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ЭКСТРАКЦИОННАЯ ПРОБОПОДГОТОВКА ПРИ ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОМ 
ОПРЕДЕЛЕНИИ ОСТАТОЧНЫХ КОЛИЧЕСТВ ПЕНИЦИЛЛИНОВ  

КИСЛОТНОЙ ПРИРОДЫ В МОЛОКЕ

Аннотация. Изучено распределение шести пенициллинов кислотного типа (пенициллина G, пенициллина V, 
оксациллина, клоксациллина, нафциллина, диклоксациллина) в экстракционных системах хлороформ–водные рас-
творы сульфата аммония. Полученные значения коэффициентов распределения пенициллинов продемонстрировали 
эффективность применения сульфата аммония в качестве высаливателя. На основании полученных данных разрабо-
тан способ пробоподготовки молока для количественного определения остаточного содержания шести пеницилли-
нов кислотного типа.
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Abstract. The distribution of six acid-type penicillins (penicillin G, penicillin V, oxacillin, cloxacillin, nafcillin, dicloxa-
cillin) in the extraction systems of chloroform–aqueous solutions of ammonium sulfate was studied. The reported distribution 
coefficients values of penicillins demonstrated the effectiveness of using ammonium sulfate as a salting-out agent. Based on 
the data obtained, a procedure for milk sample preparation was developed for the quantification of the residual content of six 
acid-type penicillins.
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Введение. Для антибиотиков пенициллиновой группы, применяемых в ветеринарии, уста-
новлены максимально допустимые уровни остаточного содержания в молоке и продуктах его 
переработки: для пенициллина G – 4 мкг/кг, для оксациллина, клоксациллина, нафциллина  
и диклоксациллина – 30 мкг/кг [1, 2]. Определение содержания микроколичеств данных анти-
биотиков в пищевой продукции осуществляют, как правило, методом тандемной масс-спектроме-
трии, которому предшествует извлечение аналитов ацетонитрилом либо смесями ацетонитрила 
и воды (различных водных буферных растворов) и очистка с помощью твердофазной экстрак-
ции (ТФЭ) [3–7]. Альтернативу ТФЭ составляет жидкостная экстракция. Очевидными преиму-
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ществами жидкостной экстракции являются доступность, простота исполнения, экспрессность 
и эффективность.

В связи с этим ранее были оценены константы распределения шести пенициллинов кислот-
ного типа (пенициллина G, пенициллина V, оксациллина, клоксациллина, нафциллина и диклок-
сациллина) для экстракционных систем вода–различные органические растворители (н-гексан, 
толуол, хлороформ, изоамиловый спирт) [8]. Полученные результаты показали принципиальную 
возможность разработки эффективного, быстрого и недорогостоящего способа извлечения ми-
кроколичеств пенициллинов кислотного типа из проб пищевой продукции экстракцией хлоро-
формом. Константы распределения в системе вода–хлороформ показали, что при равных исход-
ных объемах фаз (r = 1) при рН 2,7 можно извлечь от 97 до 100 % аналитов однократной экс-
тракцией хлороформом. Исключение составил пенициллин G: увеличение его извлечения может 
быть достигнуто либо уменьшением r, либо двукратной экстракцией [8]. Однако более интерес-
ной альтернативой является использование высаливания [9, 10]. Известно, что введение в во-
дный раствор высаливателей способствует увеличению перехода веществ в органическую фазу 
за счет уменьшения гидратации растворенных веществ и структурирования водных растворов. 
Поскольку пенициллины представляют собой кислоты, то из эффективных высаливателей наи-
более подходящим вариантом для извлечения является сульфат аммония, водный раствор кото-
рого имеет слабокислую среду. Эффективность сульфата аммония многократно продемонстри-
рована в отношении различных соединений [11–13].

Цель работы – изучить распределение шести пенициллинов кислотной природы в системах 
хлороформ–водные растворы сульфата аммония и разработать способ пробоподготовки молока 
для количественного определения пенициллинов методом ВЭЖХ-МС/МС, включающий очист-
ку с помощью высаливательной экстракции взамен ТФЭ.

Материалы и методы исследования. В качестве стандартных образцов использовали пе-
нициллина G калиевую соль, пенициллина V калиевую соль, оксациллина натриевой соли мо-
ногидрат, клоксациллина натриевой соли моногидрат, нафциллина натриевую соль и диклок-
сациллина натриевой соли гидрат производства фирмы Sigma-Aldrich с содержанием основных 
веществ не менее 95 %. Структурные формулы пенициллинов представлены на рис. 1.
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Рис. 1. Структурные формулы изученных пенициллинов кислотной природы

Fig. 1. Structural formulas of the studied acidic penicillins
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Объектами исследования являлись водные растворы пенициллинов концентрацией каждого 
антибиотика 10 мкг/см3.

Количественное определение пенициллинов проводили методом ВЭЖХ-МС/МС [6, 7] с по- 
мощью жидкостного хроматографа Agilent 1200 с масс-спектрометрическим детектором Agilent 6410 
(Agilent Technologies, Германия). Для хроматографического разделения использовали обращенно- 
фазную колонку Zorbax SB C18 длиной 150 мм, внутренним диаметром 2,1 мм, с зернением сор-
бента 3,5 мкм (Agilent Technologies, США). 

Применяли хлороформ х.ч. (База № 1 Химреактивов, Россия); сульфат аммония (99,0 %, База 
№1 Химреактивов, Россия); ацетат аммония (≥ 97 %, Carl Roth, Германия); муравьиную кислоту 
(98 %, Acros Organics, Бельгия), ацетонитрил для ВЭЖХ (≥ 99,9 %, Sigma-Aldrich, Германия). Деио- 
низованную воду получали с помощью системы очистки воды Easy pure II RF/UV (Thermo 
Scientific, США). Использовали центрифугу охлаждаемую Sigma 3-18K, электровстряхиватели 
Multi Reax и Reax Control (Heidolph, Германия), шприцевые фильтры из регенерированной цел-
люлозы диаметром 13–15 мм с размером пор 0,2 мкм (Agilent Technologies, Германия).

Значения коэффициентов распределения пенициллинов D определяли при температуре 
20±1 °С. Молярную концентрацию высаливателя сульфата аммония в водных растворах пе-
нициллинов варьировали в диапазоне от 0,5 до 3,2 М. Исходное соотношение объемов водной  
и органической фаз (хлороформа) составляло 10 : 2 либо 10 : 1. Извлечение проводили интен-
сивным встряхиванием экстракционной системы в пробирках в течение 5 мин. Для скорейшего 
достижения межфазного равновесия содержимое пробирок центрифугировали (20 °С; 7000 об/мин; 
2 мин). Равновесную водную фазу отбрасывали, из аликвоты равновесной органической фазы 
(1 см3) пенициллины дважды реэкстрагировали 2,5 см3 0,05 %-ного раствора ацетата аммония. 
Полученный таким образом объединенный водный экстракт пенициллинов объемом 5 см3 пред-
ставлял равновесную органическую фазу изучаемой экстракционной системы. Полученный экс-
тракт анализировали методом ВЭЖХ-МС/МС. Исходные концентрации пенициллинов оценива-
ли по площадям хроматографических пиков, полученных в результате ВЭЖХ-МС/МС анализа 
водного раствора смеси солей пенициллинов, в котором высаливатель отсутствовал, концентра-
циями каждой соли в пересчете на соответствующую недиссоциированную кислоту 10 мкг/см3. 
Пример хроматограммы, полученной для указанного раствора, приведен на рис. 2. Концентра-
ции веществ в равновесной водной фазе определяли по разности их концентраций в исходном 
растворе и в равновесной органической фазе. 

 

Рис. 2. Хроматограмма раствора солей пенициллинов

Fig. 2. Chromatogram of penicillins salts solution
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Расчет значений коэффициентов распределения пенициллинов D проводили по уравнению

 

реэкстр
реэкстр

орг орг аликв

орг орг реэкстрвод
исх орг исх реэкстр

вод вод аликв

,

V
SC C VD V V VС С C S S

V V V

×
= = =

 
- × - × 

 

 

 

(1)

где Сорг и Свод – концентрации пенициллина в равновесных органической и водной фазах со-
ответственно; Сисх – концентрация пенициллина в исходном водном растворе; Vорг, Vвод – объ-
емы равновесных органической и водной фаз соответственно; Vреэкстр – объем объединенного 
экстракта пенициллинов, полученный реэкстракцией в раствор ацетата аммония из аликвоты 
равновесной органической фазы; Vаликв – объем аликвоты равновесной органической фазы, ис-
пользованной для реэкстракции пенициллинов в раствор ацетата аммония; Sреэкстр – площадь 
пика аналита на хроматограмме, полученной для объединенного реэкстракта пенициллинов; 
Sисх – площадь пика аналита на хроматограмме, полученной для водного раствора смеси солей 
пенициллинов.

Результаты и их обсуждение. Оцененные значения логарифмов коэффициентов распределе-
ния пенициллинов для экстракционных систем хлороформ–водные растворы сульфата аммония 
представлены в табл. 1 (n = 3, относительное стандартное отклонение не превышало 20 %).

Т а б л и ц а  1.  Логарифмы констант распределения пенициллинов для экстракционных систем 
 хлороформ–водные растворы сульфата аммония

T a b l e  1.  Logarithms of the penicillins distribution coefficients for the extraction systems 
of chloroform - aqueous solutions of ammonium sulfate

 
lgD

Хлороформ–вода, рН 5,1* 0,5 М 1,0 M 1,5 М 2,0 M 2,4М 3,2 M

Пенициллин G –1,39 –1,61 –1,07 –0,56 –0,03 0,46 1,39
Пенициллин V –0,65 –0,71 –0,24 0,27 0,75 1,19 2,00
Оксациллин –0,14 –0,16 0,35 0,91 1,45 1,83 –
Клоксациллин 0,23 0,20 0,71 1,29 1,74 – –
Нафциллин 0,38 0,36 0,87 1,46 – – –
Диклоксациллин 0,73 0,69 1,19 1,70 – – –

П р и м е ч а н и е.  *Рассчитано из констант распределения пенициллинов в экстракционной системе вода–хлоро-
форм, представленных в работе [8].

Из табл. 1 видно, что усиление структуры водных растворов благодаря использованию суль-
фата аммония, как и ожидали, привело к значительному росту значений коэффициентов рас-
пределения пенициллинов. Наибольший интерес представляло изменение коэффициентов для 
наиболее гидрофильного пенициллина G, поскольку достижение количественного извлечения 
данного вещества однозначно предполагает полное извлечение остальных, более гидрофобных 
пенициллинов.

Использование 3,2 М раствора сульфата аммония повысило коэффициент распределения пе-
нициллина G на три порядка (lgD составил 1,39). Таким образом, применение далекого от насы-
щенного 3,2 М раствора сульфата аммония при однократной экстракции и соотношении фаз r = 
1 позволит достичь 95 % извлечения.

Наиболее удачным вариантом реализации данного подхода явилось использование сульфата 
аммония меньшей концентрации (около 2,5 М) при одновременном подкислении водной фазы до 
значения рН от 3,0 до 3,6 и соблюдении соотношения объемов водной и органической фаз не бо-
лее 4,0 (от 3,0 до 3,5). Применение меньшей концентрации сульфата аммония снижает риск неже-
лательного загрязнения измерительного оборудования солью. Слабокислая среда обеспечивает 
увеличение мольной доли молекулярной формы пенициллинов, при этом не успевает произойти 
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характерного для кислых растворов заметного разрушения аналитов. Соблюдение соотношения 
фаз от 3,0 до 3,5 позволяет извлекать пенициллины из водного солевого раствора небольшим ко-
личеством хлороформа (1 см3), которое возможно быстро упарить досуха без нагревания.

Таким образом, на основании представленных в настоящей работе и ранее опубликованных 
данных [6–8] был разработан способ пробоподготовки молока для определения шести пеницил-
линов кислотного типа с использованием для доочистки водных экстрактов высаливательной 
экстракции взамен дорогостоящей и относительно времязатратной ТФЭ.

Предлагаемый способ включает извлечение аналитов водно-ацетонитрильной смесью, при 
котором происходит осаждение белков и, возможно, сахаридов, упаривание полученного экстрак-
та до удаления органического растворителя, очистку н-гексаном полученного водного раство-
ра от триглицеридов и селективное извлечение пенициллинов в хлороформ путем высаливания 
сульфатом аммония из обезжиренного экстракта, при котором потенциально мешающие компо-
ненты пищевой матрицы остаются в водной фазе. Для очистки и концентрирования высалива-
тельной экстракцией соблюдают следующие условия: концентрация сульфата аммония в водной 
фазе – от 2,2 до 2,7 М; соотношение водной фазы к органической – от 3,0 до 3,5; подкисление  
до значений рН водной фазы от 3,0 до 3,6 только после добавления хлороформа, непосредствен-
но перед началом проведения экстракции.

Способ пробоподготовки образцов молока. К навеске молока массой 1,0 г, взвешенной в по-
липропиленовой пробирке вместимостью 15 см3, вносят аликвоту раствора внутреннего стан-
дарта, пенициллина G-D7. К отобранной навеске молока приливают 2 см3 деионизованной воды, 
перемешивают до однородности, добавляют 8 см3 ацетонитрила и интенсивно встряхивают в те-
чение 10 мин с помощью электровстряхивателя. Далее пробу центрифугируют в течение 10 мин 
при 10000 об/мин и 5 °С. После центрифугирования надосадочную жидкость переносят в новую 
полипропиленовую пробирку. Пробирку помещают на нагревательный модуль и упаривают экс-
тракт в токе азота при 40 °С до удаления органического растворителя (до объема 1,0–1,5 см3). 
К упаренному водному экстракту приливают 2 см3 н-гексана и встряхивают 3 мин. Далее про-
бирки с содержимым центрифугируют в течение 2 мин при 10000 об/мин и 5 °С. Гексановую 
фракцию отбрасывают, к полученному экстракту приливают 2 см3 водного раствора сульфата 
аммония концентрацией 4 M, 1 см3 хлороформа и 100 мм3 10 об.%  раствора муравьиной кислоты 
в воде. Пробирку с экстракционной смесью интенсивно перемешивают 2 мин, затем центрифу-
гируют в течение 2 мин при 10000 об/мин и 5 °С. Далее водную фракцию отбрасывают, хло-
роформенный экстракт количественно переносят в стеклянную пробирку и упаривают досуха  
в токе азота без нагревания. Сухой остаток растворяют в 1 см3 деионизованной воды. Получен-
ный раствор фильтруют через мембранный шприцевой фильтр из регенерированной целлюлозы в 
виалу для исследования методом ВЭЖХ-МС/МС.

Количественное определение проводят методом внутреннего стандарта с использованием ма-
тричной градуировки. Для получения матричных градуировочных растворов к навескам «чи-
стого» образца молока вносят аликвоты водных растворов стандартных образцов пенициллинов 
из расчета массовой доли каждого определяемого соединения 2,0; 4,0; 10,0 и 20,0 мкг/кг, а также 
аликвоты раствора внутреннего стандарта, пенициллина G-D7 из расчета массовой доли 50 мкг/кг. 
Затем проводят через все описанные выше стадии пробопродготовки.

Для методики с представленным способом пробоподготовки провели метрологическую оцен-
ку ряда параметров на уровне внесения 3 мкг/кг (n = 9; Р = 0,95). Изучили повторяемость (стан-
дартное отклонение повторяемости sr) и правильность (степень извлечения Rec). Оценили значе-
ния относительной стандартной неопределенности uГХ, обусловленной неопределенностью при-
писанных градуировочным растворам концентраций, а также построением и использованием 
градуировочных графиков, относительной стандартной неопределенности uRep, обусловленной 
случайными факторами, и относительной стандартной неопределенности uRec, обусловленной 
смещением метода. На основании полученных оценок перечисленных стандартных отклонений 
рассчитали суммарную стандартную uc и расширенную неопределенность получаемых резуль-
татов (P = 0,95; k = 2) (табл. 2). 
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Т а б л и ц а  2.  Метрологические характеристики методики определения пенициллинов в молоке (P = 0,95)

T a b l e  2.  Metrological characteristics of the procedure for penicillins determination in milk (P = 0,95)

Аналит sr, % uRep, % Rec, % uRec, % uГХ, % uc, % U, %

Пенициллин G 5,1 3,6 101 4,9 12,9 14,3 29
Пенициллин V 2,8 2,0 95 5,0 12,7 13,8 28
Оксациллин 2,9 2,1 102 5,0 12,3 13,5 27
Клоксациллин 2,2 1,6 97 5,0 12,0 13,1 26
Нафциллин 2,3 1,6 103 5,0 12,1 13,2 26
Диклоксациллин 3,5 2,4 99 5,1 11,3 12,6 25

Повторяемость оценивали в соответствии с работой [14], смещение – согласно [15, 17]. При 
расчете характеристик градуировочных графиков, оценивании составляющих неопределенно-
сти измерений, суммарной и расширенной неопределенности руководствовались рекомендация-
ми [15–17].

При внесении определяемых соединений на уровне 3 мкг/кг степень извлечения изменялась 
в диапазоне от 95 до 103 %. Значения стандартной неопределенности, характеризующие полу-
ченные величины степени извлечения, составляли от 4,9 до 5,1 %: данные значения рассчитаны 
на основании повторяемости результатов, неопределенности концентраций растворов внесения 
аналитов, неопределенности объемов аликвот растворов аналитов и объема аликвоты внутрен-
него стандарта. Было показано, что отличие значений степени извлечения от 100 % статистиче-
ски не значимо.

Значения относительного стандартного отклонения повторяемости варьировались от 2,2  
до 5,1 %, относительной стандартной неопределенности uRep – от 1,6 до 3,6 % (соответствует 
стандартному отклонению среднего арифметического двух единичных результатов). Значения 
относительной стандартной неопределенности uГХ на уровне нижнего диапазона измерения ме-
тодики (2 мкг/кг) составляли от 11,3 до 12,9 %.

Значения расширенной неопределенности U получаемых результатов составили в зависимо-
сти от аналита от 25 до 29 %. Полученные оценки расширенной неопределенности находятся  
в соответствии со значениями, установленными [7] для молока при использовании очистки ме-
тодом ТФЭ.

Оценили значения пределов обнаружения LOD как 3,3 стандартных отклонений повторяе-
мости, поделенные на коэффициент регрессии b. Значения LOD составили менее 0,3 мкг/кг, что 
значительно ниже установленных максимально допустимых уровней содержания остаточных коли- 
честв пенициллинов и говорит об абсолютной пригодности предложенного способа контроля содер- 
жания данных ветеринарных препаратов в молоке.

Заключение. Изучено распределение пенициллинов кислотного типа в системах хлороформ– 
водные растворы сульфата аммония (0,5–3,2 М). Проанализированы оцененные значения коэф-
фициентов распределения. На основании полученных данных предложен способ пробоподго-
товки молока для количественного определения шести пенициллинов с использованием выса-
ливательной экстракции аналитов в хлороформ в присутствии сульфата аммония для очистки 
предварительно подготовленных водных экстрактов от компонентов матрицы и концентриро-
вания аналитов. Благодаря использованию высаливательной экстракции взамен ТФЭ удалось 
упростить подготовку проб, повысить экспрессность анализа (минимальная экономия времени 
составила 2 ч), удешевить анализ.
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