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Резюме 

Цель исследования – оценка возможности применения лекарственного препарата фолиевой кислоты в 
качестве стандартного образца и выбор условий определения фолиевой кислоты спектрофотометриче-
ским, флуориметрическим и хроматографическим методами анализа с наилучшими метрологическими по-
казателями. 
Методы. Для спектрофотометрических измерений использовали двухлучевой сканирующий спектрофото-
метр UV-1800 Shimadzu (Япония), для оценки флуоресценции – анализатор жидкости «Флюорат-02-Пано-
рама» (Россия), для хроматографических исследований – жидкостной хроматограф LC-20AD фирмы Shi-
madzu (Япония), оснащенный спектрофотометрическим детектором SPD-M20A и колонкой Nucleosil С18 
(октадецил), размером 25 x 4,6 мм, фирмы Supelcosil. Методика спектрофотометрического определения 
фолиевой кислоты основана на реакции получения азокрасителя с устойчивой фиолетовой окраской, ин-
тенсивность которой пропорциональна содержанию аналита. Методика флуориметрического определе-
ния фолиевой кислоты базируется на окислении аналита перманганатом калия, в результате чего обра-
зуются продукты реакции, обладающие флуоресценцией. В основу хроматографического анализа положена 
прямопропорциональная зависимость площади пика и концентрации фолиевой кислоты. 
Результаты. В работе изучено влияние природы и рН четырех буферных растворов на степень извлече-
ния фолиевой кислоты из лекарственных форм. Наиболее полное извлечение аналита (R = 96,83%) зафик-
сировано в случае применения фосфатного буферного раствора с рН 6,8. Предложен флуориметрический 
способ определения фолиевой кислоты с большей в сравнении с гостированными методиками чувстви-
тельностью, предел обнаружения составил 0,02 мкг/мл. За счет разрыва концентрационного диапазона 
аналита чувствительность колориметрического метода увеличена и предел обнаружения снижен до  
0,13 мкг/мл. Разработана хроматографическая методика определения фолиевой кислоты с линейным диа-
пазоном 0,1–10 мкг/мл и пределом обнаружения 0,1 мкг/мл. 
Заключение. Предложенные методики определения фолиевой кислоты апробированы при анализе образцов 
коровьего молока и белой фасоли. Использование теста Фишера и модифицированного теста Стьюдента 
показало отсутствие систематической ошибки. 
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Abstract 

Purpose. The aim of the work was to assess the possibility to use a folic acid drug as a standard sample and to choose 
the conditions of determination of folic acid by spectrophotometric, fluorimetric and chromatographic methods of anal-
ysis with the best metrological parameters. 
Methods. For spectrophotometric measurements we used a two-beam scanning spectrophotometer UV-1800 Shi-
madzu (Japan), for evaluation of fluorescence - liquid analyzer "Fluorat-02-Panorama" (Russia), For chromatographic 
studies - liquid chromatograph LC-20AD from Shimadzu (Japan), equipped with a spectrophotometric detector SPD-
M20A and a column Nucleosil C18 (octadecyl), size 25 x 4,6 mm, firm Supelcosil. The method of spectrophotometric 
determination of folic acid is based on the reaction of obtaining an azo dye with a steady violet color, the intensity of 
which is proportional to the content of the analyte. The fluorimetric determination of folic acid is based on the oxidation 
of the analyte with potassium permanganate, which produces reaction products with fluorescence. Chromatographic 
analysis is based on a directly proportional relationship between peak area and folic acid concentration. 
Results. In this work we studied the influence of the nature and pH of four buffer solutions on the degree of extraction 
of folic acid from dosage forms. The most complete extraction of the analyte (R = 96.83%) was detected in case of 
using phosphate buffer solution with pH 6.8. A fluorimetric method of determination of folic acid with higher sensitivity 
as compared to the state methods was proposed, the detection limit was 0.02 µg/ml. Due to a break in the concentration 
range of the analyte, the sensitivity of the colorimetric method was increased, the detection limit was reduced to  
0.13 µg/ml. A chromatographic method of folic acid determination with a linear range of 0.1 - 10 µg/ml, and a detection 
limit of 0.1 µg/ml were developed. 
Conclusion. The proposed methods for determining folic acid have been validated in the analysis of samples of cow's 
milk and white beans. The use of Fisher's test and a modified Student's test showed the absence of systematic error. 
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*** 

Введение 

Фолиевая кислота (витамин В9) – 
водорастворимый витамин, содержа-
щийся в овощах, злаках, продуктах жи-
вотного происхождения [1], который не-
заменим для нормального функциониро-
вания организма, способствует синтезу 
белков и аминокислот и находит все бо-
лее широкое применение при производ-
стве новых лекарственных средств и пи-
щевых добавок [2; 3]. В настоящее время 
гостированных методик для определе-
ния фолиевой кислоты не существует. 
Проводимые в лабораториях исследова-
ния опираются, как правило, на норма-
тивные документы для внутреннего 
пользования. Наиболее часто для опре-
деления фолиевой кислоты (ФК) приме-
няют спектрофотометрические [4–6], 
флуориметрические [7; 8] и хроматогра-
фические [9–17] методы анализа, метро-
логия которых во многом зависит от эф-
фективности этапов пробоподготовки и 
выбора условий проведения анализа. Та-
ким образом, целью представленной ра-
боты являлся выбор условий определе-
ния фолиевой кислоты спектрофотомет-
рическим, флуориметрическим и хрома-
тографическим методами анализа с 
наилучшими метрологическими показа-
телями. 

Материалы и методы  

В качестве аналита применяли ана-
литический стандарт фолиевой кислоты 
(Sigma-Aldrich, США ) и лекарственный 
препарат фолиевой кислоты (В9) - N-{п-
[(2-амино-4-гидроксиокси-6-птериди-
нил)метил]-амино}бензоил - L -глутами-
новая кислота с содержанием вещества  
1 мг (ОАО «Валента Фармацевтика», 
Россия). При приготовлении стандарт-
ного раствора аналита с концентрацией 
20 мкг/мл навеску стандарта или таб-
летку лекарственого препарата заливали 
50 мл фосфатного буферного раствора с 
рН 6,1, 6,8, 7,0 и 7,1 [18, с. 359]. Раствор 
лекарственого препарата перемешивали 
в течение 30 минут при температуре 37–
40ºС, охлаждали до комнатной темпера-
туры и фильтровали через бумажный 
фильтр «синяя лента». Стандартные рас-
творы витаминов группы В (В1, В3, В6, 
В12) с концентрацией 20 мкг/мл готовили 
аналогичным образом. Все растворы 
хранили в холодильнике без доступа 
света. 

Для спектрофотометрических изме-
рений использовали двухлучевой скани-
рующий спектрофотометр UV-1800 
Shimadzu (Япония), для оценки флуорес-
ценции – анализатор жидкости «Флюо-
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рат-02-Панорама» (Россия), для хрома-
тографических исследований – жидкост-
ной хроматограф LC-20AD фирмы Shi-
madzu (Япония), оснащенный спектро-
фотометрическим детектором SPD-
M20A и колонкой Nucleosil С18 (октаде-
цил), размером 25×4,6 мм, фирмы 
Supelcosil. 

Модифицированная методика спек-
трофотометрического определения 
фолиевой кислоты основана на реак-
циях, схемы которых приведены на ри-
сунке 1, получаемый при этом азокраси-
тель имеет устойчивую фиолетовую 
окраску, интенсивность которой про-
порциональна содержанию аналита. К 
аликвоте стандартного раствора (5 мл) 
добавляли 1 мл 0,4%-ного раствора пер-
манганата калия, перемешивали и через 
2-3 минуты приливали по 1 мл 2%-ного 
раствора нитрита натрия и раствора со-
ляной кислоты (разведение 2:3). Опять 

перемешивали и по истечении 2-минут-
ного перерыва последовательно прибав-
ляли 1 мл 5%-ного раствора сульфами-
новой кислоты и 1 мл 0,1%-ного рас-
твора N-(1-нафтил)-этилендиамина ди-
гидрохлорида. Растворы выдерживали 
10 минут и измеряли оптическую плот-
ность растворов на спектрофотометре 
UV-1800 Shimadzu (Япония) в кювете, 
толщиной 2 см, относительно контроль-
ного раствора, содержащего все компо-
ненты пробы, кроме аналита. Градуиро-
вочный график определения фолиевой 
кислоты строили в диапазоне 2,5– 
20 мкг/мл, для чего серию стандартных 
растворов готовили последовательным 
разведением исходного раствора с кон-
центрацией 20 мкг/мл. Схема реакций 
окисления фолиевой кислоты и образо-
вания азокрасителя следующая:

 
Методика флуориметрического 

определения фолиевой кислоты базиру-
ется на окислении аналита пермангана-
том калия, в результате чего образуется 
6-птеринкарбоновая кислота, дающая 
характерно голубую флуоресценцию. 
Аликвоту стандартного раствора (10 мл) 
подкисляли 2%-ным раствором серной 
кислоты до рН = 3 и добавляли 4%-ный 
раствор перманганата калия до появле-
ния розовой окраски, не исчезающей в 
течение 10 минут. Для удаления избытка 

перманганата калия к полученному рас-
твору по каплям добавляли 3%-ный рас-
твор перекиси водорода и доводили рН 
до 4,0–4,5 15%-ным раствором гидрок-
сида натрия. Общий объем пробы дово-
дили до 20 мл дистиллированной водой, 
фильтровали и измеряли интенсивность 
флуоресценции на анализаторе 
«ФЛЮОРАТ-02-ПАНОРАМА». Граду-
ировочный график определения фолие-
вой кислоты строили в диапазоне 
0,03125 – 0,5 мкг/мл.  
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Пробоподготовка образцов пище-
вых продуктов [19; 20]. Образцы молока 
тщательно перемешивали и сокращали 
до 35 мл. Пробы заливали 45 мл фосфат-
ного буферного раствора и добавляли 
несколько капель 15%-ного раствора 
серной кислоты до рН = 3,5–4,0. После 
перемешивания пробы нагревали на во-
дяной бане в слабоосвещенной комнате 
при температуре 70–80°С в течение 30 
мин. После кислотного гидролиза рас-
творы охлаждали до 30°С и 15% раство-
ром гидроксида натрия доводили их рН 
до 4,5–5,0. Осаждение белков осуществ-
ляли с помощью раствора уксусной кис-
лоты, отделяли центрифугированием с 
центробежным ускорением 5000 g. По-
лученные супернатанты фильтровали, 
подкисляли 15%-ным раствором серной 
кислоты до рН = 3, вносили 100 мг мо-
дифицированного активированного 
угля, кипятили 5 минут и отфильтровы-
вали через бумажный фильтр, фильтрат 
отбрасывали. Для промывки фильтра и 
извлечения фолиевой кислоты из угля 
через тот же фильтр пропускали горячий 
раствор, содержащий 3%-ный раствор 
аммиака в 70%-ном спирте. Объединен-
ный фильтрат объемом 70 мл упаривали 
досуха на ротационном испарителе  
при 70°С. Сухой остаток растворяли в  
10 мл фосфатного буферного раствора 
(рН = 6,8). Срок хранения подготовлен-
ных проб в холодильнике при темпера-
туре (4±2)°С не более 12 ч. 

Гомогенизированные образцы фа-
соли тщательно перемешивали и сокра-
щали до 20 г, пробы заливали 70 мл фос-
фатного буферного раствора. Далее про-

боподготовка не отличалась от выше-
описанной методики пробоподготовки 
образцов молока.  

Для уменьшения сорбционной ем-
кости активированного угля (ЗАО «Об-
новление», Россия) его заливали десяти-
кратным количеством 10%-ного водного 
раствора анилина, кипятили на электри-
ческой плитке под тягой при помешива-
нии 1 ч, промывали 5–6 раз дистиллиро-
ванной водой, высушивали при 30–40ºС. 
Модифицированный активированный 
уголь хранили в склянке с притертой 
пробкой. 

Результаты и их обсуждение 

Спектрофотометрически установ-
лено совпадение максимумов светопо-
глощения (256, 283, 365 нм) растворов 
фолиевой кислоты (рис. 1, а) производ-
ства Sigma-Aldrich и лекарственного 
препарата. Максимумы и минимумы 
вспомогательных компонентов препа-
рата (рис. 1, б) не совпадают со спек-
тральными характеристиками фолиевой 
кислоты, тем самым не вносят вклад в 
полезный сигнал и не искажают экспе-
риментальные данные.  

Для извлечения фолиевой кислоты, 
как правило, применяют нейтральные 
или слабощелочные буферные системы, 
поэтому в работе оценено влияние фос-
фатных буферных растворов с рН 6,1, 
6,8, 7,0, 7,4 на степень извлечения (R) 
фолиевой кислоты. Оценку влияния рН 
на R проводили спектрофотометрически 
без предварительной дериватизации при 
280 нм. Полученные результаты (табл. 1) 
показали схожую метрологию, однако 
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учет наибольшей линейности в области 
низких концентраций (до 20 мкг/мл), а 
также максимальное значение степени 
извлечения 96±2% позволили сделать 
выбор в пользу фосфатного буферного 

раствора с рН 6,8. Таким образом, про-
веденные исследования подтвердили 
возможность применения образца лекар-
ственной формы ФК в качестве стан-
дарта.

 
Рис. 1. Зависимость оптической плотности от длины волны 0,001% растворов фолиевой кислоты (а)  

и вспомогательных компонентов (б) 

Fig. 1. Dependence of absorbance on wavelength of 0.001% solutions of folic acid (a) and auxiliary   
 components (б) 

Таблица 1. Метрологические характеристики (n = 3, Р = 0,95) 

Table 1. Metrological characteristics (n = 3, Р = 0.95) 

рН фосфатного  
буферного раствора 

Уравнение градуировочного 
графика 

R2 sr R,% 

6,1 y = 0,076x + 0,03 0,991 0,03 95±3 
6,8 y = 0,079x + 0,06 0,996 0,02 96±2 
7,0 y = 0,073x - 0,04 0,990 0,03 95±3 
7,4 y = 0,072x + 0,06 0,981 0,04 91±4 

Поскольку совместное присутствие 
витаминов может усиливать, подавлять 
или смещать спектр, экспериментально 
получены индивидуальные спектры ви-
таминов и спектры двухкомпонентных и 

четырехкомпонентных смесей аналита с 
витаминами В1, В3, В6, В12 по модифици-
рованной и немодифицированной мето-
дикам (рис. 2). 
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Рис. 2. Зависимость оптической плотности от длины волны индивидуальных растворов витаминов (а)  

и их смесей в фосфатном буферном растворе (рН = 6,8) с концентрациями 10 мкг/мл (б) и  
30 мкг/мл (в) 

Fig. 2. Dependence of optical density on the wavelength of individual solutions of vitamins (a) and their 
mixtures in phosphate buffer solution (pH = 6.8) with concentrations of 10 μg/mL (б) and 30 μg/mL (в) 
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Анализ спектров показал, что вклад 
в максимум светопоглощения ФК может 
ожидаться в присутствии витаминов  
В1 и В6, что и подтверждается на рисун- 
ке 2, б. В случае присутствия этих вита-
минов в пробе оптическая плотность 
увеличивается в среднем на 0,1 о.е.п. 
Также установлено, что с увеличением 
концентрации витаминов группы В до 
30 мкг/мл совместное определение с ФК 
невозможно (см. рис. 2, в).  

Таким образом, применение немо-
дифицированной спектрофотометриче-
ской методики целесообразно для каче-
ственного и количественного опреде- 
ления фолиевой кислоты в присутствии 
витаминов В3 и В12 с концентрацией,  
не превышающей 25 мкг/мл, а также  
в отсутствие витаминов В1 и В6.  
В случае модифицированной методики  
максимум светопоглощения раство-  
ра окрашенного производного ФК  
(с = 20 мкг/мл) зафиксирован при  
550 нм. Поскольку интенсивность ок-
раски раствора производного ФК в обла-
сти высоких и низких концентраций раз-
лична, то для уменьшения ошибки и уве-

личения правильности получаемых ре-
зультатов градуировочный график раз-
били на две области: высоких (l = 20 мм) 
и низких концентраций (l = 50 мм) рас-
твора ФК. Оценка присутствия водорас-
творимых витаминов В1, В3, В6 и В12 с 
концентрациями 10 мкг/мл на спек-
тральные характеристики аналита пока-
зала, что максимум светопоглощения 
ФК в этом случае свободен от наложе-
ния спектральных линий витаминов 
группы В, при этом увеличение концен-
трации витаминов группы В не вносит 
изменений в рабочий диапазон аналита. 
Это позволяет рекомендовать спектро-
фотометрическую методику для каче-
ственного и количественного определе-
ния фолиевой кислоты в присутствии 
витаминов группы В (В1, В3, В6, В12)  
различной концентрации. Метрологиче-
ские характеристики модифицирован-
ной спектрофотометрической методики 
представлены в таблице 2. Разрыв кон-
центрационного диапазона позволил 
проводить детектирование ФК в области 
малых концентраций с большей чув-
ствительностью и воспроизводимостью. 

Таблица 2. Метрологические характеристики модифицированной спектрофотометрической методики 
определения фолиевой кислоты (n = 3, P = 0,95) 

Table 2. Metrological characteristics of the modified spectrophotometric method for determining folic acid  
(n = 3, P = 0.95) 

Уравнение  
градуировочного графика 

Линейный диапазон, 
мкг/мл 

Cmin, мкг/мл R2 

y = 0,23x + 0,01 0,0005 – 0,625 0,13 0,99 
y = 0,07x + 0,04 5 – 20 0,44 0,98 
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Флуориметрические исследования 
продукта окисления фолиевой кислоты 
проводили при экспериментально уста- 
новленных оптимальных условиях: 
длина волны возбуждения  230 нм; кор-
рекция канала флуоресценции отклю-
чена; чувствительность фотоэлектроум- 

ножителя  средняя; число вспышек 25, 
длина волны люминесценции фолиевой 
кислоты 335 нм. Для исключения влия-
ния концентрационного тушения полу-
чена зависимость интенсивности спек-
тра флуоресценции фолиевой кислоты 
от ее концентрации в растворе (рис. 3).

 
Рис. 3. Зависимость интенсивности флуоресценции от концентрации ФК 

Fig. 3. Dependence of fluorescence intensity on folic acid concentration

При увеличении концентрации фо-
лиевой кислоты свыше 1 мкг/мл кванто-
вый выход люминесценции исследуе-
мого образца уменьшается. С учетом 
концентрационного предела построен 

градуировочный график и расчитаны 
метрологические характеристики флуо-
риметрической методики определения 
ФК (табл. 3)

Таблица 3. Метрологические характеристики флуориметрического метода определения ФК 
 (n = 3, Р = 0,95) 

Table 3. Metrological characteristics of the fluorimetric method for determining folic acid (n=3, P=0.95) 

Уравнение градуировочного  
графика 

Линейный диапазон, 
нг/мл 

Cmin, нг/мл R2 

y = 36,3x + 1,4 62,5 – 1000 2,1 0,996 
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Анализ результатов оценки влияния 
присутствия и концентрации витаминов 
группы В на интенсивность флуоресцен-
ции аналита показал, что максимум сво-
боден от наложения спектральных ли-
ний. Таким образом, флуориметриче-
ская методика подходит для качествен-
ного и количественного определения 
фолиевой кислоты в присутствии вита-
минов В1, В3, В6, В12 различной концен-
трации. 

Для выбора условий хроматографи-
ческого детектирования фолиевой кис-
лоты в изократическом режиме на жид-
костном хроматографе Shimadzu LC-
20AD со спектрофотометрическим де-

тектором SPD-M20A и колонкой Super-
cosil LC-18 варьировали следующие па-
раметры: состав подвижной фазы ацето-
нитрил:фосфатный буферный раствор 
(рН = 6,8) в соотношении 5:95 и 10:90, 
температура колонки в диапазоне 30– 
50°С, а также скорость потока носителя 
в диапазоне 0,8–1,4 мл/мин. Детектиро-
вание проводилось при длине волны  
280 нм. Наилучшие метрологические 
(табл. 4) и хроматографические характе-
ристики анализа установлены при 
элюенте ацетонитрил:фосфатный бу-
ферный раствор (рН = 6,8) в соотноше-
нии 5:95, скорости потока 1,0 мл/мин и 
температуре колонки 30°С.

Таблица 4. Метрологические характеристики хроматографического определения ФК (n = 3, P = 0,95) 

Table 4. Metrological characteristics of chromatographic for determining folic acid (n = 3, P = 0.95) 

Уравнение градуировоч-
ного графика 

Линейный диапазон, 
мкг/мл 

R2 Cmin, мкг/мл Sr 

y = 53,3x - 1,08 0,1-10,0 0,99 0,05 0,02 

Проверку правильности предло-
женных методик определения фолиевой 

кислоты проводили методом «введено-
найдено» (табл. 5)

Таблица 5. Проверка правильности методик методом «введено-найдено» (n = 3, Р = 0,95) 

Table 5. Verification of correctness of procedures by "introduced-found" method (n = 3, P = 0.95) 

Метод анализа Введено, мкг/мл Найдено, мкг/мл sr 

Колориметрия 1,000 0,975±0,070 0,03 
Флуориметрия 1,000 0,980±0,050 0,02 

ВЭЖХ 1,000 0,970±0,050 0,02 
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Апробацию предложенных методик 
проводили при анализе образцов коровь-
его молока и белой фасоли производства 
(г. Липецк). Пробоподготовку образцов 
и дальнейшее определение спектрофо-
тометрическим, флуориметрическим (с 
вычетом сигнала холостого раствора) и 
хроматографическим методами анализа 
осуществляли согласно вышеописан-

ным методикам. Расчет содержания фо-
лиевой кислоты в образцах реальных 
объектов с учетом степени извлечения 
осуществляли по градуировочным функ-
циям, результаты приведены в табли- 
це 6. Рассчитанное содержание фолие-
вой кислоты в реальных образцах оказа-
лось немного ниже среднестатистиче-
ских норм.  

Таблица 6. Результаты определения аналита в реальных объектах (n = 3, Р = 0,95) 

Table 6. Results of analyte determination in real objects (n = 3, P = 0.95) 

Образец Метод анализа 
Среднее содер-

жание ФК, 
мкг/100 г 

Рассчитанное 
содержание 

ФК, мкг/100 г 
sr 

Молоко 
Спектрофотометрия 

5 
4,40±0,22 0,02 

Флуориметрия 4,50±0,22 0,02 
ВЭЖХ 4,60±0,34 0,03 

Белая фа-
соль 

Спектрофотометрия 
90 

79,00±5,90 0,03 
Флуориметрия 79,50±3,95 0,02 
ВЭЖХ 81,2±6,05 0,03 

 
Результаты полученных дисперсий 

и средних результатов определения фо-
лиевой кислоты сравнивали с помощью 

теста Фишера и модифицированного те-
ста Стьюдента (табл. 7). 

Таблица 7. Сравнение дисперсий и средних результатов определения ФК в образце коровьего молока  
с помощью распределения Фишера и модифицированного теста Стьюдента (n = 3, Р = 0,95) 

Table 7. Comparison of dispersions and mean PK results in a cow's milk sample by Fisher distribution and 
modified Student test (n = 3, P = 0.95) 

Метод анализа Метод сравнения Fэксп tэксп 
Колориметрия Флуориметрия 1,1 1,38 
Флуориметрия ВЭЖХ 2,35 1,10 
ВЭЖХ Колориметрия 2,46 2,12 

Сравнение значений расчитанных 
критериев с табличными критериями 

свидетельствует об отсутствии стати-
стически значимой ошибки, а следова-
тельно, результаты достоверны. 
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Выводы 

По результатам данной работы 
предложены методики флуориметриче-
ского, спектрофотометрического с пред-
варительной дериватизацией и хромато-
графического определения фолиевой 
кислоты, характеризующиеся хорошей 

чувствительностью и воспроизводимо-
стью. Статистическая обработка резуль-
татов апробации предложенных методик 
свидетельствует о достоверности полу-
чаемой информации, что позволяет ре-
комендовать методики для лабораторий 
контроля качества продуктов питания.
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