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В работе представлены различные теоретические и практические аспекты пробоподготовки 
нанесенных на бумагу чернил синих шариковых ручек для последующего количественного ана-
лиза методом обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ОФ ВЭЖХ). 
Обсуждаются оценочные аналитические характеристики варианта такого способа, как вырезание 
бумажного фрагмента, содержащего нанесенные чернила, на повторяемость результатов анализа; 
осуществлен поиск состава экстрагирующей системы и условий экстракции. Качественную и 
количественную характеризацию экстрактов проводили методом ОФ ВЭЖХ с диодно-матричным 
детектированием. Рекомендовано использование скальпеля в качестве инструмента вырезания 
бумажных фрагментов с нанесенным образцом, в качестве экстрагента — подкисленной смеси 
растворителей, а также проведение экстракции в УЗ ванне при комнатной температуре в течении 2 
мин. Показано, что влияние различной степени нажима на шариковую ручку при нанесении чернил 
на бумагу можно нивелировать использованием нормированных площадей пиков индивидуальных 
красителей. Предложенные условия пробоподготовки апробированы при изучении процессов 
изменения состава нанесенных чернил в процессе искусственного старения под воздействием 
постоянного ультрафиолетового (УФ) облучения. 
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The paper presents various theoretical and practical aspects of sample preparation of blue ballpoint 
pen ink applied on paper for subsequent quantitative analysis using reverse-phase high-performance 
liquid chromatography (RP HPLC). Estimation of analytical characteristics of a variant of cutting out a 
paper fragment containing applied ink for reproducibility of analysis results is discussed; composition of the 
extraction system and extraction conditions were evaluated. Qualitative and quantitative characterization of 
the extracts was performed by RP HPLC with the diode array detection. Using a scalpel as a tool for cutting 
out sample fragments and an acidified mixture of solvents as an extractant with performing extraction in an 
ultrasonic bath at the room temperature for 2 minutes is recommended. It was shown that the influence of 
different degree of pressure on a ballpoint pen when applying ink to the paper can be minimized by using 
normalized peak areas of individual dyes. The proposed sample preparation conditions were tested when 
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studying the processes of changes in the composition of applied ink during artificial aging under the influence 
of constant ultraviolet (UV) irradiation.

Keywords: liquid-liquid extraction, sample preparation, ink analysis, triarylmethane dyes, forensic 
science

ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на активное внедрение информа-

ционных технологий в нашу жизнь и появление 
электронного документооборота, многие важнейшие 
документы по-прежнему подписываются человеком 
лично, а проверка подлинности документа включает 
в себя качественный и количественный анализ со-
става нанесенных на бумагу чернил ручек и остается 
одним из важнейших направлений в криминалистике. 
Несмотря на сложный состав шариковых ручек (кра-
сители и пигменты, растворители, добавки по типу 
ПАВ и т.д. [1]), при решении данной задачи в качестве 
объекта анализа выступают красители и пигменты 
(далее красящие компоненты), используемые в про-
изводстве шариковых ручек. Для ручек синего цвета 
это триарилметановые красители (кристаллический 
фиолетовый, метиловый фиолетовый и т.д.), для 
которых характерна наибольшая насыщенность цвета 
и низкая стабильность при хранении и воздействии 
внешних факторов (например, выцветание при 
облучении светом или воздействии повышенной 
температуры), а также фталоцианиновые пигменты 
[2]. Именно выявление различий в качественном и 
количественном составе этих красящих компонент 
лежит в основе экспертизы документов [3].

Для анализа используют различные методы, 
которые условно подразделяют на деструктивные 
(с разрушением целостности исследуемого до-
кумента) и малодеструктивные (с минимальным 
повреждением документа). К последним относят 
инфракрасную и рамановскую спектроскопию [4 

- 6], а также масс-спектрометрию (МС) с различ-
ными способами ионизации [7 - 10] из-за малого 
количества требуемого образца и возможности 
анализа непосредственно с листа исследуемого 
документа. Несмотря, казалось бы, на предпочти-
тельность малодеструктивных методов, позволяющих 
оставлять документ практически неповрежденным, 

интерпретация данных может быть затруднена, 
особенно в случае долгого хранения документов 
из-за появления продуктов деградации и интерфе-
ренции значительного количества аналитических 
сигналов. Именно поэтому в судебной экспертизе 
чаще применяют деструктивные методы: ВЭЖХ [11 - 
14], тонкослойная хроматография [2] и капиллярный 
электрофорез [15, 16], применение которых требует 
нарушения целостности документа и экстракции 
красящих компонентов с бумаги, однако при этом 
позволяют разделять сложные смеси красителей 
и выявлять малые различия в составе анализируе-
мого образца. Наиболее предпочтительным среди 
методов разделения является ВЭЖХ из-за высокой 
воспроизводимости и возможности использования 
различных вариантов детектирования (диодно-ма-
тричный, УФ, МС, флуориметрический). Необходимость 
выполнения предварительной пробоподготовки, а 
также повышенный интерес исследователей к данной 
теме привели к появлению большого количества 
вариантов пробоподготовки без четкого обосно-
вания выбора тех или иных условий. А отсутствие 
оценки влияния различных факторов на результат 
не позволяет выбрать тот или иной алгоритм. 

Схема пробоподготовки, предшествующая 
ВЭЖХ анализу. Определение красящих компонентов 
включало два основных этапа: вырезание бумаж-
ного фрагмента, содержащего анализируемый 
объект, и экстракция красящих компонентов с этого 
фрагмента. На втором этапе в ходе жидкостной 
экстракции варьировали состав экстрагента, время 
обработки ультразвуком и температуру [11, 13, 14]. 
Соответствующая информация представлена в табл. 
1; далее каждый этап будет рассмотрен подробнее.

Способы вырезания бумажных фрагмен-
тов. В имеющихся публикациях наиболее часто 
встречаются следующие два способа: с помощью 
скальпеля [13, 17] и дырокола [11, 14]. Однако авторы 
не аргументируют конкретный выбор.

Таблица 1
Варианты комбинаций основных этапов пробоподготовки в различных исследованиях 

Table 1
Variants of combinations of the main stages of sample preparation in different studies

Инструмент для вырезания 
бумажных фрагментов с на-

несенными чернилами
Состав экстрагента Условия экстракции Ссылка

Дырокол MeOH 2 мин при комнатной температуре [14]

Скальпель
Трибутиламино-ацетатный 
буфер/ACN   (1: 1по объему)

— [17]

Дырокол ACN 2 мин при комнатной температуре [11]
Скальпель ACN 5 – 10 мин при комнатной температуре [13]
Скальпель MeOH 10 мин при комнатной температуре [18]
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В рутинном варианте использование дырокола 
позволяет значительно снизить погрешность раз-
мера вырезаемых фрагментов и ускорить процесс 
пробоподготовки, однако такой подход требует 
наличия в анализируемом документе области с опре-
деленным диаметром прокола без попадания в нее 
дополнительного текста. Использование скальпеля 
увеличивает время пробоподготовки, но позволяет 
контролировать ширину и длину вырезаемого штри-
ха, делая работу с данным инструментом более 
гибкой, что особенно важно при анализе реальных 
объектов, где длина вырезаемого штриха может 
быть ограничена просто отсутствием прямых линий. 

При экстракции красящих компонентов для 
последующего анализа методом ОФ ВЭЖХ к вы-
резанному бумажному фрагменту с нанесенными 
чернилами добавляют экстрагент. В имеющихся 
публикациях в качестве экстрагентов для чернил 
синих шариковых ручек чаще всего упоминают 
ацетонитрил [11, 13] и метанол [18 - 20]. Однако 
альтернативных вариантов и сопоставления ре-
зультатов с данными растворителями не приводят, 
что не позволяет сделать заключение относительно 
эффективности экстракции и оптимального выбо-
ра экстрагента. В ряде работ рассмотрены сра-
зу несколько различных экстрагентов: метанол, 
ацетонитрил, тетрагидрофуран, 2-пропанол, вода, 
ацетон, с оценкой степеней извлечения красящих 
компонентов [13]. Однако заключение о большей 
эффективности ацетонитрила сделано на выборке 
только из трёх типов синих шариковых ручек, что, 
конечно, недостаточно. Кроме того, отсутствуют 
данные о влиянии рН экстрагента на эффективность 
экстракции, хотя в составе молекул определяемых 
красителей есть функциональные группы, которые 
могут влиять на их растворимость и, следовательно, 
экстрагируемость.

Таким образом, отсутствие рекомендаций и 
протокола к пробоподготовке образцов рукописного 
документа для анализа ВЭЖХ требует установления 
влияния ряда факторов на получаемые результа-
ты для последующего использования в рутинном 
анализе. После детального изучения имеющихся 
публикаций в этой области нами была запланирована 
и реализована специальная серия экспериментов для 
оценки влияния различных факторов на получаемые 
результаты. В рамках данной работы поведена оценка 
вариантов использования различных инструментов 
для вырезания на воспроизводимость экстракции, 
а также – состава экстрагента и условий экстракции 
на эффективность извлечения аналитов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. Используемые реагенты: ацето-

нитрил (>99.9 %, Sigma Aldrich), метанол (>99.9 %, 
Sigma Aldrich), диметилформамид (>99.0 %, Реахим), 
трифторуксусная кислота (>99.0 %. Sigma Aldrich), 
гидроксид натрия (>98.0 %, Sigma Aldrich), диме-
тилсульфоксид (>99.9 %, SeccoSolv), муравьиная 

кислота (>99.0 %, ChemSolute), Метиловый фиоле-
товый (>80.0 %, Sigma Aldrich), Кристаллический 
фиолетовый (>88.0 %, Sigma Aldrich), Виктория 
синяя Б (>90.0 %, Sigma Aldrich), Виктория синяя 
БО (>95.0 %, Sigma Aldrich). 

Объекты исследования. Синие шариковые 
ручки для исследования приобретены в местных 
магазинах. Stabilo galaxy 818 (0.38 мм, Малайзия), 
Corvina 51C (0.7 мм, Италия), Pilot BPS-GP (0.32 мм, 
Япония), Erich Krause R301 (0.4 мм, Китай), BIC Round 
Stic (0.4 мм, Мексика), Attache Оптима (0.7 мм, Россия), 
BIC cristal medium blue (0.4 мм, Франция), Berlingo 
W-219 (0.7 мм, Китай), Stabilo Performer (0.35 мм. 
Малайзия), Paper Mate InkJoy (0.3 мм, Бельгия), 
MunHwa MC Gold (0.3 мм, Корея), ErickKrause Ultra-20 
(0.26 мм, Индия), Penac Soft Glider (0.7 мм, Япония), 
Pilot RexGrip BPR6-10R (0.22 мм, Япония), Berlingo 
Triangle 110 (0.7 мм, Индия), Pilot BPRK-10M (0.21 мм, 
Япония).

Оборудование. Хроматографический анализ 
проб проводили с использованием хроматографов 
Shimadzu LC-20 и Shimadzu LC-40 (Shimadzu, Япония) 
с диодно-матричным детектором; колонка Agilent 
ZORBAX Eclipse XDB-C18, 2.1 × 150 мм, 5 мкм и Agilent 
ZORBAX RR StableBond C18, 2.1 × 150 мм, 3.5 мкм 
(Agilent Technologies, США). Дозирование пробы в 
хроматограф проводили при помощи встроенного 
автосемплера.

Обработку результатов хроматографического 
анализа проводили с применением программного 
обеспечения «LabSolutions». Математическую обра-
ботку результатов проводили в программе «Excel».

Для приготовления растворов использовали 
аналитические весы Shimadzu AUX220 (Shimadzu, 
Япония), УЗ ванну Branson 1510 (Branson Ultrasonics 
Corporation, Швейцария), центрифугу ELMI CM-50 
(ELMI Ltd., Латвия), деионизатор Д-301 (Аквилон, 
Росссия), микродозаторы переменного объема вме-
стимостью 500 – 5000, 200-1000, 20 – 200, 10 – 100, 
1 - 20 мкл  (Satorius, Германия), дырокол, скальпель.

Пробоподготовка образцов для ВЭЖХ 
анализа. На лист бумаги А4 каждой шариковой 
ручкой наносили линии, из которых вырезали штрихи 
скальпелем или дыроколом (общая длина 1 см). 
Оценки повторяемости выполнены на примерах 
шариковых ручек (Penac Soft Glider BA1904, Berlingo 
Triangle 110 color RT, Erich Krause Ultra-20, Stabilo 
Performer, Pilot Rexgrip F) в трех повторах каждым 
инструментом для вырезания. Далее бумажный 
фрагмент помещали в микроцентрифужную про-
бирку типа эппендорф вместимостью 1.5 мл, куда 
добавляли 500 мкл экстрагента, природу которого 
варьировали. Наряду с наиболее часто использу-
емыми метанолом (MeOH) и ацетонитрилом (ACN) 
проверены другие экстрагенты: индивидуальные 
растворители (деионизованная вода, диметил-
формамид (ДМФА)), система ДМФА и MeOH  (1:1 по 
объему),  подкисленные трифторуксусной кислотой 
растворы MeOH, ACN и смеси ДМФА с MeOH (1:1 по 
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объему) и ДМСО с ACN (1:1 по объему); объемная 
доля трифторуксусной кислоты во всех подкислен-
ных экстрагентах составляла 0.1 %; 5 мМ раствор 
щелочи в MeOH готовили следующим образом:  
к 10 мг гидроксида натрия добавляли 40 мл MeOH 
в мерной колбе вместимостью 50 мл и доводили 
MeOH до метки.

Для оценки влияния на эффективность экс-
тракции варьировали температуру (20 °С и 40 °С) и 
время (2, 5 и 20 мин) обработки ультразвуком. Далее 
пробы центрифугировали (RCF 10000 g), отбирали 
дозатором 300 мкл супернатанта и помещали в 
виалы для хроматографического анализа. Для 
визуальной оценки дополнительно регистриро-
вали   интенсивность цвета штрихов до экстрак-
ции при помощи стереомикроскопа ЛОМО МСП-2  
(АО «ЛОМО», Россия) с интегрированными цифровыми 
камерами (ТСА-3.0 и МС-5) и лампой накаливания в 
качестве источника освещения. После экстракции 
штрих доставали из пробирки, оставляли на под-
ложке в вытяжном шкафу до полного высыхания и 
снова регистрировали цвет.

Миниатюризация пробоподготовки для 
анализа реальных объектов. На лист бумаги 
А4 шариковой ручкой наносили линии, из которых 
с помощью скальпеля вырезали штрих длинной 
0.3 см. Далее этот бумажный фрагмент помещали 
в микроцентрифужную пробирку типа эппендорф 
вместимостью 1.5 мл, куда добавляли 30 мкл экс-
трагента. Для увеличения эффективности процесса 
экстракции пробирки помещали в ультразвуковую ванну 
и обрабатывали ультразвуком в течение 2 мин при 
20 °С. Затем в пробирку добавляли 270 мкл 0.1%-ного 
раствора муравьиной кислоты в ACN (в соответствии 
с составом подвижной фазы). Полученный экстракт 
вновь обрабатывали ультразвуком в течение 2 мин 
при 20 °С. Далее с помощью дозатора отбирали  
150 мкл подготовленного раствора с экстрагирован-

ными с бумаги компонентами чернил и помещали в 
виалы для хроматографического анализа.  

Процесс нанесения штрихов для определе-
ния влияния силы нажима шариковой ручки на 
бумагу. Для воспроизводимого нанесения штрихов 
с разной силой нажима использовали самодельную 
установку с числовым программным управлением 
(ЧПУ), которая включала следующие основные 
узлы: (1) подвижный модуль, обеспечивающий 
перемещение ручки, (2) держатель ручки, (3) лист 
бумаги (рис. 1). Штрихи наносили на поверхность 
бумажного носителя с заданной длиной (1.5 см) и 
степенью нажима. Контроль нажима проводили 
путем фиксирования давления стержня ручки при 
письме, что в свою очередь, отслеживалось с по-
мощью весов (ВСП-0,6/0,1-1, Вессервис, Россия), 
расположенных непосредственно под листом, на 
который наносятся штрихи. Выбрано 5 степеней 
нажима, каждому соответствовал свой массовый 
эквивалент: 1 – слабая, <100 г; 2 – средне-слабая, 
100-180 г; 3 – средняя 180-250 г; 4 – средне-сильная, 
250-350 г; 5 – сильная, > 400 г. Пример нанесенных 
тестовых штрихов со степенями нажима от 1 до 5 
для двух ручек представлен на рис. 1.

Условия хроматографического анализа. В 
качестве начальных условий для хроматографи-
ческого анализа экстрактов красящих компонент 
при поиске наиболее эффективного экстрагента 
и оптимального способа вырезания бумажных 
фрагментов выбирали условия, описанные в [21]. 
В качестве компонентов подвижной фазы исполь-
зовали ACN (В) и воду (А), содержащие 0.1 %-ный 
раствор муравьиной кислоты. Скорость потока элю-
ента 0.30 мл/мин. Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18,  
2.1 × 150 мм, 5 мкм. Режим элюирования – гра-
диентный (0.25 – 15 %; 21.50 – 70 %; 22.00 – 70 %; 
22.50 – 15 %; 25.00 – 15 %). Объем ввода пробы  
5 мкл. Температура термостата 40 ˚C. 

Рис. 1. Схема самодельной установки ЧПУ  (1) подвижный модуль, обеспечивающий перемещение ручки, (2) держатель 
ручки, (3) лист бумаги, расположенный на (4) весах и пример нанесенных на бумажный носитель штрихов с 
разной силой нажима для двух ручек

Fig. 1. Scheme of a custom made computer numerical control (CNC) installation  (1) a movable module allowing pen movement, 
(2) a pen holder, (3) a sheet of paper placed on (4) the balance and an example of strokes applied to a paper carrier 
with different pressure forces for two pens
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Далее условия были оптимизированы для 
рутинного анализа триарилметановых красите-
лей. Колонка Agilent ZORBAX RR StableBond C18,  
2.1 × 150 мм, 3.5 мкм. Скорость потока элюента 
0.30 мл/мин. Режим элюирования – градиентный 
(3.00 – 35 %, 11.35 – 85 %, 13.85 – 85 %, 14.35 – 95 %, 
15.00 – 95 %, 15.30 – 35 %, 20.00 – 35 %). Объем 
ввода пробы 5 мкл. Температура термостата 40 ̊ C. 
Это позволило сократить время анализа до 20 мин.

Идентификация красителей. Идентификацию 
красящих компонентов проводили по временам 
удерживания. Стандартные растворы триарил-
метановых красителей с концентрацией 1 мг/мл 
(Метиловый фиолетовый, Кристаллический фиоле-
товый, Виктория Б, Виктория БО) готовили раство-
рением соответствующих навесок в MeOH. Рабочие 
растворы готовили разбавлением стандартных до 
концентрации 0.1 мг/мл раствором, состав которого 
ACN : 0.1% раствор муравьиной кислоты в воде в 
соотношении 15:85 по объему.

Искусственное старение нанесенных на 
бумажный носитель штрихов под воздействи-
ем постоянного УФ облучения. Лист бумаги с  
16 линиями, нанесенными различными синими ша-
риковыми ручками, помещали в специальный бокс 
с тремя УФ лампами (Camelion LH26-FS/BLB/E27  
26 Вт, 220 В, 7.5 мВт/см2) без доступа внешнего света. 
Далее проводили облучение нанесенных штрихов 
в течение заданного времени и по его завершении 
проводили пробоподготовку (см. Экспериментальную 
часть, вырезание штриха из линии и экстракция) 
и ВЭЖХ анализ. Максимальное время составило 
13 ч (при дальнейшем облучении не происходило 
значительных изменений): первые 6 ч УФ облучения 
интервал анализируемых временных точек 20 мин, 
далее - интервал составлял 1 ч.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Выбор наиболее эффективного экстраген-

та. Наиболее распространенными экстрагентами 
красящих компонент с бумаги для последующего 
ВЭЖХ анализа являются MeOH [14, 18] и ACN [11, 
13]. Однако наши предварительные эксперименты 
показали, что данные растворители способны из-
влекать не все виды красителей. Более устойчивые 

красители остаются на бумаге даже после длительного 
процесса экстракции, поэтому наряду с профилями, 
полученными методом ВЭЖХ, полноту экстракции 
независимо оценивали визуально, делая фотогра-
фии штрихов под микроскопом (рис. 2). Проведение 
данного эксперимента оказалось полезным и легло 
в основу разработки цифрового метода анализа 
штрихов до и после экстракции различными экс-
трагентами для последующей классификации [22].

Нанесенные штрихи фотографировали до 
проведения экстракции, помещали в пробирку на 
1.5 мл типа «эппендорф», добавляли экстрагент. 
Далее отбирали экстракт красящих веществ для 
анализа методом ОФ-ВЭЖХ, а штрих вытаскивали 
и сушили на специальной подложке в вытяжном 
шкафу. После полного высыхания штрих фотогра-
фировали и сопоставляли с фото, полученным до 
экстракции. В результате анализа ВЭЖХ получали 
хроматографический профиль экстрагированных 
красящих компонент для каждой шариковой ручки 
(рис. 3).

Вывод об эффективности экстрагирующих 
систем делали для каждой ручки как по абсолютным 
значениям площадей регистрируемых пиков красящих 
компонентов, так и по сравнению фотографий кра-
сящих компонентов на бумаге до и после экстракции. 
На рис. 4 приведены примеры гистограмм, которые 
использовали для сопоставления аналитических 
возможностей экстракционных систем.  Для боль-
шинства ручек наблюдали наибольшие значения 
площадей соответствующих хроматографических 
пиков в подкисленных экстрактах, однако при ис-
пользовании метанола или ацетонитрила с добав-
лением трифторуксусной кислоты для некоторых 
ручек визуально фиксировали наличие красителя 
(светло-голубой оттенок) на бумаге после экстракции. 
Добавление ДМСО или ДМФА в экстракционную 
систему позволяет полностью извлечь данные 
компоненты: при визуальной оценке штриха на 
бумаге их не оставалось. 

Однако использование подкисленных систем 
может быть оптимальным не для всех типов ручек. 
Так, нами обнаружено, что для ручки Erich Krause, 
наоборот, подкисление приводит к снижению сте-
пени извлечения по сравнению с неподкисленны-
ми экстрагентами, что может свидетельствовать 

Рис. 2. Фотографии штрихов некоторых шариковых ручек после проведения экстракции. См. условия в эксперимен-
тальной части

Fig. 2. Photographs of the strokes of some ballpoint pens after extraction. For conditions cf. the Experimental part
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о дополнительном влиянии матрицы чернил на 
процесс экстракции. 

Для оценки влияния условий экстракции на 
полноту извлечения компонентов выполнена серия 
специальных экспериментов. Изменяли два параметра: 
время обработки УЗ (2, 5 и 20 мин) и температуру 
(20 и 40 0С) на примере двух часто используемых 
экстрагентов, показавших наиболее высокие значе-
ния содержаний красителей на предыдущем этапе: 
метанола и ацетонитрила. Сопоставление проводили 

по абсолютным площадям хроматографических 
пиков красящих компонентов (рис. 5).  Варьирование 
температуры и времени экстракции не привело к 
существенному изменению значений площадей 
хроматографических пиков, что свидетельствует об 
отсутствии влияния  данных параметров на процесс 
извлечения аналитов. В качестве доминирующего 
фактора оказалась обработка ультразвуком (2 мин 
при 20 0С), обеспечивающая экспрессность анализа 
и минимальное воздействие на аналиты.

Рис. 3. Хроматографические профили различных ручек, полученные при экстрагировании 0.1%-ным раствором 
трифторуксусной кислоты в ACN. Условия хроматографического анализа: подвижная фаза: ACN (В) и вода (А), 
содержащие 0.1 (объемн.) % муравьиной кислоты; скорость потока элюента 0.30 мл/мин, режим элюирования – 
градиентный (3.00 – 35 %, 11.35 – 85 %, 13.85 – 85 %, 14.35 – 95 %, 15.00 – 95 %, 15.30 – 35 %, 20.00 – 35 %). Колонка 
Agilent ZORBAX RR StableBond C18, 2.1 × 150 мм, 3.5 мкм. Объем ввода пробы 5 мкл. Температура термостата 
40 ˚C. Shimadzu LC-20 с диодно-матричным детектором

Fig. 3. Chromatographic profiles of different pens obtained by extraction with 0.1% solution of trifluoroacetic acid in acetonitrile. 
Chromatographic analysis conditions: mobile phase: acetonitrile (B) and water (A), containing 0.1 (vol.) % formic acid; 
eluent flow rate 0.30 ml/min, elution mode – gradient (3.00 – 35 %, 11.35 – 85 %, 13.85 – 85 %, 14.35 – 95 %, 15.00 – 
95 %, 15.30 – 35 %, 20.00 – 35 %). Column Agilent ZORBAX RR StableBond C18, 2.1 × 150 mm, 3.5 µm. Sample injection 
volume 5 µl. Thermostat temperature was 40˚C. Shimadzu LC-20 with the diode-array detection

Рис. 4. Найденные хроматографические площади красящих компонент ручек при использовании различных экстраги-
рующих систем  1 – MeOH; 2 – ACN; 3 – H2O; 4 – ДМФА; 5 – MeOH/ДМФА; 6 – MeOH, 0.1 % ТФУ; 7 – ДМФА/MeOH, 
0.1 % ТФУ 8 – ACN, 0.1 % ТФУ, 9 - MeOH/NaOH

Fig. 4. Found chromatographic areas of the coloring components of pens using various extraction systems  1 – MeOH; 2 – ACN; 
3 – H2O; 4 – DMF; 5 – MeOH/DMF; 6 – MeOH, 0.1 % TFA; 7 – DMF/MeOH, 0.1 % TFA 8 – ACN, 0.1 % TFA, 9 – MeOH/NaOH
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Выбор способа вырезания бумажных 
фрагментов. Как отмечено выше, использование 
скальпеля или дырокола в качестве инструментов 
вырезания бумажных фрагментов имеют как свои 
преимущества, так и недостатки. Влияние этих спо-
собов подготовки бумажного фрагмента к анализу 
на повторяемость получаемых результатов ранее 
не обсуждалось. 

Для пяти ручек выполнили пробоподготовку 
двумя способами по три раза. Каждая из ручек 
имеет несколько красящих компонентов и повто-
ряемость рассчитывали для каждого индивидуаль-
ного красителя на основе наблюдаемых площадей 
хроматографических пиков. В табл. 2 приведены 
значения относительного стандартного квадратичного 
отклонения (ОСКО) для основных компонентов на 

основе трех измерений. Каких-либо закономерностей 
отмечено не было, для некоторых ручек значение 
ОСКО достаточно велико и не зависит от способа 
вырезания, что может быть обусловлено случайной 
погрешностью или другими факторами (например, 
влияние компонентов матрицы чернил).

Тем не менее, на наш взгляд, более приемле-
мым является применение для этой цели скальпеля, 
что позволяет существенно сократить и упростить 
этап пробоподготовки.

Влияние силы нажима шариковой ручкой 
при письме. Один из часто обсуждаемых вопросов 
в области хроматографичеcкого анализа чернил – 
учет силы нажима, с которой человек давит на ручку, 
подписывая документ, поскольку разная сила нажима 
может влиять на количество наносимых красящих 

Рис. 5. Площади пиков красящих компонентов в зависимости от времени и температуры ультразвуковой обработки
Fig. 5. Peak areas of coloring components depending on the time and temperature of ultrasonic treatment

Таблица 2
Относительное СКО определения основных экстрагируемых красящих компонент для двух различных способов вы-
резания бумажного фрагмента с нанесенными чернилами 

Table 2
Relative standard deviation of determining primary extracted coloring components for two different methods of cutting 
out a paper fragment with applied inks 

Название 
ручки

ОСКО при вырезании скальпелем, % (n = 3) ОСКО при вырезании дыроколом, % (n = 3)

Метиловый 
фиолетовый

Кристалличе-
ский фиоле-

товый

Виктория си-
няя Б

Виктория си-
няя БО

Метиловый 
фиолетовый

Кристалличе-
ский фиоле-

товый

Виктория си-
няя Б

Виктория си-
няя БО

Penac 
Soft Glider 

BA1904
4.1 3.8 11.8 - 3.1 3.2 5.7 -

Berlingo 
Triangle 110 

color RT
2.7 2.6 - - 6.6 6.4 -

Erich 
Krause 
Ultra-20

8.6 8.6 12.5 - 18.7 18.3 19.0 -

Stabilo 
Performer

3.2 6.9 5.7 - 7.7 7.6 4.2 -

Pilot 
Rexgrip F

- - - 3.8 - - - 0.4
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компонентов шариковой ручки и, соответственно, 
на результат. Для оценки данного фактора нами 
использована специальная роботизированная уста-
новка, схема и принцип действия которой описан в 
разделе «Экспериментальная часть». 

В качестве модельной системы для изуче-
ния влияния нажима выбраны чернила ручки (8) 
в связи с наибольшим количеством извлекаемых 
компонентов. Получена зависимость исходных (рис. 

6А) и нормализованных (рис. 6В) площадей пиков 
красящих компонентов от силы нажима. 

Из графика на рис 6А видно, что в результате 
увеличения степени нажима повышается содержание 
красителей из-за большего количества чернил на 
бумаге, следовательно, и суммарное количество 
красящих компонентов также становится большим. 
Однако для степени нажатия 5 (> 400 г) наблюдается 
уменьшение площади пика, связанное с ухудшением 

Рис. 6. График зависимости исходных (А) и нормализованных (Б) площадей пиков красящих компонентов от силы 
нажима. Справа на графике подписано время выхода соответствующего пика (9.8 мин – метиловый фиолетовый; 
10.6 мин – кристаллический фиолетовый; 12.1 мин – виктория синяя Б)

Fig. 6. Plot showing the dependence of the original (A) and normalized (B) peak areas of the coloring components on the 
pressure force. Time of appearance of the corresponding peak is indicated on the right side of the plot (9.8 min – methyl 
violet; 10.6 min – crystal violet; 12.1 min – Victoria blue B)

Рис. 7. Хроматографические профили некоторых ручек, полученные при различном времени УФ-облучения чернил. 
Условия хроматографического анализа см. рис. 3. Shimadzu LC-40 с диодно-матричным детектором.  1-Метиловый 
фиолетовый, 2-Кристаллический фиолетовый, 3- Виктория синяя Б, 4-Виктория синяя БО

Fig. 7. Chromatographic profiles of some pens obtained at different times of UV irradiation of the ink. For chromatographic 
analysis conditions see Fig. 3. Shimadzu LC-40 with the diode-array detection.  1 – Methyl violet, 2 – Crystal violet, 
3 – Victoria blue B, 4 – Victoria blue BO
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пишущих возможностей ручки. Тем не менее, на 
графике зависимости нормированных площадей от 
силы нажатия (рис. 6Б) можно видеть, что получен-
ные значения практически не зависят от степени 
нажима на шариковую ручку в области нормальной 
силы нажима (степень нажима 2 - 4), что позволяет 
оперировать нормированными площадями пиков, 
а также нивелировать влияние силы нажатия на 
шариковую ручку на получаемые результаты.

Апробация предложенного алгоритма 
пробоподготовки при оценке деградации кра-
сителей в условиях искусственного старения 
под УФ облучением. В случае анализа чернил 
изменения в концентрациях красителей и раствори-
телей лежит в основе определения срока давности 
нанесенного текста. Однако под воздействием 
различных внешних факторов может меняться не 
только количественный, но и качественный состав, 
поскольку в процессе естественного старения про-
исходит разрушение структур некоторых красителей 
с образованием их производных, например, для 
триарилметановых красителей часто наблюдается 
N-деметилирование кристаллического фиолетового 
под действием света [18]. 

Пробоподготовку и анализ образцов после 
облучения проводили согласно алгоритму, опи-
санному в экспериментальной части. В результате 
получены хроматограммы для каждой шариковой 
ручки после заданного времени воздействия УФ 
облучения (рис. 7) и построены зависимости нор-
мированной площади пика красящего компонента 
каждой ручки от времени УФ.

Предложенный алгоритм пробоподготовки 
позволяет проводить оценку изменения качественного 
и количественного состава красящих компонентов 
синей шариковой руки. Для визуальной оценки про-
цесса разрушения и образования новых красителей 
на рис. 8 приведены изменения относительного 
состава синих шариковых ручек после 13 ч облучения 
(рассматривали хроматографические пики с разным 
временем элюирования). Значения, приведенные 
в ячейках, соответствуют разнице относительного 

содержания данного компонента после облучения 
УФ в течение 13 ч и до облучения, выраженной в 
процентах (%).

Из приведенных данных следует, что относи-
тельный состав ручек 3, 14, 16 и 4, 8 практически не 
меняется, в то время как для остальных наблюдается 
разрушение исходного красителя (выделено красным) 
и появление\накопление продуктов деградации 
(выделено зеленым). Это особенно выражено для 
ручки 1.

Соединения, время удерживания которых 
составляют 7.3, 7.7 и 8.5 мин, отсутствуют в на-
чальных составах шариковых ручек, однако под 
действием УФ излучения происходит их образование 
и накопление в результате деградации некоторых 
красителей, концентрация которых, в свою очередь, 
закономерно уменьшается. Появление красителя 
с временем удерживания 7.3 мин наиболее харак-
терно для ручки 9, для которой также происходит 
увеличение концентрации компонента с временем 
удерживания 7.7 мин. При этом появление соединения  
tуд = 8.5 мин наблюдается лишь для 12-ой и 15-ой 
ручек после 180 мин УФ облучения.

Краситель с временем удерживания 8.9 мин 
находится в начальном составе практически всех 
ручек, а по мере облучения образцов, его концен-
трация в некоторых из них повышается. Аналогичная 
ситуация наблюдается и с метиловым фиолетовым  
(tуд = 10.0 мин), однако в случае 9-ой ручки его кон-
центрация уменьшается, что может объясняться 
деградацией с образованием соединений с вре-
менами удерживания 7.3 и 7.7 мин. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выявлены различные аспекты пробоподготовки 

чернил синих шариковых ручек, нанесенных на бумагу, 
для дальнейшего анализа их состава методом ВЭЖХ 
с матрично-диодным детектированием. Выделено 
три основных этапа пробоподготовки, требующих 
оптимизации и стандартизации, для улучшения 
аналитических характеристик результатов. При 

Рис. 8. Схематичное изображение изменения относительного состава чернил синих шариковых ручек после 13 ч 
облучения УФ 

Fig. 8. Schematic representation of the change in the relative composition of blue ballpoint pen inks after 13 hours of UV 
irradiation
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изучении возможности различных экстрагирующих 
систем для извлечения красящих компонентов синих 
шариковых ручек с листа бумаги обнаружено, что 
для большинства из них наиболее подходящими 
являются подкисленные растворы MeOH и ACN,  а 
добавление диметилсульфоксида или диметилфор-
мамида (0,1%-ные растворы трифторуксусной кислоты 
в системах диметилформамид : метанол (1:1, по 
объему) и  диметилсульфоксид : ацетонитрил (1:1, по 
объему) позволяет извлечь остаточные компоненты, 
что дополнительно фиксировали макросъемкой при 
помощи стереомикроскопа. Изменение условий 
экстракции (температуры и времени обработки УЗ) 
не влияли не получаемые хроматографические 
профили, поэтому выбраны минимальные значения 
– обработка 2 мин УЗ —при 20 ̊ C. На примере пяти 
шариковых ручек изучена повторяемость вырезания 
бумажных фрагментов с нанесенными чернилами 
разными инструментами (скальпель, дырокол), од-
нако ни один из вариантов не имеет выраженного 
преимущества, поэтому рекомендован скальпель 
как более удобный в работе. В ходе специального 
эксперимента по оценке силы нажима шариковой 
ручкой при письме на наблюдаемые хроматографи-
ческие профили установлено, что использованием 
нормированных площадей можно нивелировать 
влияние силы нажима.

 Предложенный алгоритм пробоподготовки 
апробирован для оценки изменения хроматографи-
ческого профиля  красящих компонентов в усло-
виях искусственного старения (под действием УФ 
излучения) в течение 13 ч, что позволило отследить 
динамику изменения содержания основных крася-
щих компонент, а также обнаружить продукты их 
деградации.
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