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о диссертации на соискание ученой степени кандидата химических наук
Бородулевой Анны Юрьевны на тему: <<Поляризационный флуоресцентный

иммуноанализ для экспрессного определения пестицидов в зерне>> по специальности
03.01.0б - <<биотехнология (в том числе бионанотехнологии)>>

щиссертационнzш работа Бородулевой А.ю. посвящена разработке целой панели

экспрессньIх систем иммуноанаJIиза пестицидов. Эти многоtIислонныо химические

средства борьбы с сорняками (гербициды), насекомыми (инсектициды), патогенными
грибами (фунгициды), грызунашrи фодентициды) и другими вредитеJUIми, без которьж не
обходится современное масштабное сельское хозяйство, но обладают абсолпотной

селективностью в отношеЕии оргаЕизмов-мишеней. В связи с этим, они могут вызывать
серьезные экологические последствия, а также представлять опасность дJUI здоровья
населения.

в соответствии с кгигиеническими нормативами содержания пестицидов в
объектах окружающей среды И продуктах питilниrl)) загрязнение воды и
СеЛЬСКОХОЗЯЙСТВеННОЙ ПРОДУКЦИи не допускается выше максимЕlльно допустимого )aровня,

установленного для каждого из этих соединений. обеспечение безопасности пищевой
продукции требует KoHTpoJUI за большим перечнем соединений в сzlмых разнообразньтх
объектах исследовzlния. В связи с этим особую актуzrльность приобретают скрининговые
методы - быстрые, высокопроизводительные, нодорогие и в тоже время достаточно
чувствительные И специфичные. Таким требованиям удовлетворяют иммунохимические
методы анZLIIизы, в частIIости поJI;Iризационньй флюоресцентный иммуноанализ (ПФИД).
Создание анiLпитических систеМ на основе пФиА для вьUIвления 2,4-

дихлорфеноксиуксусной кислоты, три€}зофоса, карбарила, тец)€жонzвола и тиабендазола в
зерне злаковьж, разработка единой процедуры подготовки образцов и tIодтверждеЕие
правильности проводимьж измерений и адекватности пробоподготовки с fIомощью
ВЭЖХ-МС/МС опредеJuIло основные задачи исследованIIя.

щиссертационЕаjI работа изложена на l57 страницчж и состоит из следующих
разделов: введения, обзора литературы, экспериментальной части, результатов и их
обсуждения, выводов, списка литературньж источников и приложониlI со структурными
формулами и масс-сtIектрами трейсеров, Работа содержит 35 таблиц и Зз рисунка, а
список цитируемой литературы включает 205 источников.

Литературный обзор посвяIIIен рассмотрению сферьт примонения пяти пестицидов
2,4-д, триазофоса, карбарила, тетраконzlзола и тиабенд€tзола, механизма их действия,
возможIIых токсических проявлений при контакте И нормированиrI в



сельскохозяйственной продукции и продуктах пIIтания. Существующие аналитические

подходы дJIя определения и идентификации данньж пестицидов описаны в главе кМетоды

определения пестицидов) рчвделены на две группы скрининговые и подтверждающие

методы. Особенно подробно рассмотрены иммунохимIIческие методы определения этих 5

препаратов. Изрядный перечень разработанньж иммунохимических методов,

использующих в качестве метки ферменты, флюорофоры, р€lзличные частицы, для

анЕIлиза каждого из рассматриваемьIх в работе пестицидов содержит подробные

аналитические характеристики с укzвzшием исследуемьIх объектов, их пробоподготовки, и

временньш затрат на анализ. Представленные сведения дtIют представление о масштабе

исследовilний в данной сфере и обладают спрzшоtшой ценностью дJIrI сп9цичrлистов в

области контроля пестицидов. Стоит отметить, что в IIредставлеIIньIх работах основными

объектами исследования сJryжили вода, биожидкости оргtlнизма, фруктовые и овощные

культуры, а также продукты их переработки. Анализ зерновьIх предстztвлен в единиtшьD(

работах. Невелика также доля работ, посвященньгх создаЕию экспрессньIх методов на

основе поляризациоЕного флюоресцентIIого иммуноанализа этой пятерки €lнilлитов.

Щиссертационное исследоваIIие Бородулевой А.Ю восполняет этот пробел.

ЭкспериментаJIьная часть работы содержит материЕrлы и методы исследований.

,Щанный раздел изложен на 10 страIIицах и описывает процедуры синтеза производньD(

фрюоресцеина, приготовления трейсеров, оптимизацию и проведение ПФИА, ВЭЖХ-
MC/I\4C, пробоподготовку и анализ образцов зерна.

В главе <Результаты и их обсуждение) представлены структуры 29 трейсеров,

синтезированньIх на основе фrпоорофора и производньD( пестицидов, ра:}деленньD(

спейсером разной длиной цепи от С2 до С7. Синтез 28 из них представлен в работе
впервые. Определены оптимzlльные условия ПФИА 5 аналитов: концентрации

иммунореагентов, необходлмое время инкубации, выбраны трейсеры, использование

которых позвоJuIет достичь наилуrшей чувствительности alнализа и минимизировать

затраты реагентов, а также увеличить рабочий диЕIпчвон аЕшIиза 2,4-Д, триазофоса,

карбарила, тиабендазола и тетракончвола.

Исследование специфичности разработанньIх систем, представленное в отдельном

рilзделе, свидетельствует о селективIlости ПФИА-систем триазофоса, карбарила и

тиабендазо".lа. ПерекрестнаjI реактивЕость дJuI 2,4-Дантител в отношении для практически

используемьIх и разрешенньD( к применеЕию препаратов такжо не вьuIвлена.

РазработаrrнЕul тест-система дJuI опроделения тетраконазола является групп-специфичной

и позволяет вьUIвлять также пенконalзола и ципроконzвол.

Немаловажной задачей при разработке аналических сIIстем явJuIется адiштация

анализа дJuI измерения содержания аI{аJIита в матриксе и выбор условий пробоподготовки,

нивелирующих матрикс-эффект и обеспечивчlющих максимальное извлечении аналита из

образцов. Было выяснено, что дJuI ПФИА триазофоса, карбарила, тиабендазола и
тетраконазола тчжовьпл требованиям отвечает 30 минугrт€ш ультрiввуковЕul экстрrжция

70Оlо метанолом, центрифугирование с последующим разбавлением экстракта в 4 раза (для



карбарила) и в 8 раз - для триазофоса, тиабендазола и тетраконiвола. ПФИА 2,4-Д
потребовал поиска индив}IдуrrльньIх условиЙ пробоподготовки, которые бы обеспечили
эффективную экстракцию и адекватное извлечение аналита из экстрtlкта зерна. Такие

УСлоВия были наЙдены и вкJIюччlли 30 мин ультразвуковую экстрtlкцию карбонатньпrл

бУферньпrл раствором с 5О/о метанолом, с последующим 4-кратньпл разбавлением
эксц)агентом и центрифугировilние 5 мин при 1400 g. Предложенные условия
пробоподготовки обеспечили уровень открытиrI ба42% в тестах с искусственной
кОнТаМинациеЙ образцов и хорошую корреJIяцию 0.97 - 1.0 с подтверждaющим методом
вэжх-мс/мс.

Выводы, представлонные в работе, согласуются с полrIенными результатами,
ЛОГИЧЕы и обоснованы. Автореферат диссертации полностью оц)ажает результаты и
ВЫВОДы проведенноЙ работы. .Щостоверность полу{енньD( розультатов не вызывает
сомнений - они опубликованы в 4 изданиях, индексируемьtх базами дilнньD( web of
Science и Scopus и входящих в перечень журналов ВАК и представлеЕы в виде докJIадов
на 4 российских и международньIх HayTIHbD( конференrrиях.

Работа не лишена некоторьж незначительньD( недостатков:
- При выборе сокрапIений лу,тше придерживаться одиньfх принципов, это облегчило бы
восприятие материала: эдФ этилеЕдиаминфлуоресцеинтиокарбамат, (сн2)3дФ
пропиленЩФ, (СН2)7ДФ - гептаметиленЩФ;

- ТермиН кКоатинГ аIIтиген) (стР 30) бьтП бЫ поЕятнее дIЯ широкой аудитории
неспециалиста в виде ((иммобилизованный антигон) или кадсорбированный на твердой

фазе антиген>>.

- Представление автора о гомо- и гетерологичности иммунореагентов (на стр 64)
отличается от общепринятого, которые обычно опредеJU{ется по отIIошению к структуре
иммуногена, а не анzIлита. Последующие заJIвления автора противоречат этому принципу -

кв данной работе дJuI анatлиза всех веществ использовttли моноклональные ilIIтитела,

полученные при иммунизации гомологичными иммуногенами). При этом только 2,4-д
zlнzlлит явJuIлся гаптеном, остalльные 4 анмпта требовшlи дериватизации для получения
иммуногенов, то есть имели гетерологицIую структуру.
- Титр антител опродеJUIлся кtж концентрация аЕтIIтел, дzrющчul 50оlо связьтвание с
меченым антигеном. Для каких целей опредеJшлся этот покЕIзатель объяснений в работе
нет.

- Исследование аналитов по принципу (введено-найдено> должно бьrгь привязчlно к М[У
установленЕому для конкретного соединения. Так, Еапример, для тетракончвола
исследовutлось извлечение дJUI концентраций 600-3000 мкг/кг, тогда как МЩУ cocTaBJUIeT -
200 мкг/кг.

- В таблицах З1, З2нет объяснения, что такое Sr.

- В работе не хватает обоснования и выводов, касающихся эффекта испоJБзованluI
трейсеров со спейсерами рiвной длины с2-с7. Гораздо больших сюрпризов можно бьшо
бы ожидать от использования трейсеров на основе гетерологичньIх гаптенов.



указанные недостатки не р[atJIяют знаrммости диссертационного исследования.
работа вьшолнена на хорошем методическом уровIIе с применением комплексного
подхода дJUI широкого спектра аншIитов.

.щиссертация отвечает требованиям, устtlновленным Московским государственным
университетом имени М.В.Ломоносова к работам подобного Рода. Содержание
диссертации соответствует паспорту специztльности 03.01.06 - биотехнология (в том
tIисле бионанотехнологии), а также критериям, определенЕым лп. 2.|-2.5 Положения о
присуждении учоIIьtх степеней в Московском государственном уЕиверситете имени
М.В.ЛомОносова, а также оформлена согласно приложениям Jrlb 5, б Положения о

диссертационЕоМ совете Московского государственного университета имени
М.В.Ломоносова.

таким образом, соискатель Бородулева Анна Юрьевна засJryживает присуждения
уrеноЙ степенИ кандидата химических наук по специilльности 03.01.06 - биотехнология (в
том числе бионанотехнологии).
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