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В работе предложена методика быстрого иммуноферментного анализа (ИФА) для определения ди-
бутилфталата (ДБФ) в фруктовых соках, основанная на конкурентном взаимодействии между сво-
бодным и связанным антигеном за центры связывания специфических антител. Изучены аналити-
ческие характеристики метода в различных кинетических режимах проведения стадии конкурен-
ции. Установлены оптимальные условия, обеспечивающие минимальный предел обнаружения и
высокую точность измерений. Выбрана продолжительность конкурентной стадии ИФА – 30 мин.
Диапазон определяемых концентраций ДБФ составил от 0.37 до 68.34 нг/мл; предел обнаружения –
0.08 нг/мл. Выбран режим экстрагирования ДБФ, для которого показана эффективность предло-
женного ИФА при тестировании фруктовых соков.
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Эфиры фталевой кислоты широко используют-
ся в качестве добавок, обеспечивающих гибкость и
прочность пластиковых изделий бытового, пище-
вого, медицинского и строительного назначения
[1, 2]. Миграция фталатов из материалов в воду,
воздух и почву объясняется отсутствием химиче-
ского связывания между эфирами фталевой кис-
лоты и пластмассами [3–5]. Фталаты оказывают
негативное влияние на секрецию гормонов в ор-
ганизме человека и обладают репродуктивной,
эмбриологической и генетической токсичностью
[6]. Кроме того, серьезной проблемой является мед-
ленная деградация фталатов и аккумуляция их про-
изводных в тканях живых организмов [7, 8].

Один из наиболее распространенных и широко
используемых пластификаторов в промышлен-
ных и потребительских товарах – дибутилфталат
(ДБФ) [9]. Для ДБФ как токсиканта класса эндо-
кринных разрушителей различными контролиру-
ющими организациями установлены максималь-
но допустимые уровни содержания в диапазоне
100–450 нг/мл [10, 11]. Однако значительные пре-
вышения этих уровней часто обнаруживаются в
продуктах питания и воде [12]. К тому же разно-
образие фталатов и их встречаемость в разных со-
четаниях [13] требует в каких-то случаях группо-
вого, в каких-то – селективного выявления. Сре-
ди методов определения фталатов превалируют
инструментальные методы, такие как хромато-
графия или хромато-масс-спектрометрия [14–16].

Несмотря на высокую чувствительность и селек-
тивность, реализация этих методов сопряжена с
долгой пробоподготовкой и трудозатратами, а также
необходимостью дорогостоящего оборудования и
специально обученного персонала [17, 18]. В этой
связи востребованы быстрые аналитические ме-
тоды, сочетающие высокую специфичность, чув-
ствительность и надежность.

К таким методам можно отнести иммунохими-
ческие [19–23], в частности иммуноферментный
анализ (ИФА) [24–26], в основе которых лежит ре-
акция антиген-антитело. ИФА широко использует-
ся для обнаружения различных органических за-
грязнителей в экологическом мониторинге [27–29],
что подтверждает преимущества метода, связан-
ные со скоростью и производительностью. Как
правило, для определения низкомолекулярных
органических загрязнителей реализуется конку-
рентная схема ИФА с мечением ферментом антиге-
на или антител против анализируемого соединения.
Так, для определения ДБФ в водных средах разра-
ботан ряд систем ИФА с различными модификаци-
ями, направленными на повышение аналитических
характеристик [30–32]. Однако, помимо предва-
рительной иммобилизации антигена, ИФА зани-
мает, как правило, не менее 3 ч с двумя продол-
жительными стадиями инкубации. Для ряда ана-
литов описан и успешно применен кинетический
формат ИФА с сокращением продолжительности
стадий [33, 34]. Отмечены также возможности ки-
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нетических иммуноаналитических систем в управ-
лении селективностью определения [35]. Тем не
менее, традиционно используются иммунофер-
ментные системы с продолжительностью взаимо-
действия антиген-антитело не менее часа на каж-
дой стадии, что обеспечивает достижение хими-
ческого равновесия.

Цель работы – разработка ИФА дибутилфталата
в кинетическом режиме, определение его аналити-
ческих характеристик и селективности, а также
апробация при тестировании образцов соков.

МЕТОДИКА
Реактивы. Для приготовления калибровочных

и контрольных растворов использовали дибутил-
фталат (ДБФ), монобутилфталат, диэтилфталат,
монооктилфталат, моно-2-октилфталат, диоктил-
фталат, монобензилфталат, моноциклогексилфта-
лат, монометилфталат, диметилфталат, дигептил-
фталат, дифенилфталат и фталевую кислоту фир-
мы “Sigma-Aldrich” (США).

Для получения конъюгата гаптен-белок исполь-
зовали 4-амино-дибутилфталат (4-амино-ДБФ),
синтезированный и предоставленный профессо-
ром Чжао (Гуандунский технологический универ-
ситет, Гуанчжоу, Китай), соевый ингибитор трип-
сина (СИТ) и овальбумин (ОВА) фирмы “Sigma-
Aldrich” (США), диметилсульфоксид (ДМСО),
соляную кислоту и нитрит натрия (“Химмед”,
Россия).

Для проведения ИФА использовались следую-
щие реагенты: конъюгат БСА-ДБФ, мышиные
моноклональные антитела (мАт) к ДБФ производ-
ства “Creative Diagnostics” (США), антивидовые
(иммуноглобулины козы, связывающие иммуно-
глобулины мыши) антитела, меченные пероксида-
зой хрена (“Jackson ImmunoResearch, США”),
3,3',5,5'-тетраметилбензидин (ТМБ, ЗАО “НВО
Иммунотех”, Россия), Твин-20 (“Sigma-Aldrich”,
США) и серная кислота (“Химмед”, Россия), а
также 96-луночные прозрачные микропланшеты
Costar 9018 (“Corning Costar”, США).

Все растворы готовили с использованием де-
ионизованной воды Milli Q (сопротивление
18 MОм·см), полученной с помощью системы
очистки воды Simplicity (“Millipore”, США).

Оборудование. Спектры поглощения конъюга-
та ОВА-ДБФ и оптические плотности измеряли в
лунках микропланшетов с помощью многофунк-
ционального планшетного анализатора EnSpire
Multimode Plate Reader (“PerkinElmer”, США).
Спектр ИК-Фурье ОВА-ДБФ регистрировали в
диапазоне 400–4000 см–1 с использованием FTIR-
спектрофотометра FT/IR-6700 (“JASCO”, Япо-
ния) при комнатной температуре.

Получение конъюгата овальбумин-дибутилфта-
лат (ОВА-ДБФ). Синтез конъюгата ОВА-ДБФ ос-
нован на реакции азосочетания, в которой пер-
вичные аминогруппы используемого производ-
ного дибутилфталата (4-амино-ДБФ) реагируют с
карбоксильными группами белка-носителя. Для

этого к 5.8 мг 4-амино-ДБФ, растворенного в 25 мкл
ДМСО, при 0°С добавляли 12.5 мкл 31%-ной со-
ляной кислоты, 375 мкл H2O, 15 мкл Tвин-20 и
0.5 мл раствора нитрита натрия с концентрацией
2.75 мг/мл. К полученной смеси добавляли 10 мг
овальбумина (белок-носитель), растворенного в
5 мл 0.1 М боратного буфера, pH 8.3, после чего
цвет реакционной смеси изменялся на желто-ко-
ричневый. После инкубации в течение 2 ч при
комнатной температуре проводили диализ про-
тив 10 мМ фосфатного буфера, рН 7.4. Концен-
трацию препарата ОВА-ДБФ рассчитывали по
белку-носителю, исходя из спектров поглоще-
ния. Полученный конъюгат ОВА-ДБФ разделяли
на аликвоты и хранили при –20°С до использова-
ния. Мольное соотношение ОВА : ДБФ при син-
тезе составляло 1 : 60.

Иммуноферментный анализ дибутилфталата.
Иммобилизацию конъюгата ОВА-ДБФ, раство-
ренного в 50 мМ фосфатном буфере с 0.1 М соли
натрия хлорида (ФБС), pH 7.4 проводили, внося
его в концентрации 3.0 мкг/мл по 100 мкл в лунки
микропланшета и инкубируя в течение ночи при
4°С. Затем микропланшет три раза промывали
ФБС, содержащим 0.05% Твин-20 (ФБСТ). На
первой стадии ИФА варьировали концентрацию
моноклональных антител, специфичных к ДБФ.
Различные разведения антител добавляли для
взаимодействия с адсорбированным конъюгатом
ОВА-ДБФ и инкубировали 1 ч при +37°С. Затем
после отмывки добавляли антивидовые антитела,
конъюгированные с пероксидазой хрена (разведе-
ние коммерческого препарата 1 : 3000), и инкубиро-
вали 1 ч при 37°С. После промывки (три раза ФБСТ
и один раз дистиллированной водой) определяли
активность ферментной метки, связавшейся с
носителем, добавляя 100 мкл раствора субстрата
(коммерческий раствор ТМБ + H2O2). Реакцию
останавливали через 15 мин добавлением 50 мкл
0.1 М H2SO4. Оптическую плотность (ОП) изме-
ряли при 450 нм и строили график зависимости
ОП от концентрации антител с использованием
программного обеспечения Origin 9.0 (“OriginLab”,
США). Концентрацию антител, соответствую-
щую OП450 = 1.0, использовали для конкурентно-
го ИФА.

Конкурентный ИФА дибутилфталата и иссле-
дование селективности включали те же первона-
чальные стадии. После иммобилизации конъюгата
ОВА-ДБФ и промывки микропланшета в лунки
вносили 50 мкл растворов дибутилфталата (кон-
центрации в диапазоне 3000–0.05 и 0 нг/мл) или
альтернативных соединений (в концентрациях от
3000 нг/мл) и 50 мкл мАт-ДБФ (2.35 мкг/мл) в
ФБСТ. Время конкурентной стадии было 8, 15, 30
и 60 мин. Заключительные стадии ИФА были как
описано выше.

Иммуноферментный анализ с предваритель-
ным инкубированием растворов аналита с анти-
телами проводили следующим образом. В микро-
пробирки объемом 500 мкл вносили такие же рас-
творы ДБФ и антител, как и при проведении
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конкурентного анализа. Затем по истечении 10,
20 или 30 мин растворы переносили в микроплан-
шет с предварительно иммобилизованным конъ-
югатом ОВА-ДБФ и инкубировали 1 ч при 37°С.
Затем после отмывки лунок микропланшета до-
бавляли антивидовые антитела, конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена (разведение коммерче-
ского препарата 1 : 3000). Время взаимодействия с
антивидовым конъюгатом составляло 15, 30, 45
или 60 мин при 37°С. Последующее определение
активности связанной ферментной метки прово-
дили, как описано выше.

Параметры кривых определяли на основании
четырехпараметрического уравнения сигмоид-
ной зависимости y = (A1 – A2)/(1 + (x/x0)p) + A2.
Значения IC10, IC20, IC50, IC80 рассчитывались как
концентрации, ингибирующие аналитический сиг-
нал на 10, 20, 50 и 80% соответственно. Значение
IC10 оценивали как предел обнаружения, IC20–
IC80 – рабочий диапазон определяемых концентра-
ций.

Значения кросс-реактивности рассчитывали по
формуле: CR(%) = IC50(ДБФ)/IC50(аналог) × 100%.

Подготовка образцов сока. Мандариновый сок
получали прямым отжимом. Мандариновые
дольки очищали от кожуры и перетирали в чи-
стой фарфоровой ступке пестиком. Затем сок
сливали в стеклянную колбу, а мякоть отжимали
через марлю. Образцы, содержащие и не содер-
жащие ДБФ, готовили следующим образом. К
1 мл сока добавляли раствор ДБФ, 1 мл метанола
и выдерживали в течение 12 ч. Из полученных та-
ким образом искусственно контаминированных
и отрицательных неконтаминированных образ-
цов экстрагировали ДБФ. Экстракцию проводи-
ли в стеклянных флаконах, затем центрифугиро-
вали 15 мин при 10000 g при 4°С, отделяли супер-
натант и использовали в ИФА.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез конъюгата гаптен-белок и проверка реа-

гентов в ИФА. Аминопроизводное ДБФ конъюги-
ровали с белком-носителем овальбумином методом
азосочетания, как описано в предыдущей работе
[21], поскольку ДБФ не имеет функциональных
групп, доступных для конъюгирования. Получен-
ный конъюгат характеризовали методами UV-vis-
и ИК-спектроскопии. Cпектральные пики при
277 и 330 нм коньюгата ОВА-ДБФ соответствова-
ли поглощению белка и ковалентно связанного
гаптена (рис. 1). Пик поглощения для нативного
ДБФ – 295 нм. При синтезе использовали избы-
ток гаптена, поэтому для очистки от несвязавше-
гося гаптена и компонентов реакционной среды
применяли диализ.

На рис. 2 приведены спектры ИК-Фурье ис-
ходного овальбумина и его конъюгата с ДБФ, ин-
терпретация которых основана на объяснении
колебательных спектров аминокислот, входящих
в состав белка. Согласно [36], в колебательных

спектрах белковых молекул можно выделить ко-
лебания амидной группы полипептидов, харак-
терные частоты которых находятся в диапазонах
1700–1600, 1575–1480 и 1230–1300 см–1. Зареги-
стрированные ИК-спектры демонстрировали по-
лосу поглощения при 1645 см–1 (рис. 2а), обуслов-
ленную валентными колебаниями С=О групп
пептидных цепей. Такие колебания отражают из-
менение геометрии молекул, а также возникнове-
ние или изменение водородных связей между
пептидными группами [37]. Валентные колебания
C–N дают ИК-спектре пик при 1549 см–1. Наличие
данной полосы поглощения отражает изгиб NH
[38]. Деформационные колебания связи N–H ха-
рактеризовались полосой при 1248 см–1. Функцио-
нальные группы ДБФ повторялись также и в мо-
лекуле конъюгата с имеющимися сложноэфир-
ными связями, что затрудняло индивидуальное
распознавание соединений в ИК-спектре. Взаи-
модействие привело к появлению новых полос
1725, 2920 и 2867 см–1, связанных с растяжением
карбонильной группы сложноэфирной группи-
ровки, а также насыщением C–H симметрич-
ных/асимметричных валентных колебаний ал-
кильных групп [39, 40]. Таким образом, ИК-Фу-
рье-спектры подтвердили успешность синтеза
конъюгата ОВА-ДБФ.

Полученный конъюгат использовали вместе с
другими конъюгатами (СИТ-ДБФ и коммерческим
препаратом БСА-ДБФ) для оценки антител в не-
конкурентном и конкурентном форматах ИФА.
Первый вариант применяли для определения
концентрации антител, необходимой для прове-
дения конкурентного взаимодействия. Как видно
на рис. 3а, антитела связываются со всеми конъ-
югатами гаптен-белок, но разведения, соответству-
ющие оптической плотности 1.0, различались. Для
конъюгатов ОВА-ДБФ, СИТ-ДБФ и БСА-ДБФ эти
концентрации составили 1174, 94 и 156.5  нг/мл со-
ответственно, которые и были выбраны для кон-

Рис. 1. Спектры поглощения ДБФ (1) и конъюгата
ОВА-ДБФ (2).
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курентного ИФА (рис. 3б). Однако конъюгат
БСА-ДБФ продемонстрировал высокий фоно-
вый сигнал и низкие соотношения сигнал/фон,
тогда как другие два конъюгата были пригодны
для использования в ИФА. Отметим, что наибо-
лее чувствительное определение ДБФ обеспечи-
вал конъюгат ОВА-ДБФ, который и был выбран
для дальнейшей работы.

Конкурентный ИФА ДБФ при различных кине-
тических режимах и выбор оптимального протоко-
ла. Выбранная пара иммунореагентов (антитела и
конъюгат ОВА-ДБФ) использовалась в конку-
рентном ИФА при времени конкурентного взаи-
модействия 8, 15, 30 и 60 мин (рис. 4). Как видно
на рис. 4а, с течением времени происходило на-
растание оптической плотности и увеличение со-
отношения сигнал/фон. Проведение конкурент-
ной стадии в течение 8 и 15 мин было исключено
в связи с недостоверностью получаемых данных.
Слишком узкий диапазон определяемых концен-
траций и низкие отношения сигнал/фон не поз-
воляли различить образцы, содержащие и не со-
держащие ДБФ. Значения ошибок для режимов 8
и 15 мин составили 4–11 и 3–19% соответственно.
Однако за 30 мин в системе устанавливалось рав-
новесие, рабочий диапазон (IC20–IC80) составлял
от 0.4 до 100 нг/мл с пределом обнаружения
0.15 нг/мл. Значения среднеквадратичных откло-
нений в этом диапазоне – 4.4–8.3%. При прове-
дении конкурентной реакции в течение 60 мин

происходило еще большее возрастание сигнала с
одновременным сужением и смещением рабоче-
го диапазона до 0.5–40 нг/мл с пределом обнару-
жения 0.3 нг/мл. Значения среднеквадратичных
отклонений в этом диапазоне составили 0.4–11%.
С учетом широты линейного диапазона и значе-
ний предела обнаружения время проведения кон-
курентной реакции было выбрано равным 30 мин.

Для выбора оптимального протокола взаимо-
действия в иммуноферментной системе рассмат-
ривались также варианты с предварительным ин-
кубированием антигена (ДБФ) со специфическими
антителами, а также сокращение времени взаимо-
действия с антивидовыми антителами, меченными
пероксидазой. Стадия предварительного инкуби-
рования проводилась вне микропланшета в микро-
пробирках для разделения во времени взаимодей-
ствия антител со свободным и конъюгированным
ДБФ. С увеличением времени предварительного
взаимодействия предел обнаружения возрастал с
0.3 до 0.71 нг/мл, но рабочий диапазон определя-
емых концентраций становился шире (см. табл. 1).
По сравнению с экспериментом без предынкуба-
ции, в котором диапазон концентраций составил
0.95–47.5 нг/мл, при времени выдерживания ре-
акционной смеси 30 мин рабочий диапазон со-
ставил 1.82–82.83 нг/мл. Однако значение IC50
при этом возрастало с 6.7 до 12.3 нг/мл. Таким об-
разом, стадия предварительного инкубирования
не только увеличивала время анализа, но и ухуд-

Рис. 2. ИК-спектры нативного ОВА (а) и конъюгата ОВА-ДБФ (б).
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шила чувствительность определения ДБФ. По-
этому дальнейшие эксперименты проводили без
использования этой стадии.

При выбранном времени конкурентного взаи-
модействия (30 мин) оптимизировали условия взаи-
модействия с антивидовым конъюгатом. Обычно
продолжительность этой стадии в ИФА составля-
ет 45–60 мин. Однако эксперимент показал, что с
увеличением продолжительности стадии увели-
чивался предел обнаружения с 0.08 нг/мл для ин-
кубации в течение 15 мин до 0.64 нг/мл для 45 мин
(табл. 1). Ухудшались и другие аналитические ха-
рактеристики – IC50 и ширина диапазона опреде-
ляемых концентраций, поэтому время взаимо-

действий на данной стадии было выбрано равным
15 мин, а общая продолжительность ИФА соста-
вила 45 мин.

Изучение селективности ИФА. Для оценки се-
лективности анализа были исследованы в качестве
конкурентов тринадцать соединений, являющихся
гомологами, метаболитами либо продуктами ча-
стичного гидролиза ДБФ, поскольку химические
структуры многих фталатов очень сходны. Из всех
изученных соединений только диэтилфалат проде-
монстрировал незначительный уровень кросс-ре-
активности (0.001%); другие моно- и дизамещен-
ные производные, а также фталевая кислота не
показали достоверных кросс-реакций. С близки-

Рис. 3. Характеристика антител методом ИФА: а – титрование антител, б – кривые конкурентного взаимодействия:
1 – конъюгат ОВА-ДБФ, 2 – СИТ-ДБФ, 3 – БСА-ДБФ.
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ми гомологами, например, диоктилфталатом, пе-
рекрестные взаимодействия не наблюдались, хотя
это соединение отличается от ДБФ лишь длиной
радикала. Таким образом, разработанный ИФА
высокоселективен по отношению к целевому
аналиту – ДБФ.

Применение ИФА для тестирования образцов
соков. Для анализа использовали свежевыжатый
мандариновый сок, в котором, в отличие от ком-
мерческих продуктов, отсутствуют стабилизиру-
ющие и консервирующие агенты и исключено
вымывание фталатов из упаковочного материала
[41–43]. Исключив эти риски, рассматривали об-
разцы с добавленным ДБФ и сопоставляли спо-
собы получения экстрактов для изучения влия-
ния окружения на экстракцию ДБФ. Экстракцию

проводили в метаноле в стеклянной бюксе в темно-
те (экстракт 1), в пластиковой пробирке (экстракт 2)
и используя перенос экстракта, полученного в стек-
ле, в пластиковую пробирку с хранением в течение
ночи (экстракт 3). После экстракции образцы
центрифугировали для удаления остатков мякоти
и присутствующих в ней нерастворимых соедине-
ний. Параллельно были получены экстракты сока
без добавления ДБФ (отрицательные образцы).
Эти образцы использовали для оценки влияния
матрикса. Если экстракция проходила полно-
стью, без потерь аналита, то кривые в чистом мат-
риксе, в который вводили ДБФ непосредственно
перед анализом, и в образце после экстракции
должны были совпадать. Как видно из табл. 2,
способ получения и хранения экстракта имел боль-
шое значение при работе с фталатами. Проведение

Рис. 4. Концентрационные зависимости ИФА ДБФ при разной длительности конкурентного взаимодействия: а – абсо-
лютные значения оптической плотности, б – значения оптической плотности в % и рабочие диапазоны ИФА: 1 – 8 мин,
2 – 15 мин, 3 – 30 мин, 4 – 60 мин.
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экстракции в стеклянной емкости позволило до-
стоверно обнаружить ДБФ, процент обнаружения
составил 75–98%. Значительные сложности с выяв-
лением целевого аналита наблюдались при прове-
дении экстракции в пластиковой пробирке: в экс-
трактах обнаруживалось лишь 2–5% от исходной
концентрации ДБФ. При переносе экстракта из
стекла в пластиковую пробирку и выдерживании
в течение 8–10 ч при 4°С также происходили су-
щественные потери: обнаруживалось только 20–
40% от исходного количества. Вероятно, имела
место неспецифическая сорбция ДБФ на стенки
пробирок, что обуславливало снижение концен-
трации ДБФ в экстрактах. Из полученных резуль-
татов следует, что необходимо предпочтительно и
готовить, и хранить экстракты в стеклянных ем-
костях, поскольку состав пластиковых материа-
лов может существенным образом влиять на экс-
тракцию и сорбцию–десорбцию. Однако это
условие не учитывается в публикациях по детек-

ции фталатов в различных образцах, что вызвало
необходимость изучения при проведении данной
работы.

Сравнение с ранее разработанными ИФА ди-
бутилфталата (табл. 3) показало, что проведенная
работа позволила сократить продолжительность
анализа без потери чувствительности в 4 раза. Ис-
пользование альтернативных меток вместо пе-
роксидазы в работах [44, 45] увеличивало чув-
ствительность анализа, но не сокращало его про-
должительность. Установлено, что испытанный
ИФА может быть использован для тестирования
образцов соков и перспективен для разработки и
применения.

Таким образом, впервые разработан кинетиче-
ский иммуноферментный анализ ДБФ. Проведе-
но сравнение параметров ИФА при варьирова-
нии длительности конкурентной стадии, выбран-
ное время – 30 мин. Показана селективность

Таблица 1. Аналитические характеристики при различных режимах ИФА ДБФ
Продолжительность 

взаимодействия, 
мин

IC10, нг/мл IC20, нг/мл IC80, нг/мл IC50, нг/мл
Параметры 
сигмоидных 

кривых
С предварительным инкубированием антиген – антитело

10 0.53 1.36 33.17 6.71 A1 = 0.43
A2 = 0.18
x0 = 6.71
p = 0.87

20 0.71 1.98 65.16 11.37 A1 = 0.37
A2 = 0.12
x0 = 11.37
p = 0.79

30 0.60 1.82 82.83 12.28 A1 = 0.42
A2 = 0.14
x0 = 12.28
p = 0.73

Стадия взаимодействия с антивидовым конъюгатом
15 0.08 0.37 68.34 5.01 A1 = 0.17

A2 = 0.06
x0 = 5.01
p = 0.53

30 0.12 0.47 48.95 4.77 A1 = 0.27
A2 = 0.08
x0 = 4.77
p = 0.60

45 0.64 1.70 48.95 9.14 A1 = 0.33
A2 = 0.11
x0 = 9.14
p = 0.83

60 0.30 0.95 47.45 6.70 A1 = 0.24
A2 = 0.11
x0 = 6.70
p = 0.71
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разработанного ИФА к ДБФ и его пригодность
для тестирования фруктовых соков.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 21-14-
00306).
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Development of Kinetic Microplate Immunoenzyme Determination of Dibutyl Phthalate
A. N. Berlinaa, K. V. Serebrennikovaa, N. S. Komovaa, A. V. Zherdeva, and B. B. Dzantieva, *

a A.N. Bach Institute of Biochemistry. Research Center of Biotechnology
of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: dzantiev@inbi.ras.ru

Phthalic acid esters are integral components of modern plastic products and packaging materials, which caus-
es significant contamination of food products and the environment, leading to the need for simple productive
monitoring methods. The article presents a rapid enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the de-
termination of dibutyl phthalate (DBP) in fruit juices, based on the competitive interaction between free and
bound antigen for the binding sites of specific antibodies. The analytical characteristics of the method were
studied in various kinetic regimes of the competition stage. Optimal conditions have been established to en-
sure the minimum detection limit and high measurement accuracy. The duration of the competitive stage of
ELISA was chosen 30 min; the range of determined concentrations of DBP was from 0.37 to 68.34 ng/mL
with a detection limit of 0.08 ng/mL. The efficiency of the proposed ELISA for testing fruit juices was shown
for the chosen DBP extraction mode.

Keywords: immunoenzyme assay, kinetics of immune interactions, dibutyl phthalate, food safety, fruit juice,
extraction, ecotoxicant



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


