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За последние 15–20 лет значительно изменились стратегии анализа летучих веществ растений вследствие внедре-
ния новых подходов к пробоподготовке и анализу, в том числе и подходов, разработанных для других областей и приме-
няемых в настоящее время к анализу растительных веществ. Любой анализ растительных веществ состоит из двух этапов. 
Первый этап – это сбор, первичная обработка, консервация, хранение и экстракция растительного материала с целью под-
готовить пробы для исследования. Второй этап — это собственно анализ подготовленных проб с использованием того или 
иного набора хроматографических, спектральных  и/или гибридных методов.  Зачастую в научных публикациях внимание 
сосредоточено на втором этапе, а то, что происходит с биоматериалом на первом этапе, находится «за кадром». Однако 
именно на первом этапе происходят значимые процессы, без учета которых невозможно правильно и адекватно оценить 
конечный результат выполненного исследования. На обоих этапах исследовательской работы возникают специфические 
проблемы, обсуждению которых и посвящен настоящий обзор. 

Широкое распространение новейшего газохроматографического оборудования, оснащенного современными 
программными средствами, привело к тому, что значительная часть эксперимента осуществляется в автоматическом 
режиме. Однако надо понимать, что совершенствование техники эксперимента не меняет основ метода, а потому 
не устраняет принципиальных ограничений данного метода исследования. Поэтому хроматографические или хромато-
масс-спектрометрические данные, получаемые в автоматическом режиме, должны быть подвергнуты беспристрастной 
ревизии со стороны экспериментатора с учетом всех известных ограничений, свойственных тому или иному хромато-
графическому методу разделения или детектирования компонентов, чтобы избежать ошибок при публикации результа-
тов. Для правильной интерпретации получаемых данных необходимо знать всю историю анализируемого образца, 
а для этого все манипуляции с растительным материалом — от сбора сырья и до финальной пробоподготовки — долж-
ны быть самым тщательным образом задокументированы. Только в этом случае можно рассчитывать на получение зна-
чимых результатов исследования. 
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Введение 

Растения обладают способностью синтезировать, накапливать и выделять во внешнюю среду лету-
чие компоненты, представляющие собой гетерогенную группу низкомолекулярных веществ, которые име-
ют молекулы с насыщенными и ненасыщенными, линейными и разветвленными цепями и циклическими 
фрагментами, несущими различные функциональные группы (гидроксильные, карбонильные, эфирные, 
карбоксильные и др.). Важное место среди таких веществ занимают терпеноиды (изопреноиды), представ-
ленные в природе более чем 40 000 структур и образующие самый большой класс всех известных метабо-
литов растений [1]. Основные пути биосинтеза летучих веществ к настоящему времени известны, и уста-
новлено большое количество генов, кодирующих ферменты, участвующие в образовании летучих веществ 
[2]. Многие вещества этого типа являются коммерчески важными и используются в пищевой, фармацевти-
ческой, сельскохозяйственной и химической промышленности. Особое внимание уделяется изучению ма-
лых молекул,  которые играют центральную роль в биологии,  являясь медиаторами многих ключевых про-
цессов, таких как обмен веществ, трансдукция различных сигналов, спаривание и химическая защита. Ма-
ленькие молекулы определяют рядом традиционных категорий: метаболит, вторичный метаболит, феромон, 
гормон и т.д. Вместе с тем эти категории часто перекрываются, и одно соединение может появляться под 
более чем одним функциональным заголовком.  Поэтому в целях унификации все чаще используется тер-
мин «малые биогенные молекулы»1, чтобы описать любую небольшую молекулу из биологического источ-
ника. Знания о структуре и относительных количествах летучих веществ, выделяемых растениями, имеет 
большое значение для многих разделов фундаментальных и прикладных исследований в области биологии, 
химии и смежных дисциплин. Получение этих знаний требует изучения профилей летучих веществ расте-
ний и преодоления многих связанных с этим аналитических проблем, поскольку летучие вещества расте-
ний представляют собой сложные смеси разнородных по структуре и свойствам компонентов. Две основ-
ные области химических исследований растительных метаболитов – химия природных соединений и мета-
боломика – имеют отношение к химическому профилированию растительных объектов [3]. Исследование 
летучих веществ растений требует применения аналитических методов и технологий, с помощью которых 
можно было бы не только полностью оценить состав летучих веществ, но также контролировать изменения 
профиля изучаемых компонентов и обнаруживать следовые количества веществ, характеристичных для 
данного вида растений. Стратегии анализа значительно изменились за последние 15–20 лет из-за внедрения 
новых подходов к пробоподготовке и анализу, в том числе и подходов, разработанных для других областей 

                                                
1 англ.: biogenic small molecules – BSM. 
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и применяемых в настоящее время к анализу летучих веществ растений. В обзорах [4–7] дается краткий 
обзор продвижения аналитических методов и того, как они могут влиять на стратегии и подходы к изуче-
нию летучих веществ растений.  

Любой анализ растительных веществ состоит из двух этапов. Первый этап — это сбор, первичная 
обработка, консервация, хранение и экстракция растительного материала с целью подготовить пробы для 
исследования. Второй этап — это собственно анализ подготовленных проб с использованием того или 
иного набора хроматографических, спектральных  и/или гибридных методов.  Зачастую в научных 
публикациях внимание сосредоточено на втором этапе, а то, что происходит с биоматериалом на первом 
этапе, находится «за кадром». Однако именно на первом этапе происходят значимые процессы, без учета 
которых невозможно правильно и адекватно оценить конечный результат выполненного исследования. 
На обоих этапах исследовательской работы возникают специфические проблемы, обсуждению которых 
и посвящен настоящий обзор. Первому блоку проблем посвящен раздел «Нативные компоненты или 
артефакты?»,  а проблемы второго блока затрагиваются в последующих разделах («Качественный анализ», 
«Количественный анализ», «Особенности анализа некоторых групп веществ»). 

Первая проблема, с которой сталкивается исследователь, занимающийся изучением растительных 
метаболитов, — это проблема извлечения и концентрирования растительных веществ, многие из которых 
являются чрезвычайно лабильными и легко претерпевают разнообразные химические превращения вне 
тканей растения. В настоящее время не существует методов качественного и количественного определения 
растительных веществ непосредственно в интактных тканях растений, а любой метод извлечения 
и концентрирования либо искажает состав нативных компонентов, либо приводит к образованию 
артефактов — веществ, которых изначально не было в исследуемом материале и которые образовались 
из каких-то природных веществ в ходе экстракционных процедур и пробоподготовки.  

Нативные компоненты или артефакты? 

Существует две причины появления артефактов в ходе исследования растительного сырья —  это 
ошибки и погрешности в ходе экспериментальной работы и нестабильность исследуемых компонентов 
в ходе выполняемых экспериментов. 

Что касается экспериментальных «ошибок», то для того чтобы избежать их, следует учитывать нако-
пленный другими исследователями опыт и понимать главные причины их возникновения. Издан энцикло-
педический каталог ловушек и проблем, с которыми сталкиваются все аналитики в своей работе, исполь-
зующие различные спектрально-аналитические и хроматографические методы (ГЖХ, масс-спектрометрия, 
ВЭЖХ, ТСХ), и посвященный, по словам автора, «бесчисленным ученым, которые совершали ошибки, 
применяли нечистые химические вещества и растворители, страдали последствиями непредвиденных по-
бочных реакций и иным образом появляющегося исследовательского хаоса, но были слишком смущены, 
чтобы опубликовать свои выводы» [8]. 

Однако даже при «правильной» работе и соблюдении всех предписанных процедур для извлечения 
растительных метаболитов [9] избежать появления артефактов бывает невозможно, и лабильные природ-
ные соединения подвергаются химическим превращениям на разных этапах выполнения исследований: (1) 
в ходе предварительной подготовки растительного сырья (сбор, транспортировка, сушка, измельчение 
и т.д.), (2) при извлечении (экстракции) растительного сырья, (3) при хранении готовых экстрактов, (4) 
при выполнении анализов. 

Предварительная подготовка растительного сырья 
Срезка растения при заготовке имеет результатом то или иное повреждение тканей, что вызывает на-

рушение нормальной жизнедеятельности растения и образование стресс-метаболитов [10, с. 19] — то есть 
веществ, которых в норме не было в растении. Постепенное угасание всех жизненных функций растения 
в ходе сушки растительного сырья приводит к изменению баланса ферментативных превращений, что вы-
зывает нарушение нормального биосинтеза и вызывает ферментативные превращения нативных компонен-
тов, не свойственные живому растению. Состав природных веществ, находящихся в высушенном расти-
тельном сырье, меняется со временем, несмотря на то, что все ферментативные процессы остановлены 
обезвоживанием. В этом случае вторичные процессы обусловлены постепенным улетучиванием самых 
«легких» компонентов, а также фотоиндуцированными и окислительными превращениями, протекающими 
в тканях под действием света и из-за диффузии кислорода воздуха. Например, при изучении состава образ-
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цов укропного масла, полученных из свежесобранного сырья и сырья, высушенного на воздухе обычным 
образом и методом лиофильной сушки, показано, что в ходе переработок не только появляются артефакты, 
но и исчезают некоторые компоненты. Так, высушенный на воздухе укроп дает в 10 раз меньше эфирного 
масла по сравнению со свежей травой, причем из эфирного масла практически полностью исчезают произ-
водные бензофурана — важнейшие пахучие компоненты укропа [11]. Примеры различий составов летучих 
веществ для различных дикорастущих растений при разных сроках хранения сырья приведены в работе 
[12]. В исследовании [13] изучены изменения метаболических профилей можжевельника (Juniperus 
monosperma (Engelm.) Sarg.) в зависимости от характера обработки сырья в соответсвии с тремя протоко-
лами: после срезки растительный материал (А) помещали на сухой лед на 5 часов и далее хранили при 
–80 °С в течение 3 недель (контроль); (B) выдерживали при обычной (комнатной) температуре в течение 
первых 24 ч, а затем замораживали до –80 °С и хранили при этой температуре в течение 3 недель; (В) вы-
держивали при обычной (комнатной) температуре в течение первых 24 часов, а затем хранили при +8 °С 
в течение 3 недель. В результате исследования показано, что продолжительность хранения срезанных побе-
гов можжевельника не должна превышать 3 недель, а температура хранения холодильного оборудования 
должна быть ниже +8 °С, в противном случае профили терпеновых компонентов значительно искажаются 
по сравнению с контролем.  

При исследовании летучих веществ можно использовать свежесобранное растительное сырье, но для 
этого необходимо выполнять пародистилляцию и все первичные манипуляции с экстрактами в полевых 
условиях на месте сбора сырья [14].  

На практике очень непросто организовать работы в полевых условиях так,  чтобы можно было «за-
консервировать» растительное сырье или свежеприготовленные экстракты. Поэтому большей части иссле-
дователей приходится довольствоваться работой с высушенным сырьем и, таким образом, сознательно 
иметь дело с измененным составом метаболитов при наличии вторичных продуктов и артефактов. 

Экстракция 
Выделение нестабильных природных соединений сопряжено с рядом проблем, которые возникают 

в ходе извлечения и выполнения анализов. Различные техники разделения с использованием отдельных 
приемов или их комбинаций обсуждаются в работе [15]. Вместе с тем типичные, ставшие очень популяр-
ными методы извлечения растительных веществ в силу специфики используемых процедур неизбежно 
приводят к образованию артефактов [9]. Пероксиды представляют собой очень важную группу природных 
соединений [16, 17], многие из которых являются важными биологически активными веществами [18–20]. 
Выделение и анализ этих соединений сопряжены с известными трудностями, связанными с нестабильно-
стью перекисных соединений.  

Жидкостная экстракция 
Эксперименты по жидкостной экстракции выполняется, как правило, с предварительно высушенным 

сырьем, в тканях которого все мембраны либо полностью разрушены, либо потеряли свои исходные свой-
ства. Экстракция малополярными органическими растворителями (гексан, петролейный эфир, бензин, аро-
матические и хлорированные алифатические углеводороды) бензол, относительно безобидна с точки зре-
ния химического воздействия на природные компоненты, в то время как спирты и смеси органических рас-
творителей с водой могут вызывать изменения некоторых нативных компонентов. Основные проблемы 
в этом случае связаны с частичным гидролизом некоторых групп веществ (сложные эфиры и гликозиды 
различной природы), этерификацией и переэтерификацией [9, 21–23]. Особые проблемы связаны с наличи-
ем некоторых специфических примесей, в особенности — в хлорированных органических растворителях; 
использование таких растворителей приводит к образованию известных групп артефактов [9]. 

Паро-/гидро- дистилляция  
Самый простой и самый распространенный способ извлечения эфирных масел — это гидро- или па-

родистилляция. Хорошо известно, что некоторые компоненты эфирных масел не присутствуют как таковые 
в растениях, а являются артефактами процесса экстракции. Такие артефакты могут быть продуктами либо 
ферментативного расщепления, либо химического разложения, происходящего при нагревании в присутст-
вии воды и связанного с деструкцией лабильных и высокомолекулярных соединений. Растительные ткани 
содержат то или иное количество низших органических кислот,  это приводит к тому,  что гид-
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ро/пародистилляция всегда протекает в слабокислых условиях, что неблагоприятным образом сказывается 
на сохранности нативных компонентов. Так, если сам линалоол не разлагался в диапазоне рН 5,0–8,0, то 
аллильная перегруппировка линалилацетата легко протекает даже при рН 7,0, не говоря уже о слабокислых 
условиях, поэтому объекты, содержащие линалилацетат, всегда являются очень сложными для анализа из-
за наличия артефактов [24]. Часто компоненты эфирных масел являются продуктами гидролиза соответст-
вующих гликозидов, как, например, для розового масла [25] и многих других эфирных масел [26–30]. 

При гидро/пародистилляции нативные компоненты растительного сырья экстрагируются из тканей 
за счет диффузии или высвобождаются в ходе разрушения специализированных секреторных структур [14, 
с. 19–26]. Чаще всего летучие вещества растений обнаруживаются в железистых трихомах (в русскоязыч-
ной литературе — эфирномасличных желёзках), которые являются группой разнообразных по морфологии 
анатомических структур [31], специализирующихся на синтезе и секреции определенных веществ [32], 
причем не только летучих [33].  

Прямой отбор проб из секреторных структур и анализ полученных образцов показал драматические 
различия в качественном и количественном составе эфирного масла, получаемого путем гид-
ро/пародистилляции, и содержимым железистых трихом [34, 35]. Окончательный вывод по результатам 
этих исследований звучит неутешительно: анализ эфирных масел в основном представляет собой анализ 
артефактов, образующихся при дистилляции и газохроматографическом эксперименте. 

Основные пути образования артефактов связаны с термическими, гидролитическими и окислитель-
ными процессами, а также фотоиндуцированными и кислотно-катализируемыми превращениями в процес-
се извлечения. Основными известными группами артефактов являются хамазулен и родственные соедине-
ния, спатуленол [36], продукты гидролиза фосфолипидов и гликозидов, продукты разрешения хлорофилла 
и биополимеров кутикулы — кутина [37] и кутана [38] и других эпикутикулярных компонентов [39, 40]. 
Основные пути образования артефактов и главные группы артефактов обсуждаются в руководстве по изу-
чению летучих веществ растений [10, ст. 194–220]. Известные артефакты разных структурных групп упо-
минаются в монографии по эфирным маслам [41] на страницах 7, 45, 53, 145, 175 и 182. 

Известно большое количество гидропероксидов терпеновых производных, которые являются арте-
фактами и обнаруживаются в терпен-содержащих продуктах. Так, различные монотерпены используются 
в косметике и парфюмерии для придания приятного аромата различным композициям. Однако наиболее 
часто используемые терпены легко окисляются при контакте с воздухом, образуя гидропероксиды, которые 
являются сильнодействующими сенсибилизаторами кожных покровов [42]. Аллергенная активность дока-
зана для окисленных производных линалоола [43–45], линалилацетата [46, 47], лимонена [48–52], корично-
го спирта [53], цитронеллола [54]. Установлено, что скорость образования аллергенных гидропероксидов 
одинакова при окислении терпенов как в чистом виде, так и в составе эфирного масла (на примере лаван-
дового масла) [55]. 

Хранение экстрактов 
В период времени между получением образца (экстракта) и его анализом состав выделенных ве-

ществ может претерпеть изменения, характер и глубина которых зависит от способа хранения образца. Из-
менения в составе растительных экстрактов лучше всего изучены на примре эфирных масел, многие 
из которых являются коммерчески доступными продуктами [41], поэтому вопросы сохранности их состава 
и свойств имеют первостепенное значение.  

Эфирные масла являются сами по себе довольно нестабильными субстанциями, в которых происхо-
дят спонтанные химические реакции, приводящие со временем к изменению химического состава. Изме-
нение профиля летучих веществ и образование артефактов при хранении доказано для цитрусовых масел 
[56, 57], причем после хранения на холоду (–21 °С) в течение 12 месяцев существенных изменений не об-
наружено, а после выдерживания при комнатной температуре (+20.5 °С) соотношение компонентов драма-
тически меняется и дополнительно образуются множество артефактов. Так, после хранения масла из Citrus 
aurantium обнаружено 34 артефакта, составляющие в сумме 17% всех летучих соединений [57]. Основны-
ми артефактами оказались (+)-карвон, транс,транс-фарнезилацетат, сабиненгидрат, 1-октен-3-ол, цис,цис-
фарнезилацетат и дигидрокарвеолацетат. В работе [58] исследовали химический состав эфирного масла 
Помело (Citrus maxima) в связи с ухудшеним аромата при хранении. Показано, что появляющиеся неприят-
ные ноты запаха связаны с накоплением окисленных производных линалоола и лимонена, для образования 
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которых критичным является одновременное воздействие кислорода воздуха и солнечного света.  В работе 
[59] обсуждается наиболее адекватные наборы аналитических параметров для отслеживания химических 
изменений во время хранения эфирного масла. Исчерпывающие сведения о возможных изменениях эфир-
ных масел и факторах, влияющих на их стабильность, содержатся в обзоре [60], где описаны различные 
пути деградации при воздействии внешних параметров и аналитические методы оценки как истинных, так 
и измененных профилей эфирного масла. Доминирующую роль в образовании артефактов при хранении свя-
зывают с окислительными процессами, часть из которых можно затормозить добавкой антиоксидантов [61].  

По нашему собственному опыту, подавляющее большинство образцов эфирных масел, запаянных 
в стеклянные ампулы, при хранении в темноте при температуре 5–8 °С годами не изменяют свой состав2. 
Исключение составляют, как правило, образцы эфирных масел, которые содержат значительные количества 
органических кислот: в таких случаях даже при условии «правильного» приготовления и надлежащего 
хранения возможны разнообразные кислотно-катализируемые превращения, искажающие исходный состав.  

Анализ 
Некоторые компоненты растительных экстрактов, будучи достаточно стабильными в ходе выделе-

ния, не поддаются обычному газохроматографическому анализу из-за недостаточной термостабильности. 
Давно известен пример превращения бициклогермакрена в бициклоэлемен за счет перегруппировки Коупа 
при нагреве [62]. Вообще гермакрановые соединения, как правило, являются термолабильными и претер-
певают различные превращения в ходе газохроматографических экспериментов [63, 64], с чем связаны из-
вестные трудности их количественного анализа [65].  

Методы газовой хроматографии непригодны также для анализа гидропероксидов из-за их термола-
бильности, поэтому в работе [66] сравнивались различные способы ионизации для обнаружения гидропер-
косидов методом жидкостной хроматографии-масс-спектрометрии и показано, что состав подвижной фазы 
и настройки оборудования оказывают большое влияние на эффективность ионизации этих соединений.  

Отчасти проблема термолабильности может быть решена за счет так называемого «холодного ввода» 
в газохроматографическую колонку, чтобы избежать теплового стресса вследствие нагрева в испарителе [34]. 

Удобным дополнением, а иногда — альтернативой является спектроскопия ЯМР, которая позволяет 
детектировать и выполнять количественный анализ чувствительных к нагреву компонентов. 

Качественный анализ 

В обзоре [67] представлено общее состояние качественного анализа в рамках хроматографического 
анализа. Газовая хроматография признана наиболее подходящей методикой для анализа сложных смесей 
биогенных летучих соединений, таких как цветочные ароматы и эфирные масла [68]. Бегло анализ эфирных 
масел методами газовой хроматографии рассмотрен в работе [69].  

В связи с массированным использованием газовой хроматографии для рутинного анализа эфирных 
масел, возникает проблема оптимизации процедур анализа и сокращения их продолжительности. Разрабо-
тан метод быстрой газовой хроматографии3 [6, 70, 71], который позволяет сократить время анализа при-
мерно в 10 раз (с обычных 30–40 мин до 3–4 мин) при использовании укороченных капиллярных колонок 
длиной около 10 м и быстрого нагрева до 40 º/мин.  

Индексы удерживания 
Удерживание является одной из основных хроматографических характеристик вещества в ходе хро-

матографического анализа. Общепризнанная в настоящее время мера удерживания — это индекс удержи-
вания. Техника вычисления индексов удерживания различна при хроматографировании в изотермическом 
режиме и в режиме линейного программирования температуры. Индексы удерживания для изотермическо-
го режима носят название индексов удерживания Ковача (индексы Ковача) [72]. Индексы Ковача зависят 
от температуры [73] и типа неподвижной фазы. Современная средняя межлабораторная воспроизводимость 
индексов Ковача составляет около 5–10 единиц для стандартных неполярных фаз и 10–25 единиц для стан-
дартных полярных фаз [74]. В условиях линейного программирования температуры времена удерживания 

                                                
2 Сказанное относится только к «правильно» приготовленным образцам, которые тщательно высушены и полностью 
освобождены от остатков осушителя.  
3 англ.: Fast-GC. 
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гомологов увеличиваются линейно с увеличением числа атомов углерода в молекулах, поэтому становится 
возможным использовать линейную интерполяцию и абсолютные времена удерживания. Индексы удержи-
вания в условиях линейного программирования температуры называют линейными индексами удержива-
ния, которые вычисляются проще, чем индексы Ковача [75]. Линейные индексы удерживания в настоящее 
время очень широко используются в идентификации летучих компонентов растительных экстрактов, а гра-
ницы их применимости показаны специальными исследованиями [76]. Индексы удерживания, вычислен-
ные на основании экспериментов в режиме линейного программирования температуры зависят от профиля 
программирования температуры. Важно помнить, что изотермические индексы Ковача и индексы удержи-
вания, полученные в режиме программирования температуры, несоизмеримы и непропорциональны, а ли-
нейные индексы удерживания, полученные в разных температурных режимах, могут очень сильно отли-
чаться друг от друга [10, с. 89–90]. Поэтому следует с очень большой осторожностью использовать приве-
денные в литературе данные.  

Рекомендуемый метод получения воспроизводимых газохроматографических профилей («отпечатков 
пальцев» летучих веществ) методом газовой хроматографии на неполярных стационарных фазах состоит 
в регистрации хроматографммы в условиях линейного программирования температуры со скоростью 
4 °C/мин в диапазоне 50–250 °C [77]. Именно в таких условиях измерены индексы удерживания для колон-
ки HP-5ms, которые приведены в руководстве [10]. Существуют другие библиотеки индексов удерживания, 
например, библиотека с индексами для колонки DB-5 при скорости нагрева 3 °C/мин в диапазоне 60–246 °C 
[78] и библиотека программы MassFinder 4, где приведены индексы удерживания на колонке DB-1 без ука-
заний на режим (режимы) программирования температуры.  

Особенности индексов удерживания, получаемых в режиме программирования температуры, и связь 
этих индексов с термодинамическими параметрами компонентов обсуждаются в обзоре [79]. Порядок оп-
ределения линейных индексов удерживания при анализе летучих веществ растений изложен на с. 78–91 
руководства [10]. 

Определение индексов удерживания — первичный этап идентификации при анализе методом газо-
вой хроматографии относительно простых смесей соединений. Анализ очень сложных смесей с множест-
венными перекрываниями хроматографических пиков требует более изощренных подходов. Один из таких 
подходов — двумерная газовая хроматография (GC×GC. 2D GC) [80]. Особенности инструментального 
обеспечения двумерной газовой хроматографии диктуют свои особенности в анализе и интерпретации ин-
дексов удерживания. Предложена схема выполнения анализов с картированием индексов удерживания: для 
первой и второй осей пространства двумерного анализа разработан способ создания корреляционной карты 
удерживания. В первом измерении генерируются линейные индексы удерживания, в то время как второе 
измерение может интерпретироваться на основе «псевдоизотермических» индексов удерживания [81].  

Для многих компонентов сложных смесей природных продуктов значения индексов удерживания часто 
неизвестны, поэтому возникает необходимость предсказывать хроматографическое поведение определённых 
компонентов [82]. В ранних работах на эту тему было показано, что индексы удерживания душистых веществ 
при газохроматографическом анализе на неполярных и полярных стационарных фазах могут быть предсказа-
ны с 3,6 и 5,6% соответственно [83]. Развиваются подходы к предсказанию параметров удерживания в рамках 
моделей QSAR4 [84]. В обзоре [74] обсуждается связь структуры молекул и параметров удерживания для раз-
ных типов хроматографии, причем отмечается, что важнейшим является выбор дескрипторов (набора деск-
рипторов), поскольку не все физико-химические дескрипторы хорошо коррелируют с данными удержания, 
а самый простой расчетный параметр — теплота образования не связана с хроматографическим удерживани-
ем. Наиболее полная коллекция молекулярных дескрипторов и представляет подробный обзор от истоков этой 
области исследований до наших дней. Этот практически ориентированный справочник дает подробный обзор 
различных представлений молекулярных дескрипторов и их соответствующих молекулярных дескрипторов 
[85]. Расчетные (прогнозируемые) значения индексов ухудшается по мере увеличения полярности стационар-
ной фазы [74]. Как показано на примере спиртов и сложных эфиров, время удерживания компонентов можно 
прогнозировать для определенных стационарных фаз в температурном интервале 70–140 °C на основе моле-
кулярных дескрипторов, реализованных в программе CODESSA5 [86]. 

                                                
4 QSAR — Quantitative Structure-Activity Relationship. 
5 CODESSA™ — Comprehensive Descriptors for Structural and Statistical Analysis. (http://www.semichem.com/codessa/). 
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Масс-спектры 
Наиболее широко используемым методом исследования и анализа летучих и условно летучих вто-

ричных метаболитов растений является газовая хроматография с масс-спектрометрическим детектировани-
ем [68]. Газовая хроматография в комбинации с масс-спектрометрией электронного удара получила в по-
следние десятилетия чрезвычайно широкое распространение и стала рутинным методом исследования со-
става летучих и условно летучих растительных веществ. Получаемые в этом методе масс-спектры являются 
мощным инструментом для идентификации компонентов сложных смесей. Вместе с тем использование 
масс-спектрометрического детектора в газовой хроматографии порождает ряд проблем, главная из кото-
рых — ограниченная воспроизводимость масс-спектров электронного удара в условиях газовой хромато-
масс-спектрометрии. Масс-спектры одного и того же вещества, полученные электронным ударом при стан-
дартной энергии ионизирующих электронов в 70 эВ на разных приборах, могут существенно различаться 
[87]. Более того, масс-спектры с одного прибора могут заметно отличаться, даже если зарегистрированы 
в строго контролируемых условиях. Ограниченная воспроизводимость связана, во-первых, с особенностя-
ми масс-спектрометрии как таковой [88] и, во-вторых, с конструктивными и эксплуатационными особенно-
стями хромато-масс-спектрометрии как гибридного метода:  
- при разной температуре источника ионов могут меняться относительные скорости распада (фраг-

ментации) по разным направлениям, что приводит к изменению относительной интенсивности пиков 
в получаемом масс-спектре; 

- давление в ионном источнике обычно выше оптимального для масс-спектрометрии, в результате че-
го, помимо обычных для масс-спектрометрии электронного удара мономолекулярных превращений, 
появляется заметное количество продуктов ионно-молекулярных реакций, что приводит к заметным 
отличиям получаемых масс-спектров от библиотечных спектров, зарегистрированных на «обычных» 
масс-спектрометрах; 

- вид масс-спектра зависит от давления в ионном источнике, а это давление непостоянно в течение 
элюирования хроматографического пика, поэтому вид масс-спектра будет отличаться в зависимости 
от того, в какой точке хроматографического пика зарегистрирован масс-спектр — в начале, на вер-
шине и на спаде. 
Ограниченная воспроизводимость масс-спектров электронного удара накладывает отпечаток 

на идентификацию пространственных изомеров (диастереомеров), для многих из которых различия в масс-
спектрах незначительны и не могут быть достоверно установлены из-за ограниченной воспроизводимости, 
и решающее значение приобретает газохроматографическая информация (индексы удерживания).  

Двумерные и гибридные методы 
Растительные экстракты содержат, как правило, очень сложный комплекс метаболитов, разделить ко-

торые в одном эксперименте не представляется возможным. Даже в случае если исследуемый образец со-
держит только летучие соединения, существуют области хроматограмм с очень «плотным» расположением 
хроматографических пиков с множественными наложениями пиков отдельных компонентов.  

Серьезные трудности представляют собой смеси, содержащие природные сесквитерпеноиды. Сеск-
витерпеноиды содержатся, как правило, в относительно небольшом количестве в растительных объектах 
(по сравнению с моно- и дитерпеноидами), но играют исключительно важную роль в формировании запа-
хов [89], при образовании вторичного атмосферного аэрозоля [90], как важные биологически активные 
компоненты растительных экстрактов [91–100]. Многие пары сесквитерпеновых соединений имеют очень 
близкие или даже совпадающие значения индексов удерживания, а многие соединения имеют практически 
неотличимые масс-спектры электронного удара [10, 78, 101]. Поэтому сесквитерпеновые соединения пред-
ставляют собой очень сложный объект для исследований [102] .  

Большие возможности для анализа очень сложных смесей растительных веществ предоставляют 
двумерные и гибридные методы [103], многие из которых стали важнейшим инструментарием для уско-
ренной идентификации известных компонентов смесей при поиске новых биологически активных соеди-
нений [104]. 

Одним из самых распространенных в настоящее время двумерных аналитических методов является 
двумерная газовая хроматография, позволяющая выполнять последовательное разделение с использовани-
ем хроматографических колонок с фазами разного типа [105].  Особый интерес представляет гибридный 
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метод, сочетающий двумерную газовую хроматографию с масс-селективным детектированием (GC×GC–
MS) [5]: в этом случае последовательное использование двух разных колонок сопровождается регистраци-
ей масс-спектров разделяемых компонентов, что существенно облегчает и существенным образом повыша-
ет надежность идентификации компонентов в сложных смесях, что было продемонстрировано на примере 
анализа летучих веществ в экстракте листьев табака [106]. Двумерная газовая хроматография позволяет 
выполнять энантиоселективный анализ отдельных компонентов сложных смесей при использовании ко-
лонки с хиральным селектором во втором измерении  [107, 108], а сводки экспериментальных данных 
о порядке элюирования энантиомеров в разных условиях [109] существенно облегчают анализ.  

Последние достижения в области использования двумерной ГЖХ в анализе эфирных масел и души-
стых веществ даны в обзоре [7]. 

Двумерные и гибридные методы анализа часто порождают массивы данных, с которыми непросто 
работать. В обзоре [110] обсуждается использование методов факторного анализа в хроматографии при 
использовании современных гибридных методов. 

Спектроскопия ЯМР  
Спектроскопия ЯМР стала рутинным методом в исследовании структуры органических молекул, 

в том числе и веществ растительного происхождения. Вместе с тем неразрушающий характер умеренных 
температур анализа делают спектроскопию ЯМР незаменимой при обнаружении и идентификации неус-
тойчивых и термолабильных соединений, таких как гермакрановые соединения [64] и соответствующие 
фуранодиенты [111], аскаридол [112], кислоты эвдесманового ряда [113], тритерпены [114], сесквитерпено-
вые лактоны [115]. Помимо этого компьютеризированные процедуры, основанные на спектроскопии 
ЯМР 13C и использовании литературных данных, являются эффективным инструментом для идентифика-
ции соединений определенной группы в растительных экстрактах, что показано на примере соединений 
таксанового ряда [116].  

Помимо этого спектроскопия ЯМР является дополнительным обязательным инструментом для иден-
тификации компонентов очень сложных смесей и некоторых особых групп соединений.  

Профилирование растительных экстрактов 
Помимо традиционного использования в качестве метода установления структуры органических мо-

лекул спектроскопия ЯМР успешно применяется для изучения химического состава растительных тканей и 
живых растений [117, 118], а также при изучении наборов метаболитов любой сложности [119]. С помо-
щью ЯМР удается визуализировать профили самого широкого спектра метаболитов из растительных тка-
ней или клеток [120], поэтому ЯМР рассматривается как перспективный инструмент для профилирования 
метаболитов растений и обеспечивает получение информации, которая недоступна при использовании 
иных методов [121]. Достижения в области структурного анализа и изучения растительных метаболомов 
с использованием методов спектроскопии ЯМР высокого разрешения обобщены в обзоре [122]. Различные 
варианты спектроскопии ЯМР — мощный инструмент в спектральном профилировании лекарственных 
растений и фитопрепаратов [3]. 

Хироспецифический анализ 
Спектроскопия ЯМР в ряде случаев является разумной альтернативой энантиоселективным хромато-

графическим методам, а иногда является единственным методом определения энантиомерной чистоты, ко-
гда разделения зеркальных изомеров не удается добиться хроматографическими методами.  

Энанатиомерную чистоту монотерпеновых производных можно определять методом ЯМР 13C с до-
бавкой хирального реагента сдвига (Yb(hfc)3)  непосредственно в эфирном масле,  как было показано 
на примере камфоры и фенхона [123] и борнилацетата [124], либо использовать метод ЯМР 1H для предва-
рительно выделенных соединений, как в случае анализа линалоола [125]. 

Спектроскопия ЯМР оказывается удобным методом определения энантиомерной чистоты конфигу-
рационно неустойчивых соединений, таких как, например, гиосциамин, который имеет тенденцию к раце-
мизации в атропин в ходе экстракции, поэтому хроматографические методы дают искаженные результаты, 
и проблема решается методом ЯМР 13C с добавкой хирального реагента сдвига (Yb(hfc)3) [126]. Помимо 
хиральных реагентов сдвига можно использовать хиральные сольватационные реагенты, например, (R)-(–)-
2,2,2-трифтор-1-(9-антрил)этанол [127].  
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Обзор хиральных реагентов для определения абсолютной конфигурации органических молекул методом 
ЯМР приведен в работе [128], методология определения абсолютной конфигурации обсуждается в обзоре [129], 
а последние достижения в части распознавания энантиомеров с использованием ЯМР даются в работе [130]. 

Количественный анализ 

Газовая хроматография является одним из немногих основных методов количественного анализа 
сложных смесей. При разработке методики количественного определения компонентов растительных экс-
трактов требуется проводить калибровку используемого оборудования, определять погрешность измерений 
и выполнять валидацию методики определения количественного содержания исследуемых компонентов.  

Общие проблемы количественного анализа с помощью газовой хроматографии обсуждаются в руко-
водстве [131]. Калибровка — это операция, главная цель которой состоит в установлении метрологического 
статуса измерительной системы. В результате аналитической калибровки находится эмпирическое соотно-
шение, называемое измерительной функцией, которое позволяет впоследствии рассчитать значения коли-
чества вещества в образце из измеренных значений аналитического сигнала. Проблемы аналитической ка-
либровки обсуждаются в работе [132], а проблемы количественного хроматографического анализа с ис-
пользованием N-мерных калибровочных стратегий — в обзоре [133]. Как и у любого аналитического мето-
да, в количественном анализе хроматографическими методами возникает проблема определения погрешно-
сти измеряемых величин. Источники систематических ошибок и методы их учета обсуждаются в работе 
[134]. С точки зрения методологии выполнения рутинных анализов проблематика определения погрешно-
стей формулируется в работах [135–137], где обсуждаются различные аспекты обнаружения источников 
погрешностей и их учета при формировании окончательного результата измерений. Любой аналитический 
метод требует проверки. В работах [138, 139] обсуждается проблематика, связанная с валидацией аналити-
ческих методик и дается подробное пошаговое руководство по валидации аналитических методов, учиты-
вая наиболее релевантные процедуры проверки с оценкой погрешности и точности измерений. 

Проблемы калибровки, определения погрешностей и извлечения в ходе хроматографического экспе-
римента обсуждаются в обзоре [140]. В работе [141] дан критический обзор существующих методов коли-
чественной оценки компонентов эфирных масел. Рекомендации по количественной газовой хроматографии 
эфирных масел и душистых веществ содержатся в работе [142]. 

Общие проблемы количественного анализа методом ГЖХ 
Проблемы количественного анализа методом газовой хроматографии давно и хорошо известны, раз-

работано множество подходов к количественному анализу, которые подробно освещаются в специализиро-
ванной литературе. На русском языке можно порекомендовать ряд руководств [143–145]. При выполнении 
анализов возникают проблемы чисто технического характера, связанные с интегрированием сигналов (по-
грешности в определении площадей малоинтенсивных пиков на фоне шумов, пики неправильной формы, 
наложение пиков, дефекты оцифровки…). Мы не будем останавливаться на этих технических проблемах, 
поскольку их решение описано в руководствах и технической документации к газохроматографическому 
оборудованию, но вкратце обсудим принципиальные моменты количественного анализа. 

Количественный анализ хроматографическими методами выполняется в рамках двух допущений, 
а именно: (1) состав пробы, введенной в хроматограф, идентичен составу анализируемой смеси; (2) суще-
ствует линейная зависимость между количеством вещества и интенсивностью (площадью) соответствую-
щего хроматографического пика. Существует три метода количественного анализа с использованием газо-
хроматографических экспериментов. 

Метод абсолютной калибровки заключается в нахождении эмпирической зависимости площади хро-
матографического пика от количества вводимого в хроматографическую колонку вещества. Метод требует 
наличия стандарта — то есть образца известной чистоты того самого вещества, содержание которого опреде-
ляется в ходе анализа. Метод требует точного соблюдения условий анализа (хроматографирования и детек-
тирования) при выполнении калибровки и исследования неизвестного образца.  

Метод внутренней нормализации состоит в том,  что сумма площадей всех хроматографических пи-
ков приравнивается к 100%, а содержание отдельного компонента рассчитывается как относительная пло-
щадь соответствующего хроматографического пика. Такой метод применим только тогда, когда (1) хромато-
грамма содержит пики всех без исключения компонентов, присутствующих в анализируемой смеси, (2) 
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чувствительность детектора одинакова в отношении всех анализируемых компонентов, (3) сигнал детекто-
ра линейно растет с увеличением количества вещества. На практике такого не случается никогда, поскольку 
почти всегда часть компонентов на хроматограмме не видна, а любой детектор имеет избирательную чувст-
вительность. По этой причине метод внутренней нормировки в описанном варианте является лишь мето-
дом полуколичественной оценки содержания компонентов6. Простейший способ приблизить результаты 
анализа методом внутренней нормализации к реальному содержанию компонентов — это использовать 
в расчетах поправочные коэффициенты (градуировочные коэффициенты, коэффициенты чувствительности 
детектора), которые учитывают разную чувствительность используемого детектора по отношению к ком-
понентам анализируемой смеси. Проблема в этом случае состоит в том, что необходимы поправочные ко-
эффициенты для всех компонентов анализируемой смеси, что почти всегда невозможно выполнить экспе-
риментально, и приходится прибегать к разного рода допущениям и приближениям.  

Метод внутреннего стандарта заключается в сопоставлении площади хроматографического пика ин-
тересующего компонента анализируемой смеси с площадью хроматографического пика внутреннего стан-
дарта — известного вещества, добавляемого к анализируемой смеси в известном количестве. Вычисление 
концентрации анализируемого компонента выполняется с учетом поправочных коэффициентов, учитываю-
щих различную чувствительность детектора по отношению к внутреннему стандарту и анализируемому ве-
ществу. Преимуществом такого метода является то, что можно определить содержание выбранного компонен-
та (или ряда выбранных компонентов) без знаний о том, что представляет собой вся остальная смесь. Недос-
татком метода является необходимость использования внутреннего стандарта, удовлетворяющему ряду из-
вестных требований, подобрать который для количественного анализа сложных смесей бывает непросто.  

Метод стандартной добавки используют тогда, когда по каким-либо причинам не удается подоб-
рать вещество для использования его в качестве внутреннего стандарта (см. выше). При таком методе 
к анализируемой смеси добавляют рассчитанное количество определяемого компонента, а содержание это-
го компонента в анализируемой смеси определяют сравнением исходной хроматограммы и хроматограммы 
с добавкой анализируемого компонента. Недостатками такого метода является следующее: (1) необходимо 
иметь стандартный образец анализируемого соединения или набор стандартных образцов для количест-
венного анализа интересующих компонентов, (2) для определения содержания нескольких компонентов 
необходимо выполнить множественные эксперименты со стандартными добавками разных соединений. 

Детекторы для ГЖХ 
Для количественного анализа методом газовой хроматографии могут использоваться данные, полу-

ченные на разных детекторах, и в каждом случае необходимо понимать особенности и ограничения, при-
сущие данному типу детектирования. Для получения количественных результатов необходимо использо-
вать поправочные коэффициенты, которые являются функцией отклика детектирующего устройства 
на данное соединение [146]. Коэффициенты чувствительности, полученные для одного и того же детектора 
на разных приборах, варьируют в широких пределах. Коэффициенты чувствительности зависят не только 
от природы самого анализируемого вещества, но и от некоторых свойств анализируемой смеси и условий 
анализа. Так, факторы отклика различных монотерпенов меняются в зависимости от концентрации иссле-
дуемого вещества, причем зависимость от концентрации неодинакова для разных монотерпенов и меняется 
неочевидным образом при переходе от одного соединения к другому [147]. Для детектора электронного 
захвата коэффициенты чувствительности зависят от скорости потока газа-носителя, причем эта зависи-
мость имеет очень сложный вид [148]. Коэффициенты чувствительности являются уникальными для дан-
ного метода детектирования и являются непереносимыми с одного типа детектора на другой. В некоторых 
случаях коэффициенты чувствительности уникальны для разных конфигураций оборудования с одинако-
выми типами детектирующих устройств [149]. 

Детектор по теплопроводности (катарометр) 
Детектор по теплопроводности (катарометр)7 [150], хотя и уступает большинству других детекторов 

по чувствительности, до сих пор является очень популярным в количественном анализе из-за своей уни-

                                                
6 По этой причине в профильных журналах с упором на аналитическую составляющую (Flavour and Fragrance Journal) 
не принимаются к рассмотрению работы, в которых составы летучих веществ и эфирных масел получены методом 
простой внутренней нормализации. 
7 англ.: Thermal Conductivity Detection (TCD), Katharometer. 
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версальности. Оклик детектора по теплопроводности зависит от массового расхода газа-носителя, давления 
газа-носителя в измерительной ячейке, тока моста, температуры детектора и массы образца. При точном 
контроле всех этих параметров можно достичь очень высокой точности и воспроизводимости анализа 
[151]. Следует помнить, что относительный отклик этого детектора зависит от конструкции прибора, по-
этому калибровка детектора по теплопроводности с использованием литературных значений коэффициен-
тов чувствительности может привести к значительным погрешностям в определении концентраций [149]. 

Расчет относительных молярных коэффициентов отклика детекторов по теплопроводности в газовой 
хроматографии имеет долгую историю [152]. На примере анализа смесей метиловых эфиров жирных ки-
слот методом газожидкостной хроматографии показано, что поправочные коэффициенты для количествен-
ного анализа не одинаковы для изотермического режима и режима с программированием температуры 
[153]. Для прогнозирования коэффициентов отклика детекторов по теплопроводности для разнообразных 
органических соединений может использоваться модель количественных соотношений структура—
свойство (QSRR). Показано, что на основе ряда структурных дескрипторов (молекулярная масса, сумма 
длин связей, поляризуемость, электроотрицательность и др.) с помощью множественных линейных регрес-
сий достигается высокая корреляция коэффициентов отклика с набором молекулярных дескрипторов. Раз-
работанная модель позволяет выполнять количественное определение веществ, экспериментальные коэф-
фициенты отклика которых неизвестны [154]. 

Пламенно-ионизационный детектор  
Пламенно-ионизационный детектор (ПИД)8 является одним из самых распространенных детекторов 

в газовой хроматографии [150]. Хотя ПИД реагирует практически на все органические соединения, чувст-
вительность этого детектора может меняться в 3-4 раза для соединений разных классов [155] и зависит от 
особенностей строения молекул исследуемых соединений [156]. При изучении коэффициентов чувстви-
тельности для 130 сложных эфиров органических кислот (этиловые, изопропиловые, н-пропиловые, изобу-
тиловые и н-бутиловые эфиры жирных кислот C1–C20, алифатических дикарбоновых кислот C2–C12, а также 
бензойной и о-фталевой кислот), показано, что факторы отклика меняются в широких пределах: от 1,10 для 
этиловых эфиров жирных кислот до 3,67 для н-бутилового эфира о-фталевой кислоты [157]. Существуют 
определенные проблемы в количественном анализе низших жирных кислот в виде метиловых эфиров, по-
этому в некоторых случаях бывает удобней их анализировать в виде более тяжелых эфиров, например, бу-
тиловых [158]. Экспериментально определены факторы отклика для 10 монотерпенов с использованием п-
цимола в качестве внутреннего стандарта и показано, что факторы отклика для исследованных соединений 
лежат в диапазоне 0,844-1,055. Исключение составили лимонен (0,938-1,266) и мирцен (0,681-0,813). Не-
дооценка концентраций мирцена может быть связана с его склонностью к димеризации с образованием 
димирцена (камфорена) и полимеризации при температурах выше 200°С [147]. При анализе сложных сме-
сей, содержащих много разных по структуре и свойствам терпеновых производных с неизвестными коэф-
фициентами отклика, используют разделение всех компонентов на группы по степени подобия и калибров-
ку по одному компоненту из каждой группы, например, 2-карен для монотерпеновых соединений и карвон 
для простейших окисленных производных [159]. Таким образом, удается достичь низких пределов обнару-
жения и достаточно высокой точности количественного анализа.  

Предсказывать значения отклика ПИД можно с использованием различных подходов. Один из самых 
первых подходов такого типа, который совершенствуется до настоящего времени, основан на концепции 
эффективного углеродного числа9 [157, 160–164]. 

В основе другого подхода лежит то обстоятельство, что при работе пламенно-ионизационного детек-
тора происходит сгорание аналита, а значит, коэффициенты чувствительности могут зависеть от теплоты 
сгорания анализируемого вещества. Действительно, существует хорошая корреляция между относитель-
ными коэффициентами отклика и теплотами сгорания [165]. Поскольку в настоящее время теплоты сгора-
ния любого органического вещества могут быть рассчитаны с достаточно хорошей точностью различными 
квантово-химическими методами, относительные коэффициенты чувствительности ПИД можно моделиро-
вать с удовлетворительной точностью,  как было показано на примере летучих компонентов различных 
ароматизаторов [166]. На примере анализа силилированных производных биомолекул показано, что пред-

                                                
8 англ.: Flame Ionization Detector (FID). 
9 англ.: effective carbon number. 
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сказание коэффициентов чувствительности на основе расчетных значений теплот сгорания является одним 
из немногих методов, позволяющих количественно определять летучие соединения без калибровки прибо-
ра с использованием чистого эталонного вещества [167]. 

Третий подход основан на использовании молекулярных дескрипторов, таких как, например, индекс 
внутренней молекулярной поляризуемости [168]. Предпринимались попытки моделирования факторов от-
клика пламенно-ионизационного детектора с использованием искусственной нейронной сети, и в результа-
те проведенных исследований показано, что разработанная нейронная сеть обладает хорошей прогнози-
рующей способностью [169]. По данным множественной линейной регрессии, учитывающей различные 
дескрипторы молекул (молекулярная масса, число колебательных мод, площадь поверхности, индекс Бала-
бана [170]), с использованием искусственной нейронной сети получен хороший прогноз значений коэффи-
циентов отклика для соединений разных классов [171]. 

Показано, что гелиевый импульсно-разрядный фотоионизационный детектор10 является более точ-
ным по сравнению с ПИД при определении процентного состава смеси углеводородов. Кроме того, такой 
метод детектирования является более универсальным по сравнению с ПИД [172].  

Масс-селективный детектор 
Использование масс-спектрометра в качестве детектора для количественного анализа порождает са-

мый обширный набор проблем [68, 88, 173]: 
- чувствительность масс-спектрометрического детектора при регистрации полного масс-спектра  

обычно заметно ниже, чем у пламенно-ионизационного, при этом чувствительность масс-
селективного детектора зависит в довольно широком диапазоне от метода ввода пробы [174];  

- конечный динамический диапазон детектора (порядка 106) приводит к тому, что в случае анализа слож-
ных смесей либо появляются искаженные пики основных компонентов, либо слабоинтенсивные ком-
поненты теряются в шумах. И то, и другое приводит к значительным ошибкам в интегрировании; 

- конечная скорость работы магнитного анализатора (в современных устройствах с квадрупольным 
масс-спектрометром масс-спектры сканируются со скоростью 2–10 спектров в секунду), что приво-
дит к неточной оцифровке хроматографического пика с последующей значительной ошибкой при 
определении интегральной интенсивности11; 

- интенсивность возникающего ионного тока при прочих равных условиях определяется сечением ио-
низации, которая зависит от структуры (формы) молекулы и может изменяться в широком диапазоне. 
На практике это означает, что два вещества с разным сечением ионизации, попадая в ионизационную 
камеру в одинаковом количестве,  дают разное количество ионов и,  как следствие этого,  —  разную 
интенсивность суммарного ионного тока и разную площадь соответствующих хроматографических 
пиков;  

- масс-анализатор любого типа в разной степени пропускает ионы с разными значениями m/z, поэтому 
если в камере ионизации образуется одинаковое количество ионов с двумя разными массами, то это 
не означает, что ионные токи, соответствующие этим массам в масс-селективном детекторе будут 
иметь одинаковую величину. Разница в интенсивности ионных токов будет тем больше, чем больше 
разница в значениях m/z. Разные типы масс-анализаторов имеют индивидуальные особенности 
в этом плане. Так, из-за особенностей расположения вторичного электронного умножителя в квадру-
польном анализаторе для ионов с бóльшими массами коэффициент усиления оказывается меньше, 
чем для более легких ионов; 

- как правило, из практических соображений регистрируется не весь масс-спектр, и ионы с массами 
меньше чем m/z = 30 а.е.м. отсекаются. Это означает, что два вещества с одинаковыми сечениями иони-
зации, попадающие в одинаковом количестве в камеру ионизации, при детектировании будут давать 
неодинаковую интенсивность суммарного ионного тока, и разница в интенсивности будет тем больше, 
чем больше различий в балансе самых легких и остальных ионов для двух этих веществ.  
Как и при использовании других типов детекторов (см. выше), использование масс-селективного де-

тектора для количественного анализа летучих веществ требует знаний о коэффициентах чувствительности 

                                                
10 англ.: Pulsed-Discharge Photo Ionisation Detector (PDPID).  
11 Современные времяпролетные масс-спектрометры позволяют регистрировать 100 и более полных масс-спектров 
в секунду.  
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отдельных компонентов анализируемых смесей. Исследованы зависимости коэффициентов чувствительно-
сти масс-спектрометрического детектора от структуры молекул и показано, что масс-селективный детектор 
в целом менее чувствителен к н-алканам по сравнению с соответствующими галоген-производными, при-
чем для полигалогеналканов наблюдались значительные отклонения от правила аддитивности [175]. 

Стандарты и стандартные смеси 
Количественный анализ методом газовой хроматографии требует использования стандартов – то есть 

веществ известной чистоты или смесей известного состава для выполнения калибровки. В качестве стан-
дарта можно использовать любое вещество, удовлетворяющее следующему набору условий [142, 144]:  
(1) сходство химической природы стандарта и анализируемых веществ для достижения полного смешения 
с пробой и обеспечения сопоставимых хроматографических характеристик стандарта и анализируемых 
компонентов, (2) стабильность при хранении и устойчивость в условиях анализа, (3) инертность по отно-
шению ко всем компонентам анализируемой смеси, (4) известная, определенная независимым методом 
чистота и отсутствие примесей, пики которых перекрывались бы с пиками анализируемой смеси. Такой 
перечень требований не всегда позволяет легко подобрать стандарт для количественного анализа опреде-
ленных смесей [176]. 

Анализ и определение чистоты таких калибровочных стандартов и смесей — самостоятельная и до-
вольно сложная задача. Различные подходы к выполнению такого рода анализов описан в работах [177, 
178]. Существуют различные подходы, позволяющие экономить время на приготовлении и анализе стан-
дартных смесей [179]. В работе [180] описана процедура приготовления и использования стандартов с кон-
центрациями порядка 1–10 нг/мкл для определения содержания моно- и сесквитерпеноидов в биологиче-
ских жидкостях методом ГЖХ.  

Множество веществ по разным причинам недоступны в качестве стандартов для количественного 
анализа, и в этих случаях неопределенность неизбежна. Однако этой неопределенности можно избежать 
и точно определить количество смеси, содержащей один или несколько недоступных компонентов с ис-
пользованием группового корреляционного метода [181]. 

Количественная спектроскопия ЯМР 
Количественная спектроскопия ЯМР12 в сравнении с хроматографическими методами является уни-

версальным приемом обнаружения целевых компонентов в смесях любой сложности и дает возможность 
определить их количественное содержание [182]. В отношении анализа экстрактов растений количествен-
ный ЯМР демонстрирует очевидные преимущества перед традиционными методами, основанными на хро-
матографическом разделении [183]. Решающее преимущество заключается в том, что для количественных 
измерений с использованием ЯМР нет необходимости использовать чистый аутентичный стандарт опреде-
ляемого вещества, а количественный анализ может быть выполнен с применением любого доступного чис-
того образца органического вещества, которое используется в качестве внутреннего стандарта [184]. Еще 
одной особенностью ЯМР является то, что количественные измерения можно выполнять одновременно для 
нескольких компонентов исследуемого образца [185] с использованием единственного стандарта [186]. Ко-
личественные измерения методом ЯМР можно выполнять в отсутствие вообще какого-либо стандарта 
при условии использования сигналов растворителя для расчета концентраций [186]. 

Особенности анализа некоторых групп веществ  

Каждая группа летучих растительных метаболитов требует особого подхода к выбору метода и усло-
вий анализа с учетом специфических физических, физико-химических и химических свойств соединений. 
Применительно к анализу методом газовой хромато-масс-спектрометрии особенности анализа различных 
групп соединений описаны в руководстве [10, с. 172–180]. Поэтому здесь мы не будем повторяться, а дадим 
сведения, не вошедшие в упомянутую монографию или же появившиеся после ее опубликования.  

Нормальные углеводороды 
Нормальные углеводороды — часто встречающаяся группа соединений, извлекаемых из живых рас-

тений и растительного сырья и ископаемых источников. Смеси нормальных алканов являются непремен-

                                                
12 англ.: quantitative Nuclear Magnetic Resonance – qNMR [87].  



ПРОБЛЕМЫ КАЧЕСТВЕННОГО И КОЛИЧЕСТВЕННОГО АНАЛИЗА … 19

ными компонентами эпикутикулярного воска растений [187]. Нормальные углеводороды используются как 
универсальные стандарты для расчетов индексов удерживания в газовой хроматографии и при калибровке 
колонок для гельпроникающей хроматографии с целью определения важных параметров при анализе неф-
тяных фракций [188]. Нормальные алканы содержатся во всех нефтепродуктах и горюче-смазочных мате-
риалах и поэтому часто попадают как загрязняющие примеси в растительные экстракты.  

Анализ нефтей и нефтяных фракций имеет особое значение для хроматографического анализа, по-
скольку многие принципиальные вопросы качественного и количественного анализа хроматографическими 
методами были разработаны именно на примере анализа нефтяных фракций. На примере анализа нефтяных 
фракций разработаны любопытные подходы, связанные с симуляцией данных дистилляции для количест-
венного анализа с использованием поправочных коэффициентов [189]. 

Жирные кислоты и эфиры жирных кислот 
Жирные кислоты являются одними из основных промежуточных продуктов первичного метаболизма 

и, как правило, не накапливаются в растениях в свободном виде, а депонируются в виде триглицеридов (жи-
ров) и используются в синтезе различных групп липидов [190]. Свободные жирные кислоты являются сигналь-
ными веществами и участвуют, таким образом, в регуляции некоторых ферментативных процессов [191]. Сво-
бодные жирные кислоты содержатся в небольшом количестве в эпикутикулярном воске растений [187, 192]. 

Жирные кислоты обычно не анализируют как таковые, а превращают в метиловые эфиры, методы 
анализа которых хорошо разработаны и позволяют определять жирнокислотный состав продуктов различ-
ного происхождения [193]. Хроматографический анализ алкиловых эфиров жирных кислот в последнее 
время вновь привлекает внимание в связи с анализом биодизеля [194–196], который становится все более 
популярным видом топлива.  

Эфирные масла  
Хроматографические методы в области анализа состава эфирных масел — тема хорошо разработан-

ная. В обзоре [70] рассматривается современное состояние методологической базы в части получения 
и анализа эфирных масел. Количественный анализ эфирного масла по-прежнему представляет серьезную 
проблему из-за сложности состава и недоступности большинства компонентов как аналитических стандар-
тов. Специальным исследованием показано, что газовая хромато-масс-спектрометрия без использования 
поправок на коэффициенты чувствительности отдельных компонентов дает очень неточные сведения о со-
держании компонентов [197]. Последние достижения в области инструментального обеспечения в хромато-
графическом анализе эфирных масле обсуждается в обзорах [4–7]. 

Из-за изменчивости растений и влияния различных внешних факторов выходы и состав масла для 
одного и того же вида растений сильно различаются [198–200].  Получаемый состав эфирного масла для 
исследуемого вида растений и сравнение полученных данных с опубликованными в литературе сведениями 
может обескуражить. Несовпадение собственных и литературных данных связано, по крайней мере, с дву-
мя обстоятельствами: уже упоминавшейся естественной изменчивости растений и различиями в технологи 
переработки и анализа,  что влечет за собой образование разных наборов артефактов.  В таких случаях мо-
жет помочь сравнение со стандартными хроматографическими профилями для данного вида (хемотипа). 
К сожалению, стандартные хроматографические профили можно найти только для коммерчески доступных 
эфирных масел. Что касается дикорастущих растений, то единственная сводка существует для эфирномас-
личной флоры Южной Сибири [14]. 

Гидропероксиды терпенов 
Как уже упоминалось выше, продукты, образующиеся за счет окисления терпенов при хранении 

эфирных масел, являются сильными аллергенами, а потому их содержание в различных терпен-
содержащих продуктах требует особого контроля. Количественная оценка содержания терпеновых гидро-
пероксидов представляет собой большую проблему, поскольку при использовании обычных хроматогарфи-
ческих приемов для калибровки требуются стандартные образцы, которые имеют очень ограниченную дос-
тупность и из-за их химической нестабильности требуют особых условий хранения (–78 °C). Для преодо-
ления этих ограничений разработан подход, основанный на анализе методом GC-FID силилированных про-
ивзодных гидропероксидов с прогнозированием факторов отклика [201]. Такая процедура обеспечивает 
хорошую альтернативу полной калибровке до уровня концентрации 500 мг/кг, хотя при анализе эфирных 
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масел и искусственных ароматических смесей обнаруживаются большие отклонения, что связано не с по-
грешностями метода,  а с лабильностью гидропероксидов,  которые легко вступают в реакции с другими 
компонентами смесей. Ошибки в определении содержания гидропероксидов с использованием газовой 
хроматографии связаны помимо всего прочего с термолабильностью этих соединений, поскольку избежать 
нагрева в газохроматографическом эксперименте невозможно. Поэтому разработан простой и чувствитель-
ный метод с использованием тандемной жидкостной хромато-масс-спектрометрии (LC/ESI-MS/MS) для 
количественного определения гидропероксидов из линалоола, линилалацетата и лимонена [202].  

Ароматические вещества 
Поскольку эфирные масла и экстракты являются очень важными ингредиентами при производстве 

ароматических и вкусовых добавок, наметилась тенденция по ужесточению требований в части оборота 
природных продуктов, используемых для этих целей [203]. В этой связи разрабатываются новые подходы к 
быстрому анализу летучие соединения в различных ароматизаторах без использования аутентичных соеди-
нений в качестве стандартов, чтобы избежать трудоемких процедур калибровки [204]. 

Несмотря на повсеместное использование природных душистых и пряно-ароматичеких добавок, 
часто упускается из виду, что не все природные компоненты одинаково безобидны. Многие натуральные 
смеси, используемые для придания аромата и вкуса разнообразным продуктам, таят в себе природные ве-
щества, содержание которых не должно превышать установленных норм из-за их токсического действия. 
Хотя известно об этом было уже давно,  первая систематическая аналитическая работа на эту тему появи-
лась только в 2015 году, когда рабочая группа по методам анализа Международной организации пряно-
ароматической промышленности13 разработала метод быстрого рутинного количественного определения 
ряда веществ такого типа –  β-азарона, кумарина, ментофурана, метилхавикола, метилэгенола, пулегона, 
сафрола и α- и β-туйонов – с помощью газовой хроматографии-масс-спектрометрии. Метод был опробован 
в разных лабораториях и показал хорошую эффективность [205].  

Сесквитерпеноиды 
Как уже отмечалось выше, сесквитерпеноиды являются очень сложным объектом анализа (см. выше 

раздел «Двумерные и гибридные методы»). Среди сесквитереновых соединений встречаются широко рас-
пространенные соединения, идентификация которых методами хромато-масс-спектрометрии обычно не 
вызывает проблем (кариофиллен/изокариофиллен, гумулен, лонгифолен, гермакрен D, окись кариофилле-
на, спатуленол, бизаболол и проч.). Вместе с тем подавляющее большинство сесквитерпеновых соединений 
бывает очень непросто идентифицировать из-за схожести индексов удерживания и масс-спектров. Именно 
по этой причине, во избежание ошибок идентификации, в правилах для авторов специализированного жур-
нала Flavour and Fragrance Journal отмечается, что совпадение индексов удерживания и масс-спектров 
электронного удара не является достаточным основанием для идентификации необычных сесквитерпенов, 
а потому идентификацию требуется подтвердить дополнительными спектральными методами – ГЖХ-ИК 
и/или ЯМР. 

Количественный анализ сесквитерпеновых соединений также представляет собой непростую задачу 
из-за недоступности подавляющего большинства соединений этой группы в виде аналитических стандартов.  

Пример разработки и валидации аналитических методик количественного определения ключевых 
сесквитерпенов — β-кариофиллена, α-копаена и α-гумулена, содержащихся в препаратах из растений рода 
Copaifera (сем. Leguminosae = Fabaceae), с использованием 1,2,4,5-тетраметилбензола в качестве внутрен-
него стандарта описан в работе [206]. Многие важные в практическом отношении сесквитерпеноиды явля-
ются полифункциональными производными, которые нестабильны в условиях газовой хроматографии. 
Описаны подходы к количественному определению ключевых сесквитерпеновых производных (цезоарон-
дола, изозодоарондола, аэугидиола, гермакрон-4,5-эпоксида, куркуменона, гермакрона, неокурдиона и фу-
ранодиена), содержащихся в препаратах, изготовленных на основе куркумы (Curcuma ssp.),  методом жид-
костной хроматографии с исполььзованием единого стандарта — курдиона [207]. 

                                                
13 англ.: International Organization of the Flavor Industry (IOFI). 
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Анализ биогенных летучих веществ в воздухе  
Летучие органические соединения играют важную роль в химии атмосферы и биогеохимии, по-

скольку биогенные выбросы обеспечивают наибольшую долю неметановых летучих органических соеди-
нений атмосферы. Среди аналитических методов их определения в атмосфере газовая хроматография 
в сочетании с масс-спектрометрией дает ряд преимуществ [208]. Однако для точной количественной ка-
либровки необходима калибровка со стандартными веществами,  которые далеко не всегда доступны.  Осо-
бенностью анализов содержания монотерпенов в воздухе является необходимость использования стандарт-
ных смесей очень малой концентрации. В работе [209] описаны процедуры приготовления таких смесей 
с концентрацией порядка 2 нM. 

Для решения этой проблемы разработана модель количественного соотношения структура — свой-
ство для прогнозирования коэффициентов отклика масс-селективного детектора для различных химиче-
ских структур с использованием 7-параметровой модели [210]. Средняя ошибка в прогнозировании коэф-
фициентов отклика была рассчитана с помощью процедуры перекрестной проверки и была ниже 20%, что 
достаточно для определения летучих органических веществ в воздухе. Описан также метод количествен-
ных измерений летучих биогенных органических веществ в воздухе с использованием пламенно-
ионизационного детектора в рамках концепции эффективного углеродного числа [211].  

В некоторых случаях для осуществления непрерывного мониторинга биогенных органических ве-
ществ в воздухе требуется повышенное по сравнению с рутинными измерениями временное разрешение. 
В этой связи разработана новая полностью автоматизированная технология быстрой газовой хроматогра-
фии для обеспечения более высокого контроля временного разрешения монотерпенов и ряда других терпе-
нов C9–C15 [71]. Показано, что за время анализа 10-20 мин можно достичь удовлетворительной точности 
измерений, характеризующихся погрешностью ≤ 12% при измерении концентраций монотрепеноидов 
и погрешностью ~ 25% при определении концентраций окисленных сесквитерпеноидов.  

Заключение 

Широкое распространение новейшего газохроматографического оборудования, оснащенного совре-
менными программными средствами сбора, первичной обработки и анализа экспериментальных данных, 
привело к тому, что значительная часть эксперимента — от ввода пробы и до получения данных об иден-
тификации и количественному содержанию компонентов — осуществляется в автоматическом режиме, что 
превращает анализ летучих и условно летучих веществ растительных экстрактов в «легкую прогулку». При 
этом следует помнить, что видимая простота, свойственная рутинному анализу, касается чисто технической 
стороны дела. Современные аппаратные и программные средства и в самом деле существенно облегчают 
выполнение измерений, сводя к минимуму необходимость ручного труда. Однако надо понимать, что со-
вершенствование техники эксперимента не меняет основ метода, а потому не устраняет принципиальных 
ограничений данного метода исследования. Поэтому хроматографические или хромато-масс-
спектрометрические данные, получаемые в автоматическом режиме, должны быть подвергнуты беспри-
страстной ревизии со стороны экспериментатора с учетом всех известных ограничений, свойственных тому 
или иному хроматографическому методу разделения или детектирования компонентов, чтобы избежать 
ошибок при публикации результатов. Для правильной интерпретации получаемых данных необходимо 
знать всю историю анализируемого образца, а для этого все манипуляции с растительным материалом — от 
сбора сырья и до финальной пробоподготовки — должны быть самым тщательным образом задокументи-
рованы. Только в этом случае можно рассчитывать на получение значимых результатов исследования.   
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Tkachev A.V. PROBLEMS OF QUALITATIVE AND QUANTITATIVE ANALYSIS OF PLANT VOLATILES  

N.N. Vorozhtsov Novosibirsk Institute of Organic Chemistry of Siberian Branch of Russian Academy of Sciences 
(NIOCH SB RAS), 9 Lavrentiev Avenue, Novosibirsk, 630090, Russia 
Novosibirsk State University, 2 Pirogova str., Novosibirsk, 630090, Russia, e-mail: atkachev@nioch.nsc.ru 
Strategies for the analysis of plant volatiles have changed significantly over the past 15–20 years due to the introduction 

of new approaches to sample preparation and analysis, including approaches developed for other areas and currently applied to 
the analysis of plant metabolites. Any analysis of plant substances consists of two steps. The first step includes collection, pri-
mary processing, conservation, storage and extraction of plant material to prepare samples for research. The second step is the 
actual analysis of the samples by particular set of chromatographic, spectral and/or hybrid (hyphenated) techniques. Attention of 
scientific publications is usually focused on the second step, whereas the first step is "behind the scenes." However, it is at the 
first step that significant processes inside the biomaterial occur. It is impossible to correctly and adequately evaluate the final 
result of the research wthout regard to these processes. At both steps of research work, specific problems arise, the discussion of 
which is the subject of this review.  

Wide distribution of the modern chromatographic instrumetns equipped with contemporary sofisticated software led to 
the fact that a significant part of the experiment is performed in an automatic mode. However, one must understand that improv-
ing the technique of the experiment does not change the basis of the method, and therefore does not eliminate the fundamental 
limitations of the method used. Therefore, to avoid errors in the publication of the results, all the experimental data obtained in 
an automatic mode should be subjected to an impartial revision by the experimenter taking into account all known limitations 
inherent in methods used for separation and detecting of  components. In order to correctly interpret the data obtained, it is nec-
essary to know the entire history of the sample under investigation, and for this, all manipulations with plant material — from 
collection of raw materials and to final sample preparation — must be carefully documented. Only in this case one can expect 
to receive meaningful research results. 

Keywords: plant volatiles, gas chromatography, gas chromatography-mass spectrometry, qualitative analysis, quantita-
tive analysis, detectors, standards, artifacts. 
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