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4.1. МЕТОДЫ КОНТРОЛЯ. ХИМИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ 

 
Количественное определение остаточных количеств 

аминогликозидов (стрептомицина и  
дигидрострептомицина) в пищевой продукции  

животного происхождения методом конкурентного  
иммуноферментного анализа 

 
Методические указания 

МУК 4.1.3682—20 

I. Область применения 
1.1. Настоящие методические указания (далее – МУК) распростра-

няются на продовольственное (пищевое) сырье и пищевую продукцию 
животного происхождения: молоко (сырое и питьевое, сухое), мясо (го-
вядина, свинина, птица), субпродукты (печень, почки), креветки, мёд.  

МУК устанавливают порядок применения методики количествен-
ного определения остаточных количеств аминогликозидов (стрептоми-
цина и дигидрострептомицина) методом твердофазного конкурентного 
иммуноферментного анализа с фотометрической детекцией (при 450 нм) 
(далее – ИФА) в соответствии с диапазонами определяемых концентра-
ций и метрологическими характеристиками. 

1.2. МУК предназначены для органов и организаций Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека, осуществляющих контроль качества и безопасности продо-
вольственного сырья и пищевых продуктов, а также могут быть исполь-
зованы организациями, аккредитованными в установленном порядке на 
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проведение исследований продовольственного (пищевого) сырья, пище-
вых продуктов. 

1.3. МУК носят рекомендательный характер. 

II. Метод измерений 
2.1. Метод ИФА основан на реакции «антиген – антитело». Лунки 

микротитровального планшета покрыты антителами захвата, специфич-
ными к антителам на стрептомицин (вещество стандарта). В лунки дози-
руют растворы стандартов или проб и конъюгат стрептомицина. Сво-
бодный стрептомицин, содержащийся в пробе или стандартных раство-
рах, и стрептомицин, конъюгированный с ферментом, конкурируют за 
места связывания с антителами к стрептомицину (конкурентный имму-
ноферментный анализ). Все несвязанные молекулы конъюгата затем 
удаляются на этапе отмывки. Связанные молекулы конъюгата превра-
щают хромоген в окрашенные в синий цвет продукты реакции. Внесе-
ние стоп-раствора изменяет окраску от синей к желтой. Измерения вы-
полняют фотометрически при длине волны 450 нм. Оптическая плот-
ность обратно пропорциональна концентрации стрептомицина в пробе. 

III. Метрологические характеристики 
3.1. При соблюдении всех регламентированных условий проведе-

ния анализа в точном соответствии с данной методикой погрешность (и 
её составляющие) результатов измерений при доверительной вероятно-
сти Р = 0,95 не превышает значений, приведенных в табл. 3.1 для соот-
ветствующих диапазонов концентраций.  

Метрологические параметры установлены при проведении количе-
ственного определения с тест-набором, указанным в главе IV. Допуска-
ется использование метода для тест-наборов с аналогичными или луч-
шими характеристиками при наличии установленных метрологических 
параметров. 



МУК 4.1.3682—20 

5 

Таблица 3.1  
Значения характеристики погрешности, нормативов оперативного  

контроля точности, повторяемости, воспроизводимости,  
полнота извлечения стрептомицина1 

Анали-
зируе-
мый 
объект 

Диапазон 
измеряемых 
концентра-
ций 2, мг/кг 

(мг/дм3) 

Пока-
затель 
точнос-
ти (гра-
ницы 
относи-
тель-
ной 
по-

греш-
ности),
±δ, % 
Р = 
0,95 

Пока-
затель 
повто-
ряемо-
сти 

(средне
квадра-
тичное 
откло-
нение 
повто-
ряемо-
сти), 
σr, % 

Показа-
тель 

воспро-
изводи-
мости 

(средне-
квадра-
тичное 
откло-
нение 
воспро-
изводи-
мости), 
σR, % 

Предел 
повторяе-
мости 

(значение 
допусти-
мого рас-
хождения 
между 

двумя ре-
зультата-
ми па-
раллель-
ных оп-
ределе-
ний), r, %

Предел вос-
производи-
мости (зна-
чение до-
пустимого 
расхожде-
ния между 
двумя ре-
зультатами 
измерений, 
полученны-
ми в разных 
лаборатори-
ях), R, %, 
(Р = 0,95)  

Сред-
няя 

полно-
та из-
влече-
ния 
веще-
ства, % 

Молоко 0,005—0,370 35,0 4,7 6,6 13 18 110,2 
Молоко 
сухое 0,047—3,785 25,0 6,3 8,8 18 25 106,6 

Мясо 
свини-
ны, го-
вядины  

0,028—2,275 30,0 5,6 7,9 16 22 88,3 

Мясо 
птицы 0,028—2,130 25,0 7,0 9,8 20 27 95,4 

Печень  0,028—2,250 25,0 3,0 4,1 8 12 90,3 
Почки 0,031—2,500 45,0 3,8 5,3 11 15 80,7  
Кревет-
ки 0,033—2,660 60,0 7,7 10,8 22 30 75,6 

Мёд 0,002—0,185 35,0 5,7 8,0 16 22 87,4 

IV. Средства измерений, вспомогательные устройства, 
реактивы и материалы 

4.1. При выполнении измерений и подготовке проб применяют 
средства измерений, вспомогательные устройства, материалы и реакти-
вы, приведенные в табл. 4.1—4.3. 
                                                           
1 Пример метрологических характеристик при использовании тест-набора «RIDASCREEN 
Streptomycin». 
2 Указаны пределы определения остаточных количеств стрептомицина – вещества стандарта 
(специфичность 100 %) при использовании тест-набора «RIDASCREEN Streptomycin». 
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Таблица 4.1  
Средства измерений 

Наименование средств измерения 
Обозначение и наименование  
документов, технические  

характеристики 
Автоматические пипеточные дозаторы од-
ноканальные с переменными объемами от 
0,02 до 0,2  см3 с допустимой относитель-
ной погрешностью дозирования не более 
±(2,0÷1,5) %, с одноразовыми наконечниками

Внесено в реестр «Утверждённые 
типы средств измерений» Федераль-
ного информационного фонда по 
обеспечению единства измерений 

Автоматические пипеточные дозаторы од-
ноканальные с переменными объемами от 
0,1 до 1 см3 с относительной погрешностью 
дозирования не более ±(1,5÷1,0) %, с одно-
разовыми наконечниками 

Внесено в реестр «Утверждённые 
типы средств измерений» Федераль-
ного информационного фонда по 
обеспечению единства измерений 

Автоматические пипеточные дозаторы од-
ноканальные с переменными объемами от 
1 до 5 см3 с относительной погрешностью 
дозирования не более ±1 %, с одноразовы-
ми наконечниками 

Внесено в реестр «Утверждённые 
типы средств измерений» Федераль-
ного информационного фонда по 
обеспечению единства измерений 

Автоматические пипеточные дозаторы 8-
канальные с переменным объемом 0,05—
0,3 см3 с допустимой относительной пог-
решностью дозирования не более 
±(2,0÷1,5) %, с одноразовыми наконечни-
ками 

Внесено в реестр «Утверждённые 
типы средств измерений» Федераль-
ного информационного фонда по 
обеспечению единства измерений 

Весы лабораторные общего назначения 2-
го класса точности, погрешность взвешива-
ния 0,01 г  

Внесено в реестр «Утверждённые 
типы средств измерений» Федераль-
ного информационного фонда по 
обеспечению единства измерений 

Фотометр вертикального типа – планшет-
ный иммуноферментный анализатор с диа-
пазоном линейности измерения оптической 
плотности 0—2,5 и длиной волны 450 нм 

Внесено в реестр «Утверждённые 
типы средств измерений» Федераль-
ного информационного фонда по 
обеспечению единства измерений 

Компьютер с программным обеспечением 
для обработки результатов ИФА – 

pH-метр или анализатор потенциометриче-
ский, погрешность измерений pH ±0,01, не 
более 

Внесено в реестр «Утверждённые 
типы средств измерений» Федераль-
ного информационного фонда по 
обеспечению единства измерений 

Цилиндры мерные вместимостью 100, 250, 
1000 см3  ГОСТ 1770 

Колбы мерные 2-го класса точности вме-
стимостью 50, 100, 200 и 1000 см3 ГОСТ 1770  

Пипетки (с делениями) 2-го класса точнос-
ти объемом 1, 2, 5 и 10 см3 ГОСТ 29227 (ИСО 835-1) 
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Примечание. Допускается использование других средств измерения с ана-
логичными или лучшими характеристиками. 

Таблица 4.2  
Вспомогательные устройства, посуда и материалы 

Наименование вспомогательного оборудования,  
устройств, материалов 

Обозначение и наи-
менование докумен-
тов, технические 
характеристики 

1 2 
Бумага фильтровальная  ГОСТ 12026 
Гомогенизатор для восстановления жидких продуктов 
или миксер – 

Гомогенизатор перистальтического типа со стерильными 
пластиковыми пакетами (или других видов) или фарфо-
ровые ступки с пестиками 

– 

Колбы конические на 50 и 100 см3 ГОСТ 23932 
Колонки для твердофазной экстракции (например, RIDA 
С18 арт. R2002) или аналогичные – 

Магнитная мешалка – 
Наконечники для автоматических пипеток вместимостью 
0,300; 1,000; 5,000 см3 однократного применения – 

Пробирки полипропиленовые центрифужные с завинчи-
вающимися крышками вместимостью 15 см3 и 50 см3 – 

Пробирки полипропиленовые по типу «Эппендорф» вме-
стимостью 1,5—2,0 см3 – 

Стаканы химические вместимостью 50, 100 см3 ГОСТ 25336 
Устройство для испарения экстрактов или роторный ис-
паритель со встроенным мембранновакуумным насосом 
и рабочим диапазоном температур, обеспечивающим 
работу при 60 °С 

 

Устройство для отмывки иммунологических планшетов 
автоматическое с диапазоном объемов моющего раство-
ра, заливаемого в каждую микрокювету, от 0,1 см3 до 
0,350 см3 (при наличии) 

 

Устройство для твердофазной экстракции (вакуумный 
манифолд) или пластиковый шприц на 20 см3 с резино-
вой пробкой (для экстракции проб мёда) 

 

Холодильник бытовой электрический  
Центрифуга настольная с устанавливаемым относитель-
ным центробежным ускорением (ОЦУ/RFS)3 до 4000 g и 
возможностью охлаждения или без охлаждения 

 

                                                           
3 Пересчет относительного центробежного ускорения (в единицах g) (ОЦУ/ RFS) в ско-
рость центрифугирования (об./мин) приведен в приложении к МУК. 
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Продолжение табл. 4.2 
  

Центрифуга настольная с устанавливаемым относитель-
ным центробежным ускорением (ОЦУ/RFS) до 20 000 g – 

Шейкер для пробирок вортексного типа с вставкой для 
одной пробирки и диапазоном скорости от 100 об./мин  – 

Шейкер переворачивающего вертикального вращения на 
360° в одной плоскости с адаптером для пробирок и диа-
пазоном скорости до 100 об./мин 

– 

Шкаф (стол) лабораторный – 
Шпатели или стеклянные палочки – 

Примечание. Допускается использование других вспомогательных уст-
ройств, посуды и материалов с аналогичными или лучшими характеристиками. 

Таблица 4.3  

Реактивы 

Наименование реактивов 
Обозначение и наименование 
документов, технические  

характеристики 
Вода дистиллированная  ГОСТ 6709 
1-гептансульфоновой кислоты натриевая соль 
для ВЭЖХ  – 

Метанол, хч ГОСТ 6995 
Натрий фосфорнокислый трехзамещенный 12-
водный (тринатрийфосфат) (Na3P04 × 12Н20), 
чда  

ГОСТ 9337 

Натрий фосфорнокислый двузамещенный 12-
водный (Na2НР04 × 12Н20), хч  ГОСТ 4172 

Натрий фосфорнокислый однозамещенный 2-
водный (NaH2P04 × 2Н20), хч ГОСТ 245  

Натрий хлористый (НСl), хч  ГОСТ 4233 
Ортофосфорная кислота (Н3Р04) 85%-я, чда ГОСТ 6552 

Примечание. Допускается применение других химических реактивов с 
аналогичными или лучшими характеристиками. 

4.2. Количественное определение аминогликозидов (стрептомицин, 
дигидрострептомицин) по технологии ИФА проводят с тест-набором с 
внутренним стандартом, рассчитанным на проведение анализа 42 иссле-
дуемых образцов и 6 калибровочных проб (в 2 повторностях), в составе 
(табл. 4.4). 
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Таблица 4.4  
Пример состава тест-набора4 

Наименование вспомогательного оборудования,  
устройств, материалов 

Обозначение и наиме-
нование документов, 

технические  
характеристики 

1. Микротитровальный планшет на 96 лунок (12 стри-
пов с 8 отделяемыми лунками каждый), сенсибилизиро-
ванных антителами «захвата», в упаковке из фольги в 
комплекте с влагопоглотителем. 

Инструкция к набору 

2. Комплект стандартных растворов стрептомицина со 
следующими концентрациями: 0; 0,5; 1,5; 4,5; 13,5; 
40,5 мкг/дм3 в воде по 1,3 см3 (6 шт.) 

Инструкция к набору 

3. Конъюгат, готовый к использованию (6 см3) Инструкция к набору 
4. Смесь субстрата с хромогеном содержит пероксид 
карбамида и тетраметилбензидин, готовая к использо-
ванию (10 см3) 

Инструкция к набору 

5. Стоп-реагент, содержащий раствор 1 н серной кисло-
ты (14 см3) 

Инструкция к набору 

6. Моющий буфер в виде сухой соли для приготовления 
10 мМ фосфатного буфера, pH 7,4, содержащей 0,05 % 
твина (PBS-буфер с твином) (1 пакет) 

Инструкция к набору 

 
Пример специфичности методики определения аминогликозидов 

(стрептомицин, дигидрострептомицин), установленной по перекрестной 
чувствительности к исследованным антибиотикам в буферной системе с 
тест-набором, представлен в табл. 4.5. 

Таблица 4.5  

Пример специфичности тест-набора5 

Вещество Специфичность, % 
Стрептомицин (вещество стандарта) 100 
Дигидрострептомицин 69 
Гентамицин, неомицин, спектиномицин, канамицин < 1 

V. Требования безопасности 
5.1. Исследования пищевых продуктов с использованием методики 

ИФА проводят с соблюдением требований техники безопасности, уста-

                                                           
4 Тест-набор «RIDASCREEN Streptomycin». 
5 Тест-набор «RIDASCREEN Streptomycin». 
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новленных для работ с токсичными, едкими, легковоспламеняющимися 
веществами в соответствии с ГОСТ 12.1.007. 

5.2. Проведение исследований допускается только в подготовлен-
ном лабораторном помещении. 

5.3. Помещение лаборатории должно быть оборудовано приточно-
вытяжной вентиляцией, отвечать требованиям пожарной безопасности в 
соответствии с ГОСТ 12.1.004 и иметь средства пожаротушения в соот-
ветствии с ГОСТ 12.4.009. 

5.4. При выполнении измерений с использованием планшетного 
иммуноферментного анализатора и работе с электроустановками необ-
ходимо соблюдать правила электробезопасности в соответствии ГОСТ 
12.1.019 и инструкцию по эксплуатации прибора. 

5.5. При работе с тест-набором необходимо соблюдать следующие 
требования безопасности: 

– стоп-реагент содержит 0,5 М серной кислоты. Не допускается по-
падания реагента на кожу; 

– раствор субстрат-хромогена токсичен при вдыхании, контакте с 
кожей и проглатывании. При обращении необходимо соблюдать меры 
предосторожности; 

– необходимо избегать контакта всех реагентов с кожей и слизи-
стыми оболочками; 

– при дозировании реагентов допускается использовать только ука-
занные инструменты. 

VI. Требования к квалификации операторов 
6.1. К выполнению измерений и обработке их результатов допус-

кают лиц с высшим или средним специальным образованием, прошед-
ших соответствующую подготовку и имеющих навыки работы в области 
иммуноферментного анализа. К проведению анализа допускается только 
персонал, ознакомленный с руководством по эксплуатации планшетного 
иммуноферментного анализатора и освоивший данную методику. 

VII. Отбор проб 
7.1. Отбор проб осуществляют в соответствии с методическим до-

кументом6. 
7.2. Пробы исследуемых продуктов хранят в соответствии с реко-

мендациями изготовителя, указанными в сопроводительной документа-
ции или на этикетке.  
                                                           
6 МУК 4.1.3534—18 «Подготовка проб для проведения исследований по определению 
остаточных количеств антибиотиков и антимикробных препаратов». 
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7.3. Хранение и транспортирование экстрактов, подготовленных 
для ИФА.  

Готовые экстракты допускается хранить до начала анализа в преде-
лах одной лаборатории при температуре от плюс 2 до плюс 8 °С не бо-
лее 1 суток.  

Допускается транспортирование материала при температуре от 
плюс 2 до плюс 8 °С в течение 1 суток. Доставленные в лабораторию 
образцы в виде экстрактов хранению не подлежат и сразу направляются 
на анализ.  

VIII. Условия проведения измерений 
8.1. При выполнении измерений соблюдают следующие условия: 
– температура окружающего воздуха от плюс 20 до плюс 30 °С; 
– относительная влажность воздуха не более 80 %. 

IX. Подготовка к выполнению измерений 
9.1. Подготовка стеклянной посуды. 
При подготовке к проведению исследований лабораторную стек-

лянную посуду моют смесью водного раствора бихромата калия с кон-
центрированной серной кислотой, многократно промывают водопро-
водной водой, ополаскивают дистиллированной водой и высушивают в 
сушильном шкафу. 

9.2. Подготовка оборудования. 
Подготовку и проверку фотометра, pH-метра и другого необходи-

мого оборудования проводят в соответствии с руководствами по экс-
плуатации приборов. 

9.3. Хранение и использование наборов и реагентов. 
Тест-наборы для ИФА хранят при температуре от плюс 2 до плюс 

8 °С, не допуская подмораживания компонентов. Использовать набор 
допускается только в пределах срока годности. 

При подготовке к анализу ИФА, использованию и хранению тест-
набора при необходимости дополнительно руководствоваться инструк-
цией к тест-набору. 

9.4. Приготовление растворов. 
9.4.1. Приготовление 10 мМ моющего буферного раствора с pH 7,4 

(PBS-буфер с твином). 
Способ 1. Используют пакет с солью для приготовления моющего 

буфера, входящий в комплект набора. Растворяют содержимое целого 
пакетика в 1 дм3 дистиллированной воды. Готовый 10 мМ моющий бу-
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фер может храниться при температуре от плюс 2 до плюс 8 °С в течение 
4—6 недель. 

Способ 2. Растворяют содержимое пакетика в 100 см3 дистиллиро-
ванной воды, чтобы получить 10-кратный концентрат моющего буфера. 
Раствор может храниться при комнатной температуре (от плюс 20 до 
плюс 25 °С) в течение 8—12 недель. 

Для приготовления готового к употреблению 10 мМ моющего бу-
фера растворяют одну часть 10-кратного концентрата в 9 частях дистил-
лированной воды. Готовый 10 мМ моющий буфер может храниться при 
температуре от плюс 2 до плюс 8 °С в течение 4—6 недель. 

9.4.2. Приготовление буферного раствора PBS для разбавления 
проб (PBS-буфер). 

Навески 0,63 г натрия фосфорнокислого однозамещенного 2-
водного, 5,7 г натрия фосфорнокислого двузамещенного 12-водного и 
9 г NaCl довести до 1000 см3 дистиллированной водой в мерной колбе, 
тщательно перемешать до полного растворения.  

Готовый буферный раствор PBS хранят при температуре от плюс 2 
до плюс 8 °С не более 6 недель.  

9.4.3. Приготовление 3,4%-го (по объему) раствора ортофосфорной 
кислоты. 

В мерную колбу на 100 см3 наливают около 50 см3 дистиллирован-
ной воды, вносят 4 см3 ортофосфорной кислоты 85%-й, перемешивают, 
доводят до метки дистиллированной водой, тщательно перемешивают. 

Раствор ортофосфорной кислоты хранят в стеклянной таре с плотно 
закрытой крышкой 2—3 недели.  

9.4.4. Приготовление экстракционного буфера (раствор 50 мМ на-
триевой соли гептансульфоновой кислоты с 25 мМ тринатрийфосфата с 
pH 2,0). 

Готовят в следующей пропорции: навески 2,0 г натриевой соли геп-
тан-сульфоновой кислоты и 1,9 г тринатрийфосфата 12-водного раство-
ряют в 170—190 см3 дистиллированной воды, устанавливают pH 3,4%-м 
раствором ортофосфорной кислоты 2,0 ± 0,1, доводят дистилированной 
водой до конечного объёма 200 см3.  

Раствор натриевой соли гептансульфоновой кислоты с тринатрий-
фосфатом готовят в необходимом количестве непосредственно перед 
анализом с соблюдением указанных соотношений компонентов. Раствор 
хранению не подлежит. 

Примечание. При приготовлении разведений необходимо учитывать сле-
дующее: соотношение 1 : 10 означает, что 1 часть вещества (экстракта, концен-
трата) содержится в 10 частях готового раствора, то есть к 1 части вещества 
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(экстракта, концентрата) прибавляется 9 частей растворителя в соответствии с 
инструкцией производителя тест-набора. 

Принимается допущение, что плотность буферных и других рас-
творов (солей, кислот и щелочей), экстрактов, используемых в приве-
денных методиках, а также 10%-х растворов (суспензий) продуктов 
приравнивается к плотности воды, исходя из чего при приготовлении 
последующих разведений учитывать, что массовые (м/м) и объемные 
(о/о) проценты принимаются равными.  

9.5. Подготовка проб продуктов. 
9.5.1. Молоко (сырое, питьевое).  
Пробу молока предварительно обезжиривают, для чего центрифу-

гируют в течение 5 мин при 2000 g и температуре не выше 4 °С (при 
отсутствии центрифуги с охлаждением допускается проводить центри-
фугирование при комнатной температуре с предварительным охлажде-
нием проб в холодильнике в течение 20—30 минут). 

Образовавшийся верхний слой жира удаляют с помощью шпателя 
или стеклянной палочки, обезжиренный супернатант используют для 
дальнейшего анализа. 

Обезжиренную пробу исследуемого продукта разбавляют в соот-
ношении 1 : 10 (1+9) буфером для разбавления проб (п. 9.4.2) (например, 
0,05 см3 молока + 0,45 см3 буфера для разбавления проб), перемешивают 
на вортексе в течение 3 с. 

Для анализа используют 0,05 см3 подготовленной пробы на лунку 
планшета. При расчете конечного результата учитывают фактор разбав-
ления – 10. 

9.5.2. Сухое молоко.  
Навеску исследуемого сухого продукта массой 1 г суспендируют в 

9 см3 дистиллированной воды и перемешивают на вортексе до полного 
растворения.  

Пробу исследуемого продукта центрифугируют в течение 5 мин 
при 2000 g и температуре не выше 4 °С (при отсутствии центрифуги с 
охлаждением допускается проводить центрифугирование при комнатной 
температуре с предварительным охлаждением проб в холодильнике до 
температуры не выше 4 °С). 

Образовавшийся верхний слой жира удаляют с помощью шпателя 
или стеклянной палочки, обезжиренный супернатант отбирают в пустую 
пробирку. 

Обезжиренный супернатант разбавляют в соотношении 1 : 10 
(1 + 9) буфером для разбавления проб (п. 9.4.2) (например, 0,05 см3 мо-
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лока + 0,45 см3 буфера для разбавления проб), перемешивают на вортек-
се в течение 3 с. 

Для анализа используют 0,05 см3 подготовленной пробы на лунку 
планшета. При расчете конечного результата (в пересчете на сухой про-
дукт) учитывают фактор разбавления – 100. 

9.5.3. Подготовка проб мяса (говядина, свинина, птица) и субпро-
дуктов (печень, почки). 

Полностью гомогенизируют всё количество представительной про-
бы в гомогенизаторе или вручную в фарфоровой ступке. 

Навеску исследуемого продукта массой 5 г вносят в центрифужную 
пробирку вместимостью 50 см3, добавляют 20 см3 моющего буфера 
(п. 9.4.1), допускается внесение пробы по 2,5 г в 2 пробирки вместимо-
стью 15 см3 с последующим объединением полученных обезжиренных 
фугатов. Перемешивают на вортексе в течение в течение 10 с, затем пе-
ремешивают встряхиванием в течение 30 мин, используя встряхиватель 
с вертикальным вращением (переворотом).  

Центрифугируют 10 мин при 4000 g при температуре не выше 4 °С 
(при отсутствии центрифуги с охлаждением допускается проводить цен-
трифугирование при комнатной температуре с предварительным охлаж-
дением проб в холодильнике до температуры не выше 4 °С).  

Из пробирок удаляют образовавшийся верхний слой жира с помо-
щью шпателя или стеклянной палочки, из обезжиренной надосадочной 
фазы переносят 1 см3 пробы в пустую пробирку (или по 0,5 см3 из двух 
пробирок). Полученный экстракт разбавляют моющим PBS-буфером с 
твином (п. 9.4.1) в соотношении 1 : 10 (1 + 9) (например, 0,05 см3 надо-
садочной фазы + 0,45 см3 моющего буфера ). 

Для анализа используют 0,05 см3 подготовленной пробы на лунку 
планшета. При расчете конечного результата учитывают фактор разбав-
ления – 50. 

9.5.4. Подготовка проб креветок.  
Полностью гомогенизируют всё количество представительной про-

бы в гомогенизаторе или вручную в фарфоровой ступке. 
Навеску исследуемого продукта массой 5 г вносят в центрифужную 

пробирку вместимостью 50 см3, добавляют 20 см3 моющего буфера 
(п. 9.4.1), допускается внесение пробы по 2,5 г в 2 пробирки вместимо-
стью 15 см3 с последующим объединением полученных обезжиренных 
фугатов. Перемешивают на вортексе в течение 10 с, затем перемешива-
ют встряхиванием в течение 30 мин, используя встряхиватель с верти-
кальным вращением (переворотом). 
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Центрифугируют 10 мин при 4000 g при температуре не выше 4 °С 
(при отсутствии центрифуги с охлаждением допускается проводить цен-
трифугирование при комнатной температуре с предварительным охлаж-
дением проб в холодильнике до температуры не выше 4 °С). 

Из пробирок удаляют образовавшийся верхний слой жира с помо-
щью шпателя или стеклянной палочки, из обезжиренной надосадочной 
фазы переносят 1 см3 пробы в пустую пробирку (или по 0,5 см3 из двух 
пробирок). Полученный экстракт разбавляют моющим PBS-буфером 
(п. 9.4.1) в соотношении 1 : 10 (1 + 9) (например, 0,05 см3 нижней фазы + 
0,45 см3 моющего буфера). 

Для анализа используют 0,05 см3 подготовленной пробы на лунку 
планшета. При расчете конечного результата учитывают фактор разбав-
ления – 50. 

9.5.5. Подготовка проб мёда. 
Навеску мёда массой 1 г вносят в центрифужную пробирку вме-

стимостью 15 см3, добавляют 9 см3 экстракционного буфера (п. 9.4.4). 
Встряхивают до полного растворения меда.  

Центрифугируют 10 мин при 3000 g при комнатной температуре 
(от плюс 20 до плюс 25 °С), полученный прозрачный супернатант отби-
рают в пустую пробирку. Далее проводят очистку методом твердофаз-
ной экстракции с колонками С18. В зависимости от вида используемых 
колонок процедура их кондиционирования будет отличаться. 

Очистка раствора мёда методом твердофазной экстракции. 
При использовании колонок С18 процедуру предварительного кон-

диционирования колонки проводят путем последовательного промыва-
ния метанолом, водно-метанольными смесями и водой со скоростью 
потока 1 кап./с по следующей схеме: 

1) промывают колонку 2 см3 метанола (100 %); 
2) промывают колонку 0,5 см3 смеси метанол/дистиллированная 

вода (75/25, об./об.); 
3) промывают колонку 0,5 см3 смеси метанол/дистиллированная 

вода (50/50, об./об.); 
4) промывают колонку 0,5 см3 смеси метанол/дистиллированная 

вода (25/75, об./об.); 
5) промывают колонку 2 см3 дистиллированной воды. 
Водные растворы метанола различной концентрации для конди-

ционирования колонок С18 должны быть приготовлены за 1 ч до ис-
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пользования7. Для удаления воздушных пузырьков непосредственно 
перед использованием растворы перемешивают на вортексе. 

При работе с колонкой используют устройство для твердофазной 
экстракции (вакуумный манифолд), руководствуясь инструкцией по его 
эксплуатации. 

Примечание. При отсутствии устройства для твердофазной экстракции 
для создания давления воздуха на входе в колонку допускается использование 
пластикового шприца на 20 см3 с резиновой пробкой, соединенного с колонкой 
через стеклянный буферный цилиндр и пластиковый переходник. 

После кондиционирования на подготовленную колонку наносят 
5 см3 супернатанта и медленно продавливают через колонку со скоро-
стью примерно 15 кап./мин. 

После этого колонку промывают 3 см3 дистиллированной воды со 
скоростью потока 1 кап./с, удаляют остатки жидкости, продувая колонку 
потоком воздуха или азота в течение 2 мин. 

Адсорбированные на колонке вещества осторожно элюируют 1 см3 
100%-го метанола в чистую пробирку. Элюирование пробы проводят 
медленно – со скоростью примерно 15 кап./мин. 

Полученный элюат испаряют досуха при 60 °С в токе азота или 
воздуха, используя устройство для испарения. 

Сухой остаток растворяют в 2 см3 PBS-буфера для проб (п. 9.4.2) и 
тщательно перемешивают на вортексе. Для анализа используют 0,05 см3 
подготовленного экстракта на лунку планшета. При расчете конечного 
результата учитывают фактор разбавления – 4.  

X. Проведение измерений 
10.1. Раствор субстрата/хромогена светочувствителен, поэтому не-

обходимо избегать попадания на него прямого света. При появлении 
окрашивания раствора субстрата/хромогена в голубоватый цвет реагент 
к работе непригоден. 

Не допускается заменять реагенты в составе одного комплекта реа-
гентами из другого комплекта с другим номером партии. Не допускается 
перекрестное использование реагентов из комплектов с разными номе-
рами партий. 

                                                           
7 При использовании колонок RIDA С18 процедуру их кондиционирования проводят сле-
дующим образом: колонку промывают со скоростью потока 1  кап./с сначала пропуская 
2 см3 100%-го метанола, а затем 2 см3 дистиллированной воды, используя устройства для 
твердофазной экстракции (вакуумный манифолд) и руководствуясь инструкцией по его 
эксплуатации. После кондиционирования на подготовленную колонку наносят 5 см3 су-
пернатанта исследуемого образца, как описано далее. 
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Каждая лунка стрипа при изменении оптической плотности высту-
пает в роли оптической кюветы, поэтому необходимо избегать прикос-
новения и загрязнения нижней стороны лунок. 

10.2. Подготовка тест-системы к исследованиям 
10.2.1. Перед выполнением анализа из планшета следует извлечь 

необходимое количество стрипов (8 микролунок, скрепленных в одну 
полоску). Остальные стрипы следует тщательно упаковать в фольгиро-
ванный пакет вместе с осушителем, закрыть застежку пакета и помес-
тить в холодильник при температуре 2—8 °С. 

10.2.2. Перед использованием тест-системы доводят температуру 
всех реагентов до комнатной (от плюс 20 до плюс 25 °С) в течение 0,5— 
1 ч. Если в концентратах буфера и конъюгата образовались кристаллы, 
нужно растворить их путём встряхивания при комнатной температуре 
перед разведением этих реагентов. 

10.2.3. Перед непосредственным использованием встряхивают ка-
ждый флакон с реагентами. 

10.2.4. После использования реагенты тест-системы сразу убирают 
в холодильник. 

10.2.5. На всех стадиях необходимо избегать воздействия прямого 
солнечного света. 

10.2.6. Для каждого реактива и раствора используют отдельные 
съемные наконечники автоматических дозаторов. Внесение растворов в 
лунки проводят осторожно, не касаясь наконечниками их дна и стенок. 

10.2.7. Для получения точных результатов на стадиях дозирования 
реактивов и промывания необходимо соблюдать высокую точность и 
аккуратность.  

10.2.8. Каждый исследуемый раствор экстрактов испытуемых проб 
и градуировочных растворов анализируют в двух повторностях. 

10.2.9. Оптимальные результаты будут получены только при стро-
гом соблюдении приведенной методики. 

10.3. Алгоритм проведения исследования 
10.3.1. В рамку планшета вставляют необходимое количество мик-

ролунок, достаточное для всех растворов стандартов и растворов иссле-
дуемых проб при анализе в двух повторностях каждый. Записывают по-
ложение лунок со стандартами и исследуемыми растворами на бланке 
планшета. 

10.3.2. Добавляют в выбранные пары лунок по 0,05 см3 каждой 
концентрации раствора стандарта, раствора подготовленной пробы про-
дукта. 
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10.3.3. Затем в каждую лунку добавляют по 0,05 см3 коньюгата. 
Перемешивают, осторожно покачивая планшет рукой, и оставляют для 
инкубации при комнатной температуре (от плюс 20 до плюс 25 °С) в 
течение 30 мин в темном месте. 

10.3.4. По окончании инкубации выливают жидкость из лунок, пе-
реворачивая рамку планшета, и тщательно выбивают капельки жидко-
сти, оставшиеся в лунках, путем троекратного интенсивного постукива-
ния рамкой с лунками по столу (максимально выбивая капли из лунок), 
накрытому фильтровальной бумагой. 

10.3.5. Заполняют лунки буфером для промывки (PBS-буфер с тви-
ном по п. 9.4.1), внося по 0,25 см3 в каждую лунку, используя восьмика-
нальный дозатор. После контакта выливают буфер для промывки из лу-
нок и тщательно выбивают капельки жидкости. Процедура отмывки по-
вторяется трижды. 

Допускается для увеличения производительности использование 
автоматического устройства для отмывки иммунологических планшетов 
(при наличии). 

Примечание. Необходимо следовать рекомендованной процедуре про-
мывки и не допускать высыхания микролунок в процессе выполнения анализа. 

10.3.6. После отмывания добавляют по 0,1 см3 смеси субстра-
та/хромогена в каждую лунку. Перемешивают, осторожно покачивая 
планшет рукой, и оставляют для инкубации при комнатной температуре 
(от плюс 20 до плюс 25 °С) в течение 15 мин в темном месте. 

10.3.7. По окончании инкубации добавляют в каждую лунку по 
0,1 см3 стоп-реагента. Перемешивают, осторожно покачивая планшет 
рукой, и сразу после этого измеряют оптическую плотность в каждой 
лунке. Время от внесения стоп-реагента до измерения не должно пре-
вышать 15 мин. 

XI. Обработка результатов измерений 
11.1. Инструментальный учет реакции проводят путем измерения 

оптической плотности на микропланшетном иммуноферментном анали-
заторе (планшетный фотометр, ридер) при длине волны 450 нм против 
нулевого стандарта, значение которого принимается за 100 %.  

Величина оптической плотности, измеренной в лунке с нулевым 
стандартом, ниже 0,6 (А450нм < 0,6) является признаком порчи реагентов. 
Окрашивание красноватого раствора субстрата/хромогена в голубой 
цвет перед постановкой анализа также является признаком порчи реа-
гентов. Результаты анализа в таком случае не учитываются.  
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11.2. Для обработки результатов иммуноферментного анализа ис-
пользуется специальное программное обеспечение, рекомендованное 
изготовителем тест-набора. Пример стандартной калибровочной кривой 
дан в сертификате обеспечения качества на тест-набор.  

Программное обеспечение выполняет построение градуировочной 
зависимости относительной оптической плотности В/В0 от натурального 
логарифма концентрации антибиотика:  

Вi/В0 = а + b • lnCi, где (1) 
Вi – оптическая плотность раствора антибиотика;  
Во – оптическая плотность 1-го градуировочного раствора с кон-

центрацией антибиотика 0,00 мкг/дм3;  
Ci – концентрация антибиотика в i-м градуировочном растворе, 

мкг/дм3 (нг/см3).  
Расчет коэффициентов линейной регрессии а и b проводится с по-

мощью метода наименьших квадратов на основании пар значений Вi/В0, 
lnCi, полученных для пяти градуировочных растворов, где (i = 2...6), Ci – 
концентрация i-го градуировочного раствора, Вi, – среднее значение оп-
тической плотности, рассчитанное по двум значениям оптической плот-
ности параллельных измерений i-го градуировочного раствора. Массо-
вая концентрация антибиотика в пробе рассчитывается на основании 
результатов измерений оптической плотности раствора подготовленной 
пробы, коэффициентов линейной регрессии и фактора разбавления по 
формуле: 

exp
x

0-a

B
B

Х F
b

⎛ ⎞⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜= ⋅ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎝ ⎠

, где (2) 

Х – концентрация антибиотика в пробе, мкг/кг (мкг/дм3) (нг/г или 
нг/см3); 

Вх – оптическая плотность, полученная при измерении раствора 
пробы (экстракта);  

F – фактор разбавления пробы.  
Градуировочная зависимость считается приемлемой, если рассчи-

танное программным обеспечением значение коэффициента корреляции 
r2 > 0,98.  

11.3. Обработку результатов анализа без программного обеспече-
ния проводят следующим образом.  

Измеренные показатели оптической плотности переносят в таблицу 
и располагают в соответствии с номерами образцов.  
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Вычисляют средние значения оптической плотности стандартных и 
исследуемых растворов, полученные по 2 параллельным микролункам в 
результате двух параллельных определений.  

Относительную оптическую плотность (А) вычисляют по формуле: 

100i

0

B
A

B
= ⋅ , где (3) 

А – значение относительной оптической плотности, выраженное в 
процентах от оптической плотности нулевого стандарта, % поглощения;  

Вi – среднее значение оптической плотности пяти стандартных рас-
творов антибиотика (i = 2...6) (или исследуемых экстрактов испытуемых 
проб);  

Во – среднее значение оптической плотности 1-го градуировочного 
раствора (нулевого стандарта).  

11.4. По величинам значений относительной оптической плотности, 
вычисленным для стандартных растворов и соответствующим им значе-
ниям концентрации антибиотика в мкг/дм3, строят калибровочную кри-
вую (градуировочный график) в полулогарифмической системе коор-
динат.  

11.5. Концентрацию антибиотика (х) в мкг/дм3 (нг/ см3) в экстракте 
испытуемой пробы считывают по калибровочной кривой соответственно 
значениям оптической плотности (в пределах значений 2÷6 градуиро-
вочных растворов), которые вычислены по формуле (3).  

11.6. Массовую концентрацию (содержание) антибиотика в испы-
туемой пробе (X) рассчитывают по формуле: 

F xX
К
⋅= , где (4) 

X – массовая концентрация антибиотика в испытуемой пробе, мг/кг 
(мг/дм3 – для жидких продуктов);  

х – массовая концентрация антибиотика в экстракте испытуемой 
пробы, определяемая по градуировочному графику, мкг/дм3;  

F – фактор разбавления испытуемой пробы;  
К – коэффициент пересчета мкг/дм3 в мг/кг (мг/дм3 – для жидких 

проб), равный 1000. 
При выполнении пробоподготовки и анализа в полном соответст-

вии с приведенной методикой фактор разбавления F принимает сле-
дующие значения (табл. 11.1).  
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Таблица 11.1  
Факторы разбавления для расчета содержания аминогликозидов  

в различных пробах 

Образец  Фактор разбавления 
Молоко (сырое и питьевое)  10 
Молоко сухое (в пересчете на сухой продукт) 100 
Мясо (свинина, говядина, птица) и субпродукты (пе-
чень, почки) 

50 

Креветки  50 
Мёд 4 

XII. Проверка приемлемости результатов  
параллельных определений 

12.1. При расчёте учитывают только результаты, удовлетворяющие 
условиям диапазона определяемых концентраций антибиотика в образце 
(значение равно или выше нижней границы / равно или ниже верхней 
границы) для соответствующего вида продукции, указанного в табл. 3.1 
для каждой группы продуктов.  

В случае обнаружения содержания антибиотика в подготовленном 
экстракте выше верхней границы градуировочного графика проводят 
дополнительное разведение подготовленного экстракта и в дальнейшем 
учитывают это разведение при обработке результата анализа. 

За результат количественного анализа принимают среднее арифме-
тическое результатов двух параллельных определений, расхождение 
между которыми не превышает предела повторяемости: 

2
1001 2

1 2

Х Х
Х r

Х Х
⋅ −

= ⋅ ≤
+

, где (5) 

Х1, Х2 – результаты параллельных определений, мг/кг; 
r – значение предела повторяемости (табл. 3.1), при этом r = 2,8σr. 
При невыполнении условия выясняют причины превышения пре-

дела повторяемости, устраняют их и вновь выполняют анализ. 

XIII. Оформление результатов 
13.1. Результат анализа представляют в виде: 

( Х  ± ∆) мг/кг при вероятности Р = 0,95, где 
Х  – среднее арифметическое результатов определений, признан-

ных приемлемыми, мг/кг;  
∆ – граница абсолютной погрешности, мг/кг:  
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100
Х⋅=∆

δ , где  (6) 

δ – граница относительной погрешности методики (показатель точ-
ности в соответствии с диапазоном концентраций, табл. 3.1), %.  

Если содержание компонента менее нижней границы диапазона 
определяемых концентраций, с учетом границы абсолютной погрешно-
сти результат анализа представляют в виде: «Содержание аминоглико-
зидов (стрептомицин и дигидрострептомицин)* в молоке < 0,005 
мг/дм3». 

Примечание. *При отсутствии информации от производителя сырья жи-
вотного происхождения о применении конкретного вида антибиотика результат 
определения распространяется на сумму аминогликозидов (стрептомицин и ди-
гидрострептомицин), что определяется специфичностью тест-набора: 100% – 
стрептомицин и 69% – дигидрострептомицин (табл. 4.5).  

XIV. Контроль качества результатов измерений 
14.1. Проверку приемлемости результатов измерений, полученных 

в условиях повторяемости (сходимости) и воспроизводимости, проводят 
с учетом ГОСТ ИСО 5725-6. 
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Приложение  
к МУК 4.1.3682—20  

Пересчет относительного центробежного ускорения  
в скорость центрифугирования 

Различные модели центрифуг при одинаковых скоростях вращения 
ротора могут иметь отличающиеся факторы разделения, поэтому эффек-
тивность разделения в центробежном поле принято количественно оце-
нивать как величину относительного центробежного ускорения (ОЦУ 
/RFS), выраженного в единицах g.  

Эффективность разделения – фактор разделения F (ОЦУ/RFS) – за-
висит от частоты вращения и радиуса центрифугирования и рассчитыва-
ется по следующей формуле: 

F = 11,18 · r · (n2/1000)2, где  (1),  
n – скорость в ращения ротора, об/мин; 
r – средний радиус вращения столбика жидкости в центрифужной 

пробирке, см. 
Радиус измеряется от оси вращения ротора до середины столбика 

жидкости в пробирке, когда держатель пробирки (при наличии подвиж-
ного держателя) находится в положении центрифугирования (под углом 
к оси вращения). 

Если необходимо обеспечить заданный фактор разделения, то для 
расчета скорости центрифугирования используют следующую формулу: 

1000
11,18

Fn
r

= ⋅
⋅

 (2) 

Для облегчения расчета можно использовать номограмму, отра-
жающую зависимость относительного ускорения центрифуги (ОЦУ 
/RFS) от скорости вращения ротора (n) и радиуса (r) – среднего радиуса 
вращения столбика жидкости в центрифужной пробирке. 

Пример. 
Необходимо определить скорость вращения центрифуги для дос-

тижения относительного центробежного ускорения (фактора разделе-
ния) 4000 g, если средний радиус вращения столбика жидкости в цен-
трифужной пробирке равен 8 см. 

Способ 1 – путем расчета по формуле (2): 

40001000 6687
11,18 8

n= ⋅ =
⋅

 

Таким образом, для получения фактора разделения 4000 g необхо-
димо установить скорость центрифугирования примерно 6700 об/мин. 
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Способ 2 – с использованием номограммы. 
На номограмме проводят прямую линию от точки 8 на шкале «Ра-

диус центрифугирования» через точку 4000 на шкале «Фактор разделе-
ния RFS» до пересечения со шкалой «Скорость центрифугирования», 
точка пересечения с которой определяет скорость центрифугирования – 
примерно 6700 об./мин. 

Примечание. Необходимо учитывать, что средний радиус определяется 
как расстояние от оси ротора до точки середины высоты столбика жидкости в 
центрифужной пробирке и будет меняться в зависимости количества жидкости в 
центрифужной пробирке (высоты столбика жидкости).  
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Номограмма для определения скорости центрифугирования  
при заданном факторе разделения для центрифуг различных моделей 

 Фактор 
 разделения 

Скорость 
центрифугиро-

вания 
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