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Морские биотоксины синтезируются
некоторыми микроводорослями. Они
способны накапливаться в организме
фильтрующих моллюсков (мидий, устриц,
гребешков). Употребление в пищу конта(
минированных биотоксинами моллюсков

приводит к серьезным отравлениям, в
ряде случаев завершающимся смертель(
ным исходом.

В моллюсках обнаруживают паралити(
ческие (сакситоксин и его аналоги), амне(
стические (домоевая кислота и ее изоме(
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В России отсутствуют подтвержденные на соответствие требованиям ЕС методики анализа содержания липо(
фильных биотоксинов в моллюсках, что затрудняет их экспорт. В работе подобраны условия жидкостного
обращено(фазового хроматографического разделения при использовании кислого буферного раствора в
качестве подвижной фазы и параметры тандемного масс(спектрометрического детектирования для 9 липо(
фильных биотоксинов: окадаиковой кислоты (ОА), динофизистоксинов 1 и 2 (DTX1 и 2), пектенотоксина 2
(РТХ2), ессотоксина (YTX), гомоессотоксина (homoYTX), азаспирацидов 1 – 3 (AZA1 – 3). Для ОА, РТХ2, YTX и
AZA1 проведено трехдневное валидационное исследование 54 образцов устриц, гребешков и мидий в соот(
ветствии с критериями Решения Комиссии 657/2002/ЕС при концентрациях, равных 0,5; 1 и 1,5 допустимым
уровням токсинов в тканях моллюсков. В исследованном диапазоне концентраций проявилась линейная зави(
симость отклика, восстановление составило 97 – 108 %, внутрилабораторная сходимость была ниже 8,5 %
для всех аналитов. Значения предела решения составили 174 мкг/кг для ОА, 170 мкг/кг для РТХ2, 1083 мкг/кг
для YTX, 170 мкг/кг для AZA1. По данным биотоксинам установлены пределы обнаружения и количественного
определения, значения расширенной неопределенности измерений. Методика обладает высокой чувстви(
тельностью и достаточной селективностью для раздельного детектирования изомерных ОА и DTX2. Показана
ее пригодность для рутинного лабораторного анализа липофильных морских биотоксинов. Ключевые слова:
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There are no any valid methods in Russia for the determination of lipophilic biotoxins in molluscs compliant with the Euro(
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mine isomeric OA and DTX2 separately. The suitability of procedure for routine analysis of lipophilic marine biotoxins was
shown. Key words: azaspiracids, validation, dinophysis toxins, high performance liquid chromatography, marine bioto(
xins, mass(spectrometry, okadaic acid, pectenotoxins, phycotoxins,  yessotoxins.
DOI:10.30896/0042(4846.2019.22.7.56(61



57

ры), диарейные и азаспирацидные (AZA)
токсины [18]. Последние 2 группы являются
липофильными соединениями. К числу
диарейных токсинов моллюсков относятся
окадаиковая кислота (ОА), ее изомеры и
гомологи – динофизистоксины (DTX), а
также отличающиеся по строению пектено(
токсины (PTX) и ессотоксины (YTX).

В странах Евросоюза согласно Регла(
менту (EC) № 853/2004 [17] допустимый
общий уровень содержания в 1 кг моллю(
сков и продуктов из них окадаиковой
кислоты, динофизистоксинов и пектено(
токсинов составляет 160 мкг эквивален(
тов окадаиковой кислоты, ессотоксинов –
1 мг эквивалентов ессотоксина, азаспи(
рацидов – 160 мкг эквивалентов аза(
спирацида. Регламент Комиссии (ЕU)
№ 786/2013 [9] увеличил разрешенную
предельно допустимую концентрацию
ессотоксинов до 3,75 мг/кг эквивален(
тов ессотоксина. Согласно Регламенту
Комиссии (EU) № 15/2011 [8] контролю
подлежат 13 липофильных биотоксинов:
OA, DTX1, DTX2, DTX3, PTX1, PTX2, YTX, 45(
OH(YTX, homoYTX, 45(OH(homoYTX, AZA1,
AZA2, AZA3. Эквивалентность токсичности
следует вычислять в соответствии с реко(
мендациями Европейского агентства по
безопасности пищевых продуктов (EFSA)
[6]. В России в соответствии с техническим
регламентом ТР ЕАЭС 040/2016 [4] среди
всех липофильных биотоксинов в моллю(
сках ограничено содержание только ОА до
уровня, не превышающего 160 мкг/кг.

Разработаны многочисленные методы
обнаружения и анализа биотоксинов,
включающие хроматографические, в т.ч. с
химической дериватизацией, иммуно(
ферментные и биопробы in vivo и in vitro
[5]. В соответствии с Регламентом Комис(
сии (EC) № 2074/2005 [10] в странах ЕС
официальным методом обнаружения био(
токсинов остаются испытания на мышах
или крысах [13]. К его недостаткам можно
отнести значительную вариабельность
результатов, низкий уровень детекции,
ограниченную специфичность, а также
неэтичность. 

Поэтому в соответствии с Регламен(
том Комиссии (ЕU) № 15/2011 [8] рефе(
рентным подтверждающим методом для

официального контроля признана высоко(
эффективная жидкостная хроматография с
трехквадрупольным масс(анализатором
(ВЭЖХ(МС/МС). Утвержденные в России
стандарты определения ОА [3] предусма(
тривают применение исключительно скри(
нингового иммуноферментного метода [2],
обладающего высокой перекрестной чув(
ствительностью к DTX.

При экспорте в страны ЕС отечествен(
ные производители и экспортеры сталки(
ваются с проблемой определения содер(
жания необходимого спектра липофиль(
ных биотоксинов в моллюсках и продук(
ции из них.

Цель работы – разработка и валидация
методики одновременного определения
липофильных биотоксинов в моллюсках.

Материалы и методы. Для ВЭЖХ
использовали ацетонитрил (PanReac, Испа(
ния), метанол (J.T. Baker, Нидерланды),
муравьиную кислоту (>98 %; Fluka, Герма(
ния) и формиат аммония (>99,0 %; Fluka,
Германия). Деионизированную воду полу(
чали в системе Milli(Q (Millipore, США). Стан(
дартами служили ОА О9381(25UG (>95 %;
Sigma(Aldrich, Германия) и сертифициро(
ванные аттестованные референтные образ(
цы токсинов (NRC, Канада): CRM(AZA1 (1,24
мкг/мл), CRM(AZA2(b (1,22 мкг/мл), CRM(
AZA3 (1,04 мкг/мл), CRM(DTX1(b (8,51
мкг/мл), CRM(DTX2(b (3,78 мкг/мл), CRM(
PTX2 (8,60 мкг/мл), CRM(YTX (5,30 мкг/мл),
CRM(hYTX (5,80 мкг/мл).

Анализы проводили с помощью жидко(
стного хромато(масс(спектрометра с
тройным квадруполем Bruker EVOQ Qube
(Германия). Для пробоподготовки приме(
няли ножевую мельницу Knifetec 1095
(FOSS, Дания), встряхиватель Вортекс V3
(ELMI, Латвия), центрифугу Eppendorf
5810 R (Германия), одноканальные доза(
торы Eppendorf Research Plus (Германия),
шприцевые мембранные ПТФЭ филь(
трующие насадки с размером пор 0,45
мкм OlimPeak (Teknokroma, Испания).
Раковины моллюсков тщательно промы(
вали проточной водой, затем в щель
между створками вводили нож, перерезая
мышцы(замыкатели. Приоткрыв одну из
створок, внутренность промывали водой
и отделяли ножом тело моллюска от дру(
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гой створки. Навеску (100 г) моллюсков
помещали на 5 мин на сито для стекания
воды. Ткань перемалывали в мельнице.
Навеску (1,00±0,01 г) гомогенизата пере(
носили в центрифужную пробирку. При
проведении валидационных исследова(
ний перед экстракцией к ней добавляли 1
мл одного из стандартных растворов
смеси 4 токсинов в метаноле (ОА, РТХ2 и
AZA1 в концентрациях 80, 160 и 240 нг/мл,
YTX – 0,5; 1 и 1,5 мкг/мл) и тщательно
перемешивали. К образцу вносили 4,5 мл
метанола и гомогенизировали на вортек(
се в течение 3 мин на максимальной ско(
рости. После центрифугирования при
4000 об/мин в течение 10 мин и 20 0С
надосадочную жидкость переносили в
мерную колбу объемом 10 мл. Повторяли
экстракцию осадка 4,5 мл метанола.
После центрифугирования при 4000
об/мин в течение 10 мин и 20 0С надоса(
дочную жидкость отделяли, оба экстракта
объединяли и доводили конечный объем
до 10 мл метанолом. Полученный
экстракт фильтровали через мембранный
ПТФЭ фильтр и вводили в хроматографи(
ческую систему.

Для приготовления подвижной фазы А
(5 мМ формиата аммония и 13,3 мМ мура(
вьиной кислоты в воде) 0,315 г формиата
аммония и 0,5 мл муравьиной кислоты
растворяли в 1 л воды; а подвижной фазы
В (90 % ацетонитрила, 10 % метанола с 5
мМ формиата аммония и 13,3 мМ мура(
вьиной кислоты) – в смеси 100 мл метано(
ла и 900 мл ацетонитрила.

Стандартные растворы готовили сле(
дующим образом. Образец ОА (25 мкг)
растворяли в 3 мл метанола, получая
исходный раствор с концентрацией 8,33
мкг/мл. Необходимое количество исход(
ного раствора ОА и сертифицированных
стандартных растворов других токсинов с
известными концентрациями разводили
метанолом, получая стандартные раство(
ры для добавки к холостым образцам,
содержавшим 80; 160; 240 нг/мл ОА,
РТХ2, AZA1 и 0,5; 1,0; 1,5 мкг/мл YTX, или
холостым экстрактам моллюсков, получая
серию матричных градуировочных
растворов с концентрациями 2; 4; 8; 16;
24; 32 нг/мл ОА, РТХ2, AZA1 и 12,5; 25;

50; 100; 150; 200 нг/мл YTX, что соответ(
ствует содержанию аналитов в матрице
0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 допустимого
уровня (ДУ).

Хроматографическое разделение осу(
ществляли в колонке с обращенно(фазо(
вым сорбентом Acclaim 120 C18 (размер
частиц 3 мкм; Thermo Fisher Scientific,
США) длиной 50 мм и внутренним диамет(
ром 2,1 мм при 40 0С, объемной скорости
потока подвижной фазы 0,3 мл/мин,
объеме вводимой пробы 20 мкл. Исполь(
зовали режим градиентного элюирова(
ния: 0 мин 10 % фазы В, 4 – 6 мин 80 %
фазы В, 6,5 – 9 мин 10 % фазы В.

Аналиты детектировали в условиях
ионизации электроспреем с напряже(
нием на капилляре 4000 В при положи(
тельной (ESI+) и 3000 В при отрицательной
(ESI–) ионизации. Температура конуса и
нагревателя осушающего газа составляла
200 и 300 0С. Энергию соударений опти(
мизировали для каждого токсина.

Результаты исследований и обсуж�

дение. Для анализа липофильных мор(
ских биотоксинов в моллюсках имеется
два основных варианта ВЭЖХ(МС: с
кислой [15] или щелочной [12] подвижной
фазой. Поскольку в нашей лаборатории
для рутинного анализа остатков и конта(
минантов токсинов традиционно исполь(
зуют кислую подвижную фазу, мы сосре(
доточились на разработке методики для
тех же условий. Существует ЕС(гармони(
зированная стандартная операционная
процедура для определения липофиль(
ных морских биотоксинов в моллюсках
методом ВЭЖХ(МС/МС [14], но в ней не
уточняются методы МС(детектирования.
При этом результаты МС(анализа чрезвы(
чайно чувствительны к методу МС(детек(
тирования, используемому для количе(
ственного определения [16]. В зависимо(
сти от последнего содержание, например
окадаиковой кислоты, может увеличи(
ваться на 42 % или уменьшаться на 40 %
по сравнению с действительным значени(
ем. На результат также влияет количество
регистрируемых MRM(переходов (и соот(
ветственно количество одновременно
определяемых токсинов), а также марка
ацетонитрила в составе подвижной фазы.
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Эти параметры не отражены в референт(
ном методе [14]. Приведенный пример
показывает, что метод может давать
существенные ошибки при определении
концентрации токсинов в образцах [16].

Поэтому в режиме сканирования
ионов(продуктов мы самостоятельно
подобрали по 2 перехода фрагментации
для каждого токсина с наиболее интен(
сивными сигналами, а также оптимизиро(
вали значения энергии соударений (табл.
1), соответствующие каждому переходу,
изменяя их от 10 до 70 В с шагом 5 В. Во

всех случаях сигнал первого перехода
использовали для количественного опре(
деления аналитов. Несмотря на рекомен(
дацию регистрировать ОА и DTX в режиме
отрицательной ионизации [11, 14], мы не
добились появления сигналов этих
веществ при сканировании; ожидаемый
характерный сигнал иона [M(H] отсут(
ствовал. Также при анализе на наличие
ОА, DTX и РТХ в режиме положительной
ионизации мы не детектировали ионов
[M+Na]+ и соответствующих им осколков,
рекомендуемых для регистрации [11, 14].
Напротив, ионные переходы [M+NH4]+>[M+Н+(
4H2O]+ для ОА и DTX и [M+NH4]+>[M+H(2H2O]+

для РТХ обладали наибольшей интенсивно(
стью сигналов.

Поскольку изомерные ОА и DTX2 нераз(
личимы для масс(спектрометрии, подоб(
рали оптимальные условия для их хрома(
тографического разделения (табл. 2).

Не все стандарты контролируемых в
ЕС биотоксинов в настоящее время ком(
мерчески доступны, хотя их ассортимент
со временем расширяется. Поэтому гар(
монизированная в ЕС стандартная опера(
ционная процедура [14] предполагает
допустимым считать факторы отклика для
аналогичных токсинов одинаковыми и

Таблица 1 

Значения фактора эквивалентности

токсичности липофильных биотоксинов

Аналог Фактор 
Группа токсинов эквивалентности 

токсичности
ОА (эквиваленты ОА) ОА 1

DTX1 1
DTX2 0,6

AZA (эквиваленты AZA) AZA1 1
AZA2 1,8
AZA3 1,4

YTX (эквиваленты YTX) YTX 1
homoYTX 1

45(OH(YTX 1
45(OH(homoYTX 0,5

РТХ (эквиваленты РТХ) РТХ1 1
РТХ2 1

Таблица 2

Условия детектирования, фрагментация ионов биотоксинов,

относительная интенсивность сигналов (Iотн.), время удерживания аналитов (ττ) 

и линейность калибровочных зависимостей (R2)

Соединение Режим Энергия Ионы( Дочерние ионы,
ионизации соуда( предшест( m/z Iотн., % τ, мин R2

рений венники, m/z
OA ESI+ 20 822,5 [M+NH4]+ 733,5 [M+Н+(4H2O]+ 100 4,51 0,995

ESI+ 30 822,5 267,1 44
DTX1 ESI+ 20 836,5 [M+NH4]+ 747,2 [M+Н+(4H2O]+ 100 5,18 0,998

ESI+ 30 836,5 823,2 40
DTX2 ESI+ 20 822,5 [M+NH4]+ 733,5 [M+Н+(4H2O]+ 100 4,70 0,995

ESI+ 30 822,5 267,1 40
PTX2 ESI+ 20 876,6 [M+NH4]+ 823,0 [M+H(2H2O]+ 100 4,81 0,997

ESI+ 20 876,6 805,0 55
YTX ESI– 30 1141,5 [M(H]– 1061,3 [M(SO3H]– 100 4,90 0,998

ESI– 60 1141,5 855,5 30
homoYTX ESI– 30 1155,5 [M(H]– 1075,5 [M(SO3H]– 100 4,86 >0,999

ESI– 60 1155,5 869,5 30
AZA1 ESI+ 30 842,5 [M+H]+ 824,5 [M+H(H2O]+ 100 5,33 0,991

ESI+ 40 842,5 806,5 15
AZA2 ESI+ 30 856,5 [M+H]+ 838,5 [M+H(H2O]+ 100 5,53 0,997

ESI+ 40 856,5 820,5 15
AZA3 ESI+ 30 828,5 [M+H]+ 810,5 [M+H(H2O]+ 100 4,92 0,997

ESI+ 40 828,5 792,5 15
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использовать ОА для непрямой количе(
ственной оценки содержания DTX1 и
DTX2, РТХ2 – для РТХ1, AZA1 – для AZA2
и AZA3, YTX – для homoYTX, 45(OH(YTX и
45(OH(homoYTX. Предлагается исполь(
зовать те же условия детектирования с
регистрацией MRM(переходов для
гомологичных или гидроксилированных
ионов схожих токсинов.

Разработанную методику валидирова(
ли в соответствии с рекомендациями
Решения Комиссии 2002/657/ЕС [7].

Для оценки специфичности метода
исследовали 20 холостых образцов мол(
люсков, при этом на хроматограммах
отсутствовали пики, интерферирующие с
пиками аналитов.

С целью компенсации матричных
эффектов калибровочные растворы стан(
дартов готовили, используя холостой
экстракт ткани моллюсков. Линейность
калибровочной зависимости определяли по
площади пиков аналитов на хроматограм(
мах серии из 6 матричных градуировочных
растворов с концентрациями 2; 4; 8; 16; 24;
32 мкг/мл ОА, РТХ2 и AZA1 и 12,5; 25; 50;
100; 150; 200 мкг/мл YTX, что соответствует
содержанию аналитов в матрице 0,125;
0,25; 0,5; 1; 1,5; 2 ДУ. Все зависимости в
исследованных диапазонах имели линей(
ный характер с коэффициентами корреля(
ции (R2) от 0,991 до >0,999.

К гомогенату тканей моллюсков добав(
ляли 0,5; 1,0 и 1,5 ДУ смеси OA, AZA1,
PTX2 и YTX. Брали по 6 образцов с каждой
концентрацией этих токсинов. Экспери(
менты проводили в течение 3 дней с раз(
личными видами моллюсков: в 1(й день
устрицы Crassostrea gigas, во 2(й день
гребешки Mizuhopecten yessoensis, в 3(й
день мидии Mytilis edulis, свободными от
токсинов. Определяли восстановление
аналитов и рассчитывали его выборочное
стандартное отклонение (SD) (табл. 3).
Диапазон восстановления составил 97 –
108 % с относительным стандартным
отклонением (RSD) менее 8,5 % для всех
токсинов. В соответствии с Решением
Комиссии 657/2002/EC [7] для аналитов с
концентрацией >10 мкг/кг восстановле(
ние должно находиться в пределах 80 –
110 %, а внутрилабораторный коэффици(

ент вариации, рассчитанный по уравне(
нию Хорвитца [7], не может превышать 16 %
для 1000 и 21 % для 160 мкг/кг аналита.

Предел разрешения (ССα) для вероятно(
сти ошибки α=5 % (табл. 4) рассчитали по
уравнению: ССα=ДУ+1,64SD, где 1,64 –
одностороннее t(значение для Р=0,05. Если
концентрация токсина в образце равна
или превышает ССα, то с вероятностью 1
– α, т.е. 95 %, можно считать значение ДУ
повышенным, а образец несоответствую(
щим нормативным требованиям.

Для ОА, РТХ2, DTX2 и AZA1 рассчитали
значения расширенной неопределенно(
сти (U) при коэффициенте охвата k=2 для
концентраций, соответствующих ДУ,
согласно руководству ИСО/МЭК 98(
3:2008 [1] с учетом неопределенностей
концентраций стандартных растворов
аналитов, указанных в сертификатах. Это

Таблица 3

Суммарные значения восстановления ОА,

РТХ2, YTX и AZA1 из моллюсков 

с добавлением аналитов (n=18)

Соединение Уровень Восстанов(
добавки, ление, % SD, % RSD, %

мкг/кг
ОА 80 108 9,7 8,5

160 102 6,5 6,3
240 102 5,9 5,7

РТХ2 80 108 7,2 6,7
160 105 5,1 4,9
240 97 7,4 7,7

YTX 500 105 8,6 8,2
1000 105 6,4 6,0
1500 102 7,3 7,2

AZA1 80 104 8,7 8,4
160 100 5,2 5,2
240 100 4,5 4,5

Таблица 4

Значения ДУ, пределов решения,

обнаружения, количественного определения

и расширенной неопределенности 

для ОА, РТХ2, YTX и AZA1

Соеди( ДУ, Предел Предел Предел Расши(
нение мкг/кг решения, обнару( количест( ренная 

мкг/кг жения, венного неопреде(
пг/мкл опреде( ленность,

ления, %
пг/мкл

ОА 160 174 0,62 2,06 10
РТХ2 160 170 0,05 0,17 20
YTX 1000* 1083 1,85 6,15 20
AZA1 160 170 0,03 0,09 20

*В 2013 г. значение увеличено до 3750 мкг/кг [9].
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следует учитывать при изменении серии
стандарта. Также в области элюирования
аналитов измерили значение сигнала
шума (N) холостых образцов и определи(
ли пределы обнаружения и количествен(
ного определения токсинов соответ(
ственно как 3N и 10N (см. таблицу 4). Наи(
меньшее значение предела обнаружения
(0,03 пг/мкл, что соответствует его содер(
жанию 0,3 мкг/кг пробы) получили для
AZA1, наибольшее (1,85 пг/мкл, эквива(
лентное 18,5 мкг/кг пробы) – для YTX. 

Заключение. Разработана методика
одновременного совместного определе(
ния липофильных биотоксинов в моллю(
сках. Подобраны хроматографические
условия, позволяющие селективно выяв(
лять изомерные токсины ОА и DTX2. Для
ОА, РТХ2, YTX и AZA1 проведена валида(
ция в соответствии с требованиями Реше(
ния Комиссии 657/2002/ЕС. Показано,
что селективность, степень извлечения
(97 – 108 %), внутрилабораторная сходи(
мость (<8,5 %) и линейность (R2>0,98) в
диапазоне исследованных концентраций
(2 – 32 мкг/мл ОА, РТХ2 и AZA1, 12,5 – 200
мкг/мл YTX) соответствуют валидацион(
ным критериям Решения 657/2002/ЕС.
Установлены пределы решения, обнару(
жения и количественного определения,
рассчитаны значения расширенной не(
определенности. 
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