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В обзоре рассмотрены основные современные методы определения жирных кислот (ЖК) в биоло-
гических объектах, а также менее распространенные, но перспективные методы. Описываются и
сравниваются преимущества, недостатки и перспективы этих методов. Особое внимание уделено
особенностям подготовки биологических образцов, таким как экстракция липидов и дериватиза-
ция жирных кислот. Рассматриваются методические аспекты определения жирных кислот методами
газовой хроматографии (ГХ) и высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), особенно-
сти использования различных типов неподвижных фаз используемых для хроматографического разде-
ления ЖК. Проанализированы возможности использования капиллярного электрофореза (КЭ) и
спектроскопии ядерного магнитного резонанса (ЯМР) для анализа жирных кислот, особые требова-
ния и ограничения этих методов при работе с биоматериалом.
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Жирные кислоты (ЖК) – ациклические одно-
основные карбоновые кислоты, содержащиеся в
жирах, маслах и восках биологического проис-
хождения. В организме человека ЖК присутству-
ют в основном в виде продуктов этерификации,
представленных триглицеридами, фосфолипида-
ми и эфирами холестерина [1]. ЖК, как правило,
содержат неразветвленную цепь из атомов угле-
рода С4-С24, (включая углерод карбоксильной
группы) и могут быть как насыщенными, так и
ненасыщенными. Разветвленные жирные кисло-
ты по сравнению с жирными кислотами с нераз-
ветвленной цепью в составе липидов растений и
животных встречаются реже. В бактериях доволь-
но часто встречаются монометил-разветвленные
жирные кислоты [2].

По степени ненасыщенности ЖК подразделя-
ют на насыщенные, в которых отсутствуют крат-
ные связи, мононенасыщенные, содержащие од-
ну двойную связь, и полиненасыщенные, в струк-
туре которых содержится две и более кратные
связи [3].

Ряд полиненасыщенных жирных кислот
(ПНЖК), необходимых животным и человеку,
но которые не образуются в ходе биосинтеза в
их организмах, относят к незаменимым. К ним

относятся 18-атомные кислоты семейств n-6 и n-
3 (омега-6 и омега-3): линолевая кислота с двумя
двойными связями 18:2n-6 и альфа-линоленовая
кислота с тремя двойными связями 18:3n-3 [4].

Биологическая роль ЖК заключается в их уча-
стии в формировании клеточных мембран, внутри-
клеточных структур и органелл, а также в энергети-
ческом обмене. Помимо этого, они участвуют в
синтезе биологически активных соединений, таких
как эйкозаноиды [5].

Изучение содержания ЖК и их метаболических
профилей важно для лабораторно-клинической
диагностики [6]. Например, изучение маркеров
метаболизма ЖК применяется в диагностике рис-
ков развития сердечно-сосудистых заболеваний и
метаболического синдрома. Масштабные клини-
ческие и эпидемиологические исследования боль-
ших групп пациентов (более десяти тысяч чело-
век) показали, что повышенное потребление
омега-3 ПНЖК существенно снижает риск сер-
дечно-сосудистых заболеваний у здоровых людей
и на 35% снижает смертность среди людей, пере-
несших эти заболевания [7]. По современным
представлениям влияние эйкозапентаеновой
кислоты на сердечно-сосудистую систему связа-
но с действием ее производных – эйкозаноидов,
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которые являются ингибиторами тромбообразо-
вания, способствуют расширению просвета со-
судов, участвуют в регуляции иммунного ответа
[8–10]. Возможные механизмы кардиопротектор-
ных эффектов омега-3 ПНЖК заключаются в по-
нижении уровней триглицеридов, ослаблении
аритмий, снижении кровяного давления, предот-
вращении агрегации кровяных телец [11, 12].

Многие исследования связывают аномалии в
метаболизме ЖК с развитием некоторых видов
онкологических заболеваний. Однако общие тен-
денции изменений липидных профилей плазмы
крови у больных имеют ряд противоречий, что
связано с различием в механизмах синтеза и ис-
пользования липидов при различных разновид-
ностях раковых заболеваний [13, 14].

Нарушение нормальных процессов метаболиз-
ма ЖК может являться причиной хронических
нервно-мышечных заболеваний, которые могут
сопровождаться тяжелыми осложнениями, в том
числе со смертельным исходом, включая миопа-
тию, прогрессивную кардиомиопатию, рецидиви-
рующую энцефалопатию и т.д.

В эпидемиологических исследованиях уста-
новлена прямая корреляция между недостаточ-
ной обеспеченностью омега-3 ПНЖК и развити-
ем психических и нейродегенеративных заболе-
ваний. Несмотря на то, что в настоящее время не
найдено средств лечения одного из самых рас-
пространённых видов деменции – болезни Альц-
геймера [7, 15], имеются достоверные данные,
свидетельствующие о возможности снижения
риска развития и даже замедления развития этого
заболевания при дополнительном употреблении
докозагексаеновой кислоты [16].

Чтобы раскрыть биологическую значимость
ЖК в заболеваниях, необходимо дополнительное
изучение роли и механизмов их метаболизма, со-
вершенствование методик их количественного
определения в биологических образцах, что поз-
волит внести значительный вклад в практику ла-
бораторно-клинической диагностики. Разработ-
ка и совершенствование надежных процедур
определения ЖК в свободных и этерифициро-
ванных формах позволит усовершенствовать ме-
тоды диагностики метаболического синдрома,
наследственных и онкологических заболеваний,
а также осуществить выявление отклонений у лю-
дей, находящихся в зоне риска на ранней стадии.

Изучение содержания ЖК в биологических
объектах является сложной аналитической зада-
чей из-за большого разнообразия веществ, в со-
став которых входят ЖК, и из-за сложного харак-
тера матрицы (посторонних компонентов образ-
ца). В настоящее время в основном используются
хроматографические методы: газовая хроматогра-
фия (ГХ), высокоэффективная жидкостная хрома-
тография (ВЭЖХ), сверхкритическая флюидная

хроматография (СФХ), а также комбинированные
методы – масс-спектрометрия в сочетании с раз-
личными способами разделения, спектроскопия
ядерного магнитного резонанса (ЯМР-спектро-
скопия) [17–19].

Газовая хроматография. Среди инструменталь-
ных методов анализа ЖК наиболее распростра-
ненным является ГХ с тем или иным способом де-
тектирования. Наиболее часто используется пла-
менно-ионизационный детектор. Его основными
преимуществами являются низкие пределы обна-
ружения (на уровне нг/мл) и широкий линейный
диапазон [20].

Исторически это был первый хроматографи-
ческий метод, использованный для анализа ЖК
[17]. Известно, что основные требования, предъ-
являемые к аналитам при использовании этого
метода разделения, – летучесть, термостабиль-
ность и инертность. Поскольку ЖК характеризу-
ются термолабильностью, низкой летучестью,
наличием полярных функциональных групп, а
также легко поддаются полимеризации и дегид-
ратации [1, 21, 22], что препятствует их прямому
качественному и количественному определению
методами ГХ [23]. Такие свойства обуславливают
необходимость проведения предварительной де-
риватизации перед проведением анализа. Дери-
ватизация позволяет повысить летучесть ЖК, а
также улучшает эффективность их разделения и
повышает чувствительность определения [24]. В
литературе описано множество подходов к дери-
ватизации ЖК. Чаще всего легколетучие произ-
водные ЖК получают путем одностадийной кис-
лотной или щелочной переэтерификации.

Кислотно-катализируемые реакции. В случае
кислотно-катализируемых реакций переэтерифи-
кации в прошлом широкое распространение полу-
чило использование растворов соляной (HCl) или
серной (H2SO4) кислот в спиртах [25]. Обычно при-
меняют 2–10% растворы в метаноле (CH3OH). Од-
нако в современной практике чаще используют
различные кислоты Льюиса: например, фторид
бора (BF3) и хлорид алюминия (AlCl3) [26, 27].
Общая схема кислотно-катализируемых реакций
дериватизации липидов представлена на рис. 1а.

Применение трифторида бора для определе-
ния ЖК описано еще в 1964 г. [28]. В настоящее
время есть множество данных о применении BF3
при анализе биологических образцов, в том числе
для трансметилирования липидов в плазме крови
человека [29], эритроцитах и сыворотке крови
[23, 30], мышечной ткани коров и овец [31, 32],
печени рыб [33], бактериях [34]. BF3 в метаноле
позволяет конвертировать кислоты всех классов
липидов (включая свободные ЖК) в метиловые
эфиры [27]. Дериватизация проводится при 100°С.
Этерификация свободных ЖК в таких условиях
происходит за 2 мин, переэтерификация фосфоли-
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пидов – за 10 мин. Более длительного времени
требует переэтерификация триглицеридов и сфиг-
номиелина – 30 и 90 мин соответственно [28]. Вы-
ход реакции этерификации, выполненной таким
образом для биологических объектов, достигает
99% [28, 35]. Применение BF3 для анализа ПНЖК
плазмы крови и мембран эритроцитов описано в
работе Вогнилда [36]. Экстракцию липидов про-
водили по методу Фолча (смесью хлороформа и
метанола). Применение трифторида бора для эте-
рификации свободных ЖК, полярных эфиров и
триглицеридов возможно в комбинации с гидрок-
сидом натрия. Метод продемонстрировал высокую
эффективность при анализе общего содержания
ЖК в плазме крови человека и тканях печени кры-
сы. Эффективность этерификации превышает 85%
для всех классов липидов [26]. Полученные метило-
вые эфиры экстрагируют с использованием н-гек-
сана (или н-пентана) с последующей промывкой
водой. Однако, такой способ является достаточно
жестким. В целях предотвращения окисления не-
насыщенных ЖК реакцию проводят в присут-
ствии антиоксидантов.

В современной практике анализа ПНЖК в ка-
честве антиоксиданта часто используется 2,6-дит-
ретбутил-4-метилфенол (бутилгидрокситолуол
или BHT). Одним из недостатков метода является
ограничение по срокам и условиям хранения рас-
твора фторида бора [22]. Фторид бора способен ре-
агировать с холестерином с образованием мети-
лового эфира, который мешает дальнейшему
анализу компонентов. Необходимо отметить, что
используемый в качестве антиоксиданта BHT, яв-
ляется весьма токсичным веществом и обладает
ярко выраженным канцерогенным действием [37]. 

Хлорид алюминия (AlCl3) также используют
при определении жирнокислотного состава ли-
пидов. Этот реагент может быть использован для
прямого метилирования (без предварительной
экстракции жиров). По способности переэтери-
фикации AlCl3 сравним с фторидом бора. Пре-
имуществом метода является меньшее содержа-
ние мешающих хроматографическому анализу
продуктов. Недостаток – неспособность метили-
ровать свободные ЖК [25].

Для прямого метилирования возможно также
применение ацетилхлорида (CH3COCl). Его до-
бавляют в пробу без предварительной подготовки
с последующей экстракцией метиловых эфиров
н-гексаном или н-пентаном. Система метанол-
ацетилхлорид применима для дериватизации ши-
рокого спектра липидов, при этом ацетилхлорид
отличается более высокой эффективностью де-
риватизации по сравнению с соляной кислотой и
фторидом бора [38].

Растворы соляной или серной кислот в мета-
ноле, как и BF3, быстро метилируют свободные
ЖК и могут быть использованы для переэтерифи-
кации всех классов липидов, содержащихся в
биологическом материале, в том числе, напри-
мер, в плазме крови человека [39, 40], мышцах и
печени животных [41]. Реакцию обычно проводят
при 60–70°С в течение часа.

Одним из общих недостатков кислотных ката-
лизаторов является способность конвертировать
плазмалогены, присутствующие в биологических
образцах, в диметилацетали, которые могут за-
труднять хроматографическое разделение мети-
ловых эфиров ЖК [42]. Следует отметить, что ди-
метилацетали можно отличить от жирных кислот

Рис. 1. Общая схема кислотно- (а) и основно-катализируемых (б) реакций дериватизации липидов [18].
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по масс-спектрам, поэтому их присутствие не ме-
шает анализу при использовании масс-спектро-
метрического детектирования.

Основно-катализируемые реакции. Эти реак-
ции (рис. 1б) проходят в более мягких условиях.
Наиболее часто применяемыми способами дери-
ватизации являются получение алкильных произ-
водных (метиловых, этиловых и изопропиловых) в
результате взаимодействия растворов алкоголятов
щелочных металлов в соответствующих спиртах.
Классическим и наиболее распространенным спо-
собом в клинической практике, микробиологии и
анализе пищевых продуктов является метилиро-
вание [40, 43].

Для щелочного трансметилирования наиболее
часто используют растворы метилата натрия
(CH3ONa) или гидроксида калия (KOH) в мета-
ноле. Реакция с метилатом происходит достаточ-
но быстро даже при комнатной температуре, по-
этому нет необходимости в использовании анти-
оксидантов [31]. Особенностью этого основно-
катализируемого метода дериватизации является
отсутствие модификации свободных кислот и
сфинголипидов в метиловые эфиры. Тем не менее,
CH3ONa эффективно используется для трансме-
тилирования липидов крови человека и мышеч-
ной ткани [31, 44]. Применение раствора KOH в
метаноле для трансметилирования липидов
предотвращает реакции изомеризации двойных
связей в молекулах ненасыщенных кислот и об-
разование метокси-артефактов [45, 46]. В обоих
случаях не происходит высвобождение диметил-
ацеталей из плазмалогенов, которые могут поме-
шать хроматографическому определению.

Реже для щелочной этерификации используют
производные аммония, например гидроксид тет-
раметиламмония (TMAH), гидроксид триметил-
фениламмония (TMPAH) и др. [47]. Связанные
ЖК переходят в соли аммония, которые подвер-
гаются пиролизу с получением метиловых эфиров
в испарителе газового хроматографа. Преимуще-
ство этого способа заключается в том, что реакция
проводится при комнатной температуре, в одну
стадию без предварительной экстракции [48].

Известны способы метилирования ЖК с ис-
пользованием диазометана (рис. 2) и алкилхлор-
формиатов [49]. Для метилирования ЖК может
быть использован йодметан (CH3I). Этот метод
был применен для определения состава сфинго-
липидов [50] и свободных ЖК в мозговой ткани.
Кроме получения метильных производных ли-
пидных соединений применяют этерификацию
до этил-, пропил-, изопропил-, бутил- и изобу-
тилпроизводных [51].

Описаны методы этерификации ЖК до мети-
ловых эфиров непосредственно в биоматериале
(плазме крови, эритроцитах, тканях) без предва-
рительной экстракции липидной фракции [30]. В

этом случае не требуются такие стадии пробопод-
готовки, как, например, отгонка растворителя
или центрифугирование, что позволяет избежать
потерь в определяемых компонентах и значитель-
но сократить время анализа. Производные, полу-
ченные после экстракции н-гексаном (или н-пен-
таном) и промывки водой, подвергают хромато-
графическому анализу.

В некоторых исследованиях приведены мето-
ды построения метаболических профилей ЖК с
последовательным применением разных дерива-
тизирующих агентов [52].

В целом, одним из главных недостатков мети-
лирования является относительно длительное
время реакции и высокая температура, что может
способствовать изменению структуры определяе-
мых кислот.

Разделение производных ЖК обычно прово-
дят на капиллярных колонках с неподвижной фа-
зой разной степени полярности. Среди неполяр-
ных неподвижных фаз распространены диметил-
полисилоксан и фенилметилполисилоксан. Часто
для анализа метиловых эфиров жирных кислот
(МЭЖК) используются полярные капиллярные
колонки с неподвижной фазой на основе полиэти-
ленгликоля (ПЭГ) [18]. Это связано с тем, что ка-
пиллярные колонки с ПЭГ эффективно разделя-
ют эфиры с изомерией углеродного скелета и
кратных связей. Наиболее серьезным ограниче-
нием для ПЭГ-фазы является низкая разрешаю-
щая способность для пространственных изоме-
ров, которые элюируются одновременно. Таким
образом, эти колонки не пригодны, если требует-
ся разделение специфичных цис-, транс-изоме-
ров ЖК при использовании пламенно-ионизаци-
онного детектора. Дополнительную эффектив-
ность могут обеспечить капиллярные колонки с
высокополярной (например, цианополисилокса-
новой) неподвижной фазой. Методика определе-
ния МЭЖК c использованием капиллярной ко-
лонки с цианопропильным покрытием предло-
жена специалистами по ГХ компании “Agilent
Technologies” (США). Методика позволила про-
вести полное разделение 37-компонентной стан-
дартной смеси МЭЖК, а использование водорода
в качестве газа носителя позволило сократить
время анализа до 18 мин [53].

Информацию о химической структуре анали-
зируемых ЖК получают с помощью масс-спек-

Рис. 2. Дериватизация жирных кислот диазометаном
[18].
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трометрических (МС) детекторов. Предел обна-
ружения МС сравним с пределом обнаружения
пламенно-ионизационного детектора. В практи-
ке анализа ЖК методом ГХ-МС помимо метили-
рующих агентов, для дериватизации ЖК использу-
ются и другие реагенты. Такими реагентами могут
быть, например, N,O-бис(триметилсилил)трифто-
рацетамид (BSTFA) [54], N-метил-N-(трет-бутил-
диметилсилил) трифторацетамид (MTBSTFA) [55].
При реакции с MTBSTFA получают сложные
эфиры трет-бутилдиметилсилила (TBDMS), пре-
имущества которых состоят в высокой стабиль-
ности и образовании очень интенсивных пиков
характеристических ионов при фрагментации и,
следовательно, легко интерпретируемых масс-
спектров. С использованием этого дериватизиру-
ющего агента разработан метод для одновремен-
ного определения ЖК и стеринов в биологиче-
ских жидкостях. Методика была успешно приме-
нена для количественного определения 18 ЖК и
некоторых стеринов включая прекурсоры холе-
стерина в образцах слюны человека. Помимо это-
го методика подходит для анализа таких объектов,
как моча, амниотическая жидкость, спинномозго-
вая жидкость и может быть весьма перспективна в
клинической практике [55]. Довольно мягкий спо-
соб дериватизации – реакция с бис(пентафторфе-
нил)диметилсиланом – длится всего 15 мин. и
проходит при комнатной температуре [56]. Для
определения короткоцепочечных жирных кис-
лот, являющихся маркерами многих метаболиче-
ских заболеваний, предложена методика дерива-
тизации пентафторбензилбромидом (PFBBr).
При помощи этого метода определяли коротко-
цепочечные линейные и разветвленные жирные
кислоты в фекалиях мышей. Оптимальное время
реакции составило 90 мин при температуре 60°С
и pH 7. Методика позволила одновременно обна-
ружить 8 основных короткоцепочечных ЖК с
пределом обнаружения 0.244–0.977 мкмоль [57].

При определении ЖК методом ГХ-МС воз-
можна дериватизация 3-пиридилкарбинолом с
получением пиколиниловых эфиров. Спектры
пиколиниловых эфиров ЖК весьма информатив-
ны, содержат интенсивные пики молекулярных
ионов, позволяют достоверно определить струк-
туру углеродной цепи кислот и положение крат-
ных связей.

Применение этого способа дериватизации для
экспрессного профилирования жирных кислот в
бактериальных клетках описано в работе Курке-
вича с соавторами. Описанный ими метод инте-
ресен тем, что авторы использовали пиролизер в
качестве термохимического микрореактора для
дериватизации. Вкратце, аликвоту (5 мкл) сус-
пензии бактериальных клеток в ацетоне помеща-
ли на термоэлемент пиролизера. Сразу после это-
го добавляли 1 мкл дериватизирующей смеси
(10% водный раствор гидроксида натрия и 5% пи-

ридилкарбинола), и растворители выпаривали в
токе азота. Термоэлемент помещали в пиролизер
по точке Кюри и проводили пиролитическую га-
зовую хроматографию (метод исследования при
котором образец подвергают пиролизу, а образо-
вавшиеся летучие продукты разделяют в газовом
хроматографе) с масс-спектрометрическим детек-
тированием [58]. Температуры, при которых про-
водят разделение пиколиниловых эфиров, пример-
но на 50°С выше чем те, которые используют для
разделения МЭЖК, так как они имеют более низ-
кую летучесть. Необходимо отметить, что хромато-
графическое разделение этих производных харак-
теризуется худшим разрешением по сравнению с
методами разделения метиловых эфиров [59].

Высокоспецифичным масс-спектром облада-
ют также производные ЖК 4.4-диметилоксазоли-
на (DMOX). Способность к разделению у них
сходна с метиловыми эфирами соответствующих
кислот [60]. В случае применения пентафторфе-
нилдиметилсилила для дериватизации предел об-
наружения можно понизить до 0.05 нг/мл [61].

Жидкостная хроматография. Одним из альтер-
нативных направлений в анализе липидов явля-
ется ВЭЖХ [18]. Основное преимущество ВЭЖХ
над ГХ заключается в большей чувствительности
и более высокой селективности, что обусловлено
разнообразием неподвижных фаз ВЭЖХ коло-
нок. Недостатком ВЭЖХ для анализа липидов яв-
ляется длительность разделения и высокий рас-
ход органических растворителей.

Одна из сложностей анализа ЖК при исполь-
зовании ВЭЖХ заключается в низком поглоще-
нии ими излучения в ближнем ультрафиолетовом
(УФ) диапазоне, что затрудняет их прямое детек-
тирование с помощью УФ детекторов или флуо-
ресцентного детектора. В случае работы с этими
наиболее распространенными в ВЭЖХ типами
детекторов, перед анализом необходима дерива-
тизация для введения сильных хромофорных
УФ-поглощающих групп в молекулы ЖК. Дери-
ватизирующими агентами для этого могут служить
2-бромацетофенон [62], 9-флуоренилметилхлор-
формиат [63], 2-нитрофенилгидразин [64].

Описан метод определения жирных кислот в
семенах масличных культур с помощью флуорес-
центного детектора с предколоночной деривати-
зацией 9-флуоренилметилхлороформиатом. Ре-
акция дериватизации проводилась при 60°C в тече-
ние всего 10 мин. Хроматографическое разделение
14 жирных кислот (C10–C22) было достигнуто за
30 мин. Использовались длины волн возбуждения
и излучения 265 и 315 нм соответственно. Метод
показал хорошую чувствительность и воспроизво-
димость: пределы обнаружения – 0.01–0.05 мкг/мл,
относительные стандартные отклонения – менее
0.27%. Этот метод был применен для количе-
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ственного определения жирных кислот в кунжут-
ном масле [63].

Дериватизация не требуется в случае примене-
ния детекторов, отклик которых не зависит от оп-
тических свойств образца, например, детектора
по светорассеянию (Evaporative Light Scattering
Detector – ELSD). Этот детектор совместим с ши-
роким спектром растворителей, что обеспечивает
некоторую гибкость при разработке методик.
ELSD подходит для обнаружения C12C22 кислот.
Кислоты с более короткой цепью слишком лету-
чие для их уверенного детектирования таким спо-
собом [65].

Большинство разделений проводят на обра-
щенной фазе с использованием колонок с октаде-
цилсиликагелем (ODS, C18). Реже используются
С30 и С8 фазы [50]. Фаза С8 в большей степени
подходит для определения более полярных липи-
дов, например фосфолипидов и короткоцепочеч-
ных насыщенных ЖК [66].

Хиральные неподвижные фазы, например,
3,5-динитробензоил фенилглицин (DNBPG)
“Merck KGaA” (Германия), используют для раз-
деления продуктов перекисного окисления липи-
дов [67], разделения энантиомеров ЖК [68].

Широко распространенной группой методов в
липидомике является ВЭЖХ в сочетании с масс-
спектрометрией [69–71]. В последние десятиле-
тия технический прогресс привел к существенно-
му усовершенствованию ВЭЖХ-МС-систем, что
позволило повысить чувствительность и селек-
тивность приборов. С помощью этих методов мо-
гут быть проанализированы все основные классы
липидов крови человека (стерины, сложные эфиры
холестерина, фосфохолины, фосфоэтаноламины,
сфингомиелины, триацилглицерины, ЖК, лизо-
фосфохолины и диацилглицерины), возросла ско-
рость анализа, уменьшилось время на подготовку
проб.

Среди методов ионизации, обычно используе-
мых в ВЭЖХ-МС, наиболее популярны иониза-
ция электрораспылением (ESI) и химическая
ионизация при атмосферном давлении (APCI).

Для экстракции липидов из биологических
матриц перед анализом методом ВЭЖХ-МС для
экстракции обычно пользуются методом Фолча
или Блайя–Дайера, которые считаются эталон-
ными. Также для этой цели применяют смеси ме-
тил-трет-бутилового эфира (МТБЭ) и метанола,
гексана и изопропанола, бутанола и метанола.
Все эти методы экстракции демонстрируют раз-
личную степень эффективности извлечения для
разных классов липидов. Известны методики
анализа липидов с одностадийной экстракцией,
например метанолом [72]. Метанол обладает вы-
сокой экстрагирующей способностью в отноше-
нии фосфолипидов и лизофосфохолинов. Поми-
мо этого он вызывает денатурацию белков крови,

которые затем легко удалить центрифугировани-
ем, а супернатант может быть непосредственно
введен в ВЭЖХ-МС систему без дополнительной
очистки. В силу своей простоты этот метод обла-
дает очень высокой воспроизводимостью.

В литературных источниках описаны и более
универсальные способы одностадийной экстрак-
ции, например с использованием смеси метано-
ла, хлороформа и МТБЭ в соотношении 1.3 : 1 : 1
[73]. Соотношение объемов образца (100 мкл
плазмы крови) и экстрагирующей смеси – 1 : 20.
Экстракцию проводили в 5 мл пробирке Эппен-
дорфа. Образцы встряхивали и выдерживали при
комнатной температуре в течение 30 мин, затем
повторно встряхивали и центрифугировали при
2000 оборотов в течение 10 мин. Верхний слой
экстрагента подвергали хроматографированию
без дополнительной очистки. Хроматографиче-
ское разделение проводили на хроматографе Agi-
lent 1290 “Agilent Technologies” (США) на фазе
С18 (колонка Zorbax Eclipse Plus RRHD 2.1 ×
× 150 мм, 1.8 мкм “Agilent Technologies” (США)).
В качестве элюента применяли 5 мМ раствор
формиата аммония в воде, в ацетонитриле и в
изопропаноле. Разделение было выполнено при
температуре 40°C. Детектирование проводили на
квадруполь-времяпролетном масс-спектрометре
Agilent 6540 “Agilent Technologies” (США) в режи-
ме регистрации положительных ионов (напряже-
ние на капилляре – 4000 В) с азотом в качестве га-
за-осушителя (температура – 250°C, скорость по-
тока – 8.8 л/мин). Напряжение на фрагменторе,
конусе, скиммере, и октаполе – 110, 500, 65, и 750 В,
соответственно. Скорость сканирования – 2 ГГц.
При таких условиях удалось обеспечить наилуч-
шее соотношение сигнал/шум для стандартных
образцов основных классов липидов, которые в
режиме положительной ионизации были детек-
тированы преимущественно в виде аддуктов соста-
ва [M + H]+. Еще более высокой чувствительности
для ЖК (в виде аддуктов [M–HCOO]) удалось до-
биться в отрицательном режиме. Описанный метод
экстракции обеспечивал близкую к 100% степень
извлечения для девяти основных классов липидов
крови человека [73].

Качественно нового уровня в нецелевой липи-
домике позволяет достичь сочетание ВЭЖХ с
масс-спектрометрами высокого разрешения. В
последнее время благодаря очень высокой разре-
шающей способности и точности для исследова-
ния липидных профилей все чаще используются
масс-анализаторы ионно-циклотронного резо-
нанса с преобразованием Фурье (ИЦР/ПФ). На-
пример, в работе Ху с соавторами [74] предложен
метод ВЭЖХ-ИЦР/ПФ для определения липидов
в плазме крови человека и мыши. Хроматографи-
ческое разделение проводили на фазе C8 с по-
верхностно-пористыми частицами сорбента в
градиентном режиме. В качестве элюента исполь-
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зовали смеси ацетонитрил–вода (60 : 40) и изо-
пропанол–ацетонитрил (90 : 10). В одном цикле
ВЭЖХ-ИЦР/ПФ было обнаружено более 160 ли-
пидов, относящихся к восьми различным клас-
сам. Метод был полностью валидирован. Предел
обнаружения методики – 0.08–1.28 мкг/мл плазмы,
стандартное отклонение воспроизводимости – 2.7–
7.9%.

В работе Корц [75] для определения 6 ПНЖК,
14 эйкозаноидов и 3 окисленных метаболитов
применяли осаждение белков и онлайн твердо-
фазную экстракцию в сочетании с тандемным
МС-детектированием. Разделение компонентов
пробы проводили на фазе С18. Для точной иден-
тификации соединений были подобраны специ-
фические MRM-переходы (MRM – мониторинг
множественных реакций). Предложенный метод
отличается быстрой автоматизированной пробо-
подготовкой. Пределы обнаружения составили
200–1000 нг/мл для ПНЖК и 10–1000 пг/мл для
их метаболитов.

В практике ВЭЖХ анализа липидов описаны
методы дериватизации диметиламиноэтанолом.
Например, в работе Петтинелла с соавторами [76]
было предложено проводить определение ЖК в
тканях атеросклеротических бляшек после их
удаления с внутренней стенки артерии. Для этого
сначала проводили экстракцию ЖК из матрицы с
помощью смеси хлороформа и метанола, а затем
полученную смесь гидролизовали с помощью
40% гидроксида калия. Далее проводили дерива-
тизацию свободных ЖК деанолом (диметилами-
ноэтанол или DMEA), с добавлением йодметана.
Полученные триметиламиноэтиловые эфиры ЖК
определяли методом ВЭЖХ/МС-МС. Пределы об-
наружения составили 4–40 нг/мл.

В настоящее время анализ липидов с помощью
ВЭЖХ-МС – один из наиболее эффективных
подходов для исследования самых разнообразных
биологических объектов, в том числе плазмы
крови и других биологических жидкостей. По со-
вокупности таких характеристик, как чувствитель-
ность, селективность и точность определения,
жидкостная хромато-масс-спектрометрия являет-
ся непревзойденной техникой физико-химическо-
го анализа. Альтернативой является газовая хрома-
тография-масс-спектрометрия (ГХ-МС), которая
по-прежнему играет важную роль в липидомике.
Однако методы липидного профилирования на
основе ГХ-МС обычно требуют длительных про-
цедур гидролиза и дериватизации, что может быть
источником дополнительной погрешности при
количественном определении. При этом для ана-
лиза неполярных липидов предпочтительнее ис-
пользовать ГХ-МС.

Сверхкритическая флюидная хроматография.
Сверхкритическая флюидная хроматография
(СФХ) – вид хроматографии, в котором подвиж-

ной фазой служит сверхкритический флюид, –
вещество при температуре и давлении выше кри-
тической точки. Свойства веществ в сверхкрити-
ческом состоянии являются промежуточными
между их свойствами в газовом и жидком агрегат-
ном состоянии. Например, при плотности близ-
кой к плотности жидкости, они обладают гораздо
более высокими коэффициентами диффузии и
значительно меньшей вязкостью. Отсутствует по-
верхностное натяжение. В то же время их раство-
ряющая способность намного выше, чем у газов.
Контролируя температуру и давление флюида,
можно в широком диапазоне изменять его свой-
ства.

Первое упоминание об использовании сверх-
критического флюида в хроматографии относит-
ся к 1962 г. Метод описан немецким химиком
Клеспером [77]. Тогда он получил название “га-
зовая хроматография высокого давления”. СФХ
имеет ряд преимуществ перед ГХ и ВЭЖХ. Низ-
кая вязкость позволяет использовать более длин-
ные (и, соответственно, более эффективные) ко-
лонки и работать с более высокими скоростями
потоков; хроматографы совместимы практически
с любым типом детектора, включая, например,
пламенно-ионизационный, что невозможно в
ВЭЖХ. Немаловажным является экологичность,
так как углекислый газ, который наиболее часто
используется в качестве элюента в СФХ, не ток-
сичен в отличие от таких растворителей, как ме-
танол и ацетонитрил, обычно используемых в
жидкостной хроматографии. В отличие от ГХ воз-
можно разделение термолабильных и нелетучих
веществ.

Такое сочетание свойств позволяет анализи-
ровать ЖК без дериватизации, поскольку не тре-
буется обеспечивать летучесть образца, как в слу-
чае с ГХ, и не нужно вводить в молекулы аналитов
хромофорные группы, как при ВЭЖХ с УФ-де-
тектированием [78]. Следует отметить, что СФХ-
систему гораздо проще сочетать с масс-селектив-
ными детекторами, так как поток подвижной фа-
зы заметно меньше, чем в ВЭЖХ. Как и в случае
ВЭЖХ-МС для ионизации предпочтительно при-
менять электроспрей и химическую ионизацию
при атмосферном давлении [79]. Также в отличие
от ВЭЖХ СФХ позволяет использовать более вы-
сокие скорости потока при более низком давле-
нии, что позволяет достичь большей эффектив-
ности и, соответственно лучшего разрешения, и
одновременно сократить время анализа.

Современным трендом в СФХ-анализе биоло-
гических объектов и, в частности в липидомике,
является развитие многомерной хроматографии.
В многомерной хроматографии проба последова-
тельно разделяется на двух колонках разной дли-
ны и с разными неподвижными фазами [18, 80].
Впервые применение двумерной СФХ для анали-
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за жиров описано Хиратой в 2004 г. [81]. В работе
выполнено разделение метиловых эфиров ЖК с
помощью системы СКФ × СКФ с насадочными
колонками и пламенно-ионизационным детек-
тором. Первая колонка с силикагелем (150 × 4.6 мм,
размер частиц сорбента 5 мкм) работала при по-
стоянном давлении 13 МПа при 20°С и обеспечи-
вала разделение по количеству кратных связей.
Вторая колонка с октадецилсиликагелем (50 ×
× 4.6 мм, размер частиц сорбента 5 мкм) работала
при постоянном расходе (3 мл/мин) при 50°C.
Удерживание на второй колонке возрастало с ро-
стом длины углеродной цепи, однако несколько
сокращалось при увеличении количества крат-
ных связей, что, вероятно, связано с некоторым
увеличением полярности аналитов. Эта система
позволяла добиться очень высокого разрешения
и простой идентификации минорных компонен-
тов пробы.

Высокой степени ортогональности позволяет
добиться сочетание СФХ и обращено-фазовой
жидкостной хроматографии ОФ-ВЭЖХ [82]. При-
менение подобной системы описано для анализа
триглицеридов рыбьего жира [83]. На первом изме-
рении разделение фенациловых эфиров ЖК про-
исходило на фазе, модифицированной серебром.
Фазы с закрепленными ионами переходных ме-
таллов, в частности серебра, чрезвычайно селек-
тивны по отношению к соединениям с кратными
связями. В качестве элюента использовали угле-
кислый газ с ацетонитрилом и изопропанолом в
качестве модификаторов. На втором измерении
разделение происходило на фазе С18 (колонка
Zorbax SB C18 50 × 4.6 мм, с размером частиц сор-
бента 3.5 мкм) с градиентным элюированием во-
дой и ацетонитрилом. Комбинация СФХ ×
× ОФ-ВЭЖХ обеспечила значительно более вы-
сокую пиковую емкость главным образом за счет
высокой степени ортогональности, основанной
на ненасыщенности и гидрофобности.

Несмотря на все преимущества, СФХ в насто-
ящее время не получила широкого распростране-
ния. В первую очередь это связано со сложностью
аппаратного исполнения СФХ систем. Посколь-
ку жидкости обладают очень низкой сжимаемо-
стью, их плотность почти постоянна независимо
от давления. Сверхкритические флюиды, напро-
тив, очень сжимаемы и их физические свойства
существенно изменяются с изменением давления
при движении через колонку. Для поддержания
постоянного давления (даже при изменении рас-
хода элюента) в системе требуются регуляторы
обратного давления, которые очень сложны тех-
нически. Помимо этого для изготовления про-
кладок и уплотнительных колец необходимы спе-
циальные материалы, устойчивые к действию
сверхкритической жидкости

Перспективы дальнейшего развития СФХ свя-
заны с разработкой новых типов сорбентов, что
позволит осуществлять разделению специфиче-
ских аналитов и расширить область применения
СФХ на ранее недоступные для этого метода зада-
чи. Развитие методов динамического модифици-
рования может гибко регулировать свойства по-
движной и стационарной фаз и обеспечить воз-
можность одновременного анализа различных
липидов с широким диапазоном полярностей.
Большой потенциал в качестве комплексного и
высокопроизводительного метода профилирова-
ния липидов имеет внедрение хроматографиче-
ских систем с возможностью автоматической
сверхкритической флюидной экстракции (СФЭ).
Это позволит осуществлять извлечение аналитов
из объектов исследования значительно эффектив-
нее и быстрее, уменьшить расход реактивов и, сле-
довательно, сократить время анализа и существен-
но снизить его стоимость.

Капиллярный электрофорез. Альтернативой хро-
матографическим методам анализа липидов явля-
ется капиллярный электрофорез (КЭ). Метод ос-
нован на разделении заряженных компонентов
пробы в кварцевом капилляре под действием при-
ложенного электрического поля. Разделение про-
исходит в кварцевом капилляре, предварительно
заполненном электролитом (подходящий буфер-
ный раствор). После подачи высокого напряжения
(до 30 кВ) к концам капилляра компоненты смеси
начинают двигаться с разной скоростью, в зависи-
мости от их заряда и ионного радиуса и, соответ-
ственно, в разное время достигают зоны детекти-
рования. Разделение характеризуется очень вы-
соким разрешением, для анализа требуется
небольшое количество пробы – обычно объем
анализируемого раствора составляет порядка 2 нл.
Детектирование аналитов при капиллярном
электрофорезе может осуществляться различны-
ми способами. Наиболее распространенно фото-
метрическое детектирование в ультрафиолетовой
или видимой области и лазерная флуоресценция.
Вполне допустимо сочетание систем капилляр-
ного электрофореза с масс-спектрометрами.

Капиллярный электрофорез традиционно ис-
пользовали для определения высокомолекуляр-
ных биомолекул, однако в последнее время воз-
росла его роль в анализе низкомолекулярных ор-
ганических веществ. В начале 21 века КЭ начали
применять для исследования трансжиров в пище-
вых продуктах [84].

Для разработки эффективного метода КЭ необ-
ходимо принять во внимание несколько аспектов.
Важным этапом анализа является оптимизация
электрофоретических и аналитических парамет-
ров: концентрации и pH фонового электролита,
типа и концентрации буферных добавок (поверх-
ностно-активные вещества, органические раство-
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рители, циклодекстрины), приложенного напря-
жения, температуры системы. В первую очередь
нужно подобрать pH. Поскольку значения кон-
стант кислотности (pKa) ЖК составляет прибли-
зительно 5.0, обычно используют электролиты с
pH выше 7.0, чтобы перевести аналиты в анион-
ную форму.

Классическая разновидность КЭ – капилляр-
ный зонный электрофорез – ограниченно приме-
нима для определения ЖК из-за плохой раство-
римости Аналитов в воде и низкого УФ-поглоще-
ния аналитов. Водные электролиты допустимо
использовать для разделения кислот с длиной це-
пи C2–C14. Как и в случае ВЭЖХ, для фотометри-
ческого детектирования возможно введение в мо-
лекулы ЖК хромофорных групп, например, дери-
ватизация ω-бромацетофеноном для получения
фенациловых эфиров ЖК [85].

Для соединений, слабо поглощающих излуче-
ние в УФ-диапазоне, в практике КЭ существует
возможность регистрации методом косвенного
(непрямого) детектирования. В этом случае в фо-
новый электролит вводят небольшое количество
вещества, хорошо поглощающего излучение тре-
буемой длины волны, подвижность которого
близка к подвижности разделяемых веществ. В
случае определения анионов поглощающий ион
также должен быть анионом, а при определении
катионов – катионом. Чаще всего используют ка-
тионы ароматических аминов или гетероцикли-
ческие соединения. Количество добавки должно
быть мало для сохранения постоянной ионной
силы ведущего электролита в процессе разделе-
ния. В зоне, где находится непоглощающий ион,
уменьшается концентрация поглощающего иона,
и на электрофореграмме регистрируются отрица-
тельные пики, площади которых пропорциональ-
ны концентрациям определяемых ионов. Косвен-
ное детектирование позволяет регистрировать все
присутствующие в пробе компоненты, то есть яв-
ляется универсальным способом детектирования.

Наиболее распространено в практике анализа
ЖК с помощью капиллярного электрофореза ис-
пользование системы с неводным буферным элек-
тролитом и косвенным детектированием. Напри-
мер, предложен метод разделения различных сме-
сей насыщенных и ненасыщенных свободных ЖК
с использованием аденозинмонофосфата (АМФ)
в качестве хромофора. Преимущество этого реа-
гента в том, что он имеет высокую молярную по-
глощающую способность, большое отношение
фонового поглощения к фоновому шуму, раство-
рим как в водных, так и в неводных средах [85].

В работе Хаддадиана с соавторами [86] разде-
ление кислот C12–C31 было проведено с исполь-
зованием электролита, содержащего N-метил-
формамид и диоксан в соотношении 3:2, 40 мМ
2-амино-2-гидроксиметил-пропан-1,3-диола

(ТРИС), 2.5 мМ АМФ и 0.5% лаурилового эфира
полиоксиэтилена (Brij 35) за 40 мин. Смесь 13 на-
сыщенных и ненасыщенных изомеров C14–C22
ЖК была разделена до базовой линии за 37 мин с
использованием смеси N-метилформамид–ди-
оксан–вода в соотношении 5 : 4 : 1.

Косвенное детектирование было успешно при-
менено для анализа фосфолипидов крови [87]. В
качестве электролита использован 5 мМ раствор
аденозинмонофосфата. Разделение проводили
при температуре 25°C и приложенном напряже-
нии 30 кВ. Кислоты разделяли в анионной форме
и в виде цвиттер-ионов. Метод очень перспекти-
вен для определения фосфолипидов в биологиче-
ских образцах.

Прямое УФ-детектирование возможно, если
аналиты содержат несколько двойных связей в
углеродной цепи, что обеспечивает возможность
поглощения излучения в интервале от 200 до
250 нм [88]. Например, была предложена методи-
ка анализа содержания омега-3 ЖК в яйцах с пря-
мым УФ-детектированием при 200 нм [89]. В ис-
следовании применяли 12 мМ боратный буфер-
ный раствор, pH 9.2, содержащий 12 ммоль Brij 35,
17% ацетонитрила и 33% метанола. Рабочие усло-
вия: ввод пробы – 25 мбар в секунду, напряжение
27 кВ, температура 27°C, детектирование прямое
при 200 нм. Параметры капилляра – 40 см ×
× 50 мкм × 375 мкм. Описанная в работе методи-
ка имела такие преимущества, как низкая себе-
стоимость, короткое время анализа, отсутствие
дериватизации в ходе подготовки проб и простота
интерпретации данных.

Основные преимущества – высокая эффектив-
ность разделения, недоступная для ВЭЖХ, низкое
расход образцов и реагентов, короткое время ана-
лиза, простота подготовки образцов (отсутствие
дериватизации). К сожалению, КЭ обеспечивает
гораздо более низкую чувствительность по сравне-
нию с хроматографическими методами (ВЭЖХ
или ГХ), а также худшую воспроизводимость. Та-
ким образом, КЭ представляет собой интересную
альтернативу для скрининга ЖК в образцах с вы-
соким содержанием ЖК, например, в раститель-
ных маслах, продуктах питания, БАДах.

Спектроскопия ядерного магнитного резонанса.
ЯМР-спектроскопия – метод исследования веще-
ства, использующий явление ядерного магнитного
резонанса. Это один из наиболее совершенных ме-
тодов качественного анализа, дающий наиболее
полную информацию о молекулярном строении
химических веществ и реакционной способности
молекул, допускающий также количественное
определение. Сигнал пропорционален разности в
заселенности уровней, которая определяется ста-
тистикой Больцмана. Достоинства метода – чув-
ствительность к структурным изменениям, неде-
структивность, высокая скорость анализа, возмож-
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ность анализа смесей. Особые требования к
подготовке образца для проведения ЯМР-анализа
сокращают сферы применения или вообще делают
невозможным его применение в работе с биомате-
риалом.

Однако возможен анализ биологических жид-
костей и тканей с очень простой подготовкой
(жидкость-жидкостная экстракция). Например, в
случае липидного анализа плазмы крови, жиры мо-
гут быть выделены с помощью процедуры жидкост-
ной экстракции по методу Фолча (смесь CHCl3 и
CH3OH) и перерастворены в дейтерированном
хлороформе (CDCl3) перед анализом. Образцы
могут быть проанализированы непосредственно
(без экстракции) после добавления равного объе-
ма D2O. ЯМР-анализы проводятся с использова-
нием ЯМР 1H спектроскопии протонного магнит-
ного резонанса (ПМР). Образец плазмы получают
центрифугированием [90]. При этом ЯМР 1H яв-
ляется наиболее быстрым способом получения
информации, поскольку в сравнении со спектро-
скопией на ядрах углерода (13С ЯМР-спектроско-
пия) для получения спектра нужно гораздо мень-
ше времени.

Существуют исследования, в которых описано
применение протонного магнитного резонанса
для количественного определения ненасыщен-
ных ЖК в тканях животных [91]. Свежие образцы
тканей аорты, почек и сердца замораживали с по-
мощью жидкого азота сразу после извлечения.
Замороженные ткани взвешивали и гомогенизи-
ровали. Липиды экстрагировали смесью хлоро-
форм-метанол (2:1) из расчета 20 об./ед. веса тка-
ни (20 мл/г) в течение 20 мин. Затем образцы
фильтровали через воронку из пористого стекла.
Такой же объем раствора использовали для про-
мывки остатков ткани на фильтре. Фильтрат сме-
шивали с 0.74%-ным раствором KCl (1/5 общего
объема фильтрата) для удаления всех нелипид-
ных примесей и оставляли для разделения на
ночь. Нижний слой (хлороформный) собирали,
отгоняли растворитель в роторном испарителе при
30°C. Сухие экстракты перерастворяли в CDCl3 и
использовали для анализа. Спектры ЯМР жирных
кислот в экстрактах получены при 200 МГц на
спектрометре Varian XL-200 с использованием
ширины частотной полосы 5000 Гц, угол поворо-
та вектора намагниченности 60°, время сбора
данных 1.64 с, задержка 4 с.

Ввиду сложности матриц биологических объ-
ектов, ЯМР часто применяют в сочетании с ка-
ким-либо методом разделения, например, ВЭЖХ
или ГХ. ЯМР в сочетании с ВЭЖХ незаменим при
структурном анализе неизвестных соединений в
биологических матрицах. Нужно отметить, что по
сравнению с другими методами детектирования
(такими как масс-спектрометрия), обычно при-
меняемыми в хроматографии, ЯМР характеризу-

ется более низкой чувствительностью [92]. Низ-
кая чувствительность всегда была основным
ограничением ЯМР-спектроскопии. Теоретиче-
ски ЯМР не имеет предела чувствительности, по-
скольку чувствительность и разрешение связаны
с силой магнитного поля (отношение сигнал-
шум увеличивается пропорционально 1.5 степени
вектора магнитной индукции). Кроме того, каче-
ство полученного спектра вещества может быть
улучшено за счет увеличения числа сканирова-
ний (времени накопления сигналов). Однако для
коммерчески доступных в настоящее время спек-
трометров пределы обнаружения все еще нахо-
дятся в диапазоне от низких микромолярных до
высоких наномолярных. Помимо этого проблема
анализа биологических объектов связана с тем,
что чем сложнее молекула органического соеди-
нения, тем больше сигналов содержит ее протон-
ный спектр. При этом неизбежно наложение сиг-
налов с близкими химическими сдвигами, что за-
трудняет расшифровку полученных данных.
Увеличение рабочей частоты спектрометра разде-
ляет мультиплетные спектральные линии взаи-
модействующих протонов, что позволяет полу-
чить более информативный спектр, но в то же
время удорожает используемое оборудование.

Метод ЯМР является единственно возможным
вариантом прямого подтверждения строения мо-
лекулы вещества, выделенного из биологического
объекта и первоначально идентифицированного
методами ГЖХ или ВЭЖХ. ЯМР спектросокопия
позволяет наиболее простым способом провести
анализ конформаций молекул веществ и типов хи-
мических связей всех классов липидов. Другие ва-
рианты подтверждения структуры менее информа-
тивны. Например, масс-спектрометрия имеет дело
с фрагментами молекул, а ИК-спектроскопия поз-
воляет оценить общие представления о наличии в
веществе определенных функциональных групп
или фрагментов структур молекулы. Таким обра-
зом, не смотря на то, что ЯМР спектросокопия
определеяет строение не измененной молекулы,
этот метод является в основном, подтверждающим.

Малая распространенность ЯМР обусловлена
высокой эксплуатационной стоимостью по срав-
нению с масс-спектрометрами и другими распро-
страненными аналитическими инструментами.
Помимо этого, метод ЯМР требует очень высо-
кой квалификации операторов, использования
растворителей со специальным изотопным соста-
вом. Также высокие требования предъявляются к
лабораториям, в которых эксплуатируются ЯМР-
спектрометры (отсутствие вибраций, изоляцией
от магнитных и радиочастотных помех и т.д.). Эти
факторы, в дополнение к первостепенной про-
блеме низкой чувствительности сдерживают при-
менение ЯМР в анализе биологических объектов.
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Таблица 1. Сравнение основных методов анализа содержания жирных кислот в биологических образцах

Показатель
Вид анализа

ГХ ВЭЖХ СФХ КЭ ЯМР

Предел обнару-
жения 0.1 пг/мл–1 нг/мл 10 пг/мл–

1000 нг/мл ~1 пг/мл 0.1 мкг/мл 0.1–1 мкг/мл

Чувствительность Высокая Высокая Высокая Низкая Низкая

Селективность Средняя Высокая Высокая

Удовлетвори-
тельная (в случае 
непрямого детек-
тирования)

Высокая

Продолжитель-
ность анализа Длительная Длительная Короткая Короткая 

(~40 мин) Короткая

Пробоподготовка Экстракция, дерива-
тизация Экстракция Экстракция Экстракция

Экстракция, 
перерастворение 
в дейтерирован-
ном хлоро-
форме; 
добавление рав-
ного объема D2O

Необходимость 
дериватизации + (требуется)

+ – (требуется 
для оптических 
детекторов)

+ – (требуется 
для оптических 
детекторов)

+ – (требуется 
для оптических 
детекторов в слу-
чае прямого 
детектирования)

– (не требуется)

Дериватизирую-
щие агенты

Кислоты в метаноле 
(фторид бора, хлорид 
алюминия, соляная 
кислота, серная кис-
лота); ацетилхлорид; 
метилат натрия; гид-
роксид калия в мета-
ноле; гидроксид 
тетраметиламмония, 
гидроксид триметил-
фениламмония; 
диазометан и его 
производные; алкил-
хлороформиаты; йод-
метан; бис-
триметилсилил-три-
фторацетамид; N-
метил-N-(трет-
бутилдиметилсилил) 
трифторацетамид; 
бис-(пентафторфе-
нил) диметилсилан; 
пентафторбензил-
бромид

Хлорангидрид 
нафталинкар-
боновой кис-
лоты; 
фталевый 
ангидрид; 
дифеновый 
ангидрид; 2-
сульфобензой-
ный ангидрид; 
диметиламино-
этанол

Кислоты в 
метаноле; ω-
бромацетофе-
нон

ω-бромацетофе-
нон –

Продолжитель-
ность дериватиза-
ции

2–90 мин 30–120 мин 2–90 мин 15 мин –
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В табл. 1 приведено сравнение рассмотренных
в работе методов анализа ЖК.

Обзор литературы, посвященный применению
различных методов анализа ЖК в биологических
объектах, показал, что все представленные хрома-
тографические методы пригодны для качествен-
ного и количественного определения этих соеди-
нений. Выбор конкретной методики зависит от
многих факторов – типа анализируемого образца,
характера матрицы и т.п.

ГХ и ВЭЖХ в сочетании с различными детек-
торами являются доминирующими по распро-
страненности методами анализа ЖК. Разнообра-
зие детекторов увеличивает гибкость и расширяет
сферу применимости этих групп методов к раз-
личным типам образцов. Очень перспективен для
анализа липидов метод СФХ. Интересную аль-
тернативу хроматографии для скрининга ЖК в
различных матрицах представляет собой КЭ.

Применение ЯМР для анализа липидов огра-
ничивается высокой эксплуатационной стоимо-
стью и очень высокими требованиями к квали-
фикации операторов, а также сравнительно низ-
кой чувствительностью.

Работа проведена при финансовой поддержке
Российского научного фонда по проекту № 19-
76-30014 “Фундаментальные исследования пат-
тернов питания человека как основа перспектив-
ных технологий производства пищевых продук-
тов заданного состава и свойств для реализации
стратегии здорового питания и профилактики со-
циально значимых заболеваний”.
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Methodological Aspects of Analysis of Fatty Acids
in Biological Samples

V. A. Zotova, *, V. V. Bessonova, and D. V. Risnika

a Federal Research Centre of Nutrition, Biotechnology and Food Safety, Moscow, 109240 Russia
*e-mail: arkont-87@yandex.ru

The review considers principal methods for determination of fatty acids (FA) in biological objects, as well as
less common but promising methods. The advantages, disadvantages and prospects of these methods are de-
scribed and compared. Special attention is paid to the specificities of the preparation of biological samples,
such as the extraction of lipids and derivatization process of fatty acids. The methodological aspects of the
determination of fatty acids by gas chromatography (GC) and high-performance liquid chromatography
(HPLC), the features of the use of various types of stationary phases used for chromatographic separation of
FA are considered. The possibilities of using capillary electrophoresis (CE) and nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR) for the analysis of fatty acids are analyzed. Special requirements and limitations of these
methods concerning to work with biomaterials are also considered.

Keywords: lipids, polyunsaturated fatty acids, gas chromatography, liquid chromatography, capillary electro-
phoresis, supercritical f luid chromatography, NMR spectroscopy
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