
Òðóäû ÁÃÒÓ, 2016, № 4, ñ. 195–199 195 

Òðóäû ÁÃÒÓ   № 4   2016 

УДК 637.072 
А. Н. Никитенко1, Н. В. Карницкая2, В. А. Клапкова2 

1Белорусский государственный технологический университет  
2 Институт мясо-молочной промышленности  

РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ  
БЕТА-АДРЕНОСТИМУЛЯТОРОВ В МЯСНОЙ И МОЛОЧНОЙ ПРОДУКЦИИ  

МЕТОДОМ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА 
В статье представлены результаты разработки методики определения содержания бета-

адреностимуляторов в продукции животноводства. В ней проанализирован вопрос использова-
ния гормональных препаратов в кормах сельскохозяйственных животных, существующие угро-
зы и опасности для здоровья человека. Определены максимально допустимые уровни содержа-
ния остатков кленбутерола и рактопамина в пищевых продуктах животного происхождения. 
Охарактеризованы существующие способы определения содержания бета-адреностимуляторов 
физико-химическими и химико-биологическими методами. Объектами исследования являлись 
говядина мороженая кусковая, печень говяжья и молоко. В исследуемых образцах определено 
содержание кленбутерола и рактопамина методом иммуноферментного анализа. На основе по-
лученных данных установлены основные метрологические характеристики определения содер-
жания в продукции животноводства кленбутерола – диапазон определяемых концентраций от 
0,02 до 2000,00 нг/кг, относительное стандартное отклонение повторяемости 0,8% (мясо), 0,7% 
(молоко), относительное стандартное отклонение промежуточной прецизионности 1,0% (мясо), 
0,9% (молоко); рактопамина – диапазон определяемых концентраций от 0,02 до 8100,00 нг/кг, 
относительное стандартное отклонение повторяемости 0,3% (мясо), 0,4% (печень говяжья),  
относительное стандартное отклонение промежуточной прецизионности 0,8% (мясо) и 0,9% 
(печень говяжья). Расширенная стандартная неопределенность измерений содержания кленбуте-
рола и рактопамина не превысила 1%. Полученные результаты будут использованы для разра-
ботки методики определения содержания бета-адреностимуляторов иммуноферментным мето-
дом при контроле качества и безопасности продукции животноводства, предназначенной для 
питания людей.  
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метод, повторяемость, прецизионность. 
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DEVELOPMENT OF METHOD FOR DETERMINATION  

OF BETA-AGONISTS CONTENT IN MEAT AND DAIRY PRODUCTS  
BY ENZYME IMMUNOASSAY 

The article presents the results of the development of methods for determining the content of beta-
agonists in livestock products. The paper analyzes the issue of the use of hormones in the feed for farm 
animals, existing threats and risks to human health, determines the maximum allowable levels of 
clenbuterol residues and ractopamine in the animal products, describes the existing methods for 
determining the content of beta-agonists physical-chemical and chemical-biological methods.  
The objects of investigation were frozen beef slabs, beef liver, milk. The content of ractopamine and 
clenbuterol in the samples was determined by ELISA method. Based on the data basic the metrological 
characteristics of the determination of clenbuterol in animal products were established – the detectable 
concentration range from 0.04 to 2000 ng/kg, the relative standard deviation of repeatability 0.8% 
(meat), 0.7% (milk), the relative standard deviation of intermediate precision of 1.0% (meat), 0.9% 
(milk), and ractopamine – detectable concentration range from 0.02 to 8100 ng/kg, the relative standard 
deviation of repeatability 0.3% (meat), 0.4% (beef liver), the relative standard deviation of the 
intermediate precision of 0.8% (meat) and 0.9% (beef liver). Extended standard uncertainty 
measurements of clenbuterol and ractopamine did not exceed 1%. The results will be used to develop 
the methods for determining the content of beta-agonists by ELISA quality control and safety of animal 
products for human consumption. 

Key words: ractopamine, clenbuterol, beta-agonists, enzyme immunoassay method, repeatability, 
precision.  
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Введение. Одним из международных ши-
роко обсуждаемых вопросов обеспечения без-
опасности продовольственного сырья и пище-
вых продуктов является применение в живот-
новодстве гормональных препаратов, в том 
числе бета-адреномиметиков. Данная группа 
препаратов стимулирует рост, вызывает сниже-
ние массы жировой ткани и гипертрофию мы-
шечных волокон, что в конечном итоге приво-
дит к получению постного мясного сырья. Осо-
бое внимание уделяется применению рактопа-
мина и кленбутерола, обладающих избиратель-
ным действием к бета-адренорецепторам [1, 2].  

Рактопамин с 1999 г. утвержден Управле-
нием по санитарному надзору за качеством пи-
щевых продуктов США, с 2003 г. Агенством по 
инспекции пищевых продуктов Канады в каче-
стве кормовой добавки для промышленного 
животноводства крупного рогатого скота, а в 
2005 г. – для промышленного свиноводства, 
поскольку увеличивает прирост массы тела на 
10% и снижает потребность в кормах на 6%. 
Использование стимуляторов роста разрешено 
в 24 странах, включая США, Канаду, Австра-
лию, Новую Зеландию, Бразилию, но запреще-
но в 160 странах, среди которых Евросоюз, Ки-
тай, Россия. Директива Евросоюза 96/22/ЕС 
содержит общий запрет на использование аго-
нистов бета-адреномиметиков [3]. В Китае за 
последние 10 лет зарегистрировано 17 случаев 
отравления продуктами, содержащими бета-
адреностимуляторы, в результате которых по-
страдало более 1000 человек [4]. В Россию с 7 де-
кабря 2012 г. запрещен импорт мясных продук-
тов, содержащих остаточные количества бета-
адреномиметиков, а лекарственные препараты 
на их основе не включены в «Реестр лекар-
ственных средств и кормовых добавок, зареги-
стрированных к применению на территории 
Российской Федерации» [1]. В Республике Бе-
ларусь действует постановление Министерст- 
ва сельского хозяйства и продовольствия от  
16 декабря 2005 г. № 78, согласно которому 
продукты, поставляемые в другие страны, 
должны быть полностью свободны от остатков 
бета-адреностимуляторов [5]. 

Побочными эффектами применения бета-
адреномиметиков для человека являются: тахи-
кардия, мышечный тремор, гипокалемия, та-
хифилаксия, чувство беспокойства, головные 
боли, повышение артериального давления и т. д. 
Все это делает особенно опасным потребление 
мяса, содержащего остатки бета-адреностиму-
ляторов людьми, страдающими сердечно-сосу-
дистыми заболеваниями [6]. 

Объединенная программа ФАО/ВОЗ уста-
новила максимально допустимый уровень рак-
топамина 0,1 мкг/кг для мяса свиней и крупно-

го рогатого скота; 0,04 мг/кг для печени свиной 
и крупного рогатого скота и 0,09 мг/кг для по-
чек свиней и крупного рогатого скота [7]. 

Анализ литературных данных свидетель-
ствует о том, что для определения бета-адрено-
стимуляторов в продуктах применяют: ионно-
обменную, газовую, иммунно-аффинную, высо-
коэффективную жидкостную хроматографии  
[5, 8–9]. Однако высокая стоимость проведения 
исследований и обслуживания оборудования, 
трудоемкость и длительность пробоподготовки 
ограничивает широкое применение данных ме-
тодов. Кроме того, известный радиоиммуноло-
гический метод определения гормонов имеет 
недостатки: ограниченный срок жизни радиоак-
тивной метки, высокая вероятность загрязнения 
окружающей среды [8]. Согласно имеющимся в 
научной литературе сведениям, иммунофер-
ментный метод обладает высокой скоростью 
постановки анализа и простотой регистрации 
данных [9], поэтому наиболее перспективным 
является применение данного метода. 

Основная часть. Цель данной работы – 
разработка методики измерения содержания 
бета-адреностимуляторов (кленбутерола и рак-
топамина) в мясной и молочной продукции ме-
тодом иммуноферментного анализа. Объекты 
исследования – говядина мороженая кусковая, 
печень говяжья, молоко.  

Для испытаний использовали фотометр мик-
ропланшетный EL×800. Схема измерения со-
держания бета-адреностимуляторов представле-
на на рисунке. Для оценки характеристик мето-
дики определяли повторяемость и промежуточ-
ную прецизионность. Близость между результа-
тами исследований, полученных в условиях по-
вторяемости (одна и та же лаборатория, один 
испытатель, одно и то же оборудование и реа-
генты, испытания в течение короткого проме-
жутка времени) оценивали по СТБ ИСО 5725-2 
п. 7, СТБ ИСО 5725-3 п. 8.2, СТБ ИСО 5725-4  
п. 5 [10–12]. Оценка показателей промежуточ-
ной прецизионности проводилась в соответствие 
с СТБ ИСО 5725-6-2002 [13]. 

Результаты оценки характеристик методики 
и исследований содержания кленбутерола и 
рактопамина иммуноферментным методом 
представлены в табл. 1 и 2. 

 
Таблица 1 

Содержание бета-адреностимуляторов 

Гормон Продукция Содержание, 
нг/кг 

МДУ, 
мкг/кг 

Кленбутерол Мясо 0,5 0,1 
Молоко 0,2 – 

Рактопамин Мясо 0,4 0,1 
Печень 0,5 0,04 
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Схема измерения остатков бета-адреностимуляторов 
 

Как видно из представленных данных в табл. 1, 
содержание гормонов в продуктах не превысило 
допустимые уровни. Согласно данным, приве-
денным в табл. 2, при определении содержания 
кленбутерола СКО повторяемости образцов го-

вядины Sr составило 0,8%, молока – 0,7%, а СКО 
промежуточной прецизионности говядины SR – 
1,0%, молока – 0,9%. Предел промежуточной 
прецизионности определения кленбутерола для 
говядины был 2,9%, молока – 2,6%. 

Подготовка фотометра микропланшетного (согласно инструкции по эксплуатации) 

Внесение градуировочных растворов и исследуемых проб. В две параллельные лунки микротитро-
вального планшета вносят дозатором по 25 см3 каждого градуировочного раствора в порядке возрастания 
концентраций, в соответствующие лунки микротитровального планшета по две параллельные пробы каж-
дого анализируемого образца 

Добавление раствора коньюгата. В каждую лунку добавляют по 75 см3 разбавленного раствора коньюгата и 
медленными круговыми движениями планшета по поверхности стола перемешивают содержимое лунок 

Промывка планшета 4–5 раз с интервалом 10 с, каждый раз добавляя в лунки планшета по 300 см3 мою-
щего буфера и  выливая его резким переворачиванием 

Добавление раствора субстрата для окрашивания. Сразу же после промывки планшета в лунки добав-
ляют 100 см3 раствора субстрата и перемешивают содержимое медленными круговыми движениями план-
шета по поверхности стола 

Завершение реакции окрашивания. Сразу же после окончания времени инкубации в каждую лунку вно-
сят по 100 см3 стоп-реагента для остановки ферментативной реакции

Измерение оптической плотности на фотометре для микропланшет EL×800 с длиной волны 450 нм 

Обработка результатов

Молоко
сырое, стерилизованное и пастеризованное:
1) термостатирование образца при температу-
ре от плюс 20 до плюс 25°С; 
2) перемешивание образца; 
3) перенесение образца в коническую колбу 
вместимостью 50 см3; 
4) отбор двух параллельных пробы объемом 
2 см3 в стеклянные пробирки; 
5) добавление 8 см3 ацетонитрила; 
6) перемешивание на вортексе; 
7) перемешивание на шейкере 10 мин; 
8) центрифугирование пробы при 20–25°С, 
2000 об/мин, 10 мин; 
9) выпаривание 2 см3 надосадочной жидкости 
в слабом токе азота при температуре до 50°С; 
10) растворение высушенного остатка в 250 см3 
буфера для разбавления и перемешивание 

Мясо:
1) термостатирование образца при температуре от плюс 
20 до плюс 25°С; 
2) гомогенизирование образца; 
3) перенесение образца в коническую колбу вмести-
мостью 50 см3; 
4) отбор двух параллельных проб объемом 2 см3 в стек-
лянные пробирки; 
5) добавление 7 см3 0,1 моль/дм3 раствора соляной кислоты; 
6) перемешивание на вортексе; 
7) перемешивание на шейкере 10 мин; 
8) добавление 1 см3 1,0 моль/дм3 раствора трехосновного 
основания и перемешивание на шейкере в течение 10 мин; 
9) центрифугирование пробы при 20–25°С, 2000 об/мин, 10 мин; 
10) выпаривание 2 см3 надосадочной жидкости в слабом 
токе азота при температуре до 50°С; 
11) растворение высушенного остатка в 250 см3 буфера 
для разбавления и перемешивание 

Инкубация планшета. Накрывают планшет пленкой «парафильм» или скотчем, помещают его в инкуба-
тор при температуре 20–25°C на 30 мин, далее удаляют пленку, жидкость из лунок выливают путем резкого 
переворачивания планшета 

Последующая инкубация. Накрывают планшет пленкой «парафильм» или скотчем, помещают  в инкуба-
тор при температуре 20–25°C на 30 мин 

Подготовка образцов
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Таблица 2 
Основные характеристики методики определения содержания бета-адреностимуляторов 

Гормон Про-
дукция 

Диапазон  
измерений,  

нг/кг 

Относительное стандартное 
отклонение Стандартная 

неопределен-
ность u, нг/кг 

Расширенная 
стандартная 
неопределен-
ность U, нг/кг,
K = 2, P = 95%

повторяемости 
Sr, % 

промежуточной 
прецизионности  

SR, %
Кленбутерол Мясо От 0,02 до 

2000,00 включ. 
0,8 1,0 0,5 0,1

Молоко 0,7 0,9 0,5 0,1
Рактопамин Мясо От 0,02 до 

8100,00 включ. 
0,3 0,8 0,2 0,6

Печень 0,4 0,9 0,4 1,6
 

Расширенная стандартная неопределен-
ность измерений кленбутерола, рассчитанная 
по альтернативному методу, как для говядины, 
так и для молока составила 0,1 нг/кг при дове-
рительной вероятности Р = 0,95. 

Результаты определения содержания рактопа-
мина показали, что СКО повторяемости образцов 
говядины кусковой Sr – 0,3%, печени – 0,4%, а 
СКО промежуточной прецизионности говядины 
SR – 0,8%, молока – 0,9%. Расширенная стандарт-
ная неопределенность измерений рактопамина при 
доверительной вероятности Р = 0,95 для говядины 
кусковой – 0,6 нг/кг, для молока – 1,6 нг/кг. 

Заключение. Проведенные эксперименталь-
ные исследования позволили установить основ-

ные метрологические характеристики (повторяе-
мость и промежуточную прецизионность, расши-
ренную стандартную неопределенность) измере-
ния бета-адреностимуляторов иммунофермент-
ным методом. Данные статистической обработки 
полученных результатов легли в основу разра-
ботки методики определения содержания бета-
адреномиметиков в мясной и молочной продук-
ции методом иммуноферментного анализа с ис-
пользованием фотометра микропланшетного 
EL×800. Эта методика может быть широко ис-
пользована для контроля качества и безопасности 
продукции животноводства в сельском хозяйстве, 
в пищевой промышленности и медицине, а также 
в научно-исследовательских целях. 
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