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Ñòàòüÿ ïîñòóïèëà 7 îêòÿáðÿ 2014 ã.

Âûáðàíû óñëîâèÿ ÷óâñòâèòåëüíîãî è ñåëåêòèâíîãî õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ òåòðàöèê-

ëèíîâ â âèäå êîìïëåêñîâ ñ Mg2+ â ìîëîêå ìåòîäîì ÂÝÆÕ ñ ïðîâåäåíèåì ïîñëåêîëîíî÷íîé ðåàê-

öèè è ôëóîðåñöåíòíûì äåòåêòèðîâàíèåì. Âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè

êîìïëåêñîâ òåòðàöèêëèíîâ ñ èîíàìè Mg2+ â ìèêðîýìóëüñèîííîé ñðåäå â 1,8 ðàçà âûøå, ÷åì â âî-

äíî-àöåòîíèòðèëüíîé. Ïðåäåëû îáíàðóæåíèÿ ñîñòàâèëè 5, 8 è 25 íã�ìë äëÿ òåòðàöèêëèíà, îêñè-

òåòðàöèêëèíà è äîêñèöèêëèíà ñîîòâåòñòâåííî.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àíòèáèîòèêè; òåòðàöèêëèíû; ìèêðîýìóëüñèè; ÂÝÆÕ.

Àíòèáèîòèêè òåòðàöèêëèíîâîãî ðÿäà ÿâëÿþòñÿ àíòè-

áàêòåðèàëüíûìè ïðåïàðàòàìè øèðîêîãî ñïåêòðà äåé-

ñòâèÿ, äî ñèõ ïîð àêòèâíî ïðèìåíÿþùèìèñÿ â ìå-

äèöèíå. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî ïîëòîðà äåñÿòêà

ñîåäèíåíèé äàííîãî êëàññà [1]. Â ÷àñòíîñòè, òåòðà-

öèêëèí (ÒÖ), îêñèòåòðàöèêëèí (ÎÒÖ) è äîêñèöèêëèí

(ÄÖ) èñïîëüçóþò â îòå÷åñòâåííîì æèâîòíîâîäñòâå

â êà÷åñòâå ïèùåâûõ äîáàâîê äëÿ óñêîðåíèÿ ðîñòà.

Îäíàêî, ïîïàäàÿ â ïðîäóêòû æèâîòíîãî ïðîèñõîæ-

äåíèÿ, òåòðàöèêëèíû íàêàïëèâàþòñÿ â îðãàíèçìå ÷å-

ëîâåêà, âûçûâàÿ ðåçèñòåíòíîñòü ê àíòèáèîòèêàì ýòîé

ãðóïïû. Â ñîîòâåòñòâèè ñ çàêîíîäàòåëüñòâîì ÐÔ ÏÄÊ

òåòðàöèêëèíîâ â ïèùåâûõ ïðîäóêòàõ áûëè ñíèæåíû

ñî 100 äî 10 íã�ã [2]. Â ñâÿçè ñ ýòèì ïðîáëåìà îïðåäå-

ëåíèÿ îñòàòî÷íûõ êîëè÷åñòâ òåòðàöèêëèíîâûõ àíòè-

áèîòèêîâ â ïèùåâûõ ïðîäóêòàõ æèâîòíîãî ïðîèñõîæ-

äåíèÿ âåñüìà àêòóàëüíà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ áîëüøèíñòâî ìåòîäèê îïðå-

äåëåíèÿ òåòðàöèêëèíîâ îñíîâàíî íà ìåòîäå âûñîêî-

ýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè (ÂÝÆÕ) ñ

ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè äåòåêòèðîâàíèÿ [3]. Ñïåêòðî-

ôîòîìåòðè÷åñêîå äåòåêòèðîâàíèå íå âñåãäà ïîçâîëÿåò

îïðåäåëÿòü àíòèáèîòèêè ñ äîñòàòî÷íîé ÷óâñòâèòåëü-

íîñòüþ è ñåëåêòèâíîñòüþ èç-çà ñëîæíîñòè ïèùåâûõ

ìàòðèö. Ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîå îïðåäåëåíèå òåòðà-

öèêëèíîâ îáåñïå÷èâàåò äîñòàòî÷íóþ ÷óâñòâèòåëü-

íîñòü, îäíàêî òðåáóåò äëèòåëüíîé ïðîáîïîäãîòîâêè è

î÷èñòêè àíàëèçèðóåìûõ îáðàçöîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî òåòðàöèêëèíîâûå àíòèáèîòèêè ñïî-

ñîáíû îáðàçîâûâàòü õåëàòíûå êîìïëåêñû ñ ìíîãîçà-

ðÿäíûìè êàòèîíàìè íåêîòîðûõ ìåòàëëîâ è â îòëè÷èå

îò èíäèâèäóàëüíûõ àíòèáèîòèêîâ ìîãóò ôëóîðåñöè-

ðîâàòü [4]. Â ñèëó ýòîãî îñîáåííî èíòåðåñíà âîçìîæ-

íîñòü ôëóîðèìåòðè÷åñêîãî äåòåêòèðîâàíèÿ õåëàòíûõ

êîìïëåêñîâ òåòðàöèêëèíîâ.

Â ðÿäå ðàáîò îòìå÷àåòñÿ óâåëè÷åíèå èíòåíñèâ-

íîñòè ôëóîðåñöåíöèè ðàçëè÷íûõ ñîåäèíåíèé â ìèê-

ðîýìóëüñèîííûõ ñðåäàõ [5], ÷òî ìîæåò ïîâûñèòü ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòü ôëóîðèìåòðè÷åñêîãî äåòåêòèðîâàíèÿ

êîìïëåêñîâ òåòðàöèêëèíîâ ñ êàòèîíàìè ìåòàëëîâ.

Èíòåðåñ âûçûâàåò âîçìîæíîñòü ïðîâåäåíèÿ ïîñëåêî-

ëîíî÷íîé ðåàêöèè êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ òåòðàöèêëè-

íîâ èìåííî â ìèêðîýìóëüñèîííîé ñðåäå.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëàñü ðàçðàáîòêà ñïîñîáà

÷óâñòâèòåëüíîãî îïðåäåëåíèÿ àíòèáèîòèêîâ òåòðàöèê-

ëèíîâîãî ðÿäà â âèäå õåëàòíûõ êîìïëåêñîâ â ìîëîêå

ìåòîäîì ÂÝÆÕ ñ ôëóîðåñöåíòíûì äåòåêòèðîâàíèåì.

Â õîäå ðàáîòû èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàê-

òèâû: òåòðàöèêëèíà ãèäðîõëîðèä, îêñèòåòðàöèêëèíà

ãèäðîõëîðèä, äîêñèöèêëèíà õèêëàò (âñå �99 %, Sigma-

Aldrich, ÑØÀ), ùàâåëåâóþ êèñëîòó (õ÷), õëîðèä ìàã-

íèÿ øåñòèâîäíûé (Panreac, Èñïàíèÿ, õ÷), ãèäðîêñèä

íàòðèÿ (�98 %, Panreac, Èñïàíèÿ), òåòðàáîðàò íàòðèÿ

äåñÿòèâîäíûé (Panreac, Èñïàíèÿ, õ÷), äîäåöèëñóëüôàò

íàòðèÿ (ÄÄÑÍ) (Panreac, Èñïàíèÿ), í-áóòàíîë (Pan-

reac, Èñïàíèÿ), í-ãåïòàí (Panreac, Èñïàíèÿ), àöåòî-

íèòðèë (HPLC-Grade, Panreac, Èñïàíèÿ), äèñòèëëèðî-
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âàííóþ è äåèîíèçîâàííóþ âîäó ñ ñîïðîòèâëåíèåì

18,2 ìÎì.

Èññëåäóåìûå îáðàçöû ìîëîêà áûëè ïðèîáðåòåíû

â ðîçíè÷íîé ïðîäóêòîâîé ñåòè ã. Ìîñêâà: 1) ìîëîêî

«Ëèàíîçîâñêîå» 1,5 %, ñòåðèëèçîâàííîå; 2) ìîëîêî

«36 êîïååê» 1,5 %, ïàñòåðèçîâàííîå.

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì õðî-

ìàòîãðàôè÷åñêîé ñèñòåìû Agilent 1100, ñíàáæåííîé

áèíàðíûì íàñîñîì, îí-ëàéí äåãàçàòîðîì ïîäâèæíîé

ôàçû, àâòîìàòè÷åñêèì óñòðîéñòâîì ââîäà ïðîáû, òåð-

ìîñòàòîì êîëîíîê, äèîäíî-ìàòðè÷íûì è ôëóîðèìåò-

ðè÷åñêèì äåòåêòîðàìè (Agilent Technologies, Âåëèêî-

áðèòàíèÿ).

Äëÿ ïîäà÷è ìèêðîýìóëüñèè â ðåàêöèîííóþ ïåòëþ

ïðèìåíÿëè èçîêðàòè÷åñêèé øïðèöåâîé íàñîñ

«Ïèòîí 1» (Ëþìåêñ, Ðîññèÿ).

Ñáîð äàííûõ è îáðàáîòêó õðîìàòîãðàìì ïðîâîäè-

ëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Chemstation

(Agilent Technologies, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè èññëå-

äóåìûõ ñîåäèíåíèé èñïîëüçîâàëè ñïåêòðîôëóîðèìåòð

Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Agilent

Technologies, ÑØÀ).

Ìàññó òî÷íûõ íàâåñîê îïðåäåëÿëè íà âåñàõ

Explorer Pro (Ohaus Corporation, ÑØÀ) ñ òî÷íîñòüþ

0,0001 ã.

Óëüòðàçâóêîâóþ îáðàáîòêó ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-

çîâàíèåì óëüòðàçâóêîâîé âàííû «Ñàïôèð 680»

(ÏÊÔ Ñàïôèð, Ðîññèÿ).

Äëÿ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ îáðàçöîâ èñïîëüçîâàëè

öåíòðèôóãó CM-50 (Elmi, Ëàòâèÿ).

pH ðàñòâîðîâ èçìåðÿëè ñ ïîìîùüþ pH-ìåòðà

PB-11 (Sartorius AG, Ãåðìàíèÿ).

Â õîäå ðàáîòû èñïîëüçîâàëè õðîìàòîãðàôè÷åñêóþ

êîëîíêó Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 × 4,6 ìì, ðàç-

ìåð ÷àñòèö — 5 ìêì, ðàçìåð ïîð — 80 Å) (Agilent

Technologies, ÑØÀ) è óíèâåðñàëüíóþ ïðåäêîëîíêó

äëÿ ÂÝÆÕ Security Guard C18 (Phenomenex, ÑØÀ) ñ

öåëüþ óâåëè÷åíèÿ ñðîêà ñëóæáû õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ

êîëîíîê.

Ïðèìåíÿëè òðè òèïà ÒÔÝ êàðòðèäæåé: 1) Strata

C18-E — íà îñíîâå ãèäðîôîáèçèðîâàííîãî ñèëèêà-

ãåëÿ ñ îêòàäåöèëüíûìè ãðóïïàìè è ýíäêåïïèíãîì;

2) Strata X — íà îñíîâå ïîëèìåðíîãî îáðàùåííî-

ôàçîâîãî ñîðáåíòà ñ ïðèâèòûìè ïîëÿðíûìè ãðóïïà-

ìè; 3) Strata SDB-L — íà îñíîâå ñîïîëèìåðà ñòèðîëà

è äèâèíèëáåíçîëà.

Õðîìàòîãðàôè÷åñêèå óñëîâèÿ. Ïîäâèæíàÿ ôàçà

ñîñòîÿëà èç 0,01 Ì ðàñòâîðà ùàâåëåâîé êèñëîòû, pH 3

(À) è àöåòîíèòðèëà (Á). Ãðàäèåíòíûé ðåæèì: 0 ìèí —

20 % Á; 0 – 9 ìèí — 35 % Á; (9 – 14) ìèí — 35 % Á;

14 – 18 ìèí — 20 % Á. F = 0,4 ìë�ìèí, T = 50 °C.

Ïîñëåêîëîíî÷íàÿ ðåàêöèÿ: 60 ìÌ ðàñòâîð MgCl2 â

ìèêðîýìóëüñèè (4 % ÄÄÑÍ, 1,2 % í-ãåïòàíà, 12 %

í-áóòàíîëà). F = 0,4 ìë�ìèí, V = 20 ìêë. Ôëóîðèìåò-

ðè÷åñêîå äåòåêòèðîâàíèå ïðîâîäèëè ïðè ëex�ëem =

= 385�512 íì.

Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ êîíöåíòðàöèè òåòðàöèêëèíà

ïðèìåíÿëè ìåòîä âíåøíèõ ñòàíäàðòîâ.

Ñïîñîá ïðèãîòîâëåíèÿ ìèêðîýìóëüñèé. Òî÷íóþ

íàâåñêó ÄÄÑÍ ðàñòâîðÿëè â 0,01 Ì áîðàòíîì áó-

ôåðíîì ðàñòâîðå. Ê ïîëó÷åííîìó ðàñòâîðó äîáàâëÿ-

ëè òî÷íî èçìåðåííîå êîëè÷åñòâî í-ãåïòàíà è ñî-ÏÀÂ

(í-áóòàíîëà). Ñìåñü ïîìåùàëè íà óëüòðàçâóêîâóþ

áàíþ äî îáðàçîâàíèÿ ñòàáèëüíîé ìèêðîýìóëüñèè

(10 – 15 ìèí).

Ïðîáîïîäãîòîâêà ìîëîêà. Îáðàçåö ìîëîêà îáú-

åìîì 5 ìë ñìåøèâàëè ñ 7,5 ìë öèòðàòíî-ôîñôàòíîãî

áóôåðíîãî ðàñòâîðà è ïîìåùàëè íà óëüòðàçâóêîâóþ

áàíþ íà 5 ìèí. Çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè îáðàçåö è

îòáèðàëè íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü. Ïåðåä ïðîâåäåíè-

åì òâåðäîôàçíîé ýêñòðàêöèè êàðòðèäæ Strata SDB-L

àêòèâèðîâàëè ïðîïóñêàíèåì 3 ìë àöåòîíèòðèëà, 3 ìë

âîäû è 3 ìë öèòðàòíî-ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñ-

òâîðà. Çàòåì 12 ìë öåíòðèôóãàòà ïðîïóñêàëè ÷åðåç

êàðòðèäæ ñ ïîñòîÿííîé ñêîðîñòüþ (1 – 2 êàïëè â ñå-

êóíäó). Êàðòðèäæ ñóøèëè òîêîì âîçäóõà â òå÷åíèå

10 ìèí. Òåòðàöèêëèíû äåñîðáèðîâàëè 1 ìë àöåòî-

íèòðèëà ñ äàëüíåéøèì ðàçáàâëåíèåì 1 ìë 0,01 Ì

ðàñòâîðà ùàâåëåâîé êèñëîòû. Ïîñëå ýòîãî ïðîâîäèëè

õðîìàòîãðàôè÷åñêîå îïðåäåëåíèå.

Ñïîñîáíîñòü òåòðàöèêëèíîâûõ àíòèáèîòèêîâ

îáðàçîâûâàòü õåëàòíûå êîìïëåêñû ñ ìíîãîçàðÿä-

íûìè êàòèîíàìè ìåòàëëîâ, âåðîÿòíî, ïîçâîëèò ïåðåé-

òè ê áîëåå ÷óâñòâèòåëüíîìó è ñåëåêòèâíîìó ôëóîðè-

ìåòðè÷åñêîìó äåòåêòèðîâàíèþ.

Ôëóîðåñöåíöèÿ êîìïëåêñîâ òåòðàöèêëèíîâ ñ ìàã-

íèåì çàâèñèò îò çíà÷åíèÿ pH ñðåäû. Äëÿ âûáîðà óñëî-

âèé, ïðè êîòîðûõ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êîì-

ïëåêñîâ áóäåò ìàêñèìàëüíîé, âàðüèðîâàëè pH ðàñòâî-

ðîâ â èíòåðâàëå îò 3 äî 9. Ìàêñèìàëüíóþ èíòåíñèâ-

íîñòü ôëóîðåñöåíöèè â âîäíî-îðãàíè÷åñêîé è ìèêðî-

ýìóëüñèîííîé ñðåäàõ íàáëþäàëè ïðè çíà÷åíèè pH 7,5

(ðèñ. 1).

Òàêèì îáðàçîì, áûëî âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî â

ìèêðîýìóëüñèîííîé ñðåäå èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñ-
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Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè êîìïëåêñà

òåòðàöèêëèíà ñ Mg
2+

îò pH ñðåäû (cÒÖ = 10 ìêã�ã, c
Mg 2+ =

= 200 ìêã�ã, ëex�ëem = 385�512 íì)



öåíöèè êîìïëåêñîâ òåòðàöèêëèíà ïðàêòè÷åñêè â äâà

ðàçà âûøå, ÷åì â ñëàáîùåëî÷íîé âîäíî-îðãàíè÷åñêîé

ñðåäå.

Â õîäå ðàáîòû áûëà èññëåäîâàíà âîçìîæíîñòü

ïðîâåäåíèÿ ïîñëåêîëîíî÷íîé ðåàêöèè êîìïëåêñîîá-

ðàçîâàíèÿ â ñðåäå ìèêðîýìóëüñèè.

Òàê êàê íàèáîëåå ýôôåêòèâíîå ðàçäåëåíèå èññëå-

äóåìûõ ñîåäèíåíèé ïðîèñõîäèò â êèñëîé ñðåäå (pH 3)

[6], à ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè êîìïëåêñîâ íàáëþ-

äàåòñÿ â ñëàáîùåëî÷íîé (pH 7,5 – 8), âïåðâûå áûëà

ïðåäëîæåíà ñõåìà õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ

òåòðàöèêëèíîâ â âèäå êîìïëåêñîâ ñ èîíàìè Mg2+ ñ

ôëóîðèìåòðè÷åñêèì äåòåêòèðîâàíèåì è ïîñëåêîëî-

íî÷íîé ðåàêöèåé â ìèêðîýìóëüñèîííîé ñðåäå (ðèñ. 2).

Ýëþåíò ñ pH 3 íåïðåðûâíî ïîäàåòñÿ â õðîìàòî-

ãðàôè÷åñêóþ ñèñòåìó ñ ïîìîùüþ íàñîñà 1 ñî ñêîðî-

ñòüþ ïîòîêà 0,4 ìë�ìèí. Ïîñëå ââåäåíèÿ ïðîáû òåòðà-

öèêëèíû ðàçäåëÿþò íà õðîìàòîãðàôè÷åñêîé êîëîíêå è

ýëþèðóþò â âèäå îòäåëüíûõ õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ çîí.

Íà âûõîäå èç êîëîíêè ýëþàò ñìåøèâàåòñÿ ñ ìèêðî-

ýìóëüñèåé, ñîäåðæàùåé MgCl2 (0,06 ìîëü�ë), â ñìåñè-

òåëå è ïîñòóïàåò â ðåàêöèîííóþ ïåòëþ, ïðåäñòàâëÿ-

þùóþ ñîáîé ìåòàëëè÷åñêèé êàïèëëÿð äëèíîé 2 ì è

âíóòðåííèì äèàìåòðîì 0,25 ìì, ñêðó÷åííûé â ñïè-

ðàëü. Ìèêðîýìóëüñèÿ ñ èîíàìè ìàãíèÿ ïîäàåòñÿ íàñî-

ñîì 2 ñî ñêîðîñòüþ ïîòîêà, ðàâíîé ñêîðîñòè ïîòîêà

ýëþåíòà (0,4 ìë�ìèí). Ðåàêöèîííóþ ïåòëþ òåðìîñòà-

òèðóþò âìåñòå ñ àíàëèòè÷åñêîé êîëîíêîé (T = 50 °C).

Íà âûõîäå èç ïåòëè òåòðàöèêëèíû â âèäå êîìïëåêñîâ

ïîñòóïàþò â ôëóîðèìåòðè÷åñêèé äåòåêòîð.

Ïðè ñìåøåíèè ñ ïîäâèæíîé ôàçîé ÌÝ ìîãóò ðàñ-

ñëàèâàòüñÿ èç-çà ðàçáàâëåíèÿ, à òàêæå íàëè÷èÿ â ýëþ-

åíòå àöåòîíèòðèëà êàê îðãàíè÷åñêîãî ìîäèôèêàòîðà,

÷òî ìîæåò ïîâëèÿòü íà âåëè÷èíó øóìà, à ñëåäîâàòåëü-

íî, è íà ïðåäåëû îáíàðóæåíèÿ èññëåäóåìûõ ñîåäè-

íåíèé. Â ñâÿçè ñ ýòèì èç íàñîñà 2 ïîäàâàëè áîëåå êîí-

öåíòðèðîâàííóþ ìèêðîýìóëüñèþ, ñîäåðæàùóþ 4 %

ÄÄÑÍ, 1,2 % í-ãåïòàíà è 12 % í-áóòàíîëà. Ñêîðîñòè

ïîòîêîâ ýëþåíòà è ÌÝ îäèíàêîâû (0,4 ìë�ìèí), ïî-

ýòîìó ïîñëå ñìåøåíèÿ ÌÝ ñîäåðæàëà ïðèìåðíî 2 %

ÏÀÂ, 0,6 % í-ãåïòàíà è 6 % í-áóòàíîëà, à òàêàÿ ìèê-

ðîýìóëüñèÿ ñòàáèëüíà. Êðîìå òîãî, îíà èìååò ïðèåì-

ëåìîå çíà÷åíèå âÿçêîñòè, ÷òî ïîçâîëÿåò èçáåæàòü âû-

ñîêèõ äàâëåíèé â õðîìàòîãðàôè÷åñêîé ñèñòåìå.

Ìèêðîýìóëüñèè ãîòîâèëè íà îñíîâå 0,01Ì áîðàò-

íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà, (pH 9). Ýêñïåðèìåíòàëüíî

íàéäåíî, ÷òî ïîñëå ñìåøåíèÿ äâóõ ôàç çíà÷åíèå pH

ýëþàòà ñîñòàâëÿëî 7,8 è ïîïàäàëî â äèàïàçîí çíà÷å-

íèé pH, ïðè êîòîðûõ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè

êîìïëåêñîâ òåòðàöèêëèíîâ ñ Mg2+ ìàêñèìàëüíà.

Âûáîð òåìïåðàòóðû, ðàâíîé 50 °C, îáóñëîâëåí

ðåçêèì ñíèæåíèåì âÿçêîñòè ìèêðîýìóëüñèè, ÷òî ñïî-

ñîáñòâîâàëî ñíèæåíèþ äàâëåíèÿ â õðîìàòîãðàôè-

÷åñêîé ñèñòåìå ñ 220 äî 85 áàð.

Òàêèì îáðàçîì, áûëè âûáðàíû ïîäõîäÿùèå óñëî-

âèÿ ðàçäåëåíèÿ òåòðàöèêëèíîâ. Õðîìàòîãðàììà ìî-

äåëüíîé ñìåñè àíòèáèîòèêîâ ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 3.

Ïðåäåëû îáíàðóæåíèÿ òåòðàöèêëèíîâ ñîñòàâèëè

40, 25 è 100 íã�ã äëÿ ÎÒÖ, ÒÖ è ÄÖ ñîîòâåòñòâåííî,

÷òî áîëåå ÷åì â äâà ðàçà íèæå, ÷åì ñ èñïîëüçîâàíèåì

ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîãî äåòåêòèðîâàíèÿ äëÿ ÒÖ è

ÎÒÖ. Îäíàêî ýòîãî òàêæå íåäîñòàòî÷íî äëÿ îïðåäåëå-

íèÿ àíòèáèîòèêîâ íà óðîâíå ÏÄÊ, ââèäó ÷åãî îáúåì

ââîäèìîé ïðîáû áûë óâåëè÷åí ñ 20 äî 100 ìêë. Â äàí-

íûõ óñëîâèÿõ ïðåäåëû îáíàðóæåíèÿ òåòðàöèêëèíîâ

ñîñòàâèëè 8, 5 è 25 íã�ã äëÿ ÎÒÖ, ÒÖ è ÄÖ ñîîòâåòñò-

âåííî. Îñíîâíûå õðîìàòîãðàôè÷åñêèå õàðàêòåðèñòè-

êè ïðèâåäåíû â òàáë. 1.

Íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå îäíèõ è òåõ æå çàìåñòèòåëåé

â ìîëåêóëàõ ÒÖ è ÄÖ, äîêñèöèêëèí óäåðæèâàåòñÿ

çíà÷èòåëüíî ñèëüíåå. Êðîìå òîãî, âîçìîæíî, ÷òî ïðè

îáðàçîâàíèè êîìïëåêñà êîíôîðìàöèÿ ìîëåêóëû

äîêñèöèêëèíà îòëè÷àåòñÿ îò êîíôîðìàöèè ìîëåêóëû
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Íàñîñ 1

Íàñîñ 2

Êîëîíêà

Ðåàêöèîííàÿ

ïåòëÿ

ÔË äåòåêòîð

Ââîä

ïðîáû

20 % MeCN

80 % 0,01M ð-ðà

ùàâåëåâîé ê-òû

ðÍ 3

0,06 Ì ð-ð MgCl

â ÌÝ ñîñòàâà:

4 % ÄÄÑÍ, 1,2 % -ãåïòàíà,

12 % -áóòàíîëà

2

í

í

ðÍ 9

Ìåòàëëè÷åñêèé

êàïèëëÿð

= 2 ì

= 0,25 ìì

= 980 ìêë
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ÒÖ-MgðÍ 7,8

Ðèñ. 2. Ñõåìà ïðîâåäåíèÿ ïîñëåêîëîíî÷íîé ðåàêöèè êîìïëåê-

ñîîáðàçîâàíèÿ òåòðàöèêëèíà ñ èîíàìè Mg
2+
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Ðèñ. 3. Õðîìàòîãðàììà ìîäåëüíîé ñìåñè òåòðàöèêëèíîâ ñ êîí-

öåíòðàöèÿìè 0,05 ìã�ìë

Òàáëèöà 1. Îñíîâíûå õàðàêòåðèñòèêè ðàçäåëåíèÿ òåòðàöèêëè-

íîâ ìåòîäîì ÂÝÆÕ ñ ôëóîðèìåòðè÷åñêèì äåòåêòèðîâàíèåì

(ëex�ëem = 385�512 íì)

Ñîåäèíåíèå t
R
, ìèí

Øèðèíà

ïèêà, ìèí
R

s
A

s

Cmin,

íã�ìë

ÎÒÖ 7,13 0,39 — 0,74 8

ÒÖ 8,23 0,30 3,2 0,83 5

ÄÖ 11,79 0,64 7,6 0,53 25



òåòðàöèêëèíà. Ýòî ìîæåò âëèÿòü íà ôîðìó õðîìà-

òîãðàôè÷åñêîãî ïèêà ÄÖ. Êàê âèäíî èç ïîëó÷åííûõ

õðîìàòîãðàìì, ïèê äîêñèöèêëèíà íåñèììåòðè÷åí è

èìååò ñèëüíîå ðàçìûòèå ïåðåäíåé ãðàíèöû. Â ñâÿçè

ñ ýòèì ÷óâñòâèòåëüíîñòü îïðåäåëåíèÿ ÄÖ íèæå

ïî ñðàâíåíèþ ñ ÒÖ è ÎÒÖ, íî âûøå, ÷åì ïðè ñïåêòðî-

ôîòîìåòðè÷åñêîì äåòåêòèðîâàíèè.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ òåòðàöèêëèíîâ â ìîëîêå áûëè

ïîñòðîåíû ãðàäóèðîâî÷íûå çàâèñèìîñòè (ðèñ. 4),

îñíîâíûå ïàðàìåòðû êîòîðûõ ïðèâåäåíû â òàáë. 2

íàðÿäó ñ õàðàêòåðèñòèêàìè õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî

îïðåäåëåíèÿ òåòðàöèêëèíîâ â âèäå êîìïëåêñîâ ñ

èîíàìè Mg2+.

Èññëåäóåìûå îáðàçöû ìîëîêà ñíà÷àëà ýêñòðàãèðî-

âàëè ðàçëè÷íûìè ýêñòðàãåíòàìè (ÌÝ è öèòðàòíî-ôîñ-

ôàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì). Èç-çà âûñîêîé ýêñòðàê-

öèîííîé è ñîëþáèëèçèðóþùåé ñïîñîáíîñòåé ÌÝ â

ìèêðîýìóëüñèîííîì ýêñòðàêòå íàáëþäàëè áîëüøîå

êîëè÷åñòâî ïîñòîðîííèõ êîìïîíåíòîâ. Èçâåñòíî, ÷òî

öèòðàòíî-ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð øèðîêî èñ-

ïîëüçóåòñÿ äëÿ ïðîáîïîäãîòîâêè ìîëîêà è ìîëî÷íûõ

ïðîäóêòîâ.

Ñ öåëüþ âûáîðà óñëîâèé ýêñòðàêöèè òåòðàöèêëè-

íîâ âàðüèðîâàëè ñîîòíîøåíèå îáúåìîâ àíàëèçèðóåìî-

ãî ìîëîêà è ýêñòðàãèðóþùåãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà.

Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 3.

Ïðè ñîîòíîøåíèè 1:0,5 àíàëèç íå ïðåäñòàâëÿåòñÿ

âîçìîæíûì â ñâÿçè ñ íåïîëíûì îñàæäåíèåì áåëêîâ è

æèðîâ, ñîäåðæàùèõñÿ â ìîëîêå. Âûáðàëè ñîîòíîøå-

íèå 1:1,5 â ñâÿçè ñ âûñîêèìè ñòåïåíÿìè èçâëå÷åíèÿ

òåòðàöèêëèíîâ è ìåíüøèì ðàçáàâëåíèåì îáðàçöà ïî

ñðàâíåíèþ ñ ñîîòíîøåíèåì 1:2.

Ñòåïåíè èçâëå÷åíèÿ òåòðàöèêëèíîâ ðàññ÷èòûâàëè

ìåòîäîì äîáàâîê. Òî÷íûå íàâåñêè àíòèáèîòèêîâ äî-

áàâëÿëè â èñõîäíûå îáðàçöû ìîëîêà, ïðîâîäèëè âñå

ñòàäèè ïðîáîïîäãîòîâêè è àíàëèçèðîâàëè. Íà ðèñ. 5

ïðåäñòàâëåíà õðîìàòîãðàììà îáðàçöà ìîëîêà ñ äîáàâ-

êàìè òåòðàöèêëèíîâ.

Ñòåïåíè èçâëå÷åíèÿ òåòðàöèêëèíîâ èç ìîëîêà

áûëè ðàññ÷èòàíû ìåòîäîì «ââåäåíî – íàéäåíî»

(òàáë. 4).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïðè ýêñòðàêöèè öèòðàòíî-

ôîñôàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì êîëè÷åñòâî ïîáî÷-

íûõ êîìïîíåíòîâ çàìåòíî íèæå, ÷åì ïðè ýêñòðàêöèè

ìèêðîýìóëüñèåé, îáðàçöû ìîëîêà ïîäâåðãàëè î÷èñòêå

ìåòîäîì òâåðäîôàçíîé ýêñòðàêöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì

ÒÔÝ êàðòðèäæåé. Â ðàáîòå ïîêàçàíî, ÷òî íàèëó÷øóþ

î÷èñòêó îáåñïå÷èâàåò êàðòðèäæ Strata SDB-L. Íà ðèñ. 6

ïðèâåäåíû õðîìàòîãðàììû äâóõ îáðàçöîâ ìîëîêà ïî-

ñëå î÷èñòêè áåç äîáàâîê òåòðàöèêëèíîâ. Ñòåïåíü êîí-

öåíòðèðîâàíèÿ öåëåâûõ êîìïîíåíòîâ â õîäå òâåðäî-

ôàçíîé ýêñòðàêöèè ñîñòàâèëà 2,5.

Òàêèì îáðàçîì, â õîäå ðàáîòû âïåðâûå ïîêàçàíî,

÷òî èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êîìïëåêñîâ òåòðà-
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Ðèñ. 4. Ãðàäóèðîâî÷íàÿ çàâèñèìîñòü äëÿ îïðåäåëåíèÿ òåòðà-

öèêëèíîâ â âèäå êîìïëåêñà ñ Mg
2+

â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò

0,015 äî 5 ìêã�ìë (n = 3; P = 0,95)

Òàáëèöà 2. Ïàðàìåòðû ãðàäóèðîâî÷íûõ çàâèñèìîñòåé äëÿ ìîäåëüíûõ ðàñòâîðîâ ÎÒÖ, ÒÖ è ÄÖ è õàðàêòåðèñòèêè èõ õðîìàòîãðàôè-

÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ â âèäå êîìïëåêñîâ ñ ìàãíèåì (n = 3; P = 0,95)

Ñîåäèíåíèå
Äèàïàçîí îïðåäåëÿåìûõ

êîíöåíòðàöèé, ìêã�ìë

Ëèíåéíîå óðàâíåíèå,

S
i
= ác

i
(R2 = 0,998)

Ïðåäåë

îáíàðóæåíèÿ, ìêã�ìë
S

r
*, % ÏÄÊ, ìêã�ìë

ÎÒÖ 0,025 – 5 Si = (3,3 ± 0,1) · 10
2
ci 0,008 10 0,01

ÒÖ 0,015 – 5 Si = (1,8 ± 0,1) · 10
2
ci 0,005 15 0,01

ÄÖ 0,05 – 5 Si = (1,1 ± 0,3) · 10
2
ci 0,025 17 0,01

* S
r

óêàçàíî äëÿ íèæíåé ãðàíèöû äèàïàçîíà.

Òàáëèöà 3. Çàâèñèìîñòü ñòåïåíè èçâëå÷åíèÿ òåòðàöèêëèíîâ èç

ìîëîêà îò îáúåìà ýêñòðàãåíòà (n = 3; P = 0,95)

Ñîîòíîøåíèå îáúåìîâ ìîëîêà

è áóôåðíîãî ðàñòâîðà

Ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ, %

ÒÖ ÎÒÖ ÄÖ

1:0,5 — — —

1:1 67 ± 1 64 ± 1 48 ± 2

1:1,5 86 ± 2 82 ± 2 68 ± 2

1:2 87 ± 2 83 ± 2 67 ± 2
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Ðèñ. 5. Õðîìàòîãðàììû áëàíêîâîãî ìîëîêà (À ) è ìîëîêà ñ äî-

áàâêîé òåòðàöèêëèíîâ (Á ), êîòîðàÿ ñîñòàâëÿëà 20, 20 è 40 ìêã�ë

äëÿ ÎÒÖ, ÒÖ è ÄÖ ñîîòâåòñòâåííî



öèêëèíîâ ñ èîíàìè Mg2+ â ìèêðîýìóëüñèîííîé ñðåäå

â 1,8 ðàçà âûøå, ÷åì â âîäíî-àöåòîíèòðèëüíîé.

Âïåðâûå ïðåäëîæåíà ñõåìà ïðîâåäåíèÿ ïîñëåêî-

ëîíî÷íîé ðåàêöèè êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ òåòðàöèêëè-

íîâ ñ 20-êðàòíûì èçáûòêîì èîíîâ Mg2+ â ñðåäå ìèêðî-

ýìóëüñèè (2 % ÄÄÑÍ, 0,6 % í-ãåïòàíà, 6 % í-áóòàíîëà).

Âûáðàíû óñëîâèÿ ÷óâñòâèòåëüíîãî è ñåëåêòèâíî-

ãî õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ òåòðàöèêëèíîâ â

ìîëîêå â âèäå êîìïëåêñîâ ñ ôëóîðåñöåíòíûì äåòåêòè-

ðîâàíèåì. Ïðåäåëû îáíàðóæåíèÿ ñîñòàâèëè 5, 8 è

25 íã�ìë äëÿ òåòðàöèêëèíà, îêñèòåòðàöèêëèíà è äîê-

ñèöèêëèíà ñîîòâåòñòâåííî.

Â âûáðàííûõ óñëîâèÿõ ñòåïåíè èçâëå÷åíèÿ òåòðà-

öèêëèíîâ èç ìîëîêà ñîñòàâèëè 87, 82 è 68 % äëÿ òåò-

ðàöèêëèíà, îêñèòåòðàöèêëèíà è äîêñèöèêëèíà ñîîò-

âåòñòâåííî.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü êîìïàíèè

«Agilent Technologies» çà ïðåäîñòàâëåííîå íàó÷íîå

îáîðóäîâàíèå (Cary Eclipse Fluorescence Spectrophoto-

meter).
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Ðèñ. 6. Õðîìàòîãðàììû ìîëîêà: à — «Ëèàíîçîâñêîå; á —

«36 êîïååê»

Òàáëèöà 4. Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ òåòðàöèêëèíîâ â ìîëîêå

(n = 3; P = 0,95)

Ñîåäèíåíèå Ââåäåíî, ìêã�ë Íàéäåíî, ìêã�ë

ÎÒÖ 0 Ñëåäû*

20 16 ± 1

ÒÖ 0 0

20 17 ± 1

ÄÖ 0 0

40 27 ± 2

* Íà óðîâíå ïðåäåëà îáíàðóæåíèÿ, èäåíòèôèöèðîâàòü íå

óäàëîñü.




