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Аннотация. Предложена новая аналитическая форма для косвенного экстракционно-атомно-аб-
сорбционного определения тетрациклина – комплексное соединение тетрациклина (Tc) с магнием(ІI) 
состава Мg2Тс.

Косвенный экстракционно-атомно-абсорбционный метод определения тетрациклина заключает-
ся в связывании ионов тетрациклина в стабильное комплексное соединение в стехиометрическом 
соотношении с так называемым металлом-индикатором (магний(II)), выделении и концентрирова-
нии комплексного соединения, измерении концентрации металла-индикатора и последующем рас-
чете концентрации аналита по найденной концентрации металла-индикатора.

Спектрофотометрическим методом исследованы оптимальные условия образования комплекса 
Мg2Тс. Установлены оптимальные условия для экстракционного извлечения стабильного комплекс-
ного соединения тетрациклина с магнием(ІI) состава Мg2Тс: кислотность среды в диапазоне pH 
= 7.6 ‑ 7.8, соотношение концентраций тетрациклина (Tc) и магния(ІI) – 1:50. Время образования 
хелатного комплекса Мg2Тс – 12 мин. Обнаружено, что предложенная аналитическая форма обеспе-
чивает лучшую селективность при определении тетрациклина.

Изучены экстракционные системы для выделения и концентрирования комплексного соедине-
ния тетрациклина с магнием(ІI) (Мg2Тс). Исследовано экстракционное извлечение комплексного со-
единения тетрациклина с магнием(ІI) состава Мg2Тс различными органическими растворителями 
(спирты, сложные эфиры, кетоны). Установлено, что максимальный фактор извлечения комплекса 
состава Мg2Тс (R = 98%) достигается при использовании в качестве экстрагентов этилацетата и 
3-метилбутан-1-ола.

Оптимизированы условия атомно-абсорбционного определения концентрации магния в экстрак-
тах. Изучено влияние состава экстракта и продуктов деструкции органических экстрактов комплек-
са Mg2Тс на основе этилацетата и изоамилового спирта на пламенное атомно-абсорбционное опре-
деление магния(ІI).

Исследованы аналитические возможности косвенного экстракционно-атомно-абсорбционного 
определения содержания тетрациклина в меде. Разработана косвенная экстракционно-атомно-абсорб-
ционная методика определения тетрациклина в мëде, альтернативная известным методикам. Новая 
методика позволяет расширить число методов определения тетрациклина, обеспечивает более низкий 
предел обнаружения и более экологична. Предел обнаружения составляет Сmin = 5 мкг/кг, относитель-
ное стандартное отклонение (Sr) не превышает 0.07; продолжительность анализа – 35 мин.

Ключевые слова: косвенное определение, пламенная атомно-абсорбционная спектрометрия, 
спектрофотометрия, экстракция, тетрациклин. 
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Большое количество работ, посвященных ана-
лизу тетрациклина, свидетельствует о неугасае-
мом интересе и актуальности данной проблемы. 
Вероятно за счет своей дешевизны и доступно-
сти антибиотики тетрациклинового ряда широко 
применяются в пищевой промышленности, в жи-
вотноводстве и ветеринарии. Данные Роспотреб-
надзора [1] свидетельствуют, что большая часть 
пищевых продуктов загрязнена остаточными 
количествами антибиотиков тетрациклинового 
ряда.

В литературе описано большое количество 
методик определения антибиотиков с использо-
ванием методов – ВЭЖХ-МС [2], капиллярный 
зонный электрофорез [3], иммунохимический [4-
8], флуоресцентный [9-11], хемилюминесцентный 
[12], вольтамперометрия [13-15], ионометрия [16]. 
В обзоре [17] подробно рассмотрены преимуще-
ства и недостатки этих методов, в связи с этим 
разработка альтернативных методик определения 
тетрациклина, не утратила свою актуальность.

Атомно-абсорбционный метод анализа точ-
ный, экспрессный, большая часть аналитических 
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Косвенное экстракционно-атомно-абсорбционное определение тетрациклина

лабораторий оснащена атомно-абсорбционными 
спектрофотометрами, однако в классическом ва-
рианте в основном используется для определения 
металлов.

Для определения органических веществ ис-
пользуют косвенный метод, суть которого состо-
ит в том, что определяемое вещество (аналит) или 
элемент связывается в комплексное соединение в 
стехиометрическом соотношении с так называе-
мым металлом-индикатором, по которому опреде-
ляют концентрацию аналита атомно-абсорбцион-
ным методом. 

Известно, что тетрациклин способен образо-
вывать хелатные комплексы с катионами различ-
ных металлов (Fe(II, III), Al(III), Cr(III), Mn(II), 
Co(II), Ni(II), Cu(II), Zn(II), Cd(II), Hg(II), Pb(II), 
Mg(II) и т.д.). Исходя из метрологических харак-
теристик и особенностей атомно-абсорбционного 
определения этих элементов в качестве металла-
индикатора нами был выбран магний(II). Чув-
ствительность определения магния(II) одна из 
самых высоких – при использовании пламенного 
атомизатора характеристическая концентрация и 
предел обнаружения (в мкг/см3), Сх = 0.007, Собн. = 
0.0001 соответственно [18]. 

В литературе описано [19, 20], что в зави-
симости от выбранных условий эксперимента, 
тетрациклин с магнием(II) могут образовывать 
комплексы состава МgТс, Мg2Тс. С точки зрения 
амплификационного эффекта в качестве анали-
тической формы для косвенного атомно-абсорб-
ционного метода предпочтительным является 
соединение состава Мg2Тс – чувствительность 
определения тетрациклина улучшается в два раза. 

Целью данной работы являлось исследование 
аналитических возможностей косвенного атом-
но-абсорбционного метода определения тетраци-
клина по магнию(II) и разработка экстракцион-
но-атомно-абсорбционной методики определения 
содержания тетрациклина в мёде с улучшенными 
метрологическими характеристиками.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В работе использовали реактивы квалифи-

кации х.ч. и выше. Исходный раствор магния(II) 
(1.000 мг/см3) готовили растворением точной 
навески магния сернокислого 7-водного массой 
10.1400 г в воде, содержащей 1 см3 раствора сер-
ной кислоты концентрации С (½ H2SO4) = 1 М и 
разбавляли объем раствора водой до 1 дм3.

Растворы соляной кислоты с концентрацией 
0.1 М, натрия тетраборнокислого 10-водного бу-

ферного раствора с концентрацией 0.01 М рН = 
9.18, цитратного буферного раствора концентра-
цией 0.01 М рН = 6.4-6.9 готовили из соответству-
ющих стандарт-титров.

Использовали стандартный образец тетраци-
клина гидрохлорида («Fluka», Германия). Исход-
ные растворы с концентрацией 10 мкг/см3 гото-
вили растворением навески препарата в 0.001 М 
растворе соляной кислоты.

Спектрофотометрические измерения прово-
дили на спектрофотометре СФ-2000, атомно-аб-
сорбционные – спектрофотометре «Сатурн-3» на 
резонансной длине волны 285.2 нм при ширине 
щели монохроматора 0.7 нм с использованием 
стехиометрического пламени ацетилен-воздух. 
Кислотность растворов контролировали универ-
сальным иономером ЭВ-74 со стеклянным элек-
тродом ЭСУ 6307 ТУ 25.05.2234-77 и хлорсере-
бряным электродом сравнения ЭВЛ 1 МЗ. 

Исследование влияния кислотности среды на 
образование хелатного комплекса тетрациклина с 
магнием(ІІ) проводили спектрофотометрическим 
методом в диапазоне рН 3.4-9.5 (рН = 3.4-6.9 уста-
навливали добавлением цитратного буферного 
раствора, рН = 7.0-9.5 – добавлением боратного 
буферного раствора). Оптическую плотность рас-
твора измеряли относительно раствора сравне-
ния, содержащего все компоненты, кроме раство-
ра магния. 

Состав комплексных соединений тетрацикли-
на с магнием(II), образующихся в различных диа-
пазонах рН, исследовали методом элементного 
анализа по следующей методике. Хелат тетраци-
клина с магнием(II) выделяли экстрагировани-
ем этилацетатом при исследуемом значении рН. 
Органический слой переносили в термостойкий 
стакан, испаряли на электроплитке растворитель, 
выпаривали до влажных солей. Остаток раство-
ряли в 1 см3 концентрированной азотной кисло-
ты, количественно переносили в градуированные 
пробирки. Концентрацию магния(II) определяли 
пламенным атомно-абсорбционным методом. За-
тем рассчитывали массовую долю магния(II) в 
комплексе.

Исследование влияния концентрации Mg2+ 
на образование комплексного соединения тетра-
циклина с магнием(II) состава Mg2Tc проводили 
спектрофотометрическим методом.

Раствор, содержащий комплексное соедине-
ние Mg2Tс, готовили следующим образом: в колбу 
вместимостью 50 см3 вносили 2 см3 раствора те-
трациклина с концентрацией 2.0570.10-3 моль/дм3 и 
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аликвоты стандартного раствора магния(II) с кон-
центрацией 1 мг/см3 так, чтобы молярное соотно-
шение Тс:Mg составляло 1:1, 1:2, 1:10, 1:50, 1:100, 
соответственно. Диапазон рН 7.6-7.8 устанавлива-
ли добавлением боратного буферного раствора.

Для отделения исследуемого комплексного 
соединения тетрациклина с магнием (II) (Mg2Tс) 
от избытка магния(II) и концентрирования опре-
деляемого элемента использовали экстракцию.

В делительную воронку вместимостью 50 см3 
вносили 2 см3 раствора тетрациклина с концентра-
цией 2.0570.10-3 моль/дм3 и 5 см3 стандартного рас-
твора магния с концентрацией 1 мг/см3. Диапазон 
рН 7.6 ‑ 7.8 устанавливали добавлением боратного 
буферного раствора. Выдерживали 12 минут для 
установления равновесия. Измеряли равновесное 
значение рН с использованием иономера ИВ-160М 
(стеклянный и хлорсеребряный электроды). При-
бавляли 10 см3 органического растворителя (изо-
пропиловый спирт, изоамиловый спирт, этилаце-
тат, бутилацетат, метилэтилкетон, циклогексанон). 
В случае изопропанола, этилацетата и метилэтил-
кетона дополнительно для полноты разделения фаз 
прибавляли сульфат аммония в качестве высали-
вателя. Проводили экстракцию в течение 5 минут, 
оставляли на 10 ‑ 15 минут для полного расслоения 
фаз. Степень извлечения комплексного соедине-
ния тетрациклина с магнием в органическую фазу 
определяли спектрофотометрическим методом. 

Косвенное атомно-абсорбционное определе-
ние проводили по следующему алгоритму: 

Связывали тетрациклин в хелатный комплекс  
с магнием(II) в области рН = 7.6 ‑ 7.8 в присут-
ствии боратного буферного раствора в соотноше-
нии Tс:Mg2+ = 1:2.

Выделяли и концентрировали хелатный ком-
плекс тетрациклина с магнием(II) с помощью экс-
тракции. 

Концентрацию магния(II) определяли атомно-
абсорбционным методом после реэкстракции в 
пламени ацетилен-воздух.

Исследование влияния продуктов деструк-
ции органических экстрактов комплекса Mg2Тс 
на основе этилацетата и изоамилового спирта на 
аналитический сигнал магния проводили следу-
ющим образом. Органический слой полученных 
экстрактов переносили в термостойкий стакан, 
осторожно испаряли на электроплитке. Сухой 
остаток растворяли в 1 см3 концентрированной 
азотной кислоты с добавлением дистиллирован-
ной воды, кипятили 3 минуты. К продуктам де-
структата добавляли стандартный раствор Mg2+ с 
конечной концентрацией 100  мкг/см3. Определе-
ние концентрации магния проводили по градуи-
ровочному графику. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В спектре поглощения водного раствора тетра-

циклина (рис. 1) при рН = 6.4 наблюдается три мак-
симума при λ1 = 200.7 нм, λ2 = 276.6 нм и λ3 = 359.7 
нм. При рН = 6.4 водного раствора комплекса те-
трациклина с магнием(II) наблюдается 2 выражен-
ных максимума при λ1 = 234.5 нм и λ2 = 388.7 нм. 

Видно (рис.1а, 1б), что исчезнове-
ние пика при λmax = 276.60 и смещение 
пика с λ = 200.68 нм на λ = 234.50 нм, сви-
детельствует об образовании комплекса.

Одним из основных факторов, влияющих на 
процесс комплексообразования, является рН рас-
твора. 

Рис. 1. Спектры поглощения водного раствора тетрациклина (а) и тетрациклина с магнием (б) при 
рН = 6.4

Сергеева А. С., Щепина Н. Д.
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На рисунке 2 представлены спектры поглоще-
ния растворов, содержащих тетрациклин и избы-
ток ионов магния(II) при рН = 3.44 и 7.6. 

Рис. 2. Спектры поглощения комплекса тетра-
циклина с магнием (II) 1 (рН = 3.44) и 2 (рН = 7.6)

Видно (рис. 2), что различный характер спек-
тров поглощения при различных значениях рН – 
максимумы на кривой 1– l1 = 196.4 нм и λ2 = 262.8 
нм  и кривой 2 – l = 383 – 385 нм свидетельствуют 
о различных составах комплексных соединений. 
Методом элементного анализа было установлено, 
что при рН = 3.44 образуется комплекс тетраци-
клина с магнием состава 1:1 (МgТс), а при рН = 
7.6 состава 1:2 (Мg2Тс).

Оптимальное значение рН, соответствующее 
максимальному выходу комплекса состава Мg2Тс 
устанавливали по графику зависимости А (аб-
сорбционности) от рН при оптимальной длине 
волны lmax = 385нм (рис. 3)

Рис. 3. Влияние рН на абсорбционность ком-
плексного соединения тетрациклина с магнием 
(1:2) при l max = 385нм

Видно (рис. 3), что максимальное светопогло-
щение, т.е максимальный выход комплексного со-
единения тетрациклина с магнием состава Mg2Tc 
наблюдается при рН = 7.6-7.8. 

На рисунке 4 представлены результаты иссле-
дования влияния концентрации Mg2+ на образова-
ние комплексного соединения состава Mg2Tc при 

рН = 7.6. Видно, что максимальное поглощение 
наблюдается при молярном соотношении Тс:Mg2+ 
= 1:50 и более. Время образования комплекса – 12 
минут.

Рис. 4. Влияние соотношения Тс:Mg2+ на по-
глощение комплексного соединения при λ = 384 
нм, рН = 7.6

Для отделения исследуемого комплексного 
соединения тетрациклина с магнием от избытка 
магния(II) и концентрирования определяемого 
элемента использовали экстракцию.

В качестве экстрагентов были исследованы 
растворители различной природы: спирты (изо-
пропиловый, изоамиловый), сложные эфиры (эти-
лацетат, бутилацетат), кетоны (метилэтилкетон, ци-
клогексанон). Результаты представлены в табл. 1.

Таблица 1
Степень экстракции комплексного соединения тетра-

циклина с магнием органическими растворителями
Органический растворитель Степень извлечения R, %
Изопропиловый спирт 86
Изоамиловый спирт 98
Этилацетат 98
Бутилацетат 62
Циклогексанон 91
Метилэтилкетон 69

Видно (табл. 1), что степень извлечения ком-
плексного соединения тетрациклина с магнием 
спиртами и кетонами возрастает при увеличении 
числа атомов углерода в спирте, однако наилуч-
шими экстрагентами являются этилацетат и изо-
амиловый спирт (R =98%).

Экстракция хелатного комплекса Mg2Tс эти-
лацетатом в присутствии высаливателя – сульфа-
та аммония, проходит по гидратно-сольватному 
механизму, который можно представить уравне-
нием:

([Mg2Tс(H2O)n]+)mXm-
(В) + [(NH4)2SO4 · pH2O]

(B) + [yC4H8O2 · zH2O] (O) ←→ ([Mg2Tс · zH2O · 
yC4H8O2]+)mXm-

(О) + [(NH4)2SО4 · (n+p)H2O] (B)

Косвенное экстракционно-атомно-абсорбционное определение тетрациклина
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Экстракция Mg2Tс изоамиловым спиртом, 
также проходит по гидратно-сольватному меха-
низму, по уравнению:
([Mg2Tс(H2O)n]+)mXm-

(в) + [yC5H11OН · zH2O] (O)  ←→ 
([Mg2Tс · zH2O · yC5H11OН]+)mXm-

(о) + nH2O
где Tс = C22H24N2O8, X = Cl-

На модельных экстрактах было исследовано 
влияние состава экстракта на атомно-абсорбци-
онное определение магния. Результаты представ-
лены в таблице 2.

Таблица 2 
Влияние органических растворителей на сигнал маг-

ния в модельном растворе

Объект

Экстракт на основе этилацетата 0.8
Экстракт на основе изоамилово-
го спирта 0.6

Экстракт после деструкции 1.0

Видно (табл. 2), что продукты деструкции экс-
трактов комплексного соединения Mg2Tс не ока-
зывают депрессирующего воздействия на абсорб-
ционность магния, в то время как органические 
растворители снижают её. 

На основе проведенных исследований была 
разработана методика косвенного атомно-абсорб-
ционного определения тетрациклина в меде. 

МЕТОДИКА КОСВЕННОГО АТОМНО-
АБСОРБЦИОННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

ТЕТРАЦИКЛИНА В МЕДЕ
Отбор проб мëда проводят по ГОСТ 19792-

2017 [21]. Закристаллизованный мед размягчают 
на водяной бане и продавливают металлическим 
шпателем с длиной рабочей поверхности не менее 
20 мм через сито. Крупные механические части-
цы удаляют вручную.

Взвешивают (10.00 ± 0.001) г подготовлен-
ного меда, в стеклянной виале вместимостью 
80 см3. Добавляют 40.00 см3 цитратного буфера с 
рН = 4.4 и тщательно завинчивают крышку виа-
лы. Виалу помещают в ультразвуковую ванну на 
5 мин. Затем раствор интенсивно перемешивают 
на шейкере в течение 2 мин. Далее вносят алик-
воту стандартного раствора магния с тем, чтобы 
конечная концентрация магния (ІІ) в растворе со-
ставляла 0.05 мкг/см3 для образования комплекс-
ного соединения с тетрациклином, добавляют 
0.1 М раствор NaOH до рН 7.6-7.8 (контроль по 
рН-метру). Полученный раствор оставляют на 15 
минут для образования комплексного соединения 
тетрациклина с магнием (ІІ). Далее в делитель-

ной воронке смешивают полученный раствор с 
5 см3 изоамилового спирта, экстрагируют 5 мин и 
оставляют на 10 мин для полного разделения. Ор-
ганическую фазу переносят в термостойкий ста-
кан, выпаривают до влажных солей, прибавляют 
1  см3 концентрированной азотной кислоты и 10 
см3 дистиллированной воды, выпаривают наполо-
вину. Полученный раствор количественно пере-
носят в пробирку на 10 см3 и разбавляют раствор 
до метки дистиллированной водой. 

Параллельно готовят холостой опыт, с исполь-
зованием всех применяемых реактивов для кон-
троля их чистоты.

Проверку правильности результатов опреде-
ления тетрациклина в меде проводят методом вве-
дено-найдено. Результаты определения тетраци-
клина в образцах меда представлены в таблице 3.

Таблица 3. 
Результаты определения содержания тетрациклина 

в меде (n = 5; Р = 0.95).

Объект исследова-
ния

Введено 
тетрациклина,

мкг/кг

Найдено

n
StC ⋅

±
,

мкг/кг

Sr

Мед гречишный 
фермерский 20 19 ± 2 0.07

Мед цветочный 
фермерский 20 19 ± 2 0.07

Видно (табл. 3), что введенное количество те-
трациклина лежит в найденном доверительном 
интервале. Содержание тетрациклина в образцах 
меда не превышает ПДК (ПДК < 0.01 мг/кг [22]).

Предел обнаружения разработанной методики 
5 мкг/кг, Sr =0.07. Время определения 35 минут. 
По сравнению со стандартной методикой опре-
деления тетрациклина в пищевых продуктах на 
основе метода ВЭЖХ-МС [23], методика более 
экологична, существенно отличается по себе-
стоимости. Разработанная методика может быть 
использована для предварительного анализа, по-
скольку из-за высокой стоимости оборудования и 
расходных материалов метод ВЭЖХ-МС не всег-
да доступен для предприятий пищевой промыш-
ленности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для косвенного атомно-абсорбционного опре-

деления антибиотика тетрациклина в меде пред-
ложена новая аналитическая форма – комплекс-
ное соединение тетрациклина (Tc) с магнием(ІI) 
состава Мg2Тс, которое образуется при рН = 7.6 
‑ 7.8 при 50-кратном избытке магния. Комплекс-
ное соединение практически полностью извлека-
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ется этилацетатом или изоамиловым спиртом (R 
= 98%). Определение содержания тетрациклина 
проводят в растворе после термодеструкции экс-
тракта пламенным атомно-абсорбционным мето-
дом по металлу-индикатору магнию. Разработана 
новая, альтернативная, косвенная экстракционно-
атомно-абсорбционная методика определения те-
трациклина в мëде, которая позволяет расширить 
арсенал методов определения тетрациклина. Пре-
дел обнаружения Сmin = 5 мкг/кг, и Sr = 0.07, время 
определения 35 минут. 
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DETERMINATION OF TETRACYCLINE BY INDIRECT 
EXTRACTION-ATOMIC-ABSORPTION SPECTROMETRY

A. S. Sergeeva, N. D. Shchepina

Donetsk National University

Abstract. This article introduces the new analytical form for indirect extraction-atomic absorption de-
termination of tetracycline – the magnesium(II)-tetracycline (Tc) (2꞉1) complex (Mg2Tc) – which was theo-
retically substantiated and tested. There were examined optimal conditions for the formation and extraction 
of the proposed complex compound.

An indirect extraction-atomic-absorption method for determining tetracycline based on binding tet-
racycline ions with the so-called marker metal (magnesium (II)) in a stoichiometric ratio into a stable 
complex compound, extraction and concentrating the complex compound, measuring the concentration of 
the marker metal, and subsequent calculations for determining the concentration of the analyte based on 
concentration of the marker metal.

The conditions for the formation of the Mg2Tc complex were scrutinized by a spectrophotometric 
method. There were identified the optimal conditions for the extraction of a complex compound of Mg2Tc, 
which include the following: the acidic conditions within the pH range = 7.6 - 7.8; the concentration ratios 
of tetracycline (Tc) and magnesium(II) – 1:50. The formation time of the Mg2Tc chelate complex is 12 
minutes. 

The extraction of a complex compound of Mg2Tc composition with various organic solvents (alcohols, 
esters, ketones) was investigated. It was found that the maximum extraction factor of the Mg2Tc complex 
(R = 98%) is under the usage of ethyl acetate and 3-methylbutane-1-ol as extractants. 

The interfering factors and optimal conditions for the atomic-absorption determination of marker el-
ement (magnesium(II)) were investigated. The method for the determination of tetracycline in honey by 
indirect flame atomic absorption was developed. This new alternative method makes it possible to expand 
number of methods for the determination of tetracycline. The limit of detection is 5 μg/kg, the relative stan-
dard deviation does not exceed 0.07, the analysis duration is 35 minutes. 

Keywords: indirect determination, flame atomic absorption spectrometry, spectrophotometry, 
extraction, tetracycline.
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