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Разработана унифицированная методика определения хлорамфеникола методом ВЭЖХ с тандем-
ным масс-спектрометрическим детектированием в различных группах пищевой продукции живот-
ного происхождения с пределом определения 0.2 мкг/кг. Изучена экстракция хлорамфеникола из
водных растворов органическими растворителями. Оптимизированные процедуры извлечения хло-
рамфеникола, очистки получаемых экстрактов и концентрирования аналита, а также применение
дейтерированной формы хлорамфеникола позволили проводить количественное определение с по-
мощью внешней градуировки методом внутреннего стандарта с максимальной расширенной не-
определенностью получаемых результатов 18.4%.
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Принадлежащий к классу ароматических со-
единений антибиотик хлорамфеникол (C11H12-
Cl2N2O5; 323.1 г/моль, схема) обладает широким
спектром лечебного действия, однако его прием
может также негативно влиять на здоровье чело-
века. Особенностью хлорамфеникола является
его способность вызывать апластическую ане-
мию – редкое, но крайне тяжелое заболевание с
возможным летальным исходом. Поскольку раз-
витие апластической анемии не зависит от коли-
чества принятого препарата и может проявиться
после прекращения курса лечения, в медицин-
ской практике данный антибиотик, как правило,
заменяют аналогами, не вызывающими таких тя-
желых осложнений, а в ветеринарной практике
многих стран его применение ограничено [1, 2].
Так, на территории стран Европейского союза
использование хлорамфеникола для лечения жи-
вотных не разрешено и установлен минимальный
требуемый уровень представления результатов
(MRPL) 0.3 мкг/кг для продовольственного сы-
рья животного происхождения (мяса, яиц, моло-
ка, аквакультурных продуктов и меда) [3]. В Рес-
публике Беларусь данный антибиотик также за-

прещен к применению в ветеринарии и наличие
его в сырье и в готовой продукции животного
происхождения не допускается – не более
0.3 мкг/кг [4]. На территории Таможенного союза
остаточное содержание хлорамфеникола в пище-
вых продуктах животного происхождения не
должно превышать 10 мкг/кг [5], в молоке, мясе и
в продуктах на их основе, предназначенных для
детского питания, – 0.3 мкг/кг [6, 7].

Структурная формула хлорамфеникола.
В настоящее время имеется ряд официальных

методик контроля содержания хлорамфеникола, в
основе которых лежат микробиологические [8, 9],
иммуноферментные методы [10], ВЭЖХ с раз-
личными типами детектирования [10–13]. Про-
стые и дешевые микробиологические методы
определения [8, 9] недостаточно специфичны,
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распространяются только на сырье (молоко и мясо)
и имеют пределы определения выше установлен-
ных нормативов. Для скринингового контроля со-
держания хлорамфеникола в продовольственном
сырье широко используют иммуноферментный
метод анализа (ИФА), который позволяет за ко-
роткий срок проанализировать большое число
образцов и характеризуется высокими специфич-
ностью и точностью, низкими пределами опреде-
ления. Так, предел определения тест-системы
Ридаскрин Левомицетин в зависимости от пище-
вой матрицы (яйца, молоко, мясо) составляет
0.0375–0.15 мкг/кг [10]. Следует отметить, что по-
лученные методом ИФА положительные резуль-
таты должны быть подтверждены арбитражными
методами.

Методики [10–12] основаны на определении
хлорамфеникола методом ВЭЖХ со спектрофо-
тометрическим детектированием при заданной
длине волны. Однако данный метод может счи-
таться арбитражным только в случае одновремен-
ного использования двух разных хроматографи-
ческих систем или второго, отличного от спек-
трофотометрического, способа детектирования
[14]. Каждый из стандартов [10–12] распростра-
няется лишь на определенную группу пищевых
продуктов: на молоко, мясо и яйца [10], на все ви-
ды мяса и мясопродуктов [11], на молоко и молоч-
ную продукцию [12]. Пределы определения мето-
дик [10] и [11] не соответствуют действующему
нормированию: 10 [10] и 6.5 [11] мкг/кг. Кроме
того, описанная в данных стандартах процедура
пробоподготовки длительна и трудоемка, что не-
приемлемо для рутинного контроля. В методике [12]
заявлен предел определения 0.1 мкг/кг, свойствен-
ный методу ВЭЖХ с тандемной масс-спектрометри-
ей (ВЭЖХ–МС/МС), однако границы относитель-
ной погрешности в диапазоне 0.1–1.0 мкг/кг состав-
ляют ±60%.

Методика одновременного определения оста-
точного содержания различных групп антибиоти-
ков методом ВЭЖХ–МС/МС [13] относится к ар-
битражным методам контроля [14], распростра-
няется на широкий круг пищевых матриц, имеет
достаточный предел количественного определе-
ния хлорамфеникола (0.2 мкг/кг), но характери-
зуется высоким относительным значением рас-
ширенной неопределенности в диапазоне от 0.2
до 1.0 мкг/кг – 93%. Кроме того, предложенный в
данном документе способ приготовления мат-
ричных градуировочных растворов путем добав-
ления аликвот стандартных растворов хлорамфе-
никола и дейтерированного хлорамфеникола к
сухому остатку “чистых” проб на заключитель-
ной стадии анализа не позволяет компенсировать
потери аналита в процессе пробоподготовки.

Целью данной работы явилась разработка ме-
тодики определения остаточного содержания

хлорамфеникола методом ВЭЖХ–МС/МС во
всех группах пищевых продуктов, производимых
на основе животноводческого сырья, соответ-
ствующей требованиям [3–7] и лишенной недо-
статков, свойственных существующим офици-
альным методикам.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы, материалы, оборудование. В каче-

стве стандартных образцов использовали хлорам-
феникол (99.9%, Sigma-Aldrich, Германия) и хло-
рамфеникол-D5 (99.8%, Sigma-Aldrich, Швейца-
рия). Использовали ацетонитрил и метанол для
ВЭЖХ (≥99.9%, Sigma-Aldrich, Германия); н-гек-
сан и ацетон для ВЭЖХ (≥99.9%, Panreac, Испа-
ния); этилацетат для ВЭЖХ (≥99.9%, Fisher
Chemical, Германия); хлороформ х. ч. и н-бутанол
ч. д. а. (ЗАО “База № 1 Химреактивов”, Россия);
муравьиную кислоту (98%, Acros Organics, Бель-
гия); формиат аммония (99%, Acros Organics,
Бельгия); ацетат аммония (≥97%, Carl Roth, Гер-
мания); аммиак водный ос. ч. (Сигма Тек, Рос-
сия); сульфат аммония х. ч. (ЗАО “ВЕКТОН”,
Россия). Деионированную воду получали с помо-
щью системы очистки воды Easy pure II RF/UV
(Thermo Scientific, США). Условия хроматогра-
фирования оптимизировали на колонке длиной
150 мм, внутренним диаметром 2.1 мм и с зерне-
нием сорбента 3.5 мкм Zorbax SB C18 (Agilent
Technologies, США). Твердофазную экстракцию
(ТФЭ) проводили на патронах SampliQ OPT
(60 мг, 3 мл, Agilent Technologies, США). Пробы
перед анализом методом ВЭЖХ–МС/МС филь-
тровали с помощью мембранных шприцевых
фильтров из регенерированной целлюлозы
(13 мм, 0.2 мкм, Agilent Technologies, Китай). Ис-
пользовали центрифугу охлаждаемую 3–18 K
(Sigma, Германия), электровстряхиватели Multi
Reax и Reax Control (Heidolph, Германия), испа-
ритель аналитический ZipVap 20 (Glas-Col,
США). Для количественного определения ис-
пользовали жидкостный хроматограф Agilent 1200
с масс-спектрометрическим детектором Agilent
6410 (Agilent Technologies, Германия).

Экстракция хлорамфеникола. В градуирован-
ные пробирки емк. 15.0 мл вводили по 5 мл водно-
го раствора хлорамфеникола с концентрацией
4.0 нг/мл и по 5 мл органического экстрагента.
Содержимое пробирок взбалтывали в течение
4 мин, оставляли в покое на 10 мин до достиже-
ния межфазного равновесия и разделения фаз.
Измеряли объемы равновесных фаз и рассчиты-
вали их соотношение: соотношение объемов рав-
новесных фаз могло изменяться относительно
исходных вследствие взаимной растворимости.
Затем органический слой переносили в полипро-
пиленовые пробирки, помещали пробирки в на-
гревательный модуль и упаривали растворитель
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в токе воздуха: н-бутанол при 55°С, этилацетат и
н-гексан при 45°С, хлороформ и смесь хлоро-
форм–ацетон (2 : 1) при 35°С. Сухой остаток рас-
творяли в деионированной воде в объеме, равном
равновесному объему органической фазы.

Содержание хлорамфеникола в полученных
растворах определяли методом ВЭЖХ–МС/МС.
Значения коэффициентов распределения D и сте-
пени извлечения R антибиотика рассчитывали по
формулам (n = 3):

где [ХАФ]орг и [ХАФ]вод – равновесные концен-
трации хлорамфеникола в органической и водной
фазах соответственно; Sорг – площадь пика хло-
рамфеникола в органической фазе после распре-
деления; Sисх – площадь пика хлорамфеникола в
водной фазе до распределения; Vисх – исходный
объем водной фазы; Vвод – равновесный объем
водной фазы после распределения; Vорг – равно-
весный объем органической фазы после распре-
деления.

Очистка экстрактов методом твердофазной экс-
тракции. Очистку экстрактов проб и концентри-
рование аналита проводили на полимерных по-
лиамидных патронах SampliQ OРT (60 мг, 3 мл),
проявляющих и гидрофильные, и гидрофобные
свойства. Патроны последовательно кондицио-
нировали 3 мл метанола и 3 мл воды, затем про-
пускали 5 мл водного раствора хлорамфеникола с
концентрацией 4.0 нг/мл. Патроны промывали
6 мл воды и высушивали под вакуумом в течение
10 мин. Хлорамфеникол элюировали 3 мл мета-
нола, элюат упаривали в нагревательном модуле
при 45°С досуха. Сухой остаток растворяли в 5 мл
воды и анализировали методом ВЭЖХ–МС/МС.

Выполнение определения. Жидкие, пастообраз-
ные и твердые пищевые продукты. Тщательно го-
могенизированные навески массой 1.00 г взвеши-
вали в полипропиленовых пробирках емк. 50 мл,
вводили по 0.1 мл раствора внутреннего стандарта
хлорамфеникола-D5 с концентрацией 10 нг/мл,
через 10 мин добавляли по 5 мл 4 М раствора суль-
фата аммония и тщательно перемешивали, затем
добавляли по 15 мл этилацетата и помещали про-
бирки на 10 мин в электровстряхиватель. При
анализе Сухие пищевые продукты (сухое молоко,
сухие детские молочные адаптированные смеси,
спортивное питание и т.п.). Навески продуктов
массой 1.00 г взвешивали в полипропиленовых
пробирках емк. 50 мл, вводили по 0.1 мл раствора
хлорамфеникола-D5 с концентрацией 10 нг/мл,
приливали по 5 мл воды и интенсивно встряхива-

[ ]
[ ]

орг орг орг

вод исх исх орг орг

вод

орг

XA ,
XA

100,

V S
D

V S V S
DR

V
D

V

Φ= =
Φ −

=
+ ×

ли до растворения пробы. Затем к содержимому
пробирок приливали по 5 мл 4 М раствора суль-
фата аммония, перемешивали, добавляли по
18 мл этилацетата и помещали пробирки на
10 мин в электровстряхиватель. Далее пробы цен-
трифугировали при 10000 об./мин в течение
10 мин при 5 ± 2°С. После центрифугирования
этилацетатный слой переносили в полипропиле-
новые пробирки емк. 15 мл. Экстракты упаривали
в нагревательном модуле в токе воздуха при 50 ±
± 2°С до удаления органического растворителя. К
полученным после упаривания остаткам прили-
вали по 5 мл воды и 5 мл н-гексана, встряхивали в
течение 5 мин в элетровстряхивателе. После рас-
слоения фаз гексановые фракции отбирали и от-
брасывали. Полученные водные экстракты про-
пускали через предварительно уравновешенные
3 мл метанола и 3 мл воды патроны SampliQ OPT,
которые затем промывали 6 мл воды и высушива-
ли под вакуумом в течение 10 мин. Аналит и внут-
ренний стандарт элюировали 3 мл метанола.
Элюат упаривали в нагревательном модуле при
45 ± 2°С. К сухим остаткам приливали по 1 мл сме-
си ацетонитрил–вода (3 : 7, по объему), тщательно
перемешивали в электровстряхивателе, фильтрова-
ли через мембранные шприцевые фильтры из реге-
нерированной целлюлозы в микрофлаконы, анали-
зировали методом ВЭЖХ–МС/МС.

Условия хроматографического разделения: ко-
лонка Zorbax SB C18 (150 × 2.1 мм, 3.5 мкм); ком-
поненты подвижной фазы вода (А) и ацетонитрил
(Б); режим градиентного элюирования (0–5 мин –
от 30 до 50, 5–6 мин – от 50 до 100, 6–9 мин – 100;
9–13 мин – 30 об. % Б); расход подвижной фазы
0.3 мл/мин; температура термостата колонки
40°С; объем вводимой пробы 20 мкл.

Параметры масс-спектрометрического детек-
тирования: ионизация электрораспылением в ре-
жиме регистрации отрицательно заряженных
ионов; расход газа для десольватации 600 дм3/ч;
температура газа для десольватации 350°С; давле-
ние на распылителе 45 psi (310.3 кПа); напряжение
на капилляре 4000 В; режим мониторинга заданных
реакций для хлорамфеникола m/z 321.0 → 152.0 и
m/z 326.0 → 157.0 для внутреннего стандарта.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор условий масс-спектрометрического де-
тектирования. Ионизацию хлорамфеникола осу-
ществляли методом электрораспыления в режиме
регистрации отрицательно заряженных ионов.
Для определения исходного иона непосредствен-
но в масс-спектрометрический детектор вводили
раствор хлорамфеникола в воде с концентрацией
1 мкг/мл и регистрировали полный масс-спектр
(рис. 1). Видно, что доминирующими ионами яв-
ляются депротонированные изотопологи хлорам-
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феникола (М–Н)– с разными комбинациями
изотопов двух атомов хлора в своем составе: m/z
321, 35Cl35Cl; m/z 323, 35Cl37Cl; m/z 325, 37Cl37Cl.
В качестве исходного иона выбрали наиболее ин-
тенсивный псевдомолекулярный ион C11H11

35-

Cl2N2  с m/z 321.0.

Большое влияние на величину отклика оказы-
вают параметры настройки масс-детектора. Так,
повышение напряжения на фрагментаторе (НФ)
способствует лучшей передаче ионов в первый
квадруполь, однако при чрезмерно высоком зна-
чении НФ исходный ион аналита может распа-
даться на фрагменты, не достигнув первого квад-
рупольного фильтра. Для установления опти-
мального значения НФ изучили влияние на
отклик исходного иона m/z 321.0 величины на-
пряжения в диапазоне значений от 60 до 180 В.
Максимального отклика достигли при 120 В, в то
время как высокое НФ приводило к образованию
множества ионов с небольшими значениями m/z
и, как следствие, к существенному снижению ин-
тенсивности сигнала выбранного исходного иона
с m/z 321.0. Масс-спектр, полученный для водно-
го раствора хлорамфеникола концентрацией
1 мкг/мл при НФ 180 В, представлен на рис. 2. Та-

5O−

ким образом, оптимальное значение НФ для эф-
фективного переноса исходного иона с m/z 321.0
составило 120 В.

Изучено влияние величины энергии соударе-
ний (ЭС) на характер фрагментации исходного
иона хлорамфеникола в ячейке соударений для
выбора наилучших пар ионных реакций. Для
иона-предшественника с m/z 321.0 выделили три
доминирующих иона-продукта и проанализиро-
вали влияние ЭС на величину их отклика. Резуль-
таты представлены на рис 3. Видно, что макси-
мальный отклик получен для иона-продукта

 с m/z 152.0 при ЭС 5 эВ. На втором ме-
сте по интенсивности находится сигнал фрагмен-
та C10H10

35ClN2  с m/z 257.0 при ЭС 0 эВ. Отклик

иона  с m/z 121.0 достиг своего наиболь-
шего значения при ЭС 25 эВ, однако по интен-
сивности он значительно уступает двум предыду-
щим. Таким образом, для определения содержа-
ния хлорамфеникола использовали ион-продукт
с m/z 152.0 (ЭС 5 эВ), для подтверждения досто-
верности определения – отношение откликов
ионов m/z 152.0 (5 эВ)/m/z 257.0 (ЭС 0 эВ).

Описанные выше исследования повторили
для дейтерированной формы хлорамфеникола,

7 7 3C H NO−

5O−

6 3 2C H NO−

Рис. 1. Масс-спектр водного раствора хлорамфеникола (1 мкг/мл) при напряжении на фрагментаторе 120 В.
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Рис. 2. Масс-спектр водного раствора хлорамфеникола (1 мкг/мл) при напряжении на фрагментаторе 180 В.
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которую в дальнейшем использовали в качестве
внутреннего стандарта при определении хлорам-
феникола в пищевых продуктах животного про-
исхождения. Максимальный сигнал установлен-
ного исходного иона хлорамфеникола-D5 с m/z
326.0 получен при НФ 120 В, наибольшие сигна-
лы выбранных ионов-продуктов с m/z 157.0 и
262.0 зафиксированы при ЭС 5 и 0 эВ соответ-
ственно.

Далее в режиме хроматографирования опти-
мизировали параметры источника ионизации:
температура газа для десольватации 350°С, расход
газа для десольватации 600 дм3/ч, давление на
распылителе 45 psi, напряжение на капилляре
4000 В. Параметры масс-спектрометрического
детектирования хлорамфеникола в режиме мони-
торинга заданных реакций приведены в табл. 1.

Выбор условий хроматографического разделе-
ния. Для разработки методики выбрана хромато-
графическая колонка с обращенной фазой Zorbax
SB C18, поскольку она является универсальной,
устойчивой в широком диапазоне рН и пригод-
ной при проведении серийных анализов. Для вы-
бора органического компонента подвижной фазы
изучили величину отклика и время удерживания

хлорамфеникола при элюировании подвижными
фазами метанол–вода и ацетонитрил–вода (3 : 7,
по объему). Найдено, что при использовании
ацетонитрила время удерживания хлорамфени-
кола составило 3.4 мин, а при использовании ме-
танола – 8.4 мин, при этом увеличилась ширина
хроматографического пика у основания и прак-
тически в 3 раза уменьшилась высота пика. По-
этому в качестве органического компонента по-
движной фазы использовали ацетонитрил.

Описано [10–13, 15–22] использование водной
фазы с различными модификаторами, поэтому
мы изучили влияние состава и рН водного рас-
твора на величину отклика определяемого соеди-
нения (рис. 4). Наибольший отклик для m/z 321.0 →
→ 152.0 получен при использовании воды и
растворов аммиака с рН 8.0 и 8.5, поскольку в
нейтральной и слабощелочной средах часть моле-
кул хлорамфеникола депротонирована по атому
азота амидной группы (схема). Применение
0.1%-ного раствора муравьиной кислоты привело
к значительному снижению площади пика анали-
та, так как при низких значениях рН хлорамфе-
никол находится в нейтральной молекулярной
форме и не регистрируется масс-спектрометром.

Рис. 3. Влияние значения энергии соударений на интенсивность сигнала ионов-продуктов.
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Таблица 1. Параметры масс-спектрометрического детектирования хлорамфеникола в режиме мониторинга за-
данных реакций с регистрацией отрицательно заряженных ионов

Соединение Исходный
ион, m/z

Ионы-продукты, m/z
Напряжение на 

фрагментаторе, В
Энергия 

соударений, эВ

Хлорамфеникол 321.0 152.0/257.0 120 5/0

Хлорамфеникол-D5 326.0 157.0/262.0 120 5/5
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При использовании растворов ацетата и формиа-
та аммония площадь пика хлорамфеникола сни-
зилась в 3.4 и 5.8 раз соответственно по сравне-
нию с сигналом, полученным с чистой водой. Ве-
роятно, несмотря на нейтральное значение рН
данных водных элюентов, природа катионов и
анионов солевых добавок повлияла на характер
ионизации аналита, что и привело к снижению
сигнала m/z 321.0 → 152.0. В качестве водного
компонента элюента выбрали воду.

Экстракция хлорамфеникола и очистка экстрак-
тов. При анализе методом ВЭЖХ–МС/МС на от-
клик хлорамфеникола сильно влияют соедине-
ния, соэкстрагируемые из пищевой матрицы, по-
скольку они могут как подавлять его ионизацию,
так и способствовать ей, искажая результаты ко-
личественного определения. Чтобы минимизи-
ровать указанный эффект и учесть потери целе-
вого соединения в результате пробоподготовки, в
методе ВЭЖХ–МС/МС принято использовать
матричную градуировку: в “чистые” пищевые
матрицы, соответствующие по составу исследуе-
мым образцам и не содержащие целевого соеди-
нения, перед началом процедуры пробоподготов-
ки вносят необходимые аликвоты растворов
стандартов. Однако при большом разнообразии
исследуемых групп пищевых продуктов, с одной
стороны, возникает проблема поиска “чистых”

пищевых матриц, а с другой стороны, возрастает
стоимость и продолжительность исследований.
Решением этой проблемы при наличии внутрен-
него стандарта, отличающегося от аналита лишь
изотопным составом, является использование
внешней градуировки и применение эффективной
процедуры подготовки проб, обеспечивающей
максимальное извлечение аналита и наиболее
полное отделение его от компонентов матрицы.

Описаны [10–13, 15–22] методики экстракции
хлорамфеникола с использованием различных по
природе и полярности экстрагентов, однако дан-
ные по коэффициентам распределения антибио-
тика практически отсутствуют. В табл. 2 приведе-
ны значения коэффициентов распределения и
степени извлечения хлорамфеникола из водных
растворов различными экстрагентами. Установ-
лено, что наибольшая степень извлечения хло-
рамфеникола достигается экстракцией этилаце-
татом и н-бутанолом. Высокая экстрагирующая
способность данных полярных растворителей
обусловлена образованием ассоциатов молекул
растворителя и антибиотика по гидратно-соль-
ватному и донорно-акцепторному механизмам
благодаря присутствию в молекуле хлорамфени-
кола полярных функциональных групп: гидрок-
сильных, амидной группы и нитрогруппы (схема).
Экстрагирующая сила малополярного хлорофор-

Рис. 4. Зависимость площади пика водного раствора хлорамфеникола (10 нг/мл) от состава водного компонента.
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ма невелика, в то время как смесь хлороформа с
ацетоном (2 : 1) характеризуется хорошей экстра-
гирующей способностью (табл. 2). Неполярный
н-гексан показал самую слабую экстрагирующую
способность.

Таким образом, наиболее подходящими рас-
творителями для извлечения хлорамфеникола яв-
ляются этилацетат и н-бутанол. Использование
данных плохо смешивающихся с водой органиче-
ских растворителей в пробоподготовке пищевых
продуктов позволяет также очистить пробу от
электролитов, сахаров и белковых компонентов,
поскольку они не экстрагируются в органиче-
скую фазу. Учитывая меньшую температуру ки-
пения этилацетата (77.1°С) по сравнению с н-бу-
танолом (117.4°С), в качестве экстрагента для
дальнейших исследований выбрали этилацетат,
что позволило концентрировать аналит упарива-
нием при более низкой температуре и сократить
общую продолжительность пробоподготовки.
Поскольку при экстракции хлорамфеникола из
водных растворов проб пищевых продуктов этил-
ацетатом может образовываться устойчивая
эмульсия, к пробе вместо воды добавляли 4 М
водный раствор сульфата аммония, который
уменьшает взаимное растворение воды и этил-
ацетата, подавляет образование эмульсии и спо-
собствует скорейшему установлению межфазово-
го равновесия.

Этилацетат из пищевых продуктов извлекает
также и липиды. Поскольку из водных растворов
н-гексан практически не экстрагирует хлорамфе-
никол (табл. 2), для последующей очистки от ли-
пидов этилацетатный экстракт упаривали досуха,
полученный остаток заново растворяли в воде и
экстрагировали липиды в н-гексан.

Для дополнительной очистки полученных
обезжиренных водных экстрактов и концентри-
рования аналита перед инструментальным
определением использовали метод ТФЭ на по-
лимерных полиамидных патронах SampliQ
OРT. Показано, что хлорамфеникол при пропус-
кании водного раствора хорошо удерживается на
сорбенте и затем полностью элюируется метано-
лом: выход хлорамфеникола составил 99.3 ± 0.9%
(n = 3).

Методика определения хлорамфеникола. На ос-
новании проведенных исследований разработана
методика определения содержания остаточных
количеств хлорамфеникола в сырье животного
происхождения и пищевых продуктах. Методика
включает экстракцию аналита этилацетатом из
раствора пробы в 4 М растворе сульфата аммо-
ния, упаривание органического растворителя,
растворение полученного сухого остатка в воде,
обезжиривание н-гексаном, концентрирование
методом ТФЭ и количественное определение ме-
тодом ВЭЖХ–МС/МС.

Для построения градуировочного графика го-
товили водно-ацетонитрильные (7 : 3, по объему)
растворы с концентрацией хлорамфеникола 0.1,
0.2, 0.4, 0.8 и 1.0 нг/мл, содержащие 1 нг/мл хло-
рамфеникола-D5. Использовали свежеприготов-
ленные растворы.

Зависимость относительной площади пика
(площадь пика аналита, деленная на площадь пи-
ка внутреннего стандарта) от относительной кон-
центрации (концентрация аналита, деленная на
концентрацию внутреннего стандарта), постро-
енная с помощью программного обеспечения
Agilent MassHunter, линейна и описывается урав-
нением y = 0.7758x – 0.0088 с коэффициентом де-
терминации R2 = 0.999.

Валидация. Для валидации методики исполь-
зовали молоко сырое, консервы мясные для дет-
ского питания, биологически активную добавку
“Гематоген”, сухую адаптированную молочную
смесь для питания детей раннего возраста, сыр,
свинину с шестью уровнями содержания внесен-
ного хлорамфеникола в диапазоне концентраций
от 0.3 до 0.9 мкг/кг. Для каждого продукта прове-
дено по 15 определений, выполненных в условиях
промежуточной прецизионности с двумя изменя-
ющимися факторами: время, оператор. Каждое
определение включало 2 единичных результата
измерения, полученных в условиях повторяе-
мости. Значения относительного стандартного
отклонения повторяемости sr составили 0.028–
0.052, значения промежуточной прецизионности
sl(TO) составили 0.031–0.060, смещение метода не-
значимо. Максимальная расширенная неопреде-
ленность U составила 18.4% при Р = 0.95.

На рис. 5 представлены типичные хромато-
граммы образца молока сырого без внесения хло-
рамфеникола и того же образца молока с внесе-
нием хлорамфеникола в количестве 0.3 мкг/кг
продукта. Пик аналита интенсивен (соотношение
сигнал/шум 24.4), что делает возможным опреде-

Таблица 2. Коэффициенты распределения хлорамфе-
никола между водной и органической фазой и степени
его извлечения (n = 3)

Органический 
растворитель D R, % Voрг/Vвод

Этилацетат 42 ± 3 97.6 ± 0.1 1.0

Хлороформ 0.17 ± 0.01 15 ± 1 1.0

Хлороформ–ацетон 
(2 : 1, по объему) 6.3 ± 0.6 83 ± 1 0.75

н-Бутанол 6.8 ± 0.6 89.3 ± 0.9 1.2

н-Гексан 0.015 ± 0.002 1.5 ± 0.2 1.0
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ление хлорамфеникола на регламентируемом
уровне. Предел определения методики составляет
0.2 мкг/кг, что соответствует требованиям [3–7].
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