции НПВП из говяжьей печени. 

1.4. Заключение 

 В литературном обзоре подробно рассмотрены популярные нестероидные 

противовоспалительные препараты: дано их определение, классификация. Подробно 

изучены методики определения НПВП различными методами физико-химического 

анализа. Из обзора следует, что наиболее универсальным методом определения НПВП в 

пищевых продуктах и биологических жидкостях является высокоэффективная 

жидкостная хроматография с спектрофотометрическим или масс-спектрометрическим 

детектированием.  

 На этапе пробоподготовки для извлечения аналитов применяют ТФМЭ и ЖЖМЭ, 

где в качестве экстрагентов используют различные токсичные органические вещества, 

такие как ментол и ацетонитрил, что в свою очередь не удовлетворяет концепции “зеленой 

химии”. Более того данные методики являются продолжительными и трудоемкими.  

 Поскольку прекурсоры для синтеза глубоких эвтектических растворителей 

являются практически нетоксичными и биоразлагаемыми, а сами ГЭР проявляют 

превосходную экстракционную способность для извлечения соединений различных 

классов, то возникает потребность в создании эффективной и экспрессной схемы 

пробоподготовки для извлечения НПВП.  

 Таким образом для демонстрации вышеописанных преимуществ ГЭР в качестве 

экстрагента в данной работе предложена методика ВЭЖХ-МС/МС определения 

кетопрофена и диклофенака в говяжьей печени, основанная на in-situ образовании фазы 

ГЭР между ментолом и аналитами.  
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1.5. Цель и задачи 

 Таким образом, целью настоящей работы является разработка эффективной схемы 

пробоподготовки для определения кетопрофена и диклофенака в пищевых продуктах, 

основанную на in-situ образовании эвтектической смеси и удовлетворяющую концепции 

“зеленой химии”.  

 Для достижения поставленной цели необходимо решить следующие задачи:  

1. Разработать схему экстракции аналитов из пищевых продуктов. 

2. Оптимизировать условия выделения аналитов из пищевых продуктов для 

последующего ВЭЖХ-МС/МС анализа. 

3.  Проверить разработанную схему определения на реальных объектах и подтвердить 

правильность методом сравнения. 
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2. Экспериментальная часть 

2.1. Средства измерений и оборудование 

1. Жидкостной хромато-масс-спектрометр с тройным квадрупольным масс-

спектрометрическим детектором LCMS-8030. Хроматографическое разделение 

проводилось на колонке Supelco C18 (250×4,6 мм, размер частиц 5 мкм) в изократическом 

режиме (MeOH/0,05 % HCOOH 75/25 % об.) в течение 15 минут, скорость потока 0,5 

мл/мин. 

2. Измерение pH растворов проводилось с помощью рН-метра ORION 720A+ (Thermo 

Scientific, США) с стеклянным электродом. 

3. ИК-Фурье спектрометр IR Prestige-21 (Shimadzu, Япония) использовался для 

характеризации приготавливаемых ГЭР, предварительно спрессованных в таблетки с 

использованием KBr. 

4. Электронные весы Pioneer PA-214C (Ohaus, США), 2-й класс точности, предел 

взвешивания 210 г, дискретность 0,1 мг. 

 5. Орбитальный шейкер LOIP LS-210 (ЗАО “Лабораторное оборудование и приборы”, 

РФ), скорость вращения платформы 40 – 300 мин-1. 

6.  Термостат циркуляционный LT-100 (ЗАО “Лабораторное оборудование и приборы”, 

РФ), максимальная температура 100 ⁰С (±0,1 ⁰С). 

7. Центрифуга ОПн-8 (ОАО ТНК “Дастан”, РФ), максимальная частота вращения – 8000 

об/мин. 

8.. Шприцевые фильтрующие насадки Minisart® NY15, нейлон, нестерильные, диаметр 

пор 0,45 мкм. 

9. Сушильный шкаф LF-120/300-VS1 (АО “ЛОИП”, РФ) с максимальной температурой 

нагрева 300°С (±1°С).  

10. Ультразвуковая ванна  

11. Колбы мерные вместимостью 50, 100 мл (ГОСТ 1770-74).  
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12. Дозаторы Ленпипет 100-1000 мкл, 1-5 мл (ГОСТ 25336-82). 

13. Эппендорфы 2 мл. 

14. Пенициллиновые флаконы 10 мл. 

2.2. Реактивы и материалы 

Кетопрофен, х.ч. (Sigma-Aldrich, Германия). 

Диклофенак, х.ч. (Sigma-Aldrich, Германия). 

Ментол, х.ч. (Нева Реактив). 

Муравьиная кислота, ч.д.а. (ГОСТ 5848-73). 

Уксусная кислота, ч. (ГОСТ 61-75). 

Соляная кислота, х.ч. (ГОСТ 3118-77). 

Ацетат натрия, ч. (ГОСТ 199-78.). 

Метанол, ч.д.а. (J.T.Baker). 

Гидроксид натрия, х.ч. (ГОСТ 4328-77). 

Карбонат натрия, х.ч. (ГОСТ 83-79). 

2.3. Приготовление растворов 

 Приготовление карбоната натрия 1 моль/л 

 В химический стакан поместили 10,6 г Na2CO3 и растворили в 50 мл 

деионизованной воды. Раствори количественно перенесли в мерную колбу на 100 мл, 

промыли стакан тремя порциями деионизованной воды по 3 мл, промывные воды 

перенесли к основному раствору, довели объем раствора до метки деионизованной водой 

и тщательно перемешали. 

 Приготовление растворов кетопрофена и диклофенака 100 мг/л 

В химический стакан поместили 0,01 г нестероидного противовоспалительного 

лекарственного вещества (диклофенака или кетопрофена) и растворили в 10 мл метанола. 

Раствор количественно перенесли в мерную колбу объемом 100 мл, промыли стакан тремя 

порциями метанола по 2 мл, промывные воды перенесли к основному раствору, довели 
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объем раствора в колбе до метки водой и тщательно перемешали. Данный раствор 

хранили в течение месяца в холодильнике при температуре +4 ⁰С. Рабочие растворы 

НПВС готовили путем последовательного разбавления деионизованной водой раствора с 

концентрацией 100 мг/л. 

 Приготовление ацетатного буферного раствора (pH=3,8)  

 Ацетатный буферный раствор готовили путем смешения 18 мл ацетата натрия (1,0 

моль/л) и 82 мл уксусной кислоты (1 моль/л). Для приготовления 1 моль/л ацетата натрия 

в химический стакан поместили 4,1 г соли и растворили в 25 мл деионизованной воды. 

Количественно перенесли раствор в колбу объемом 50 мл, довели раствор до метки 

деионизованной водой и перемешали. 1 моль/л раствор уксусной кислоты готовили путем 

разбавления ледяной уксусной кислоты. Для этого 5,7 мл концентрированной кислоты 

поместили в колбу объемом 100 мл наполовину заполненную деионизованной водой. 

Довели раствор в колбе до метки деионизованной водой и перемешали. После смешения 

ацетата натрия и уксусной кислоты, измерили рН раствора с помощью рН метра ORION 

720A+ (Thermo Scientific, США) с стеклянным электродом (pH=3,8).  

 Приготовление подвижной фазы для ВЭЖХ-УФ и ВЭЖХ-МС/МС 

 Подвижная фаза состоит из чистого метанола и 0,05% муравьиной кислоты. 0,05% 

раствор муравьиной кислоты готовили путём разбавления ледяной муравьиной кислоты. 

В мерный цилиндр приливалось 250 мкл ледяной муравьиной кислоты и разбавлялось 

деионизованной водой до 0,5 л. 

 Приготовление ГЭР  

 Глубокий эвтектический растворитель имел состав: муравьиная кислота/ментол 

40/1 (мол./мол.) и был приготовлен непосредственно перед проведением анализа. В 

пенициллиновый флакон на 10 мл внесли последовательно 0,1 г ментола и 1,15 г 

муравьиной кислоты. Далее флакон со смесью помещали в ультразвуковую баню при 

температуре 40°С до образования гомогенной жидкой фазы.   

2.4. Отбор и подготовка проб печени 

 Говяжья печень была куплена в местном гипермаркете “Лента”, разрезана на 

мелкие кусочки и доведена до однородной массы с помощью мясорубки. Далее образцы 

печени подверглись лиофилизации. Образцы лиофилизированной печени хранились в 
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морозильной камере. К 10 г лиофилизованной говяжьей печени добавляли стандартные 

растворы НПВС в объёме, компенсирующий массу испарившейся воды в процессе 

лиофилизации, и образец перемешивали в течение 20 минут с помощью магнитной 

мешалки. 

2.5. Методика определения НПВП в пищевых продуктах (говяжья печень) 

 500 мг гомогенизированного образца печени помещали в стеклянный 

пенициллиновый флакон объемом 10 мл и добавляли 5 мл раствора карбоната натрия с 

концентрацией 1,0 моль/л. После этого флакон помещали в ультразвуковую ванну (50 °C, 

20 мин) для выделения аналитов в раствор карбоната натрия. После этого суспензию 

образца центрифугировали (5 мин, 1699 ⨉ g) и супернатант переносили с помощью 

шприца в пробирку для экстракции, содержащую ГЭР (1,25 г, муравьиная кислота/ментол, 

40/1 моль). Это приводило к интенсивному образованию диоксида углерода из-за реакции 

между кислотой и карбонатом, что способствовало перемешиванию выделяющейся фазы 

ментола с одновременным выделением аналитов в фазу ментола. После разделения фаз 

флакон помещали в холодильник на 5 мин при 0 °C для затвердевания ментола. Твердую 

фазу ментола прокалывали иглой шприца, а водную фазу образца удаляли из флакона. 

Затем ментоловую фазу растворяли в 100 мкл метанола, и полученный раствор 

фильтровали через одноразовый шприц-фильтр (0,45 мкм) и анализировали с помощью 

ВЭЖХ-МС/МС (рис. 2). 

 

Рисунок 2. Схема выделения НПВП из образцов говяжьей печени, основанный на 

образование ГЭР in-situ. 
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2.6. ИК-спектроскопия 

 Как было описано ранее в литературном обзоре, механизм формирования 

эвтектической смеси основан на образовании водородной связи между компонентами 

смеси. Для подтверждения образования водородной связи между ментолом и муравьиной 

кислотой была использована ИК-спектроскопия. Свежеприготовленную эвтектическую 

смесь ментол:муравьиная кислота (1,25 г; 40:1 мол.:мол.) была смешана с KBr и 

спрессована в таблетку для последующей регистрации ИК-спектра. Далее представлен 

ИК-спектр эвтектического растворителя и его индивидуальных компонентов (рис. 3). 

 

Рисунок 3. ИК-спектры поглощения ментола, муравьиной кислоты и эвтектической 

смеси на основе ментол/муравьиная кислота. 

 Наблюдаемая в спектре ментола широкая полоса в области 3250 см-1, отвечающая 

валентным колебаниям связи O—H, смещается в область 3500 см-1 и становится менее 

интенсивным для спектра ГЭР. Также для спектра ГЭР в области 1650 см-1 наблюдается 

уменьшение интенсивности поглощения полосы, которая отвечает валентным колебаниям 

связи C=O карбонильной группы муравьиной кислоты. Таким образом, проанализировав 

полученные ИК-спектры, можно сделать вывод об образовании водородной связи 

(следовательно, и об образовании эвтектической смеси) между ментолом и муравьиной 

кислотой (рис. 4). 
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Рисунок 4. Предполагаемое образование водородной связи между ментолом и 

муравьиной кислотой. 

2.7. Хроматографические условия 

 Для определения кетопрофена и диклофенака в говяжьей печени нами был выбран 

ВЭЖХ-МС/МС анализ, поскольку было необходимо определение нескольких аналитов с 

высокой чувствительностью. Условия разделения были выбраны на основании ранее 

опубликованных данных [103]. Разделение проводилось на колонке Supelco C18 (250×4,6 

мм, размер частиц 5 мкм) в изократическом режиме (MeOH/0,05 % HCOOH 75/25% 

об./об.) в течение 25 минут, скорость потока 0,5 мл/мин. Далее представлены масс-

спектры целевых аналитов (рис. 5-6): 

 

Рисунок 5. Масс-спектр кетопрофена (M+H=255,1; M+Na=277,1). 
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Рисунок 6. Масс-спектр диклофенака (M+H=296,1; M+Na=318,1). 

 Параметры МС детектирования были выбраны следующими: 

 Температура источника — 400 °С. 

 Скорость потока газа-осушителя (N2) — 15 л/мин. 

 Температура линии десольватации — 250 °С. 

 Скорость потока газа в распылителе — 3 л/мин. 

 Капиллярное напряжение — 4500 В. 

 Газ-реагент — Ar (230 кПа). 

 Выбор оптимальных переходов осуществляли в режиме мониторинга 

множественных реакций, в результате оптимизации были выбраны следующие переходы, 

представленные в таблице 8.  

Таблица 8. Условия МС детектирования кетопрофена и диклофенака. 

 

Аналит 
Время удерживания, 

мин 

Ионы 

предшестве

нники 

[M+H] 

(m/z), г 

Целевые 

ионы (m/z), г 

Капилля

рное 

напряже

ние, В 

Энергия 

соударен

ия (эВ) 

Кетопрофен 5,7 255 214 4500 -15 

Диклофенак 9,5 296 209 4500 -36 
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3. Обсуждение результатов 

3.1. Оптимизация условий проведения схемы пробоподготовки 

3.1.1. Подбор концентрации карбоната натрия 

 В разработанной схеме пробоподготовки водный раствор карбонат натрия 

выполнял две функции: извлечение аналитов из образцов говяжьей печени и прекурсор 

для образования углекислого газа. Таким образом для повышения эффективности 

дисперсионной ЖЖМЭ необходимо было изучить влияние концентрации карбоната 

натрия в растворе на каждой из этих процессов.  

 Сперва был произведен подбор необходимой концентрации карбоната натрия для 

эффективного извлечения аналитов в водную фазу из говяжьей печени. Для этого в 

пенициллиновый флакон на 10 мл с 500 мг образца говяжьей печени с добавкой аналитов 

по 250 мкг/кг каждого добавляли 5 мл водного раствора карбоната натрия с 

концентрациями от 0,25; 0,5; 1,0 до 2,0 моль/л. Далее смесь помещали в ультразвуковую 

ванну при температуре 60 °С в течение 30 мин и затем центрифугировали (1699 ⨉ g) в 

течение 5 мин. Супернатант отделяли и добавляли к нему по каплям 6 моль/л раствор 

соляной кислоты до достижения pH=7 и анализировали с помощью ВЭЖХ-МС/МС. 

Провели три параллельных анализа. Результаты представлены на рис. 7. На 

представленной диаграмме видно, что наименьшее среднеквадратичное отклонение 

(СКО) достигается для значений концентрации карбоната натрия 0,5 и 1,0 моль/л, а 

наибольший аналитический сигнал для обоих аналитов достигается при концентрации 

соли 0,5 моль/л и 2,0 моль/л. Однако для концентрации карбоната натрия 2,0 моль/л 

наблюдаются высокие СКО, потому оптимальным значением было принято 0,5 моль/л. 
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Рисунок 7. Влияние концентрации Na2CO3 на извлечение аналитов в водную фазу из 

говяжьей печени (масса образца — 500 мг; концентрация аналитов — 250 мкг/кг; 

температура экстракции — 60 °С; продолжительность экстракции — 30 мин). n=3. 

 Далее необходимо было исследовать влияние концентрации карбоната натрия на 

эффективность дисперсионной ЖЖМЭ. Для этого в пенициллиновый флакон на 10 мл с 

500 мг образца говяжьей печени с добавкой аналитов по 250 мкг/кг каждого добавляли 5 

мл водного раствора карбоната натрия с концентрациями от 0,25; 0,5; 1,0 и 2,0 моль/л. 

Затем смесь помещали в ультразвуковую ванну при температуре 60 °С в течение 30 мин и 

затем центрифугировали (1699 ⨉ g) в течение 5 мин. Далее отбирали 5 мл супернатанта и 

вводили его в пенициллиновый флакон с свежеприготовленным ГЭР (1,5 г муравьиной 

кислоты и 0,2 г ментола). После прекращения выделения углекислого газа и разделения 

фаз флакон помещали в холодильник на 5 мин при 0 °C для затвердевания ментола. 

Твердую фазу ментола прокалывали иглой шприца, а водную фазу образца удаляли из 

флакона. Затем ментоловую фазу растворяли в 100 мкл метанола, и полученный раствор 

фильтровали через одноразовый шприц-фильтр (0,45 мкм) и анализировали с помощью 

ВЭЖХ-МС/МС. Провели три параллельных анализа. Результаты представлены на рис.8. 

Как видно из представленной диаграммы, наибольшее значение аналитического сигнала 

и наименьшее СКО наблюдаются для концентрации карбоната натрия 1,0 моль/л. Для 

меньших концентраций соли газовыделение не было достаточно интенсивным, что 

приводило к малому извлечению аналитов, а высокое СКО для концентрации карбоната 
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натрия 2,0 моль/л предположительно связано с тем, что сильно интенсивный процесс 

выделения углекислого газа приводил к ускорению диспергирования фазы ментола, что в 

свою очередь и привело к снижению воспроизводимости результатов.  

 

 

Рисунок 8. Влияние концентрации карбоната натрия на эффективность дисперсионной 

ЖЖМЭ (масса образца — 500 мг; концентрация аналитов — 250 мкг/кг; температура 

экстракции — 60 °С; продолжительность экстракции — 30 мин; донор водородной связи 

в ГЭР — муравьиная кислота; масса ментола — 200 мг; время затвердевания ментола — 

5 мин). n=3. 

 Таким образом, для извлечения аналитов из проб говяжьей печени и дальнейшей их 

микроэкстракцией в фазу ментола в качестве оптимального был выбран раствор с 

концентрацией карбоната натрия 1,0 моль/л. 

3.1.2. Влияние температуры и времени экстракции 

 Повышение температуры увеличивает диффузию аналитов из твердой фазы в 

жидкую. Этот факт мог привести к повышению экстракции кетопрофена и диклофенака 

из образцов говяжьей печени в водный раствор карбоната натрия, поэтому было изучено 

влияние температуры и продолжительности экстракции на эффективность извлечения 

целевых аналитов. Варьирование температуры проводилось в ультразвуковой ванне от 30 

до 60 °С с шагом в 10 °С. Продолжительность экстракции изменяли в диапазоне от 5 до 
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30 мин. Провели по три параллельных анализа. Результаты представлены на рис. 9 и рис. 

10. На представленных диаграммах видно, что наиболее оптимальными являются 

значения 50 °С и 20 мин, поскольку при дальнейшем увеличении температуры и времени 

экстракции не наблюдается значительное увеличение аналитического сигнала.  

     

Рисунок 9. Влияние температуры и времени экстракции на извлечение диклофенака из 

говяжьей печени (масса образца — 500 мг; концентрация аналитов — 250 мкг/кг; 

концентрация Na2CO3 — 1,0 моль/л). n=3. 
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Рисунок 10. Влияние температуры и времени экстракции на извлечение кетопрофена из 

говяжьей печени (масса образца — 500 мг; концентрация кетопрофена — 250 мкг/кг; 

концентрация Na2CO3 — 1,0 моль/л). n=3. 

3.1.3. Выбор кислоты для эвтектического растворителя 

 В качестве донора водородной связи в образовании эвтектической смеси с 

ментолом помимо муравьиной кислоты также исследовали уксусную кислоту. Для выбора 

оптимальной кислоты провели следующий эксперимент. К двум пенициллиновым 

флаконам с 5 мл водного раствора с концентрацией аналитов 250 мкг/л каждого и 

концентрацией карбоната натрия 1,0 моль/л в каждом флаконе добавили два типа 

эатектической смеси. В первый флакон внесли 0,2 г эвтектической смеси состава 

ментол/муравьиная кислота 40:1 мол.:мол., а в другой флакон добавили ту же массу ГЭР 

в таком же мольном соотношении компонентов, но вместо муравьиной кислоты была 

использована уксусная кислота в качестве донора водородной связи. Далее дождались 

прекращения выделения углекислого газа и разделения фаз. Флаконы поместили в 

холодильник на 5 мин при 0 °C для затвердевания ментола. Твердую фазу ментола 

прокалывали иглой шприца, а водную фазу образца удаляли из флакона. Затем 

ментоловую фазу растворяли в 100 мкл метанола, и полученный раствор фильтровали 

через одноразовый шприц-фильтр (0,45 мкм) для последующего ВЭЖХ-МС/МС анализа. 

30

40

50

60

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

5 10 15 20 30

П
л

о
щ

а
д
ь
 п

и
к
а

Время экстракции, мин

Экстракция кетопрофена



53 

 

Провели по три параллельных анализа. Результаты представлены на рис. 11. Из данной 

диаграммы видно, что муравьиная кислота обеспечивает наилучшее извлечение аналитов, 

чем уксусная кислота. Для этого есть несколько причин. Во-первых, муравьиная кислота 

является более сильной кислотой, чем уксусная: pKaHCOOH=3,75 против pKaAcOH=4,76. Как 

следствие, это обеспечивает большее образование углекислого газа, тем самым 

происходит более интенсивнее диспергирование в фазу ментола. Во-вторых, количество 

моль обеих кислот в фазе ГЭР было рассчитано таким образом, чтобы количество 

формиата/ацетата натрия, образующегося в ходе реакции с 1,0 моль карбонатом натрия, 

образовывало с оставшимся количеством непрореагировавшей кислоты соответствующий 

формиатный/ацетатный буферный раствор с pH близким к значениям в интервале 3-4. 

Данное значение pH необходимо для количественного перевода аналита в молекулярную 

форму (pKaдиклофенак=4,15; pKaкетопрофен=4,45) для ее дальнейшего in-situ образования 

эвтектической смеси с ментолом. В данном контексте по представленной диаграмме 

видно, что формиатный буферный раствор обеспечивает наилучшее извлечение аналитов, 

чем ацетатный.     

  

Рисунок 11. Влияние типа кислоты в качестве донора водородной связи в эвтектической 

смеси на извлечение аналитов из образцов говяжьей печени (масса образца — 500 мг; 

концентрация аналитов — 250 мкг/кг; концентрация Na2CO3 — 1,0 моль/л; температура 

экстракции — 60 °С; продолжительность экстракции — 30 мин; масса ментола — 200 

мг; время затвердевания ментола — 5 мин). n=3. 
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3.1.4. Влияние массы ментола 

 С одной стороны, масса экстрагента должна быть достаточной для эффективного 

извлечения целевых аналитов. С другой стороны, увеличение массы ментола может 

привести к значительному разбавлению, что скажется на величине аналитического 

сигнала. Таким образом, необходимо было подобрать необходимую массу ментола для 

достаточного извлечения и наилучшего концентрирования кетопрофена и диклофенака. 

Нами была проведена разработанная схема пробоподготовки на основе дисперсионной 

ЖЖМЭ с перемешиванием за счёт газовыделения в оптимальных условиях, но с 

различной массой ментола, которую варьировали от 50 до 200 мг с шагом в 50 мг. 

Количество параллельных измерений было равным 3. Результаты представлены на 

рисунке 12. На представленной диаграмме можно заметить, что наблюдается тенденция к 

уменьшению аналитического сигнала с ростом массы ментола, что связано с разбавлением 

аналитов в фазе ментола. Таким образом, наибольший аналитический сигнал наблюдается 

при массе ментола 50 мг. Однако из-за слишком высоких значений СКО для 50 мг ментола 

оптимальным значением массы ментола было выбрано 100 мг.  

 

Рисунок 12. Влияние массы ментола на извлечение диклофенака и кетопрофена из 

говяжьей печени (масса образца — 500 мг; концентрация аналитов — 250 мкг/кг; 

концентрация Na2CO3 — 1,0 моль/л, температура экстракции — 50 °С, 

продолжительность экстракции — 20 мин, донор водородной связи в ГЭР — муравьиная 

кислота; время затвердевания ментола — 5 мин). n=3. 
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3.1.5. Влияние времени затвердевания ментола 

 Низкая температура плавления ментола (≈40 °С) позволило упростить разделение 

фаз за счет его затвердевания. Для улучшения экспрессности разработанной методики 

было изучено влияние времени затвердевания фазы ментола на распределения аналитов в 

фазу ментола. Схему пробоподготовки проводили в оптимальных условиях с 

варьированием времени затвердевания ментола от 1 до 10 мин. Количество параллельных 

измерений было равным 3. Результаты представлены на рисунке 13. Как видно из 

представленной диаграммы 5 минут оказалось достаточным для эффективной экстракции 

аналитов в фазу ментола и дальнейшее увеличение времени кристаллизации ментола не 

приводит к значимому увеличению аналитического сигнала. 

  

Рисунок 13. Влияние времени затвердевания ментола на экстракцию аналитов в 

образующуюся in-situ фазу ГЭР (масса образца — 500 мг; концентрация аналитов — 250 

мкг/кг; концентрация Na2CO3 — 1,0 моль/л, температура экстракции — 50 °С, 

продолжительность экстракции — 20 мин, донор водородной связи в ГЭР — муравьиная 

кислота; масса ментола — 200 мг). n=3. 

3.2. Изучение мешающего влияния 

 Было изучено мешающее влияние компонентов, которые в значительных 

концентрациях могут присутствовать в говяжьей печени: рибофлавин (витамин B2), 

никотиновая кислота (витамин B3), фолиевая кислота (витамин B9) и кобаламин (витамин 
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B12) [12]. Вышеперечисленные вещества были добавлены в раствор аналитов с 

концентрацией 5 мкг/л таким образом, чтобы их концентрация в растворе была равной 20 

мг/л. Далее была проведена экстракция аналитов из раствора в фазу ментола по методике, 

описанной ранее, а экстракт проанализирован с помощью ВЭЖХ-МС/МС. На 

хроматограмме, представленной на рис. 14, можно увидеть, что помимо кетопрофена и 

диклофенака присутствует пик, отвечающий фолиевой кислоте. Таким образом, витамины 

группы B, которые в значительной степени могут присутствовать в образцах говяжьей 

печени не оказывают значительного мешающего влияния, поскольку в фазу ментола 

экстрагируется только фолиевая кислота, которая не оказывает мешающего влияния на 

хроматографическое детектирование аналитов.  

  

Рисунок 14. Хроматограмма смешанного раствора диклофенака и кетопрофена (5 мкг/л) 

с добавкой рибофлавина, никотиновой кислоты, фолиевой кислоты и кобаламина по 20 

мг/л каждого (концентрация Na2CO3 — 1,0 моль/л, температура экстракции — 50 °С, 

продолжительность экстракции — 20 мин, донор водородной связи в ГЭР — муравьиная 

кислота; масса ментола — 200 мг). 
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3.3. Аналитические характеристики 

 В оптимальных условиях была проведена серия экспериментов с целью 

установления следующих аналитических характеристик схемы анализа: диапазон 

определяемых концентраций, предел обнаружения, минимальная определяемая 

концентрация, степень извлечения и время анализа (табл. 9). 

 Для кетопрофена и диклофенака была приготовлена серия из 8 стандартных 

растворов с различной концентрацией. Каждый из данных растворов прошел все этапы 

разработанной схемы пробоподготовки и инжектирован в ВЭЖХ-МС/МС. Для каждого 

из растворов число параллельных измерений было равно 3. По полученным результатам 

были построены градуировочные зависимости, представленные на рис. 15-16. 

Полученный на основе соответствующей кривой диапазон определяемых концентраций 

был равен 0,9 – 750 мкг/кг для диклофенака и 0,3 – 500 мкг/кг для кетопрофена. 

Коэффициенты корреляции r составили 0,9970 и 0,9960 для диклофенака и кетопрофена, 

соответственно.  

 Для расчета предела обнаружения и минимальной определяемой концентрации 

аналитов провели серию экспериментов в оптимальных условиях с холостой пробой 

(деионизованная вода). По полученным хроматограммам в области tR±0,2 мин 

соответствующих аналитов было зарегистрировано по три шумовых сигнала. Предел 

обнаружения рассчитывался как 3 СКО флуктуаций фонового сигнала (критерий 3σ) и 

составил: 0,3 и 0,1 мкг/кг для диклофенака и кетопрофена, соответственно. Минимальная 

определяемая концентрация рассчитывалась как 10 СКО флуктуаций фонового сигнала 

(критерий 10σ) и составила: 0,9 и 0,3 мкг/кг для диклофенака и кетопрофена, 

соответственно. 

Таблица 9. Аналитические характеристики разработанной схемы анализа. 

параметр 
Аналит 

Диклофенак Кетопрофен 

Диапазон определяемых 

концентраций, мкг/кг 
0,9 – 750 0,3 – 500 

Предел обнаружения, 

мкг/кг 
0,3 0,1 
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Таблица 9. Аналитические характеристики разработанной схемы анализа 

(продолжение). 

параметр 
Аналит 

Диклофенак Кетопрофен 

Минимальная 

определяемая 

концентрация, мкг/кг 

0,9 0,3 

Степень извлечения, % 91±5 89±4 

Время пробоподготовки, 

мин 
30 

 

 

Рисунок 15. Градуировочная зависимость для ВЭЖХ-МС/МС определения диклофенака 

(концентрация Na2CO3 — 1,0 моль/л, температура экстракции — 50 °С, 

продолжительность экстракции — 20 мин, донор водородной связи в ГЭР — муравьиная 

кислота; масса ментола — 200 мг). 

y = 6,5782x + 47,81

r = 0,9970

0

1000

2000

3000

4000

5000

0 100 200 300 400 500 600 700

П
л

о
щ

а
д
ь
 п

и
к
а

Концентрация диклофенака, мкг/кг



59 

 

 

Рисунок 16. Градуировочная зависимость для ВЭЖХ-МС/МС определения кетопрофена 

(концентрация Na2CO3 — 1,0 моль/л, температура экстракции — 50 °С, 

продолжительность экстракции — 20 мин, донор водородной связи в ГЭР — муравьиная 

кислота; масса ментола — 200 мг). 

3.4. Проверка правильности методом сравнения 

 Разработанная схема анализа была применена для определения кетопрофена и 

диклофенака в реальных образцах говяжьей печени. Проверка правильности 

осуществлялась путем проведения анализа по методу сравнения [104]. К 1 г 

гомогенизированной говяжьей печени добавляли 5 мл водного раствора соляной кислоты 

концентрацией 0,25 моль/л и выдерживали смесь в течение 16 часов при комнатной 

температуре. Затем добавляли 500 мкл 0,3 моль/л раствора фосфата натрия и добавляли 

по каплям 2,0 моль/л раствор гидроксида натрия до установления pH равного 7. Смесь 

перемешивали в течение 5 минут и центрифугировали при 1699 ⨉ g в течение 10 мин. 

Супернатант отделяли и далее трижды проводили экстракцию аналитов в 4 мл 

этилацетата. Органические фазы объединяли и упаривали досуха в токе азоте при 50 °С. 

Сухой остаток растворяли в 100 мкл метанола и отфильтровывали через одноразовый 

шприц-фильтр (0,45 мкм) для последующего ВЭЖХ-МС/МС анализа.  

 Результаты, полученные при анализе трех образцов говяжьей печени с помощью 

двух методик, были сравнены с помощью F- и t-тестов и представлены в таблице 10. 

Полученные F-значения < 19 и t-значения < 2,78 указывают на то, что нет статистически 

значимого различия между результатами, полученными двумя методиками. Таким 

y = 7,4509x + 36,115

r = 0,9960
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образом, предложенная схема анализа применима для определения диклофенака и 

кетопрофена в говяжьей печени. 

Таблица 10. Результаты анализа образцов говяжьей печени с помощью разработанной и 

схемы анализа и схемы сравнения (n1=n2=3, P=0,95, Fкр = 19, tкр = 2,78). 

Образец НПВП 

Концентрация НПВП, мкг/кг 

t-тест F-тест 
Введено 

Разработанная 

методика 

Референтный 

метод 

Образец 

1 

Кетопрофен 
0 <ПО <ПО — — 

25 24,4±1,2 24,8±2,3 1,64 5 

Диклофенак 
0 <ПО <ПО — — 

25 27,1±2,3 23,4±2,2 2,42 3 

Образец 

2 

Кетопрофен 
0 <ПО <ПО — — 

50 47±3 52±3 1,79 2 

Диклофенак 
0 <ПО <ПО — — 

50 46±3 51,2±2,1 1,28 4 

Образец 

3 

Кетопрофен 
0 <ПО <ПО — — 

100 106±5 105,2±1,8 0,46 8 

Диклофенак 
0 <ПО <ПО — — 

100 97,0±1,8 101±3 0,73 3 

 

Выводы 

1. В работе продемонстрирована возможность использования эвтектических смесей 

для экстракции НПВП из сложных матриц.  

2. Показана возможность применения явления in-situ образования эвтектических 

смесей для экстракции кетопрофена и диклофенака из пищевых продуктов с 

последующим ВЭЖХ-МС/МС определением.  

3. Разработана и оптимизирована схема извлечения НПВП из говяжьей печени с 

последующим ВЭЖХ-МС/МС детектированием.  

4. Разработанная схема анализа проверена на реальных объектах. Правильность 

результатов подтверждена методом сравнения.   
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