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РЕЗЮМЕ
Введение. Загрязнение окружающей среды антибиотиками является серьёзной экологической угрозой, представляющей опасность для здоровья че-
ловека. Мониторинг содержания антибиотиков тетрациклиновой группы в объектах окружающей среды и контроль технологических процессов, 
направленных на их утилизацию, требуют доступных методов анализа.
Цель исследования. Разработка метода определения антибиотиков тетрациклиновой группы в воде на диодно-матричном детекторе с предвари-
тельным твердофазным концентрированием.
Материалы и методы. Объектами исследования были модельные растворы миноциклина, тетрациклина, окситетрациклина, демеклоциклина, ме-
тациклина и доксициклина в деионизованной, водопроводной, природной и очищенной сточной воде. Для твердофазной экстракции (ТФЭ) исполь-
зовали картриджи Диапак П и Диапак ПГ. ТФЭ проводили с использованием манифолда VacMaster-10 (Biotage). Хроматографическое разделение 
проводили на колонках Диасфер C10CN и Kromasil Eternity 250 × 4,6 мм 5 мкм на жидкостном хроматографе Agilent 1100 (Agilent Technology).
Результаты. Подобраны оптимальные условия хроматографического разделения миноциклина, тетрациклина, окситетрациклина, демеклоцикли-
на, метациклина и доксициклина: изократический режим, длина волны 350 нм, подвижная фаза – смесь ацетонитрила и водного раствора фосфор-
ной кислоты (рН = 3,0). Время анализа на колонках Диасфер C10CN и Kromasil Eternity составляло 12 и 14 мин соответственно. Достоверность 
линейной аппроксимации в обоих случаях была больше 0,99, однако угловые коэффициенты на колонке Kromasil Eternity были в 1,35–1,65 раза выше, 
чем на Диасфер C10CN. Степень извлечения тетрациклинов из деионизованной воды на картриджах Диапак П и Диапак ПГ составляла 90–95%, 
из водопроводной – 61–89%, из очищенной сточной – 51–87%.
Ограничения исследования. Метод непригоден для водных объектов с содержанием тетрациклинов менее 2 мкг/дм3.
Заключение. Разработана ВЭЖХ-методика определения миноциклина, тетрациклина, окситетрациклина, демеклоциклина, метациклина и док-
сициклина в воде с предварительным ТФЭ концентрированием на картриджах Диапак П и Диапак ПГ. Нижний предел определения при сорбции 
целевых соединений из 0,1 дм3 пробы составил 2 мкг/дм3.
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Determination of antibiotics of the tetracycline group in water  
by high-performance liquid chromatography on a diode matrix 
detector with preliminary concentration by solid-phase extraction
Centre for Strategic Planning and Management of Biomedical Health Risks of the FMBA, Moscow, 119121, Russian Federation

ABSTRACT 
Introduction. Antibiotic contamination of the environment is a serious environmental threat that poses a hazard to human health. To monitor the content 
of tetracycline antibiotics in environmental objects and control technological processes aimed at their disposal, accessible analytical methods are needed. 
Purpose of the study. Development of a method for determining antibiotics of the tetracycline group in water using a diode array detector with preliminary 
solid-phase concentration.
Material and methods. The objects of the study were model solutions of minocycline, tetracycline, oxytetracycline, demeclocycline, metacycline, and doxycycline 
in deionized, tap, natural, and treated wastewater. For solid-phase extraction, Diapak P and Diapak PG cartridges were used. SPE was performed using a 
VacMaster-10 manifold (Biotage). Chromatographic separation was carried out on Diasphere C10CN and Kromasil Eternity 250 × 4.6 mm 5 µm columns on an 
Agilent 1100 liquid chromatograph (Agilent Technology).
Results. Optimal conditions for the chromatographic separation of minocycline, tetracycline, oxytetracycline, demeclocycline, metacycline, and doxycycline were 
selected: isocratic mode, wavelength of 350 nm, mobile phase – acetonitrile: aqueous solution of phosphoric acid (pH = 3.0). The analysis time on Diasphere 
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C10CN and Kromasil Eternity columns was 12 and 14 minutes, respectively. The reliability of the linear approximation in both cases was more than 0.99, however, 
the slopes on the Kromasil Eternity column were 1.35 –1.65 times higher than on Diasphere C10CN. The degree of extraction of tetracyclines from deionized water 
on Diapak P and Diapak PG cartridges was 90–95%, from tap water 61–89%, from purified waste water: 51–87%.
Limitations. The method is not suitable for water bodies with tetracycline contents less than 2 µg/dm3.
Conclusion. An HPLC method has been developed for the determination of minocycline, tetracycline, oxytetracycline, demeclocycline, metacycline, and doxycycline 
in water with preliminary SPE concentration on Diapak P and Diapak PG cartridges. The lower limit of determination for the sorption of target compounds from 
0,1 dm3 of sample was 2 µg/dm3.
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Введение
Антибиотики тетрациклиновой группы широко исполь-

зуются в качестве противомикробных средств, проявляющих 
активность в отношении широкого спектра грамположи-
тельных и грамотрицательных бактерий [1]. Повсеместное 
применение антибиотиков в медицине, ветеринарии, жи-
вотноводстве, аквакультуре привело к новой глобальной 
экологической проблеме – загрязнению окружающей среды 
фармпрепаратами [2–6]. Присутствие антибиотиков в окру-
жающей среде и продуктах питания вызывает развитие анти-
биотикорезистентности, что создаёт потенциальную угрозу 
экосистемам и риски для здоровья человека [7–11].

Допустимые уровни остаточного содержания антибио-
тиков в Российской Федерации для некоторых групп про-
дуктов питания и продовольственного сырья регламентиру-
ются нормативными документами1,2,3, в которых отражены 
также аттестованные методы определения различных групп 
антибиотиков. Поэтому в отношении заявленной продук-
ции осуществляется государственный контроль, в то время 
как вода, ежедневно потребляемая населением, на содержа-
ние лекарственных препаратов, в том числе антибиотиков, 
проверку не проходит4. Загрязнение антибиотиками водо-
ёмов наблюдается повсеместно [1–6, 12–15]. Сведений об 
уровнях загрязнения водоёмов антибиотиками в Россий-
ской Федерации чрезвычайно мало. В водохранилищах Мо-
сковской, Тверской и Смоленской областей в 2016–2019 гг. 
найдены сульфаметоксазол, триметоприм, офлоксацин  
и эритромицин [16], в водоёмах Северо-Западного региона  
в 2009–2010 гг. были обнаружены диклофенак, кетопрофен  
и ципрофлаксин [17], в Москве-реке в 2020 г. найдены  
миноциклин, сульфофуразол и метациклин [18].

Антибиотики находят не только в воде водоёмов, но 
и в питьевой воде: водопроводной [19–21], бутилирован-
ной [19, 20, 22], в воде колодцев [23]. Основной вклад  
в загрязнение водных объектов вносят стоки предприятий 
фармацевтической промышленности, больниц, живот-
новодческих комплексов. Очистные сооружения не по-
зволяют в полной мере утилизировать антибиотики, в ре-
зультате чего последние попадают в водозаборы, а затем и  
в водопроводную воду [19, 21]. Ежедневное употребление 
с водой малых доз антибиотиков создаёт риски для здоро-
вья человека [19, 20].

Определение антибиотиков является актуальной на-
учной и практической задачей. В Российской Федерации 
имеется целый ряд аттестованных методов определения 
остаточного содержания антибиотиков в продуктах пита-
ния, например, ГОСТ 31694–20125 и ГОСТ 34533–20196.  
Нормативные документы, регламентирующие определение 
антибиотиков в объектах окружающей среды, и в частно-
сти, в воде, отсутствуют. Содержание антибиотиков в по-
верхностной воде различных объектов колеблется в пре-
делах от нескольких нг/дм3 в водоёмах до сотен мкг/дм3  
в сточных водах [1, 5, 7, 12]. Для определения таких концен-
траций требуются высокочувствительные методы анализа 
и эффективные приёмы концентрирования. Большинство 
исследований по определению загрязнений воды различ-
ных водных объектов выполнено методами ВЭЖХ-МС  
и ВЭЖХ-МС/МС [24, 25]. Данный метод, несмотря на  
неоспоримые достоинства, является дорогостоящим и дос-
тупным узкому кругу лабораторий. Для массового монито-
ринга целесообразно использовать более экономичные де-
текторы, позволяющие определять антибиотики в водных 
объектах с приемлемой чувствительностью. Для решения 
этой задачи требуются эффективные приёмы выделения и 
концентрирования. Оптимальным методом концентриро-
вания антибиотиков из водных проб является твердофазная 
экстракция (ТФЭ) [24]. Для выделения антибиотиков из 
объектов использовались различные промышленно выпу-
скаемые картриджи [15, 24, 26]. В качестве наиболее часто 

1 Решение Комиссии Таможенного союза от 09.12.2011 г. № 880 
(ред. от 10.06.2014 г.) «О принятии технического регламента Та-
моженного союза «О безопасности пищевой продукции» (вместе 
с ТР ТС 021/2011. Технический регламент Таможенного союза 
«О безопасности пищевой продукции»).

2 Единые санитарно-эпидемиологические и гигиенические тре-
бования к продукции (товарам), подлежащей санитарно-эпидемио-
логическому надзору (контролю).

3 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии 
от 13 февраля 2018 г. № 28 «О максимально допустимых уровнях 
остатков ветеринарных лекарственных средств (фармакологически 
активных веществ), которые могут содержаться в непереработанной 
пищевой продукции животного происхождения, в том числе в сы-
рье, и методиках их определения».

4 СанПин 1.2.3685–21 «Гигиенические нормативы и требова-
ния к обеспечению безопасности и (или) безвредности для человека 
факторов среды обитания».

5 ГОСТ 31694–2012. Продукты пищевые, продовольственное 
сырьё. Метод определения остаточного содержания антибиотиков 
тетрациклиновой группы с помощью высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии с масс-спектрометрическим детектором.

6 ГОСТ 34533–2019. Продукты пищевые, продовольственное 
сырьё. Метод определения остаточного содержания сульфани-
ламидов, нитроимидазолов, пенициллинов, амфениколов с по-
мощью высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-
спектрометрическим детектором.
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при температуре плюс 30 °С, режим изократический, ско-
рость потока 0,6 мл/мин, элюент – смесь ацетонитрила с 
ортофосфорной кислотой (рН = 3,0) в соотношении 20 : 80. 
Объём пробы в обоих случаях был равен 20 мкм. Длина вол-
ны – 350 нм. Статистическую обработку результатов прово-
дили в программе Microsoft Excel, доверительный интервал 
средних значений рассчитывали с использованием критерия 
Стьюдента для вероятности 95%.

Результаты
Разработка твердофазного выделения и хроматографи-

ческого разделения проводилась на модельных растворах, 
приготовленных путём добавления растворов антибиотиков 
заданной концентрации в пробы природной, водопроводной 
или сточной воды, прошедшей все этапы очистки на очист-
ных сооружениях перед их сбросом в водоёмы. Все исходные 
пробы, использованные в процессе разработки оптимальных 
условий ТФЭ и ВЭЖХ, были проанализированы на содержа-
ние антибиотиков в соответствии с процедурой, описанной 
в разделе «Материалы и методы». В пробах водопроводной и 
природной воды антибиотики не были обнаружены, в пробе  
очищенной сточной воды были найдены миноциклин,  
тетрациклин и метациклин.

Выбор сорбента для ТФЭ. Оптимальным способом выде-
ления и концентрирования антибиотиков тетрациклиновой 
группы из воды является ТФЭ на обращённо-фазовых сор-
бентах. При этом выбор подходящего сорбента представляет 
собой отдельную аналитическую задачу. Предварительный 
анализ сорбентов на полноту извлечения тетрациклинов 
из образцов воды осуществляли спектрофотометрически, 
контролируя каждый этап ТФЭ: сорбцию, промывку, элюи-
рование. В качестве экспериментальных образцов были ис-
пользованы промышленно выпускаемые картриджи Диапак 
С16Т (монофункциональный гексадецил – гидрофобный 
сорбент с привитыми гексадецильными группами для ТФЭ 
органических соединений), Диапак П (сверхсшитый поли-
стирол, сополимер стирола и дивинилбензола – гидрофоб-
ный сорбент с максимальной площадью поверхности для 
извлечения широкого спектра органических соединений), 
Диапак ПГ (сополимер дивинилбензола и гидрофильного 
мономера), Super Select HLB (полистирол с гидрофильны-
ми группами, имеющий сбалансированные гидрофильные и 
гидрофобные свойства), Isolute MFC18 (неполярный моно-
функциональный октадецил).

На всех изученных сорбентах, кроме Super Select HLB, 
тетрациклины сорбируются полностью, однако количе-
ственно их элюировать удается только с картриджей Диа-
пак ПГ и Диапак П. 

Определение антибиотиков методом ВЭЖХ. Для разде-
ления тетрациклинов были опробованы хроматографиче-
ские колонки Диасфер – С10CN, Kromasil Classic и Kromasil 
Eternity, все размером 250 × 4,6 мм, 5 мкм. В качестве под-
вижной фазы использовали смесь ацетонитрила с водным 
раствором фосфорной кислоты (рН в пределах 2,75–3,2). 
Скорость потока составляла от 0,4 до 1 мл в минуту. Со-
держание ацетонитрила менялось от 30 до 18%. На колонке 
Kromasil Classic не удалось получить удовлетворительных 
результатов – пики были размытыми и несимметричными 
при любых условиях разделения. Параметры хроматогра-
фического разделения очень чувствительны к содержанию 
органического растворителя в элюенте. Увеличение доли 
ацетонитрила в подвижной фазе приводит не только к со-
кращению времени анализа, но и к ухудшению разделения 
хроматографических пиков антибиотиков. На колонке Диа-
сфер – С10CN не удалось добиться разделения критической 
пары «метациклин – доксициклин» более 0,7. Уменьшение 
скорости потока лишь существенно увеличивало время ана-
лиза, но не улучшало разделения метациклина и доксици-
клина. Для колонки Kromasil Eternity были подобраны оп-
тимальные условия разделения путём изменения как доли 
ацетонитрила в подвижной фазе, так и регулированием 

встречающихся сорбентов для ТФЭ тетрациклинов назы-
вают Oasis HLB (Waters) и Strata XL (Phenomenex). Многие 
работы посвящены применению сверхсшитого полистирола 
для выделения антибиотиков, в том числе тетрациклинов, 
из воды и продуктов питания [24, 27, 28]. Не секрет, что 
научно-исследовательские и аналитические лаборатории  
в настоящее время испытывают сложности с обеспечением 
импортными расходными материалами, поэтому в настоя-
щем исследовании было необходимо решить поставленную 
задачу, используя доступные хроматографические колонки 
и картриджи для ТФЭ.

Цель работы – разработка метода определения антибио-
тиков тетрациклиновой группы в воде на диодно-матричном 
детекторе с предварительным твердофазным концентриро-
ванием.

Материалы и методы
Объекты исследования – стандартные растворы тетра-

циклинов в деионизованной, водопроводной, природной и 
очищенной сточной воде. Картриджи для ТФЭ – ISOLUTE 
MFC 18 (3 мл, 500 мг – Biotage, Швеция), Supel-Select HLB 
(1 мл, 30 мг – Merck, Германия) и Диапак П (3 мл, 300 мг), 
Диапак ПГ (3 мл, 300 мг и 3 мл, 60 мг), Диасорб С16Т (1 мл, 
300 мг) – все БиоХимМак-СТ (Россия). Хроматографи-
ческие колонки: Диасфер – С10CN 250 × 4,6 мм, 5 мкм 
(БиоХимМак СТ, Россия), Kromasil Classic 250 × 4,6 мм, 
Kromasil Eternity 250 × 4,6 мм (Nouryon, Швеция). Реак-
тивы и стандартные образцы. Тетрациклин (Tetracycline 
hydrochloride, Sigma-Aldrich, Израиль), окситетрациклин 
(Oxytetracycline hydrochloride, Sigma-Aldrich, Китай), ми-
ноциклин (Minocycline hydrochloride, Sigma-Aldrich, Ки-
тай), метациклин (Methacycline hidrochloride vetranal, 
Sigma-Aldrich, США), демеклоциклин (Demeclocycline 
hydrochloride, Sigma-Aldrich, Южная Корея), доксициклин 
(Doxycycline hyclate, Sigma-Aldrich, Китай), Трилон Б (на-
триевая соль ЭДТА, ч.д.а., Спектрохим, Россия), ацетони-
трил (для ВЭЖХ, Компонент-реактив, Россия), метанол 
(для ВЭЖХ-МС, Merck, Германия), ортофосфорная кислота 
(х.ч., 87%, Компонент-реактив, Россия), вода деионизи-
рованная (сопротивление 18,2 мОм). Оборудование. Спек-
трофотометр двухлучевой UV-1800 (Shimadzu, Япония), 
манифолд VacMaster-10 (Biotage, Швеция), насос вакуум-
ный N86KTE (Сканлаб, Россия), воздушный насос V-20 
(HAILEA, Китай), хроматограф жидкостной Agilent 1100 
(Agilent Technology, США), включающий блоки: термостат 
колонок G1316A, диодноматричный детектор G1315B, насос 
G1311A, дегазатор G1322A, автосамплер G1313A; устройство 
для подготовки воды для ВЭЖХ Synergy ICW-3000 (Millipore, 
Франция), рН-метр Экотест-2000 (НПП Эконикс, Россия).

Проведение ТФЭ. Картриджи для ТФЭ активировали 
1–2 мл ацетонитрила, кондиционировали 10 мл воды. Сорб-
цию целевых соединений из модельных растворов на основе 
деионизированной, водопроводной, природной и очищен-
ной сточной воды проводили в динамическом режиме со 
скоростью 3–5 мл в минуту. Картриджи промывали 10–20 мл 
воды, сушили под вакуумом и элюировали тетрациклины 
двумя-тремя порциями по 1 мл смеси ацетонитрила с мета-
нолом (1 : 1). Элюент выпаривали досуха в токе воздуха при 
комнатной температуре. Осадок растворяли в 0,5 мл под-
вижной фазы. Перед проведением ТФЭ пробы очищенной 
сточной, природной и водопроводной воды фильтровали че-
рез мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм, к 100 мл 
отфильтрованной пробы добавляли стандартные растворы 
тетрациклинов, 0,25 г трилона Б и оставляли на 1 ч. Затем 
проводили ТФЭ как описано выше.

Условия хроматографического разделения. Определение 
тетрациклинов проводили на колонке Диасфер – С10CN 
(250 × 4,6 мм, 5 мкм) при температуре плюс 30 °С в изокра-
тическом режиме. Элюент – смесь ацетонитрила с ортофос-
форной кислотой (рН = 3,0) в соотношении 22 : 78, скорость 
потока – 1 мл/мин, и Kromasil Eternity (250 × 4,6 мм, 5 мкм) 
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в интервале концентраций являются приемлемыми для про-
ведения количественного анализа. При этом коэффициенты 
наклона калибровочных графиков индивидуальных соеди-
нений в 1,35–1,65 раза больше на колонке Kromasil Eternity 
(табл. 2).

Кроме параметров разделения антибиотиков друг от дру-
га, важным критерием ВЭЖХ является разделение хромато-
графических пиков миноциклина (первого из элюируемых 
соединений) и матрицы, преимущественно гуминовых и 

скорости потока. Оба параметра влияли на параметры раз-
деления, причём уменьшение скорости потока увеличивало 
чувствительность определения. Порядок выхода соедине-
ний был одинаковым на двух колонках: миноциклин, ок-
ситетрациклин, тетрациклин, демеклоциклин, метациклин, 
доксициклин (рис. 1, 2), однако параметры разделения были 
разными (табл. 1). Достичь коэффициента разделения R ≥ 1 
метациклина и доксициклина на колонке Диасфер – С10CN 
не удалось, однако параметры калибровочных графиков  
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Рис. 1. Хроматограмма раствора, содержащего миноциклин 7,8 мг/дм3 (1),  
окситетрациклин 9,5 мг/дм3 (2), тетрациклин 8,3 мг/дм3 (3), деме-
клоциклин 9,5 мг/дм3 (4), метациклин 10,3 мг/дм3 (5), доксициклин 
12,2 мг/дм3 (6). Колонка Диасфер-C10CN 250 × 4,6 мм 5 мкм, скорость 
потока 1 мл/мин, подвижная фаза – ацетонитрил: фосфорная кислота 
(рН = 3,0) 22 : 78; 30 °С.

Fig. 1. Chromatogram of a solution containing minocycline 7.8 mg/dm3 (1), 
oxytetracycline 9.5 mg/dm3 (2), tetracycline 8.3 mg/dm3 (3), demeclocycline 
9.5 mg/dm3 (4), metacycline 10.3 mg/dm3 (5), doxycycline 12.2 mg/dm3 (6). 
Column Diasfer-C10CN 250 × 4.6 mm 5 µm, flow rate 1 ml/min, mobile 
phase – acetonitrile: phosphoric acid (pH = 3.0) 22 : 78; 30 °C.

Рис. 2. Хроматограмма раствора, содержащего миноциклин 9,7 мг/дм3 (1),  
окситетрациклин 14,4 мг/дм3 (2), тетрациклин 8,9 мг/дм3 (3), деме-
клоциклин 22,4 мг/дм3 (4), метациклин 8,6 мг/дм3 (5), доксициклин 
25,4 мг/дм3 (6). Колонка Kromasil Eternity 250 × 4,6 мм 5 мкм, скорость 
потока 0,6 мл/мин, подвижная фаза – ацетонитрил: фосфорная кис-
лота (рН = 3,0) 20 : 80; 30 °С.

Fig. 2. Chromatogram of a solution containing minocycline 9.7 mg/dm3 (1), 
oxytetracycline 14.4 mg/dm3 (2), tetracycline 8.9 mg/dm3 (3), demeclocycline 
22.4 mg/dm3 (4), metacycline 8.6 mg/dm3 (5), doxycycline 25.4 mg/dm3 (6). 
Column Kromasil Eternity 250 × 4.6 mm 5 µm, flow rate 0.6 ml/min, mobile 
phase – acetonitrile: phosphoric acid (pH = 3.0) 20 : 80; 30 °C.

Т а б л и ц а  1  /  T a b l e  1
Коэффициенты разделения пиков на хроматографических 
колонках Диасфер – С10CN и Kromasil Eternity  
при оптимальных условиях разделения
Peak separation coefficients on chromatographic columns Diasfer – 
C10CN and Kromasil Eternity under optimal separation conditions

Разделение
Separation

R* 

Диасфер – С10CN 
Diasfer – C10CN

Kromasil 
Eternity

Миноциклин/окситетрациклин 
Minocycline/oxytetracycline

1.37 2.70

Окситетрациклин/тетрациклин 
Oxytetracycline/tetracycline

1.48 1.35

Тетрациклин/демеклоциклин 
Tetracycline/demeclocycline

3.12 2.43

Демеклоциклин/метациклин 
Demeclocycline/methacycline

7.22 4.52

Метациклин/доксициклин 
Metacycline/doxycycline

0.69 1.32

П р и м е ч а н и е. * R = 2 (tR1 – tR2) / (w1 + w2), где tR1 и tR2 – времена 
выхода компонентов (мин); w1 и w2 – ширина их пиков на уровне 
нулевой линии (мин).
N o t e: * R = 2 (tR1 – tR2) / (w1 + w2), where tR1 and tR2 – component release 
times (min); w1 и w2 – width of their peaks at the level of the zero line (min).

Т а б л и ц а  2  /  T a b l e  2
Уравнения градуировочных зависимостей площади пика S (Y) 
от концентрации С, мг/дм3 (X), полученных в оптимальных 
условиях на разных хроматографических колонках  
для антибиотиков тетрациклиновой группы
Equations of calibration dependences of peak area S (Y) on concentration 
C, mg/dm3 (X), obtained under optimal conditions on different 
chromatographic columns for antibiotics of the tetracycline group

Соединение 
Compound

Диасфер – С10CN 
Diasfer – C10CN

Kromasil Eternity

Y = aX r2 Y = aX r2

Миноциклин 
Minocycline

Y = 26.493x 0.9983 Y = 41.964x 0.9993

Окситетрациклин 
Oxytetracycline

Y = 28.018x 0.9984 Y = 41.347x 0.9999

Тетрациклин 
Tetracycline

Y = 29.67x 0.9979 Y = 45.937x 0.9996

Демеклоциклин 
Demeclocycline

Y = 17.912x 0.9994 Y = 29.751x 0.9993

Метациклин 
Methacycline

Y = 20.695x 0.9996 Y = 34.218x 0.9986

Доксициклин 
Doxycycline

Y = 15.926x 0.9988 Y = 21.337x 0.9983
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Предел практического количественного определения 
PQL для каждого соединения оценивали, руководствуясь 
следующими соображениями. Надёжно регистрируемым 
пиком считали такой пик, площадь которого

Smin ≥ 6 (СКО 5 – 10%)

PQL = 100 · Smin · V2 / а · V1 · E,

где Smin – площадь пика; а – угловой коэффициент калибро-
вочного графика Y = aX (см. табл. 2); V1 – объём пробы воды, 
использованный для ТФЭ; V2 – объём подвижной фазы,  
в котором растворяют выделенные соединения для хромато-
графирования;  E – степень извлечения соединения при 
ТФЭ (см. табл. 3).

Используя наименьшие значения степеней извлечения, 
получим следующие значения PQL на колонке Kromasil 
Eternity (250 × 4,6 мм, 5 мкм): миноциклин – 1,4 мкг/дм3; 
окситетрациклин – 1 мкг/дм3; тетрациклин – 0,9 мкг/дм3; 
демеклоциклин – 1,4 мкг/дм3; метациклин – 1,2 мкг/дм3; 
доксициклин – 2 мкг/дм3.

Обсуждение
В работах, посвященных определению антибиотиков 

в воде, как правило, использовали картриджи Oasis HLB и 
Strata XL. Oasis HLB фирмы Waters – универсальный по-
лимерный обращённо-фазовый сорбент, предназначенный 
для извлечения широкого спектра кислотных, основных и 
нейтральных соединений из различных матриц с использо-
ванием простого универсального протокола, – чрезвычайно 
популярен и используется во многих методиках Американ-
ского агентства по охране окружающей среды, в том числе и 
в EPA Method 1694 [30], однако в настоящее время он труд-
нодоступен. В настоящей работе продемонстрированы от-
личные возможности отечественных картриджей, в первую 
очередь Диапак ПГ. Достоинства Диапак П были описаны 
ранее [23, 27].

Важным компонентом количественного извлечения те-
трациклинов при ТФЭ является ЭДТА, которую добавляют 
в пробу воды для связывания присутствующих в водопро-
водной и природной воде ионов металлов. Известно, что 
тетрациклины склонны к комплексообразованию с ионами 
двухвалентных металлов [31]. Поскольку константы устой-

фульвовых кислот, которые частично извлекаются вместе 
с тетрациклинами. Для апробации условий хроматографи-
ческого разделения в работе были использованы воды раз-
личного происхождения (водопроводная, поверхностная и 
подземная природная вода). Во всех случаях хроматографи-
ческий пик (или пики) матрицы характеризовались самыми 
короткими временами удерживания и элюировались первы-
ми (рис. 3). Поскольку состав растворённого органического 
вещества в различных водных объектах разный, то и времена 
удерживания соединений матрицы отличались друг от дру-
га. В отдельных случаях наблюдалось ухудшение разделения 
пиков матрицы и миноциклина, которое корректировали 
путём незначительного уменьшения доли ацетонитрила в 
подвижной фазе.

Полнота извлечения индивидуальных антибиотиков на 
картриджах Диапак ПГ. Для определения степени извлече-
ния антибиотика при ТФЭ поступали следующим образом. 
К пробе воды добавляли 0,5 см3 стандартного раствора тетра-
циклинов заданной концентрации, добавляли 0,25 г трило-
на Б, доводили объём до 100 см3 и через 1 ч проводили ТФЭ. 
Значения рН образцов составляли 4,8–5,8. Степень извле-
чения миноциклина, тетрациклина, окситетрациклина,  
демеклоциклина, метациклина и доксициклина рассчитыва-
ли по формуле:

E = S1 / S0 · 100%,

где S0 – площадь пика раствора антибиотика без ТФЭ  
(добавляемого стандартного раствора); S1 – площадь пика 
раствора антибиотика после ТФЭ.

Полученные результаты представлены в табл. 3.
Для определения предела обнаружения LOD и определе-

ния LOQ используются разные подходы, и данный вопрос 
остаётся дискуссионным [29]. С учётом оснащённости лабо-
ратории и используемой аналитической практики удобным 
является понятие PQL.

Рис. 3. Хроматограмма речной воды, содержащей следовые коли-
чества миноциклина (3), окситетрациклина (4), тетрациклина (5) 
и демеклоциклина (6). Пики 1 и 2 принадлежат растворённому 
органическому веществу, извлечённому из воды в процессе ТФЭ. 
Колонка Kromasil Eternity 250 × 4,6 мм 5 мкм, скорость потока  
0,5 мл/мин, подвижная фаза – ацетонитрил: фосфорная кислота 
(рН = 3,0) 20 : 80; 30 °С.

Fig. 3. Chromatogram of river water containing trace amounts of  
minocycline (3), oxytetracycline (4), tetracycline (5) and demeclocycline (6).  
Peaks 1 and 2 belong to dissolved organic matter extracted from water 
during the SPE process. Column Kromasil Eternity 250 × 4.6 mm 5 µm, 
flow rate 0.5 ml/min, mobile phase – acetonitrile: phosphoric acid 
(pH = 3.0) 20 : 80; 30 °C.
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Т а б л и ц а  3  /  T a b l e  3
Извлечение тетрациклинов из водных образцов в присутствии 
ЭДТА на картриджах Диапак ПГ (n = 3), масса сорбента 300 мг
Extraction of tetracyclines from aqueous samples in the presence of 
EDTA on Diapak PG cartridges (n = 3). Sorbent weight 300 mg

Соединение 
Compound

Степень извлечения тетрациклинов из воды, % 
Degree of extraction of tetracyclines from water, %

Деионизованная
Deionized water

Водопроводная
Tap water

Очищенная 
сточная
Treated 

wastewater

Миноциклин 
Minocycline

90.2 ± 7.5 61.5 ± 8.1 50.8 ± 7.3

Окситетрациклин 
Oxytetracycline

93.1 ± 5.1 88.8 ± 6.1 75.7 ± 5.9

Тетрациклин 
Tetracycline

91.6 ± 6.9 73.9 ± 7.2 87.0 ± 7.8

Демеклоциклин 
Demeclocycline

89.9.6 ± 6.3 85.3 ± 5.9 77.3 ± 6.7

Метациклин 
Methacycline

92.5 ± 8.7 71.8 ± 6.8 74.4 ± 7.2

Доксициклин 
Doxycycline

94.3 ± 7.9 86.5 ± 8.2 71.9 ± 8.5
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Ограничения исследования. Метод непригоден для водных 
объектов с содержанием тетрациклинов менее 2 мкг/дм3.

Заключение
Разработана методика определения миноциклина, окси-

тетрациклина, тетрациклина, демеклоциклина, метацикли-
на и доксициклина в воде с предварительным твердофазным 
концентрированием на картриджах Диапак ПГ. Степень из-
влечения из деионизированной воды составляла 90–95%,  
а из водопроводной – 61–89%. Достигнуты хорошие параме-
тры хроматографического разделения. Предел определения 
при экстракции тетрациклинов из 100 см3 пробы составлял 
не более 2 мкг/дм3.

чивости комплексов металлов с ЭДТА на 8–10 порядков 
превосходят таковые для комплексов с тетрациклином, 
становится возможным в присутствии ЭДТА высвободить 
тетрациклины в свободном виде для количественного из-
влечения их из натурных проб при ТФЭ. Отечественная 
хроматографическая колонка Диасфер – С10CN была вы-
брана во многом благодаря высокой устойчивости к кисло-
там, поскольку разделение тетрациклинов осуществляется 
при низких значениях рН. Однако лучшие параметры хро-
матографического разделения были получены на колонке 
Kromasil Eternity. В данной работе для извлечения тетраци-
клинов был использован объем пробы, равный 100 см3. Для 
увеличения чувствительности анализа объём пробы может 
быть увеличен.
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