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ЭКСТРАКЦИЯ ПЕНИЦИЛЛИНОВ КИСЛОТНОГО ТИПА  
ОРГАНИЧЕСКИМИ РАСТВОРИТЕЛЯМИ

Аннотация. Изучено распределение шести пенициллинов кислотного типа (пенициллина G, пенициллина V, 
оксациллина, клоксациллина, нафциллина, диклоксациллина) в экстракционных системах водные растворы–орга-
нические растворители. В качестве органических растворителей использовали н-гексан, толуол, хлороформ, изоами-
ловый спирт. Количественное определение пенициллинов проводили методом высокоэффективной хроматографии с 
масс-спектрометрическим детектированием. Рассчитаны значения констант распределения. Проанализировано вли-
яние природы растворителя и строения изученных пенициллинов на полученные значения. Показана возможность 
разработки быстрого, эффективного и недорогостоящего способа извлечения микроколичеств пенициллинов кис-
лотного типа из проб пищевой продукции методом экстракции с использованием хлороформа в качестве экстрагента.
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EXTRACTION OF ACID TYPE PENICILLINS BY ORGANIC SOLVENTS

Abstract. Extraction of six acid type penicillins (penicillin G, penicillin V, oxacillin, cloxacillin, nafcillin, dicloxacillin) 
from their water solutions by polar organic solvents (n-hexane, toluene, chloroform, isoamyl alcohol) was studied. Penicillins 
were quantified by high performance liquid chromatography-mass spectrometry. The penicillins distribution constants were 
calculated. А possibility of developing a fast, effective and inexpensive method for the determination of trace amounts of acid 
type penicillins in foodstuffs using extraction by chloroform was shown.
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Введение. Антибиотики пенициллиновой группы широко используют в ветеринарии для 
лечения и профилактики заболеваний, что может приводить к загрязнению пищевых продук-
тов и к развитию резистентности бактерий по отношению к данным лекарственным препаратам.  
В связи с этим установлены максимально допустимые уровни остаточного содержания пени-
циллинов в пищевой продукции животного происхождения: в молоке и продуктах переработки 
молока для пенициллина G – 4 мкг/кг, для оксациллина, клоксациллина, нафциллина и диклок-
сациллина – 30 мкг/кг, в мясе и мясной продукции для пенициллина V – 25 мкг/кг, для пени-
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циллина G – 50 мкг/кг, для остальных – 300 мкг/кг [1–3]. Использование высокоселективного 
и чувствительного метода тандемной масс-спектрометрии значительно облегчило определение 
микроколичеств пенициллинов. Однако задачи наиболее полного извлечения аналитов из проб 
пищевой продукции, их эффективного отделения от компонентов матрицы и уменьшения дли-
тельности анализа остаются актуальными. Необходимость сокращения времени пробоподго-
товки обусловлена известной лабильностью пенициллинов в растворах, в особенности в кислых  
и щелочных, вследствие наличия непланарной бициклической β-лактамно-тиазолидиновой 
структуры [4–6]. Для достижения экспрессности анализа оптимальным инструментом является 
жидкостная экстракция – это быстрый, эффективный, доступный и простой в исполнении ме-
тод. В частности, при определении пенициллинов кислотного типа может быть успешно исполь-
зована экстракция органическими растворителями из водных растворов проб при подкислении 
для перевода аналитов в недиссоциированное состояние. Данный подход используют в промыш-
ленности [7–9], в то время как при определении микроколичеств пенициллинов в пищевой про-
дукции, как правило, применяют методики, включающие извлечение ацетонитрилом либо сме-
сями ацетонитрила и воды, последующую очистку с помощью твердофазной экстракции (ТФЭ) 
[10–13], что требует наличия картриджей для ТФЭ и обусловливает значительные затраты вре-
мени на проведение анализа. Подготовка проб, основанная на жидкостной экстракции, позволит 
упростить, ускорить и снизить стоимость исследований. Разработка подобной методики требует 
знания закономерностей распределения пенициллинов в различных экстракционных системах 
вода–органический растворитель. Экстракция пенициллинов достаточно хорошо изучена [9, 14, 
15]. Вместе с тем не до конца выяснено влияние природы растворителя и строения молекул пе-
нициллинов на их экстракцию из водных растворов.

Цель настоящей работы – определить константы распределения шести пенициллинов кислот-
ного типа (пенициллина G, пенициллин V, оксациллина, клоксациллина, нафциллина, диклок-
сациллина) (рис. 1) между водой и некоторыми органическими растворителями, что позволит 
разработать оптимальные условия извлечения и концентрирования микроколичеств указанных 
антибиотиков из пищевой продукции. 

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 %. 

Использовали хлороформ х. ч. (ЗАО «База № 1 Химреактивов», Россия); изоамиловый спирт 
ч. д. а. (АО «ЭКОС-1»); толуол ч. д. а. (ЗАО «База  №  1 Химреактивов», Россия); н-гексан для 
ВЭЖХ (≥ 99,9 %, Panreac, Испания); ацетат аммония (≥ 97 %, Carl Roth, Германия); муравьиную 
кислоту (98 %, Acros Organics, Бельгия), ацетонитрил для ВЭЖХ (≥ 99,9 %, Sigma-Aldrich, Гер-
мания). Деионированную воду получали с помощью системы очистки воды Easy pure II RF/UV 
(Thermo Scientific, США). Использовали центрифугу охлаждаемую Sigma 3-18K, электровстря-
хиватели Multi Reax и Reax Control (Heidolph, Германия), испаритель аналитический ZipVap 20 
(Glas-Col, США).

Количественное определение пенициллинов осуществляли с помощью жидкостного хрома-
тографа Agilent 1200 с масс-спектрометрическим детектором Agilent 6410 (Agilent Technologies, 
Германия). Хроматографическое разделение проводили на обращенно-фазной колонке Zorbax SB C18 
длиной 150 мм, внутренним диаметром 2,1 мм, с зернением сорбента 3,5 мкм (Agilent Techno- 
logies, США).

Компоненты подвижной фазы: 0,1 %-ный раствор муравьиной кислоты в воде (А) и ацетони-
трил (Б). Режим градиентного элюирования: 0–10 мин – от 5 до 60 об.% Б; 10–13,5 мин – 60 об.% 
Б; 13,5–13,7 мин – от 60 до 5 об.% Б; 13,7–18 мин – 5 об.% Б. Скорость потока подвижной фазы – 
0,3 мл/мин. Температура термостата колонки – 40 °С. Объем вводимой пробы – 20 мкл.

Параметры масс-спектрометрического определения: ионизация электрораспылением в ре-
жиме регистрации положительно заряженных ионов; расход газа для десольватации – 560 дм3/ч; 
температура газа для десольватации – 350 °С; давление на распылителе – 45   psi (310,3 кПа);  
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напряжение на капилляре – 4000 В. Значения m/z родительских и дочерних ионов пенициллинов 
и параметры воздействия на ионы в режиме мониторинга множественных реакций (МRM) пред-
ставлены в табл. 1. Детальное описание оптимизации условий ВЭЖХ-МС/МС для определения 
пенициллинов приведено в работе [13].

Пенициллин G 
(бензилпенициллин)

Пенициллин V 
(феноксиметилпенициллин)

Оксациллин

Клоксациллин Нафциллин Диклоксациллин

Рис.1. Структурные формулы изученных пенициллинов кислотного типа

Fig. 1. Structural formulas of the studied acid type penicillins

Т а б л и ц а  1.  Параметры масс-спектрометрического детектирования пенициллинов в режиме мониторинга 
множественных реакций с регистрацией положительно заряженных ионов

T a b l e  1.  Mass spectrometric detection parameters of penicillins in the multiple reaction monitoring mode  
with positively charged ions registration

Наименование соединения Родительский ион, m/z Дочерние ионы, m/z Напряжение на фрагменторе, В Энергия соударений, В

Пенициллин G 335,2 176,0 / 160,0 80 10 / 15
Пенициллин V 351,2 160,1 / 114,1 75 5 / 35
Оксациллин 402,2 243,0 / 160,0 85 10 / 5
Клоксациллин 436,1 277,1 / 160,1 85 10 / 10
Нафциллин 415,2 256,0 / 199,2 95 10 / 5
Диклоксациллин 470,1 311,0 / 160,0 95 10 / 10

Коэффициенты распределения пенициллинов D определяли при температуре 20±1 °С. В ка-
честве органических экстрагентов применяли хлороформ, изоамиловый спирт, толуол и н-гек-
сан. Объектом исследования являлся водный раствор пенициллинов концентрацией каждого 
10  мкг/см3. Данный раствор получали подкислением водного раствора солей пенициллинов  
до рН  2,1–2,7 непосредственно перед добавлением органического растворителя. Подкисление  
до указанных значений рН было необходимо для перевода значительной части пенициллинов  
в молекулярную форму. Дальнейшее понижение рН для полного перевода исследуемых соедине-
ний в недиссоциированное состояние было неприемлемо в силу крайней нестабильности пени-
циллинов в кислой среде. Исходное соотношение объемов водной и органической фаз составля-
ло 1:1 либо 2:1.
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Для экстракционной системы вода–хлороформ величины коэффициентов распределения рас- 
считывали по убыли концентрации аналита из водной фазы. Для систем вода–изоамиловый 
спирт, вода–толуол и вода–н-гексан величины коэффициентов определяли по соотношению рав-
новесных концентраций в органической и водной фазах, при этом для измерения равновесного 
содержания аналитов в н-гексане, толуоле и изоамиловом спирте аликвоты органических фаз 
упаривали в токе азота досуха и затем снова растворяли в 0,05 %-ном растворе ацетата аммония. 
Аликвоты водных растворов также разбавляли 0,05 %-ным раствором ацетата аммония для ста-
билизации аналитов и предотвращения их разрушения в кислой среде.

Расчет значений коэффициентов распределения пенициллинов DHPCN проводили по одному 
из следующих уравнений:
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где Sисх, Sвод, Sорг – площади хроматографических пиков аналита на хроматограммах, получен- 
ных для исходного водного раствора, равновесных водной и органической фаз соответственно; 
Vисх, Vвод, Vорг – объемы исходного водного раствора, равновесных водной и органической фаз 
соответственно; r – отношение объемов водной и органической фаз.

Далее рассчитывали значения констант распределения PHPCN по формуле:
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где αHPCN – мольная доля молекулярной формы пенициллина в недиссоциированном состоянии; 
Ka – константа диссоциации карбоксильной группы пенициллина.

Для проведения расчетов использовали значение констант диссоциации pKa равное для всех 
изученных пенициллинов 2,7. Указанное значение соответствует округленным до одного знака 
после запятой результатам определения констант в условиях наиболее приближенным к услови-
ям настоящих исследований [16, 17]. Практически одинаковые значения констант диссоциации 
для изучаемых пенициллинов, видимо, обусловлены стабильностью бициклического ядра пени-
циллинов. 

Степень извлечения RHPCN, % определяли согласно формуле:
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Результаты и их обсуждение. Из полученных данных, представленных в табл. 2, следует, 
что значения констант распределения изученных пенициллинов очень сильно зависят как от 
строения экстрагируемого вещества, так и от природы используемого растворителя.

Т а б л и ц а  2.  Логарифмы констант распределения пенициллинов в различных экстракционных системах

T a b l e  2.  Distribution constant logarithms of penicillins in different extraction systems

 Вещество pKa * н-гексан Толуол Хлороформ Изоамиловый спирт

Пенициллин G 2,7 –4,0 -0,6 1,0 2,3
Пенициллин V 2,7 –3,3 0,2 1,8 2,4
Оксациллин 2,7 –2,8 0,6 2,3 2,7
Клоксациллин 2,7 –2,5 0,9 2,6 2,8
Нафциллин 2,7 –2,3 1,0 2,8 3,2
Диклоксациллин 2,7 –1,8 1,5 3,1 3,2


