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Аннотация. Актуальность данного исследования обусловлена необходимостью разработки методик извлечения и количественного 
определения высших карбоновых кислот в рыбе. В данной работе предложена простая, недорогая и высокочувствительная экстрак-
ционно-фотометрическая методика селективного определения общего содержания высших карбоновых кислот. Данная методика се-
лективна и основана на количественной экстракции в органическую фазу ионных ассоциатов катионного красителя пиронина G (Y) с 
высокогидрофобными карбоновыми кислотами и представляется перспективной для количественного определения последних в рыбе. 
Значительное внимание в работе уделено пробоподготовке, которая является наиболее важной стадией анализа, так как работа ведет-
ся с природным образцом, имеющим сложный состав. Методика была опробована на реальных объектах, с использованием данной 
методики была получена прямо пропорциональная зависимость концентрации высших карбоновых кислот в рыбе от времени хране-
ния. Установлено, что для извлечения высших карбоновых кислот наиболее эффективной является гептан/изо-пропаноловая система. 
Предел обнаружения высших карбоновых кислот экстракционно-фотометрическим методом с применением катионного красителя 
пиронина G(Y) в рыбе составляет 4,4·10-7 М. Полученные результаты позволяют утверждать, что разработанная методика может ис-
пользоваться для определения свежести рыбы.
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Abstract. The relevance of this study is due to the need to develop methods for the extraction and quantitative determination of higher carboxylic 
acids in fi sh. In this work, we propose a simple, inexpensive, and highly sensitive extraction-photometric technique for the selective determination 
of the total content of fatty acids. This technique is selective and is based on the quantitative extraction into the organic phase of ionic associates 
of the cationic dye pyronin G (Y) with highly hydrophobic carboxylic acids and seems promising for the quantitative determination of the fatty 
carboxylic acids in fi sh. Considerable attention is paid to the sample preparation, which is the most important stage of analysis, since the work 
is carried out with a natural sample that has a complex composition. The technique has been tested on real objects, also using this technique, 
a directly proportional dependence of the concentration of higher carboxylic acids in fi sh on the storage time has been obtained. It has been 
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established that the heptane/iso-propanol system is the most eff ective for the extraction of higher carboxylic acids. The limit of detection of higher 
carboxylic acids by the extraction-photometric method using the cationic dye pyronin G(Y) in fi sh is 4,4 10-7 M. The results obtained allow us to 
state that the developed method can be used to determine the freshness of fi sh.
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Введение
Одним из важнейших параметров качества 

рыбы является ее свежесть. Данный параметр 
сложно задать количественно. Как правило, све-
жесть рыбы определяется органолептическими 
методами [1]. Такие методы обладают рядом не-
достатков, среди которых главным является их 
субъективность. Поэтому для оценки качества 
рыбы наиболее предпочтительными представля-
ются объективные физические или химические 
методы анализа.

Одним из количественных индикаторов 
свежести рыбы может служить количественное 
значение свободных высших карбоновых кис-
лот, которое изменяется со временем в тканях 
рыбы за счет ферментативного гидролиза жиров 
[2]. Вышеописанный процесс высвобождения 
свободных кислот может протекать и при тем-
пературе ниже −20° С, которая для большинства 
заготавливаемых рыб является температурой 
хранения [3]. Как следует из источников [4–8], 
для количественного анализа высших карбо-
новых кислот могут использоваться хромато-
графические, потенциометрические, спектро-
фотометрические, титриметрические методы 
анализа, в общем случае характеризующиеся 
или низкой чувствительностью (титрование), или 
сложностью пробоподготовки и детектирования 
(хроматография).

Среди хроматографических методов анализа 
газовая хроматография (ГХ) занимает ведущее 
место [9, 10]. Она позволяет провести качествен-
ный и количественный анализ жирных кислот, 
однако такая процедура дорогая, сложная и не-
экспрессная.

К тому же метод требует специальной под-
готовки образца, поскольку высшие карбоновые 
кислоты (ВКК) имеют низкую летучесть, обра-
зуют водородные связи. С такими проблемами 
борются путем модифицирования карбоновых 
кислот, как правило, их этерифицируют метано-
лом в присутствии гидроксида натрия.

Несмотря на то что при атмосферном дав-
лении температура кипения высших карбоновых 
кислот близка к температуре разрушения и даже 
выше ее, предложены некоторые ГХ методы ана-

лиза, использующие немодифицированные ВКК. 
Сложности вызывает также подбор инертной 
фазы, газа-носителя и способа введения пробы.

Подробная методика прямого потенциоме-
трического анализа описана в работе [11]. Пред-
ложенный метод отличается достаточно простой 
пробоподготовкой: измерение pH проводят либо 
сразу же после мацерации образца, либо к из-
мельченному образцу добавляют воду. Однако при 
использовании такого способа пробоподготовки 
следует убедиться, что есть контакт между из-
мельченным филе рыбы и мембраной электрода.

К недостаткам методики относится сорбция 
белков на поверхности электрода, что в итоге 
искажает показания прибора. Чтобы устранить 
влияние белков на работу электрода, должна 
проводиться его очистка, особенно после дли-
тельного использования.

Кислотно-основное титрование – классиче-
ский способ определения общей кислотности, 
который отличается быстротой, дешевизной и 
достаточной чувствительностью. 

Методика кислотно-основного титрования 
обладает рядом недостатков, среди которых 
высокая вероятность ошибки, обусловленная 
сложностями зрительного детектирования точ-
ки эквивалентности. На определение конечной 
точки титрования влияют мутность раствора, 
каротиноиды, пигменты и продукты окисления.

ИК-спектроскопия с фурье-преобразованием 
является альтернативным вариантом методики 
для количественной идентификации высших 
карбоновых кислот. Основана она на том, что 
С=О часть карбоксильной группы имеет харак-
теристическую частоту поглощения (1711 см-1). 
Однако ее сигнал перекрывается сигналом С=О 
частью сложноэфирной группы триглициридов. 
Но вклад сложноэфирной группы в общий сигнал 
может быть оценен при помощи калибровки.

Особенностью анализа рыбы, согласно 
данным методам исследования, является то, 
что практически все перечисленные методы 
требуют предварительного извлечения и даже 
модификации высших карбоновых кислот, что 
весьма трудоемко, длительно и порой требует 
использования опасных растворителей [12, 13].
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Как и в большинстве методик анализа реаль-
ных природных объектов, экстракционно-фото-
метрическая методика анализа требует пред-
варительного извлечения искомых карбоновых 
кислот. Для этого нами выбрана экстракция, как 
наиболее сочетаемая с фотометрией. На основе 
литературных данных наиболее перспективными 
были выбраны и экспериментально опробованы 
следующие методы извлечения:

• экстракция этанолом [14];
• экстракция по методы Блая–Дайера (хло-

роформ/метанол) [15];
• экстракция гексан/изо-пропанолом [16, 17].
Во всех случаях методики были модифи-

цированы согласно [18, 19] нашим работам под 
применение красителя пиронина G (Y) и органи-
ческой фазы 5% н-октанола в гептане.

Использование в качестве катионного кра-
сителя пиронина G имеет ряд преимуществ. 
Данное соединение практически не подвержено 
влиянию значения pH. Его спектр практически 
не изменяется как в водной, так и в органической 
фазах. Кроме того, водные растворы пиронина 
очень устойчивы во времени. К достоинствам 
красителя можно отнести и высокую раствори-
мость в воде, необходимую в некоторых случаях 
для успешной экстракции ассоциата красителя 
с гидрофобными кислотами в органическую 
фазу. Также отметим, что даже значительные (до 
0,5 моль/л) концентрации большинства рас-
пространенных неорганических анионов не 
оказывают влияния на экстракцию пиронина G 
с высшими карбоновыми кислотами [19].

Данная методика обладает рядом досто-
инств: универсальностью, т.к. возможен анализ 
как водных растворов высших карбоновых кис-
лот, так и обнаружение гидрофобных кислот в 
неполярных соединениях; низкими пределами 
обнаружения и хорошей воспроизводимостью. 
К преимуществам методики можно отнести то, 
что на анализ практически не оказывают влияния 
примеси углекислоты и других неорганических 
кислот, а также низкомолекулярные карбоновые 
кислоты [18].

Материалы и методы 
Измерение оптической плотности прово-

дили на спектрофотометре Solar PB 2201 при 
температуре 20 °С. Для поддержания заданной 
температуры использовался термостат TW- 2. 
В целях упрощения расчётов объемы водной и 
органической фаз в экстракционно-фотометри-
ческих системах были равны.

Для проведения исследований были исполь-
зованы следующие вещества: пиронин G – Fluka 

Chemie AG, ч., гептан эталонный, н-октанол-1 
ч., хлорид натрия ч., глицин, соляная кислота 
х.ч., гидроксид натрия ч.д.а., хлороформ ч.д.а., 
метанол – «ч.», изо-пропанол – «х.ч.», этанол – 
пищевой высшей очистки.

Результаты и их обсуждение
С целью выбора наиболее эффективной 

системы извлечения кислот из образцов рыбы, 
как было указано выше, были исследованы три 
системы. 

Экстракция карбоновых кислот 
различными методами
1. Экстракция карбоновых кислот этанолом 
1 г образца смешивался с 10 см3 этанола, 

затем полученный этанольный экстракт был 
разбавлен в 11 раз, после чего разбавленный 
экстракт был добавлен в систему для фото-
метрического анализа. Система состояла из 
0,5 см3 разбавленного этанольного экстракта, 
1 см3 5% раствора н-октанола в гептане, орга-
ническая фаза доводилась до 6 см3 гептаном; в 
систему так же были внесены 1 см3 1,00·10- 3 М 
раствора пиронина G, 0,3 см3 раствора гидроксида 
натрия (0,02 М) и объем водной фазы доводился 
водой до 6 см3. По такому же принципу были при-
готовлены следующие системы: холостая система, 
где вместо 0,5 см3 разбавленного экстракта был 
внесен идентичный объем этанола, и система, со-
держащая вместо 0,5 см3 разбавленного экстракта 
0,5 см3 концентрированного экстракта.

В ходе исследования органической фазы, 
полученной после проведения экстракции эта-
нолом, были получены следующие результаты, 
которые представлены в табл. 1.

Низкие значения оптической плотности для 
данных систем показали, что степень извлечения 
карбоновых кислот этанолом невелика (уровень 
нескольких сотых), поэтому такая экстракцион-
ная система представляется бесперспективной.

2. Экстракция карбоновых кислот по методу 
Блая–Дайера 

К образцу массой 3,011 г было добавлено 
3 см3 хлороформа и 6 см3 метанола. Смесь 
перемешивалась 15 мин, а затем фильтро-
валась через бумажный фильтр. После чего 
было отобрано 0,1 см3 экстракта, и данный 
объем был внесен в систему, состоящую из 
1 см3 5% н-октанола, 4,9 см3 гептана, 0,5 см3 
1,00·10-3 М раствора пиронина G, 0,3 см3 рас-
твора гидроксида натрия (0,02 М) и объем 
водной фазы доводили водой до 6 см3. Как 
верхняя, так и нижняя фазы приготовленной 
системы оказались мутными, поэтому была 
проведена реэкстракция для удаления примесей.
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Для проведения реэкстракции в пробирку 
были внесены экстракт объемом 3 см3, 1 см3 
хлороформа и 1 см3 0,88% раствора хлорида 
натрия. Полученные системы перемешивались 
10 мин, термостатировались при 20°С 30 мин. 
Система расслоилась на две фазы, где верхняя 
фаза объемом 3,8 см3 была мутной, а нижняя 

объемом 2 см3 была прозрачной. Нижняя хло-
роформная фаза была разбавлена в 20 раз, после 
чего 1 см3 разбавленного реэкстракта был внесен 
в аналогичную систему для оптического анализа. 
Результаты спектрофотометрического анализа 
хлороформной фазы реэкстракта и холостой 
системы представлены в табл. 1.

Таблица 1 / Table 1
Результаты экстракционно-фотометрического анализа для различных методик извлечения (P = 0,95; n = 3)

Results of extraction-photometric analysis for various extraction methods (P = 0,95; n = 3)

Система / System Холостая система / Idle system Система с концентрированным экстрактом / 
Concentrated extract system

Этанол / Ethanol 0,025 ± 0,005 0,050

Хлороформ/метанол (1:2) / 
Chloroform/methanol (1:2) 0,683 ± 0,021 0,787

Гексан/изо-пропанол (3:2) / 
Hexane/iso-propanol (3:2) 0,065 ± 0,008 0,527 ± 0,006

Высокие значения оптической плотности 
сравнимые по величине для холостого опыта 
и системы с экстрактом показали, что данную 
экстракционную систему использовать затруд-
нительно.

3. Экстракция карбоновых кислот гексаном/
изо-пропанолом

Данные исследования показали, что смесь 
гексана/изо-пропанола в соотношении 3:2 об-
ладает высокой эффективностью извлечения 
карбоновых кислот из рыбы. 

Извлечение карбоновых кислот осущест-
влялось следующим образом. 1,0302 г рыбы 
смешали с 10,8 см3 гексана и 7,2 см3 изо-про-
панола. Смесь перемешивалась 15 мин и филь-
тровалась через бумажный фильтр. После чего 
было отобрано 0,1 см3 экстракта, и данный объем 
был внесен в систему, состоящую из 1 см3 5% 
н-октанола в гептане, 4,9 см3 гептана, 0,5 см3 
1,00·10- 3 М раствора пиронина G, 0,3 см3 раство-
ра гидроксида натрия (0,02 М) и объем водной 
фазы доводили водой до 6 см3.

В работе нами была проведена модификация 
методики [13, 14], так как обе фазы оказались 
мутными, поэтому была проведена реэкстракция. 
В пробирку одновременно вносили экстракт кар-
боновых кислот из рыбы объемом 4 см3 и 4 см3 
дистиллированной воды. Полученные системы 
перемешивались 10 мин, термостатировались 
при 20 °С 30 мин. Система расслоилась на две 
фазы, где нижняя фаза объемом 6 см3 была слегка 
мутной, а верхняя объемом 2 см3 была прозрач-
ной. Часть верхней гексановой фаза объемом 
0,4 см3 была внесена в аналогичную систему для 
оптического анализа. Результаты анализа верх-
ней гексановой фазы реэкстракта, полученного 

после извлечения карбоновых кислот гексаном 
изо-пропанолом (3:2), представлены в табл. 1.

На базе результатов исследований выше-
изоженных методик была выбрана наилучшая 
система: гексан/изо-пропанол (3:2). В дальней-
шем именно эта система была опробована на 
реальных образцах.

Проверка методики
В качестве рыбы был выбран озёрный 

карп. Для проверки корректности методики и 
полноты переноса высших карбоновых кислот 
были использованы метод разбавления и метод 
добавок. В отдельные пробирки помещали х и 
2х г рыбы и х + известное количество кислоты 
соответственно. Экстракты из каждой пробирки 
анализировались трижды, то есть в пробирки с 
пришлифованными пробками вносили по 0,500; 
0,250; 0,250; 0,250 г образца, в последние две 
пробирки вносили по 0,2 и 0,4 см3 2,41·10-2 М 
раствора пальмитиновой кислоты в гексане. В 
каждой пробирке гексановую фазу доводили 
до 5,4 см3. Также вносили по 3,6 см3 изо-про-
панола, смесь перемешивали 15 мин. Экстракт 
фильтровали через бумажный фильтр и отбирали 
по 6 см3 экстракта для проведения реэкстракции. 
Вносили по 6 см3 дистиллированной воды и по 
0,1 см3 0,1 М раствора азотной кислоты. Пере-
мешивали систему 10 мин и термостатировали 
при 20 °С 30 мин. Затем верхнюю гексановую 
фазу разбавляли в 20 раз.

Количественное содержание высших кар-
боновых кислот в образце определялось отно-
сительно стандартного раствора пальмитиновой 
кислоты в гексане, для чего был приготовлен 
2,41·10-4 М раствор пальмитиновой кислоты в 
гексане. В три пробирки с пришлифованными 
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пробками вносили по 1 см3 2,41·10-4 М раствора 
пальмитиновой кислоты. Туда же вносили 1 см3 
5% раствора н-октанола в гептане, органическую 
фазу доводили до 6 см3 гептаном. Затем вносили 
в пробирки по 0,5 см3 1,00·10-3 М раствора пи-
ронина G, 0,5 см3 раствора гидроксида натрия 
(0,02 М) и объем водной фазы доводили водой 

до 6 см3. По такому же принципу готовили три 
холостых опыта, где вместо гексанового раствора 
пальмитиновой кислоты брали чистый гексан. 
Результаты представлены в табл. 2. Для всех 24 
образцов рыбы результаты весьма близки, что 
позволяет говорить о корректности выбранных 
экстракции и количественного анализа.

Таблица 2 / Table 2
Результаты определения концентрации карбоновых кислот в карпе (P = 0,95; n = 3)

Results of determining the concentration of carboxylic acids in carp (P = 0,95; n = 3)

Время 
хранения, 
сутки / 

Storage time, 
days

Концентрация кислот 
в образце, мкмоль/г / 
Concentration acids 
in sample, μmol/g

Исходный образец с добавлением 
пальмитиновой кислоты, с поправкой 
на добавленные количества, мкмоль/г / 

Original sample with adding palmitic acids, 
with adjustment for added quantity, μmol/g

Исходный образец, разбавленный 
(в два раза), с поправкой 
на разбавление, мкмоль/г / 

Original sample, diluted (two times), 
corrected for dilution, μmol/g

0 0,68±0,29 0,72±0,28 0,76±0,3

20 6,4±0,6 6,53±0,5 6,64±0,6

45 11±3,0 12±3,0 12±3,0

60 15,2±2,6 15,2±2,6 15,9±2,5

76 20,4±2,9 18,8±2,6 19,6±3,0

90 24,6±1,2 24,7±1,2 23,9±1,3

В ходе проверки корректности методики 
нами также была выявлена близкая к линейной 
зависимость содержания высших карбоновых 
кислот в рыбе от срока хранения (рисунок). 

Полученная линейная зависимость содержания 
высших карбоновых кислот в филе рыбы (карп) 
от срока хранения хорошо согласуется с литера-
турными данными [3]. 

Концентрация карбоновых кислот в рыбе в зависимости от срока хранения
Concentration of carboxylic acids in fi sh depending on the period of storage
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Как известно, использование прямого экс-
тракционно-фотометрического метода определе-
ния высших карбоновых кислот затруднительно, 
несмотря на то что карбоновые кислоты уже при 

pH 6 ионизованы более чем на 90%. Причиной 
этого служит процесс переноса неионизирован-
ной формы кисло ты в органическую фазу, кон-
курирующий с экстракцией ионных ассоциатов. 
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В связи с этим для количественного описания 
экстракционных процессов с участием ассоци-
атов катионных красителей и высших карбоно-
вых кислот необходимо определить значение 
констант распределения высших карбоновых 
кислот в аналитической экстракционной системе 
(табл. 3).

Таблица 3 / Table 3
Расчетные значения константы распределения Р 
для карбоновых кислот в гексан/изо-пропанол
Calculated values of the distribution constant P 

for carboxylic acids in hexane/iso-propanol

Общее число 
атомов углерода / 

Total number 
of carbon atoms

Константа распределения 
карбоновой кислоты, PRCOOH / 

Distribution constant 
of carboxylic acid, PRCOOH

10 0,049

13 1,3

16 39

18 360

Значения оптической плотности водно-
спиртовой фазы вышли на уровне холостого 
опыта, что говорит о высокой эффективности 
извлечения пальмитиновой кислоты данной экс-
тракционной системой. Поэтому для определе-
ния константы распределения был использован 
метод инкрементов.

Согласно методу инкрементов логарифм 
константы распределения высших карбоновых 
кислот рассчитывается по уравнению:

,
где n – число углеродных атомов в радикале 
вещества, ICH2

  – инкремент СН2-группы, 
ICHOOH  – инкремент карбоксильной группы, 
IH – инкремент атома водорода углеводородного 
радикала.

Среди исследованных в ходе эксперимента 
экстракционных систем наиболее подходящей 
для извлечения гидрофобных кислот из рыбы 
является система гексан/изо-пропанол, по-
скольку она удовлетворяет основным требова-
ниям, предъявляемым к подобным системам. 
Используемые растворители являются обще-
доступными, а их комбинация обеспечивает 
эффективное разделение фаз без проведения до-
полнительных операций, таких как центрифу-
гирование и фильтрование. К тому же констан-
ты распределения высших карбоновых кислот 
для данной экстракционной системы являются 
наивысшими среди предложенных экстракци-
онных систем, и выбранная экстракционная 
система позволяет эффективно переносить 

высшие карбоновые кислоты в органическую 
фазу при проведении однократной экстракции.

Таким образом, в работе предложена и ис-
пользована для реальных образцов новая экс-
тракционно-фотометрическая методика коли-
чественного определения высших карбоновых 
кислот в рыбе с использованием эффективной 
экстракционной гептан/изо-пропаноловой си-
стемы, предложенной нами. Данная методика 
была использована для определения накопления 
со временем высших карбоновых кислот в филе 
рыбы при хранении в замороженном состоянии. 
Предел обнаружения высших карбоновых кис-
лот экстракционно-фотометрическим методом 
с применением катионного красителя пиронина 
G(Y) в рыбе составляет 4,4·10-7 М. Полученные 
результаты хорошо согласуются с литературны-
ми данными.
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