
Хло рам фе ни кол, или ле во ми це тин, яв ля ет -
ся от но си тель но де ше вым, вы со ко эф фек тив ным
ан ти би о ти ком ши ро ко го спек т ра дей с т вия. Ра нее
ХАФ час то ис поль зо ва ли в ве те ри нар ной прак ти -
ке бла го да ря хо ро шим ан ти бак те ри аль ным и фар -
ма ко ки не ти чес ким свой с т вам. Для че ло ве ка ХАФ
яв ля ет ся ге мо ток сич ным ве щес т вом, спо соб ным
вы зы вать ап ла зию кос т но го моз га (по те рю спо соб -

нос ти к кро вет во ре нию) и, вслед с т вие это го, ап -
лас ти чес кую ане мию. Пос коль ку дозы ХАФ, спо -
соб ные вы зы вать эти па то ло гии, до сих пор не оп -
ре де ле ны, ис поль зо ва ние хло рам фе ни ко ла для ле -
че ния про дук тив ных жи вот ных в ряде стран было
зап ре ще но (стра ны ЕС, США, Ка на да и др.). Од на -
ко в свя зи с вы со кой эф фек тив нос тью, ши ро ким
спек т ром дей с т вия и от но си тель но низ кой сто и -
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Им му но ф ер мен  т ный ана л из хл о рам ф е ни ко  ла  в про дук тах
пи  та ния

Раз ра бо та на им му но фер мен т ная тес т - сис те ма для оп ре де ле ния ос та точ ных ко ли -
честв хло рам фе ни ко ла (ХАФ) в про дук тах пи та ния. Чув с т ви тель ность ме то да сос та -
ви ла 0,05 мкг/л. Оп ти ми зи ро ва на ме то ди ка под го тов ки проб мо ло ка раз лич ной сте -
пе ни жир нос ти и ку ри но го мяса. Для ана ли за мо ло ко раз во ди ли бу фер ным рас т во -
ром в 5 раз. Пре дел об на ру же ния ХАФ в мо ло ке сос та вил 0,3 мкг/л, сте пень из в ле че -
ния  ко ле балась от 74 до 118%. Для об раз цов ку ри но го мяса было пред ло же но две
ме то ди ки под го тов ки проб: эк с трак ция бу фер ным рас т во ром (эк с прес с - ме тод) и эк с -
трак ция аце то нит ри лом. Пре де л об на ру же ния ХАФ в об раз цах ку ри но го мяса сос та -
ви л 0,5 и 0,3 мкг/кг, со от вет с т вен но; сте пень извлечения сос та вила 71—107 % и
95—115 %, со от вет с т вен но. Оп ре де ле ние ос та точ ных ко ли честв ХАФ в про дук тах
пи та ния ме то да ми ИФА и ВЭЖХ-МС по ка за ло хо ро шую схо ди мость дан ных.

Клю че вые сло ва: им му но фер мен т ный ана лиз, про дук ты пи та ния жи вот но го про ис хож де ния, хло рам фе ни кол.

                                 
Фе до ро ва Ма ри на Дмит ри ев на, Ан д ре е ва Ири на Пет ров на, Вы лег жа ни на Ека те ри на Сер ге ев на, Ко ма ров Алек сандр Ана то ль е -
вич, Руб цо ва Майя Юрь ев на, Сам со но ва Жан на Ва си ль ев на, Его ров Алек сей Ми хай ло вич.

Спи сок со кра ще ний: ББ — 0,01 М бо рат ный бу фер, рН 8,6; БСА — бы чий сы во ро точ ный аль бу мин; ВЭЖХ-МС — вы со ко эф фек тив -
ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия с масс-спек тро мет ри че ской де тек цией; ДМФА — ди ме тил фор ма мид; ИФА — им му но фер мен т -
ный ана лиз; КБ — 0,01 М Na-кар бо нат ный бу фер ный рас твор; ОП — оп ти че ская плот ность; ПХ — пе рок си да за хре на; ФБС —
0,01 М К-фос фат ный бу фер ный рас твор с 0,15 М NaCl; ФБСТ — ФБС, со дер жа щий 0,1% твин 20; ХАФ — хло рам фе ни кол;
KLH (he y ho le lim pet he mo cy a nin)  ге мо ци а нин лим фы улит ки; MRPL (mi ni mum re qu i red per for man ce li mit) — ми ни ма ль ная
кон цен т ра ция, опре де лен ная и под твер ж ден ная ар бит раж ным ме то дом.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



мос тью ХАФ до сих пор при ме ня ют (час то не за -
кон но) для ле че ния и про фи лак ти ки ряда ин фек ци -
он ных за бо ле ва ний жи вот ных, птиц, пчел, ра ко об -
раз ных. В час т нос ти, ос та точ ные ко ли чес т ва ХАФ
были най де ны в кре вет ках и меде, им пор ти ру е -
мых из стран ази ат с ко го ре ги о на в Ев ро пу. Все это 
обус лов ли ва ет не об хо ди мость раз ра бот ки вы со ко -
чув с т ви тель ных, на деж ных и дос туп ных ме то дов
ана ли за ан ти би о ти ка для це лей кон т ро ля ка чес т ва 
пи ще вых про дук тов.

В стра нах ЕС к ме то дам оп ре де ле ния ос та -
точ ных ко ли честв зап ре щен ных к ис поль зо ва нию
ве ществ, для ко то рых не ус та нов лен до пус ти мый
уро вень, та ких как ХАФ, предъ яв ля ют вы со кие
тре бо ва ния. В час т нос ти, был ус та нов лен кри те -
рий “minimum required performance limit” (MRPL),
со от вет с т ву ю щий “ми ни маль ной кон цен т ра ции
ана ли та в об раз це, ко то рая дол ж на быть оп ре де ле -
на и под т вер ж де на” ар бит раж ным ана ли ти чес ким 
ме то дом. Для ме то дов оп ре де ле ния ос та точ ных ко -
ли честв ХАФ в про дук тах пи та ния MRPL ус та нов -
лен рав ным 0,3 мкг/кг [1]. В Рос сий с кой Фе де ра -
ции, как и в стра нах Ев ро со ю за, на ли чие ос та точ -
ных ко ли честв ХАФ в про дук тах пи та ния жи вот -
но го про ис хож де ния не до пус ка ет ся [2, 3]. Кри те -
рий, по доб ный MRPL, в России не вве ден и ори ен -
ти ром слу жат ме то ды, ре ко мен до ван ные для оп ре -
де ле ния ос та точ ных ко ли честв ХАФ в про дук тах
пи та ния [2, 4]. Пре дел об на ру же ния ан ти би о ти ка
ме то дом вы со ко эф фек тив ной жид кос т ной хро ма тог -
ра фии (ВЭЖХ) сос тав ля ет 10 мкг/кг, ме то дом
ИФА (на бор ИФА- ХАФ про из вод с т ва ЗАО НВО

“Им му но тех”, Рос сия) — 8 мкг/кг, ме то дом ИФА
(на бор Ри дас к рин Хло рам фе ни кол (RIDAS -
CREEN Chlor amphenicol про из вод с т ва “R-Biop -
harm GmbH”, Гер ма ния) — от 0,012 до 0,05 мкг/кг.

К нас то я ще му вре ме ни раз ра бо та ны раз но -
об раз ные ме то ды оп ре де ле ния ХАФ в про дук тах
пи та ния, при этом ИФА ши ро ко ис поль зу ют для
мас со вых ана ли зов. Раз ра бо та ны тра ди ци он ные
ме то ды ИФА [5—7], поз во ля ю щие про во дить оп -
ре де ле ние ХАФ в кон цен т ра ци ях ниже MRPL, а
так же ме то ды ИФА с хе ми лю ми нес цен т ной де тек -
ци ей, ис поль зо ва ние ко то рой по вы ша ет чув с т ви -
тель ность ана ли за в 10 раз [8, 9]. Ме то ды на ос но -
ве ИФА яв ля ют ся бо лее де ше вы ми, от но си тель но
прос ты ми и быс т ры ми по срав не нию с ин с тру мен -
таль ны ми фи зи ко- хи ми чес ки ми ме то да ми ана ли -
за, дав но ис поль зу е мы ми для оп ре де ле ния ХАФ
[10, 11]. Ме то ды на ос но ве ВЭЖХ в со че та нии с
мас с - с пек т ро мет ри ей (ВЭЖХ-МС) и дру ги ми мо -
ди фи ка ци я ми, бе зус лов но, не за ме ни мы для це лей 
иден ти фи ка ции ве щес т ва. Од на ко они неп ри год -
ны для мас со вых ана ли зов, так как пре дус мат ри ва -

ют ис поль зо ва ние до ро гос то я ще го обо ру до ва ния,
нуж да ю ще го ся в вы со кок ва ли фи ци ро ван ном об с -
лу жи ва нии, и яв ля ют ся тру до ем ки ми. Ме то ды на
ос но ве ИФА час то ис поль зу ют в со че та нии с хро -
ма тог ра фи чес ки ми для окон ча тель но го под т вер ж -
де ния на ли чия ан ти би о ти ка в об раз це [5—7]. От -
но си тель но не дав но был раз ра бо тан и ус пеш но
при ме нен для ана ли за ХАФ в раз лич ных объ ек тах 
ме тод на ос но ве оп ти чес ко го би о сен со ра
(Biacore®, Шве ция) с ис поль зо ва ни ем им му но хи -
ми чес ких ре а ген тов [12]. Дан ная би о сен сор ная
сис те ма поз во ля ет на деж но, быс т ро и с вы со кой
чув с т ви тель нос тью оп ре де лять раз но об раз ные
заг ряз ня ю щие ве щес т ва [13], но ее ши ро кое рас п -
рос т ра не ние сдер жи ва ет ся вы со кой це ной как са -
мо го при бо ра, так и со от вет с т ву ю ще го на бо ра ре а -
ген тов.

Тре бо ва ния к чув с т ви тель нос ти оп ре де ле -
ния ос та точ ных ко ли честв ХАФ сти му ли ру ют
раз ра бот ку все бо лее чув с т ви тель ных ме то дов
ана ли за. Со об ща ет ся о раз ра бот ке свер х чув с т ви -
тель но го ме то да на ос но ве по вер х нос т но го плаз -
мон но го ре зо нан са [14], поз во ля ю ще го про во -
дить оп ре де ле ние ХАФ на уров не фем тог рамм в
мил ли лит ре. Од на ко до сих пор са мы ми удоб ны -
ми и рас п рос т ра нен ны ми ос та ют ся ме то ды на ос -
но ве ИФА, ха рак те ри зу ю щи е ся вы со кой чув с т ви -
тель нос тью, спе ци фич нос тью и точ нос тью. Вы -
пус ка ют ся им пор т ные им му но фер мен т ные тес т -
 сис те мы для ана ли за ХАФ. Вы со кая сто и мость
та ких тес т - сис тем (око ло 500 евро) дик ту ет не об -
хо ди мость раз ра бот ки бо лее де ше вых оте чес т -
вен ных ана ло гов. 

Ра нее нами была раз ра бо та на им му но фер -
мен т ная тес т - сис те ма для оп ре де ле ния хло рам фе -
ни ко ла в про дук тах пи та ния жи вот но го про ис хож -
де ния [4, 15, 16]. Пре дел об на ру же ния сос та вил
8 мкг/л (8 мкг/кг) хло рам фе ни ко ла в мо ло ке, ку ри -
ном мясе, яй цах. 

Целью нас то я щей ра бо ты яв ля лась раз ра -
бот ка бо лее чув с т ви тель но го и быс т ро го ме то да
оп ре де ле ния ос та точ ных ко ли честв ХАФ в про -
дук тах пи та ния, от ве ча ю ще го вы со ким меж ду на -
род ным тре бо ва ни ям.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

В ра бо те ис поль зо ва ны пе рок си да за хре на
(ПХ), ге мо ци а нин лим фы улит ки, би о хи ми чес кие
и хи ми чес кие ре а ген ты фирм Sigma (США) и
Merck (Гер ма ния), кис ло ты и не ор га ни чес кие
соли мар ки ос.ч. (“Хим мед”, Рос сия), а так же суб -
с т рат ный рас т вор для ИФА, со дер жа щий 3,3, 5,5-
 тет ра ме тил бен зи дин и пе ре кись во до ро да (ЗАО
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"НВО Им му но тех", Рос сия). Ис поль зо ва ли сле ду ю -
щие бу фер ные рас т во ры: 0,01 М К-фос фат ный с
0,15 М NaCl, рН 7,4 (ФБС); ФБС, со дер жа щий
0,1% твин-20, рН 7,4 (ФБСТ); 0,01 М Na-кар -
бонатный, рН 9,5 (КБ); 0,01 М бо рат ный, рН 8,6
(ББ). Все рас т во ры го то ви ли на де и о ни зо ван ной
воде (Milli-Q, Millipore, Фран ция).

Стан дар т ные рас т во ры ХАФ для ИФА с кон -
цен т ра ци ей 0 мкг/л; 0,05; 0,1; 0,3; 1,0; 3,0 и
10,0 мкг/л го то ви ли в ФБС или бу фер ном рас т во ре 
со ста би ли зи ру ю щи ми до бав ка ми из ис ход но го
рас т во ра ан ти би о ти ка в ме та но ле (1 мг/мл).

Об раз цы мо ло ка и мяса были пре дос тав ле -
ны  ФГУ “ВГНКИ”.

В ра бо те ис поль зо ва ли по лис ти ро ло вые
96-лу ночные план ше ты фир мы Costar (США). Из -
ме ре ние ОП про дук та фер мен та тив ной ре ак ции
про во ди ли на мно го ка наль ном спек т ро фо то мет -
ре для 96-луночных план ше тов (Molecular
Devices, Palo Alto, США). Для под го тов ки проб и
про ве де ния ВЭЖХ-МС бы ли ис поль зо ва ны: мас с -
с пек т ро мет ри чес кая сис те ма “Quattro Micro” с
прог рам м ным обес пе че ни ем MassLynx 4.1 (Waters,
США), тер мос та ти ру е мый наг ре ва тель ный мо -
дуль с сис те мой от дув ки рас т во ри те лей инер т -
ным га зом Reacti-Therm 3 (Pierce, США), ко лон -
ка хро ма тог ра фи чес кая Pursuit (C18; 3,5 мкм,
2,0150 мм), ко лон ка Metaguard 2,0 мм Pursuit 3u
C18 3001-MG2 (Varian, США), стан дар т ные об -
раз цы хло рам фе ни ко ла (чис то та 99,1%), (Sigma,
США), хло рам фе ни ко ла (Cl37)2

*, чис то та 99,3%
(Sigma) и уль траз ву ко вая баня Elmasonic S 30 H
(Elma, Гер ма ния). 

Син тез конъ ю га тов ХАФ с бел ка ми из
сук ци на та ХАФ. Для по лу че ния им му но ге на
ХАФ с ге мо ци а ни ном и конъ ю га та ХАФ с пе рок си -
да зой хре на (ХАФ-ПХ) из сук ци на та ХАФ ис поль зо -
ва ли ме тод ак ти ви ро ван ных эфи ров [17]. 25 мкмоль
сук ци на та ХАФ рас т во ря ли в 200 мкл ди ме тил -
фор ма ми да (ДМФА). При пе ре ме ши ва нии до бав -
ля ли 50 мкмоль ди цик ло гек сил кар бо ди и ми да, рас т -
во рен но го в 150 мкл ДМФА, и рас т вор 50 мкмоль
N-гидроксисукцинимида в 150 мкл ДМФА. Ре ак -
ци он ную смесь ин ку би ро ва ли при пе ре ме ши ва -
нии 2 ч при ком нат ной тем пе ра ту ре и цен т ри фу ги -
ро ва ли (10 мин, 11400 g). По лу чен ный су пер на -
тант при пе ре ме ши ва нии и ох лаж де нии до бав ля -
ли либо к рас т во ру 10 мг ПХ в 4,5 мл КБ (0,22
мкмоль), либо к рас т во ру 150 мг KLH в 30 мл ББ
(0,03 мкмоль). Да лее по лу чен ные сме си ин ку би ро -
ва ли при пе ре ме ши ва нии 2 ч при ком нат ной тем -
пе ра ту ре и в те че ние ночи при 4°. Рас т во ры цен т -
ри фу ги ро ва ли (10 мин, 11400 g) и ди а ли зо ва ли
про тив ФБС.

По лу че ние по лик ло наль ных ан ти сы во -
ро ток. По лик ло наль ные ан ти сы во рот ки  по лу ча -
ли им му ни за ци ей взрос лых кро ли ков (по ро ды
Шин шил ла мас сой 23 кг) конъ ю га том сук ци на -
та ХАФ с ге мо ци а ни ном по ме то ду [15]. Им му но -
г ло бу ли но вую фрак цию ан ти сы во ро ток (IgG) вы -
де ля ли двук рат ным осаж де ни ем суль фа том нат -
рия [18]. 

Про ве де ние ИФА хло рам фе ни ко ла. По лис -
ти ро ло вые план ше ты пок ры ва ли рас т во ром по ли -
к ло наль ных ан ти тел в выб ран ной кон цен т ра ции
(150 мкл/лун ку) в КБ в те че ние ночи при 4°. План ше -
ты про мы ва ли рас т во ром ФБСТ (3250 мкл/ лунку),
вы дер жи ва ли 1 ч при ком нат ной тем пе ра ту ре со
ста би ли зи ру ю щим рас т во ром (0,1 М КБ, со дер жа -
щий 1% са ха ро зы и 0,5% БСА), вы су ши ва ли и хра -
ни ли при 4°.

В лун ки план ше та с сор би ро ван ны ми ан ти -
те ла ми вно си ли по 50 мкл стан дар т ных рас т во ров 
ХАФ или ана ли зи ру е мых об раз цов и по 50 мкл
рас т во ра конъ ю га та ХАФ-ПХ в выб ран ной кон -
цен т ра ции в ФБСТ. Пос ле ин ку ба ции (1 ч, 37°)
лун ки про мы ва ли ФБСТ (3250 мкл) и в каж дую
лун ку до бав ля ли 100 мкл суб с т рат но го рас т во ра.
Че рез 10—15 мин ре ак цию ос та нав ли ва ли, вно ся
в лун ки план ше та по 100 мкл 0,5 М сер ной кис ло -
ты и ре гис т ри ро ва ли ОП при  450 нм.

Пре дел об на ру же ния ХАФ дан ным ме то дом 
рас с чи ты ва ли как сред нее зна че ние ОП рас т во ра,
не со дер жа ще го ХАФ, ми нус 3 зна че ния стан дар т -
но го от к ло не ния (n = 20).

Эк с пе ри мен таль ную кон та ми на цию об -
раз цов мо ло ка и мя са про во ди ли пу тем вне се -
ния раз лич ных алик вот ме та ноль но го рас т во ра
ХАФ из вес т ной кон цен т ра ции в об раз цы мо ло ка
или го мо ге ни зи ро ван ной мы шеч ной тка ни и тща -
тель но го пе ре ме ши ва ния. 

Под го тов ка об раз цов мо ло ка. Для оп ре де -
ле ния ХАФ ме то дом ИФА мо ло ко раз бав ля ли
ФБСТ в 5 и 10 раз и тща тель но пе ре ме ши ва ли. 

Для оп ре де ле ния ХАФ ме то дом ВЭЖХ- МС
мо ло ко цен т ри фу ги ро ва ли (10 мин, 7000 g, 5°) и
вер х ний жир ный слой уда ля ли. К 2 мл обез жи рен -
но го мо ло ка до бав ля ли 4 мл сме си аце то нит -
рил—вода (7:3, об/об), пе ре ме ши ва ли 1 мин, эк с -
тра ги ро ва ли 20 мин на уль траз ву ко вой бане и за -
тем цен т ри фу ги ро ва ли (20 мин, 2100 g, 4°). К 4 мл
су пер на тан та до бав ля ли 6,4 мл гек са на и 1,6 мл
дих лор ме та на. Смесь взбал ты ва ли и цен т ри фу -
ги ро ва ли (5 мин, 2100 g). От би ра ли 1 мл сред ней
фа зы и упа ри ва ли до су ха при 45°. Су хой ос та ток
рас т во ря ли в 0,5 мл сме си ме та нол—вода (1:1, об/об) 
и со дер жа ние ХАФ оп ре де ля ли ме то дом ВЭЖХ-
 МС.

Биотехнология, 2009, № 6 81

ИМ МУ НО ФЕР МЕН Т НЫЙ АНА ЛИЗ ХЛО РАМ ФЕ НИ КО ЛА В ПРО ДУК ТАХ ПИ ТА НИЯ



Под го тов ка об раз цов мяса 

Ме тод 1. К 2 г го мо ге ни зи ро ван но го об раз -
ца до бав ля ли 8 мл ФБС и го мо ге ни зи ро ва ли 1 мин,
за тем еще 10 мин пе ре ме ши ва ли и цен т ри фу ги ро -
ва ли (15 мин, 2100 g). Су пер на тант раз бав ля ли  бу -
фе ром ФБСТ в со от но ше нии 1:1.

Ме тод 2. К 2 г го мо ге ни зи ро ван но го об раз -
ца до бав ля ли 8 мл сме си аце то нит рил—вода
(84:16, об/об), пе ре ме ши ва ли 10 мин и цен т ри фу -
ги ро ва ли (10 мин, 2100 g, 20°). К 2 мл су пер на тан -
та до бав ля ли 2 мл дис тил ли ро ван ной воды и 3 мл
эти ла це та та. Смесь тща тель но пе ре ме ши ва ли и
цен т ри фу ги ро ва ли (10 мин, 2100 g). За тем от би ра -
ли 1,5 мл вер х не го слоя и упа ри ва ли до су ха при
45°. Ос та ток рас т во ря ли в 0,5 мл ФБСТ для ИФА
или в 0,5 мл воды для ВЭЖХ-МС, до бав ля ли 1 мл
н-гек са на, тща тель но пе ре ме ши ва ли 10 мин и уда -
ля ли вер х ний гек са но вый слой. Для ИФА ис поль -
зо ва ли 50 мкл ниж не го вод но го слоя. Для
ВЭЖХ-МС к ниж не му слою до бав ля ли 0,5 мл ме -
та но ла и про бу ана ли зи ро ва ли.

Ме тод 3. К 2 г го мо ге ни зи ро ван но го об раз -
ца до бав ля ли 10 мл сме си аце то нит рил—вода
(7:3, об/об), пе ре ме ши ва ли 1 мин, эк с тра ги ро ва ли
20 мин на уль траз ву ко вой бане и за тем цен т ри фу -
ги ро ва ли (20 мин, 2100 g, 4о). К 2,5 мл су пер на тан -
та до бав ля ли 4 мл гек са на и 1 мл дих лор ме та на.
Смесь взбал ты ва ли и цен т ри фу ги ро ва ли (5 мин,
2100 g). Да лее 1 мл сред ней фазы упа ри ва ли до су -
ха при 45°. Для ИФА су хой ос та ток рас т во ря ли в
0,5 мл ФБСТ, для ВЭЖХ-МС — в 0,5 мл сме си ме -
та нол—вода (1:1, об/об).

Ана лиз об раз цов про дук тов пи та ния ме то -
дом ВЭЖХ-МС про во ди ли на хро ма то- мас с - с пек т -
ро мет ре Quattro Micro с двух с та дий ным квад ру -
поль ным ана ли за то ром. Де тек цию ана ли тов про -
во ди ли в ре жи ме мо ни то рин га нес коль ких ре ак -
ций. Ко ли чес т вен ное оп ре де ле ние осу щес т в ля ли

ме то дом внут рен не го стан дар та по пло ща ди пика
иден ти фи ци ро ван ных со е ди не ний от но си тель но
ка либ ро воч ной кри вой, по лу чен ной при ана ли зе в 
ана ло гич ных ус ло ви ях гра ду и ро воч ных рас т во ров. 

ВЭЖХ про во ди ли при ско рос ти по то ка элю -
ен та 0,3 мл/мин и тем пе ра ту ре ко лон ки 40°. Ре -
жим гра ди ен т но го элю и ро ва ния вы би ра ли в со от -
вет с т вии с дан ны ми табл. 1.

Ус ло вия МС были сле ду ю щи ми: ре жим от -
ри ца тель ной иони за ции; тем пе ра ту ра ис точ ни ка
120°; тем пе ра ту ра га за де соль ва ции 450°; по ток га -
за де соль ва ции 650 л/ч; по ток га за под дув ки 80 л/ч.
Воз дей с т вие на ионы в ус ло ви ях элек т рос п рея с ре -
гис т ра ци ей от ри ца тель ных ионов про во ди ли при
нап ря же нии на ко ну се 25/15 еВ и вре ме ни удер жи -
ва ния 3,1 мин.

Пре дел об на ру же ния ХАФ ме то дом ВЭЖХ-
 МС сос та вил 0,2 мкг/кг, пре дел ко ли чес т вен но го
оп ре де ле ния — 0,5 мкг/кг. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В на шей ра бо те была выб ра на пря мая схе ма 
кон ку рен т но го ИФА, так как она яв ля ет ся бо лее
прос той и быс т рой по срав не нию с неп ря мой (ана -
лиз 40 об раз цов за ни ма ет око ло 2 ч). Ра нее при
ИФА хло рам фе ни ко ла и ам пи цил ли на в неп ря мом 
ме то де ИФА нами было по ка за но, что ком по нен -
ты мо ло ка ока зы ва ют зна чи тель ное вли я ние на ре -
зуль та ты ана ли за [15, 16, 19]. Кро ме того, при
ИФА стреп то ми ци на было обнаружено, что опи -
сан ный эф фект для мо ло ка в пря мом ана ли зе не
столь вы ра жен, как в неп ря мом [20]. 

Для по лу че ния по лик ло наль ных ан ти сы во -
ро ток, спе ци фич ных к ХАФ, в ка чес т ве им му но ге -
на нами был ис поль зо ван конъ ю гат сук ци на та
ХАФ с ге мо ци а ни ном. По лу чен ные ан ти сы во рот -
ки были про тес ти ро ва ны ме то дом неп ря мо го
ИФА с ис поль зо ва ни ем конъ ю га та ХАФ с оваль бу -
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Та б ли  ца  1
Ха рак те ри сти ка ис по ль зо ван ных спо со бов элю ции при ВЭЖХ-МС ХАФ-со дер жа щих 
об раз цов

t, мин 0 2 6 17 17,1 17,1 по 22

Смесь вод ных рас т во ров му равь и ной
кис ло ты (0,05%) и фор ми а та ам мо ния 
(0,05%),%

50 100 100 0 50 50

Смесь ме та нол—аце то нит рил 
(50:50, об/об), %

50 0 0 100 50 50



ми ном, им мо би ли зо ван но го на твер дой фазе. Из
ан ти сы во ро ток с на и бо лее вы со ким тит ром были
вы де ле ны IgG-фракции ан ти тел и изу че на их спе -
ци фич ность. Пе рек рес т ная ре ак тив ность к ти ам фе -
ни ко лу, флор фе ни ко лу и ан ти би о ти кам дру гих
групп не пре вы ша ла 0,1%. Для со е ди не ний, род с т вен -
ных ХАФ по струк ту ре, пе рек рес т ная ре ак тив ность
наб лю да лась в слу чае сук ци на та ХАФ (251 %). В
ходе даль ней шей ра бо ты были по доб ра ны оп ти -
маль ные со от но ше ния кон цен т ра ций конъ ю га та
ХАФ-ПХ и им мо би ли зо ван ных на твер дой фазе
ан ти тел. Ти пич ный гра ду и ро воч ный гра фик, по лу -
чен ный с по мощью раз ра бо тан ной тес т - сис те мы,
пред с тав лен на ри сун ке (кри вая 1). 

Пре дел об на ру же ния ХАФ в бу фер ном рас т -
во ре сос та вил 0,05 мкг/л. Ли ней ный ди а па зон кон -
цен т ра ций ХАФ, оп ре де лен ный как об ласть
20—80%-но го свя зы ва ния конъ ю га та, сос та вил
0,05—3 мкг/л. Раз ра бо тан ный ме тод ха рак те ри зо -
вал ся хо ро шей точ нос тью и вос п ро из во ди мос тью
ре зуль та тов ана ли за. Ко эф фи ци ен ты ва ри а ции
для бу фер ных рас т во ров, со дер жа щих 0,1 мкг/л,
0,5 и 3,0 мкг/л ХАФ, сос та ви ли 6,7; 5,7 и 3,4% в те -
че ние од но го дня (n=10, P=0,95) и 8,5; 7,6 и 6,9%
для трех раз лич ных дней (n=3, P=0,95), со от вет с т -

вен но. Была так же изу че на ста биль ность раз ра бо -
тан ной тес т - сис те мы и по ка за но, что все ком по -
нен ты, вхо дя щие в сос тав тес т - сис те мы, ста биль -
ны при хра не нии в те че ние 6 мес при 4° (дан ные
не при ве де ны).

Оп ти ми за ция опре де ле ния ХАФ 
ме то дом ИФА в мо ло ке

Од ной из ос нов ных проб лем при раз ра бот -
ке ме то дов оп ре де ле ния ос та точ ных ко ли честв заг -
ряз ня ю щих ве ществ в про дук тах пи та ния яв ля ет -
ся вли я ние слож но го и раз но об раз но го по сос та ву
мат рик са об раз цов на ана ли ти чес кие па ра мет ры
сис те мы. Су щес т вен ное вли я ние ком по нен тов,
вхо дя щих в сос тав мо ло ка, на ре зуль та ты ана ли за
наб лю да лось и в раз ра ба ты ва е мом ме то де. Гра ду и -
ро воч ные гра фи ки, по лу чен ные на ос но ве стан -
дар т ных рас т во ров ХАФ в бу фер ном рас т во ре и в
цель ном мо ло ке 3,5%-ной жир нос ти, за мет но рас -
хо дят ся (см. ри су нок, кри вые 1 и 3). По э то му в
ходе даль ней шей ра бо ты были ис с ле до ва ны нес -
коль ко ме то дов под го тов ки проб об раз цов мо ло -
ка. Для умень ше ния вли я ния жир нос ти мо ло ка об -
ра зец пе ред ана ли зом обез жи ри ва ли. В на шем слу -
чае обез жи ри ва ние мо ло ка не по мог ло сни зить
вли я ние сос та ва об раз ца на ре зуль та ты ана ли за.
Гра фи ки, по лу чен ные с ис поль зо ва ни ем стан дар т -
ных рас т во ров ХАФ в обез жи рен ном мо ло ке,
были иден тич ны гра ду и ро воч ным гра фи кам в
цель ном мо ло ке (дан ные не при ве де ны).

Од ним из на и бо лее прос тых и дос туп ных
спо со бов умень ше ния вли я ния мат ри цы яв ля ет ся
прос тое раз бав ле ние об раз ца. Ис поль зо ва ние в
раз ра бо тан ном ме то де вы со ко аф фин ных ан ти тел
обес пе чи ло дос ти же ние вы со кой чув с т ви тель нос -
ти ана ли за, что поз во ли ло раз во дить об раз цы мо -
ло ка в 5, 10 и бо лее раз бу фер ным рас т во ром
(ФБСТ) без до пол ни тель ной под го тов ки проб.
При этом для ус т ра не ния мат рич но го эф фек та дос -
та точ ным ока за лось раз ве де ние мо ло ка в 5 раз. Оп -
ре де ле ние со дер жа ния ХАФ в раз ве ден ных об раз -
цах мо ло ка дало ре зуль та ты, близ кие к дан ным, по -
лу чен ным с ис поль зо ва ни ем стан дар т но го гра ду и -
ро воч но го гра фи ка в бу фер ном рас т во ре (см. ри су -
нок, кри вые 1 и 2, табл. 2). Боль шее раз бав ле ние
об раз цов мо ло ка при во ди ло к умень ше нию чув с т -
ви тель нос ти ме то да. На ос но ве по лу чен ных ре -
зуль та тов в ка чес т ве оп ти маль но го было выб ра но
раз бав ле ние об раз цов мо ло ка бу фер ным рас т во -
ром в 5 раз. Оп ре де лен ное дан ным ме то дом ко ли -
чес т во ХАФ (сте пень из в ле че ния) сос та ви ло
74—118 %, а пре дел об на ру же ния ХАФ дан ным
ме то дом  0,3 мкг/л мо ло ка. 
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Гра ду и ро воч ные кри вые оп ре де ле ния ХАФ в мо ло ке
3,5%-ной жир нос ти при ис поль зо ва нии раз лич ных ме то дов
под го тов ки проб: 1 — стан дар т ные рас т во ры ХАФ в ФБСТ;
2 — рас т во ры ХАФ в мо ло ке, раз ве ден ном в 5 раз ФБСТ; 3 —
рас т во ры ХАФ в цель ном мо ло ке



С по мощью раз ра бо тан ной тес т - сис те мы
было про а на ли зи ро ва но 37 об раз цов мо ло ка раз -
лич но го сос та ва и жир нос ти. Во всех об раз цах ос -
та точ ные ко ли чес т ва ХАФ не были об на ру же ны.

Оп ти ми за ция опре де ле ния ХАФ 
ме то дом ИФА в мя се

Под го тов ку проб для оп ре де ле ния ХАФ в ку -
ри ном мясе (5 об раз цов) про во ди ли тре мя ме то да -
ми. Для эк с прес с -оп ре де ле ния мясо го мо ге ни зи ро -
ва ли в бу фер ном рас т во ре (ФБС), цен т ри фу ги ро ва -
ли и су пер на тант ана ли зи ро ва ли в ИФА (ме тод 1).
Пре дел об на ру же ния ХАФ этим ме то дом в об раз -
цах мяса (от нес коль ких про из во ди те лей) сос та вил 
0,5 мкг/кг. Сте пень извлечения варь и ро вала от 71
до 107% (табл. 3). 

Для бо лее точ но го ко ли чес т вен но го оп ре де -
ле ния ХАФ в мясе ис поль зо ва ли двух с та дий ную
эк с трак цию аце то нит ри лом и эти ла це та том (ме -
тод 2) или эк с трак цию аце то нит ри лом с пос ле ду -
ю щей очис т кой гек са ном и дих лор ме та ном (ме -
тод 3). По лу чен ные ре зуль та ты по ка за ли, что при
ис поль зо ва нии ме то да 2 сте пень эк с трак ции ХАФ
из об раз цов мяса яв ля ет ся не дос та точ ной: сте -
пень из в ле че ния сос та ви ла 58—74%. Луч шие ре -

зуль та ты были по лу че ны при эк с трак ции ХАФ ме -
то дом 3.  Сте пень из в ле че ния из ме ня лась от 95 до 
115%; пре дел об на ру же ния сос та вил 0,3 мкг/кг ку -
ри но го мяса (см. табл. 3).

Были про ве де ны пред ва ри тель ные ис с ле до -
ва ния по оп ре де ле нию ос та точ ных ко ли честв
ХАФ в об раз цах сви но го мяса. Про а на ли зи ро ва ли 
4 об раз ца сви ни ны без до бав ле ния и с до бав ле ни -
ем в про бы ХАФ в кон цен т ра ции 3 мкг/кг. В дан -
ном слу чае ис поль зо ва ли два спо со ба под го тов ки
проб  по ме то ду 1 и 3. Кон цен т ра ция ХАФ, оп ре -
де лен ная в кон т роль ных об раз цах с по мощью обо их
ме то дов, не пре вы ша ла ус та нов лен ных для ку ри но -
го мяса пре де лов об на ру же ния — 0,5 и 0,3 мкг/кг, со -
от вет с т вен но. Сте пень из в ле че ния сос та ви ла
63—77% для ме то да 1 и 107—112% для ме то да 3
(дан ные не при ве де ны). Пред ва ри тель ные ре зуль -
та ты по ка за ли, что для оп ре де ле ния ос та точ ных
ко ли честв ХАФ в об раз цах дру го го вида мяса, а
так же в яй цах не об хо ди ма даль ней шая оп ти ми за -
ция тес т - сис те мы (дан ные не при ве де ны).

В ре зуль та те про ве ден ной ра бо ты были раз -
ра бо та ны две ме то ди ки пред ва ри тель ной под го -
тов ки об раз цов ку ри но го мяса. Быс т рый и прос -
той эк с прес с - ме тод (ме тод 1), ко то рый обес пе чи -
ва ет воз мож ность пер вич но го ана ли за боль шо го
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Та б ли  ца  2
Ре зу ль та ты опре де ле ния ХАФ ме то дом ИФА в мо ло ке раз лич ной сте пе ни жир но сти 
при раз бав ле нии в 5 раз (n = 5)

Об ра зец
Кон цен т ра ция ХАФ (С ), мкг/л

Сте пень
из в ле че ния, %

Ко эф фи ци ент
ва ри а ции, %

Вве де но Най де но

Сте ри ли зо ван ное мо ло ко, 
3,5% жир нос ти

0,5 0,47 0,04 94 8,5

3 3,11 0,12 104 3,9

10 9,55 0,21 96 2,2

Сте ри ли зо ван ное мо ло ко, 
1,5% жир нос ти 

0,5 0,40 0,03 80 7,5

3 2,85 0,16 94 5,6

10 7,85 0,18 79 2,3

Пас те ри зо ван ное мо ло ко,
3,4—6% жир нос ти 

0,5 0,59 0,05 118 8,5

3 2,52 0,10 84 4,0

10 7,40 0,21 74 2,8



ко ли чес т ва об раз цов. Для бо лее точ но го ана ли за
был выб ран ме тод эк с трак ции аце то нит ри лом с
пос ле ду ю щей очис т кой гек са ном и дих лор ме та -
ном (ме тод 3). 

Та ким об ра зом, тес т - сис те ма, раз ра бо тан -
ная на ос но ве ме то да ИФА для оп ре де ле ния ос та -
точ ных ко ли честв ХАФ в про дук тах пи та ния, ха -
рак те ри зо ва лась вы со кой чув с т ви тель нос тью и
вос п ро из во ди мос тью ре зуль та тов при оп ре де ле -
нии ХАФ в мо ло ке и ку ри ном мясе. Пре дел об на -
ру же ния ХАФ в мо ло ке раз лич ной сте пе ни жир -
нос ти сос та вил 0,3 мкг/л; сте пень из в ле че ния 
ХАФ в этих же об раз цах ко ле ба лась от 74 до
118%. Пре дел об на ру же ния ХАФ в об раз цах ку ри -
но го мяса эк с прес с - ме то дом сос та вил 0,5 мкг/кг, а 
с ис поль зо ва ни ем эк с трак ции об раз цов — 0,3
мкг/кг; сте пень из в ле че ния  варь и ро вала от 71 до
107% и от 95 до 115%, со от вет с т вен но. 

Кор ре ля ция ре зу ль та тов опре де ле ния ХАФ 
в про дук тах пи та ния ме то да ми ИФА 
и ВЭЖХ-МС

Для оп ре де ле ния на деж нос ти раз ра бо тан но -
го ме то да было про ве де но срав ни тель ное оп ре де -

ле ние ХАФ в об раз цах про дук тов пи та ния од нов -
ре мен но ме то дом ИФА и ВЭЖХ-МС (табл. 4).
Были про а на ли зи ро ва ны эк с трак ты об раз цов ку -
ри но го мяса, раз ли ча ю щи е ся по спо со бу об ра бот -
ки, и об ра зец мо ло ка с раз лич ным ко ли чес т вом
вне сен но го ХАФ. Каж дый об ра зец ана ли зи ро ва ли 
в 5 пов тор нос тях. Для под го тов ки проб ис поль зо -
ва ли двух с та дий ную эк с трак цию аце то нит ри лом
и эти ла це та том (ме тод 2) или эк с трак цию аце то -
нит ри лом (ме тод 3). По лу че ные дан ные (сте пень
из в ле че ния , %) под т вер ди ли вы вод, сде лан ный в
про цес се раз ра бот ки им му но фер мен т ной тес т - сис -
те мы, о том, что ис поль зо ва ние ме то да 3 для под го -
тов ки проб ку ри но го мяса поз во ля ет про во дить бо -
лее точ ное оп ре де ле ние ХАФ (см. табл. 4).

Срав не ние ре зуль та тов оп ре де ле ния ХАФ
по ка за ло в боль шин с т ве слу ча ев хо ро шую схо ди -
мость дан ных (см. табл. 4), по лу чен ных обо и ми
ме то да ми. При ана ли зе об раз цов ме то дом ИФА не 
было вы яв ле но лож но по ло жи тель ных и лож но от -
ри ца тель ных ре зуль та тов. Раз ра бо тан ный ме тод
ИФА дает воз мож ность оп ре де лять ХАФ в про дук -
тах пи та ния с вы со кой точ нос тью, срав ни мой с та -
ко вой ВЭЖХ-МС, и чув с т ви тель нос тью, пре вы -
ша ю щей чув с т ви тель ность ар бит раж но го ме то да
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Та б ли  ца  3
Ре зу ль та ты опре де ле ния ХАФ ме то дом ИФА в эк ст рак тах ку ри но го мяса (n = 5)

Ме тод под го тов ки проб
Кон цен т ра ция ХАФ (С  ), мкг/кг

Сте пень
из в ле че ния , %

Ко эф фи ци ент
ва ри а ции, %

Вве де но Най де но

Эк с прес с - ме тод (ме тод 1,
см. “Ус ло вия эк с пе ри мен та”)

1 1,01  0,08 101 7,9

3 3,21  0,10 107 3,1

10 7,10  0,20 71 2,8

Эк с трак ция аце то нит ри лом 
и эти ла це та том (ме тод 2)

1 0,58  0,04 58 6,7

3 1,95  0,10 65 5,1

5 3,67  0,20 74 5,4

Эк с трак ция аце то нит ри лом 
с очис т кой гек са ном 
и дих лор ме та ном (ме тод 3)

1 1,15  0,08 115 7,0

3 3,40  0,10 113 2,9

10 9,46  0,30 95 3,2



(0,3—0,5 мкг/кг про тив 10 мкг/кг). Кро ме того,
для него не тре бу ет ся про ве де ние слож ной под го -
тов ки проб, что де ла ет ме тод ИФА бо лее прос -
тым, быс т рым и де ше вым по срав не нию с ин с тру -
мен таль ны ми ме то да ми.

По лу че но 16.12.08
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Та б ли  ца  4
Ре зу ль та ты опре де ле ния ХАФ в мо ло ке и мясе ме то да ми ИФА и ВЭЖХ-МС (n = 5)

Об ра зец

Кон цен т ра ция ХАФ (С ), мкг/л (мкг/кг)
Сте пень из в ле че ния , %

Вве де но
Най де но

ИФА ВЭЖХ-МС ИФА ВЭЖХ-МС

Мо ло ко, 3,2%
жир нос ти*

0 Ме нее 0,3 Не об на ру же но – –

0,5 0,64 ± 0,05 0,95 ± 0,19 128 190

3 2,21 ± 0,08 3,52 ± 0,07 74 117

10 10,40 ± 0,20 9,03 ± 0,26 104 90

Эк ст рак ция аце то нит ри лом и эти ла це та том (ме тод 2)

Цып ле нок-
брой лер

0 Ме нее 0,3 0,35 ± 0,04 – –
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Цып ле нок-
брой лер

0 Ме нее 0,3 0,18 ± 0,04 – –

1 1,19 ± 0,07 2,05 ± 0,39 119 205

3 3,18 ± 0,08 5,11 ± 0,27 106 170

10 10,20 ± 0,25 10,81 ± 0,34 102 108

* При ИФА ис по ль зо ва ли раз бав ле ние бу фе ром (ме тод 1); при ВЭЖХ-МС  эк ст рак цию во дным аце то нит ри лом.
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En zy me-Lin ked Im mu no sor bent As say
of  Chlo ram phen icol  in Fo od s tuff

A test-sys tem ba sed on en zy me-lin ked im mu no sor bent
as say (ELISA) for the qu an ti ta ti ve de tec ti on of chlo ram p he ni col
(CAP) in fo od s tuff has been de ve lo ped. The de tec ti on li mit of the
met hod was 0,05 g/l. The pro ce du res for milk sam p les pre pa ra ti -
on of va rio us fat con tent and chi с ken mus c les were op ti mi zed.
Be fo re the ana ly sis, milk was 5-fold di lu ted with a buf fer. The de -
tec ti on li mit for milk was 0,3 g/l; re co ve ri es va ri ed from 74 to
118%. Two pro to cols for chic ken mu scles pre pa ra ti on were ela -
bo ra ted, ex t rac ti on with buf fer (ex p ress met hod) and ex t rac ti on
with ace to nit ri le. The de tec ti on li mits of CAP in chic ken mus c les
were 0,5 g/kg and 0,3 g/kg, res pec ti ve ly; re co ve ry va lu es were
71—107% and 95—115%, res pec ti ve ly. The re sults of the CAP
re si du es de tec ti on in fo od s tuff by ELISA and HPLC-MS were in
good cor re la ti on.

Key words: chlo ram p he ni col, en zy me-lin ked im mu no -
sor bent as say, food of ani mal ori gin.
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