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Разработаны методики быстрого скрининга и чувствительного определения остаточных количеств
19 β-лактамных антибиотиков в матрицах различных пищевых продуктов (мясо, почки, печень,
шпик, молоко, яйца, мёд) методом ультравысокоэффективной жидкостной хроматографии–квад-
руполь-времяпролетной масс-спектрометрии высокого разрешения. Осаждение белков и экстраги-
рование аналитов проводили ацетонитрилом, экстракт использовали для анализа без дополнитель-
ной очистки. Идентификацию выполняли по точным массам ионов аналитов, времени удержива-
ния и картине изотопного распределения ионов (mSigma). Установлено, что пенициллины
образуют положительно заряженные протонированные аддукты с метанолом, цефалоспорины –
протонированные ионы или аддукты с натрием. Оценен матричный эффект при анализе различных
проб. Установлено, что матричный эффект незначительно различается для молока, мяса, печени,
почек, яиц и шпика (sr ≤ 0.07) и существенно отличается для мёда. Количественное определение об-
наруженных аналитов проводили как методом стандартных добавок, так и с использованием мат-
ричной градуировки (sr ≤ 0.05). Степень извлечения β-лактамных антибиотиков для разных матриц
и двух вариантов пробоподготовки составляла от 75 до 110%, sr ≤ 0.11 в условиях матричной градуи-
ровки. Пределы обнаружения составили 0.05–5 нг/г, диапазоны определяемых содержаний анали-
тов (1–10)–200 нг/г (R2 ≥ 0.99), продолжительность скрининга проб 15–20 мин, продолжительность
анализа проб 20–30 мин.

Ключевые слова: ультравысокоэффективная жидкостная хроматография, времяпролетная масс-
спектрометрия высокого разрешения, идентификация и определение по точным массам ионов,
β-лактамные антибиотики, пищевые продукты.
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β-Лактамные антибиотики широко использу-
ют в ветеринарной практике, они ингибируют
процессы синтеза клеточной стенки бактерий,
особенно грамм-положительных. В класс β-лак-
тамных антибиотиков включают соединения, име-
ющие в своей структуре β-лактамное кольцо –
пенициллины и цефалоспорины (рис. 1). Нера-
циональное применение β-лактамов для лечения
и профилактики заболеваний приводит к появле-
нию остаточных количеств данных препаратов в
молоке, мясе, яйцах, печени и почках сельскохо-
зяйственных животных, а также в мёде. Употреб-
ление в пищу таких продуктов негативно сказы-

вается на организме человека. В связи с этим
большое внимание уделяется безопасности пи-
щевых продуктов как в отдельных государствах,
так и в их союзах. Так, в Европейском (ЕС) и Та-
моженном Союзах (ТС) для пищевых продуктов
установлены максимально допустимые уровни
(МДУ) β-лактамных антибиотиков. В ЕС и ТС
МДУ β-лактамных антибиотиков в мясе и мясной
продукции установлены для каждого отдельного
соединения, их значения практически не различа-
ются. Для молочной продукции в ТС регламенти-
руются пенициллины, в ЕС установлены нормы
конкретно для каждого антибиотика. В соответ-
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ствии с регламентами ЕС и ТС присутствие β-лак-
тамных антибиотиков в мёде и яйцах недопустимо
(табл. 1).

Одновременное определение остаточных ко-
личеств большинства классов ветеринарных пре-
паратов (в том числе и β-лактамов) в пищевых про-
дуктах в настоящее время, как правило, проводят
методом высоко(ультравысоко)эффективной жид-
костной хроматографии–тандемной масс-спектро-
метрии (ВЭЖХ–МС/МС, УВЭЖХ–МС/МС) при
ионизации электрораспылением подготовлен-
ных экстрактов [1–11]. В обзоре [12] представле-
ны характеристики различных методик определе-
ния β-лактамов в объектах окружающей среды,
пищевых продуктах, клинических и фармацевти-
ческих объектах анализа, опубликованных до
2012 г. Показано, что для чувствительного опреде-
ления β-лактамов в пищевых продуктах главным
образом используют метод ВЭЖХ–МС/МС с экс-
тракцией ацетонитрилом или буферными раство-
рами, очисткой полученного экстракта методом
твердофазной экстракции, дальнейшим концен-
трированием и последующей идентификацией
аналитов как по основным, так и по дочерним
ионам (m/z). Нами проанализированы литератур-
ные данные по определению β-лактамов в пищевых
продуктах, опубликованные с 2008 по 2018 гг. Мето-
дики включают экстракцию аналитов и одновре-
менное осаждение белков, чаще всего ацетонит-
рилом. Используют пробоподготовку QuEChERS
[3, 13] и более простой способ, включающий экс-
тракцию ацетонитрилом и удаление жиров обра-
боткой гексаном [1, 4, 8, 14]. Для нивелирования
матричного эффекта применяют матричную граду-
ировку путем введения стандартов в экстракты или
анализируемые продукты, не содержащие β-лакта-
мы. В работах [7, 15, 16] экстракты не очищают:
уменьшить матричный эффект (МЭ) позволяет раз-
бавление экстракта деионированной водой. Разде-
ление осуществляют в основном на колонках для
УВЭЖХ Acquity BEH C18 (50–100 × 2.1 мм,
1.7 мкм). Применение УВЭЖХ позволило сни-
зить продолжительность хроматографического
разделения до 5–15 мин по сравнению с ВЭЖХ,
где разделение проходит за 20–30 мин [12]. Ис-
пользуют режим градиентного элюирования, ча-
ще всего 0.1%-ным водным раствором муравьиной
кислоты (А) и 0.1%-ным ацетонитрильным раство-
ром муравьиной кислоты (Б). Пределы обнаруже-
ния составили 0.1–10 нг/г для различных матриц и
конкретных соединений. Использование масс-
спектрометрии высокого разрешения [17–19] до
15000 FWHM (времяпролетная [15, 20–22]), до
50000 FWHM (квадруполь-времяпролетная [13, 14])
и до 100000 FWHM (орбитальная ионная ловушка
[16, 18]) позволяет определять β-лактамные анти-
биотики в различных матрицах по точным массам
ионов, образующихся в условиях электрораспы-
лительной ионизации экстракта. Показано, что

применение масс-спектрометрии высокого раз-
решения в большинстве случаях позволяет устра-
нить стадию очистки экстракта, что значительно
ускоряет и упрощает анализ [13, 14, 23].

Во всех упомянутых выше работах наиболее
часто измеряют массы протонированных или де-
протонированных форм β-лактамов при их опре-
делении (или аддуктов пенициллинов с натрием
[7]). Однако установлены и другие аддукты β-лак-
тамных антибиотиков для их идентификации и
последующего определения. Так, в работе [24]
описаны протонированные аддукты амоксицил-
лина с метанолом для его чувствительного опре-
деления. Показано, что образование и стабиль-
ность аддуктов с метанолом зависит от состава
подвижной фазы (метанол–вода–10%-ная уксус-
ная кислота (60 : 39 : 1, по объему) и добавки ме-
танола в стандартный раствор амоксициллина.
Описано [25] применение протонированных ад-
дуктов амоксициллина, ампициллина и цефалек-
сина при анализе природных вод. Протонирован-
ные аддукты пенициллинов с метанолом указаны
также в работе [23] для клоксациллина, диклокса-
циллина, оксациллина и пенициллина V. Однако
не изучено примененние данных аддуктов в усло-
виях анализа реальных проб.

В данной статье предложен быстрый скрининг
и одновременное чувствительное определение
остаточных количеств 19 β-лактамных антибио-
тиков в мясе (говядина, свинина, птица), почках,
печени, шпике, молоке, яйцах и мёде методом
УВЭЖХ–квадруполь-времяпролетной масс-
спектрометрии высокого разрешения по точным
массам протонированных аддуктов пеницилли-
нов с метанолом, протонированных форм цефа-
лоспоринов или их аддуктов с ионами натрия.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Аппаратура. Использовали ультравысокоэф-

фективный жидкостной хроматограф UltiMate
3000 (Thermo Scientific, США) в сочетании с квад-
руполь-времяпролетным масс-спектрометриче-
ским детектором maXis 4G и ионизацию электро-
распылением в устройстве ionBooster (Bruker Dal-
tonics, Германия). Разделение проводили на
колонках ACQUITY UPLC® BEN C18 (30 × 2.1 мм,
50 × 2.1 мм, 100 × 2.1 мм), ACQUITY UPLC®

Shield RP18 (50 × 2.1 мм), ACQUITY UPLC® Phe-
nyl (50 × 2.1 мм) c диаметром зерна сорбента
1.7 мкм (Waters, США), Acclaim™ 120 C18 (50 ×
× 2.1 мм) c диаметром зерна сорбента 2.2 и
3.0 мкм (Thermo Scientific, США) в режиме гради-
ентного элюирования.

Реактивы. Использовали стандартные образцы
пенициллинов и цефалоспоринов (Dr. Ehrenstor-
fer, Fluka, Sigma-Aldrich) с содержанием основного
вещества не менее 99.1%. Исходные растворы с
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Рис. 1. Структурные формулы β-лактамов.
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Таблица 1. Основные характеристики β-лактамных антибиотиков, определяемых методом масс-спектрометрии
высокого разрешения, и их максимально допустимые уровни в пищевых продуктах

* “–” – не нормируется.

Аналит Брутто-формула Ион
tR, 

мин
m/z

Δ,
млн–1

МДУ (ЕС [26]/ТС [27–29]), нг/г

молоко мясо печень почки

Амоксициллин C16H19N3O5S [M + CH3OH + H]+

[M + H]+
1.8
0.5

398.1380
366.1118

0.9 4/4 50/50 50/50 50/50

Ампициллин C16H19N3O4S [M + CH3OH + H]+

[M + H]+
3.2
1.9

382.1431
350.1169

1.2 4/4 50/50 50/50 50/50

Диклоксацил-
лин

C19H17Сl2N3O5S [M + CH3OH + H]+

[M + H]+
4.6
4.6

502.0601
470.0339

1.6 30/4 300/300 300/300 300/300

Карбеницил-
лин

C17H18N2O6S [M + CH3OH + H]+

[M + H]+
3.9
3.8

411.1220
379.0958

1.9 –*/4 – – –

Клоксациллин C19H18Сl N3O5S [M + CH3OH + H]+

[M + H]+
4.4
4.4

468.0990
436.0728

2.0 30/4 300/300 300/ 300 300/300

Нафциллин C21H22N2O5S [M + CH3OH + H]+

[М+Н]+
4.4
4.5

447.1584
415.1322

1.4 30/4 300/300 300/ 300 300/ 300

Оксациллин C19H19N3O5S [M + CH3OH + H]+

[M + H]+
4.3
4.3

434.1380
402.1118

2.1 30/ 4 300/300 300/ 300 300/300

Пенициллин G C16H18N2O4S [M + CH3OH + H]+

[M + H]+
4.0
4.0

367.1322
335.1060

0.7 4/4 50/50 50/ 50 50/50

Пенициллин V C16H18N2O5S [M + CH3OH + H]+

[M + H]+
4.1
4.1

383.1271
351.1009

0.5 –/4 25/250 25/250 25/250

Пиперациллин C23H27N5O7S [M + CH3OH + H]+

[M + H]+
4.0
4.0

550.1966
518.1707

1.3 –/4 –/– –/– –/–

Тикарциллин C15H16N2O6S2 [M + CH3OH + H]+

[M + H]+
3.8
3.7

417.0784
385.0523

2.0 –/4 –/– –/– –/–

Цефалексин C16H17N3O4S [M + H]+

[M + Na]+
1.9
1.9

348.1013
370.0832

1.8 100/– 200/200 200/200 1000/1000

Цефалониум C20H18N4O5S2 [M + H]+ 1.6 459.0791 1.9 20/– –/– –/– –/–

Цефаперазон C25H27N9O8S2 [М + Н]+

[M + Na]+
3.6
3.6

646.1497
668.1316

2.0 50/– –/– –/– –/–

Цефапирин C17H17N3O6S2 [M + H]+

[M + Na]+
0.9
0.9

424.0632
446.0450

2.0 60/– 50/50 –/– 100/100

Цефквином C23H24N6O5S2 [M + H]+

[M + Na]+
2.2
2.2

529.1322
551.1142

1.7 20/– 50/50 100/100 200/200

Цефотаксим C16H17N5O7S2 [М + Н]+

[M + Na]+
3.2
3.2

456.0642
478.0463

1.9 –/– –/– –/– –/–

Цефтиофур C19H17N5O7S3 [М + Н]+

[M + Na]+
3.8
3.8

524.0362
546.0181

1.3 100/– 1000/1000 2000/2000 6000/6000

Цефуроксим C16H16N4O8S [M + NH4]+

[M + Na]+
3.4
3.4

442.1027
447.0581

1.6 –/– –/– –/– –/–
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концентрацией 1 мг/мл готовили растворением
соответствующей навески (с учетом содержания
основного вещества) в метаноле. Хранили рас-
творы при –20°С не более шести месяцев. Рабо-
чие растворы готовили разбавлением исходных
метанолом в день использования.

Использовали ацетонитрил (99.9%, Scharlab S.L.,
Испания), изопропиловый спирт (для ВЭЖХ,
Scharlab S.L., Испания), метанол (PA-ACS-ISO,
Panreac, ЕС), янтарную кислоту (ч., МСД КЕ-
МИКАЛ, Россия), ЭДТА (этилендиаминтетра-
ацетат натрия) (99%, ХИММЕД, Россия), суль-
фат аммония (х. ч., ЗАО “ХИМРЕАКТИВ”, Рос-
сия), гексан (96%, Scharlab S.L., Испания),
хлорид натрия (х. ч., ХИММЕД, Россия).

Пробы. Анализируемые пробы приобретали в
местных супермаркетах, получали с птицефабрик
и животноводческих ферм. Мясо, печень, почки,
шпик хранили при –20°С в холодильнике в тече-
ние месяца. Перед анализом замороженные про-
дукты измельчали с использованием бытового
миксера; молоко, мёд, яйца хранили при 4°С в те-
чение месяца. Перед анализом яйца освобождали
от скорлупы, объединяли 6 штук в одну пробу и
тщательно перемешивали с использованием бы-
тового миксера.

Пробоподготовка. Использовали два варианта
пробоподготовки:

Вариант I. В центрифужную пробирку емк.
15 мл вносили 1.00 г тщательно измельченной
пробы (навеску мёда массой 1.00 г растворяли в
1 мл воды), добавляли 2.0 мл ацетонитрила, 0.5 г
NaCl, 40.0 мг ЭДТА и перемешивали в течение
5 мин, затем центрифугировали в течение 5 мин
при 2700 об/мин. Отбирали верхний ацетонит-
рильный слой во флакон и упаривали досуха при
40°С в токе азота с использованием устройства
RapidVap (LABCONCO, США). К сухому остатку
добавляли 50 мкл метанола и 950 мкл воды, пере-
мешивали 5 мин и фильтровали через мембран-
ный фильтр (0.20 мкм, GHP ACRODISC 13,
PALL, США) в микрофлакон для хроматографи-
рования.

Вариант II. В центрифужную пробирку емк.
15 мл вносили навеску тщательно измельченной
пробы массой 1.00 г (навеску мёда массой 1.00 г
растворяли в 1 мл воды), добавляли 12.0 мг янтар-
ной кислоты, 40.0 мг ЭДТА, 2.0 мл воды, переме-
шивали вручную в течение 5 мин. Затем добавля-
ли 2.0 мл ацетонитрила, 2.0 г сульфата аммония,
перемешивали 5 мин и центрифугировали в тече-
ние 5 мин при 2700 об/мин. Отбирали верхний
ацетонитрильный слой во флакон и упаривали
досуха при 40°С в токе азота с использованием
устройства RapidVap (LABCONCO, США). К су-
хому остатку добавляли 50 мкл метанола и
950 мкл воды, перемешивали 5 мин и фильтрова-
ли через мембранный фильтр (0.20 мкм, GHP

ACRODISC 13, PALL, США) в микрофлакон для
хроматографирования.

Идентификация и определение. β-Лактамные
антибиотики идентифицировали по полученным
хроматограммам с использованием программных
продуктов DataAnalysis-4.1, TargetAnalysis (Bruker
Daltonics, Германия). Для составления картины
изотопного распределения аналитов использова-
ли программу IsotopePattern (Bruker Daltonics,
Германия). Неизвестную концентрацию аналита
в пробе определяли методом стандартной добав-
ки [14] и градуировочного графика (матричная
градуировка).

Матричный эффект оценивали по формуле:

где C, D – значения наклонов градуировочных
графиков, полученные для экстрактов из матри-
цы и деионированной воды соответственно в диа-
пазоне 0.1–200 нг/мл (нг/г).

Условия хроматографического разделения и де-
тектирования. Подвижная фаза состояла из 0.1%-
ного раствора муравьиной кислоты в воде (А) и
0.1%-ного раствора муравьиной кислоты в ацето-
нитриле (Б). Осуществляли градиентное элюиро-
вание в соответствии со схемой: 0 мин – 5% Б,
0.5 мин – 5% Б, 2 мин – 50% Б, 5 мин – 100% Б,
6 мин – 5% Б, 10 мин – 5% Б. Расход подвижной
фазы 0.4 мл/мин. Оптимальная температура хро-
матографической колонки 50°С, объем вводимой
пробы 50 мкл. Температура термостата автомати-
ческого дозатора 10°С.

Установлены следующие оптимальные значе-
ния параметров ионизации электрораспылением:
напряжение на щите капилляра 400 В, на капил-
ляре 1000 В, давление газа-распылителя азота
4.76 атм., поток газа-осушителя азота 6 л/мин,
температура газа-осушителя азота 200°С, поток
газа-испарителя азота 250 л/ч, температура газа-
испарителя азота 250°C.

Диапазон регистрируемых масс ионов соста-
вил от 200 до 600 Да. Для калибровки использова-
ли 10 мМ раствор формиата натрия в смеси вода–
изопропанол (1 : 1, по объему) в интервале хрома-
тографирования 9.5–10 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Оптимизация условий анализа. Следует отме-

тить, что использование любых из перечислен-
ных в “Экспериментальной части” колонок не
приводит к существенному изменению основных
аналитических характеристик методики. Однако
эффективность колонки ACQUITY UPLC® BEN
C18 (30 × 2.1 мм, 1.7 мкм) оказалась несколько
выше (число теоретических тарелок N = 5843 для
пенициллина G), чем других (N = 3329–4997), се-
лективность для всех изученных колонок была

( )МЭ % C/D( 1 00) 1 ,= − ×
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одинаковой. Для дальнейших исследований ис-
пользовали колонку ACQUITY UPLC® BEN C18
(30 × 2.1 мм).

При выборе подвижной фазы использовали
воду, ацетонитрил и метанол без добавок и с до-
бавками муравьиной кислоты и формиата аммо-
ния. В итоге установлен оптимальный вариант:
А – 0.1%-ный водный раствор муравьиной кисло-
ты, Б – 0.1%-ный ацетонитрильный раствор му-
равьиной кислоты. Добавки формиата аммония и
использование метанола в качестве подвижной
фазы не привели к существенному увеличению
хроматографических пиков исследуемых анали-
тов. Лучшие результаты получили при расходе
подвижной фазы 0.4 мл/мин и следующем градиен-
те: 0 мин – 5% Б, 0.5 мин – 5% Б, 2 мин – 50% Б,
5 мин – 100% Б, 6 мин – 5% Б, 10 мин – 5% Б.

Температуру термостата хроматографической
колонки выбирали из 30, 40, 50 и 60°С, вводимый
объем пробы – из 5, 10, 20, 50, 60 и 100 мкл. Уста-
новлено, что для достижения высокой чувстви-
тельности определения следует использовать
температуру хроматографической колонки 50°С
(при этом давление подвижной фазы в колонке
составило 160–170 бар) и оптимальный объем
вводимой в дозатор пробы – 50 мкл (при вводе
более 50 мкл нарушается симметричность хрома-
тографического пика).

Использование УВЭЖХ привело к значитель-
ному сокращению времени хроматографирова-
ния по сравнению с ранее предложенным [14]. В
данной работе продолжительность разделения
β-лактамных антибиотиков на колонке длиной
30 мм составила 5 мин, на колонках длиной 50 мм –
7–9 мин. Общая продолжительность анализа со-
ставила 10–12 мин с учетом кондиционирования
колонки.

Условия образования аддуктов. Ранее мы рас-
сматривали определение пенициллинов в пище-
вых продуктах с использованием стандартных
растворов, приготовленных на ацетонитриле и
воде [14]. При ионизации электрораспылением
при этом проявлялись либо протонированные
формы пенициллинов (амоксициллин, ампицил-
лин, карбенициллин, нафциллин, пенициллин G,
тикарциллин), либо депронированные (диклокса-
циллин, клоксациллин, нафциллин, оксациллин,
пенициллин V, пиперациллин). Чувствительность
определения пеницилинов была недостаточна для
определения, например, амоксициллина, ампи-
циллина, пеницилина G и V, для которых установ-
лены низкие значения МДУ (табл. 1), и составляла
1–10 нг/г. Кроме того, необходимо было дважды
получать хроматограммы для положительных и
отрицательных ионов, что приводило к увеличе-
нию продолжительности анализа. Установлено,
что приготовление стандартных растворов анали-
тов на метаноле и добавление метанола в экстракт

пробы приводит к появлению положительно за-
ряженных протонированных аддуктов пеницил-
линов с метанолом [M + CH3OH + H]+, использо-
вание которых в анализе позволяет значительно
увеличить чувствительность определения анали-
тов (табл. 1, 2). На рис. 2 представлены масс-хро-
матограммы экстракта молока с добавлением
50 нг/г β-лактамов. Установлено, что введение
50 мкл пробы при температуре термостата колон-
ки 50°С приводит к получению интенсивных и
симметричных хроматографических пиков.

Пенициллины способны образовывать в данных
условия следующие аддукты: [M + CH3OH + H]+,
[M + H]+, [M + Na]+, [M + NН4]+. На рис. 3 пока-
заны масс-хроматограммы данных аддуктов для
пиперациллина и нафциллина. Видно, что в
предлагаемых условиях пробоподготовки (добав-
ление метанола после упаривания экстракта) об-
разование других аддуктов, отличных от протони-
рованных с метанолом, в значительной степени
подавлено. Конкурировать с протонированными
аддуктами с метанолом могут только протониро-
ванные формы амоксициллина, нафциллина и
пиперациллина (рис. 4). Однако в условиях пробо-
подготовки и анализа конкретных проб проявляет-
ся преимущественно протонированный метаноль-
ный аддукт нафциллина и в равной степени прото-
нированная форма нафциллина, протонированные
формы амоксициллина и пиперациллина значи-
тельно подавляются. Установлено, что времена
удерживания для некоторых аддуктов различаются
(рис. 5, табл. 1). Так, выход из колонки аддукта
[M + H]+ по сравнению с [M + CH3OH + H]+ для
амоксициллина и ампициллина запаздывает на –
1.3 мин, для нафциллина опережает на +0.1 мин и
запаздывает для карбенициллина и тикарцеллина
(–0.1 мин) (рис. 5). Данный эффект, вероятно,
свидетельствует об образовании аддуктов вне
хроматографической колонки и тем более вне
распылительного устройства, а, скорее всего, в
процессе приготовления стандартных растворов
и проб к анализу.

Все цефалоспорины образуют протонирован-
ные формы и в незначительной степени аддукты
с натрием (рис. 4). Отличаются цефуроксим, це-
фалексин и цефаперазон, образующие аддукты
как с натрием, так и с ионами водорода (однако в
условиях пробоподготовки аддукты с натрием по-
давляются). Цефуроксим образует аддукты как с
аммонием, так и с натрием в равной степени, но в
условиях пробоподготовки (добавление натрие-
вых солей) преобладает аддукт [M + Na]+ (табл. 1,
рис. 4).

Оптимизация пробоподготовки. С учетом про-
веденных нами ранее исследований [14] для про-
боподготовки использовали экстракцию ацето-
нитрилом в нейтральной и кислой средах (добав-
ление янтарной кислоты). В первом и во втором
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случаях добавляли ЭДТА для связывания ионов
металлов с целью предотвращения образования
комплексов с аналитами. Варьирование различ-
ных параметров (массы навески пробы, количе-
ства высаливателя и экстрагента, природы выса-
ливателя, количества ЭДТА), а также учет мат-
ричного эффекта привели к оптимальным
условиям пробоподготовки (вариантам I и II) для
различных матриц. Кроме того, добавление мета-

нола в экстракт после его упаривания способ-
ствовало образованию протонированных аддук-
тов пенициллинов с метанолом.

Матричный эффект обусловлен влиянием на
ионизацию целевых аналитов присутствующих в
экстракте соэкстрагируемых компонентов. В
условиях ионизации электрораспылением они
могут как усиливать (+), так и понижать (–) ин-
тенсивность сигнала аналита. В табл. 3 представ-

Рис. 2. Масс-хроматограммы экстракта молока с добавлением 50 нг/г 19 β-лактамных антибиотиков: 1 – цефапирин,
2 – цефалониум, 3 – амоксициллин, 4 – цефалексин, 5 – цефквином, 6 – цефотаксим, 7 – ампициллин, 8 – цефурок-
сим, 9 – цефаперазон, 10 – тикарциллин, 11 – цефтиофур, 12 – карбенициллин, 13 – пенициллин G, 14 – пиперацил-
лин, 15 – пенициллин V, 16 – оксациллин, 17 – нафциллин (и протонированная форма), 18 – клоксациллин, 19 – ди-
клоксациллин.
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Рис. 3. Масс-хроматограммы аддуктов пиперациллина (1 – [M + Na]+, 2 – [M + NH4]+, 3 – [M + H]+, 4 – [M + CH3OH + H]+)
и нафциллина (5 – [M + NH4]+, 6 – [M + H]+, 7 – [M + CH3OH + H]+).
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лены значения МЭ при исследовании различных
матриц. Во всех случаях наблюдали понижение
интенсивности сигнала аналита (–), и значитель-
ный МЭ: от –50 до –99%. Матричный эффект от-
сутствовал лишь для карбенициллина в условиях
пробоподготовки по варианту II. Установлено,
что МЭ для проб молока, мяса, печени, почек,
шпика, яиц различается незначительно (sr ≤ 0.07,
табл. 3), в отличие от проб мёда. На рис. 6 показа-
но влияние условий пробоподготовки на МЭ для
различных объектов анализа. Видно, что для мо-
лока, мяса, печени, почек, яиц и шпика предпо-
чтительна пробоподготовка по варианту II, а для
мёда – пробоподготовка по варианту I, так как в
этих условиях большее число аналитов имеет
МЭ < 80%. Для нивелирования МЭ, как правило,
используют матричную градуировку [1, 7, 8, 13] и
метод стандартной добавки [14]. Эти приемы ис-
пользовали и в данной работе.

Валидация. Линейность градуировочных графи-
ков оценивали на уровнях концентраций β-лактам-
ных антибиотиков 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10, 50, 100 и
200 нг/г для образцов молока и мёда, не содержа-
щих остаточных количеств определяемых анали-
тов. Коэффициенты линейной зависимости пло-
щадей хроматографических пиков β-лактамов от
их концентрации в анализируемом образце соста-
вили не менее 0.99 (табл. 2).

Пределы обнаружения (смин) и определения
(сн) рассчитывали по отношению аналитического

сигнала (интенсивности пика) к шуму, равному 3
и 10 соответственно. Пределы обнаружения и
определения составили 0.05–5 и 1–10 нг/г, соответ-
ственно (табл. 2). Диапазоны определяемых содер-
жаний β-лактамов составили (1–10)–200 нг/г.

Средние степени извлечения определяемых
антибиотиков и относительные стандартные от-
клонения оценивали для трех уровней концен-
траций 1.0, 10 и 50 нг/г (табл. 3). Как видно, сте-
пень извлечения аналитов для разных матриц и
различной пробоподготовки составляет от 75 до
110% с sr ≤ 0.10 в условиях матричной градуиров-
ки. Степени извлечения β-лактамов для мяса, пе-
чени, почек, шпика и яиц определяли с использо-
ванием матричной градуировки для молока, поэто-
му в табл. 3 указаны минимальные и максимальные
значения.

Идентификацию β-лактамных антибиотиков
проводили по полученным масс-хроматограммам
с использованием программного продукта Target-
Analysis-1.3. Идентификационными параметрами
служили времена удерживания (±0.1 мин), точ-
ность массы моноизотопа m/z (±5 млн–1) и совпа-
дение картины изотопного распределения
(mSigma < 20). Погрешность в определении масс
ионов не превышала 2 млн–1 (табл. 1).

Определение β-лактамов. Количественный
анализ проводили как методом добавок, так и с ис-
пользованием матричной градуировки для молока
и мёда. Проанализировали более 100 различных

Рис. 4. Соотношение аддуктов β-лактамов для стандартных растворов: 1 – амоксициллин, 2 – нафциллин, 3 – ампи-
циллин, 4 – диклоксациллин, 5 – карбенициллин, 6 – клоксациллин, 7 – оксациллин, 8 – пенициллин G, 9 – пени-
циллин V, 10 – пиперациллин, 11 – тикарциллин, 12 – цефалексин, 13 – цефалониум, 14 – цефаперазон, 15 – цефа-
пирин, 16 – цефквином, 17 – цефотаксим, 18 – цефтиофур, 19 – цефуроксим.
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проб на содержание остаточных количеств β-лак-
тамных антибиотиков. Результаты определения
идентифицированных в пробах β-лактамов при-
ведены в табл. 4, из которой следует, что приме-
нение двух способов определения концентрации
β-лактамов равнозначно (sr ≤ 0.13). Для анализа

молока, мяса птицы, говядины, свинины, пече-
ни, почек, шпика и яиц использовали матричную
градуировку для молока, а для анализа мёда –
матричную градуировку для мёда. Следует отме-
тить, что для рутинного анализа предпочтительнее
использовать метод добавок [14]. В качестве при-

Рис. 5. Масс-хроматограммы: 1 – амоксициллин, 2 – ампициллин, 3 – нафциллин, 4 – карбенициллин, 5 – тикарцил-
лин; А – [M + CH3OH + H]+, В – [M + H]+.
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Таблица 3. Степени извлечения (%) β-лактамных антибиотиков на разных уровнях концентраций при разных
условиях пробоподготовки (варианты I и II) (n = 3, P = 0.95)

* Ниже сн; ** в скобках приведены значения sr.

Аналит
Молоко, мясо, свинина, печень, почки и яйца

(вариант пробоподготовки I)
Мёд

(вариант пробоподготовки II)

1 нг/г 10 нг/г 50 нг/г 1 нг/г 10 нг/г 50 нг/г

Амоксициллин –* 92–98 (0.07–0.06) 99–102 (0.04–0.03) – 88 (0.06) 92 (0.03)
Ампициллин 89–92 (0.05–0.04)** 88–97 (0.06–0.05) 95–97 (0.06–0.03) 85 (0.05) 98 (0.09) 102 (0.06)
Диклоксациллин 95–97 (0.05–0.03) 98–99 (0.07–0.04) 92–98 (0.07–0.04) 95 (0.07) 103 (0.07) 106 (0.09)
Карбенициллин – 88–110 (0.10–0.04) 92–106 (0.07–0.03) – 99 (0.06) 110 (0.03)
Клоксациллин 85–95 (0.07–0.05) 95–105 (0.07–0.06) 94–97 (0.06–0.05) 97 (0.08) 103 (0.04) 94 (0.07)
Нафциллин 95–99 (0.08–0.06) 99–99 (0.08–0.07) 92–105 (0.07–0.06) 75 (0.05) 106 (0.07) 104 (0.07)
Оксациллин 98–99 (0.06–0.05) 105–106 (0.07–0.05) 95–108 (0.09–0.03) 95 (0.04) 110 (0.08) 96 (0.06)
Пенициллин G 95–103 (0.08–0.04) 99–110 (0.06–0.05) 98–109 (0.06–0.04) 105 (0.06) 99 (0.03) 99 (0.04)
Пенициллин V 85–103 (0.09–0.05) 93–98 (0.07–0.03) 98–105 (0.07–0.03) 98 (0.06) 89 (0.05) 92 (0.05)
Пиперациллин 93–96 (0.05–0.04) 95–104 (0.09–0.04) 96–100 (0.07–0.07) 93 (0.05) 97 (0.09) 103 (0.08)
Тикарциллин 85–90 (0.10–0.05) 98–103 (0.07–0.06) 95–105 (0.08–0.07) 94 (0.07) 87 (0.06) 110 (0.05)
Цефалексин – – 92–105 (0.06–0.05) – 88 (0.06) 90 (0.06)
Цефалониум – 88–89 (0.06–0.06) 92–99 (0.08–0.03) – 85 (0.07) 91 (0.08)
Цефаперазон 86–89 (0.10–0.09) 80–90 (0.07–0.06) 90–93 (0.05–0.05) – 80 (0.06) 82 (0.07)
Цефапирин 75–89 (0.08–0.07) 82–86 (0.09–0.06) 92–93 (0.07–0.06) – 82 (0.06) 89 (0.04)
Цефквином – 83–88 (0.10–0.06) 96–97 (0.08–0.03) – 98 (0.06) 96 (0.05)
Цефотаксим 80–90 (0.09–0.05) 91–97 (0.06–0.05) 92–95 (0.06–0.05) 80 (0.08) 90 (0.05) 91 (0.08)
Цефтиофур 82–96 (0.08–0.07) 78–89 (0.10–0.07) 90–100 (0.08–0.08) 79 (0.09) 101 (0.07) 103 (0.07)
Цефуроксим – 87–89 (0.08–0.07) 91–110 (0.09–0.08) – 89 (0.06) 90 (0.06)

Таблица 4. Результаты (нг/г) определения β-лактамных антибиотиков в пищевых продуктах методом добавок и
матричной калибровки на молоке (n = 3, P = 0.95)

Матрица Аналит Найдено методом 
добавок

sr
Найдено методом матричной 

градуировки по молоку
sr

Молоко № 1 Цефтиофур 5.4 ± 0.1 0.08 4.9 ± 0.2 0.09

Нафциллин 9.7 ± 0.2 0.05 9.9 ± 0.1 0.04

Молоко № 2 Цефтиофур 3.2 ± 0.1 0.10 2.9 ± 0.2 0.13

Нафциллин 2.4 ± 0.1 0.11 2.9 ± 0.2 0.12

Молоко № 3 Цефтиофур 9.6 ± 0.2 0.08 9.9 ± 0.3 0.09

Нафциллин 0.30 ± 0.08 0.11 0.35 ± 0.06 0.12

Говядина Цефтиофур 0.22 ± 0.06 0.13 0.21 ± 0.07 0.13

Нафциллин 0.43 ± 0.05 0.12 0.38 ± 0.07 0.13

Цефуроксим 5.64 ± 0.08 0.10 5.39 ± 0.06 0.09

Творог Цефтиофур 5.0 ± 0.1 0.09 4.3 ± 0.2 0.09

Нафциллин 2.2 ± 0.1 0.09 2.3 ± 0.1 0.09

Яйца куриные Пиперациллин 7.6 ± 0.1 0.08 7.3 ± 0.1 0.09

Цефтиофур 5.8 ± 0.1 0.09 5.6 ± 0.1 0.09

Мясо курицы Цефотаксим 40 ± 2 0.08 43 ± 3 0.08
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мера на рис. 7, 8 приведены масс-хроматограммы
экстрактов из молока и говядины без добавки и с
добавкой идентифицированных β-лактамов.
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