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Для выделения и концентрирования антибиотиков тетрациклинового ряда из молока предложен
способ жидкостной микроэкстракции, предполагающий извлечение аналитов в гидрофобный глу-
бокий эвтектический растворитель (ГЭР) на основе терпеноида и карбоновой кислоты с последую-
щей реэкстракцией в водную фазу. При микроэкстракции тетрациклинов в фазу ГЭР на основе ти-
мола и октановой кислоты (мольное соотношение прекурсоров 0.35 : 0.65) обнаружен синергетиче-
ский эффект: более высокие коэффициенты распределения по сравнению с рассчитанными по
аддитивной схеме. Возможности разработанного способа показаны на примере определения тетра-
циклина, хлортетрациклина и доксициклина в пробах молока методом ВЭЖХ-МС/МС. Пределы
обнаружения (3σ) для тетрациклина и доксициклина составили 5 нг/кг, для хлортетрациклина –
50 нг/кг.
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Тетрациклины относятся к антибиотикам,
широко используемым в ветеринарии для лече-
ния инфекционных заболеваний [1]. Нарушение
режимов дозирования лекарственных средств в
ветеринарии и несоблюдение интервалов между
дозами, требуемых для элиминации антибиоти-
ков, а также применение тетрациклинов в составе
кормов неизбежно приводят к их попаданию в
пищевые продукты животного происхождения.
Длительное малодозированное воздействие тет-
рациклинов, поступающих в организм человека
из пищевых продуктов, приводит к эндокринным
нарушениям, хронической токсичности и разви-
тию устойчивых к антибиотикам микроорганиз-
мов [2]. Таким образом, определение содержания
тетрациклинов в пищевых продуктах животного
происхождения играет важную роль для обеспе-
чения потребителей безопасной продукцией.

В большинстве случаев химический анализ
пищевых продуктов включает стадии выделения
и концентрирования целевых аналитов с целью

устранения мешающего влияния матриц образца
и достижения требуемой чувствительности [3].
Одним из актуальных направлений современной
аналитической химии является разработка мини-
атюризованных, экспрессных, избирательных и
экологически безопасных методов пробоподго-
товки, включающих процедуры разделения и
концентрирования.

Новые возможности для анализа проб сложно-
го состава открывают методы жидкостной микро-
экстракции, обеспечивающие быстрый массопере-
нос, высокую скорость установления межфазного
равновесия и эффективное концентрирование при
минимальных расходах экстрагентов и проб [4, 5].
В последнее время особое внимание уделяют поис-
ку новых эффективных экстракционных систем.

Глубокие эвтектические растворители (ГЭР)
рассматривают как экологически безопасные и
эффективные экстрагенты [6]. Такие “дизайнер-
ские” растворители получают непосредственно в
лаборатории при нагревании смеси двух или бо-
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лее прекурсоров – доноров и акцепторов водо-
родной связи [7]. Используемые для приготовле-
ния ГЭР прекурсоры являются доступными, и,
как правило, нетоксичными и биоразлагаемыми
[8]. В зависимости от природы выделяют гидро-
фильные, квазигидрофобные и гидрофобные
ГЭР. Для микроэкстракции полярных аналитов
из твердофазных проб пищевых продуктов и рас-
тительных масел применяют гидрофильные
ГЭР [9]. Квазигидрофобные [10, 11] и гидро-
фобные [12] ГЭР нашли применение для мик-
роэкстракции из водных растворов. Показана
возможность выделения тетрациклинов из
проб молока в гидрофобные ГЭР для их после-
дующего ВЭЖХ-УФ-определения [13, 14], од-
нако этими способами (пределы обнаружения
1.5–28.4 мкг/л [13] и 5–15 мкг/кг [14]) не всегда
удается определить содержание тетрациклинов
на уровне ниже предельно допустимых концен-
траций (10 мкг/кг [15]). Актуальной задачей явля-
ется разработка новых эффективных способов
пробоподготовки молока, включающих концен-
трирование тетрациклинов в ГЭР, и их комбини-
рования с высокочувствительными инструмен-
тальными методами анализа.

Цель настоящей работы состояла в изучении
экстракционных свойств ГЭР на основе терпено-
идов (ментол, тимол, ванилин) и высших карбо-
новых кислот (гексановая, октановая, нонановая,
олеиновая, тетрадекановая, октадекановая) для
выделения и концентрирования тетрациклинов
из проб молока для их последующего определе-
ния методом ВЭЖХ-МС/МС.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Растворы окситетрациклина (10 г/л), тетра-

циклина (10 г/л) и доксициклина (1 г/л) готовили
путем растворения навесок антибиотиков в мета-
ноле. Приготовленные растворы тетрациклинов
хранили при температуре +4°C в темном месте.
Рабочие растворы тетрациклинов готовили непо-
средственно перед экспериментом путем разбав-
ления исходного раствора деионизованной во-
дой. В работе использовали тетрациклин, окси-
тетрациклин, доксициклин, гексановую,
октановую, нонановую, олеиновую, тетрадекано-
вую, октадекановую, муравьиную, трихлоруксус-
ную и трифторуксусную кислоты, ацетонитрил,
дихлорметан, о-ксилол, четыреххлористый угле-
род и декан производства “Sigma-Aldrich” (Гер-
мания). Также использовали ментол, тимол и ва-
нилин производства “J&K Scientific” (Китай).
Для приготовления подвижных фаз применяли
метанол производства “J.T. Baker Chemical Com-
pany” (США).

Для приготовления ГЭР навески прекурсоров,
которые рассчитывали на основании их мольных
соотношений, помещали в стеклянный стакан и

нагревали смесь до температуры, при которой
плавился компонент с наибольшей температурой
плавления. При перемешивании образовывались
гомогенные вязкие растворы, которые охлаждали
до комнатной температуры (25°С) и хранили в эк-
сикаторе.

Для определения тетрациклинов использова-
ли систему ВЭЖХ LC-30 (Shimadzu, Япония) с
тройным квадрупольным масс-селективным де-
тектором LCMS-8030. Разделение аналитов вы-
полняли на хроматографической колонке Luna
C18 (150 × 4.6 мм, размер частиц – 5 мкм) при
30°С в градиентном режиме элюирования. В ка-
честве подвижной фазы использовали смесь рас-
творителей А (0.1%-ный водный раствор мура-
вьиной кислоты) и Б (метанол). Объемная доля
растворителя А линейно уменьшалась в течение
11 мин с 95 до 70% и далее не изменялась в тече-
ние 3 мин. Затем снижали объемную долю рас-
творителя А в течение 2 мин с 70 до 60% и далее
она не изменялась в течение 30 с. Затем в течение
1 мин происходило уменьшение объемной доли
растворителя А с 60 до 10%, и в течение 6.5 мин
объемная доля растворителя А составляла 10%,
после чего возрастала до 95% в течение 1 мин и
оставалась постоянной 1 мин. Для устранения
попадания тимола в детектор на выходе из колон-
ки был установлен кран-переключатель, с помо-
щью которого элюат направляли на сброс с 18 по
30 мин. Условия масс-спектрометрического де-
тектирования тетрациклина, хлортетрациклина и
доксициклина в реэкстракте представлены в
табл. 1.

Молоко приобретали в супермаркете (Санкт-
Петербург, Россия) и хранили в холодильнике
при температуре +4°C. Для введения добавок к
1 мл пробы молока добавляли 50 мкл водного рас-
твора аналитов с массовой концентрацией 1 и
1.5 мг/л. Пробы тщательно перемешивали и
оставляли на 1 ч. Перед микроэкстракцией разру-
шали хелатные комплексы тетрациклина с иона-
ми кальция(II) и осаждали белки: 1 мл пробы мо-
лока, 5 мл цитратно-фосфатного буферного рас-
твора (рН 4.1), содержащего 0.08 М Na2HPO4,
0.06 М лимонную кислоту и 100 мМ трилон Б, и
1 мл ацетонитрила помещали в полимерную про-
бирку и интенсивно перемешивали в течение
3 мин. После центрифугирования (8000 об./мин в
течение 5 мин) супернатант использовали для
микроэкстракции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Предварительно изучили извлечение тетра-

циклинов в различные терпеноиды (ментол, ти-
мол и ванилин). Тетрациклины содержат гидрок-
сильные группы, поэтому они могут выступать в
качестве доноров и акцепторов водородной связи
при взаимодействии с терпеноидами. Известно,
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что терпеноиды являются твердыми веществами
при 20–25°С, поэтому экстракцию выполняли
при температурах выше температур плавления
экстрагентов (40°С для ментола, 52°С для тимола
и 83°С для ванилина). 1 мл раствора аналитов
(20 мкг/л) и 100 мкл расплавленного терпеноида
помещали в полимерную пробирку и перемеши-
вали смесь в течение 5 мин при температуре на
5°С выше температуры плавления терпеноида.
После центрифугирования (10000 об./мин в тече-
ние 5 мин) анализировали образующиеся фазы.

Как видно из рис. 1, наличие ароматического
кольца в структуре терпеноида существенно влияет
на эффективность извлечения тетрациклинов. Эту
закономерность можно объяснить неспецифиче-
скими взаимодействиями между ароматическими
кольцами терпеноидов и тетрациклинов. Наиболь-
шие степени извлечения аналитов наблюдались
при экстракции в фазу тимола и ванилина. Вани-
лин имеет более высокую температуру плавле-
ния, поэтому в качестве акцептора водородной
связи был выбран тимол.

На следующем этапе изучали экстрагирующую
способность ГЭР на основе смесей тимола и раз-
личных карбоновых кислот (гексановая, октано-
вая, нонановая, олеиновая, тетрадекановая, окта-
декановая кислоты) в мольном соотношении 1 : 1.
Максимальные степени извлечения тетрацикли-
нов обеспечил ГЭР на основе тимола и октановой
кислоты (рис. 2).

Для ГЭР на основе тимола и октановой кисло-
ты с различными мольными соотношениями пре-
курсоров установили экспериментальные значения
коэффициентов распределения Pэксп и рассчитали
аддитивные коэффициенты распределения Радд
(Pадд = P1χ1 + P2χ2, где P1 – коэффициент распреде-
ления в системе вода–тимол; P2 – коэффициент
распределения в системе вода–октановая кислота;
χ1 – мольная доля тимола; χ2 – мольная доля окта-
новой кислоты) (табл. 2). На основании установ-
ленных коэффициентов распределения рассчита-
ли коэффициенты синергизма (k = lg(Pэксп/Pадд))
[16]. Для всех аналитов зависимости коэффици-
ентов распределения от состава смеси (изотермы
экстракции) представляли собой выпуклые кри-

Таблица 1. Условия масс-спектрометрического детектирования тетрациклинов

Аналит Молекулярный 
ион, m/z

Фрагментный 
ион, m/z

Напряжение на 
квадруполе 1, мВ

Энергия 
соударения, мВ

Напряжение на 
квадруполе 2, мВ

Тетрациклин 445.05 410.15 –14 –18 –28
445.05 154.15 –14 –26 –15

Хлортетрациклин 479.20 461.95 –16 –20 –22
479.20 444.10 –30 –22 –21

Доксициклин 445.05 428.15 –27 –17 –29
445.05 154.05 –25 –29 –26

Рис. 1. Влияние природы терпеноида на степени извлечения тетрациклинов (cTЦов = 100 мкг/л, n = 3).
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вые (рис. 3), что свидетельствует о наличии си-
нергетического эффекта. Состав ГЭР с мольным
отношением прекурсоров 0.35 : 0.65 обеспечивал
наибольший синергетический эффект (k от 0.47
до 0.51), и поэтому его выбрали в качестве опти-
мального. Кроме того, данный состав отвечает
точке эвтектики на диаграмме плавкости, пред-
ставленной в работе [17].

Соотношение между объемами пробы и экс-
трагента – важный параметр, определяющий до-
стигаемые коэффициенты концентрирования.
Для воспроизводимого отбора фазы экстракта
выбрали объем экстрагента 100 мкл. Объем пробы
варьировали в диапазоне от 1 до 10 мл. Установи-
ли, что оптимальным является объем пробы, рав-
ный 6 мл (рис. 4а). При больших объемах пробы

уменьшаются степени извлечения и соответ-
ственно коэффициенты концентрирования.

Тетрациклины содержат кислотно-основные
группы, обеспечивающие их амфотерные свой-
ства, поэтому эффективность их экстракции за-
висит от кислотности раствора. Влияние рН вод-
ной фазы на степень извлечения изучали в интер-
вале от 1 до 7. В щелочной среде происходит
растворение тимола и октановой кислоты. Значе-
ния pKa составляют 3.3, 7.8, 9.6 для тетрациклина;
3.3, 7.5, 9.3 для хлортетрациклина и 3.0, 7.9, 9.1 для
доксициклина [18]. В сильнокислой среде анали-
ты протонируются и их извлечение в органиче-
скую фазу протекает незначительно (рис. 4б).
Наиболее эффективно экстрагируются цвиттер-
ионные формы, преобладающие в пробе c рН 5–7.

Рис. 2. Влияние природы карбоновой кислоты на эффективность извлечения тетрациклинов (cTЦов = 25 мкг/л, n = 3).
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Таблица 2. Значения экспериментальных и аддитивных коэффициентов распределения и коэффициент синер-
гизма для глубоких эвтектических растворителей на основе тимола и октановой кислоты

Обозначения: ТЦ – тетрациклин, ХТЦ – хлортетрациклин, ДЦ – доксициклин.

χ 
(октановая 

кислота)

Рэксп Радд k

ТЦ ХТЦ ДЦ ТЦ ХТЦ ДЦ ТЦ ХТЦ ДЦ

0 126 332 330 126 332 330 – – –
0.50 160 507 524 75 221 240 0.33 0.36 0.34
0.65 179 606 632 60 188 213 0.48 0.51 0.47
0.80 160 507 524 44 155 186 0.56 0.52 0.45
1.00 24 110 150 24 110 150 – – –
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Изучение влияния времени перемешивания
фаз на эффективность извлечения показало, что
максимальные степени извлечения (47% для тет-
рациклина, 80% для хлортетрациклина и 79% для
доксициклина) достигаются при перемешивании
фаз в течение 3 мин (рис. 4в).

При анализе экстрактов методом ВЭЖ-МС/МС
компоненты ГЭР загрязняли ионную оптическую
систему тройного квадрупольного масс-спектро-
метра. Для устранения этой проблемы в схему
пробоподготовки включили дополнительную
стадию реэкстракции аналитов в водную фазу.
Тетрациклины ионизируются в кислой среде, по-
этому для их массопереноса в водную фазу вводи-
ли водорастворимые органические кислоты. Для
этой цели опробовали 0.5 М растворы муравьи-
ной, трихлоруксусной и трифторуксусной кис-
лот, совместимые с детектором. После выполне-
ния микроэкстракции 80 мкл фазы экстракта
смешивали с 80 мкл раствора соответствующей
кислоты и центрифугировали в течение 5 мин при
12000 об./мин. Отбирали водную фазу, к которой
добавляли 8 мкл 6, 12.5 или 14%-ного водного
раствора аммиака для нейтрализации муравьи-
ной, трифторуксусной или трихлоруксусной кис-
лоты соответственно. Приготовленные растворы
анализировали методом ВЭЖХ-МС/МС. Раствор
муравьиной кислоты обеспечивал максимальную
эффективность реэкстракции (рис. 5а).

Для повышения эффективности реэкстракции
изучили возможность введения неполярного рас-
творителя (дихлорметан, о-ксилол, четыреххло-
ристый углерод и декан) в фазу экстракта. Непо-
лярные растворители снижают энергию сольва-
тации тетрациклинов. Максимальные степени
реэкстракции достигнуты при введении в экс-
тракт 200 мкл декана (рис. 5б, 5в). Кроме того, по-
казали, что тетрациклины не извлекаются в фазу
декана из водного раствора.

На основании полученных результатов разра-
ботан способ выделения тетрациклина, хлортет-
рациклина и доксициклина из проб молока для
их определения методом ВЭЖХ-МС/МС. К 1 мл
пробы молока добавляют 5 мл цитратно-фосфат-
ного буферного раствора (рН 4.1), содержащего
0.08 М Na2HPO4, 0.06 М лимонную кислоту и
100 мМ трилон Б и 1 мл ацетонитрила. Смесь ин-
тенсивно перемешивают в течение 3 мин. После
центрифугирования (8000 об./мин в течение
5 мин) отбирают 6 мл супернантанта, к которому
добавляют 100 мкл ГЭР на основе тимола и окта-
новой кислоты (0.35 : 0.65). Смесь перемешивают
в течение 3 мин и центрифугируют (5 мин,
12000 об./мин). К 80 мкл экстракта добавляют
80 мкл 0.5 М раствора муравьиной кислоты и
200 мкл декана. Смесь перемешивают в течение
1 мин и центрифугируют (5 мин, 12000 об./мин).
Отбирают водную фазу, добавляют 8 мкл 12%-но-

го раствора аммиака, тщательно перемешивают и
анализируют раствор методом ВЭЖХ-МС/МС.
Концентрации тетрациклинов (мкг/кг) рассчи-
тывают с учетом плотности пробы.

Для построения градуировочных зависимо-
стей использовали смешанные водные растворы
аналитов, которые проводили через все стадии
пробоподготовки. Диапазон определяемых кон-
центраций составил от 0.15 до 100 мкг/кг для
хлортетрациклина и от 0.015 до 100 мкг/кг для тет-
рациклина и доксициклина. Пределы обнаруже-
ны (3σ) составили 50 нг/кг для хлортетрацикли-
на, 5 нг/кг для тетрациклина и доксициклина.
Основные аналитические характеристики разра-
ботанного способа представлены в табл. 3.

Разработанный способ микроэкстракции при-
менили для определения тетрациклинов в пробах
молока. Правильность результатов подтверждали
методом введено–найдено (табл. 4). Результаты
предложенного способа сравнили с данными ре-
ферентного метода [19] в пределах его диапазона
определяемых концентраций с помощью F- и t-
тестов (табл. 4). Полученные значения F ≤ 19.00
говорят о незначительном различии в величинах
стандартных отклонений, а полученные значения
t ≤ 2.78 указывают на отсутствие статистически
значимого различия между полученными резуль-
татами.

Рис. 3. Зависимость коэффициентов распределения
тетрациклинов от состава экстракционной системы.
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* * *

Таким образом, показана возможность микро-
экстракционного выделения и концентрирова-
ния тетрациклинов из проб молока в различные
ГЭР на основе терпеноидов и высших карбоно-
вых кислот для их последующего ВЭЖХ-
МС/МС-определения. Максимальные степени

извлечения тетрациклинов достигнуты в фазу
ГЭР на основе тимола и октановой кислоты
(мольное соотношение прекурсоров 0.35 : 0.65).
Показано, что при микроэкстракции тетрацик-
линов в фазу ГЭР на основе тимола и октановой
кислоты наблюдается синергетический эф-
фект. Мешающее влияние компонентов ГЭР на
ВЭЖХ-МС/МС-определение тетрациклинов по-

Рис. 4. Влияние объема пробы (а), рН (б) и времени (в) на эффективность извлечения тетрациклинов (cTЦов =
= 25 мкг/л, n = 3).

Тетрациклин

Хлортетрациклин

Доксициклин

100

80

60

40

20

0
2 31 4 5 6 7

С
те

пе
нь

 и
зв

ле
че

ни
я,

 %

(б)

pH

50

40

30

20

10

0
2 31 4 6 8 10

К
оэ

ф
. к

он
це

нт
ри

ро
ва

ни
я

(a)

Объем пробы, мл

100

80

60

40

20

90

70

50

30

10
0

3 51 10 15 20

С
те

пе
нь

 и
зв

ле
че

ни
я,

 %

(в)

Время экстракции, мин

Таблица 3. Аналитические характеристики разработанного способа определения тетрациклинов в молоке

Обозначения: ТЦ – тетрациклин, ХТЦ – хлортетрациклин, ДЦ – доксициклин.

Параметр
Аналит

ТЦ ХТЦ ДЦ

Диапазон определяемых концентраций, мкг/кг 0.015–100 0.15–100 0.015–100
Предел обнаружения (3σ), нг/кг 5 50 5
Предел количественного определения, нг/кг 15 150 15
sr, (50 нг/кг, n = 5), % 13 11 13
Коэффициент концентрирования 15 48 47
Время пробоподготовки, мин 25
Время хроматографического анализа, мин 30
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Рис. 5. Влияние природы кислоты (а), природы (б) и объема неполярного растворителя (в) на эффективность реэкс-
тракции тетрациклинов (cTЦов = 25 мкг/л, n = 3).
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Таблица 4. Результаты (мкг/кг) ВЭЖХ-МС/МС-определения тетрациклинов в молоке (n = 3, P = 0.95, Fкр =
= 19.00, tкр = 2.78)

Обозначения: ТЦ – тетрациклин, ХТЦ – хлортетрациклин, ДЦ – доксициклин, ПО – предел обнаружения.

Проба
Введено Разработанный 

способ
Референтный метод 

[19] F-тест t-тест

ТЦ ХТЦ ДЦ ТЦ ХТЦ ДЦ ТЦ ХТЦ ДЦ ТЦ ХТЦ ДЦ ТЦ ХТЦ ДЦ
1 0 0 0 <ПО <ПО <ПО <ПО <ПО <ПО − − − − − −

50 50 50 49 ± 4 47 ± 5 42 ± 5 47 ± 4 46 ± 6 41 ± 7 1.22 1.44 1.96 2.14 0.66 0.25
75 75 75 75 ± 4 74 ± 5 70 ± 3 74 ± 4 72 ± 6 70 ± 6 1.08 1.44 4 1.8 0.83 0.32

2 0 0 0 <ПО <ПО <ПО <ПО <ПО <ПО − − − − − −
50 50 50 48.1 ± 

2.1
50 ± 3 49 ± 5 46 ± 3 48 ± 5 48 ± 6 2.25 2.78 1.44 2.09 1.11 0.55

75 75 75 74 ± 4 75 ± 4 73 ± 5 72 ± 6 76.3 ± 
2.2

74 ± 4 2.25 3.31 1.56 1.19 0.94 0.67

3 0 0 0 <ПО <ПО <ПО <ПО <ПО <ПО − − − − − −
0.015 0.15 0.015 0.0162 

± 
0.0022

0.152 
± 

0.017

0.0146 
± 

0.0017

<ПО <ПО <ПО − − − − − −

10 10 10 9.2 ± 
1.2

10.2 ± 
1.1

10.1 ± 
1.3

<ПО <ПО <ПО − − − − − −
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требовало включения в схему анализа дополни-
тельной стадии реэкстракции. Достигнуты более
низкие пределы обнаружения по сравнению с су-
ществующими аналогами [13, 14]. Способ обеспе-
чивает возможность определения содержания
тетрациклинов на уровне ниже ПДК (10 мкг/кг
[15]).

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 21-13-00020
(https://rscf.ru/project/21-13-00020/), а также за
счет гранта Российского фонда фундаментальных
исследований № 19-33-90007.
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