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Аннотация. Работа посвящена исследованиям по адаптации, верификации и внедрению 
метода определения синигрина в семенах горчицы и продуктах ее переработки, а также в дру-
гих видах продовольственного сырья растительного происхождения. Актуальность исследо-
ваний определяется с одной стороны необходимостью контроля синигрина в технологических 
процессах переработки горчицы, а с другой – отсутствием эффективных стандартизированных 
методов определения синигрина в РФ. 

Целью исследований является модификация и(или) адаптация наиболее эффектив-
ных методик идентификации и количественного определения синигрина, представленных в 
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публикациях зарубежных исследователей. Задачи исследования включали: построение градуи-
ровочных графиков; модификацию методики подготовки пробы для снижения трудоемкости и 
длительности анализа при сохранении требуемых параметров точности и воспроизводимости; 
адаптацию метода проведения анализа с использованием высокоэффективной жидкостной 
хроматографии; верификацию и проведение апробации предлагаемого метода с использовани-
ем реальных производственных образцов – семян горчицы.

В качестве базового метода использовали метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии.

В результаты проведенных исследований модифицирована методика пробоподготовки, 
что позволило снизить трудоемкость и сократить время на ее проведение при сохранении 
требуемых метрологических характеристик. Определена калибровочная зависимость и пред-
ложен метод идентификации и количественного анализа синигрина в сырье растительного 
происхождения с использованием высокоэффективного жидкостного хроматографа, оснащен-
ного диодно-матричным и масс-спектрометрическим детекторами. В результате верификации 
определены метрологические характеристики предлагаемого метода: диапазон измерений от 
0,0005 до 10%, показатель точности ± 0,01%. 

Метод апробирован на реальных объектах – семенах горчицы, являющихся основным ис-
точником синигрина. Предлагаемый метод идентификации и количественного определения 
синигрина может быть рекомендован для использования в исследовательских и производ-
ственных лабораториях, оснащенных необходимыми средствами измерения и испытательным 
оборудованием.

Ключевые слова: синигрин, глюкозинолаты, семена горчицы, идентификация синигрина, 
количественный анализ синигрина, высокоэффективная жидкостная хроматография, адапта-
ция и модификация метода анализа, верификация
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Abstract. The research is devoted to the study on adaptation, verification and implementation of 
the method for determining sinigrin in mustard seeds and products of its processing, as well as in other 
types of food raw materials of plant origin. The relevance of the research is determined, on the one hand, 
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by the need to control sinigrin in the technological processes of mustard processing, and, on the other 
hand, by the lack of effective standardized methods for determining sinigrin in the Russian Federation.

The aim of the research is to modify and (or) adapt the most effective methods for the identifica-
tion and quantification of sinigrin, presented in the publications of foreign researchers. The objectives 
of the study included construction of calibration graphs; modification of the sample preparation tech-
nique to reduce the complexity and duration of the analysis while maintaining the required parameters 
of accuracy and reproducibility; adaptation of the analysis method using high performance liquid 
chromatography; verification and approbation of the proposed method using real production samples, 
i.e. mustard seeds.

High performance liquid chromatography has been used as the basic method.
As a result of the research, the sample preparation technique has been modified. It has made it 

possible to reduce labor intensity and reduce the time for its implementation while maintaining the 
required metrological characteristics. The calibration dependence has been determined and a meth-
od for the identification and quantitative analysis of sinigrin in raw materials of plant origin using 
a high-performance liquid chromatograph equipped with a diode array and mass spectrometric de-
tectors proposed. As a result of verification, the metrological characteristics of the proposed method 
have been determined: the measurement range is from 0.0005 to 10%, the accuracy index is ± 0.01%.

The method has been tested on real objects, mustard seeds, which are the main sources of sini-
grin. The proposed method for the identification and quantification of sinigrin can be recommended 
for use in research and production laboratories equipped with the necessary measuring instruments 
and testing equipment.

Keywords: sinigrin, glucosinolates, mustard seeds, sinigrin identification, sinigrin quantitative 
analysis, high performance liquid chromatography, analysis method adaptation and modification, 
verification
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Введение. Синигрин – сложное орга-
ническое вещество, представитель клас-
са глюкозинолатов, который содержится 
в отдельных видах растений семейства 
Brassicaceae, таких как брокколи, брюс-
сельская капуста, горчица, рапс, хрен и 
других. Одним из перспективных источ-
ников получения синигрина в качестве 
самостоятельного продукта являются 
семена черной и сарептской горчицы, где 
его содержание достигает 4% [1].

В чистом виде синигрин представля-
ет собой твердое кристаллическое веще-
ство белого цвета с молекулярной массой 
358 и температурой плавления 125–127℃. 
Легко растворяется в воде, ограниченно 
– в этаноле и практически не растворя-
ется в неполярных органических раство-
рителях [2].

Согласно химической форму-
ле C10H16KNO9S2, синигрин является 

О-тиогли козидом, структурная формула 
молекулы представлена на рис. 1.

Как известно, гликозиды являются 
продуктами реакции между спиртами 
и сахарами в полуацетальной форме [3,  
с. 93]. Синигрин в нативной форме счи-
тается антипитательным веществом [4,  
с. 75; 5 с. 11; 6, с. 241]. Однако биологиче-
ски активные свойства синигрина опре-
деляют широкий спектр его функцио-
нальных свойств. В результате гидролиза 
синигрин превращается в аллилизотио-
цианат, обладающий антимикробными, 
противовоспалительными и противоопу-
холевыми свойствами [7; 8]. 

Под влиянием фермента мирозиназы 
синигрин в присутствии водной среды 
распадается на глюкозу, серно-калиевую 
соль и изороданистый аллил – основ-
ную составляющую горчичного эфир-
ного масла. Эфирное горчичное масло 
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вызывает раздражение слизистых обо-
лочек организма, что может спровоциро-
вать развитие воспалительного процесса 
[6, с. 241].

В настоящее время проводятся исследо-
вания по разработке эффективного способа 
удаления синигрина из продуктов перера-
ботки семян горчицы, а также отдельных 
сортов рапса с выделением его в качестве 
самостоятельного вторичного продукта [4; 
6; 9]. Решение данной задачи предполагает 
осуществление идентификации и контроля 
содержания синигрина как в исходном сы-
рье, так и в продуктах переработки. 

Однако, как показал анализ научной 
литературы, эффективные стандартизи-
рованные методы идентификации и ко-
личественного определения синигрина в 
настоящее время отсутствуют в РФ. 

Большинство современных мето-
дов, используемых за рубежом, для ко-
личественного определения синигрина 
основаны на применении высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) [10–12].

Таким образом, актуальной являет-
ся модификация и(или) адаптация наи-
более эффективных методик идентифи-
кации и количественного определения 
синигрина, представленных в публика-
циях зарубежных исследователей.

В соответствии с поставленной це-
лью решали следующие задачи:

– построение градуировочного гра -
фика и  получение  калибровочной  зави-
симости; 

– модификация методики подготовки 
пробы;

– адаптация метода высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии для 
идентификации и количественного опре-
деления синигрина;

– проведение верификации и апроба-
ции предлагаемого метода на производ-
ственных образцах семян горчицы.

Объекты и методы исследований. 
В качестве основного объекта исследова-
ний использовали семена горчицы и гор-
чичный порошок.

В качестве стандартного образца си-
нигрина использовали SINIGRIN HY-
DRATE, приобретенный у фирмы Sig-
ma-Aldrich, содержание синигрина более 
99% (CAS 3952-98-5). 

Хроматографический анализ осу-
ществляли с использованием высоко-
эффективного жидкостного хроматогра-
фа «Agilent 1260 Infinity», оснащенного 
диодно-матричным детектором и масс-
детектором «Agilent 6120», на колонке 
LiChrospher Si 60 (силикагель 60 (5 мкм) 
для колоночной хроматографии длиной 
250 мм, диаметром 4 мм) при длине вол-
ны 234 нм. 

Условия хроматографирования:
– подвижная фаза ацетонитрил:вода 

в соотношении 95:5 (используется биди-
стиллированная вода (R ≥ 18 МОм);

– скорость потока элюента 0,8 мл/мин;
– объем вводимой пробы 1 мкл;
– температура хроматографирования 

(35±1)°С;
– длина волны детектирования 

234  нм.
Обработка результатов осуществля-

лась с использованием программного 

Рис. 1. Структурная формула синигрина 
Fig. 1. Structural formula of sinigrin
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обеспечения OpenLAB-Chem station от 
Agilent.

Исследования проводились на обору-
довании ЦКП «Исследовательский центр 
пищевых и химических технологий» 
ФГБОУ ВО «Кубанский государствен-
ный технологический университет» 
(СКР_3111), развитие которого осущест-
вляется при поддержке Министерства 
науки и высшего образования РФ (Согла-
шение № 075-15-2021-679).

Результаты исследований и их 
обсуждение

При разработке метода в качестве ба-
зовых были выбраны методики, описан-
ные в статьях зарубежных исследовате-
лей [10–13]. 

На первом этапе исследования стро-
или градуировочный график с использо-
ванием стандартного образца синигрина. 

Приготовление основного раствора 
включало растворение стандартного об-
разца синигрина в бидистиллированной 
воде с получением раствора концентра-
цией 2100 ppm или 5,28 мкМоль/г. Из 
основного раствора синигрина методом 
разбавления готовили рабочие калибро-
вочные растворы концентраций 42 ppm и 
21 ppm. 

Градуировочный график представ-
лен на рис. 2.

Массовую долю синигрина, мкг/г 
(ppm или мг/кг), определяли по формуле:

   (1)

где  As – площадь или высота пика синигрина в  
 растворе пробы;
 Ast – площадь или высота пика синигрина в  
 градуировочном растворе;
 V – общий объем раствора пробы, мл; 
 C – массовая концентрация синигрина 
 в градуировочном растворе, мкг/ мл; 
 m – масса пробы, г;
 Vst – объем инжекции градуировочного 
 раствора, мкл; 
 Vs – объем инжекции раствора пробы, мкл.

На втором этапе исследований нами 
был модифицирован метод пробоподго-
товки, описанный в зарубежной статье 
«Определение синигрина, синальбина, 
аллил- и бензил-изотиоцианатов мето-
дом RP-HPLC в экстрактах горчичного 
порошка» [10]. 

На основании проведенных исследо-
ваний нами было подобрано количество 
пробы, ее соотношение с экстрагентом, 
в качестве которого использовалась 
дистиллированная вода, температура 
и длительность экстракции. Такая мо-
дификация позволила упростить про-
боподготовку, сократить время на ее 

Рис. 2. Зависимость площади пика от концентрации синигрина
Fig. 2. Dependence of peak area on sinigrin concentration
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проведение при сохранении требуемых 
метрологических характеристик. 

Предлагаемая нами методика пробо-
подготовки состояла в следующем. На-
веска семян в количестве 1 г помещалась 
в термостойкий стакан, объемом 25 см3, 
куда добавлялось 15 см3 дистиллирован-
ной воды, после чего навеску в целях раз-
мягчения семян и инактивации фермен-
тов нагревали на водяной бане в течение 
10 мин при температуре 90±2 ℃. После 
этого полученную массу количественно 
переносили в фарфоровую ступку и рас-
тирали в течение 2 мин.

Содержимое ступки количественно 
переносили в стакан объемом 100 см3, 
ступку несколько раз промывали во-
дой в таком количестве, чтобы общий 
ее объем в стакане составлял 100 мл. 
Стакан с раствором помещали на уль-
тразвуковую баню Ultrasonic Cleaner на 
5 минут при температуре 23±2 ℃. По-
сле отстаивания в течение 20 минут, 
небольшое количество верхнего слоя 
фильтровали через шприцевый фильтр 
с размером пор 0,45  мкм. Полученный 
фильтрат в объеме 1 мкл, что в несколь-
ко раз меньше чем необходимо при ис-
пользовании оборудования, предложен-
ного в исходной методике, переносили 
в виалу и проводили хроматографиче-
ский анализ.

На рис. 3 для примера представлена 
хроматограмма, полученная при опре-
делении синигрина в образце семян са-
рептской горчицы. Показано, что пред-
лагаемый метод позволяет получить 
однозначно идентифицируемый, хорошо 
разрешенный пик синигрина.

На следующем этапе исследований 
была проведена верификация и определе-
ны основные метрологические характе-
ристики метода. 

При планировании эксперимента вы-
бор количества контрольных процедур 
(результатов анализа) был осуществлен в 
соответствии с РМГ 61-2010 [14]. 

Экспериментальные данные получа-
ли при вариации всех учтенных факто-
ров, формирующих внутрилабораторную 
прецизионность, включающих время 
проведения эксперимента, оператора, на-
бор реактивов и лабораторной посуды.

Учитывая, что градуировочный гра-
фик линеен во всем диапазоне измере-
ний, для оценки метрологических харак-
теристик использовали одну стабильную 
однородную рабочую пробу. В качестве 
рабочей пробы были использованы семе-
на горчицы.

Полученные метрологические харак-
теристики предлагаемого метода иденти-
фикации и количественного определения 
синигрина представлены в таблице 1.

Рис. 3. Хроматограмма, полученная при определении синигрина в образце семян горчицы
Fig. 3. Chromatogram obtained from the determination of sinigrin in a mustard seed sample
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Проведенные исследования показали, 
что предлагаемый метод позволяет опре-
делять синигрин в диапазоне концентра-
ций от 0,0005 до 10% с погрешностью не 
более ± 0,01%. 

Апробация предлагаемого метода 
проводилась на производственных об-
разцах семян горчицы. Методика при-
менялась без внесения корректировок. 
Полученные результаты представлены в 
таблице 2.

Полученные данные согласуются с 
литературными данными [11–13] и сви-
детельствуют о возможности успешного 
применения адаптированной методики 
для анализа содержания синигрина в 
семенах растений семейства крестоц-
ветных и пищевых ингредиентах на их 
основе.

Учитывая достаточную простоту и 
доступность предлагаемого метода, он 
может быть внедрен в практику не только 

Таблица 1 
Метрологические характеристики модифицированного метода определения синигрина

Table 1
Metrological characteristics of the modified method for the determination of sinigrin

Диапазон 
измере-
ний, %

Стандартное 
отклонение 
повторяемо-

сти, 
σr, %

Предел 
повторяе-

мости, 
r, % отн

Стандартное 
отклонение 

воспроизводи-
мости, σR, %

Предел вос-
производи-

мости, 
R, %, отн

Показатель 
точности, 

±Δ, %

Расширенная 
неопределен-

ность, %

0,0005–10,0 0,01 0,03 0,006 0,02 0,01 5,16

Таблица 2 
Результаты определения синигрина в семенах горчицы

Table 2
The results of the determination of sinigrin in mustard seeds

Обозначение образца Содержание синигрина, %

Образец 1 3,67
Образец 2 4,13
Образец 3 3,71
Образец 4 3,27
Образец 5 3,94

исследовательских, но и производствен-
ных лабораторий для определения содер-
жания синигрина в продовольственном 
сырье – семенах горчицы, рапса, продук-
тах их переработки, а также в частях рас-
тений семейства крестоцветных.

Выводы. В результате проведен-
ного исследования предложен метод 
идентификации и количественного 
определения синигрина в семенах гор-
чицы и продуктах ее переработки с 
использованием высокоэффективного 

жидкостного хроматографа, оснащен-
ного диодно-матричным детектором 
и масс-спектрометрическим детекто-
ром. Метод обеспечивает предел об-
наружения синигрина, составляющий 
0,0005%, абсолютная погрешность не 
превышает 0,01%. Метод может быть 
рекомендован для использования в ис-
следовательских и производственных 
лабораториях, оснащенных необходи-
мым измерительным и испытательным 
оборудованием.
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