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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ  

 

 

БГКП – бактерии группы кишечной палочки; 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография; 

ВЭЖХ-МС/МС– высокоэффективная жидкостная хроматография с тандемной 

масс-спектрометрией; 

ГОСТ – государственный стандарт; 

ГХ-МС – масс-спектрометрия; 

КМАФАнМ – количество мезофильных аэробных и факультативно анаэробных 

микроорганизмов; 

KOE – колониеобразующая единица, живые клетки; 

КРС – крупный рогатый скот; 

МКБ – молочнокислые бактерии; 

ОФС – общая фармакопейная статья; 

ПДК – предельно допустимая концентрация; 

СОМО – сухой обезжиренный молочный остаток; 

ТР ТС – технический регламент Таможенного союза; 

ТСХ – тонкослойная хроматография 

ТФЭ – твердофазная экстракция  

QuEChERS – quick, easy, cheap, effective, rugged and safe (быстрый, простой, деше-

вый, эффективный, точный и надежный)  
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ВВЕДЕНИЕ 

 

 

Актуальность работы. Молоко и молочные продукты занимают неотъемле-

мую часть в рационе людей. Это объясняется содержанием в их составе необходи-

мых питательных веществ для нормального функционирования организма всех 

возрастных групп населения. Одним из основных показателей качества молочных 

продуктов является отсутствие антибиотиков в сыром молоке [24, 68]. По данным 

Роспотребнадзора, сырое молоко как продукт животного происхождения наиболее 

подвержен загрязнению остаточным количеством антибиотиков группы амфени-

колы. Антибиотики группы, к которой относятся флорфеникол, флорфеникол амин 

и наиболее распространенный хлорамфеникол (левомицетин), широко использу-

ются в ветеринарии для лечения инфекций у животных из-за их широкого спектра 

действия против большинства патогенов, а также доступности и невысокой стои-

мости [53, 128]. Амфениколы медленно выводятся из организма животного и долго 

сохраняют свои активные свойства при хранении продуктов, тем самым оказывая 

негативное воздействие на качество и основные свойства готового продукта. Нали-

чие остаточных количеств антибиотиков в молоке и продуктах его переработки мо-

жет создавать серьезные риски для здоровья потребителей, включая развитие бак-

териальной резистентности в организме, поражение печени, аллергические реак-

ции и т. д. [126]. Поэтому во многих странах этот вопрос рассматривается как се-

рьезная проблема общественного здравоохранения [128]. 

Для обеспечения безопасности пищевых продуктов и защиты здоровья по-

требителей установлены максимальные пределы остаточного содержания амфе-

николов в молоке и молочных продуктах [108]. Согласно ТР ТС 033/2013 «О без-

опасности молока и молочной продукции» концентрация фармакологической 

группы амфениколов (хлорамфеникола) в молоке не должна превышать значения 

0,0003 мг/см3 [118]. Исходя из этого, важно определить точное значение остаточ-

ных количеств антибактериальных веществ. 
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Молоко является сложной биологической системой, состав которой влияет 

на точность проводимых исследований. По этим причинам необходимы чувстви-

тельные и специфичные методы для выявления и количественного определения 

остатков амфениколов в молоке [19, 121]. Сегодня разработано множество техно-

логий для анализа остатков антибиотиков в пищевых продуктах: от быстрого скри-

нинга до подтверждающих методов. Наиболее востребованными для лабораторной 

диагностики и проведения научных исследований антибиотиков являются хрома-

тографические методы в сочетании с масс-спектрометрией [134]. Несмотря на оче-

видный прогресс в области аналитической химии, возможность количественного 

определения антибиотиков с низким значением концентрации остается сложной за-

дачей. Поэтому важна разработка нового подхода к определению антибиотиков ме-

тодом жидкостной хроматографии для более точного и статистически значимого 

скрининга антибиотиков в продуктах животного происхождения. 

В связи с этим оптимизация метода контроля амфениколов является актуаль-

ной проблемой для биобезопасности молока и молочной продукции. 

Степень разработанности темы исследования. Вклад в развитие науки о би-

обезопасности молока и молочной продукции отражен в трудах российских и зару-

бежных ученых: В. Г. Амелина, И. В. Буяновой, Г. Б. Гаврилова, Н. Б. Гавриловой, 

В. И. Ганиной, Т. М. Гиро, К. С. Голохваста, Н. И. Дунченко, А. Б. Лисицына, А. А. 

Майорова, Л. А. Остроумова, Г. М. Свириденко, Ю. Я. Свириденко, Е. М. Сербы, М. 

И. Сложенкиной, И. С. Хамагаевой, А. Г. Храмцова, И. М. Чернухи, M. Virto, M. 

Britzi, H. Hakk, М. Gbylik-Sikorska, J. Giraldo, N. László, M. Zhao и др. 

Цель и задачи исследований. Целью работы является обоснование оптими-

зации метода контроля антибиотиков группы амфениколов путем определения ха-

рактера их влияния на биобезопасность молока и молочной продукции. 

Задачи исследования: 

– провести мониторинг биобезопасности молочной продукции молокопере-

рабатывающих предприятий Кемеровской области – Кузбасса по содержанию ан-

тибиотиков; 
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– определить влияние антибиотиков на основные физико-химические пока-

затели и изучить характер их дифференциального воздействия на микрофлору сы-

рого молока; 

– изучить в модельных экспериментах влияние антибиотиков на динамику 

развития заквасочных культур молочнокислых бактерий; 

– определить влияние антибиотиков на качество и безопасность кисломолоч-

ных продуктов; 

– определить оптимальные масс-спектрометрические параметры детекти-

рования и хроматографические параметры разделения антибиотиков группы ам-

фениколов; 

– провести сравнительный анализ методов определения амфениколов и вали-

дацию оптимизированного метода их контроля в молоке и молочной продукции; 

– провести лабораторную апробацию оптимизированного метода контроля 

антибиотиков группы амфениколов. 

Научная новизна работы заключается в следующем: 

– установлено влияние антибиотиков амфениколов, содержащихся в сыром 

молоке, на его физико-химические и микробиологические показатели; 

– определен ингибирующий потенциал антибиотиков амфениколов в метаболи-

ческих процессах заквасочных культур молочнокислых бактерий на уровне ПДК; 

– подтверждено, что присутствие хлорамфеникола на уровне ПДК в исход-

ном сырье (молоке) оказывает отрицательное влияние на качество и безопасность 

кисломолочных продуктов; 

– установлены рациональные значения масс-спектрометрических и хромато-

графических параметров определения антибиотиков амфениколов; 

– подтверждена эффективность оптимизированной методики на реальных 

пищевых продуктах и проведена ее валидация согласно требованиям 

ОФС.1.1.0012.15 и Решению Комиссии 2002/657/ЕС. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Теоретическая значи-

мость диссертационной работы заключается в углублении знаний в вопросах изу-

чения дифференцированного влияния антибиотиков амфениколов на микробиоту 
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молока и молочной продукции при различных заданных условиях. Рассмотрена 

степень влияния антибиотиков на метаболизм заквасочных культур, качество и без-

опасность кисломолочных продуктов и молока. 

Практическая значимость. Подобраны оптимальные масс-спектрометриче-

ские параметры детектирования и условия хроматографического разделения ан-

тибиотиков группы амфениколов. Осуществлена валидация методики по таким 

параметрам, как селективность, линейность, правильность и внутрилаборатор-

ная прецизионность. Разработаны методические указания «Определение оста-

точного содержания амфениколов в молоке и молочной продукции с помощью 

высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим де-

тектором» (МУК 05.01-03-05/2022). 

Методология и методы исследования. Для реализации данной работы ис-

пользовались общенаучные методы исследования: методы анализа и синтеза ин-

формации, биотехнологическое культивирование молочнокислых бактерий, ме-

тоды аналитической химии и микробиологические методы анализа. 

Положения, выносимые на защиту: 

– результаты мониторинга биобезопасности молочной продукции молокопе-

рерабатывающих предприятий Кемеровской области – Кузбасса по содержанию 

антибиотиков; 

– научные результаты и характер влияния антибиотиков группы амфениколов 

на основные физико-химические и микробиологические показатели сырого молока; 

– особенности влияния антибиотиков амфениколов на метаболизм молочно-

кислых бактерий Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 

и Lactobacillus casei; 

– характер влияния антибиотиков на безопасность кисломолочных продуктов; 

– оптимизированные параметры масс-спектрометрического детектирования 

и условия хроматографического разделения антибиотиков группы амфениколов. 

Степень достоверности и апробации работы. Основные результаты работы 

представлены на различных конференциях, конкурсах, форумах и фестивалях меж-

дународного, всероссийского и регионального уровней: III научно-практическая 
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конференция с международным участием (Киров, 2021); Актуальные вопросы аграр-

ной науки (Ульяновск, 2021); IX Международная научная конференция студентов, 

аспирантов и молодых ученых «Пищевые инновации и биотехнологии» (Кемерово, 

2021); Актуальные научно-технические средства и сельскохозяйственные проблемы 

(Кемерово, 2021); III национальная конференция студентов, аспирантов и молодых 

ученых (Кемерово, 2021); Продовольственная безопасность: научное, кадровое и ин-

формационное обеспечение (Воронеж, 2022); Инновационный конвент «Кузбасс: 

образование, наука, инновации» (Кемерово, 2022). 

Соответствие паспорту научной специальности. Проведенные исследова-

ния и содержание диссертационной работы соответствуют п. 3, 26, 27 паспорта 

научной специальности 4.3.5 – Биотехнология продуктов питания и биологически 

активных веществ. 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано пятнадцать печатных 

работ, из которых две статьи в журналах, рекомендованных ВАК РФ, три статьи в 

журналах, индексированных в международных базах данных Scopus и Web of Science. 

Структура и объем диссертации. Диссертационная работа состоит из вве-

дения, обзора литературы, четырех глав, заключения, списка использованных ис-

точников и приложений. Основное содержание работы изложено на 121 странице 

машинописного текста, содержит 29 таблиц, 41 рисунок и 6 формул. Список ис-

пользованных источников включает 275 наименований. 
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ГЛАВА 1 АНАЛИТИЧЕСКИЙ ОБЗОР 

 

 

В литературном обзоре рассмотрены общие сведения, классификация и свой-

ства антибиотиков группы амфениколы. Проанализировано основное применение 

антибиотиков в сельском хозяйстве и их влияние на качество молока и молочной 

продукции. Описаны актуальные методы определения остаточного содержания ам-

фениколов в молоке и молочной продукции. Сформирована цель и задачи для ее 

реализации в ходе данной диссертационной работы.  

 

 

1.1 Антибиотики группы амфениколы. Общие сведения 

 

 

С открытия пенициллина микробиологом Александром Флемингом (1928 г.) 

наступила новая эра – эра борьбы с патогенными микроорганизмами [203, 230]. До 

1928 г. антибиотики назначались пациентам исключительно в качестве профилак-

тического средства [73, 154]. В связи с событиями, происходящими в мире в 1940-

х гг., появилась необходимость в увеличении производства мяса. Следовательно, 

стали проводиться исследования в области питания животных и науки о кормах 

[90, 186]. E. L. Stokstad обнаружил, что неизвестный к тому времени компонент, 

содержащийся в побочных продуктах ферментации Streptomyces aureofaciens, спо-

собствовал увеличению скорость роста цыплят [253]. В дальнейшем ученые про-

вели исследования, которые способствовали идентификации данного компонента, 

которым стал антибиотик, производимый Streptomyces aureofaciens. В результате 

проводимых исследований было доказано, что добавление небольшого количества 

антибактериальных препаратов в корма животных стимулирует увеличение роста 

молочных коров, кур и свиней и способствует предотвращению развития различ-

ных болезней бактериального происхождения [52, 131, 181]. Результаты данных 

открытий привели к обширному использованию антибиотиков не только в качестве 
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лечебных и профилактических целей, но и в качестве стимуляторов роста сельско-

хозяйственных животных [6, 9].  

Антибиотики – это противомикробные препараты, способные подавлять 

рост бактерий за счет бактерицидного или бактериостатического действия  [130]. 

Наиболее часто именно производители животноводческой продукции являются 

инициаторами использования антибиотиков для наращивания массы животных, 

в результаты чего в конечном продукте содержится антибиотик  [196, 198]. Нали-

чие антибиотиков и их остаточных следов в продуктах животного происхожде-

ния является одной из существенных проблем в обеспечении безопасности пи-

щевых продуктов [115, 128, 178]. 

Антибактериальные препараты могут циркулировать в организме животного 

в течение длительного времени, накапливаясь и откладываясь в организме. Это при-

водит к тому, что антибиотики сохраняют свою активную форму в таких продуктах 

животного происхождения, как молоко, мясо, яйца и т. д. [6, 128, 139]. При употреб-

лении человеком данной продукции антибиотики попадают в организм и приводят 

к появлению устойчивости патогенных и условно-патогенных штаммов к его дей-

ствию. Таким образом формируется одна из самых опасных угроз здоровой жизне-

деятельности человека – антибиотикорезистентность [119, 128, 151, 219].  

Амфениколы представляют собой антибиотики широкого спектра действия, 

способные влиять как на грамположительные, так и на грамотрицательные микро-

организмы, т. е. не допустить развитие инфекционных заболеваний, таких как ме-

нингококковая инфекция, хламидиоз, брюшной тиф, бруцеллез, сальмонеллез и ряд 

других болезней [172, 179]. Высокая противомикробная активность и относительно 

невысокая стоимость делают антибиотики данной группы широко востребованными 

в ветеринарной практике [53, 78, 173]. Ряд проводимых исследований показал, что 

добавление антибиотиков амфеникольной группы способствует стимулированию 

развития и роста животных, снижает падеж молодняка и приводит к сокращению 

объемов потребления кормов на 5–10 % [131, 195, 211].  
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По своему строению рассматриваемая группа антибиотиков является производ-

ными дихлоруксусной кислоты, состоящими из ароматического ядра с алкильной 

группой в пара-положении и аминопропандиольной цепью (рисунок 1.1.1) [7, 37, 175]. 

 

 

Рисунок 1.1.1 – Структурные формулы амфениколов и их производных [128] 

 

Амфениколы используются как в медицине, так и в ветеринарии из-за их ши-

рокого спектра действий в отношении большинства возбудителей, легкой доступ-

ности и низкой стоимости препаратов [143, 162]. 

Наибольший интерес среди всей группы антибиотиков амфениколов вызывает 

хлорамфеникол, т. к. обладает наибольшей токсичностью в отношении организма 

как человека, так животного, а также запрещен к использованию в животноводстве 

во многих странах Евросоюза (ЕС) [173]. 

Хлорамфеникол был открыт в 1947 г. как продукт жизнедеятельности, вы-

деляемый бактерией Streptomyces venezuelae, обнаруженной в почве и компосте 

[37, 175, 181]. Эффективность антибиотика была продемонстрирована с впечат-

ляющими результатами во время двух вспышек сыпного тифа в Боливии и Ма-

лайзии в 1948 г. [176].  
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В 1949 г. Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продук-

тов и медикаментов США одобрило использование хлорамфеникола в качестве 

первого антибактериального препарата широкого спектра действия. Он был легко 

синтезирован и недорог в производстве, его можно было вводить перорально, па-

рентерально или местно [17, 135, 184]. Быстрая диффузия хлорамфеникола в ткани 

и жидкости в сочетании с его широким антимикробным спектром привела к его 

быстрому признанию во всем мире. В 1950-х гг. хлорамфеникол широко использо-

вался для лечения инфекционных заболеваний, начиная от простуды и бронхита и 

заканчивая тяжелыми инфекциями, такими как бактериальный менингит [84, 142]. 

В 1960-х гг. после нескольких лет интенсивного использования популярность хло-

рамфеникола начала снижаться, когда токсичность была связана с двумя различ-

ными эффектами на костный мозг [110, 141]. 

Хлорамфеникол (левомицетин) – синтетический антибиотик широкого спек-

тра действия со структурой n-нитрофенильной группой (при C-1) и N-дихлораце-

тильный заместитель (при С-2), присоединенный к 1,3-пропандиолу с двумя хи-

ральными центрами (С-1 и С-2). Благодаря таким сочетаниям из четырех возмож-

ных диастереоизомеров он действует как противомикробный медиатор и антибак-

териальное средство [73, 140, 175].  

Хлорамфеникол является высокостабильным антибиотиком, который можно 

хранить в течение длительного времени при комнатной температуре. Он амфифилен 

и неионизирован при физиологическом значении рН [29]. Антибиотик может прохо-

дить через биологические мембраны для достижения внутриклеточных бактерий и 

способен легко преодолевать гематоэнцефалический барьер [182, 207]. 

Механизм действия. Хлорамфеникол – сильный ингибитор синтеза белка за 

счет связывания с рибосомной субъединицей 50S (рисунок 1.1.2), а также проявляет 

активность против большинства грамотрицательных и грамположительных микро-

организмов [37, 69, 73, 217].  

Хлорамфеникол блокирует превращение аминокислот в растущую пептид-

ную цепь и препятствует конфигурации пептидной связи [17]. Затем пептидная 

связь внезапно насыщается, а конфигурация пептидной связи изменяется таким 
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образом, что синтез бактериального белка прекращается и заканчивается продуци-

рование бактериальных клеток [115, 129, 242]. 

 

 

Рисунок 1.1.2 – Механизм действия хлорамфеникола на клеточном уровне [61] 

 

Устойчивость бактерий к хлорамфениколу. Как и в случае со всеми анти-

биотиками, процент бактерий, выработавших устойчивость к хлорамфениколу, 

растет. Устойчивость к антибиотику развивается медленно и поэтапно [7, 132]. В 

клинических бактериальных изолятах высокий уровень плазмид-опосредованной 

резистентности отражает продукцию хлорамфениколацетилтрансферазы (кодиру-

емой геном CAT) и приводит к ацетилированию молекулы, которая больше не мо-

жет связываться с рибосомой. Могут быть задействованы и другие инактивирую-

щие ферменты [56]. У резистентных грамотрицательных бактерий хлорамфенико-

лацетилтрансфераза является конститутивным ферментом, у грамположительных 

организмов этот фермент индуцибелен (рисунок 1.1.3) [17, 151, 153]. 

Выработка микроорганизмами такого механизма устойчивости к воздей-

ствию антибиотика связана с бесконтрольным использованием препарата рас-

сматриваемой группы как в медицинской практике, так и в животноводстве  [241, 

251]. Устойчивость к антибиотикам развивается у бактерий, а не у людей или 

животных. Эти бактерии могут заражать людей и животных, вызванные ими 
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инфекции лечить труднее, чем инфекции от бактерий, не имеющих такой устой-

чивости [141, 149, 188]. 

 

 

Рисунок 1.1.3 – Механизмы устойчивости бактерий к хлорамфениколу:  

1 – образование ферментов, инактивирующих антибиотик; 2 – уменьшение накоп-

ления антибиотика путем снижения проницаемости оболочки бактерии;  

3 – усиленная элиминация (выведение из клетки) антибиотика – эффлюкс;  

4 – модификация мишеней антибиотиков [61]  

 

Побочные эффекты. Основные побочные эффекты, обнаруженные при по-

падании хлорамфеникола в организм человека в превышенных концентрациях, 

включают необратимое угнетение костного мозга, апластическую анемию и лей-

кемию [175, 181]. Эпидемиологические исследования показывают, что от 

1:30000 до 1:45000 пациентов, получающих лечение хлорамфениколом, обнару-

живают лейкоз, и, основываясь на эпидемиологических исследованиях, хлорам-

феникол сильно коррелирует с лейкемогенезом [150, 241, 242].  
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1.2 Использование амфениколов в животноводстве 

 

 

Спрос на животный белок для потребления человеком растет во всем мире 

большими темпами. Современные методы животноводства связаны с регулярным 

использованием различных противомикробных препаратов [62, 72]. Несмотря на 

потенциальные последствия устойчивости к таким препаратам, об уменьшении их 

использовании в животноводстве говорить пока не приходится [6, 73, 165].  

По данным журнала Science, в 2013 г. в мировом животноводстве было ис-

пользовано 130 тыс. т антибиотиков, в 2022 г. – 160 тыс. т. При сохранении анало-

гичных темпов к 2030 г. этот показатель может достигнуть 200 тыс. т (рисунок 

1.2.1). До 2017 г. около 80 % всех антибиотиков, используемых в России, применя-

лись в животноводстве [65]. 

 

Рисунок 1.2.1 – Динамика использования антибиотиков в мировом 

 животноводстве [66] 

 

Антибиотики амфениколы широко используются в ветеринарии в лечебных 

и профилактических целях [35, 129]. Например, для стимулирования роста орга-

низма животных и повышения эффективности кормов на их организм, которые 

являются сырьем для производства пищевых продуктов [51, 235]. 
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Чрезмерное использование антибиотиков (нетерапевтическое) и их присут-

ствие в продуктах животного происхождения представляет собой проблему для об-

щественного здравоохранения в связи с развитием устойчивости у целевых пато-

генных штаммов, индукцией аллергических реакций у некоторых гиперчувстви-

тельных людей и потенциальным нарушением работы кишечника и иммунной си-

стемы человека [25, 96, 145]. 

Согласно научной литературе около 70 % антибиотиков амфениколов приме-

няется в сельском хозяйстве, а в медицине только около 20 % [72, 89, 175]. Среднее 

годовое потребление амфениколов для свиней оценивается в 45 мг/кг, для кур – 148 

мг/кг, для крупного рогатого скота – 172 мг/кг [136, 233]. По данным официальной 

статистики ЕС, пропорции антибиотиков, применяемых в медицине и животновод-

стве, различаются в разных странах.  

Широкое использование хлорамфеникола в области ветеринарии привело 

к появлению важной проблемы – это содержание остаточных компонентов дан-

ного антибиотика в продуктах питания животного происхождения (мясо, мо-

локо, мед, рыбопродукты и пр.), что оказывает токсическое действие на орга-

низм потребителя [65, 72, 257]. В связи с этим на территории США с 1984 г. и на 

территории некоторых стран ЕС (с 1994 г.) использование хлорамфеникола за-

прещено для лечения сельскохозяйственных животных и птицы  [87, 96, 250]. 

В России использование этого антибиотика в сельском хозяйстве разре-

шено при условии, что его концентрация и концентрация продуктов распада не 

превысят нормативные показатели, указанные в Техническом регламенте Тамо-

женного союза 033/2013 «О безопасности молока и молочной продукции» [118] 

и в Техническом регламенте Таможенного союза 021/2011 «О безопасности пи-

щевой продукции» [117]. В то же время существует проблема незаконного ис-

пользования этого антибиотика, что приводит к появлению его остаточного ко-

личества в продуктах животного происхождения: мясе, молоке и продуктах их 

переработки, рыбопродуктах и продуктах пчелопроизводства [131, 197, 259]. На 

сегодняшний день во всех странах ЕС и Таможенного Союза установлен 
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максимально допустимый уровень содержания хлорамфеникола в продуктах жи-

вотного происхождения на уровне 0,0003 мкг/см3 [118, 264].  

Амфениколы, включая хлорамфеникол, флуорфеникол и флуорфеникол 

амин, являются легкодоступными антибиотиками широкого спектра действия 

[183]. Амфениколы с момента их открытия в 1950-х гг. сыграли решающую роль 

в обеспечении экономической эффективности животноводства в качестве кор-

мовых добавок в субтерапевтических дозах для улучшения роста сельскохозяй-

ственных животных и эффективности преобразования корма, а также для 

предотвращения инфекций [184, 206, 216]. Они эффективны против широкого 

спектра грамотрицательных и грамположительных бактерий, включая большин-

ство анаэробных организмов [260, 273]. 

В качестве возможных объяснений того, как субтерапевтические уровни 

антибиотиков группы амфениколы улучшают рост поголовья скота, было 

предложено несколько механизмов. В работе [159] представлена гипотеза о 

том, что введение субтерапевтических уровней антибиотиков позволяет жи-

вотным снизить энергию, необходимую для поддержания комменсальных бак-

терий желудочно-кишечного тракта, тем самым повышая общую энергию, не-

обходимую роста организма. Данное утверждение подтверждено рядом экспе-

риментов. Доказано, что цыплята, выращенные в изолированных условиях, т. 

е. не имеющие комменсальных бактерий, не испытывали усиленного роста при 

кормлении антибиотиками [152, 246]. Однако наличие комменсальных бакте-

рий необходимо для поддержания важных физиологических и иммунологиче-

ских функции, для пищеварения и т. д., т. е. для поддержания здорового со-

стояния организма-хозяина [155, 157, 177]. Кишечные бактерии, конкурируя 

за колонизацию, помогают получить повышенную защиту от патогенных бак-

терий [161]. Бактерии – представители ЖКТ – поглощают питательные веще-

ства, выделяя метаболиты, не способные синтезироваться в организме-хозяина, 

увеличивают оборот эпителия кишечника и снижают усвояемость жира [176]. Это 

может привести к чрезмерному росту бактерий в тонком кишечнике, что связано с 
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нарушением всасывания, потерей веса и ухудшеннием общего состояния живот-

ных, что может повлиять на их рост и развитие [206, 240, 256].  

Доказано, что амфениколы подавляют рост патогенных бактерий даже на 

субтерапевтическом уровне во время фазы роста животных, что улучшает их общее 

состояние здоровья и стимулирует увеличение веса [157, 160]. Данная активность 

амфениколов возможна благодаря их способности снижать количество метаболитов, 

подавляющих рост организма (продуктов распада желчи), за счет изменения уровня 

ферментов, преобразующих желчные кислоты (активности холилтауриновой гидро-

лазы в кишечнике), что приводит к увеличению веса у животных [161, 204, 206].  

Доказано, что антибиотики группы амфениколы способны улучшать барьер-

ную функцию кишечника организма-хозяина, утрамбовывая стенки воспаления и 

стимулируя усвоение питательных веществ [236]. Версия о том, что антибиотики 

оказывают противовоспалительное действие на воспалительные клетки, подтвер-

ждает эту теорию [147, 273].  

Несмотря на современное развитие науки и техники, до сих пор не установ-

лен точный механизм действия антибиотиков – стимуляторов роста животных [224, 

229, 233]. В научной литературе имеется две версии действия данных веществ: вли-

яние на качественный и количественный состав микробиоты кишечника и влияние 

на физиологические процессы у скота. 

 

 

1.3 Влияние антибиотиков группы амфениколы на биобезопасность молока 

и молочной продукции 

 

 

Молоко и молочные продукты представляют собой продукты питания, име-

ющие большое питательное, социальное и экономическое значение, которые про-

изводятся во всем мире с использованием самых разных производственных систем 

и технологий [5, 8, 21, 22, 124]. Потребление молока широкомасштабно во всем 

мире и оценивается в 600 млн т на конец 2022 г. [65].  
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В России молочные продукты являются одними из самых востребованных и 

популярных товаров у населения [15]. Они используются в ежедневном рационе пи-

тания, а также рекомендованы врачами для различных диет в качестве геродиетиче-

ских продуктов питания и в качестве продуктов детского питания. Как следствие, 

безопасность молока представляет собой важную проблему [28, 67, 133].  

Одним из основных показателей качества и биобезопасности молочных про-

дуктов является отсутствие антибиотиков в исходном сырье – молоке [13, 77, 116, 

180]. Наличие даже мельчайших частиц антибиотиков в его составе оказывает нега-

тивное влияние не только на качество готовой продукции, но и на иммунную си-

стему и здоровье человека [60, 62, 68, 69]. 

Основная причина использования антибактериальных препаратов у молочного 

скота – это проблема заболевания маститом у животных. Проведенный аналитиче-

ский обзор литературных данных позволил установить, что антибиотики группы ам-

фениколы наиболее часто используются для предотвращения данного заболевания у 

молочного скота [29]. Следовательно, существует достаточно высокая степень попа-

дания антибиотика в продукты животноводства, а именно в молоко [19, 55, 58]. 

По данным Роспотребнадзора, основными продуктами питания, которые 

подвержены загрязнению остатками антибиотиков группы амфениколы, явля-

ются молоко и молочная продукция (рисунок 1.3.1).  

 

 

Рисунок 1.3.1 – Содержание антибиотиков в различных группах  

продуктов питания [217] 
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С каждым годом проблема загрязнения молока остаточными количествами 

рассматриваемой группы антибиотиков становится более острой и приобретает 

все большее значение [63, 103]. Последствия попадания антибиотиков в орга-

низм человека опасны сами по себе, а при регулярном употреблении продуктов, 

содержащих антибиотики, у человека развивается устойчивость и иммунитет к 

лекарствам и продуктам на основе антибиотиков [105, 108, 122].  

Общенациональные исследования показали, что хлорамфеникол был основ-

ным антибиотиком группы амфениколы, обнаруженным в сыром молоке [162]. По 

результатам исследований, проводимых в период с 2017 по 2022 гг., в ходе которых 

проанализировано 7201,0 образца молока и продуктов его переработки, 377,0 проб 

(что составляет 5,2 % от общего числа проб) оказались положительными, т. е. в них 

обнаружено наличие антибиотиков исследуемой группы [217, 244]. 

Основные нормативные требования по качеству и биобезопасности мо-

лока и молочной продукции, устанавливающие правила их соответствия требо-

ваниям законодательства Российской Федерации, форму оценки и утверждения, от-

ражены в Технических регламентах Таможенного союза ТР ТС 021/2011 «О без-

опасности пищевой продукции» [117] и ТР ТС 033/2013 «О безопасности молока и 

молочной продукции» [87, 118].  

По действующим в России нормативам молоко, содержащее антибиотики 

группы амфениколы, подлежит утилизации, что приводит к убыткам предприятий. 

Тем не менее некоторые партии зараженного антибиотиками молока попадают в пе-

реработку, что делает продукт опасным [67, 101]. Ответственность за нарушение без-

опасности продукции несет переработчик, именно молокоперерабатывающее пред-

приятие отвечает за качество и безопасность конечного продукта [80, 82, 108]. На 

предприятие-нарушителя налагаются крупные штрафы, продукция изымается из обо-

рота, предприятие терпит убытки и теряет доверие потребителей [104, 107, 134].  

В ходе ряда экспериментов было установлено, как антибиотические препа-

раты и их остаточные следы попадают из сырого молока в продукцию на его основе 

[64, 66]. Для этого в молоко, в котором отсутствуют лекарственные вещества, до-

бавляли определенное количество антибиотиков, затем «зараженное» молоко 
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подвергали необходимым технологическим операциям (обработке) и анализиро-

вали на содержание антибиотика, оценивая таким образом влияние различных спо-

собов переработки «зараженного» молока на содержание антибиотика в готовом 

продукте [79, 97, 153, 201]. Установлено, что от характеристик производственного 

процесса и процессов обработки сырья зависит попадание антибиотика из «зара-

женного» сырья (молока) в готовый продукт [85, 92, 258]. 

К популярным у потребителей продуктам на основе молока относят йогурт, 

сыр, сметану, ряженку и прочие кисломолочные продукты [14]. Несмотря на раз-

личные технологические процессы, использующиеся для получения данных кис-

ломолочных продуктов, имеется общий процесс – пастеризация молока [18, 20]. 

При температурной обработке молока происходит разложение всех остатков ан-

тибиотиков [205, 218]. Однако значения, приведенные в научной литературе, по-

казали, что несмотря на пастеризацию в готовом продукте присутствуют следы 

ряда антибиотических препаратов. Разложение антибиотиков зависит от его типа, 

матрицы продукта, применяемой температуры и времени пастеризации. В иссле-

довании [146] показано, что амфениколы подвержены большему термическому 

разложению в воде-матрицы, чем в молоке-матрицы. В других исследованиях 

представлены противоречивые данные о том, что разложение амфениколов не за-

висит от типа матрицы продукта [87, 153, 154].  

В результате нет однозначного ответа на то, как температура и время пасте-

ризации влияют на содержание антибиотиков в готовом продукте [26, 39]. Однако 

неоспоримым является тот факт, что эти основные параметры пастеризации вли-

яют на скорость деградации антибиотиков (в том числе и амфениколов), и что 

степень разложения зависит от исходной концентрации антибиотика. Следова-

тельно, имеется предположение о том, что различные типы пастеризации незна-

чительно снижают концентрацию антибиотиков в готовом продукте [148]. Из этой 

гипотезы следует, что в кисломолочных продуктах, приготовленных на основе 

«зараженного» молока, содержится равная или меньшая концентрация антибио-

тика, содержащаяся в сырье [87, 169, 170]. 
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В исследовании A. Gajda показано что из-за наличия липофильности анти-

биотики группы амфениколы способны распределяться между фракциями молока 

[258]. Было оценено, как представители данной группы распределяются между жи-

ровой фракцией и фракциями обезжиренного коровьего молока. Установлено, что 

хлорамфеникол сохраняет свою концентрацию (изначально находившуюся в сы-

рье) в продуктах с высоким содержанием жира (масле и сметане), а в продуктах с 

меньшим содержанием жира – твороженном сыре и сыворотке – присутствует в 

более низких концентрациях в сравнении с сырьем [151, 158]. 

Так как для производства широкого спектра кисломолочных продуктов ис-

пользуются различные технологические процессы (отличающиеся по происхожде-

нию молока, типам его обработки и т. д.), то ряд исследователей изучил то, как 

происходит распределение антибактериальных препаратов между сывороткой и 

белковой фракцией после их введения в коровье, овечье и козье молоко [200, 205, 

214, 218,259, 264, 265]. Ряд исследований доказывает, что от растворимости анти-

биотика в воде и его способности взаимодействовать с жировой и/или белковой 

фракцией зависит удержание антибиотика в продукте [24, 87].  

В исследованиях [186, 198] описываются основные изменения, которые 

происходят с амфениколами в процессе созревания сыров. Было доказано, что в 

исследуемых образцах сыра «Трончон» по истечении тридцатидневного созре-

вания антибиотики хлорамфеникол и флорфеникол амин не были обнаружены. 

Концентрация рассматриваемой группы антибиотиков в сыре снижается в резуль-

тате длительного созревания, при котором происходит распад молекул антибиоти-

ков. Процесс распада молекул антибиотиков зависит от условий созревания про-

дукта, которые варьируются в зависимости от типа сыра [169, 171]. 

Важным аспектом в изучении влияния антибиотика на готовый продукт яв-

ляется оценка их воздействия на микробиоту молочных продуктов [32–34]. В 1948 

г. ученый P. Kastli в своих исследованиях показал, что обработка вымени коров 

хлорамфениколом (левометицином) влияет на производство молочных продуктов. 

Это объясняется тем, что остаточные антибиотики в концентрации 0,1–1 МЕ (меж-

дународная единица), которые попадают в сырое молоко из вымени, подавляют 
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рост стартовых культур [191]. Это заявление привело к проведению ряда исследо-

ваний, направленных на определение влияния антибиотиков на активность молоч-

ных культур и качество молочных продуктов. Данные работы привели к широкой 

дискуссии в научном и профессиональном сообществах, которая продолжается и 

на сегодняшний день, о чем свидетельствует ряд противоречивых данных, отра-

женных в научных работах [104, 193]. 

Остатки амфениколов в молоке, используемом для производства кисломолоч-

ных продуктов, имеют негативные экономические последствия для молочной про-

мышленности, поскольку влияют на технические процессы и снижают качество ко-

нечного продукта [30, 36]. Был выявлен ряд проблем, вызванных наличием антибио-

тиков в исходном сырье: подавление процессов жизнедеятельности заквасочных 

культур, свертываемость молока, образование «деградированных» белковых сгуст-

ков и изменение органолептических показателей конечного продукта [19, 267]. 

Из-за широкого спектра различных видов штаммов, используемых в произ-

водстве кисломолочной продукции, в научной литературе представлены данные, 

которые разнятся по чувствительности молочных культур к антимикробным пре-

паратам [89, 122, 229]. Однако выделяют следующие факторы, влияющие на чув-

ствительность молочнокислых заквасочных бактерий: тип заквасочной культуры, 

ее состав (монокультура или смешанная культура), тип противомикробного препа-

рата (механизм действия антибиотика на микробную клетку) и т. д. [87, 192].  

Остатки антибиотиков группы амфениколы частично или полностью подав-

ляют развитие молочнокислых заквасочных бактерий. Следовательно, снижают вы-

работку молочной кислоты данными бактериями. Снижение количества молочной 

кислоты в продукте, следовательно, рН продукта негативно сказывается на техноло-

гических процессах производства, особенно в сыроварении, т. к. наличие молочной 

кислоты влияет на активность ферментов и скорость коагуляции белков [87, 148]. 

В работе [154] была изучена чувствительность к различным концентра-

циям антибиотика группы амфениколов для различных заквасочных культур, ис-

пользуемых в производстве сыра и йогурта. Ученые обнаружили, что заквасоч-

ные культуры проявляют различную чувствительность в зависимости от типа и 



25 

количества антибиотика. В исследовании P. Navrátilova проанализирована чув-

ствительность молочнокислых бактерий, выделенных из йогурта, к антибиоти-

кам хлорамфениколу и флорфениколу [191]. Результаты показали, что низкие 

концентрации промикробных препаратов, содержащихся в молоке, ингибиро-

вали рост и активность молочнокислых культур. 

Учеными установлено, что бактерии, использующиеся в качестве заквасок 

для производства сыров, проявляют большую устойчивость к действию хлорам-

феникола, чем бактерии, использующиеся в производстве йогуртов. Несмотря на 

наличие устойчивости заквасок сыра к антибиотикам, изменения в готовой про-

дукции присутствуют [156, 158, 245]. В работе [246] показано, что добавление 

хлорамфеникола в молоко для производства сыра чеддер вызывало задержку вы-

работки молочной кислоты и недопустимые органолептические характеристики, 

такие как пастообразная консистенция и ферментированный или дрожжевой аро-

мат в готовом продукте [87, 249, 255]. 

Наличие антибиотиков в молоке-сырье, помимо негативного влияния на тех-

нологические процессы, следовательно, на получение кисломолочных продуктов 

плохого качества, влияет на появление антибиотикорезистентных бактерий у лю-

дей, потребляющих данные продукты [176, 187, 222]. В популяции бактерий, под-

вергшейся воздействию антибиотиков, у некоторых бактерий в результате пере-

дачи генов устойчивости развивается устойчивость к действию данных лекарствен-

ных препаратов (рисунок 1.3.2) [225, 261]. Таким образом, присутствие остаточ-

ного количества антибиотиков по всей пищевой цепи может вызывать развитие пе-

реносимой антибиотикорезистентности не только у патогенов, но и у комменсаль-

ных бактерий, включая молочнокислые бактерии желудочно-кишечного тракта ор-

ганизма-хозяина, употребившего «зараженный» антибиотиками продукт [87].  

Были проанализированы экспериментальные исследования и обзоры, описы-

вающие профили устойчивости молочнокислых бактерий, в которых было установ-

лено наличие в геноме элементов переноса (плазмид, транспозонов, интегринов) и 

инсерционных последовательностей, вызывающих внутри- и межвидовой перенос 

генетического материала [76, 89, 170]. Подобные последовательности были 
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идентифицированы у молочнокислых бактерий, выделенных из сыра [205]. В ис-

следованиях сообщалось об обнаружении устойчивости к антибиотикам факторов 

вирулентности у молочнокислых бактерий из таких продуктов питания, как йогурт 

и творог [146, 235]. Пробиотический потенциал многих из этих бактерий поддер-

живает идею о том, что они могут поселиться в кишечнике человека и передать 

устойчивость к антибиотикам микробиоте кишечника [87].  

 

 

Рисунок 1.3.2 – Механизм антибиотикорезистентности:  

1 – клеточная мембрана образует непроницаемый барьер,  

блокирующий антибиотики; 2 – модификация компонентов бактерий;  

3 – выработка клеткой ферментов, инактивирующих антибиотики;  

4 – процесс активного «выкачивания» антибиотика из бактерий [274] 

 

Было установлено, что остатки антибиотиков в молоке и молочных продуктах 

связаны с развитием устойчивых бактерий в этих продуктах. Например, в исследо-

вании К. Brown установлено, что в образцах молока с остатками антибиотиков были 

обнаружены штаммы Escherichia coli [146]. Приблизительно 92,8 % были устой-

чивы к ампициллину, 50,0 % к левометицину. Аналогично, E. L. Zubei и E. O. Owni 

обнаружили, что 20,0 % проверенных образцов молока были загрязнены 
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антибиотиками и что бактерии, выделенные из проверенных образцов, показали 

широкий спектр множественной устойчивости [87, 197]. 

Проведенный литературный обзор показал, что наличие антибиотика и их 

остаточных следов в молоке как сырье для изготовления кисломолочных продук-

тов приводит к следующим негативным последствиям:  

1. Получению готовой продукции, качество которой не соответствует 

ГОСТ (органолептические показатели несвойственные тому или иному виду 

продукции и т. п.); 

2. Появлению резистентных бактерий в молоке и молочных продуктах, что 

негативно сказывается на качестве готовой продукции; 

3. Появлению резистентных бактерий у потребителя данной продукции. 

Следовательно, наличие антибиотиков в молоке является актуальной пробле-

мой. Помимо нарушаемых запретов на использование антибиотиков в животновод-

стве, необходимы новые, различные способы усовершенствования и обнаружения 

данных веществ в сырье и готовой продукции, а также методы их извлечения [87]. 

 

 

1.4 Методы определения амфениколов в молоке и молочной продукции 

 

 

Проведенный обзор литературы (с 2018 по 2022 гг.) показал, что антибиотик 

хлорамфеникол, относящийся к группе антибактериальных препаратов амфени-

колы, широко используется в сельском хозяйстве (примерно в 64 % от всех про-

анализированных исследований). Также из обзора литературы видно, что наибо-

лее часто анализируемой пищевой матрицей для определения антибиотиков явля-

ется молоко и молочные продукты, за которыми следуют мясо и мясные про-

дукты, морепродукты и продукты пчелопроизводства [128, 139, 142]. 

Основные методы, используемые для определения антибиотиков в молоке и 

продуктах молочного происхождения, можно разделить на две основные группы: 

скрининговые методы и методы количественного определения [71, 111–114, 129]. 
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К первой группе – методы скрининга – относят, например, использование 

биосенсоров, которые в последнее время являются перспективными и востребо-

ванными при анализе молока и молочной продукции. Биосенсоры представляют 

собой устройства, в которых используется ряд биологических элементов (фермен-

тов, антител, аптамер) и/или биохимические реакции для обнаружения конкрет-

ных химических аналитов посредством количественной оценки оптических, теп-

ловых, электрических или пьезоэлектрических сигналов, что позволяет обнару-

жить конкретные соединения в сложных матрицах [129, 137, 144]. Один из попу-

лярных и эффективных типов биосенсоров – это биосенсоры на основе аптамеров 

или аптасенсоры [143]. Аптасенсоры представляют собой сенсорные платформы 

для мониторинга антибиотиков, в частности амфениколов, в продуктах животного 

происхождения (в том числе молоке и молочной продукции). Существующие ап-

тасенсоры для амфениколов подразделяются на следующие категории: оптиче-

ские и электрохимические [129, 228, 238].  

Оптические аптасенсоры обладают высокой чувствительностью, селектив-

ностью и быстрым реагированием без необходимости в сложных аналитических 

инструментах [129, 162, 266]. Для изготовления оптических аптасенсоров ис-

пользуют следующие технические методы: колориметрический, флуоресцент-

ный, хемилюминесцентный и иммуноферментный анализ [237, 271]. Наиболее 

востребованными являются: 

1. Колориметрические аптасенсоры. Они считаются одними из самых 

простых подходов к зондированию, которые используют свойство агрегации, 

индуцированной солью, наночастиц золота. Обладает потенциалом для анализа 

«невооруженным глазом». Так как колориметрическим аптасенсорам не требуются 

интеркалирующие красители и флуоресцентные метки, то они подходят для 

обнаружения «на месте» [129, 139, 140].  

2. Флуоресцентные аптасенсоры. С использованием квантовых точек и 

наночастиц флуоресцентные аптасенсоры эффективны для создания аптасенсоров 

с максимальной способностью обнаружения амфениколов вплоть до уровня 

пикомолей [129, 248]. 
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3. Электрохимические аптасенсоры способны с высокой чувствительно-

стью количественно определять хлорамфеникол. Среди электрохимических ап-

тасенсоров выделяют вольтамперометрические и электрохемилюминесцентные 

датчики, которые способны на уровне фемтомолей определять значения хлорам-

феникола [129, 195, 247].  

Для создания сверхчувствительных аптасенсоров для обнаружения хлорамфе-

никола вольтамперометрия и методы электрохемилюминесценции проявляют боль-

шой потенциал. Разработанные на электрохимической основе аптасенсоры обла-

дают более низким пределом обнаружения и более высокой способностью обнару-

живать хлорамфеникол по сравнению с оптическими [129, 138, 163]. 

Известны случаи комбинирования аптасенсоров с другими методами ана-

лиза. В работе Y. Duana представлена методика идентификации хлорамфеникола 

в молоке с помощью специфичного аптамера и флуоресцентной количественной 

полимеразной цепной реакции в реальном времени (qRT-PCR). Суть метода за-

ключается в гибридизации хлорамфеникол-специфического аптамера с модифи-

цированным биотином комплементарным зондом и дальнейшей его иммобилиза-

цией на конъюгированных со стрептавидином магнитных шариках. При наличии 

хлорамфениколов в исследуемом образце полученный аптамер специфически свя-

зывается с ними, образуя структуру шпильки, затем высвобождается из магнит-

ных шариков и детектируется с помощью qRT-PCR. Для определения оптималь-

ных условий обнаружения хлорамфениколов анализировали влияние таких фак-

торов, как длина цепи зонда, концентрация аптамера, концентрация NaCl и время 

инкубации. При оптимальных условиях представленная методика Y. Duana обла-

дает высокой чувствительностью и селективностью в отношении структурных 

аналогов хлорамфеникола (таких как флорфениколы), а также позволяет опреде-

лить хлорамфениколы от 0,1 до 20,0 нг/мл [129]. 

Ученые из Ирана представили флуоресцентный метод определения следов 

хлорамфеникола в молоке и меде с помощью оптического датчика на основе нано-

структурированного полимера с молекулярным отпечатком, нанесенного на люми-

несцентный циркониевый металлорганический каркас. Данный метод позволял 
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определить концентрацию хлорамфеникола в диапазоне от 0,16 до 161,56 мкг/л с 

пределом обнаружения 0,013 мкг/л [143]. 

Несмотря на уникальные преимущества аптасенсоров на оптической и элек-

трохимической основе, недостатком данного скрининг-метода является их дли-

тельное изготовление и доступность. Данные недостатки отсутствуют у второй 

группы методов определения антибиотиков – количественных методов. 

 

 

1.4.1 Хроматографическое определение амфениколов 

 

 

Подтверждающие методы – это методы, основанные на количественном 

определении антибиотиков в различных матрицах (молоке и других продуктах 

животного происхождения), которые состоят из двух основных этапов: подго-

товки образцов с последующим разделением и обнаружения антибиотиков в под-

готовленных пробах.  

Подготовка проб – первый и важный этап любого аналитического процесса, 

т. к. перед началом анализа необходимо и важно правильно извлечь и сконцентри-

ровать анализируемые вещества, а также удалить как можно больше мешающих 

соединений [128, 184, 243]. Следовательно, для эффективного обнаружения анти-

биотиков необходимы исследования, связанные с постановкой метода на прибор, 

оптимизацией детекторов и разработкой новых способов очистки и выделения це-

левого компонента на этапе пробоподготовки. 

Последние тенденции в аналитической химии направлены на упрощение про-

цедур подготовки проб и минимизацию использования органических растворите-

лей [164, 200, 204]. Во время подготовки образца целевые аналиты необходимо из-

влечь из большого количества других компонентов сложных пищевых матриц. 

Этапы очистки и концентрирования также важны, т. к. необходимы для устранения 

помех в тех случаях, когда аналит слишком разбавлен в экстракте. Иногда экстрак-

цию и очистку можно выполнить только за один этап в зависимости от 
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используемой методики подготовки образца. Потери аналита на этом этапе могут 

поставить под угрозу результат анализа [54, 98, 129]. Таким образом, подготовка 

проб – важный этап аналитического процесса. Наиболее широко используемые 

подходы – это жидкостно-жидкостная экстракция (ЖЖЭ) и/или твердофазная экс-

тракция (ТФЭ). Однако миниатюрные подходы становятся популярными, по-

скольку безопасны для окружающей среды [27, 184, 204]. 

Для обнаружения амфениколов используется жидкостно-жидкостная экс-

тракция отдельно или с последующей ТФЭ. Этилацетат является наиболее часто 

используемым растворителем для экстракции амфениколов по отдельности или в 

виде смеси [129, 142]. Он также может быть связан с муравьиной кислотой или 

раствором фосфата. Если требуется обезжиривание, то используется гексан или 

изооктан, который может быть добавлен к этилацетату. В смесь также можно до-

бавить хлороформ, чтобы помочь удалить лишнюю воду из экстракта. Также ис-

пользуются другие смеси экстрагирующих растворителей, такие как ацетонитрил 

и гексан, ацетонитрил и хлороформ, ацетонитрил и гексан [268, 275]. В своей ра-

боте I. A. Khan использовал водные двухфазные системы на основе имидазолиевой 

ионной жидкости тетрафторбората 1-бутил-3-метилимидазолия ([Bmim]BF4) для 

экстракции хлорамфеникола молока [254]. В результате были достигнуты хорошие 

степени извлечения хлорамфеникола из молока путем оптимизации типа и количе-

ства солей, значения pH, объема [Bmim]BF4 и температуры экстракции. 

Твердофазная экстракция широко используется в качестве метода подго-

товки проб для анализа амфеникола в пищевых продуктах. Простая ТФЭ ис-

пользовалась путем смешивания образца с сорбентом или путем прямого нане-

сения жидких образцов на сорбент. Октадецилсилан (С18) и Oasis HLB 

(поли(дивинилбензин-со-N-винилпирролидон)сополимер) являются наиболее 

часто используемыми сорбентами ТФЭ. Оба сорбента могут обеспечить удо-

влетворительное извлечение. EXtrelut® NT также использовался для извлече-

ния хлорамфеникола из молока [109]. 

Для улучшения извлечения и селективности использовались альтернатив-

ные сорбирующие материалы, особенно для отдельных амфениколов. В работе 
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С. Yan с коллегами описано использование многостенных углеродных нанотру-

бок в качестве сорбента для определения хлорамфеникола в молоке с помощью  

высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектромет-

рией (ВЭЖХ-МС/МС) [162]. Данные углеродные трубки привлекли внимание 

благодаря высокой удельной площади и гидрофобным характеристикам его по-

верхности, которые улучшают извлечение (95,8–102,3 %). Они также успешно 

использовались в качестве сорбента [148]. Многостенные углеродные нано-

трубки представляют собой синтетические полимеры с высокой степенью 

сшивки, разработанные для обеспечения улучшенной селективности по отноше-

нию к определенной структуре или очень близкой структуре. Благодаря своим 

характеристикам МИП могут выборочно извлекать амфениколы из различных 

матриц. Комбинация ЖЖЭ и ТФЭ также является обычной процедурой при ана-

лизе амфениколов для хлорамфеникола в молоке [149].  

Миниатюрные подходы также использовались для экстракции и очистки ам-

фениколов в молоке и молочных продуктах. Эти методы позволяют минимизиро-

вать размер образца и объемы растворителей, что делает их экологически безопас-

ными [208, 209, 252]. М. Rezae с коллегами описал использование процедуры мо-

нолитной капиллярной микроэкстракции для экстракции хлорамфеникола из 

меда, молока и яиц [246]. Устройство состояло из головки булавки для экстрак-

ции, цилиндра шприца и замены металлической иглы на головке булавки на мо-

нолитную капиллярную колонку из поли. Было получено улучшенное извлечение 

по сравнению с традиционными подходами. Дисперсная жидкостно-жидкостная 

микроэкстракция применялась при анализе хлорамфеникола в образцах молока. 

Основными преимуществами метода были высокий коэффициент обогащения и 

высокий уровень извлечения, а также уменьшение объема экстракционного рас-

творителя до уровня в мкл. В работе зарубежных ученых [153] также использо-

вали полимер с молекулярным отпечатком для анализа флорфеникола в молоке и 

меде, но методом пробоподготовки была твердофазная микроэкстракция. Повы-

шение извлечения достигнуто на 92,9–99,3 %. 
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В работе [243] использовали процедуру QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, 

Effective, Rugged, and Safe) для проведения экстракции хлорамфеникола из молока 

и молочных продуктов. В результате ученым удалось получить хорошее извле-

чение хлорамфеникола – 97,8–102,8 %. По словам авторов, главное преимуще-

ство QuEChERS заключается в том, что он позволяет производить экстракцию и 

очистку для всех матриц без дополнительной очистки экстрактов.  

Газовая хроматография (ГХ) и высокоэффективная жидкостная хроматогра-

фия (ВЭЖХ) являются широко используемыми аналитическими методами для ана-

лиза антибиотиков в пищевых продуктах. ГХ используется для анализа хлорамфе-

никола в различных пищевых продуктах, таких как морепродукты, ткани животных, 

мед и молоко, а также для анализа смеси трех амфениколов и смеси трех амфениколов 

плюс флорфеникол амин [167, 211, 234]. 

Поскольку амфениколы являются полярными, нелетучими и термолабиль-

ными молекулами, перед ГХ-анализом они должны быть преобразованы в стабиль-

ные летучие соединения. Наиболее широко используемыми реагентами для дери-

ватизации были N,O-бис(триметилсилил)трифторацетамид (BSTFA) и триметил-

хлорсилан (TMCS), гексаметилдисилазан (HMDS) и триметилхлорсилан (TMCS) и 

пиридин [158, 166]. По словам исследователей [263], чувствительность деривати-

зированных продуктов BSTFA возрастала с увеличением времени реакции. Однако 

для достижения максимума требовалось почти 240 мин. Когда к BSTFA добавляли 

1 % TMCS, то реакция дериватизации завершалась за 40 мин с высокой чувстви-

тельностью. Следовательно, дериватизацию лучше проводить при 70 °C в течение 

40 мин с использованием BSTFA + TMCS (99:1) в качестве дериватизирующего 

агента. Следует подчеркнуть, что дериватизация является дополнительным этапом 

подготовки образца и может увеличить время анализа, что может повлиять на вос-

производимость на следовых уровнях [190]. 

Фенилметилсилоксан (5 %) был наиболее часто используемой неподвижной 

фазой в колонках, длина которых варьировалась от 30 до 125 мм, внутренний диа-

метр 0,20–0,32 мм, размер частиц 0,25–0,50 мкм. Чувствительность методов была 

адекватной для анализа амфениколов с использованием как МС, так и детектора 
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электронного захвата (ЕС), достигая пределов количественного определения 

0,0012–0,0014 (хлорамфеникол) и 0,0014 мкг/кг (флорфеникол и флорфеникол 

амин в яйцах и меде, в мышцах и печени птицы, свиньи) [185, 220]. 

В работе [174] показано, что хлорамфеникол в молоке, используя 100 % ди-

метилполисилоксан (300×0,25 мм, внутренний диаметр 0,25 мкм) и тандемный 

масс-спектрометрический детектор (MS / MS), можно найти значения для предела 

принятия решения (CCα) и способности обнаружения (CCβ) – 0,083 и 0,14 мкг/кг 

соответственно. Авторы сравнили эффективность этого метода с процедурой ЖХ-

МС/МС и наблюдали аналогичную чувствительность, но последняя обеспечила 

лучшие параметры валидации (восстановление, повторяемость и неопределен-

ность) и потребовала меньше времени. На основании этих результатов можно ана-

лизировать хлорамфеникол по отдельности или все амфениколы и метаболит 

флорфеникол амин одновременно с помощью ГХ или жидкостной хроматографии 

и получить надежные результаты. 

По результатам литературного обзора, проведенного с 2018 по 2022 гг., 

установлено, что наиболее востребованным и эффективным количественным ме-

тодом оценки антибиотиков в продукции животноводства является высокоэффек-

тивная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) [231]. Востребованность данного ме-

тода для определения остаточного количества амфениколов в молоке и продуктах 

его переработки объясняется возможностью одновременного анализа сразу не-

скольких остатков в образце за относительно короткое время [223]. Именно метод 

ВЭЖХ получил наиболее широкое применение в аналитических лабораториях по 

контролю за качеством в пищевом производстве [128, 262, 270]. 

В работе L. R. Guidia описывается метод твердофазной магнитной экстрак-

ции (MSPE) в сочетании с методикой ВЭЖХ с диодной матрицей (HPLC-DAD) для 

количественного определения хлорамфеникола в образцах молочной продукции 

[142]. Магнитные наночастицы, покрытые нановолокном с использованием поле-

вой эмиссионной сканирующей электронной микроскопии (FE-SEM), рамановской 

спектроскопии и анализа порошковой рентгеновской дифракции (XRD), были ис-

пользованы в качестве твердофазного сорбента. Полученные в результате 
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исследований параметры рассматриваемого метода для аналита хлорамфеникола 

были систематически исследованы и оптимизированы. После проведенной экс-

тракции линейный диапазон для исследуемого вещества (R2 > 0,9954) был получен 

в диапазоне 10,0–600,0 нг/мл. Для хлорамфеникола предел обнаружения составил 

3,02 нг/мл. Разработанный метод, основанный на твердофазной магнитной экстрак-

ции в сочетании с методикой ВЭЖХ с диодной матрицей, был применен к образцам 

молока для количественного определения остатков хлорамфеникола. При исполь-

зовании модельного раствора с добавками значения восстановления были найдены 

в диапазоне 94,6–105,4 % (n = 3) [128]. 

В работе Y. Xie рассматривался быстрый, простой и эффективный метод 

одновременного определение трех общих остатков антибиотиков, включая хло-

рамфеникол в сыром молоке [251]. Метод молекулярного импринтинга в сочета-

нии с ТФЭ был использован для предварительной обработки тестовых образцов 

и затем одновременно обнаружен с помощью ВЭЖХ. Весь процесс, включая 

только одну стадию предварительной обработки, позволил обнаружить всю целе-

вую молекулу с использованием специального метода обогащения и анализа. Вос-

становление хлорамфеникола составило 72,94–83,57 %. Метод подходил для ру-

тинного анализа, а экспериментальная процедура была упрощена, время обнаруже-

ния значительно сократилось. Этот метод показал широкую перспективу примене-

ния для обнаружения остатков антибиотиков в сыром молоке. 

В работе E. Patyra и K. Kwiatek разработан чувствительный и надежный 

метод с использованием жидкостной хроматографии c тандемной масс-спектро-

метрией отрицательной ионизацией электрораспылением для одновременного 

определения следовых количеств хлорамфеникола и флорфеникола [239]. Ана-

литы извлекали этилацетатом, затем его испаряли, остаток повторно суспенди-

ровали в воде высокой степени очистки, обезжиривали n-гексаном, а ТФЭ про-

водили с помощью картриджей BondELUT C18. Сепарацию проводили на фе-

нильной колонке С6 с подвижной фазой, состоящей из 0,1 % муравьиной кис-

лоты в воде высокой степени очистки и ацетонитриле. Отклик детектора был ли-

нейным в диапазоне испытанные концентрации от 100 до 1000 мкг/кг. Значения 
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извлечения для всех аналитов были выше 79 % с RSD для повторяемости и вос-

производимости в диапазонах 4,5–10,9 и 8,4–13,5 % соответственно. Результаты 

показали, что этот метод эффективен для количественной оценки амфениколов 

в молоке и молочной продукции [128]. 

В работах В. Г. Амелина рассматривался простой способ подготовки образ-

цов и определения антибиотиков амфениколов в пищевых матрицах животного 

происхождения методом хроматографии-квадруполь-времяпролетной масс-спек-

трометрии [2, 3]. Процесс подготовки проб заключался в экстракции антибиотиков 

ацетонитрилом и двойным разбавлением полученных экстрактов деионизирован-

ной водой. Амфениколы предлагается определять методом добавок путем сумми-

рования площадей сигналов всех зарегистрированных аддуктов [128].  

Простой, дешевый и быстрый метод определения хлорамфеникола представ-

лен в работе T. Śniegocki и др. с использованием метода QuEChERS (Quick, Easy, 

Cheap, Effective, Rugged, and Safe) [128, 243]. Для качественного подтверждения и 

количественной оценки остатков хлорамфеникола использовалась система ВЭЖХ-

МС/МС. Лучшее разделение (симметричная форма пика и минимальный матричный 

эффект) и более длительное время удерживания антибиотика были оценены с ис-

пользованием 0,5 % изопропанола в 0,1 % уксусной кислоте в воде:метаноле. Извле-

чение находилось в диапазоне от 93,1 % до 108,0 % при повторяемости менее 9,2 % 

и внутрилабораторной воспроизводимости менее 13,1 % [128]. 

В исследовании M. Britzi и F. Schwartsburd описывается определение хло-

рамфеникола в коровьем и овечьем молоке с использованием жидкостной хро-

матографии с тандемной масс-спектроскопией [167, 168]. Метод позволяет об-

наруживать и количественно определять антибиотик при максимальных преде-

лах его остатков (0,3 мкг/кг). Было обнаружено, что добавление аскорбиновой 

кислоты в образцы молока перед стадией экстракции имеет решающее значение 

для воспроизводимости и интенсивности. Метод состоит из одной стадии экс-

тракции ацетонитрилом и коммерчески доступной смесью солей с последующим 

выпариванием надосадочной жидкости и восстановлением. Метод прошел вали-

дацию в соответствии с требованиями Решения Комиссии ЕС 2002/657/EC. 
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Точность метода находилась в диапазоне 89–108 %, а коэффициенты вариации 

оценки точности варьировались от 3 до 16 %. 

Группой ученных из Китая был разработан метод, основанный на сверхэф-

фективной жидкостной хроматографии-тандемной масс-спектрометрии в сочета-

нии с твердофазной экстракцией для определения запрещенных ветеринарных пре-

паратов [154]. Основные факторы, влияющие на отклик, извлечение и чувствитель-

ность метода, такие как тип и значения pH экстракционного растворителя, разбав-

ляющий раствор для аналитов, тип хроматографической колонки, а также тип и 

доля подвижной фазы, были оптимизированы во время предварительной обработки 

проб и приборного анализа. Образцы гидролизовали и диспергировали в 0,1 моль/л 

фосфатных буферных растворах (pH 9,0) и экстрагировали ацетонитрилом. Экс-

тракт дополнительно экстрагировали этилацетатом. После центрифугирования су-

пернатант этилацетат концентрировали почти досуха в азоте при температуре ниже 

40 °C. Остаток растворяли в 0,3 мл метанола с последующим добавлением 5,7 мл 

раствора фосфатного буфера. После встряхивания растворы очищали и обогащали 

на колонке Oasis HLB SPE. Целевые аналиты разделяли на хроматографической 

колонке ACQUITY UPLC BEH C18 (100 мм ×2,1 мм, 1,7 мкм) при температуре ко-

лонки 40 °C со скоростью потока 0,4 мл/мин. Объем инжекции составлял 10 мкл. 

Градиентное элюирование проводили метанолом и 0,1 % водным раствором муравь-

иной кислоты в качестве подвижных фаз. Мониторинг множественных реакций 

(MRM) проводили в режимах положительной и отрицательной ионизации электро-

распылением. Для количественного анализа использовали метод изотопного внут-

реннего стандарта. В оптимальных условиях каждый аналит показал хорошую ли-

нейную зависимость в каждом диапазоне, а коэффициент корреляции (1 % водный 

раствор муравьиной кислоты в качестве подвижных фаз) (R2) был больше 0,99. Пре-

делы обнаружения (LOD) варьировались от 0,050 до 0,50 мкг/кг, а пределы количе-

ственного определения (LOQ) – от 0,20 до 1,5 мкг/кг. Описанный метод прост в ис-

пользовании, чувствителен и точен [128].  

На основании проведенного литературного анализа установлено, что метод 

ВЭЖХ широко используется для анализа хлорамфеникола в пищевых матрицах – 
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молоке и молочной продукции. Это избирательная и эффективная система для об-

наружения остаточной концентрации амфениколов. Несмотря на все положитель-

ные качества рассмотренных методов, недостатками на сегодняшний день оста-

ются ограниченная доступность аналитического оборудования (хроматографов) в 

лабораториях из-за высокой стоимости и нехватка специализированного персо-

нала для его эксплуатации. 

 

 

1.5 Обоснование основных направлений исследований, их цель и задачи 

 

 

Анализ научных публикаций по исследуемой теме показал, что на сегодняш-

ний день биобезопасность молока является одной из глобальных и основных про-

блем в области сельского хозяйства и здравоохранения. Так как присутствие анти-

биотика (из-за крупномасштабного применения этих лекарственных препаратов 

в животноводстве для профилактики и лечения инфекционных заболеваний, а 

также в качестве стимуляторов роста животных) в исходном молоке и кисломо-

лочных продуктах на их основе создает целый ряд серьезных проблем: порча гото-

вой продукции, экономический ущерб предприятию и глобальная угроза здоровью 

потребителя из-за возникновения антибиотикорезистентности. Следовательно, 

определение амфениколов и их остаточных следов в молоке и молочной продук-

ции является актуальной задачей.  

Во многих работах разрабатываются подходы к одновременному определе-

нию амфениколов совместно с другими антибиотиками и лекарственными препара-

тами. Появились работы по определению амфениколов с помощью различных био-

сенсоров, характеризующиеся высокой чувствительностью и специфичностью, 

быстротой проведения анализа и возможностью одновременного анализа большого 

количества образцов. Анализ данных также показал, что за последние пять лет в ка-

честве основного аналитического метода для определения антибиотиков группы ам-

фениколов и продуктов его распада используют хроматографические методы. 
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Наиболее перспективными в области проведения научных исследований являются 

методы на основе ВЭЖХ-МС/МС. 

Определено, что остаточные количества антибиотиков амфениколов вызывают 

увеличение времени, которое необходимо для производства молочных продуктов, из-

за их ингибирующего действия на молочнокислые бактерии.  

Исследуемой проблеме посвящено ограниченное количество научных работ. 

Следовательно, необходимы исследования, направленные на расширение аналитиче-

ских методов оценки содержания антибиотиков в продукции и изучение влияния ан-

тибиотиков на готовую продукцию, т. е. необходимо, помимо контроля за уровнем 

максимально допустимого содержания антибиотиков в молоке для обеспечения ток-

сикологической безопасности, установить уровень содержания антибиотиков для 

обеспечения безопасности технологических этапов.  
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ГЛАВА 2. ОРГАНИЗАЦИЯ, ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ПРОВЕДЕНИЯ 

ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

 

В настоящей главе рассмотрена организация выполнения работы, охарак-

теризованы объекты и основные методы исследований. 

 

 

2.1 Организация выполнения работы и схема эксперимента 

 

 

Теоретические и экспериментальные исследования выполнены, в соответствии 

с поставленными задачами, в Лаборатории физико-химических исследований фарма-

кологически активных и природных соединений и в Лаборатории биотестирования 

природных нутрицевтиков Федерального государственного бюджетного образова-

тельного учреждения высшего образования «Кемеровский государственный универ-

ситет». Общая схема исследований представлена на рисунке 2.1.1. 

Весь цикл исследований состоял из трех блоков: теоретического, экспери-

ментального и практического. Теоретический этап работы заключался в изучении 

отечественной и зарубежной литературы по теме исследования, на основе которой 

формировали цель и задачи исследования. 

Экспериментальный блок исследований состоял из нескольких логически взаи-

мосвязанных этапов. Первый этап исследований посвящен мониторингу биобезопас-

ности молочной продукции молокоперерабатывающих предприятий Кемеровской об-

ласти – Кузбасса по содержанию антибиотиков в период с 2018 по 2022 гг. Определен 

основной контролируемый сегмент продуктов животноводства и основная группа ан-

тибиотиков для проведения исследований.  
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Рисунок 2.1.1 – Схема проведения исследований  

ТЕОРЕТИЧЕСКОЕ ОБОСНОВАНИЕ И ПРАКТИЧЕСКАЯ РЕАЛИЗАЦИЯ 

МЕТОДА КОНТРОЛЯ АМФЕНИКОЛОВ ДЛЯ БИОБЕЗОПАСНОСТИ МОЛОКА 

И МОЛОЧНОЙ ПРОДУКЦИИ 

    

I. Теоретические исследования 

   

Обобщение и анализ  

результатов 

отечественных и зарубежных  

исследований 

 
– аналитический обзор 

– обоснование направлений исследований 

– цель и задачи работы 
 

  

II. Экспериментальные исследования 

 

Мониторинг безопасности  

молочной продукции  

Кемеровской области – Кузбасса  

по содержанию антибиотиков 

 
− остаточные количества антибиотиков 

− выделения целевой группы антибиотиков 

− основной контролируемый сегмент продуктов  

− основная группа продуктов 

 молокоперерабатывающих предприятий 

− результаты мониторинга содержания 

 антибиотиков  

 

     

Оценка биобезопасности  

молока и молочных продуктов 

 в зависимости от  

воздействия антибиотиков  

группы амфениколов 

 − физико-химические показатели сырого молока 

− микрофлора сырого молока 

− метаболизм молочнокислых бактерий 

− профиль органических кислот 

− качество и безопасность молока и кисломолочных 

 продуктов  

 

  

Оптимизация метода 

определения антибиотиков 

группы амфениколов методом 

ВЭЖХ-МС/МС 

 − оптимальные значений напряжения 

− энергия соударения молекул 

− состав подвижной фазы 

− тип неподвижной фазы 

− сравнительный анализ методов определения 

 антибиотиков 

− валидация методики  

 

  

III. Практическая реализация результатов исследования  

(разработка принципиальной схемы и рекомендаций по применению,  

апробация, внедрение) 
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Третий этап исследований связан с изучением дифференцированного влияния 

антибиотиков амфениколов на сырое молоко. Определено влияние антибиотиков 

группы амфениколов на основные физико-химические показатели сырого молока. 

Установлен характер влияния на микрофлору сырого молока, рассмотрены его 

микробиологические характеристики. Проведены исследования по выявлению ха-

рактера влияния различных концентраций хлорамфеникола на основные техноло-

гические свойства заквасок, установлен характер воздействия антибиотика в мо-

локе на кинетику роста и развитие заквасочных культур Streptococcus thermophilus, 

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и Lactobacillus casei. Определено влияния 

антибиотика на качество и безопасность кисломолочных продуктов. 

На четвёртом этапе были проведены исследования, направленные на оптими-

зацию метода одновременного определения трех антибиотиков группы амфенико-

лов методом ВЭЖХ-МС/МС. Для идентификации исследуемых антибиотиков под-

бирали параметры масс-спектрометрического детектирования. Подтверждение эф-

фективности метода оценивали за счет осуществления сравнительного анализа раз-

работанного и гостированного методов определения антибиотиков. Проводили ва-

лидацию разработанной методики определения антибиотиков группы амфенико-

лов в молоке и молочной продукции.  

Проведенные исследования позволили составить схему пробоподготовки об-

разцов для контроля остаточного содержания антибиотиков группы амфениколов 

в молоке и продуктах его переработки при лабораторной диагностике, а также 

сформировать рекомендации и методические указания по применению оптимизи-

рованного метода по определению остаточных количеств антибиотиков группы ам-

фениколов. Оптимизированный метод контроля антибиотиков группы амфенико-

лов внедрен в практику производственной лаборатории ООО «Южский молочный 

завод» (г. Южа), лаборатории технохимического контроля и арбитражных методов 

анализа ФГАНУ «ВНИМИ» (г. Москва) и научно-исследовательской лаборатории 

микробиологии и биотехнологии ОНК «Институт медицины и наук о жизни» 

ФГАОУ ВО «БФУ им. И. Канта» (г. Калининград). 
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2.2 Объекты исследований 

 

 

Объектами исследований являлись: 

– молоко сырое крупного рогатого скота, полученное от сельскохозяйствен-

ного производственного кооператива «Береговой», Кемеровская область; 

– штаммы молочнокислых бактерий коллекции ФГБУ «ГосНИИгенетики и 

селекции промышленных микроорганизмов Национальный исследовательский 

цент “Курчатовский институт”» (таблица 2.2.1); 

– закваска для йогурта с пробиотическими культурами Streptococcus ther-

mophilus, Lactobacillus bulgaricus и Lactobacillus casei (ООО «Бакздрав», Россия). 

 

Таблица 2.2.1 – Штаммы молочнокислых бактерий, отобранные для оценки влияния 

антибиотиков на биобезопасность молока и молочных продуктов 

№ 

п/п 

Название 

микроорганизма 
Номер ВКПМ 

Параметры культивирования 

(тип питательной среды,  

температура) 

1 Streptococcus thermophilus В-2011 MRS, 37 °С  

2 
Lactobacillus delbrueckii ssp. 

bulgaricus 
В-5004 MRS, 35–37 °С 

3 Lactobacillus casei B-4542 MRS, 35–37 °С 

 

При выполнении исследований использовали отечественные и импортные 

реактивы, которые имели степень чистоты не ниже химический чистый. В качестве 

сырья и расходных материалов использовались: 

– тест-пластины 3M Petrifilm 6477 (Petrifilm, США); 

– тест-пластины 3М Petrifilm 6406 (Petrifilm, США); 

– тест-пластины 3М Petrifilm 6415 (Petrifilm, США); 

– тест-пластины 3М Petrifilm 6414 (Petrifilm, США); 

– тест-пластины 3М Petrifilm 6493 (Petrifilm, США); 

– тест-пластины 3М Petrifilm 6461 (Petrifilm, США); 
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– картридж для твердофазной экстракции Strata C-18E 500 мг/6 см3, 500 мг/12 

см3 (Phenomenex, США);  

– фильтры мембранные (PTFE с размером пор 0,2 мкм, США); 

– карбинол (ГОСТ 6995-77, х.ч., Россия); 

– н-гексан (ТУ 2631-158-44493179-13 х.ч., Россия); 

– ацетонитрил (HPLC, Sigma-Aldrich, США); 

– вода дистиллированная (ГОСТ 6709-72); 

– деионизованная вода, соответствующая ОСТ 11.029.003-80; 

– муравьиная кислота (CATROSA, 98 %, Россия). 

В работе использовались стандартные растворы антибиотиков: 

– стандартный образец хлорамфеникол (с содержанием основного вещества 

99,9 %, Sigma-Aldrich, США);  

– стандартный образец флорфеникол (с содержанием основного вещества 99 

%, Sigma-Aldrich США); 

– стандартный образец флорфеникол амин (с содержанием основного веще-

ства 99,3 %, Sigma-Aldrich США); 

– стандартный образец хлорамфеникол-Д5 (с содержанием основного веще-

ства 98 %, Sigma-Aldrich США). 

При выполнении исследований использовали следующее научно-исследова-

тельское оборудование: 

– анализатора молока Клевер-2 (ООО НПП БИОМЕР, Россия); 

– RTS-8 plus («BioSan SIA», Латвия); 

– хроматомасс-спектрометр LCMS-8040 (Shimadzu Corporation, Япония); 

– хроматограф жидкостный Shimadzu Corporation (Япония), состоящий из 

блоков: жидкостный хромато-масс-спектрометр LCMS-8040, вакуумный дегазатор 

элюента DGU-20 A5R, насосы высокого давления для подачи элюента LC-20ADxr, 

встроенный системный контроллер для управления работой блоков системы CBM-

20A lite, устройство для автоматического ввода образцов (автосамплер) со встро-

енным термостатом для проб SIL-20ACxr, термостат для колонок CTO-20AC № 

L20215477487US; 
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– жидкостный хроматограф LC-20 (Shimadzu, Япония); 

– ПО LadSolutions LCMS Release5.86. SP1; 

– жидкостной хроматограф Waters Aquity UPLC (Waters, США); 

– гибридный квадрупольный времяпролетный масс-спектрометр XEVO 

QTOF (Waters, США); 

– генератор азота Zefiro LCMS 35 (Cinel, Италия); 

– спектрофотометр UV 1800 (Shimadzu, Япония); 

– колонка хроматографическая PerfectSil 100 ODS-3 3 µm, 150×3,0 мм (MZ-

ANALITICAL, Германия); 

– колонка хроматографическая ACQUITY UPLC BEH Phenyl 2,1×50 мм, 1,7 

мкм, 130Å (Waters, Ирландия); 

– весы электронные аналитические ВР 110S (Sartorius, Германия); 

– весы лабораторные электронные ВЛТЭ-510С (ООО НПП «Госметр», Россия); 

– рН-метр-термометр Нитрон-рН (ООО НПП «Биомер», Россия); 

– электрическая плита (электронагреватель) HS-201 («Supra», Россия); 

– магнитная мешалка, MS-01 («Elmi», Латвия); 

– дозатор ДПОП-1-0,2-2 (Thermo Scientific, США); 

– дозатор ДПОП-1-1-10 (Thermo Scientific, США); 

– дозатор ДПОП-1-5-50 (Thermo Scientific, США); 

– дозатор ДПОП-1-20-200 (Thermo Scientific, США); 

– дозатор ДПОП-1-100-1000 (Thermo Scientific, США); 

–дозатор ДПОП-1-1000-5000 (Thermo Scientific, США); 

– мини-ротатор BIOSAN RS-24 (BIOSAN, Латвия); 

– центрифуга лабораторная рефрежираторная Eppendorf 5804R (ООО «Эп-

пендорф Раша», Россия); 

– концентратор испарительный ECTS10_1 (АО «Аквилон», Россия); 

– ультразвуковая ванна УЗВ-2,8 ТТА («Сапфир», Россия); 

– вакуумная установка для ТФЭ АН0-6023 (АО «Аквилон», Россия) 

– система фильтрации и очистки воды и водных растворов Direct-Q 3 UV 

Millipore (Merck Millipore, США); 
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– шейкеры-инкубаторы ISS-4075 («JEIO TECH», Республика Корея). 

 

 

2.3 Методы проведения исследований 

 

 

Проведение мониторинга биобезопасности, а именно оценка содержания ан-

тибиотиков группы амфениколы в молочной продукции молокоперерабатываю-

щих предприятий Кемеровской области, осуществлялось путем статистического 

анализа данных результатов лабораторных исследований на остаточное количество 

антибиотиков при помощи автоматизированной системы «Веста» (Россельхознад-

зор). Согласно таким нормативным документам Российской Федерации, как ТР ТС 

021/2011 «О безопасности пищевой продукции» и ТР ТС 033/2013 «О безопасности 

молока и молочной продукции», исследуемая проба считалась «положительной», 

если остаточное количество антибиотиков группы амфениколы превышало или 

было равное норме ПДК 0,0003 мг/кг [117, 118]. 

Для установления характера влияния антибиотиков группы амфениколы 

(хлорамфеникол, флорфеникол и флорфеникол амин) были проведены исследо-

вания по изучению их влияния на основные физико-химические показатели мо-

лока при различных температурных режимах (8±2, 25±2 и 37±2 °С) в динамике. 

Концентрации антибиотика варьировали от 0,0001 до 0,0027 мг/кг .  

Для определения массовой доли белка, сухого обезжиренного молочного 

остатка жира (СОМО) и белка в сыром молоке использовали анализатор молока 

Клевер-2 (ООО НПП БИОМЕР, Россия). Принцип действия анализатора основан 

на измерении параметров ультразвука в молоке в зависимости от температуры и 

состава молока. Хранение молока и подготовку его к анализу проводили по МВИ 

2007.24.01/2 [70]. Исследуемая проба на начало работы являлась однородной, ее 

температура в момент заливки в анализатор поддерживали на уровне комнатной 

20±2 °С. Измерение и анализ полученных данных проводили в соответствии с 

инструкцией производителя.  
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Определение массовой доли лактозы в сыром молоке осуществляли в соот-

ветствии с ГОСТ 34304-2017 «Молоко и молочные продукты. Метод определения 

лактозы и галактозы» [45]. Метод основан на гидролизе лактозы, содержащейся в 

освобожденном от жира и белка водном экстракте пробы молока. 

Исследование по определению титруемой кислотности осуществляли в соот-

ветствии с ГОСТ 3624-92 «Молоко и молочные продукты. Титриметрические методы 

определения кислотности» с применением индикатора фенолфталеина [46]. 

Для оценки дифференцированного воздействия антибиотиков на микро-

флору сырого молока, исследовали их влияние в различных концентрациях 

(0,0001, 0,0002, 0,0003, 0,0009 и 0,0027 мг/кг) при различных температурных ре-

жимах. Для исследования влияния антибиотиков на молочнокислые бактерии кон-

трольные и опытные образцы молока выдерживали при 35±2 °С. Для исследова-

ния влияния антибиотиков на КМАФАнМ контрольные и опытные образцы мо-

лока выдерживали при 35±2 °С. Для исследования влияния антибиотиков на 

дрожжи и плесневые грибы контрольные и опытные образцы молока выдержи-

вали при 25±2 °С. Подсчет образующихся колоний микроорганизмов проводили 

с использованием тест-пластин 3 М Petrifilm («Petrifilm», США). 

Для получения достоверных результатов исследований и подсчета образую-

щихся колоний микроорганизмов готовили ряд разведений исследуемых образцов 

молока. Разведение осуществляли в дистиллированной воде – гидромодуль 1:10. Ди-

стиллированную воду в объеме 9 см3 разливали по пробиркам и стерилизовали. Для 

стерилизации в работе использовали вертикальный паровой стерилизатор DGM-500 

(«DGM», Швейцария), параметры автоклавирования: 120,0±5,0 и 15,0±0,5 мин. 

После завершения стерилизации образцы со стерильной водой охлаждались до 

25±2 °С. Исследуемые образцы молока отбирали дозатором ДПОП-1-100-1000 

(Thermo Scientific, США) в количестве 1 см3 и переносили в пробирку с водой. 

Пробирку перемешивали и отбирали полученную суспензию дозатором в коли-

честве 1 см3, затем помещали в чистую пробирку с водой. Подобным образом 

проводили последующие 4 разведений до шестого порядка (1:100000). Далее от-

бирали 1 см3 суспензии с разведением 1:100000 и наносили на тест-пластину. 
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После окрашивания колоний микроорганизмов за счет специального индикатора 

в составе селективной среды производили их подсчет. 

Для проведения исследования по определению влияния антибиотиков на 

метаболизм молочнокислых бактерий готовили маточные закваски чистых куль-

тур промышленных штаммов молочнокислых бактерий: Lactobacillus casei, 

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и Streptococcus thermophilus, которые вно-

сили в пастеризованное молоко. Процесс ферментации проводили при 40±2 °C до 

образования плотного сгустка кислотностью 95–100 °Т контрольного образца. 

Для культивирования использовались шейкеры-инкубаторы ISS-4075 («JEIO 

TECH», Республика Корея). 

Для определения массовой доли жира, белка, лактозы, сухого обезжиренного 

молочного остатка и титруемой кислотности использовали методы, которые описы-

вались ранее при исследовании аналогичных показателей для сырого молока. 

Для изучения влияния концентраций антибиотика на динамику развития 

промышленных штаммов молочнокислых бактерий оценивали прирост получен-

ной биомассы путем культивирования на среде MRS с добавлением стерильного 

молока при 35,0±2 °С в течение 24,0 ч. Измерение количества клеток проводили 

каждые 2,0 ч. Прирост биомассы оценивался по изменению единиц оптической 

плотности с помощью персонального мультиканального биореактора RTS-8 plus 

(«BioSan SIA», Латвия). В пробирки вносили растворы антибиотиков с задан-

ными концентрациями и 2,0 % инокулянта исследуемой культуры молочнокис-

лых бактерий (мутность суспензии микроорганизмов 0,5 по МакФарланда с по-

мощью денситометра ДЭН-1 («BioSan SIA», Латвия). Продолжительность куль-

тивирования составила 72 ч. 

Чувствительность заквасочных культур к антибиотику хлорамфеникол изу-

чали по концентрации органических кислот (молочной, пировиноградной, лимон-

ной, уксусной, оротовой, щавелевой, муравьиной, мочевой и янтарной) в конце 

процесса ферментации (40±2 °С, 4–6 ч). Концентрацию органических кислот опре-

деляли с помощью ВЭЖХ. Анализ проводился на хроматографе Waters Aquity 

UPLC (Waters, США) с гибридным квадрупольным времяпролетным масс-
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спектрометром XEVO QTOF (Waters, США). Анализируемый компанент в объеме 

1,0 мм3 инжектируется в колонку ACQUITY UPLC BEH Phenyl (2,1×50 мм, 1,7 мкм, 

130Å; Waters, Ирландия). Температура колонки составила 30±5 °C, скорость потока 

подвижной фазы – 0,5–1,0 см3/мин. В качестве подвижной фазы использовался 0,1 % 

раствор фосфорной кислоты, 10 мМ КН2 РО4 в воде (растворитель А) и ацетонитрил 

(растворитель Б). Хроматографическое разделение веществ проводилось в режиме 

градиентного элюирования. Анализ проводили в режиме регистрации положитель-

ных ионов (m/z диапазон 100–1200). Параметры источника ионизации: температура 

источника ионизации 130,0 °C, температура десольватации 240,0 °C напряжение 

капилляра 3,5 кВ, напряжение конуса ввода пробы 30,0 В, скорость подачи азота 

(д-сольвационный газ) 600 дм3/ч. 

Для изучения влияния хлорамфеникола на качество и безопасность кисломо-

лочных продуктов изготавливали продукт – йогурт из молока, содержащего задан-

ные концентрации исследуемого антибиотика (0,0001, 0,0003, 0,0009 и 0,0027 

мг/кг). В качестве закваски использовали йогуртовую закваску (ООО 

«БАКЗДРАВ», Россия), состоящую из заквасочных культур Streptococcus 

thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и Lactobacillus casei. Йогурт 

изготавливали в соответствии с ГОСТ 31981-2013 «Йогурты. Общие технические 

условия» [43]. Закваску вносили в количестве 3 г на 1 л заквашиваемого молока. 

Процесс ферментации осуществляли при 40±2 °С в термостатной камере в течении 

4±2 ч. Конец ферментации определяли по достижению титруемой кислотности 

95±3 °Т и образованию сгустка в контрольном образце. 

Органолептические показатели йогурта, изготовленного из молока с раз-

личной концентрацией хлорамфеникола, оценивали в соответствии с ГОСТ 

31981-2013 «Йогурты. Общие технические условия» [43]. 

Химический состав йогурта, подвергнутого воздействию хлорамфеникола, 

был оценен с точки зрения изменения таких показателей, как массовая доля белка, 

жира, лактозы, СОМО и титруемой кислотности – методика представлена ранее. 

Для постановки метода на аналитическом приборе проводили приготовление 

индивидуальных растворов стандартных образцов амфениколов с массовой 
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концентрацией 0,2 и 0,5 мкг/см3 в деионизированной воде. Приготовление раство-

ров смеси амфениколов с массовой концентрацией 10 и 1 мкг/см3 с и без хлорам-

фениколом, раствора хлорамфеникола с массовой концентрацией 0,1 мкг/см3 и рас-

твора внутреннего стандарта хлорамфеникола-Д5 с массовой концентрацией 1 

мкг/см3, используемых для приготовления градуировочных растворов и проб с до-

бавками, проводили перед проведением исследований.  

Для приготовления индивидуальных растворов антибиотиков для постановки 

метода с массовой концентрацией стандартного образца 200 мкг/см3 в метаноле ис-

пользовали центрифужные пробирки вместимостью 15 см3. Для этого на аналитиче-

ских весах ВР 110S (Sartorius, Германия) взвешивали 1,0–5,0 мг каждого стандартного 

образца в отдельных пробирках.  

Затем весовым методом добавляли метанол, массу которого рассчитывали по 

формуле: 

 

mp=
m×Pa×Ma×ρ

Mc×100×C
 (2.3.1) 

 

 
 

После приготовления растворы помещали в ультразвуковую баню УЗВ-2,8 

ТТА («Сапфир», Россия) на 1 мин. Перед дальнейшим использованием все рас-

творы выдерживали при комнатной температуре в темном месте не менее 20 мин. 

Для постановки метода на аналитическом приборе проводили приготовление 

индивидуальных растворов стандартных образцов амфениколов с массовой кон-

центрацией 0,2 и 0,5 мкг/см3 и раствор смеси стандартных образцов амфениколов 
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с массовой концентрацией 0,2 мкг/см3 в воде деионизированной согласно данным 

таблицы 2.3.2. 

 

Таблица 2.3.2 – Приготовление индивидуальных растворов стандартных образцов 

амфениколов для постановки метода 

Исходный инди-

видуальный рас-

твор амфеникола 

Концентра-

ция раствора, 

мкг/см3 

Объем ис-

ходного рас-

твора, см3 

Объем рас-

творителя, 

см3 

Растворитель 

Хлорамфеникол 

0,2 0,001 0,999 
Деионизиро- 

ванная вода 

0,4 0,002 0,998 
Деионизиро- 

ванная вода 

Флорфеникол 

0,2 0,001 0,999 
Деионизиро- 

ванная вода 

0,4 0,002 0,998 
Деионизиро- 

ванная вода 

Флорфеникол 

амин 

0,2 0,001 0,999 
Деионизиро- 

ванная вода 

0,4 0,002 0,998 
Деионизиро- 

ванная вода 

Хлорамфеникол-

Д5 

0,2 0,001 0,999 
Деионизиро- 

ванная вода 

0,4 0,002 0,998 
Деионизиро- 

ванная вода 

Хлорамфеникол 

0,2 

0,001 

0,996 
Деионизиро- 

ванная вода 

Флорфеникол 0,001 

Флорфеникол 

амин 
0,001 

Хлорамфеникол-

Д5 
0,001 

 

После приготовления растворы помещали в ультразвуковую баню на 1 мин. 

Перед дальнейшим использованием все растворы выдерживались при комнатной 

температуре в темном месте не менее 20 мин. 
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Приготовление растворов смеси амфениколов с массовой концентрацией 

10,0 и 1,0 мкг/см3 с и без хлорамфениколом, раствора хлорамфеникола с массовой 

концентрацией 0,1 мкг/ см3 и раствора внутреннего стандарта хлорамфеникола-Д5 

с массовой концентрацией 1,0 мкг/ см3, используемых для приготовления градуи-

ровочных растворов и проб с добавками, проводили в виалах из темного стекла 

вместимостью 40 см3 (таблица 2.3.3). 

После приготовления раствор помещали в ультразвуковую баню УЗВ-2,8 ТТА 

(«Сапфир», Россия) на 1 мин. Перед дальнейшим использованием раствор выдержи-

вали при комнатной температуре в темном месте не менее 20 мин. 

Для определения специфичности валидируемого метода брали навески 40 об-

разцов каждой матрицы. 20 образцов каждой матрицы обогащали на уровне С0, в 

соответствии с таблицей 2.3.4, и проводили пробоподготовку согласно ГОСТ 

54904-2013 [49]. Критерием специфичности для арбитражных методов для обога-

щенных проб являлся результат измерения «обнаружено» в соответствии с 

SANCO/10684/2009. Допустимая вероятность ошибки (β-ошибка) должна состав-

лять не более 5 % при n ≥ 20. 

 

Таблица 2.3.3 – Приготовление растворов смеси амфениколов для приготовления 

градуировочных растворов и проб с добавками 

 

 

 

 

 

 

10,0 (Смесь 3) 

1,25 

21,250 Метанол 
 

1,25 

 

1,25 

 

10,0 (Смесь 4) 

1,25 

22,500 

Метанол 

 

1,25 
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Продолжение таблицы 2.3.3 

 

 

 

 

 

 

1,0 (Смесь 1) 

0,125 

24,625 Метанол 
 

0,125 

 

0,125 

 

1,0 (Смесь 2) 

0,125 

24,750 Метанол 

 

0,125 

 

0,1 0,0125 24,987 Метанол 

Хлорамфеникол-

Д5 
1,0 0,125 24,875 Метанол 

 

Таблица 2.3.4 – Уровни обогащения проб  

 

 

   

С0 
 

 

0,002 

(хлорамфеникол) 
0,040 

1,0  1,0 (Смесь 2) 0,001 0,040 

С1  
 

 

0,002 

(хлорамфеникол) 
0,040 

50,0 10,0 (Смесь 3) 0,005 0,040 

С2   

 

0,003 

(хлорамфеникол) 
0,040 

100,0 10,0 (Смесь 3) 0,010 0,040 

С3  
 

 

0,005 

(хлорамфеникол) 
0,040 

150,0 10,0 (Смесь 3) 0,015 0,040 
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Пробоподготовка. Молоко, сливки, сметану, кисломолочные напитки и про-

дукты, сухие молочные продукты перед анализом тщательно перемешивали. Сыр, 

творог или творожные изделия тщательно растирали в фарфоровой ступке. Ана-

лизируемую пробу измельчали и взвешивали на весах в полипропиленовой про-

бирке вместимостью 15 см3 на 1,0 г гомогенизированной пробы. Пипеточным до-

затором в пробирку вносили 0,04 см3 раствора внутреннего стандарта хлорамфе-

никола-Д5, приготовленного согласно таблице 2.3.3. Пробирку помещали в шей-

кер для перемешивания на 15 мин. Через 15 мин приливали 4 см3 ацетонитрила и 

помещали пробирку на 15 мин в шейкер для экстракции. Затем центрифугировали 

при 4000 об/мин в течение 15 мин при температуре 4 °С. После центрифугирова-

ния верхний органический слой переливали в другую полипропиленовую про-

бирку вместимостью 15 см3, помещали на нагревательный модуль и упаривали в 

токе воздуха при температуре 40 °С до 0,1–0,2 см3. К полученному остатку при-

ливали 2 см3 деионизованной воды, перемешивали и центрифугировали со скоро-

стью 4000 об/мин в течение 15 мин при температуре 4 °С. Центрифугат использо-

вали для твердофазной экстракции [49]. 

Картриджи для твердофазной экстракции кондиционировали на вакуумном 

устройстве для твердофазной экстракции, пропуская последовательно 2 см3 ацето-

нитрила и 2 см3 деионизированной воды. Затем через картридж Strata C-18E 500 

мг/6 см3, 500 мг/12 см3 (Phenomenex, США) пропускали анализируемый центрифу-

гат пробы. На всех этапах твердофазной экстракции, кроме этапов сушки, вакуум 

или избыточное давление не применяли. Промывали картридж 2 см3 деионизиро-

ванной водой, затем сушили 10 мин. Далее элюировали аналиты 2 см3 ацетонит-

рила. Элюат упаривали на нагревательном модуле в токе воздуха до 0,1 см3 при 

температуре 40 °С. Для перерастворения и подготовки к хроматографическому ана-

лизу объем полученного упаренного элюата доводили до 1 см3 деионизованной во-

дой и помещали на ультразвуковую баню на одну минуту. Полученный экстракт 

фильтровали через мембранный фильтр в виалу для хроматографирования вмести-

мостью 2 см3 и использовали для ВЭЖХ-МС/МС анализа [49]. 
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Линейность определяли исследованием не менее 5 уровней концентраций, 

каждый уровень был определен не менее 3 раз. Для определения линейности 

строили калибровочную кривую. При построении калибровочной кривой кон-

центрации калибровочных стандартов охватывали ожидаемый концентрацион-

ный диапазон. Критерием линейности являлся коэффициент корреляции – не ме-

нее 0,99 для хроматографических методов (2002/657/ЕС) [99]. 

Для установления точности, сходимости и внутрилабораторной воспроизво-

димости, в соответствии с планом эксперимента (таблица 2.3.5), образцы матрицы 

обогащали на уровне С1–С2 в соответствии с таблицей 2.3.4. После этого проводили 

исследования на приборе. 

Основным критерием точности является истинность. Она может быть уста-

новлена только с помощью сертифицированного эталонного материала. Для опре-

деления истинности нужно:  

− отобрать 18 бланков образца и обогатить 6 из них на уровне 1, 1,5 и 2-крат-

ном минимальном требуемом рабочем пределе или 0,5; 1 и 1,5-кратном разрешен-

ном пределе; 

− подсчитать среднее стандартное отклонение и коэффициент вариации (вос-

становление) (%) для этих концентраций: 

 

Восстановление = 
100×измеренное содержание

уровень обогащения
 (2.3.1) 

 

При валидации методики сходимость определяли путем исследования проб, 

обогащенных аналитом на трех различных уровнях концентрациях: в 1, 1,5 и 2 раза 

больше минимального рабочего предела или в 0,5, 1 и 1,5 раз больше разрешенного 

предела. Также проводился анализ проб и вычислялась концентрация, обнаружен-

ная в каждой пробе. Затем определялись средняя концентрация, стандартное откло-

нение и коэффициент вариации (%) обогащенных проб. Критерием оценки повто-

ряемости служит коэффициент вариации (RSDr, %), значение которого должно со-

ответствовать 2002/657/ЕС [99]: 
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RSDr ≤ 0,67×RSDR (2.3.2) 

 

где RSDR ‒ межлабораторный коэффициент вариации (%), определяемый с 

помощью уравнения Гурвица по формуле: 

 

RSDR = 2(1– 0,5 logC) (2.3.3) 

 

где С – массовая доля, выраженная в степени (экспоненте) 10 (например, 1 

мг/г = 10–3). 

 

Эксперимент по определению внутрилабораторной воспроизводимости про-

водили по аналогии с экспериментом по определению повторяемости. 

Критерием оценки воспроизводимости являлось значение коэффициента 

внутрилабораторной воспроизводимости (RSDwR), которое не должно превышать 

величину коэффициента вариации сходимости (RSDr). 

Результаты обрабатывались методами математической статистики, анализ 

данных проводился с использованием методов дисперсионного ирегрессионного 

анализа, был разработан дизайн экспериментов. Результаты многофакторных экс-

периментов обрабатывались с помощью модуля проектирования процессов про-

граммного обеспечения Statistica 10.0 (StatSoft Inc., 2007, США). Данные, получен-

ные на разных образцах, сравнивались с помощью распределений Фишера и Стью-

дента. Визуализацию теоретических и экспериментальных данных и расчет индек-

сов проводили с помощью MS Excel и пакета прикладных программ. 

 

Таблица 2.3.5 – План эксперимента по установлению точности  

Оператор  

№ 
День 1 День 2 День 3 День 4 День 5 День 6 День 7 День 8 День 9 

1 
С2– 6 

образцов 

С1– 6 

образцов 

С3–6 

образцов 

С2–6 

образцов 

С1–6 

образцов 

С3–6 

образцов 

С2–6 

образцов 

С1–6 

образцов 

С3–6 

образцов 

2 
С1–6 

образцов 

С3–6 

образцов 

С2–6 

образцов 

С1–6 

образцов 

С3–6 

образцов 

С2–6 

образцов 

С1–6 

образцов 

С3–6 

образцов 

С2–6 

образцов 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

 

Глава посвящена проведению мониторинга биобезопасности, а именно оценке 

содержания антибиотиков группы амфениколов в молочной продукции молокопере-

рабатывающих предприятий Кемеровской области – Кузбасса. Рассмотрено влияние 

антибиотиков группы амфениколов на сырое молоко. Рассмотрен характер влияния 

различных концентраций антибиотиков на основные технологические свойства за-

квасок: на кинетику роста и развитие. Рассмотрено влияние антибиотиков, содержа-

щихся в молоке, на качество и безопасность кисломолочных продуктов.  

 

 

3.1 Мониторинг биобезопасности молочной продукции  

молокоперерабатывающих предприятий Кемеровской области по 

содержанию антибиотиков 

 

 

Мониторинг антибиотиков амфениколов, обнаруженных в продуктах по Ке-

меровской области, проводили путем сбора и анализа статистических данных Гос-

ударственного управления ветеринарии Кемеровской области – Кузбасса и Феде-

ральной службы по ветеринарному и фитосанитарному надзору, а также собствен-

ных исследований. В ходе лабораторных исследований по определению остаточ-

ных количеств антибиотиков проанализировано более 8,5 тыс. проб животновод-

ческой продукции производителей Кемеровской области – Кузбасса. С помощью 

методов статистического анализа данных установлено, что амфениколы, тетрацик-

лины, пенициллины, нитрофураны и сульфаниламиды содержатся в объектах ис-

следования, представленных на рисунке 3.1.1. 

Полученные данные мониторинга биобезопасности пищевой продукции по Ке-

меровской области позволили выделить целевую группу антибиотиков для проведе-

ния дальнейших исследований. Установлено, что наибольшее количество проб (за 
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период 2018–2022 гг.) содержат антибиотики группы амфениколы – 2033 шт., что на 

13,1 % больше количества проб, исследованных на остаточное количество тетрацик-

линов, и на 14,8 % больше нитрофуранов. 

 

 

Рисунок 3.1.1 – Результаты мониторинга по содержанию антибиотиков в живот-

новодческой продукции Кемеровской области – Кузбасса: 1 – амфениколы; 2 – 

тетрациклины; 3 – нитрофураны; 4 – пенициллины; 5 – сульфаниламиды 

 

Антибиотики группы амфениколы являются одними из наиболее востребо-

ванных в сегменте сельскохозяйственного рынка. Интерес к данной группе пре-

паратов основывается на доступности и широком спектре их действия. Следует 

отметить, что применение антибиотиков группы амфениколы запрещены в стран-

ных ЕС, т. к. данные препараты обладают высокой токсичностью. Согласно нор-

мативным документам Российской Федерации, таким как ТР ТС 021/2011 «О без-

опасности пищевой продукции», допускается содержание хлорамфеникола в ко-

личестве не более 0,0003 мг/кг [117]. 

После выделения целевой группы антибиотиков, содержание которой ха-

рактерно для животноводческой продукции региона, выделялся сегмент продук-

ции, в котором преобладало содержание амфениколов. Результаты анализа пред-

ставлены на рисунке 3.1.2.  

1 

2 

3 

4 

5 
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Анализ полученных данных показал, что наиболее контролируемым сегмен-

том на рынке продуктов питания является молоко и молочная продукция. В период 

с 2018 по 2022 гг. на содержание остаточного количества амфениколов было иссле-

довано 897 проб молока и продуктов его переработки производителей Кемеровской 

области – Кузбасса, что составило 44 % от общего объема исследуемого материала.  

 

 

Рисунок 3.1.2 – Основные группы пищевых продуктов, исследуемые на остаточное 

содержание антибиотиков группы амфениколы в Кемеровской области – Кузбассе 

 

Для установления основной группы продуктов молокоперерабатывающей 

промышленности производителей Кемеровской области – Кузбасса, подверженной 

загрязнению антибиотиками группы амфениколов, были проведены исследования 

по определению наибольшего количества положительных проб с помощью автома-

тизированной системы «Веста» (Россельхознадзор). За основной показатель мони-

торинга приняли концентрацию антибиотиков, превышающие значения ПДК (со-

гласно ТР ТС 033/2013) [118]. В качестве исследуемых матриц были выбраны мо-

локо сырое, молоко пастеризованное питьевое, кисломолочные продукты (йогурты, 

сметана, творог) и детское молочное питание (йогурты, творог, творожки). Резуль-

таты оценки содержания амфениколов в сыром молоке, пастеризованном молоке, 
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кисломолочных продуктах и детском молочном питании представлены в таблице 

3.1.1 и на рисунках 3.1.3–3.1.6. 

 

Таблица 3.1.1 – Результаты по определению амфениколов в объектах исследования 

Матрица 
Количество 

проб всего, шт. 

Количество положи-

тельных проб, шт. 
Выявляемость, % 

Молоко сырое 179 51 28,4±0,2 

Молоко 

пастеризованное 
279 56 20,0±0,1 

Кисломолочные 

продукты 
332 63 19,0±0,3 

Детское питание 81 9 11,0±0,1 

Всего 871 179 20,5±0,2 

 

 

 

Рисунок 3.1.3 – Содержание амфениколов в положительных пробах  

сырого молока, мг/кг 
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Рисунок 3.1.4 – Содержание амфениколов в положительных  

пробах пастеризованного молока, мг/кг 

 

 

Рисунок 3.1.5 – Содержание амфениколов в положительных  

пробах кисломолочных продуктах, мг/кг 
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Рисунок 3.1.6 – Содержание амфениколов в положительных  

пробах детского питания, мг/кг 

 

Результаты показали, что из общего объема проанализированных проб за пе-

риод с 2018 по 2022 гг. 20,5±0,1 % приходится на положительные результаты, т. е. 

на наличие антибиотиков целевой группы. Наибольшее количество положительных 

результатов выявлено в сыром молоке (28 %) и молоке пастеризованном (20 %).  

Результаты показали, что наибольшее количество положительных проб ис-

следуемых матриц содержали антибиотик в концентрации от 0,0003 до 0,0005 

мг/кг. Установлено, что при исследовании сырого молока четыре пробы имели кон-

центрацию антибиотика в среднем в 6–10 раз больше нормы ПДК. Показано, что 

детское питание также подвержено загрязнению антибиотиками, их содержание 

составило 0,00035 мкг/кг. Согласно нормативным документам, содержание лекар-

ственных препаратов в исследуемом сегменте продуктов не допускается. 
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3.2 Изучение дифференцированного влияния антибиотиков  

амфениколов на сырое молоко 

 

 

Результаты влияния антибиотиков группы амфениколы (хлорамфеникол, 

флорфеникол и флорфеникол амин) на физико-химические показатели сырого мо-

лока в динамике при различных температурных режимах (8±2, 25±2 и 37±2 °С) от-

ражены на рисунках 3.2.1–3.2.4. Концентрации антибиотика варьировали от 

0,0001 до 0,0027 мг/кг.  

 

 

а) 

 

б) 

 

в) 

Рисунок 3.2.1 – Влияние хлорамфеникола на массовую долю жира  

в сыром молоке, %: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 
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а) 

 

б) 

 

в) 

Рисунок 3.2.2 – Влияние хлорамфеникола на массовую долю белка  

в сыром молоке, %: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 

 

 

а)  
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б)  

 

в)  

Рисунок 3.2.3 – Влияние хлорамфеникола на массовую долю лактозы  

в сыром молоке, %: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 

 

 

а)  

 

б)  
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в)  

Рисунок 3.2.4 – Влияние хлорамфеникола на титруемую кислотность  

сырого молока, °Т: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 С 

 

В результате проведенного исследования установлено, что статистически до-

стоверных изменений физико-химических показателей в процессе хранения мо-

лока при температуре 8±2 °С выявлено не было. 

Наличие антибиотика в молоке оказало выраженное влияние на значения 

титруемой кислотности при 25±2 и 37±2 °С. Установлено, что при 25±2 °С уве-

личении концентрации антибиотика более 0,0002 мг/кг наблюдалось снижение 

значений исследуемого показателя. В опытном образце с наибольшей концен-

трацией антибиотика (0,0027 мг/кг) уровень титруемой кислотности составил 

23,1 °Т, что на 41,2 % меньше исследуемого показателя в контрольном образце 

молока. Аналогичные результаты были отмечены при 37±2 °С. Уровень титруе-

мой кислотности в опытном образце с концентрацией 0,0027 мг/кг составил 23,1 

°Т, что на 45,7 % ниже, чем в контрольном.  

Установлено, что при температуре хранения молока 25±2 и 37±2 °С антибио-

тик хлорамфеникол влиял на содержание лактозы в исследуемом молоке. Содержа-

ние лактозы в контрольном образце через 24 ч хранения уменьшилось на 4,2 % при 

25±2 °С, на 10,5 % при 37±2 °С. В контрольных образцах с концентрацией анти-

биотика 0,0003 мг/кг и более исследуемый показатель не изменялся (~ 0,2 %).  

Такой характер снижения кислотности и содержания лактозы в опытных об-

разцах с концентрациями антибиотика 0,0003 мг/кг и более может свидетельство-

вать о его ингибирующем действии на молочнокислые бактерии.  
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Результаты исследования изменения физико-химических свойств сырого 

молока в присутствии флорфеникола и флорфеникол амина представлены на ри-

сунках 3.2.5–3.2.12.  

 

 

а)  

 

б)  

 

в)  

Рисунок 3.2.5 – Влияние флорфеникола на массовую долю жира сырого  

молока, %: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 
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а)  

 

б)  

 

в)  

Рисунок 3.2.6 – Влияние флорфеникола на массовую долю белка сырого  

молока, %: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 

 

 

а)  
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б)  

 

в)  

Рисунок 3.2.7 – Влияние флорфеникола на массовую долю лактозы в сыром  

молоке, %: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 

 

 

а)  

 

б)  
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в)  

Рисунок 3.2.8 – Влияние флорфеникола на титруемую кислотность в сыром 

 молоке, °Т: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 

 

 

а)  

 

б)  

 

в)  

Рисунок 3.2.9 – Влияние флорфеникол амина на массовую долю жира в  

сыром молоке, %: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 



71 

 

а)  

 

б)  

 

в)  

Рисунок 3.2.10 – Влияние флорфеникол амина на массовую долю белка  

в сыром молоке, %: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 

 

 

а) 
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б)  

 

в)  

Рисунок 3.2.11 – Влияние флорфеникол амина на массовую долю лактозы  

в сыром молоке, %: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 

 

 

а)  

 

б)  
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в)  

Рисунок 3.2.12 – Влияние флорфеникол амина на титруемую кислотность 

 в сыром молоке, °Т: а) 8±2 °С; б) 25±2 °С; в) 37±2 °С 

 

В результате исследования было установлено, что антибиотики группы ам-

фениколы – флорфеникол и флорфеникол амин – проявляют аналогичное влияние 

на изменения физико-химических свойств молока в заданных условиях. Наиболее 

выраженное действие присутствие антибиотика в молоке оказало на значения тит-

руемой кислотности при 37±2 °С. В опытном образце с наибольшей концентрацией 

флорфеникола и флорфеникол амина (0,0027 мг/кг) уровень титруемой кислотно-

сти составил 57,8 °Т для каждого, что на 23,6 % меньше исследуемого показателя 

в контрольном образце молока.  

Анализ данных, представленных на рисунках 3.2.1–3.2.12 показал, что в 

процессе хранения молока в заданных условиях антибиотики группы амфени-

колы в концентрациях от 0,0001 до 0,0002 мг/кг не оказывали статистически до-

стоверного влияния на исследуемые физико-химические параметры молока. 

Для изучения дифференциального воздействия антибиотиков группы амфе-

николов на микрофлору сырого молока установлен характер их влияния при раз-

личных температурных режимах (в зависимости от группы исследуемых микроор-

ганизмов) в заданных значениях концентраций. Для проведения анализа микро-

флоры сырого молока использовали пластины Petrifilm с последующим подсчётом 

образующихся колоний микроорганизмов.  
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Результаты влияния антибиотиков различной концентрации на микро-

флору молока, оцененные с помощью анализа на Petrifilm, отражены на рисунках 

3.2.13–3.2.15. 

Установлено, что концентрации антибиотиков в пределах от 0,0001 до 0,0002 

мг/кг не оказывали статистически достоверного влияния на микрофлору сырого 

молока. Изменение численности клеток в опытных образцах с концентрациями 

0,0001 до 0,0002 мг/кг происходят в том же диапазоне, что и в контрольном об-

разце: с 160 до 24,0×104 ± 0,1 КОЕ/мл. 

 

 

а)  

 

б)  
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в)  

Рисунок 3.2.13 – Влияние хлорамфеникола на микрофлору сырого молока: 

а) молочнокислые бактерии при 35±2 °С; б) КМАФАнМ при 35±2 °С;  

в) дрожжи и плесневые грибы при 25±2 °С 

 

Установлено, что при увеличении концентрации антибиотика в составе сы-

рого молока происходит сокращение количества жизнеспособных клеток микро-

организмов. Наибольшее подавляющее воздействие антибиотик оказал на клетки 

молочнокислых бактерий и КМАФАнМ. Через 24 ч в образцах с концентрацией 

0,0027 мг/кг количество жизнеспособных клеток КМАФАнМ сократилось на 31 

% до 7,9×106 КОЕ/мл по сравнению с контрольным образцом. Количество клеток 

молочнокислых бактерий сократилось до 10,9×104 КОЕ/мл, что на 54,6 % меньше 

значения контрольного образца.  

Увеличение концентрации хлорамфеникола до 0,0003 мг/кг приводит к 

уменьшению клеток молочнокислых бактерий до 20,9×104 КОЕ/мл, что на 12,2 % 

меньше результатов для контрольного образца и образцов молока с концентраци-

ями антибиотика 0,0001 и 0,0002 мг/кг. 

Результаты показали, что исследуемые концентрации антибиотиков флорфе-

никола и флорфеникол амин оказывают наибольшее подавляющее воздействие на 

молочнокислые бактерии (рисунки 3.2.13 и 3.2.14). Через 24 ч количество жизнеспо-

собных клеток, по сравнению с контрольным образцом, снижалось на 36,2 % до 

15,3×104 КОЕ/мл под воздействием флорфеникола и на 36,7 % до 15,4×104 КОЕ/мл 

под воздействием флорфеникол амина. 
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а)  

 

б)  

 

в)  

Рисунок 3.2.14 – Влияние флорфеникола на микрофлору сырого молока: 

а) молочнокислые бактерии при 35±2 °С; б) КМАФАнМ при 35±2 °С;  

в) дрожжи и плесневые грибы при 25±2 °С 
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а)  

 

б)  

 

в)  

Рисунок 3.2.15 – Влияние флорфеникол амина на микрофлору сырого  

молока: а) молочнокислые бактерии при 35±2 °С; б) КМАФАнМ при 35±2 °С; 

 в) дрожжи и плесневые грибы при 25±2 °С 
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Анализ полученных данных показал, что антибиотики группы амфениколы в 

разной степени оказывают негативное влияние на развитие микрофлоры сырого 

молока. Хлорамфеникол проявляет способность ингибировать жизнедеятельность 

к бактериям группы КМАФАнМ и молочнокислым бактериям, тогда как флорфе-

никол и флорфеникол амин наиболее эффективны в отношении молочнокислых 

бактерий. Отмечено, что действие флорфеникола и флорфеникол амина на клетки 

молочнокислых бактерий ниже в среднем на 30 %, чем действие хлорамфеникола.  

На основании полученных результатов для проведения дальнейших исследо-

ваний в качестве основного ингибирующего антибиотика группы амфениколов в 

работе рассматривали антибиотик хлорамфеникол.  

 

 

3.3 Изучение влияния антибиотиков амфениколов  

на метаболизм молочнокислых бактерий 

 

 

Факторы, влияющие на чувствительность чистых молочнокислых культур, 

включают тип культуры и ее состав (монокультура или смешанная), а также тип про-

тивомикробного препарата (механизм действия антибиотика на микробную клетку). 

Большинство проблем, вызванных остатками антибиотиков, связано с тем, что анти-

биотики частично или полностью подавляют рост молочнокислых бактерий и препят-

ствуют выработке молочной кислоты этими бактериями.  

Снижение рН очень важно в процессе приготовления кисломолочных продук-

тов, например, йогурта, т. к. это повышает активность ферментов и скорость коагуля-

ции. В связи с этим были проведены исследования, направленные на установление 

характера влияния различных концентраций антибиотика хлорамфеникола в молоке 

(0,0001, 0,0002, 0,0003, 0,0009 и 0,0027 мг/кг) на заквасочные культуры Streptococcus 

thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и Lactobacillus casei. 

Результаты влияния амфениколов на молочнокислые бактерии сырого молока 

отражены в таблице 3.3.1. 
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Таблица 3.3.1 – Физико-химические показатели молока 

Наименование показателя Значение показателя 

Содержание белка, % 3,12±0,01 

Содержание жира, % 1,60±0,01 

Содержание лактозы, % 4,21±0,02  

Содержание СОМО, % 8,90±0,03 

Кислотность, °Т 17,01±0,03 

Температура замерзания, °C 0,48±0,02 

 

Для проведения исследования были приготовленные маточные закваски чистых 

культур промышленных штаммов молочнокислых бактерий: Streptococcus 

thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и Lactobacillus casei, которые вно-

сили в исходное молоко. Процесс ферментации проводили при 40±2 °C до образования 

прочного сгустка кислотностью 95–100 °Т контрольного образца. 

В таблицах 3.3.2–3.3.4 представлены результаты влияние хлорамфеникола на 

основные показатели качества заквасочных культур.  

 

Таблица 3.3.2 – Влияние хлорамфеникола на свойства закваски Streptococcus 

thermophilus 

Параметр Контроль 
Концентрация антибиотика, мг/кг 

0,0001 0,0002 0,0003* 0,0009 0,0027 

Продолжи-

тельность  

образования 

сгустка, ч 

4,50±0,10 4,80±0,10 4,91±0,10 11,00±0,30 – – 

Численность 

микроорга-

низмов,  

КОЕ/мл 

5,10×106 3,60×105 2,90×105 6,10×104 7,10×103 2,40×103 

Содержание 

жира, % 

0,51±0,01 0,50±0,01 0,50±0,01 0,48±0,01 0,48±0,01 0,47±0,01 

Содержание 

белка, % 

2,98±0,02 2,98±0,02 2,91±0,02 2,94±0,01 2,93±0,01 2,93±0,01 
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Продолжение таблицы 3.3.2 

Параметр Контроль 
Концентрация антибиотика, мг/кг 

0,0001 0,0002 0,0003* 0,0009 0,0027 

Содержание 

лактозы, % 
3,52±0,01 3,52±0,01 3,41±0,01 3,98±0,01 4,11±0,01 4,20±0,01 

Содержание 

СОМО, % 
6,18±0,02 6,24±0,02 6,24±0,02 6,25±0,02 6,31±0,02 6,51±0,02 

Кислотность, 

°Т 

110,00± 

1,00 

110,00± 

2,00 

109,00± 

2,00 

90,00± 

1,00 

81,00± 

2,00 

73,00± 

1,00 
Здесь и далее «*» – показатель ПДК хлорамфеникола согласно ТР ТС 033/2013 [118] 

 

Таблица 3.3.3 – Влияние хлорамфеникола на свойства закваски Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus 

Параметр Контроль 
Концентрация антибиотика, мг/кг 

0,0001 0,0002 0,0003 * 0,0009 0,0027 

Продолжи-

тельность  

образования 

сгустка, ч 

4,50±0,10 4,61±0,10 4,88±0,10 13,60±0,10 – – 

Численность 

микроорга-

низмов,  

КОЕ/мл 

5,10×106 5,10×106 4,91×106 3,10×105 8,11×104 2,70×104 

Содержание 

жира, % 
0,51±0,01 0,50±0,01 0,50±0,01 0,48±0,01 0,48±0,01 0,47±0,01 

Содержание 

белка, % 
2,98±0,02 2,98±0,02 2,96±0,02 2,94±0,01 2,93±0,01 2,93±0,01 

Содержание 

лактозы, % 
3,52±0,01 3,52±0,01 3,43±0,01 3,87±0,01 4,10±0,01 4,20±0,01 

Содержание 

СОМО, % 
6,18±0,02 6,25±0,02 6,25±0,02 6,27±0,02 6,29±0,01 6,42±0,01 

Кислотность, 

°Т 

110,00± 

1,00 

110,00± 

2,00 

110,00± 

2,00 

91,00± 

1,00 

83,00± 

2,00 

74,00± 

1,00 

 

Таблица 3.3.4 – Влияние хлорамфеникола на свойства закваски Lactobacillus casei 

Параметр Контроль 
 Концентрация антибиотика, мг/кг 

0,0001 0,0002 0,0003 * 0,0009 0,0027 

Продолжи-

тельность  

образования 

сгустка, ч 

4,50±0,10 4,51±0,10 4,88±0,10 14,01±0,10 – – 
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Продолжение таблицы 3.3.4 

Параметр Контроль 
 Концентрация антибиотика, мг/кг 

0,0001 0,0002 0,0003 * 0,0009 0,0027 

Численность 

микроорга-

низмов,  

КОЕ/мл 

5,10×106 5,10×106 4,91×106 2,90×105 7,91×104 3,11×104 

Содержание 

жира, % 
0,51±0,01 0,50±0,01 0,50±0,01 0,48±0,01 0,48±0,01 0,47±0,01 

Содержание 

белка, % 
2,98±0,02 2,98±0,02 2,96±0,02 2,94±0,01 2,93±0,01 2,93±0,01 

Содержание 

лактозы, % 
3,52±0,01 3,51±0,01 3,51±0,01 3,91±0,01 4,09±0,01 4,20±0,01 

Содержание 

СОМО, % 
6,18±0,02 6,25±0,02 6,25±0,02 6,27±0,02 6,29±0,01 6,42±0,01 

Кислотность, 

°Т 

110,00± 

1,00 

109,00± 

2,00 

109,00± 

2,00 

94,00± 

1,00 

88,00± 

2,00 

80,00± 

1,00 

 

Установлено, что с увеличением значения концентрации антибиотика 

0,0003 мг/кг и более происходит снижение значений титруемой кислотность. 

Значение рассматриваемого параметра в контрольном образце составило 

110,00±1,00 °Т, а в опытных образцах с наибольшей концентрацией антибиотика 

(0,0027 мг/кг) для Streptococcus thermophilus – 79,00±1,00 °Т, Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus – 77,00±1,00 °Т, Lactobacillus casei – 80,00±1,00 °Т, что 

в среднем на 30±0,1 % ниже, чем в контрольном образце.  

Концентрации антибиотика 0,0003 мг/кг и более оказали влияние на содер-

жание лактозы. В контрольном и опытных образцах с концентрацией антибиотика 

0,0001 и 0,0002 мг/кг среднее содержание лактозы для всех исследуемых штаммов 

составило 3,52±0,01 %, а с увеличением концентрации до 0,0003 мг/кг значение 

лактозы увеличилось до 3,98±0,01 % для Streptococcus thermophilus, до 3,87±0,01 % 

для Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и до 3,91±0,01 % для Lactobacillus casei. 

В исходном молоке содержание лактозы составило 4,21±0,02 % (таблица 3.3.1).  

В контрольном образце время обрезания сгустка составило 4,50±0,10 ч, а в 

опытных образцах с концентрацией антибиотика 0,0003 мг/кг наблюдалось увеличе-

ние значений данного показателя для Streptococcus thermophilus – 11,00±0,30 ч, 
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Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus – 13,00±0,30 ч, Lactobacillus casei – 14,00±0,30 

ч. При больших значениях антибиотика образование сгустка не наблюдалось. 

Результаты влияния исследуемых концентраций антибиотика на кинетику 

роста и развитие заквасочных культур Streptococcus thermophilus, Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus и Lactobacillus casei при температуре инкубации 37±2 

°С показали, что концентрация антибиотика хлорамфеникола 0,0003 мг/кг и бо-

лее оказывает ингибирующее действие на заквасочные культуры в сравнении с 

контрольным и опытными образцами с концентрациями антибиотика 0,0001 и 

0,0002 мг/кг. На рисунках 3.3.1–3.3.3 отражено влияние антибиотика на изучае-

мые молочнокислые бактерии. 
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д) 

 
 

е) 

 

Рисунок 3.3.1 – Динамика развития Streptococcus thermophilus в присутствии 

 хлорамфеникола (t = 37±2 °С): а) контроль; б) 0,0001 мг/кг; в) 0,0002 мг/кг;  

г) 0,0003 мг/кг; д) 0,0009 мг/кг; е) 0,0027мг/кг 
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д) 

 
 

е) 

 

Рисунок 3.3.2 – Динамика развития Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus  

в присутствии хлорамфеникола (t = 37±2 °С): а) контроль; б) 0,0001 мг/кг; 

в) 0,0002 мг/кг; г) 0,0003 мг/кг; д) 0,0009 мг/кг; е) 0,0027мг/кг 
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г) 

 
 

д) 

 

Рисунок 3.3.3 – Динамика развития Lactobacillus casei в присутствии  

хлорамфеникола (t = 37±2 °С): а) контроль; б) 0,0001 мг/кг; в) 0,0002 мг/кг;  

г) 0,0003 мг/кг; д) 0,0009 мг/кг; е) 0,0027мг/кг 

 

Результаты оценки профиля органических кислот на 4–6 ч ферментации мо-

лочнокислых бактерий в присутствии антибиотика различной концентрации пред-

ставлены в таблице 3.3.5. 

 

Таблица 3.3.5 – Концентрация органических кислот в конце ферментации  

Культура Контроль 
Концентрация хлорамфеникола, мг/кг 

0,0001 0,0002 0,0003  0,0009 0,0027 

Молочная кислота 

Streptococcus 

thermophilus 

1104,96 

±2,90 

1100,66

±5,40 

1088,14 

±1,41 

810,16 

±1,10 

151,12 

±1,21 

48,32 

±3,40 

Lactobacillus 

delbrueckii ssp. 

bulgaricus 

1269,43 

±6,40 

1201,88

±1,90 

1191,88 

±1,90 

852,18 

± 3,30 

203,99 

±5,01 

56,11 

±5,31 

Lactobacillus 

casei 

1166,41 

±3,41 

1151,42

±3,80 

1151,42 

±3,81 

871,11 

±3,22 

176,99 

±4,01 

51,11 

± 3,31 

Пировиноградная кислота 

Streptococcus 

thermophilus 
3,42±0,81 

3,41 

±0,31 
3,39±0,31 1,27±0,10 0,84±0,21 – 
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Продолжение таблицы 3.3.5 

Культура Контроль 
Концентрация хлорамфеникола, мг/кг 

0,0001 0,0002 0,0003 0,0009 0,0027 

Lactobacillus 

delbrueckii ssp. 

bulgaricus 

3,67±0,31 3,59±0,22 3,51±0,11 1,83±0,32 0,78±0,42 – 

Lactobacillus 

casei 
3,44±0,31 3,40±0,21 3,39±0,11 1,67±0,31 0,61±0,42 – 

Уксусная кислота 

Streptococcus 

thermophilus 
9,21±0,30 9,94±0,51 9,84±0,50 9,15±0,30 8,87±0,30 8,87±0,31 

Lactobacillus 

delbrueckii ssp. 

bulgaricus 

10,05±0,11 9,55±0,21 9,24±0,20 8,84±1,10 8,75±0,30 8,75±0,31 

Lactobacillus 

casei 
9,89±0,10 9,75±0,21 9,27±0,21 8,9±1,10 8,87±0,30 8,70±0,32 

Муравьиная кислота 

Streptococcus 

thermophilus 
17,60±1,10 

17,67 

±0,80 

17,67 

±0,80 

17,82 

±0,81 

17,98 

±0,51 

17,92 

±1,30 

Lactobacillus 

delbrueckii ssp. 

Bulgaricus 

17,06±1,50 
17,15 

±0,31 

17,11 

±0,30 

17,18 

±1,01 

17,25 

±0,51 

17,31 

±0,10 

Lactobacillus 

casei 
17,54±1,10 

17,21 

±0,30 

17,21 

±0,21 

17,31 

±1,01 

17,99 

±0,51 

18,01 

±0,10 

Лимонная кислота 

Streptococcus 

thermophilus 

145,03 

±1,11 

142,91 

±0,20 

142,91 

±0,20 

147,95 

±2,11 

143,22 

±1,21 

147,08 

±1,10 

Lactobacillus 

delbrueckii ssp. 

Bulgaricus 

145,45 

±1,11 

141,10 

±1,20 

141,10 

±1,20 

145,12±1,

11 

144,12 

±1,61 

145,51 

±1,10 

Lactobacillus 

casei 

140,48 

±1,21 

141,10 

±1,20 

143,10 

±1,50 

148,17 

±1,11 

146,12 

±1,61 

151,51 

±1,10 

 

Основным продуктом метаболизма молочнокислых бактерий является мо-

лочная кислота, что подтверждается ее высокими концентрациями в контрольных 

образцах в конце ферментации. Статистически значимое влияние (р < 0,05) на 
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концентрацию молочной кислоты обнаружено для образцов, содержащих антибио-

тик хлорамфеникол. Установлено, что присутствие антибиотика в молоке с концен-

трацией 0,0003 мг/кг снижает концентрацию молочной кислоты для Streptococcus 

thermophilu на 95,47 %, на 95,57 % для Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и на 

95,61 % для Lactobacillus casei по сравнению с контрольным образцом.  

Снижение концентрации в исследуемых образцах пировиноградной кислоты 

указывает на ингибирование жизнедеятельности молочнокислых культур исследу-

емой группой антибиотиков. Наиболее значительное влияние на образование пирови-

ноградной кислоты наблюдался в образцах, содержащих хлорамфеникол концентра-

цией 0,0027 мг/кг, где концентрации пировиноградной кислоты в конце ферментации 

были ниже предела обнаружения. Это свидетельствует об отсутствии образования 

кислоты в исследуемых образцах. 

Результаты, полученные в результате исследования, свидетельствуют о 

том, что антибиотик группы амфениколы – хлорамфеникол – оказывает ингиби-

рующие влияние на заквасочные культуры молочнокислых микроорганизмов. 

Его присутствие в молоке с концентрацией в значениях ПДК 0,0003 мг/кг, со-

гласно ТР ТС 033/2013 [118], приводит к снижению титруемой кислотности, вли-

яет на продолжительность образования сгустка и оказывает влияние на кинетику 

роста рассматриваемых бактерий. 

 

 

3.4 Определение влияния антибиотика на качество  

и безопасность кисломолочных продуктов  

 

 

Наличие остатков хлорамфеникола в молоке, предназначенном для производ-

ства кисломолочных продуктов, как было установлено ранее, влияет на рост заквасоч-

ных культур, на свертывание молока и титруемую кислотность. Все эти изменения 

негативно влияют не только на технологические процессы, вызывая снижение каче-

ства готовой продукции, но и на экономические последствия для молочной отрасли.  
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Проведены исследования по установлению влияния хлорамфеникола на ка-

чество и безопасность кисломолочных продуктов. Результаты оценки органолеп-

тических свойств готового продукта – йогурта, изготовленного из молока с добав-

лением антибиотика различной концентрации, – отражены в таблице 3.4.1. В ка-

честве закваски использовали йогуртовую закваску БАКЗДРАВ, состоящую из за-

квасочных культур Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. 

bulgaricus и Lactobacillus casei.  

Йогурт изготавливали в соответствии с ГОСТ 31981-2013 [43]. Закваску вно-

сили в количестве 3 г на 1 л заквашиваемого молока. Процесс ферментации осу-

ществляли при 40±2 °С в термостатной камере в течение 4±2 ч. Конец ферментации 

определяли по достижении титруемой кислотности 95±3 °Т и образованию сгустка 

в контрольном образце. 

На основании данных, представленных в таблице 3.4.1, было установлено, 

что наличие хлорамфеникола в исходном сырье с концентрацией 0,0003 мг/кг и 

более оказывает влияние на органолептические показатели йогурта. С увеличе-

нием его концентрации консистенция становилась неоднородной, прослежива-

лось расслоение густой и жидкой фаз с нарушенным хлопьевидным сгустком. 

Отмечено появление постороннего привкуса и запаха, а также изменение цвета. 

Анализ результатов позволил сделать вывод о том, что опытные  образцы с кон-

центрациями антибиотика 0,0003 мг/кг и более не соответствуют органолепти-

ческим показателям качества согласно требованиям ГОСТ 31981-2013 «Йо-

гурты. Общие технические условия» [43]. 

Изменение физико-химических показателей йогурта под воздействием ан-

тибиотика хлорамфеникола представлено в таблице 3.4.2. 

Результаты показали, что с увеличением значения концентрации антибио-

тика 0,0003 мг/кг и более происходит снижение титруемой кислотность. Значение 

рассматриваемого параметра в контрольном образце составило 121,2±1,10 °Т, а в 

опытном образце с концентрацией антибиотика 0,0003 мг/кг – 101,1±1,10 °Т, что в 

среднем на 27±0,1 % ниже, чем в контрольном и опытном образцах с концентра-

цией антибиотика 0,0001 мг/кг. 
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Таблица 3.4.1 – Органолептические показатели йогурта, изготовленного из молока с 

различной концентрацией антибиотика 

Показатель 
Концентрация антибиотика, мг/кг 

Контроль 0,0001 0,0003 0,0009 0,0027 

Вкус и  

запах 

Кисломо-

лочный, 

без посто-

ронних за-

пахов 

Кисломо-

лочный, 

без посто-

ронних за-

пахов 

Кисломолоч-

ный, без по-

сторонних за-

пахов 

Слабо выра-

женный кисло-

молочный 

вкус, присут-

ствие посто-

роннего запаха 

Слабо выражен-

ный кисломо-

лочный вкус, 

присутствие по-

стороннего за-

паха 

Внешний 

вид, 

консистен-

ция 

Однород-

ная, в меру  

вязкая 

Однород-

ная, в меру  

вязкая 

Неоднород-

ная, просле-

живается рас-

слоение гу-

стой и  

жидкой фаз,  

без включе-

ний 

Неоднородная, 

прослежива-

ется расслое-

ние густой и 

жидкой фаз, с 

образованием 

хлопьев 

Неоднородная, 

прослеживается 

расслоение гу-

стой и жидкой 

фаз с образова-

нием хлопьев 

Цвет 

Молочно-

белый, 

равномер-

ный по 

всей массе 

Молочно-

белый, 

равномер-

ный по 

всей массе 

Молочно-бе-

лый, неравно-

мерный по 

всей массе 

Молочно-бе-

лый, неравно-

мерный по 

всей массе 

Молочно-бе-

лый, неравно-

мерный по всей 

массе 

 

Таблица 3.4.2 – Физико-химические показатели йогурта  

Показатель Контроль 
Концентрация антибиотика, мг/кг 

0,0001 0,0003  0,0009 0,0027 

Содержание  

жира, % 

3,84± 

0,01 

3,83± 

0,01 

3,79± 

0,01 

3,76± 

0,01 

3,76± 

0,01 

Содержание  

белка, % 

3,31± 

0,02 

3,32± 

0,03 

3,33± 

0,02 

3,28± 

0,02 

3,30± 

0,02 

Содержание  

лактозы, % 

3,41± 

0,01 

3,42± 

0,02 

3,91± 

0,01 

4,09± 

0,01 

4,20± 

0,01 

Содержание 

СОМО, % 

14,02± 

0,01 

13,11± 

0,01 

13,01± 

0,02 

12,87± 

0,01 

11,04± 

0,02 

Кислотность, °Т 
121,20± 

1,10 

120,40± 

1,00 

101,10± 

1,10 

89,10± 

2,20 

73,10± 

1,10 
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Концентрация антибиотика 0,0003 мг/кг и более оказала влияние на содер-

жание лактозы в готовом продукте. В контрольном и опытных образцах с кон-

центрацией антибиотика 0,0001 среднее содержание лактозы для всех исследуе-

мых штаммов составило 3,41±0,02 %, а с увеличением концентрации до 0,0003 

мг/кг значение лактозы составило 3,91±0,01 %. 

Микробиологические показатели йогурта под воздействием антибиотика 

хлорамфеникола представлены в таблице 3.4.3. 

 

Таблица 3.4.3 – Микробиологические показатели йогурта 

Показатель Контроль 
Концентрация антибиотика, мг/кг 

0,0001 0,0003  0,0009 0,0027 

Молочнокислые  

бактерии, 

КОЕ/мл 

4,1×108 4,1×108 4,5 ×107 5,1×106 3,4×105 

Дрожжи и 

плесневые 

грибы, КОЕ/мл 

– – – – – 

KMAФАнM, 

KOE/мл 
3,4×103 2,8×103 – – – 

БГKП 

(колиформы) 
– – – – – 

Стафилококки 

Staphylococcus au-

reus 

– – – – – 

Патогенные, 

в т. ч. сальмонеллы 
– – – – – 

 

Полученные результаты показали, что антибиотик хлорамфеникол по-

влиял на снижение общей бактериальной обсемененности с 3,4×103 КОЕ/мл до 

полного подавления роста в опытном образце с концентрацией антибиотика 

0,0003 мг/кг. Отмечено снижение количества молочнокислых бактерий с 4,1×103 

до 4,5×107 КОЕ/мл в опытном образце с концентрацией 0,0003 мг/кг и до 3,4×105 

КОЕ/мл в опытном образце с наибольшей концентрацией. 
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Проведенные исследования показали, что присутствие антибиотика в мо-

локе, даже в концентрациях в пределах ПДК – 0,0003 мг/кг, оказывает влияние 

на качество и безопасность молочной продукции. Присутствие антибиотика в 

молоке оказало влияние на физико-химические, микробиологические и органо-

лептические показатели йогурта. Таким образом, полученные опытные образцы 

йогурта не соответствуют основным показателям безопасности согласно требо-

ваниям ГОСТ 31981-2013 «Йогурты. Общие технические условия» [43], ТР ТС 

033/2013 «О безопасности молока и молочной продукции» и ТР ТС 021/2011 «О 

безопасности пищевой продукции» [117, 118]. 
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ГЛАВА 4 ПРАКТИЧЕСКАЯ РЕАЛИЗАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ 

ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

 

Исходя из проанализированной отечественной и зарубежной литературы, а 

также собственных результатов исследований, приведенных в разделах эксперимен-

тальной части данной диссертационной работы, оптимизирована методика одновре-

менного определения трех антибиотиков группы амфениколы методом ВЭЖХ-

МС/МС и проведена ее валидация. На основании проведенных исследований обос-

нована целесообразность проведенной оптимизации.  

 

 

4.1 Оптимизация метода определения антибиотиков группы  

амфениколов методом ВЭЖХ-МС/МС 

 

 

Для оптимизации метода одновременного определения остаточных количеств 

трех антибиотиков группы амфениколов (хлорамфеникола, флорфеникола и флорфе-

никол амина) в качестве основы выбрана метод в соответствии с ГОСТ 54904-2012, т. 

е. метод высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометриче-

ским детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) [49].  

Подготовка хромато-масс-спектрометра к работе и создание метода осу-

ществлялись на жидкостном хроматографе Shimadzu Corporation с хромато-масс-

спектрометрическим детектором в соответствии с техническим руководством по 

эксплуатации прибора с использованием программного обеспечения LabSolutions 

LCMS Release 5.86. SP1. Хроматографичекое разделение антибиотиков группы 

амфениколов проводили в условиях, представленные в таблице 4.1.1, в режиме 

градиентного элюирования. 

Для идентификации исследуемой группы антибиотиков подбирали пара-

метры масс-спектрометрического детектирования.  
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Таблица 4.1.1 – Параметры масс-спектрометрического детектирования 

 

 

Попадая в детектор масс-спектрометра, молекула вещества ионизировалась за 

счет создаваемого напряжения на фрагментаторе, образуя ион-предшественник. По-

лученный ион распадался на более мелкие – дочерние ионы. Детектирование веще-

ства осуществляли по иону-предшественнику и образовавшимся дочерним ионам.  

С целью определения иона-предшественника для каждого из исследуемых со-

единений подбирали оптимальные значения напряжения на фрагментаторе. Для это в 

детектор вводили растворы исследуемых амфениколов с концентрациями 1,0 мкг/см3 

и исследовали их полные масс-спектры. Ион-предшественник выбирали из наиболее 

интенсивных сигналов. Ионизацию амфениколов осуществляли методом электро-

спрея (ESI) с регистрацией отрицательных ионов. 

На рисунке 4.1.1 представлена зависимость интенсивности отклика от напря-

жения на фрагменторе.  
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а)  

 
б)  

 
в)  

Рисунок 4.1.1 – Влияние напряжения на фрагментаторе на интенсивность  

отклика амфениколов: а) хлорамфеникол; б) флорфеникол; в) флорфеникол амин 
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Данные рисунка 4.1.1 свидетельствуют о том, что наиболее  интенсивный 

отклик от полученных ионов-предшественников достигается при следующих зна-

чениях напряжения на фрагментаторе: для хлорамфеникола при 85,0 В, для флор-

феникола при 95 В, для флорфеникол амина при 80,0 В. 

В ходе проведения исследования были получены масс-спектры (рисунок 

4.1.2–4.1.4) амфениколов при оптимальном и наивысшем напряжении на фраг-

ментаторе. 

 

 
а) 

 

 
б) 

 

Рисунок 4.1.2 – Масс-спектры хлорамфеникола при напряжении  

на фрагменторе: а) 85,0 В; б) 135,0 В  
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а) 

 

б) 

Рисунок 4.1.3 – Масс-спектры флорфеникола при напряжении  

на фрагменторе: а) 90,0 В; б) 140,0 В  

 

 
а) 
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б) 

Рисунок 4.1.4 – Масс-спектры флорфеникол амина при напряжении  

на фрагменторе: а) 90,0 В; б) 140,0 В  

 

Полученные в результате проводимых исследований данные свидетель-

ствуют о том, что подобранные напряжения на фрагментаторе являются оптималь-

ными для эффективного переноса исходных ионов анализируемых веществ. Ионы-

предшественники хлорамфеникола (m/z 321,0), флорфеникола (m/z 356,0) и флор-

феникол амина (m/z 248,0) являются преобладающими ионами с выраженной ин-

тенсивностью отклика. Увеличение напряжения на фрагментаторе до значений 

свыше 135,0–140,0 В привело к образованию множества более мелких ионов и не-

возможности регистрации их на детекторе. 

От значений энергий соударений зависят фрагментации ионов-предшествен-

ников. Поэтому было рассмотрено влияние энергии соударения на образовавшиеся 

дочерние ионы. 

Для иона-предшественника хлорамфеникола с m/z 321,0 были определены 

три наиболее интенсивных дочерних иона – m/z 152,0, 257,0, 121,0, а также ис-

следовано влияние энергии соударения на интенсивность отклика. Полученная 

зависимость влияния энергии соударения на интенсивность отклика представ-

лена на рисунке 4.1.5. 
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Рисунок 4.1.5 – Влияние значения энергии соударений на интенсивность от-

клика дочерних ионов хлорамфеникола 

 

Из зависимостей, представленных на рисунке 4.1.5, видно, что наиболее 

интенсивный отклик для дочернего иона с m/z 152,0 был получен при энергии 

соударения 5 эВ. Менее интенсивный сигнал получился у дочернего иона с m/z 

257,0 при схожем значении энергии (5,0 эВ). Дочерний ион с m/z 121,0 достигает 

максимального отклика при энергии соударения 20,0 эВ, но интенсивность от-

клика гораздо ниже в сравнении с двумя другими. Анализ данных рисунка 4.1.5 

позволил сделать вывод, что для идентификации иона хлорамфеникола необхо-

димо использовать дочерний ион с m/z 152,0, а дочерние ионы с m/z 257,0 и 121,0 

необходимы в качестве подтверждения полученных данных. 

Для ионов-предшественников флорфеникола с m/z 356,0 и флорфеникол 

амина с m/z 248,2 были проведены аналогичные исследований. Были определены 

наиболее интенсивные дочерние ионы: для флорфеникола m/z 185,10 и 119,1, для 

флорфеникол амина m/z 230,1 и 130,1. Полученные зависимости представлены на 

рисунках 4.1.6 и 4.1.7. 

 

m/z 152,0 

m/z 257,0 

m/z 121,0 
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Рисунок 4.1.6 – Влияние значения энергии соударений на интенсивность  

отклика дочерних ионов флорфеникола 

 

 

Рисунок 4.1.7 – Влияние значения энергии соударений на интенсивность  

отклика дочерних ионов флорфеникол амина 

 

Анализ рисунков 4.1.6 и 4.1.7 показал, что для идентификации иона флорфе-

никола необходимо использовать дочерний ион с m/z 185,1, а дочерний ион с m/z 

119,1 для подтверждения достоверности. Наиболее интенсивные отклики для до-

черних ионов были достигнуты при значениях энергии соударения 10,0 и 15,0 эВ.  

m/z 185,1 

m/z 119,1 

m/z 230,1 

m/z 130,1 
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Для определения иона флорфеникол амина необходимо использовать дочерний 

ион с m/z 230,1, а дочерний ион с m/z 130,1 – как подтверждение достоверности полу-

ченных данных. Наиболее интенсивные отклики для дочерних ионов были достиг-

нуты при значениях энергии соударения 10,0 и 5,0 эВ. 

В результате проведенных исследований были подобраны оптимальные 

параметры масс-спектрометрического детектирования, значения которых пред-

ставлены в таблице 4.1.2. 

 

Таблица 4.1.2 – Подобранные параметры воздействия на ионы амфениколов в ре-

жиме MRM и условиях электроспрея с регистрацией ионов 

Наименование  

амфеникола 

Ион-предше-

ственник, m/z 

Дочерние 

ионы, m/z 

Напряжение на 

фрагментаторе, В 

Энергия соуда-

рения, эВ 

Хлорамфеникол (-) 321,0 
152,0/257,1/

194,1 
85,0 5,0/5,0/20,0 

Флорфеникол (-) 356,0 185,1/119,1 90,0 10,0/15,0 

Флорфеникол амин 

(+) 
248,2 230,1/130,1 80,0 10,0/5,0 

Хлорамфеникол-

Д5(-) 
326,0 157,1 85,0 5,0 

 

Принимая во внимание тот факт, что определение оптимальных масс-

спектрометрических параметров детектирования проводилось на конкретном 

оборудовании, дальнейшие исследования будут направлены на унификацию 

подобранных параметров. 

Проведенный анализ литературы позволил выделить несколько модифици-

рованных методов определения амфениколов с использованием водной фазы, в 

состав которой входят различные модификаторы. С целью оптимизации было 

изучено влияние состава элюента А на интенсивность отклика исследуемых ан-

тибиотиков. Для проведения исследования рассматривали подвижную фазу, со-

стоящую из: а) 0,1 % раствора муравьиной кислоты; б) деионизированной воды; 

в) 0,1 % водного раствора фосфорной кислоты. Состав подвижной фазы Б 
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оставался без изменений (метанол). Результаты проведенных исследования  

представлены на рисунке 4.1.8.  

 

 
а) 

 
б)  

 
в) 

 

Рисунок 4.1.8 – Влияние состава подвижной фазы А: 

а) 0,1 % раствор муравьиной кислоты; б) деионизированная вода;  

в) 0,1 % водный раствор фосфорной кислоты 

 

Установлено, что использование 0,1 % раствора муравьиной кислоты при-

водит к увеличению интенсивности откликов амфениколов по сравнению с де-

ионизированной водой. Применение в качестве подвижной фазы А 0,1 % водного 
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раствора фосфорной кислоты привело к появлению шумов и смещению времен 

удерживания, а также к плохому выходу исследуемых антибиотиков.  Природа 

катионов и анионов, присутствующих в подвижной фазе А, влияет на ионизацию 

аналитов и приводит к образованию аддуктов с соотношением массы к заряду, 

отличным от регистрируемых масс-спектрометром. Поэтому в качестве элюента 

А использовали 0,1 % раствор муравьиной кислоты. 

Основное воздействие на качественное разделение антибиотиков оказывает 

неподвижная фаза. Ее состав зависит от особенностей физико-химических свойств 

исследуемых компонентов. Исходя из изучения химического строения амфенико-

лов, можно заметить, что они содержат ионизируемые группы, характеризующиеся 

константой кислотности. Антибиотики имеют константу кислотности около 7,50. 

Это означает, что в водном растворе они не ионизированы. Кроме того, все эти ис-

следуемые соединения имеют структуру, содержащую одну или несколько групп –

OH, а также группу –NH. Проанализировав особенности строения антибиотиков 

группы амфениколы, можно полагать, что наиболее оптимальным составом непо-

движной фазы является поверхность диоксида кремния, который обладает пони-

женным количеством активных силанолов. Эти характеристики неподвижной фазы 

могут влиять на удерживание и разделение соединений. 

В качестве неподвижной фазы использовали обращенно-фазовые хромато-

графические колонки Pursuit XRs С18 (Agilent), Luna C18 (Phenomenex) и PerfectSil 

100 ODS-3 (MZ-Analysentechnik GmbH). Основные характеристики выбранных для 

исследования хроматографических колонок представлены в таблице 4.1.3. 

 

Таблица 4.1.3 – Характеристики хроматографических колонок 

Характеристика Pursuit XRs С18 Luna C18 PerfectSil 100 ODS-3 

Зернение, мкм 5,0 5,0 3,5 

Эффективная по-

верхность, м2/г 
440,0 440,0 450,0 

Рабочий диапа-

зон, рН 

1,5–10,0 1,5–10,0 2,0–11,0 
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Продолжение таблицы 4.1.3 

Характеристика Pursuit XRs С18 Luna C18 PerfectSil 100 ODS-3 

Рабочий диапа-

зон, рН 
1,5–10,0 1,5–10,0 2,0–11,0 

Чистота силика-

геля, % 
99,8 99,9 99,9 

Содержание угле-

рода, % 
22,0 19,0 15,0 

Классификация 

по USP 
L1 L1  L1 

Длина, мм 150,0 150,0 150,0 

*L1 – Пористые силикагельные или керамические частицы диаметром от 3 до 10 мкм, химически 

модифицированные октадецильными группами 

 

Изучение влияния состава неподвижной фазы проводили с использованием 

установленного режима градиентного элюирования. Модельную смесь амфенико-

лов, в состав которой входили хлорамфеникол, флорфеникол и флорфеникол амин, 

готовили из исходных растворов антибиотиков (С = 200 мкг/см3 в метаноле). Полу-

ченную смесь растворяли в деионизированной воде и вводили в хроматограф. Хро-

матограммы разделения смеси амфениколов представлены на рисунке 4.1.9. 

 

 
а) 
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б) 

 

в) 

Рисунок 4.1.9 – Удерживание амфениколов на различных хроматографических  

колонках: а) Pursuit XRs С18; б) Luna C18; в) PerfectSil 100 ODS-3 

 

На основании данных, представленных на рисунке 4.1.9, сформулировали 

вывод о том, что разделение компонентов на указанных колонках осуществля-

ется за счет взаимодействия неполярной алкильной группы неподвижной фазы 

с гидрофобной частью исследуемых антибиотиков. Установлено, что при за-

данных условиях градиентного разделения только колонки Pursuit XRs С18 (а) и 

PerfectSil 100 ODS-3 (в) обеспечивают разделение и удерживание амфениколов. 

Было установлено, что разделение и удерживание смеси амфениколов на не-

подвижной фазе колонки PerfectSil 100 ODS-3 (в) достигнуто в наибольшей степени 

относительно фазы колонки Pursuit XRs С18 (а). Полученные результаты связаны с 

размером частиц сорбента, заполняющего колонку. Меньшей размер частиц 
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обеспечивает большую площадь поверхности сорбента и тем самым способствует 

лучшему разделению исследуемых компонентов. Из результатов, представленных 

на рисунке 4.1.8, видно, что подобранная колонка для хроматографического разде-

ления увеличивает интенсивность пика и сокращает длительность анализа. 

 

 

4.2 Сравнительный анализ методов определения антибиотиков группы  

амфениколов методом ВЭЖХ-МС/МС 

 

 

В результате проведенных исследований был оптимизирован метод одновре-

менного определения остаточных количеств трех антибиотиков группы амфенико-

лов. Для подтверждения эффективности метода, проводили сравнительный анализ 

разработанного (метод А) и существующего (метод Б, согласно ГОСТ 54904-2012) 

методов определения антибиотиков [49]. 

Основными критериями при выборе условий анализа служили его продолжи-

тельность, времена удерживания определяемых веществ, интенсивность отклика ис-

следуемых антибиотиков и степень их извлечения из пищевых матриц.  

В таблицах 4.2.1–4.2.3 представлены основные различия хроматографических 

параметров рассматриваемых методов.  

Высокая эффективность экстракции амфениколов в эвтектический раство-

ритель на основе муравьиной кислоты позволила добиться повышения чувстви-

тельности метода для их определения в молоке и молочных продуктах ниже 

уровня ПДК согласно ТР ТС 033/2013 «О безопасности молока и молочной про-

дукции» [118]. Оптимизация метода определения амфениколов позволила также 

добиться снижения предела определения до 0,15 мкг/кг для хлорамфеникола и 

сокращения времени проведения анализа до 7,0 минут, что на 6,0 минут меньше 

гостированного метода.  
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Таблица 4.2.1 – Условия разделения амфениколов в режиме градиентного элюиро-

вания для метода А и Б (скорость потока 0,3 мл/мин) 

Метод А 

Время, мин 
Подвижная фаза: А: 0,1 %  

раствор муравьиной кислоты, % 

Подвижная фаза Б:  

метанол, % 

0–0,5 90 10 

0,5–3,5 20 80 

3,5–5,5 10 90 

5,5–7,0 90 10 

Метод Б 

Время, мин Вода, % Метанол, % 

0–0,5 75 25 

0,5–4,0 0 100 

4,0–6,5 0 100 

6,5–13,0 75 25 

 

Таблица 4.2.2 – Подобранные параметры воздействия на ионы амфениколов в ре-

жиме MRM и условиях электроспрея с регистрацией ионов 

Наименование  

амфеникола 

Ион предше-

ственник- 

ник, m/z 

Дочерние ионы, 

m/z 

Время удержи-

вания, мин 

Метод А 

Хлорамфеникол (-) 321,0 

152,0 

257,1 

194,1 

2,40±0,1 

Флорфеникол (-) 356,0 
185,1 

119,1 
3,83±0,1 

Флорфеникол амин (-) 248,2 
230,1 

130,1 
4,43±0,1 

Метод Б 

Хлорамфеникол (-) 321,0 

152,0 

257,1 

194,1 

6,70±0,1 
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Продолжение таблицы 4.2.2 

Наименование  

амфеникола 

Ион предше-

ственник- 

ник, m/z 

Дочерние ионы, 

m/z 

Время удержи-

вания, мин 

Флорфеникол (-) 356,0 
185,1 

119,1 
8,70±0,1 

Флорфеникол амин (-) 356,0 
185,1 

119,1 
9,34±0,1 

 

Основные аналитические характеристики оптимизированного метода пред-

ставлены в таблице 4.2.3 

 

Таблица 4.2.3 – Аналитические характеристики способа определения амфениколов 

в молоке и молочной продукции 

Параметр 
Название антибиотика 

Хлорамфеникол Флорфеникол Флорфеникол амин 

Метод А 

Диапазон определяемых концен-

траций, мкг/кг 
0,15–1000,0 1,0–1000,0 1,0–1000,0 

Коэффициент корелляции (R2) 0,999 0,998 0,999 

Предел обнаружения, мкг/кг 0,15±0,01 1,0±0,01 1,0±0,01 

Коэффициент концентрирования 20 48 47 

Время пробоподготовки, мин 60±0,1 

Время анализа, мин 7,0 

Метод Б 

Диапазон определяемых концен-

траций, мкг/кг 
0,2–1000,0 1,0–1000,0 1,0–1000,0 

Коэффициент корелляции (R2) 0,975 0,995 0,997 

Предел обнаружения, мкг/кг 0,2±0,01 1,0±0,01 1,0±0,01 

Коэффициент концентрирования 35 50 49 

Время пробоподготовки, мин 60±0,1 

Время анализа, мин 13,0 
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Поскольку основная задача, поставленная в рамках диссертационной работы, 

заключается в оптимизации метода для определения антибиотиков в реальных пи-

щевых продуктах, то на следующем этапе исследований оценивали эффективность 

оптимизированного метода на таких пищевых матрицах, как молоко 3,5 % жирно-

сти и йогурт 5,8 % жирности (молочная продукция), и проводили сравнение с гос-

тированным методом (метод Б). В таблицах 4.2.4 и 4.2.5 представлены степени из-

влечения амфениколов из молока (3,5 % жирности) и йогурта (5,8 % жирности) на 

трех уровнях добавок 1,0, 10,0, 20,0 и 0,15 мкг/кг для хлорамфеникола. 

 

Таблица 4.2.4 – Степень извлечения амфениколов из молока  

Антибиотик 
Средний коэффициент извлечения, % 

0,15 мкг/кг 1,0 мкг/кг 10,0 мкг/кг 20,0 мкг/кг 

Метод А 

Хлорамфеникол 91,31±0,01 98,80±0,02 99,71±0,02 101,31±0,01 

Флорфеникол – 98,12±0,01 99,11±0,02 100,11±0,03 

Флорфеникол амин – 98,10±0,03 99,20±0,01 101,11±0,01 

Метод Б 

Хлорамфеникол – 98,10±0,01 90,11±0,01 88,61±0,01 

Флорфеникол – 90,41±0,02 88,72±0,01 88,72±0,02 

Флорфеникол амин – 89,11±0,02 88,70±0,03 88,71±0,01 

 

Таблица 4.2.5 – Степень извлечения амфениколов из молочной продукции (йогурта) 

Антибиотик 
Средний коэффициент извлечения, % 

0,15 мкг/кг 0,5 мкг/кг 1,0 мкг/кг 10,0 мкг/кг 

Метод А 

Хлорамфеникол 89,11±0,01 100,21±0,01 99,40±0,02 100,31±0,02 

Флорфеникол – 99,81±0,03 99,81±0,01 99,71±0,02 

Флорфеникол амин – 99,42±0,01 99,91±0,03 99,90±0,01 

Метод Б 

Хлорамфеникол – 88,61±0,02 89,11±0,01 91,41±0,03 
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Продолжение таблицы 4.2.5 

Антибиотик 
Средний коэффициент извлечения, % 

0,15 мкг/кг 0,5 мкг/кг 1,0 мкг/кг 10,0 мкг/кг 

Флорфеникол – 90,11±0,02 92,02±0,02 91,31±0,01 

Флорфеникол амин – 90,70±0,02 90,21±0,01 91,92±0,02 

 

Установлено, что степень извлечения амфениколов из молока и йогурта, в за-

висимости от уровня добавки, варьирует свои значения от 98,10±0,03 до 101,31±0,01 

% и от 99,40±0,01 до 100,21±0,01 % соответственно, что в среднем на 10 % превы-

шает коэффициент извлечения антибиотиков из матриц при использовании гостиро-

ванного метода. Пробы обогащённые на уровне добавки антибиотика 0,15 мкг/кг для 

хлорамфеникола гостированным методом не были определены. 

Полученные результаты проведенного сравнительного анализа подтвер-

ждают эффективность оптимизированного метода. Следовательно, данный анали-

тический метод предпочтителен и рекомендуется для определения остаточного ко-

личества антибиотиков группы амфениколы в молоке и молочной продукции. 

 

 

4.3 Валидация метода определения антибиотиков группы амфениколов в 

молоке и молочной продукции  

 

 

Валидация является обязательным процессом при разработке аналитического 

метода исследования веществ. Это процедура выполнения многочисленных 

оценок, предназначенных для проверки того, что аналитическая тестовая система 

подходит для ее предполагаемой цели и способна предоставлять полезные и 

достоверные аналитические данные. Основная цель валидации – 

продемонстрировать, что аналитический метод подходит для предполагаемой 

цели, является точным, специфичным и прецизионным в указанном диапазоне, в 

котором будет анализироваться аналит. Валидация аналитического метода должна 



110 

проводиться для новых методов анализа или для существующих методов, когда 

вносятся какие-либо изменения в процедуру, состав лекарственного препарата и 

синтез лекарственных субстанций. 

Валидацию методики осуществляли согласно требованиям ОФС.1.1.0012.15 

и Решению Комиссии 2002/657/ЕС по следующим параметрам [86, 99]: 

1. Селективность/специфичность (влияние матрицы); 

2. Линейность; 

3. Правильность; 

4. Повторяемость/сходимость; 

5. Внутрилабораторная прецизионность. 

Специфичность. В условиях валидируемой методики необходимо точно 

провести исследование анализируемого компонента и отличить его от веществ, 

схожих по своему строению и присутствующих в исследуемой матрице.  

Специфичность определяли путем исследования не менее 20 чистых проб и 

20 обогащенных на уровне предела количественного определения образцов (0,2 

мкг/кг для хлорамфеникола, 1,0 мкг/кг для флорфеникола и флорфеникол амина). 

Критерием специфичности являлся результат измерения «обнаружено» в 

соответствии с 2002/657/ЕС [99]. Полученные результаты определения 

специфичности методики представлены в таблице 4.3.1  

 

Таблица 4.3.1 – Специфичность валидируемой методики 

Матрица 
№ 

п/п 

Хлорамфеникол Флорфеникол Флорфеникол амин 

Б
л
ан

к
 

О
б

о
га

щ
ен

н
ы

е 

п
р
о
б

ы
 

Б
л
ан

к
 

О
б

о
га

щ
ен

н
ы

е 

п
р
о
б

ы
 

Б
л
ан

к
 

О
б

о
га

щ
ен

н
ы

е 

п
р
о
б

ы
 

Молоко 

2 –  –  –  

3 –  –  –  

4 –  –  –  

5 –  –  –  

6 –  –  –  
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Продолжение таблицы 4.3.1 

Матрица 
№ 

п/п 

Хлорамфеникол Флорфеникол Флорфеникол амин 

Б
л
ан

к
 

О
б

о
га

щ
ен

н
ы

е 

п
р
о
б

ы
 

Б
л
ан

к
 

О
б

о
га

щ
ен

н
ы

е 

п
р
о
б

ы
 

Б
л
ан

к
 

О
б

о
га

щ
ен

н
ы

е 

п
р
о
б

ы
 

 

7 –  –  –  

8 –  –  –  

9 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

Выявлено 

несоответствий 
0 0 0 0 0 0 

Молочная 

продукция 

1 –  –  –  

2 –  –  –  

3 –  –  –  

4 –  –  –  

5 –  –  –  

6 –  –  –  

7 –  –  –  

8 –  –  –  

9 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  
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Продолжение таблицы 4.3.1 

Матрица 
№ 

п/п 

Хлорамфеникол Флорфеникол Флорфеникол амин 

Б
л
ан

к
 

О
б

о
га

щ
ен

н
ы

е 

п
р
о
б

ы
 

Б
л
ан

к
 

О
б

о
га

щ
ен

н
ы

е 

п
р
о
б

ы
 

Б
л
ан

к
 

О
б

о
га

щ
ен

н
ы

е 

п
р
о
б

ы
 

 

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

 –  –  –  

Выявлено 

несоответствий 
0 0 0 0 0 0 

 

Из данных таблицы 4.3.1 следует, что методика определения антибиотиков 

группы амфениколы является специфичной. На хроматограммах чистых проб 

отсутствуют пики с временами удерживания, совпадающими с временами 

удерживания пиков амфениколов. Выявлено 0 несоответствий во всех 

исследуемых пробах, что удовлетворяет требованиям допустимой вероятности 

ошибки (β-ошибка ≤ 5 при n ≥ 20). 

Линейность. Линейность определяли путем построения градуировочной 

зависимости. Ее строили при помощи матричной градуировки. Для этого в 

анализируемую чистую пробу, согласно данным таблицы 4.3.2, добавляли растворы 

смесей амфениколов, раствор хлорамфеникола (для точки 0,2 нг/см3) и раствор 

внутреннего стандарта дейтерированного хлорамфеникола-Д5.  

Пробоподготовку проводили согласно ГОСТ 54904-2012 [49]. В качестве чи-

стых проб для получения матричных градуировочных растворов были использованы 

пробы матриц молока и молочной продукции (йогурт, творог, сметана, сыворотка). 
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В связи с тем, что между различными видами молочной продукции не наблюдалось 

выраженного «эффекта матрицы», набор статистических данных проходил с исполь-

зованием одного вида молочной продукции (йогурт). 

 

Таблица 4.3.2 – Приготовление матричных градуировочных растворов с 

массовыми концентрациями 0,2–1000,0 нг/см3 для хлорамфеникола, 1,0–1000,0 

нг/см3 для остальных амфениколов и 40,0 нг/см3 внутреннего стандарта 

хлорамфеникола-Д5 

 
 

Для получения градуировочных данных использовали не менее четырех уровней 

массовых концентраций матричных градуировочных растворов. При построении гра-

дуировочной характеристики для количественного определения остаточного содержа-

ния амфениколов в инжектор хроматографа вводили не менее двух раз градуировочные 

растворы различных уровней массовых концентраций.  

Градуировочную зависимость устанавливали в форме зависимости отно-

шения массовой концентрации каждого амфеникола к массовой концентрации 

внутреннего стандарта (Стс/Свн.ст) от отношения площади хроматографического 

пика каждого амфеникола к площади пика внутреннего стандарта (Sтс/Sвн.ст) для 

более интенсивного фрагментного иона каждого амфеникола. Для построения 

градуировочных графиков использовали программу обработки данных 
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LaBSolutions Browser и методы для расчёта, созданные отдельно для каждой из мат-

риц. В таблице 4.3.3 приведены полученные уравнения калибровочных кривых и 

коэффициенты корреляции R2 для сырого молока и молочной продукции. 

 

Таблица 4.3.3 – Диапазон линейности метода 

 

 

Согласно данным, представленным в таблице 4.3.3, все построенные ка-

либровочные графики носили линейный характер. Градуировочная характери-

стика считалась приемлемой, т. к. рассчитанное значение квадрата коэффици-

ента корреляции для градуировочной характеристики каждого фрагментного 

иона составила не менее 0,99. 

Правильность, ходимость (повторяемость) и внутрилабораторная прецизион-

ность. Правильность, сходимость и внутрилабораторную прецизионность валиди-

руемой методики оценивали путем анализа обогащённых проб, содержащих 0,2, 

0,3 и 0,45 мкг/кг для хлорамфеникола и 50,0, 100,0 и 150,0 мкг/кг для всех антибио-

тиков группы амфениколы.  

Для оценки правильности использовали критерий истинности (%). Результаты 

оценки правильности представлены в таблице 4.3.4. 
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Согласно таблице 4.3.4, среднее значение истинности (восстановления) в диа-

пазоне измерений 0,2–0,45 мкг/кг (для хлорамфеникола) составило 99,5 %, а в диапа-

зоне измерений 50,0–150,0 мкг/кг – 99,8 %. Полученные значения в результате прово-

димых исследований полностью соответствуют критерию правильности методики. 

 

Таблица 4.3.4 – Оценка правильности методики 

Уровень  

концентрации, 

мкг/кг 

Хср., 

мкг/кг 

Среднее значение 

восстановления, 

% 

Допустимое 

значение, % 
Матрица/амфеникол 

0,20 

0,21 105,11 

50–120 

Молоко/ 

Хлорамфеникол 

0,21 105,10 
Молочная продукция/ 

Хлорамфеникол 

0,30 

0,30 100,02 
Молоко/ 

Хлорамфеникол 

0,33 110,11 
Молочная продукция/ 

Хлорамфеникол 

0,45 

0,39 86,90 
Молоко/ 

Хлорамфеникол 

0,40 88,90 
Молочная продукция/ 

Хлорамфеникол 

50,00 

45,59 91,21 

80–110 

Молоко/Флорфеникол 

44,37 88,70 
Молоко/ 

Флорфеникол амин 

51,54 103,12 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол 

44,37 88,71 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол амин 

100,0 

102,84 102,82 

80–110 

Молоко/Флорфеникол 

94,72 94,71 
Молоко/ 

Флорфеникол амин 

97,83 97,81 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол 

96,27 96,31 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол амин 
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Продолжение таблицы 4.3.4 

Уровень  

концентрации, 

мкг/кг 

Хср., 

мкг/кг 

Среднее значение 

восстановления, 

% 

Допустимое 

значение, % 
Матрица/амфеникол 

150,0 

144,45 96,31 

80–110 

Молоко/Флорфеникол 

140,30 93,50 
Молоко/ 

Флорфеникол амин 

145,61 97,10 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол 

153,55 102,41 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол амин 

 

Далее исследовали сходимость методики. Ее определяли по результатам, по-

лученным в одинаковых условиях: один исследователь, одно и то же аналитическое 

оборудование, один и тот же набор используемых реактивов. Определяли среднюю 

концентрацию, стандартное отклонение и коэффициент вариации (%) обогащен-

ных проб. Критерием оценки повторяемости служит коэффициент вариации 

(RSDr, %), значение которого должно соответствовать 2002/657/ЕС: 

 

RSDr ≤ 0,67×RSDR (4.3.1) 

 

где RSDR ‒ межлабораторный коэффициент вариации, %, определяемый с по-

мощью уравнения Гурвица по формуле: 

 

RSDR = 2(1– 0,5 logC) (4.3.2) 

 

где С – массовая доля, выраженная в степени (экспоненте) 10. 

 

Результаты шести параллельно проводимых испытаний обогащённых проб 

антибиотиками группы амфениколы представлены в таблице 4.3.5.  
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Таблица 4.3.5 – Оценка сходимости метода 

Уровень  

концентрации, 

мкг/кг 

Хср., 

мкг/кг 

σrл, 

мкг/кг 
RSD, % Матрица/амфеникол 

0,20 

0,21 0,01 3,70 Молоко/Хлорамфеникол 

0,21 0,01 4,00 
Молочная продукция/ 

Хлорамфеникол 

0,30 

0,30 0,01 9,10 Молоко/Хлорамфеникол 

0,33 0,00 2,30 
Молочная продукция/ 

Хлорамфеникол 

0,45 

0,39 0,01 9,90 Молоко/Хлорамфеникол 

0,40 0,01 8,00 
Молочная продукция/ 

Хлорамфеникол 

50,0 

52,15 0,55 2,90 Молоко/Флорфеникол 

45,59 0,59 3,60 Молоко/Флорфеникол амин 

51,54 0,63 3,40 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол 

44,37 0,69 4,30 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол амин 

100,0 

102,84 0,92 2,50 Молоко/Флорфеникол 

94,72 1,49 4,40 Молоко/Флорфеникол амин 

97,83 1,59 4,50 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол 

96,27 0,98 2,80 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол амин 

150,0 

144,45 1,33 2,60 Молоко/Флорфеникол 

140,30 2,12 4,20 Молоко/Флорфеникол амин 

145,61 0,85 1,60 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол 

 153,55 1,86 3,40 
Молочная продукция/ 

Флорфеникол амин 

 

В соответствии с 2002/657/ЕС относительное стандартное отклонение полу-

ченных результатов не превышает установленных значений и отвечает требова-

ниям к методикам [99]. 
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В рамках одной аналитической лаборатории определяли внутрилаборатор-

ную прецизионность методики. На одном аналитическом оборудовании два опе-

ратора в разные дни осуществляли проводимые испытания. Результаты пред-

ставлены в таблице 4.3.6.  

 

Таблица 4.3.6 – Оценка промежуточной (внутрилабораторной) прецизионности 

Оператор День 

Средний 

результат 

анализа за 1 

день, 

мкг/мл 

Средний 

результат, 

мкг/мл 

Стандартное 

отклонение, 

σrл, мкг/мл 

Относительное 

стандартное от-

клонение, RSD, 

% 

Хлорамфеникол/молоко, С = 0,30 мкг/кг 

Оператор 

1 

1 0,29 

0,27 0,01 3,33 

2 0,26 

3 0,28 

4 0,27 

5 0,28 

6 0,28 

Оператор 

2 

7 0,27 

0,28 0,01 3,33 

8 0,28 

9 0,28 

10 0,29 

11 0,29 

12 0,29 

Хлорамфеникол/молочная продукция, С = 0,30 мкг/кг 

Оператор 1 

1 0,29 

0,29 0,01 3,33 

2 0,30 

3 0,30 

4 0,29 

5 0,28 

6 0,28 

Оператор 2 

7 0,28 

0,29 0,01 3,33 
8 0,30 

9 0,30 

10 0,29 
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Продолжение таблицы 4.3.6 

Оператор День 

Средний 

результат 

анализа за 1 

день, мкг/мл 

Средний ре-

зультат, 

мкг/мл 

Стандартное 

отклонение, 

σrл, мкг/мл 

Относительное 

стандартное от-

клонение, RSD, % 

 
11 0,29 

   
12 0,28 

Флорфеникол/молоко, С = 100 мкг/мг 

Оператор 1 

1 99,78 

99,61 0,24 0,24 

2 99,35 

3 99,35 

4 99,86 

5 99,43 

6 99,82 

Оператор 2 

7 99,54 

99,49 0,32 0,32 

8 99,45 

9 98,99 

10 98,97 

11 100,00 

12 99,98 

Флорфеникол/молочная продукция, С = 100 мкг/мг 

Оператор 1 

1 99,97 

100,04 0,11 0,11 
2 100,20 

3 100,10 

4 99,96 

5 99,90 
   

6 100,10 

Оператор 2 

7 100,03 

99,98 0,16 0,16 

8 99,89 

9 99,90 

10 100,30 

11 99,89 

12 99,88 

Флорфеникол амин/молоко, С = 100 мкг/мг 

Оператор 

1 

1 98,97 

99,01 0,09 0,09 2 99,10 

3 98,89 
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Продолжение таблицы 4.3.6 

Оператор День 

Средний 

результат 

анализа за 1 

день, мкг/мл 

Средний ре-

зультат, 

мкг/мл 

Стандартное 

отклонение, 

σrл, мкг/мл 

Относительное 

стандартное от-

клонение, RSD, % 

 

4 98,95 

   5 99,11 

6 99,00 

Оператор 

2 

7 98,99 

99,02 0,11 0,11 

8 98,93 

9 99,19 

10 98,91 

11 99,10 

12 98,99 

Флорфеникол амин/молочная продукция, С = 100 мкг/мг 

Оператор 

1 

1 98,03 

98,01 0,81 0,83 

2 98,12 

3 97,99 

4 98,20 

5 98,10 

6 98,00 

Оператор 

2 

7 97,99 

98,06 0,83 0,85 

8 97,99 

9 98,01 

10 98,11 

11 98,04 

12 98,20 

 

Для оценки полученных результатов исследования (таблица 4.3.6) был 

произведен расчет критерия Фишера. В результате проводимого исследования 

установлено, что стандартные отклонения результатов анализа, полученных раз-

ными операторами, статистически эквивалентны. Средние результаты статисти-

чески значимо не отличаются друг от друга (p < 0,95). Промежуточная (внутри-

лабораторная) точность метода удовлетворяет требованиям, предъявляемым к 

этой валидационной характеристике. 
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Таким образом, полученные результаты проводимых исследований соответ-

ствует требованиям 2002/657/ЕС, методика является валидированной. Это подтвер-

ждает возможность применения предлагаемой методики для определения концен-

трации антибиотиков группы амфениколы в молоке и молочной продукции. 

 

 

4.4 Практические рекомендации применения  

оптимизированного метода определения антибиотиков группы  

амфениколы методом ВЭЖХ-МС/МС 

 

 

Полученные результаты проведенных исследований позволяют сделать 

вывод о том, что вопрос о содержании антибиотиков группы амфениколы в мо-

локе и молочных продуктах является актуальным. 

На основе систематизации и анализа нормативно-правовой базы по кон-

тролю антибиотиков группы амфениколов в молоке и молочных продуктах за 

последние пять лет были выявлены многочисленные изменения допустимых 

уровней содержания антибиотиков, которые способствовали обновлению разра-

боток более точных методов исследования [68]. 

По результатам работы составлена принципиальная схема пробоподго-

товки проб для контроля остаточного содержания антибиотиков группы амфе-

николы в молоке и продуктах его переработки при лабораторной диагностике 

(рисунок 4.4.1). 

Оптимизированный метод контроля антибиотиков может быть рекомендован 

для проведения исследований в научно-исследовательских центрах, отделах контроля 

качества и в испытательных аккредитованных лабораториях. 

На основании результатов диссертационной работы разработаны методи-

ческие указания «Определение остаточного содержания амфениколов в молоке 

и молочной продукции с помощью высокоэффективной жидкостной 
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хроматографии с масс-спектрометрическим детектором» (МУК 05.01-03-

05/2022) (ПРИЛОЖЕНИЕ А). 

 

 

Рисунок 4.4.1 – Принципиальная схема пробоподготовки пробы для контроля 

антибиотиков амфениколов в молоке и молочной продукции 

 

Оптимизированный метод контроля антибиотиков группы амфениколов 

прошел верификацию в лаборатории технохимического контроля и арбитраж-

ных методов анализа ФГАНУ «ВНИМИ» (г. Москва) и внедрен в ее работу, а 

также в работу научно-исследовательской лаборатории микробиологии и био-

технологии ОНК «Институт медицины и наук о жизни» ФГАОУ ВО «БФУ им. 

И. Канта» (г. Калининград). Проведена апробация и получены положительные 

результаты при использовании метода в производственной лаборатории ООО 

«Южский молочный завод» (г. Южа) (ПРИЛОЖЕНИЕ Б).  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

1. Проведен мониторинг биобезопасности молочной продукции молокопере-

рабатывающих предприятий Кемеровской области – Кузбасса по содержанию анти-

биотиков: в 2018–2022 гг. выявлено 179 положительных результатов на наличие ан-

тибиотиков группы амфениколов, что составляет 19 % от общего количества иссле-

дуемого материала. Наибольшее количество положительных результатов выявлено в 

сыром молоке (28 %) и молоке пастеризованном (20 %). 

2. Изучено влияние антибиотиков на основные физико-химические показа-

тели, определен характер их дифференциального воздействия на микрофлору сы-

рого молока: наличие антибиотиков с концентрацией 0,0003 мг/кг и более оказывает 

выраженное влияние на значения титруемой кислотности при 25±2 и 37±2 °С. Анти-

биотики группы амфениколы оказывают негативное влияние на развитие микро-

флоры сырого молока. Хлорамфеникол проявляет способность ингибировать жизне-

деятельность бактерии группы КМАФАнМ и молочнокислых бактерий в среднем на 

30 % больше, чем антибиотики флорфеникол и флорфеникол амин. 

3. Определен ингибирующий потенциал антибиотиков амфениколов в мета-

болических процессах заквасочных культур Streptococcus thermophilus, 

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus и Lactobacillus casei молочнокислых бакте-

рий на уровне ПДК: концентрации антибиотика 0,0003 мг/кг и более оказали влия-

ние на содержание лактозы и снижение значений титруемой кислотности, что при-

вело к увеличению продолжительности образования сгустка в опытных образцах. 

4. Изучено влияние антибиотика хлорамфеникола на биобезопасность гото-

вой кисломолочной продукции: наличие антибиотика в молоке отразилось на орга-

нолептических, физико-химических и микробиологических показателях йогурта. 

Полученные в ходе исследования опытные образцы йогурта не соответствуют ос-

новным показателям безопасности согласно требованиям ГОСТ Р 51331-99 «Про-

дукты молочные. Йогурты. Общие технические условия», ТР ТС 033/2013 «О 
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безопасности молока и молочной продукции» и ТР ТС 021/2011 «О безопасности 

пищевой продукции». 

5. Определены оптимальные масс-спектрометрические параметры детекти-

рования антибиотиков группы амфениколов. Подобраны оптимальные значения 

напряжения на фрагментаторе (хлорамфеникол – 85 В, флорфеникол – 95 В, флор-

феникол амин – 80 В). Установлены оптимальные значения энергий соударений. 

Установлены оптимальные условия хроматографического разделения антибиоти-

ков группы амфениколов. Рекомендованный состав подвижной фазы – 0,1 % рас-

твора муравьиной кислоты. 

6. Доказано, что оптимизированный метод превосходит метод, описанный в 

ГОСТ 54904. Оптимизация метода определения амфениколов в молоке и молочных 

продуктах позволила добиться снижения предела определения до 0,15 мкг/кг для 

хлорамфеникола. Проведена валидация оптимизированного метода согласно тре-

бованиям ОФС.1.1.0012.15 и Решению Комиссии 2002/657/ЕС. 

7. Проведена апробация и получены положительные результаты при исполь-

зовании оптимизированного метода контроля антибиотиков группы амфениколов 

в практике производственной лаборатории ООО «Южский молочный завод» (г. 

Южа), испытательной лаборатории «Молоко» ФГБНУ ВНИМИ (г. Москва) и 

научно-исследовательской лаборатории «Лаборатория микробиологии и биотехно-

логий» ФГАОУ ВО «БФУ им. И. Канта» (г. Калининград). 
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