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В работе обсуждаются некоторые особенности формирования метилксантинов в процессе 

роста и развития чайного листа, обобщена информация о содержании минорных метилксантинов – 
теобромина (ТБ) и теофиллина (ТФ) в чайной продукции. Обоснована целесообразность применения 
ТБ и ТФ в качестве веществ - маркеров, характеризующих качество чая. В работе изучены возможности 
и ограничения электрофоретических методов определения ТБ и ТФ в чайной продукции. Проведены 
экспериментальные исследования по разработке методики определения ТБ и ТФ в черном чае 
методом капиллярного зонного электрофореза с применением процедуры он-лайн концентрирования 
аналитов – стэкинга с большим объемом образца (LVSS-КЗЭ-УФ). Оптимизированными условиями 
разделения аналитов являются: электролит -  боратный буферный раствор с рН 9.8 и концентрацией 
90 мМ, напряжение в системе – 20 кВ. Для концентрирования аналитов предложены: время ввода 
разбавленного в 40 раз экстракта чая (1.00 г на 100 мл воды) – 200 с при 50 мбар; время обращения 
полярности 1.5-1.7 мин при напряжении -10 кВ. В выбранных условиях факторы эффективности 
концентрирования ТБ и ТФ составили 28 и 38, соответственно. Время анализа не превышало  
22 мин. Для разработанной методики оценены повторяемость, внутрилабораторная прецизионность, 
правильность и точность результатов определения аналитов в образцах черного чая. Установлено, 
что при определении ТБ (в диапазоне 0.04 – 4.0 мг/г чая) и ТФ (в диапазоне 0.04 – 1.0 мг/г) в чае 
относительное стандартное отклонение результатов определения аналитов σ(Δ) составляет 7 и 
12 %, соответственно. Содержания аналитов в различных образцах черного чая, полученные по 
разработанной методике, варьируются в диапазонах от 0.14 до 2.32 мг/г для ТБ и от «< 0.040» до 
0.15 мг/г для ТФ.
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Some features of the formation of methylxanthines during growth and development of tea leaves are 

discussed, and the information about the content of minor methylxanthines, theobromine (TB) and theophylline 
(TF), in tea products is summarized. The expediency of using TB and TF as marker substances characterizing 
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the quality of tea is substantiated. Possibility and limitations of using electrophoretic methods for TB and TF 
determination in tea products were investigated. Experimental studies were carried out to develop a method 
for TB and TF determination in black tea by capillary zone electrophoresis using the procedure of analytes 
online concentration – large volume sample stacking (LVSS-CZE-UV). Optimized conditions for the analytes 
separation were using the borate buffer solution (pH = 9.8, 90 mM concentration) and 20 kV voltage in 
the system. The following conditions for the analytes concentrating were proposed: time for introducing a 
40-fold diluted tea extract (1.0 g per 100 ml of water) was 200 s at 50 mbar; the polarity reversal time was 
1.5–1.7 min at a voltage of –10 kV. Under the selected conditions, the TB and TF concentration efficiency 
factors were 28 and 38, respectively. The analysis time did not exceed 22 min. For the developed method, 
the repeatability, intralaboratory precision, trueness and accuracy of the results of analytes determination 
in black tea samples were evaluated. 

Determining TB (0.04–4.0 mg/g concentration range) and TF (0.04–1.0 mg/g concentration range) 
in tea showed that the relative standard deviation of the results of the analytes determination σ(Δ) did not 
exceed 7 and 12 %, respectively. Analysis of various samples of black tea using the developed method 
showed that TB content ranged from 0.14 to 2.32 mg/g and TF content ranged from “< 0.040” to 0.15 mg/g.

Keywords: capillary zone electrophoresis, on-line concentration, large volume sample stacking (LVSS), 
theobromine, theophylline, tea

ВВЕДЕНИЕ 
Основными этапами, влияющими на конечный 

состав и качество чая, являются выращивание сырья 
и его технологическая обработка. С увеличением 
возраста чайного куста меняется содержание неко-
торых компонентов в отдельных частях чайной ветки. 
Верхушечные молодые листья содержат большее 
количество фенольных соединений, аминокислот и 
кофеина по сравнению с более старыми листьями 
нижнего яруса ветки [1, 2]. Эти соединения, сохра-
няющиеся в готовом продукте, в совокупности с 
другими экстрактивными веществами формируют 
органолептические характеристики чая, а также 
оказывают положительные физиологические эф-
фекты на организм человека [3, 4]. Для получения 
высококачественного чая предпочтительно ис-
пользование почек с одним или двумя молодыми 
листьями, которые содержат высокие концентрации 
биологически активных веществ. 

Особенности роста и развития чайного листа, 
знание информации о его компонентном составе 
и технологии производства могут быть полезны 
для выявления потенциальных веществ - марке-
ров, характеризующих качество чая. Основным 
предшественником биосинтеза кофеина (КФ) в 
листьях чая является теобромин (ТБ) [5]. Наиболее 
интенсивное образование КФ наблюдается в моло-
дых листьях. Скорость катаболизма (разложения) 
КФ достаточно низка, он накапливается в чайных 
листьях как основной пуриновый алкалоид. Процесс 
образования теофиллина (ТФ) в чайных листьях не 
столь интенсивен. Более того, разрушение этого 
минорного компонента протекает быстро в зре-
лых и старых листьях, однако молодые листья 
катаболизируют его медленнее [5]. Содержание 
ТБ снижается с увеличением зрелости листа [6], а 
ТФ обнаруживается только в почке и первом верху-
шечном листе [7]. Учитывая вышеперечисленные 
физиологические процессы трансформации ТБ и 
ТФ в растении, представляется интересным изучить 
их в качестве потенциальных веществ - маркеров, 
характеризующих качество чая.

Наибольшее применение для определения 
пуриновых алкалоидов в чае имеют хроматографи-
ческие, в меньшей степени – электрофоретические 
методы [8 - 10]. Электрофоретические методы активно 
развиваются в последние годы и являются весьма 
перспективными для многокомпонентного анализа 
образцов со сложной матрицей. Преимуществами 
метода капиллярного электрофореза (КЭ) являются 
высокая эффективность разделения аналитов, воз-
можность проведения анализа в широком диапазоне 
рН, низкий расход реагентов, а также экспрессность 
определения. Для электрофоретического определения 
ТБ и ТФ в чайной продукции применяют методики, 
в которых разделение метилксантинов проводят в 
среде боратного буферного раствора со значением 
рН, превышающем показатель  константы диссоци-
ации (рКа) соответствующих аналитов (табл. 1). Для 
этих целей используют электролиты с невысокой 
концентрацией борат-ионов (15 - 30 мМ) [11, 12]. 
В случае одновременного определения ТБ, ТФ и 
других анионных или нейтральных компонентов 
чая (фенольных соединений и кофеина) необхо-
димо применять в составе буферного раствора 
высокие концентрации борат-ионов (100-150 мМ) 
[13, 14], вводить в электролит соли фосфорной 
кислоты, додецилсульфат натрия [15 - 18] и/или 
циклодикстрин [19, 20].

Приведенные в табл. 2 электрофоретические 
методики определения ТБ и ТФ в различной чайной 
продукции в большинстве случаев не позволяют 
обнаружить теофиллин, содержание которого в 
экстрактах составляет сотые доли мкг/мл. Принимая 
во внимание, что этот компонент может служить 
маркером качества чая, необходимо  разрабатывать  
и использовать в практике производственных и ана-
литических лабораторий  методики, обеспечивающие 
низкие пределы его обнаружения. Для этих целей 
в методе КЗЭ целесообразно применить более 
высокочувствительные способы детектирования 
и процедуры он-лайн концентрирования аналитов 
в капилляре. 
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Целью настоящей работы являлась разработка 
методики определения минорных компонентов чая 
– теобромина и теофиллина, методом капиллярного 
зонного электрофореза с применением процедуры 
он-лайн концентрирования – стэкинга с большим 
объемом образца. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объекты исследования. Объектами иссле-

дования являлись образцы листового черного чая 
разных коммерческих наименований: «365 дней», 

«Краснодарский», «Цейлонский» (Россия); «Canay» 
(Япония); «Да Хун Пао», «Черный бархат» (Китай); 
«Сокровища Кении» (Кения); «Асаи» (Индия).      

Реактивы и материалы. Исследования про-
водили с использованием следующих реактивов 
(Sigma-Aldrich): борная кислота (≥ 99.5 %), гидроксид 
натрия (≥ 98 %), теобромин (≥ 98 %), теофиллин 
безводный (≥ 99 %). 

Оборудование. Для проведения исследований 
использовали систему капиллярного электрофореза 
Agilent3D CE G1600A («Agilent Technologies», США) с 
диодно-матричным детектированием. Разделение 

Таблица 1
Примеры электрофоретического определения ТБ и ТФ в чае

Table 1
Examples of electrophoretic determination TB and TF in tea

Метод
Объект 
анализа

Аналит Фоновый электролит 
Капилляр 
d × lоб (lэф)

Ввод
образца

U, T
Детекти-
рование1

Источ-
ник

КЗЭ

Чайные 
листья

ТБ, ТФ, КФ 15 мМ ББР, рН 9.2
75 мкм ×
72 (50) см

ИС, 20 нл 15 кВ
УФ,

274 нм
11

Чайные 
листья, 

чай
ТФ, ТБ, КФ 30 мМ ББР, рН 10.0

75 мкм ×
35 (25) см

ИС, силой 
ЭОП 10 с

12 кВ
УФ,

274 нм
12

Зеленый 
чай

ТФ, АД, ГН, 
ГК, К, МК

100 мМ ББР, рН 10.0
25 мкм ×

40 см

ЭК, 10 
кВ ×
6 с

10 кВ
ЭХ,

+0,95 В
13

Зеленый, 
черный 

чай

ТФ, КФ, АД, 
КТ, КВ, КК, 

ГК
150 мМ ББР, рН 8.5

75 мкм ×
57 см

ИС, ГД 
10 с

20 кВ,
20 °С

УФ,
210 нм

14

МЭКХ

Зеленый, 
черный 

чай

ТФ, ТБ, 
КФ,КТ, ГК, 
ТН, ТФ, в.С

10 мМ РО3-
4, 4 мМ 

Na2B4O7,
45 мМ ДДСН, 0.5 % 

МеОН, 
рН 7.0

50 мкм ×
47 (38.5) см

ГД, 30 
мбар × 5 с

20 кВ,
30 °С

УФ,
205 нм

15

Зеленый 
чай

ТФ, ТБ, КФ, 
ПК

20 мМ ФБР, 40 мМ ДДСН, 
рН 11.0

50 мкм ×
60 (25) см

ГД, 2 нл 29.5 кВ
УФ,

274 нм
16

Зеленый, 
черный 

чай

ТФ, ТБ, КФ, 
КТ, ГК

8.3 мМ Na2B4O7, 10 мМ 
КН2РО4,

66.7 мМ ДДСН, рН 7.0

50 мкм ×
47 (40) см

ГД, ~34 
мбар × 1 с

30 кВ,
29 °С

УФ,
200 нм

17

МЭКХ, 
свипинг

Напиток 
зеленого 

чая
ТФ, ТБ, КФ

100 мМ ББР, 100 мМ 
ДДСН,

рН 10.55
50 мкм

СИ, 25В × 
24 мкс

10 кВ
УФ,

274 нм
18

ЦД-КЗЭ
Разные 

типы чая
ТФ, КФ, АД, 

КТ, ТФ КК, ГК

200 мМ Н3ВО3 (рН 7.2), 10 
мМ КН2РО4 (рН 4.2), 4.5 
мМ β-ЦД, 27.5% АЦН

50 мкм ×
40 см (у.св.ч)

ГД, 25 
мбар × 3 с

25 кВ,
30 °С

УФ,
205 нм

19

ЦД-МЭ-
КХ

Зеленый 
чай

ТФ, ТБ, КФ, 
КТ

25 мМ БФБР, 90 мМ 
ДДСН,

25 мМ β-ЦД, рН 2.5

50 мкм ×
30 (8.5) см

ГД, 25 
мбар × 2 с

15 кВ,
25 °С

УФ,
200 нм

20

*КФ – кофеин, ТБ – теобромин, ТФ – теофиллин, АД-аденин, ГН- гуанин, ГК - гипоксантин, ПК - параксантин, К-ксан-
тин, МК- мочевая кислота, ГК- галловая кислота, КВ- кверцетин, ТН - теанин, КК- кофейная кислота, КТ- катехины, 
ТФН- теафлавины, в.С – витамин С, ББР – боратный буферный раствор, ФБР – фосфатный буферный раствор, БФБР 
- борат-фосфатный буферный раствор, ДДСН додецилсульфат натрия, МеОН- метанол, АЦН- ацетонитрил, β-ЦД - гидрок-
сипропил-бета-циклодекстрин, у.св.ч – уширенная световая часть, ИС- инжекционная система, ЭК-электрокинетический, 
ГД- гидродинамический, ЭХ- электрохимический, СИ – система струйной инжекции.
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проводили в немодифицированном кварцевом 
капилляре с эффективной длиной 50 см (общая 
длина 56 см), внутренним диаметром 50 мкм и с 
уширенной световой частью (× 3). Сбор и обработку 
данных осуществляли с помощью программного 
обеспечения Chemstation. 

Для центрифугирования образцов использо-
вали центрифугу MiniSpin, Eppendorf (Германия). Для 
контроля рН растворов использовали анализатор 
жидкости «Эксперт-001» (НПП «Эконикс-Эксперт, 
Россия, г. Москва).

Методы исследования. Определение те-
обромина и теофиллина в модельных растворах 
и экстрактах образцов чая проводили методом 
капиллярного зонного электрофореза  с ультрафи-
олетовым детектированием (КЗЭ - УФ).  

Приготовление стандартных растворов 
теофиллина и теобромина, фонового электролита 
и образцов чая. Стандартные растворы ТФ (100 
мкг/мл) и ТБ (100 мкг/мл) готовили растворением 

соответствующих навесок в бидистиллированной 
воде. Рабочие растворы готовили разбавлением 
стандартных до необходимых концентраций. 

Боратные буферные растворы, применяе-
мые в качестве фонового электролита, готовили 
разбавлением бидистиллированной водой водного 
раствора борной кислоты (250 мМ) до необходимой 
концентрации,  требуемое значение рН устанавливали 
добавлением гидроксида натрия (1 М). Все растворы 
перед вводом в капилляр отфильтровывали через 
фильтр с диаметром пор 0.22 мкм и дегазировали 
центрифугированием в течение 3 мин (7000 об/мин).

Пробу чая готовили завариванием 1.00 г чая 
в кипящей бидистиллированной воде объемом 80-
90 мл и выдерживанием на водяной бане в течение 
45 мин с последующей фильтрацией охлажденно-
го экстракта и доведением объема экстракта до 
100 мл. Полученный экстракт разбавляли в 2 раза 
при проведении анализа со стандартным вводом 
пробы (т.е. без концентрирования аналитов) и в 

Таблица 2
Содержание теофиллина и теобромина в чайных листьях и различных типах чая 

Table 2
Theophylline and theobromine content of in tea leaves and different types of tea

Аналит Образец
Содержание,  

мг/г
Метод

Предел обнару-
жения, 
мкг/мл

Предел опреде-
ления, 
 мкг/мл

Источник

ТФ

Бутон листа 1.3

КЗЭ
- - 71 лист 1.8

2-12 лист не н.

Чайные листья
0.068 - - 12
2.64 1.6 5.3 11

Зеленый чай

2.077
КЗЭ

- 0.077 13

не н.

0.12 0.03 14
- - 19

МЭКХ
- 0.011 17
2 1 21

Зеленый 
бутиллир. чай

не н. МЭКХ - 0.18 18

Лун-цизин, улун, 
пуэр

не н. КЗЭ - - 19

Черный чай не н.
КЗЭ - - 19

МЭКХ 2 1 21

Чай

4.7 КЗЭ - - 12

не н.
КЭХ

0.39 1.31 22
2 1 21

МЭКХ 0.7 - 16
Чай матэ не н. МЭКХ < 1 - 23

ТБ

Чайные листья
0.095

КЗЭ
- - 12

2.28 2.1 7 11
Зеленый чай 9.6 МЭКХ - 0.017 17

Зеленый бутил-
лир. чай

не н. МЭКХ - 0.18 18

Чай не н.
МЭКХ 0.7 - 16
КЗЭ - - 12

Матэ не н. МЭКХ < 1 - 23
Примечание: не н. – не найдено 
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10 - 100 раз при применении процедуры он-лайн 
концентрирования.

Условия электрофоретического определения 
теобромина и теофиллина.

Перед началом работы (в начале рабочего дня) 
капилляр последовательно промывали по 10 мин 
водой, 1 М NaОН и водой, а перед  каждым анализом 
пробы – водой, 0,1 н NaOH и ведущим электролитом  
в течение 3 мин. Для разделения компонентов 
пробы в качестве электролита использовали борат-
ный буферный раствор с рН 9.8 и концентрацией 
90 мМ. Анализ модельных растворов ТБ и ТФ, а 
также проб водного экстракта черного чая (далее 
по тексту экстракт чая) проводили  методом КЗЭ 
со стандартным вводом пробы (КЗЭ) и в условиях 
он-лайн концентрирования – стэкинга с большим 
объемом образца (LVSS-КЗЭ) с учетом параметров, 
представленных в табл. 3. Аналитическим сигналом 
(АС) служила площадь пика (mAU∙s) на электро-
фореграмме. Идентификацию аналита проводили 
путем введения добавки  стандартного вещества 
ТФ и/или ТБ в пробу образца. Содержание ТБ и 
ТФ в образцах водного экстракта чая определяли 
методом градуировочного графика.

Для количественной оценки степени концентри-
рования аналита использовали фактор эффективности 
концентрирования SEF, который рассчитывали как 
отношение площади пика, полученного при стэкинге 
с большим объемом образца (LVSS-КЗЭ), к площади 
пика, полученной при введении пробы в течение 5 с 
(КЗЭ), умноженное на коэффициент разбавления 
пробы. В частности, в наших исследованиях этот 
коэффициент составлял Кразб = 20. 

Организация эксперимента по оценке по-
казателей качества методики анализа. Оценка 

показателей прецизионности (повторяемости и 
внутрилабораторной прецизионности), правильности 
и точности проводили согласно РМГ 61-2010 [24].

Для оценки показателей прецизионности в 
качестве образцов для оценивания применяли 
рабочие пробы чая с разным содержанием аналитов 
(в работе использованы четыре пробы W = 4). Для 
каждой рабочей пробы получали четыре результата 
анализа (N = 4) в условиях внутрилабораторной 
прецизионности (разные время, операторы, наборы 
мерной посуды, градуировка средств измерений). 
При этом за результат анализа принимали среднее 
арифметическое значение n результатов единичного 
анализа (т.е. параллельных определений, мг/г), 
полученных в условиях повторяемости (одинаковые 
условия, минимальный промежуток времени,    n = 2). 

Оценку показателя правильности методи-
ки проводили с использованием метода добавок. 
Образцами для оценивания служили экстракты чая 
и экстракты чая с известной концентрацией добавки. 
Необходимый для расчета массив данных получен 
в соответствии с прописью методики в виде серии L 
= 15 результатов анализа исходной пробы и пробы с 
добавкой, максимально варьируя при этом условия 
проведения эксперимента.

Показатель точности рассчитан на основе 
полученных значений показателей прецизионности 
и правильности. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
 Разработку методики определения теобромина 

и теофиллина в чае методом капиллярного зонного 
электрофореза с применением стэкинга с большим 
объемом образца (LVSS-КЗЭ-УФ) осуществляли 
последовательно в несколько этапов: 

Таблица 3 
Основные условия электрофоретического определения теофиллина и теобромина 

Table 3
Principal conditions for theophylline and theobromine electrophoretic determination 

Этапы анализа Параметры метода
Значение параметров

КЗЭ LVSS-КЗЭ

Кондиционирование капилляра
Время промывки раствором 0.1 М NaOH, мин 3
Время промывки ведущим электролитом, мин 3

Ввод пробы
Время, с 5 200

Давление, мбар 50

Концентрирование аналита
Время обращения tобр, мин - 1.651 (1.42)

Напряжение обращение
Uобр, кВ

- -10

Разделение
Напряжение U, кВ 20
Температура, °С 25

Детектирование Длина волны, нм 210
Промывка капилляра Время промывки водой, мин 3

1 - значение параметра для водного экстракта чая, 2 – значение параметра для водных растворов теофиллина и 
теобромина
1 - The parameter value for an aqueous solution of tea aqueous extract, 2 - The parameter value for an aqueous solution of 
theophylline and theobromine
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1. Электрофоретические эксперименты необходимые 
для выбора условий разделения ТБ и ТФ с компо-
нентами матрицы (тип фонового электролита, его 
концентрация и рН, напряжение в системе).
2. Выбор условий он-лайн концентрирования ТБ и 
ТФ в капилляре при реализации стэкинга с боль-
шим объемом образца (давление и время ввода 
пробы в капилляр, время и напряжение обращения 
полярности).

Кроме того, рассматривали условия пробопод-
готовки образцов чая к анализу (время заваривания 
чая и степень разбавления экстракта). 

В зависимости от этапа исследования выбор 
оптимальных условий определения ТБ и ТФ в чае 
осуществляли с применением модельных раство-
ров аналитов и разбавленных в разной степени 
водных экстрактов черного чая с добавкой и без 
добавления стандартных веществ. Для повышения 
чувствительности определения выбрали капилляр 
с уширенной световой частью.

На первом этапе исследования осуществляли 
выбор типа фонового электролита с учетом литера-
турных данных [11 - 14]. Анализ табл. 1 показывает, 
что разделение метилксантинов с другими компо-
нентами чая осуществляют чаще всего в боратном 
буферном растворе, в котором полифенольные 
соединения, мешающие определению метилксан-
тинов, связываются в комплексы с борат-ионами. 
Введение  в состав фонового электролита буферных 
растворов и/или поверхностно-активных веществ, 

неионогенных полимеров необходимо для улучшения 
разделения метилксантинов, катехинов, фенольных 
кислот при их одновременном определении [25]. Для 
целей нашего исследования в качестве фонового 
электролита достаточно применения боратного 
буферного раствора.

Важным фактором, влияющим на разделение 
аналитов, является выбор рН и концентрации бу-
ферного раствора. Исходя из значений показателей 
констант диссоциации ТФ (рКа1 = 1.0, рКа2 = 8.6) и ТБ 
(рКа1 = 1.0, рКа2 = 10.0) [23], можно ожидать полную 
ионизацию аналита в среде с рН более 8.8. В этих 
условиях в методе КЗЭ возможно разделение за-
ряженных частиц ТФ и ТБ от нейтрального кофеина 
и других компонентов матрицы

Исследования на этом этапе проводили  методом 
КЗЭ со стандартным вводом пробы. Изучено влияние 
рН боратного буферного раствора в диапазоне от 
8.0 до 10.0 и его концентрации от 50 до 110 мМ на 
время миграции, площадь пиков и их разрешение. 
Исследование проводили на модельном растворе, 
содержащем ТБ (5 мкг/мл) и ТФ (2.5 мкг/мл) (мо-
дельный раствор 1), а также используя экстракт 
черного чая (0.5 г на 100 мл дистиллированной 
воды) с введенными добавками ТБ (2.5 мкг/мл) и 
ТФ (1.0 мкг/мл) (модельный раствор 2).  

Как видно (рис. 1), при рН 8.0 изучаемые ана-
литы мигрируют практически одновременно, и их 
время миграции изменяется незначительно при 
варьировании концентрации буферного раствора  
(рис. 1; кривые 9 и 10). В диапазоне рН 9.0 – 10.0 
влияние концентрации буферного раствора на изу-
чаемый параметр проявляется в большей степени 
для ТФ, чем для ТБ.  В этом диапазоне рН площадь 
пиков аналитов также практически не зависит от 
концентрации буферного раствора и имеет  при-
емлемые для регистрации  значения. Например, 
на электрофореграммах зарегистрированных в 
экстракте черного чая  с введенными добавками ТБ 
и ТФ при варьировании параметров рН (9.0 ÷ 10.0)  
и концентрации (90 и 110 мМ) буферного раствора 
площадь пиков находились на уровне 28 mAU∙s для 
ТБ и 8 mAU∙s для ТФ. 

При анализе реальных образцов повышение 
концентрации буферного раствора может приводить 
к ложному завышению сигналов, связанному с 
уменьшением разрешения пиков R за счет  влияния 
компонентов матрицы. В наших исследованиях, 
проведенных с использованием модельного рас-
твора 2, показано, что разрешение пиков анали-
тов незначительно изменялось при варьировании 
параметров буферного раствора. Так, для пика 
ТФ разрешение составило в среднем 0.8 при ва-
рьировании концентрации буферного раствора в 
диапазоне 50 ÷ 110 мМ (рН 10.0).  Максимальное  
R ≈ 1.6  наблюдали в буферных растворах с рН 9.8  
и концентрацией 90 мМ. 

Рассмотрено влияние напряжения в системе 
(диапазон варьирования от 10 до 30 кВ) на время 

Рис. 1. Влияние концентрации буферного раствора на 
время миграции ТФ ( ) и ТБ (●) при рН 10.0 (1, 3), 
рН 9.5 (2, 5), рН 9.0 (4, 7), рН 8.5 (6, 8) и рН 8.0 (9, 10), 
изученное на модельном растворе стандартных 
веществ ТБ  (5 мкг/мл) и ТФ (2.5 мкг/мл) методом 
КЗЭ при стандартном вводе пробы, напряжение 
в системе 25 кВ

Fig. 1. Effect of buffer solution concentration on the migration 
time of TF ( ) and TB (●) at pH of 10.0 (1, 3), 9.5 (2, 
5), 9.0 (4, 7), 8.5 (6, 8), and 8.0 ( 9, 10) studied on a 
model solution of standard substances TB (5 μg/mL) 
and TF (2.5 μg/mL) by the CZE method with standard 
injection, 25 kV system voltage
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миграции, площадь и разрешение пиков аналитов. 
Показано, что с увеличением напряжения в системе 
время миграции ТБ и ТФ сокращается в 3 и 5 раз, 
при этом уменьшаются и площади пиков аналитов  
в 1.5 и 4 раза, соответственно.  Так как разрешение 
ТБ и ТФ незначительно зависело от напряжения в 
системе в диапазоне от 10 до 25 кВ (R = 2.7 - 4.5), то 
оптимальным выбрали  значением напряжения 20 кВ.

Таким образом, после серии предваритель-
ных экспериментов для определения ТФ и ТБ в 
экстракте чая в качестве фонового электролита 
выбрали боратный буферный раствор с рН 9.8  и 
концентрацией 90 мМ; напряжение в системе 20 кВ.

На втором этапе нашего исследования ва-
рьировали факторы, влияющие на эффективность 
концентрирования ТБ и ТФ при реализации стэкинга 
с большим объемом образца. 

Изучены изменения  аналитических сигналов 
ТБ и ТФ от времени ввода  пробы  в капилляр в 
диапазоне от  50 до 300 с при постоянном давлении 
50 мбар. Полученные зависимости (рис. 2)  имеют 
вид близкий к кривой с насыщением. При времени 
ввода пробы свыше 200 с площадь пиков аналитов 
практически не изменяется, что, вероятно, обуслов-
лено снижением эффективности концентрирования 
определяемых компонентов в узкие зоны.

Для достижения эффективного концентриро-
вания аналитов в разбавленной пробе, введенной 
в капилляр практически до зоны детектирования, 
требуется установить оптимальное время обращения 
полярности и значение напряжения обращения, при 
которых достигается удаление матрицы пробы из 
капилляра с одновременным сужением зон миграции 
аналитов.  При времени обращения полярности  
1.7 мин, когда матрица практически полностью 

удалена из капилляра, а ток в системе I достигал 
98 - 99 % от характерного для фонового электро-
лита значения I0, наблюдали   детектирование 
пиков ТБ и ТФ с максимальными площадями (рис. 3).  
При меньшем, чем 1.3 мин времени обращения, 
аналиты не успевают концентрироваться (рис. 
3, А), а при 1.8 мин наблюдали удаление аналитов 
из капилляра (рис. 3, Б). Исходя из этих данных, 
оптимальным временем обращения полярности 
выбрали диапазон от 1.5 до 1.7 мин. 

Рис. 2. Зависимости площади пиков ТБ (1) и ТФ (2, 3) от 
времени ввода разбавленного в 40 раз водного 
экстракта черного чая (1,0 г на 100 мл воды) (1,3) 
и того же образца с введенной добавкой ТФ (0.05 
мкг/мл) (2)

Fig. 2. Dependences of the peak areas of TB (1) and TF (2, 3) 
on the injection time of a 40-fold diluted black tea 
aqueous extract (1.0 g per 100 ml water) (1, 3) and 
the same sample with the TF additive (0.05 µg/ml) (2)

Рис. 3. Зависимости отношения I к I0 (1) и площади пика ТБ (2) и ТФ (3) от времени обращения полярности при напря-
жении обращения -10 кВ с представлением электрорфореграмм разбавленного экстракта чая, полученных в 
граничных условиях: tобр < 1.3 мин (А) и tобр  > 1.8 мин (Б)

Fig. 3. Dependences of the ratio of I to I0 (1), TB peak area (2) and TF peak area (3) on the polarity reversing time at a reversal 
voltage of –10 kV with the representation of electrophoregrams of a diluted tea extract obtained under the following 
boundary conditions: trev < 1.3 min (A) and trev > 1.8 min (B)
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Варьирование напряжения обращения в ди-
апазоне от -5 до -15 кВ позволило установить, что 
данный параметр не оказывает существенного 
влияния на аналитические сигналы аналитов, по-
этому дальнейшие исследования проводили при 
напряжении обращения -10 кВ. 

Для выделения метилксантинов из чая в каче-
стве растворителя чаще всего используют горячую 
воду. Навеску образца чая заливают кипящей водой 
и заваривают в течение определенного времени. 
При этом некоторые основные компоненты чайного 
листа, например катехины, также переходят в экс-
тракт. Эти сопутствующие компоненты могут влиять 
на электропроводность получаемого экстракта, а, 
следовательно, на эффективность концентрирования 
аналита в условиях стэкинга. Время заваривания 
считали оптимальным при выполнении следующих 
условий: достижения максимального извлечения 
ТБ и ТФ из образца чая и отсутствии проявления 
матричных эффектов при регистрации электро-
фореграмм в  режиме LVSS-КЗЭ. Показано, что 
при варьировании времени заваривания чая от 5 
до 60 мин, максимальная степень извлечения ТФ 
и ТБ достигается за 45 мин. При этом  на электро-
фореграммах разбавленного экстракта чая, зареги-

стрированных в режиме LVSS-КЗЭ, не проявляется 
мешающее влияние матричных компонентов пробы. 

Влияние степени разбавления пробы на ана-
литический сигнал (S, mAU∙s) и фактор эффектив-
ности концентрирования (SEF) ТБ и ТФ оценивали 
на разных образцах черного чая. С увеличением 
степени разбавления экстракта чая наблюдали 
уменьшение площади пиков аналитов, при этом 
фактор эффективности концентрирования аналитов 
был примерно постоянным с несколько большим 
значением при 100 – 20 - кратном разбавлении 
(рис. 4). С учетом приемлемых для детектирования 
значений сигналов ТБ и ТФ в качестве оптималь-
ного выбрали 40-кратное  разбавление экстракта, 
полученного завариванием 1 г чая в 100 мл дис-
тиллированной воды. В этих  условиях факторы 
эффективности концентрирования ТБ и ТФ составили 
28 и 38, соответственно. 

Электрофореграмма разбавленного экстракта 
черного чая, зарегистрированная в режиме LVSS-
КЗЭ представлена на рис. 5. Времена миграции 
ТБ и ТФ составили 7.3 и 10.2 мин, соответственно, 
время анализа не превышало 22 мин.

Проведена оценка возможности определения 
изучаемых аналитов в экстрактах чая с использованием 
градуировочных графиков. Показано, что угловые 
коэффициенты градуировочных графиков, полученных 
с использованием рабочих растворов стандартных 
веществ и рабочих растворов стандартных веществ  
с внесенной добавкой аликвоты разбавленного экс-
тракта чая, отличались незначительно (на 0,3 % для 
ТБ и 2.4 % для ТФ); коэффициенты аппроксимации  
(R2) для всех зависимостей близки к 1;  диапазоны 
линейности составляют, мкг/мл: от 0.01 до 1.0 для 
ТБ и от 0.01 до 0.25 для ТФ. Полученные результаты 
подтвердили возможность определения ТБ и ТФ в 
экстрактах чая по градуировочным графикам.

Рис. 4. Зависимости площади пиков ТБ, ТФ и факторов 
эффективности их концентрирования SEF от степени 
разбавления экстракта черного чая «Черный бархат» 
(1.0 г на 100 мл воды)

Fig. 4. Dependences of TB and TF peak area and their 
concentration efficiency factors SEF on the degree 
of dilution of the “Black Velvet” black tea extract (1.0 
g per 100 ml water)

Рис. 5. Электрофореграмма разбавленного в 40 раз 
экстракта черного чая «Черный бархат» (1.0 г на 
100 мл воды), полученная методом LVSS-КЗЭ в 
оптимизированных условиях

Fig. 5. Electrophoregram of a 40-fold diluted aqueous extract 
of “Black Velvet” black tea (1.0 g per 100 ml water) 
obtained by LVSS-CZE method under optimized conditions
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Для разработанной методики определения 
теобромина и теофиллина в чае методом капилляр-
ного зонного электрофореза с применением стэкинга 
с большим объемом образца оценили показатели 
качества в соответствии с РМГ 61–2010 [24] (табл. 
4). Методика позволяет определять ТБ в диапазоне 
от 0.04  до 4.0 мг/г и ТФ – от 0.04 до 1.0 мг/г. 

Проведено определение теобромина и тео-
филлина методом LVSS-КЗЭ в коммерческих об-
разцах черного чая. Как видно (рис. 6),  содержание 
в образцах ТБ  варьируется в диапазоне от 0.14 
до 2.32 мг/г, а ТФ – от «< 0.040» до 0.15 мг/г.  Для 
большинства образцов наблюдается симбатное 
увеличение концентраций ТБ и ТФ. В образцах с 
низким содержанием теобромина («365 дней» и 
«Сапау») содержание теофиллина определить не 

удалось.  Самое высокое содержание теофиллина 
установили в китайских образцах чая «Да Хун Пао» 
и «Черный бархат», а также индийском «Асаи».
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Таблица 4
Показатели качества разработанной методики

Table 4
Quality indicators of the developed method 

Показатель качества мето-
дики анализа

Форма представления показателя качества мето-
дики анализа

Оценка показателей качества 
методики определения

теобромин теофиллин

Показатель повторяемости
Относительное среднее квадратическое отклоне-
ние результатов единичного анализа в условиях 

повторяемости σr , %
5 6

Показатель внутрилабора-
торной прецизионности

Относительное среднее квадратическое отклоне-
ние результатов анализа в условиях внутрилабора-

торной прецизионности σR,л , %
6 7

Показатель правильности
Относительное среднее квадратическое отклоне-
ние неисключенной систематической погрешности 

методики анализа σ(Δс), %
5 8

Показатель точности
Относительное среднее квадратическое отклоне-

ние погрешности методики анализа  σ(Δ), %
7 12

Рис. 6. Содержание теобромина и теофиллина в различных образцах черного чая
Fig. 6. Theobromine and theophylline content in various samples of black tea
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of the Center of Collective Use “Environmental Analysis 
Center” of the Kuban State University, unique identifier 
RFMEFI59317X0008.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана методика определения теобромина 

и теофиллина в черном чае методом капиллярного 
зонного электрофореза с применением стэкинга с 
большим объемом образца. Оптимизированы усло-
вия разделения аналитов с компонентами матрицы, 
а также условия их он-лайн концентрирования в 
капилляре. Факторы эффективности концентриро-
вания ТБ и ТФ, рассчитанные для образца черного 
чая, составили 28 и 38, соответственно.

Получены метрологические характеристики 
разработанной методики анализа: повторяемость, 
внутрилабораторная прецизионность, правильность и 
точность результатов определения ТБ и ТФ в образцах 
черного чая. В пределах диапазонов определения 
аналитов относительное стандартное отклонение 
результатов их определения σ(Δ) составило 7 % 
для ТБ и  12 % для ТФ. Методику апробировали на 
различных экстрактах черного чая, содержания в 
них варьировались для ТБ от 0.14 до 2.32 мг/г и для 
ТФ от «< 0.040» до 0.15 мг/г.
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