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ПРОДОСКРИН® ИФА-АФЛАТОКСИН М1  
 
1 ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ  
1.1. Тест-система ПРОДОСКРИН® ИФА-АФЛАТОКСИН М1 предназначена 

для количественного определения содержания афлатоксина М1 в молоке и молочной 
продукции в целях ветеринарно-санитарной экспертизы и санитарно-гигиенического 
контроля методом конкурентного иммуноферментного анализа.  

1.2 Афлатоксины – высокотоксичные и канцерогенные микотоксины плесне-
вых грибов рода Aspergillus flavus и Aspergillus parasiticus, которые заражают зерно-
вые культуры и продукты их переработки в результате особенностей выращивания и 
хранения. Афлатоксин В1, наиболее часто встречаемый микотоксин этого класса 
соединений, при попадании в организм млекопитающих подвергается биотрансфор-
мации печеночным микросомальным цитохромом Р-450 в гидроксилированное про-
изводное афлатоксин М1. При скармливании зараженного зерна лактирующим жи-
вотным, таким как дойные коровы, афлатоксин М1 проникает в молоко и загрязняет 
изготовленную молочную продукцию, что представляет серьезную угрозу для здоро-
вья человека. Так как афлатоксин М1 относительно устойчив при термической обра-
ботке, необходим всеобъемлющий контроль не только обрабатываемого сырья, но 
также и готовых молочных продуктов для его обнаружения. Во многих странах мира 
существует обязательная система контроля молока и молочных продуктов питания 
на наличие афлатоксина М1 и установлены максимально допустимые уровни его со-
держания. В частности, в странах ЕС введены единые нормы для сырого молока, 
которые составляет 0,05 мкг/л, что отражено в ряде Регламентов и Директив ЕС. В 
странах таможенного союза и Республике Беларусь эти мероприятия регулируются с 
учетом требований ТР ТС 021/2011 «О безопасности пищевой продукции» и ТР ТС 
033/2013 «О безопасности молока и молочной продукции». Допустимый уровень со-
держания афлатоксина М1 для молока и продуктов его переработки не должен пре-
вышать 0,5 мкг/кг, а для продуктов детского питания на основе молока – менее 0,020 
мкг/кг. 

1.3 Тест-система рассчитана на проведение анализа 42 исследуемых проб и 
6 градуировочных растворов в дубликатах, всего 96 определений. При необходимо-
сти тест-система может быть разделена на 2–4 независимые части с различным ко-
личеством определяемых проб. Для каждой постановки необходимо построение но-
вого градуировочного графика. 

Предел измерений афлатоксина М1 определяется нижним значением вели-
чины диапазона измерений: (5,0–80,0) нг/л. Продолжительность анализа составляет 
90–100 мин без учета затрат времени на подготовку проб. 

 
2 СОСТАВ И ПРИНЦИП РАБОТЫ ТЕСТ-СИСТЕМЫ 
2.1 В состав тест-системы входят следующие компоненты, представленные 

в таблице 1. 
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Таблица 1 – Состав тест-системы 

Компонент Количество 

1 Иммуносорбент 1 планшет, разбор-
ный, 12 стрипов по 8 
лунок  

2 Градуировочные растворы С1, С2, С3, С4, С5 и С6  
со значениями концентрации афлатоксина М1  
0; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 нг/л, готовы к использованию    

6 флаконов по 1,3 мл 

3 Конъюгат, готов к использованию 1 флакон, 12 мл 

4 Антитела, готовы к использованию 1 флакон, 12 мл 

5 Буфер 1 для разбавления проб 1 флакон, 60 мл 

6 Буфер 2 для разбавления проб 1 флакон, 60 мл 

7 Промывочный буфер, 10-кратный концентрат 1 флакон, 100 мл 

8 Хромоген-субстратный раствор, готов к использованию 1 флакон, 14 мл 

9 Стоп-реагент 1 флакон, 14 мл 

Примечание – В состав тест-системы вместо хромоген-субстратного раство-
ра могут быть включены раствор хромогена ТМБ (3,3’,5,5’-тетраметилбензидин),  
1 флакон, 0,7 мл, и субстратный буферный раствор, 1 флакон, 14 мл.  

 
2.2 Принцип работы тест-системы. Измерения массовой доли афлатоксина 

М1 выполняют методом конкурентного колориметрического иммуноферментного ана-
лиза (ИФА). Принцип метода основан на измерении оптической плотности градуиро-
вочных растворов и растворов исследуемых проб в ходе проведения ИФА. 

На первой стадии анализа в лунки микротитровального планшета (иммуно-
сорбента), покрытого антителами захвата, добавляются специфические антитела к 
афлатоксину М1, которые биоспецифически адсорбируются в лунках планшета. По-
сле стадий адсорбции антител и промывки добавляют градуировочные растворы и 
растворы проб анализируемых продуктов, подготовленные к анализу. В результате 
иммунохимической реакции происходит связывание афлатоксина М1, присутствую-
щего в растворах, с адсорбированными антителами в лунках. После инкубации и по-
следующей промывки добавляется конъюгат афлатоксина с пероксидазой хрена, 
который взаимодействует со свободными связывающими центрами антител с обра-
зованием иммунного комплекса, количество которого обратно пропорционально со-
держанию афлатоксина М1 в пробах. После инкубации несвязавшиеся реагенты уда-
ляются на стадии промывки. Затем добавляется раствор хромогена/субстрата  
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(тетраметилбензидин/перекись водорода) и связанный конъюгат пероксидазы пре-
вращает бесцветный хромоген в окрашенный продукт. Колориметрическая реакция 
останавливается внесением стоп-реагента (раствор серной кислоты), и синий цвет 
раствора меняется на желтый. Интенсивность окрашивания измеряется микроплан-
шетным спектрофотометром при длине волны 450 нм.  

Измеренная оптическая плотность находится в обратной зависимости от 
концентрации афлатоксина М1 в градуировочном растворе или в растворе исследуе-
мой пробы. Массовая доля афлатоксина М1 в образце определяется по градуировоч-
ной зависимости, построенной с использованием шести градуировочных растворов 
афлатоксина М1, с учетом фактора разведения. 

 
3 МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ ПРИ РАБОТЕ С ТЕСТ-СИСТЕМОЙ 
3.1 При работе с тест-системой следует соблюдать правила работы с хими-

ческими веществами. 
3.2 Необходимо с особой осторожностью обращаться с анализируемыми об-

разцами, экстрактами и стандартами для градуировки, так как они содержат афла-
токсин М1, обладающий канцерогенным, мутагенным, тератогенным эффектами.  

Хлористый метилен, входящий в состав приготавливаемого экстрагирующего 
раствора, является сильным ядом. Не допускайте его контактов с кожей и глазами. В 
случае попадания на тело немедленно промойте пораженный участок большим коли-
чеством воды. 

Стоп-реагент содержит серную кислоту и обладает раздражающим действи-
ем. В случае попадания на кожу и слизистые оболочки пораженный участок следует 
немедленно промыть большим количеством проточной воды. 

Все работы с органическими растворителями должны проводиться в вытяж-
ном шкафу. 

3.3 Рабочие места должны быть обеспечены приточно-вытяжной вентиляци-
ей. 

3.4 При работе следует надевать халат и одноразовые пластиковые или ре-
зиновые перчатки.  

3.5 Химическая посуда и оборудование, которые используют при работе с 
тест-системой, должны быть соответствующим образом промаркированы и храниться 
отдельно. 

3.6 Запрещается прием пищи, использование косметических средств и куре-
ние в помещениях, предназначенных для работы с тест-системой. 

 
4 ПРАВИЛА РАБОТЫ С ТЕСТ-СИСТЕМОЙ 
4.1 Реагенты тест-системы, экстракты проб, градуировочные и другие рас-

творы, применяемые в анализе, необходимо отбирать отдельными наконечниками к 
пипетке. 

4.2 Не допускается использование тест-системы после окончания срока год-
ности.  

4.3 При проведении анализа нельзя использовать реагенты из разных серий 
данной тест-системы или отдельные компоненты из тест-систем других изготовите-
лей. 
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4.4 Для приготовления каждого реагента должна использоваться отдельная 
стеклянная емкость. Вся используемая стеклянная посуда должна быть тщательно 
вымыта хромовой смесью и многократно промыта водопроводной водой и сполосну-
та дистиллированной водой. 

4.5 Необходимо обратить внимание на тщательное, но аккуратное переме-
шивание содержимого каждого компонента. Во всех случаях следует избегать обра-
зования пены. 

4.6 Если выполнение ИФА начато, то все последовательные стадии нужно 
заканчивать, не делая перерывов, соблюдая рекомендуемые ограничения по време-
ни и выдерживая установленную продолжительность инкубации. Следует исключить 
подсыхание лунок на всех этапах проведения ИФА. 

4.7 Во время выполнения ИФА следует избегать попадания прямых солнеч-
ных лучей на рабочие поверхности и не держать компоненты на ярком свету во вре-
мя инкубации или хранения. 

4.8 Поставляемый в составе тест-системы хромоген-субстратный раствор 
перед использованием должен быть бесцветным. Посуду, которая будет в ходе реак-
ции контактировать с этим раствором, отмывают без применения синтетических мо-
ющих средств. Используют только новые наконечники. 

4.9 Необходимо использовать микропланшетный фотометр и дозаторы пи-
петочные переменного объема, поверенные государственной метрологической служ-
бой. 

 
5 ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ 
5.1 При работе с тест-системой следует использовать следующие средства 

измерений, оборудование и материалы. 
Автоматический микропланшетный фотометр, позволяющий измерять опти-

ческую плотность раствора при длине волны 450 нм, с пределом допускаемой по-
грешности измерения оптической плотности не более 5%. 

Весы лабораторные высокого класса точности с погрешностью взвешивания 
не более 0,01 г. 

Восьмиканальный дозатор переменного объема (50–300) мкл с погрешно-
стью дозирования не более 5% со сменными одноразовыми наконечниками. 

Одноканальные дозаторы переменного объема: (5–50) мкл с погрешностью 
дозирования не более 5%, (20–200) мкл с погрешностью дозирования не более 2%, 
(100–1000) мкл с погрешностью дозирования не более 1,5% со сменными одноразо-
выми наконечниками соответствующего объема. 

Водяная баня, обеспечивающая поддержание температуры в пределах (37–
60) °С с точностью ± 5 °С. 

Лабораторный встряхиватель (вортекс), диапазон регулирования скорости 
(0–1800) об/мин. 

Гомогенизатор тканей лабораторный или блендер бытовой. 
Лабораторный ротатор, обеспечивающий частоту вращения до 60 об/мин. 
Центрифуга лабораторная с охлаждением до плюс 10 °С и скоростью вра-

щения до 4000 g (пробирки вместимостью 15 мл).  
Роторный испаритель (необходим, если используется при выпаривании). 
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Магнитная мешалка, частота вращения до 500 об/мин. 
Секундомер или таймер. 
Термостат, поддерживающий температуру (20–25) °С. 
Холодильник бытовой, обеспечивающий температуру (2–8) °С в холодиль-

ной камере и температуру не выше минус 18 °С в морозильной камере. 
Колбы мерные стеклянные вместимостью 100 мл. 
Стаканы стеклянные вместимостью 100 мл и 250 мл. 
Цилиндры стеклянные вместимостью 10 мл и 50 мл. 
Колбы мерные вместимостью 100 мл. 
Пробирки центрифужные вместимостью 15 мл. 
Флаконы из пластмассы вместимостью (20–40) мл с завинчивающейся 

крышкой. 
Пробирки стеклянные вместимостью 10 мл. 
Пробирки полипропиленовые (типа Эппендорф) вместимостью 1,5 мл. 
Бумага индикаторная универсальная. 
Стеклянные емкости с плотно закрывающимися крышками. 
Пленка «парафильм», клейкая лента или крышка для микротитровального 

планшета. 
Чашки Петри стеклянные многоразовые диаметр 100мм, высота 15 мм или 

кюветы для дозирования жидких реагентов при использовании многоканальной пи-
петки. 

Пипетка Пастера. 
Шпатель. 
Штатив для пробирок. 
Перчатки резиновые или пластиковые. 
Вода дистиллированная или деионизованная. 
5.2 Реактивы, необходимые для пробоподготовки. 
Кислота соляная х.ч.  
Натрия гидроокись х.ч. 
Метилен хлористывй (дихлорметан), х.ч. 
Гексан, х.ч. 
Азот газообразный (необходим, если выпаривание производится в токе азо-

та). 
Примечание - Допускается применение другого оборудования и реактивов, 

не уступающих по своим свойствам и качеству приведенным выше. 
 
6 ПОДГОТОВКА К ВЫПОЛНЕНИЮ ИЗМЕРЕНИЙ 
6.1 Приготовление 1 М раствора NaOH 
Навеску гидроокиси натрия массой 4,0 г, взвешенную с точностью до 0,1 г, 

помещают в коническую колбу или стакан вместимостью 250 мл. Приливают 35 мл 
дистиллированной воды, отмеренной цилиндром. После растворения гидроокиси 
натрия раствор охлаждают до комнатной температуры и количественно переносят в 
мерную колбу вместимостью 100 мл и доводят до метки дистиллированной водой.  
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После приготовления раствора его переносят в полиэтиленовую или фторо-
пластовую посуду и хранят при температуре окружающей среды (20-25) °С не более 
трех месяцев. 

6.2 Приготовление 1 M раствора HCl 
В мерную колбу вместимостью 100 мл наливают 50–70 мл дистиллирован-

ной воды, затем добавляют отмеренные пипеткой 8,5 мл концентрированной соляной 
кислоты плотностью 1,18 г/ см3. После перемешивания раствора доводят объем до 
метки дистиллированной водой. При использовании кислоты другой плотности ее 
объем необходимо пересчитать. 

Полученный раствор хранят при температуре окружающей среды  
(20-25) °С не более трех месяцев. 

6.3 Приготовление рабочего промывочного буфера  
Содержимое флакона с концентратом промывочного буфера интенсивно 

встряхивают в течение 10–20 с, в случае образования кристаллов помещают флакон 
на водяную баню при температуре около 37 °С и выдерживают до полного растворе-
ния кристаллов.  

Рабочий промывочный буфер готовят в стакане вместимостью 500 мл, раз-
бавляя концентрат промывочного буфера дистиллированной водой в соотношении 
1+9.  

Раствор переносят в стеклянную ёмкость с плотно закрывающейся крышкой. 
Срок хранения раствора при температуре (2–8) °С – 1 мес. 
6.4 Приготовление хромоген-субстратного раствора (если потребуется). 
Хромоген-субстратную смесь готовят в темных стеклянных или пластмассо-

вых флаконах непосредственно перед использованием. Приготовленный раствор 
хранению не подлежит. 

Раствор хромогена разводят субстратным буферным раствором в 21 раз 
(соотношение по объему 1+20) из расчета 100 мкл на каждую из заданного количе-
ства лунок. Для этого в чистый флакон вместимостью 20 мл вносят необходимое ко-
личество субстратного буферного раствора, добавляют в 20 раз меньшее количество 
раствора хромогена и интенсивно перемешивают в течение (30–40) с. 

Примечание – Субстратный буферный раствор и раствор хромогена могут 
поставляться в одном флаконе в форме готового для использования компонента. 

Приготовленный или поставленный в тест-системе хромоген-субстратный 
раствор необходимо предохранять от попадания света и контакта с металлами или 
ионами металлов. Перед использованием раствор должен быть бесцветным. Посуду, 
которая будет в ходе реакции контактировать с этим раствором, отмывать без при-
менения синтетических моющих средств. Использовать только новые наконечники. 

 
7 ОТБОР ОБРАЗЦОВ И ПОДГОТОВКА ПРОБ 
7.1 Отбор образцов проводят по СТБ 1036 или и другим ТНПА на конкретные 

виды продукции. 
При необходимости отобранные образцы хранят в защищенном от света ме-

сте при температуре от 2 °С до 8 °С не более 3 сут или в замороженном виде при 
температуре не выше минус 18 °С не более 14 сут. Перед проведением подготовки 
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проб замороженные образцы должны быть разморожены при температуре от 2 °С до 
8 °С. 

7.2 Подготовка проб сырого, стерилизованного и пастеризованного молока 
Доводят температуру образца до (20–25) °С, выдерживая при комнатной 

температуре. Образцы молока в объеме 10 мл отбирают в центрифужные пробирки 
вместимостью 15 мл, не допуская вспенивания. Далее образцы центрифугируют 
10 мин, 4000 g, при 10 °С. При отсутствии центрифуги с охлаждением необходимо 
перед центрифугированием выдержать образцы в морозильной камере в течение 
(10–15) мин, охлаждая их до температуры от 2 °С до 4 °С, контролируя температуру 
термометром. Не допускается замораживание пробы. 

После центрифугирования полностью удаляют верхний жировой слой пипет-
кой Пастера или шпателем. Затем отбирают аликвоту объемом 1,0 мл обезжиренного 
молока в чистую пробирку. 

Для обезжиренного молока описанную выше процедуру по удалению жира 
не производят. 

Полученные растворы проб обезжиренного молока используются для прове-
дения ИФА. Допускается хранение подготовленных проб при температуре окружаю-
щей среды (20±5) °С не более двух часов. 

7.3 Подготовка проб сухого молока 
Доводят температуру образца до (20–25) °С, выдерживая при комнатной 

температуре. Взвешивают 10,0 г сухого молока и вносят в стаканы, порциями по  
5–10 мл добавляют дистиллированную воду, нагретую до температуры (40±2) °С, 
перемешивая содержимое стеклянной палочкой до полного растворения образца. 
После растворения сухого молока растворы из стаканов охлаждают до температуры 
образца (20–25) °С и количественно переносят в мерные колбы вместимостью 
100 мл, доводят до метки дистиллированной водой и тщательно перемешивают. По-
сле того, как раствор станет комнатной температуры, доводят объем до 100 мл и еще 
раз перемешивают. До начала анализа оставляют продукт в восстановленном виде 
минимум на 15 мин. Далее проводят процедуру обезжиривания по п. 7.2. 

 Для сухого обезжиренного молока описанную выше процедуру по удалению 
жира не производят. 

Полученные растворы проб обезжиренного молока используются для прове-
дения ИФА. Допускается хранение подготовленных проб при температуре окружаю-
щей среды (20±5) °С не более двух часов. 

7.4 Приготовление проб детского питания на основе сухого молока 
7.4.1 Восстановление детского питания на основе сухого молока 
Доводят температуру образца до (20–25) °С, выдерживая при комнатной 

температуре. Взвешивают 10,0 г сухой смеси и вносят в стаканы, порциями по  
5–10 мл добавляют дистиллированную воду, нагретую до температуры (40±2) °С, 
перемешивая содержимое стеклянной палочкой до полного растворения образца. 
После растворения сухой смеси растворы из стаканов охлаждают до температуры 
образца (20–25) °С и количественно переносят в мерные колбы вместимостью 
100 мл, доводят до метки дистиллированной водой и тщательно перемешивают. По-
сле того, как раствор станет комнатной температуры, доводят объем до 100 мл и еще 
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раз перемешивают. До начала анализа оставляют продукт в восстановленном виде 
минимум на 15 мин.  

Полученные растворы проб восставленной смеси используются для подго-
товки проб для проведения ИФА. Допускается хранение восстановленной смеси при 
температуре окружающей среды (20–25) °С не более двух часов. 

7.4.2 Подготовка проб к анализу  
Отбирают две параллельные пробы объемом 2,0 мл и помещают в полипро-

пиленовые пробирки для центрифугирования вместимостью 15 мл. Добавляют в про-
бирки 8 мл дихлорметана, плотно закрывают пробирки завинчивающимися пробками 
и перемешивают переворачиванием на ротаторе при 30 об./мин в течение 15 мин при 
температуре (20–25) °С. Затем пробирки центрифугируют в режиме: 20–25 °С, 4000 g, 
10 мин. После центрифугирования из каждой пробирки полностью удаляют верхний 
слой пипеткой Пастера или дозатором и отбирают дозатором нижнюю фазу (дихлор-
метановый экстракт) объемом 4 мл, который переносят в стеклянные пробирки вме-
стимостью 10 мл. Выпаривают досуха дихлорметан из пробирок в токе азота на во-
дяной бане при температуре плюс (55 ±5) °С. Допускается проводить выпаривание на 
роторном испарителе или выпаривать экстракт досуха в полипропиленовых пробир-
ках для центрифугирования, вместимостью 15 мл, на водяной бане при температуре 
плюс (55 ±5) °С в вытяжном шкафу. Растворяют осадок в пробирках добавлением 
1,0 мл буфера 2. В случае использования роторного испарителя или стеклянных про-
бирок для выпаривания смесь переносят в центрифужные пробирки вместимостью  
15 мл.  

Перемешивают содержимое на вортексе при 150 – 200 об./мин в течение 
1 мин, после чего добавляют 1 мл н-гексана. Полученную смесь снова перемешивают 
на вортексе в течение 1–2 мин до полного растворения осадка. Затем пробирки цен-
трифугируют в режиме: (20–25) °С, 4000 g, 10 мин. После центрифугирования полно-
стью удаляют верхний слой гексана пипеткой Пастера или дозатором. 

Отбирают аликвоту буферного слоя объемом 0,5 мл в чистые пробирки и ис-
пользуют для проведения ИФА. Допускается хранение подготовленных проб при 
температуре окружающей среды (20–25) °С не более одного часа. 

7.5 Приготовление проб кефира, сметаны, йогурта, варенца, простокваши, 
ряженки, айрана 

Доводят температуру образца до (20–25) °С, выдерживая при комнатной 
температуре. При наличии в образцах йогурта частиц твердой консистенции их от-
брасывают. Перед взятием навески испытуемый образец тщательно перемешивают.  

Взвешивают навеску массой 5,0 г в центрифужной пробирке вместимостью 
15 мл и добавляют 5 мл дистиллированной воды. Содержимое пробирок тщательно 
перемешивают на вортексе и центрифугируют пробы в следующем режиме: 10 °С, 
4000 g, 10 мин. При отсутствии центрифуги с охлаждением пробы перед центрифуги-
рованием выдерживают в морозильной камере холодильника в течение 10–15 мин, 
охлаждая их до температуры от 2 °С до 4 °С, контролируя температуру термометром. 
Не допускается замораживание пробы. После центрифугирования полностью удаля-
ют верхний жировой слой пипеткой Пастера или шпателем. 

Аккуратно отбирают аликвоту обезжиренного раствора объемом 0,2 мл в чи-
стую пробирку, в которые предварительно добавляют 0,2 мл буфера 1 для разбавле-
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ния проб и перемешивают на вортексе. Подготовленные растворы используют для 
проведения ИФА. Допускается хранение подготовленных растворов проб при темпе-
ратуре окружающей среды (20–25) °С не более одного часа. 

7.6 Приготовления проб молочной сыворотки, восстановленной сухой мо-
лочной сыворотки, пахты, коктейлей на молочной основе 

7.6.1 Восстановление сухой молочной сыворотки 
Доводят температуру образца до (20–25) °С, выдерживая при комнатной 

температуре. Взвешивают 6,25 г сухой молочной сыворотки и вносят в стаканы, пор-
циями по 10–20 мл добавляют дистиллированную воду, нагретую до температуры 
40 °С, перемешивая содержимое стеклянной палочкой до полного растворения об-
разца. После растворения сухой молочной сыворотки растворы из стаканов охла-
ждают до температуры образца (20–25) °С и количественно переносят в мерные кол-
бы вместимостью 100 мл, доводят до метки дистиллированной водой и тщательно 
перемешивают. После того, как раствор станет комнатной температуры, доводят 
объем до 100 мл и еще раз перемешивают. До начала анализа оставляют продукт в 
восстановленном виде минимум на 15 мин. 

Полученные растворы проб восставленной сухой молочной сыворотки ис-
пользуются для подготовки проб для проведения ИФА. Допускается хранение вос-
становленной сухой молочной сыворотки при температуре окружающей среды  
(20–25) °С не более двух часов. 

7.6.2 Подготовка проб к анализу  
Измеряют уровень рН молочной сыворотки, восстановленной сухой молоч-

ной сыворотки, пахты и доводят рН отобранного образца до значений 6,5-7,0 добав-
ляя по каплям 1 М раствор NaOH. 

Взвешивают навеску массой 5,0 г в центрифужной пробирке вместимостью 
15 мл и добавляют 5 мл дистиллированной воды. Содержимое пробирок тщательно 
перемешивают на вортексе и центрифугируют пробы в следующем режиме: 10 °С, 
4000 g, 10 мин. При отсутствии центрифуги с охлаждением пробы перед центрифуги-
рованием выдерживают в морозильной камере холодильника в течение 10–15 мин, 
охлаждая их до температуры от 2 °С до 4 °С, контролируя температуру термометром. 
Не допускается замораживание пробы. После центрифугирования полностью удаля-
ют верхний жировой слой пипеткой Пастера. 

Отбирают аликвоту объемом 0,2 мл раствора переносят в пробирку, добав-
ляют 0,2 мл буфера 2 для разбавления проб и перемешивают на вортексе. Подго-
товленные растворы используют для ИФА. Допускается хранение подготовленных 
растворов проб при температуре окружающей среды (20–25) °С не более одного ча-
са. 

7.7 Приготовление проб сыра 
Доводят температуру образца до (20–25) °С, выдерживая при комнатной 

температуре. Отделяют тесто от корки, полимерно-парафинового или воскового 
сплава, срезают верхнюю поверхность с признаками плесени, после чего гомогени-
зируют с помощью гомогенизатора или блендера или измельчают с использованием 
терки.  

Взвешивают 2,0 г гомогенизированного образца в центрифужных пробирках 
вместимостью 15 мл.  Добавляют в пробирки 8 мл дихлорметана, плотно закрывают 
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пробирки завинчивающими пробками и перемешивают переворачиванием на ротато-
ре при 30 об./мин в течение 15 мин при температуре (20–25) °С. После этого пробир-
ки выдерживают на водяной бане при температуре (55 ±5) °С в течение 15 мин, пять 
или шесть раз интенсивно перемешивая содержимое на вортексе. Затем пробирки 
центрифугируют в режиме: (20–25) °С, 4000 g, 10 мин. После центрифугирования из 
каждой пробирки полностью удаляют верхний слой и отбирают дозатором или пипет-
кой нижнюю фазу (дихлорметановый экстракт) объемом 4,0 мл, который переносят в 
стеклянные пробирки вместимостью 10 мл. Выпаривают досуха дихлорметан из про-
бирок в токе азота на водяной бане при температуре плюс (55 ±5) °С. Допускается 
проводить выпаривание на роторном испарителе или выпаривать экстракт досуха в 
полипропиленовых пробирках для центрифугирования, вместимостью 15 мл, на во-
дяной бане при температуре плюс (55 ±5) °С в вытяжном шкафу. Растворяют осадок 
в пробирках добавлением 1,0 мл буфера 1. В случае использования роторного испа-
рителя или стеклянных пробирок для выпаривания смесь переносят в центрифужные 
пробирки вместимостью 15 мл.  

Перемешивают содержимое на вортексе при 150–200 об/мин в течение 
1 мин, после чего добавляют 1 мл н-гексана. Полученную смесь снова перемешивают 
на вортексе в течение 1–2 мин до полного растворения осадка. Затем пробирки цен-
трифугируют в режиме: (20–25) °С, 4000 g, 10 мин. После центрифугирования полно-
стью удаляют верхний слой гексана пипеткой Пастера или дозатором. 

Отбирают аликвоту буферного слоя объемом 0,05 мл в чистые пробирки, в 
которые предварительно добавляют 0,45 мл буфера 1 для разбавления проб. Полу-
ченные пробы используют для проведения ИФА. Допускается хранение подготовлен-
ных растворов проб при температуре окружающей среды (20–25) °С не более одного 
часа. 

7.8 Приготовление проб сливочного масла 
Образцы масла сливочного, охлажденные до температуры не более минус 

10 °С, измельчают с помощью терки, перемешивают и доводят температуру до  
(20–25) °С, выдерживая при комнатной температуре. 

Взвешивают образец массой 1,0 г и помещают в центрифужные пробирки 
вместимостью 15 мл. Добавляют 8 мл дихлорметана, плотно закрывают пробирки 
завинчивающими пробками и перемешивают переворачиванием на ротаторе при 
30 об/мин в течение 15 мин при температуре (20–25) °С. После этого пробирки вы-
держивают на водяной бане при температуре (55 ±5) °С в течение 15 мин, пять или 
шесть раз интенсивно перемешивая содержимое на вортексе. Затем пробирки цен-
трифугируют в режиме: 20–25 °С, 4000 g, 10 мин. После центрифугирования из каж-
дой пробирки полностью удаляют верхний слой и отбирают дозатором или пипеткой 
нижнюю фазу (дихлорметановый экстракт) объемом 4,0 мл, который переносят в 
стеклянные пробирки вместимостью 10 мл. Выпаривают досуха дихлорметан из про-
бирок в токе азота на водяной бане при температуре плюс (55 ±5) °С. Допускается 
проводить выпаривание на роторном испарителе или выпаривать экстракт досуха в 
полипропиленовых пробирках для центрифугирования, вместимостью 15 мл, на во-
дяной бане при температуре плюс (55 ±5) °С в вытяжном шкафу. Растворяют осадок 
в пробирках добавлением 1,0 мл буфера 1. В случае использования роторного испа-
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рителя или стеклянных пробирок для выпаривания смесь переносят в центрифужные 
пробирки вместимостью 15 мл.  

Перемешивают содержимое на вортексе при 150–200 об/мин в течение 
1 мин, после чего добавляют 1 мл н-гексана. Полученную смесь снова перемешивают 
на вортексе в течение 1–2 мин до полного растворения осадка. Затем пробирки цен-
трифугируют в режиме: (20–25) °С, 4000 g, 10 мин. После центрифугирования полно-
стью удаляют верхний слой гексана пипеткой Пастера или дозатором. 

Проводят процедуру обезжиривания проб еще раз, добавляя к раствору 1 мл 
н-гексана. Полученную смесь снова перемешивают на вортексе в течение 1–2 мин и 
затем центрифугируют в режиме: 20–25 °С, 4000 g, 10 мин. После центрифугирова-
ния полностью удаляют верхний слой гексана пипеткой Пастера или дозатором. 

Отбирают аликвоту буферного слоя объемом 0,2 мл в чистые пробирки, в ко-
торые предварительно вносят 0,3 мл буферного раствора 1. Полученные пробы пе-
ремешивают на вортексе и используют для проведения ИФА. Допускается хранение 
подготовленных растворов проб при температуре окружающей среды (20–25) °С не 
более одного часа. 

7.9 Приготовление проб творога, творожной пасты, творожной массы, пудин-
гов, сгущенного молока, сливок, десертов на молочной основе и мороженого на мо-
лочной основе 

Доводят температуру образца до (20–25) °С, выдерживая при комнатной 
температуре. При наличии в образцах частиц твердой консистенции и немолочных 
компонентов их отбрасывают. Образцы творога гомогенизируют с помощью гомоге-
низатора или блендера. Перед взятием навески испытуемый образец тщательно пе-
ремешивают.  

Взвешивают образец массой 1,0 г и помещают в центрифужные пробирки 
вместимостью 15 мл. Добавляют 8 мл дихлорметана, плотно закрывают пробирки 
завинчивающими пробками и перемешивают переворачиванием на ротаторе при 
30 об/мин в течение 15 мин при температуре (20–25) °С. После этого пробирки вы-
держивают на водяной бане при температуре (55 ±5) °С в течение 15 мин, пять или 
шесть раз интенсивно перемешивая содержимое на вортексе. Затем пробирки цен-
трифугируют в режиме: (20–25) °С, 4000 g, 10 мин. После центрифугирования из каж-
дой пробирки полностью удаляют верхний слой и отбирают дозатором или пипеткой 
нижнюю фазу (дихлорметановый экстракт) объемом 4,0 мл, который переносят в 
стеклянные пробирки вместимостью 10 мл. Выпаривают досуха дихлорметан из про-
бирок в токе азота на водяной бане при температуре плюс (55 ±5) °С. Допускается 
проводить выпаривание на роторном испарителе или выпаривать экстракт досуха в 
полипропиленовых пробирках для центрифугирования, вместимостью 15 мл, на во-
дяной бане при температуре плюс (55 ±5) °С в вытяжном шкафу. Растворяют осадок 
в пробирках добавлением 1,0 мл буфера 2. В случае использования роторного испа-
рителя или стеклянных пробирок для выпаривания смесь переносят в центрифужные 
пробирки вместимостью 15 мл.  

Перемешивают содержимое на вортексе при 150–200 об/мин в течение 
1 мин, после чего добавляют 1 мл н-гексана. Полученную смесь снова перемешивают 
на вортексе в течение 1–2 мин до полного растворения осадка. Затем пробирки цен-
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трифугируют в режиме: (20–25) °С, 4000 g, 10 мин. После центрифугирования полно-
стью удаляют верхний слой гексана пипеткой Пастера или дозатором. 

Проводят процедуру обезжиривания проб еще раз, добавляя к раствору 1 мл 
н-гексана. Полученную смесь снова перемешивают на вортексе в течение 1–2 мин и 
затем центрифугируют в режиме (20–25)°С, 4000 g, 10 мин. После центрифугирова-
ния полностью удаляют верхний слой гексана пипеткой Пастера или дозатором. 

Отбирают аликвоту буферного слоя объемом 0,2 мл в чистые пробирки, в ко-
торые предварительно вносят 0,3 мл буфера 2. Полученные пробы перемешивают на 
вортексе и используют для проведения ИФА. Допускается хранение подготовленных 
растворов проб при температуре окружающей среды (20–25) °С не более одного ча-
са. 

 
 
8 ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ АНАЛИЗА 
8.1 Перед выполнением ИФА компоненты тест-системы и подготовленные 

реагенты выдерживают при температуре (20–25) °С в течение 60 мин без доступа 
света. Перед использованием жидкие реагенты и пробы тщательно перемешивают 
легким встряхиванием, избегая образования пены. 

8.2 Составляют схему расположения лунок для градуировочных растворов и 
растворов проб в микропланшетах согласно таблице 2, с учетом того, что для каждо-
го градуировочного раствора требуются две лунки и по одной лунке для каждой из 
параллельных проб образца. 

Таблица 2– Схема расположения лунок  

Лунка 
Номер стрипа 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A С1 С1 П3 П3 П11 П11       

B С2 С2 П4 П4 П12 П12       

C С3 С3 П5 П5 П13 П13       

D С4 С4 П6 П6 П14 П14       

E С5 С5 П7 П7 П15 П15       

F С6 С6 П8 П8 П16 П16       

G П1 П1 П9 П9 П17 П17       

H П2 П2 П10 П10 П18 П18       

 
Примечания: 
1 С1–С6 – градуировочные растворы в лунках A–F стрипов №1 и №2, П1–П18 

– растворы проб в лунках G–H стрипов №1 и №2 и в лунках A–H стрипов №3 - № 6. 
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2 Для проведения исследований рекомендуется использовать 8-канальную 
пипетку. Не следует использовать более шести стрипов в одной группе исследова-
ний.  

 
8.3 Подготовка иммуносорбента 
Планшетный иммуносорбент освобождают от упаковочного пакета. Необхо-

димое для проведения анализа количество стрипов вставляют в рамку. Оставшиеся 
неиспользованными стрипы немедленно помещают в фольгированный пакет, закле-
ивают его клейкой лентой и хранят в холодильнике при температуре (2–8) °С в тече-
ние 6 месяцев, но не дольше срока годности тест-системы. 

 
9 ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА 
Выполняют ИФА согласно приведенной в таблице 4 схеме и описаниям эта-

пов.  
9.1 В каждую лунку иммуносорбента (далее планшета) вносят отобранные 

дозатором аликвоты раствора антител объемом 100 мкл.  
Заклеивают планшет изолирующим листком или закрывают крышкой и инку-

бируют при температуре (20–25) °С в течение 15 мин в термостате или на воздухе, 
исключая попадание света на планшет. Не допускается встряхивание или постукива-
ние планшетом по столу. 

9.2 По окончании времени инкубации удаляют растворы из всех лунок путем 
резкого переворачивания планшета и удаления жидкости путем энергичного трех-
кратного постукивания по поверхности стола, покрытой сухой фильтровальной бума-
гой. Затем с помощью многоканального дозатора проводят 3-кратное промывание 
планшета: по 250 мкл на одно промывание лунки рабочим промывочным буфером, 
приготовленным по п.6.3, который предварительно вносят в чистую ванночку в объе-
ме из расчета 6,5 мл на один стрип. 

При промывании планшета необходимо контролировать заполнение всех 
лунок и полное удаление жидкости, не допуская переполнения лунок и перетекания 
промывочного раствора между ними. Остатки жидкости удаляют, постукивая планше-
том по ровной поверхности, покрытой фильтровальной бумагой. 

Примечание – В процессе работы следует избегать высыхания лунок в пере-
рывах между отдельными этапами работы и увеличения длительности перерывов. 
Точность результатов измерений зависит от равномерного промывания лунок, по-
этому следует тщательно соблюдать процесс промывки. Рекомендуется проводить 
эту процедуру с помощью устройства для промывки планшетов, задавая следующие 
параметры программы: количество циклов промывки – 3, объем используемого про-
мывочного раствора – 250 мкл. 

9.3 В лунки промытого планшета в соответствии с их маркировкой однока-
нальным дозатором вносят  две аликвоты по 100 мкл градуировочных растворов в 
порядке возрастания их концентраций и подготовленные растворы двух параллель-
ных проб анализируемых образцов.  

Заклеивают планшет пленкой или закрывают крышкой и инкубируют в тече-
ние 30 мин в термостате или на воздухе способом, исключающим попадание света, 
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при температуре (20–25) °С. Не допускается встряхивания или постукивания планше-
том по столу. По окончании времени инкубации промывают планшет согласно п. 9.2.  

9.4 В каждую лунку промытого планшета вносят отобранные дозатором 
аликвоты раствора конъюгата объемом 100 мкл.  

Заклеивают планшет пленкой или закрывают крышкой и инкубируют в тече-
ние 15 мин в термостате или на воздухе способом, исключающим попадание света, 
при температуре (20–25) °С. Не допускается встряхивания или постукивания планше-
том по столу. По окончании времени инкубации промывают планшет согласно п. 9.2. 

9.5 В чашку Петри или пластмассовую кювету дозатором вносят хромоген-
субстратный раствор, поставленный в готовом к использованию виде, или приготов-
ленную в соответствии с п.6.4 хромоген-субстратную смесь в объеме из расчета 
1,0 мл на стрип.  

В каждую лунку промытого планшета восьмиканальным дозатором вносят 
100 мкл хромоген-субстратного раствора. Аккуратно круговыми движениями планше-
та по поверхности стола перемешивают содержимое. Заклеивают планшет пленкой 
или закрывают крышкой и инкубируют в течение 15 мин в термостате или на воздухе 
способом, исключающим попадание света, при температуре (20–25) °С. Отсчет вре-
мени инкубации начинают немедленно после окончания внесения этого раствора. 

9.6 Останавливают ферментативную реакцию путем добавления во все лун-
ки планшета по 100 мкл стоп-реагента, предварительно внесенного в чашку Петри 
или пластмассовую кювету из расчета 1 мл на стрип. Растворы в лунках перемеши-
вают круговыми движениями планшета по поверхности лабораторного стола. 

9.7 В течение не более 15 мин после остановки реакции измеряют в план-
шетном спектрофотометре оптическую плотность растворов в лунках при длине  
волны 450 нм. 

 
10. РАСЧЕТЫ, ГРАФИЧЕСКИЕ ПОСТРОЕНИЯ И ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕ-

ЗУЛЬТАТОВ 
10.1 Расчеты без использования программного обеспечения 
Находят средние арифметические значения оптической плотности для каж-

дой пары лунок, содержащих градуировочные растворы и пробы исследуемых образ-
цов продуктов, и определяют процент связывания относительно градуировочного 
раствора, не содержащего афлатоксин М1:  

𝐵𝐵𝑖𝑖
𝐵𝐵1
∙ 100 %;  𝐵𝐵𝑥𝑥

𝐵𝐵1
∙ 100 % ,                        (1) 

 где     – В1 – средняя оптическая плотность градуировочного раствора С1;  
Вi – средняя оптическая плотность i-го градуировочного раствора  

(i = 2,3,4,5,6);  
Вx – оптическая плотность раствора пробы. 
Строят градуировочную кривую в полулогарифмических координатах, откла-

дывая по линейной оси ординат значения Вi/B1 в процентах, а по логарифмической 
оси абсцисс – значения концентраций афлатоксина М1, выраженные в нг/л в соответ-
ствующих градуировочных растворах. 
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По рассчитанным значениям процента связывания для раствора пробы по 
градуировочному графику определяют концентрацию афлатоксина М1 в пробе. Фак-
тическое значение массовой доли афлатоксина М1 в пробе Х, нг/кг, получают путем 
умножения полученного результата на соответствующий фактор разбавления, при-
веденный в таблице 3. 

Расчеты выполняют до второго десятичного знака 
За окончательный результат измерений Х принимают среднее арифметиче-

ское результатов единичных измерений параллельных проб образца по формуле: 
 

Х = Х1+Х2
2

  ,                                                       (2) 

где– Х1, Х2 – результаты единичных измерений массовой доли афлатоксина М1 в па-
раллельных пробах образца, нг/кг. 

Окончательный результат измерений округляют до первого десятичного зна-
ка. 

 
 
Таблица 3 – Факторы разбавления 

Виды продукции Фактор 
 разбавления 

Молоко сырое, пастеризованное, стерилизованное и сухое вос-
становленное молоко, восстановленное детское питание на ос-
нове сухого молока  

1 

Сыр, молоко сухое (в пересчете на сухой продукт) 10 
Масло сливочное  5 
Кефир, сметана, йогурт, варенец, простокваша, ряженка, айран, 
молочная сыворотка, восстановленная сухая молочная сыворот-
ка, пахта, коктейли на молочной основе 

4  

Творог, творожная паста, творожная масса, пудинг, сгущенное 
молоко, сливки, десерты на молочной основе, мороженое на мо-
лочной основе 

5 

 
Если окончательный результат измерений 𝑋𝑋� оказывается меньше, чем зна-

чение нижней границы диапазона измерений, приведенного в разделе 11, то дается 
односторонняя оценка массовой доли афлатоксина М1 в образце в следующем виде. 

Для сырого, пастеризованного, стерилизованного, восстановленного сухого 
молока, восстановленного детского питания на основе сухого молока –  
менее 5,0 нг/кг. 

Для сыра, сухого молока (в пересчете на сухой продукт) – менее 50,0 нг/кг. 
Для масла сливочного – менее 25,0 нг/кг. 
Для кефира, сметаны, йогурта, варенца, простокваши, ряженки, айрана, мо-

лочной сыворотки, восстановленной сухой молочной сыворотки, пахты, коктейлей на 
молочной основе – менее 20,0 нг/кг; 
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Для творога, творожной пасты, творожной массы, пудингов, сгущенного мо-
лока, сливок, десертов на молочной основе и мороженого на молочной основе – ме-
нее 25,0 нг/кг. 

10.2 Расчеты с использованием программного обеспечения 
Обработку результатов измерений можно производить с помощью про-

граммного обеспечения “RIDA Soft Win” (R-Biopharm AG, Германия), поставляемого 
ОДО «КомПродСервис», и при технической помощи официального представителя 
поставщика. 

 
11 ТЕХНИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ И АНАЛИТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ 

ТЕСТ-СИСТЕМЫ 
11.1 Параметры ИФА для градуировочных растворов афлатоксина М1: свя-

зывание конъюгата – от 1,0 до 2,8 о.е; В2/В1 – от 70 до 95 %, В6/В1 – от 5 до 35 %. 
11.2 Минимальная концентрация афлатоксина М1 в градуирочных растворах, 

достоверно измеряемая с помощью тест-системы составляет 5,0 нг/л. 
11.3 Специфичность. В тест-системе ПРОДОСКРИН® ИФА-АФЛАТОКСИН М1 

используются высокоспецифичные антитела. Относительно афлатоксина М1 (100 %) 
значения кросс-реактивностей для афлатоксина М 2 – менее 10 %, для афлатоксинов 
В1, B2, G1 и G2 – менее 1 %. 

11.4 Извлечение (открытие) добавки афлатоксина М1 в холостом образце 
продукта – не менее 75 %. 

11.5 Повторяемость (коэффициент вариации) результатов определения 
афлатоксина М1 в контрольных пробах различных видов продуктов в одной постанов-
ке ИФА не превышает 15 %.  

11.6 Воспроизводимость (коэффициент вариации) результатов определения 
афлатоксина М1 в контрольных пробах различных видов продуктов в нескольких по-
становках ИФА в нескольких лабораториях не превышает 25 %. 

11.7 Пределы количественного определения афлатоксина М1 в молоке и мо-
лочных продуктах составляют: 

- молоко сырое, пастеризованное, стерилизованное и сухое восстановлен-
ное, восстановленное детское питание на основе сухого молока – 5,0 нг/кг; 

- сыр, сухое молоко (в пересчете на сухой продукт) – 50,0 нг/кг; 
- масло сливочное – 25,0 нг/кг; 
- кефир, сметана, йогурт, варенец, простокваша, ряженка, айран, молочная 

сыворотка, восстановленная сухая молочная сыворотка, пахта, коктейли на молочной 
основе – 20,0 нг/кг; 

- творог, творожная паста, творожная масса, пудинг, сгущенное молоко, 
сливки, десерты на молочной основе, мороженое на молочной основе –  
25,0 нг/кг. 

 
12 УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ ТЕСТ-СИСТЕМЫ 
12.1 Тест-систему хранят в упаковке изготовителя при температуре  

(2–8) °С в течение всего срока годности, замораживания не допускают. 
12.2 Срок годности тест-системы – 12 месяцев от даты изготовления. 



Таблица 4 – Схема анализа 
Разбавление концентрата 
промывочного буфера 

 

Разбавить необходимое количество кон-
центрата промывочного буфера дистил-
лированной водой 

Иммуносорбент 

Подготовка иммуносорбента 

 

Вставить необходимое количество стри-
пов с иммобилизованными антителами 
захвата 

Внесение раствора антител   Добавить по 100 мкл  антител в каждую 
лунку  

Инкубация  Выдержать при температуре (20–25) °С 
в темноте в течение 15 мин 

Промывание  Промыть три раза промывочным раство-
ром порциями по 250 мкл на каждую лунку  

Внесение градуировочных 
растворов и растворов ис-
следуемых проб  

Добавить по 100 мкл градуировочного 
раствора или раствора пробы в соответ-
ствующую лунку 

Инкубация 
 

Выдержать при температуре (20–25) °С 
в темноте в течение 30 мин 

Промывание 

 

Промыть три раза промывочным раство-
ром порциями по 250 мкл на каждую лунку 

Внесение раствора конъюга-
та  

Добавить по 100 мкл раствора конъюгата 
в каждую лунку 

Инкубация 
 

Выдержать при температуре (20–25) °С 
в темноте в течение 15 мин 

Промывание 

 

Промыть три раза промывочным раство-
ром порциями по 250 мкл на каждую лунку  

Внесение хромоген-
субстратного раствора 

 

Добавить по 100 мкл в каждую лунку и 
выдержать 15 мин в темноте при темпе-
ратуре (20–25) °С.   

Внесение стоп-реагента 

 

Добавить по 100 мкл в каждую лунку  

Измерение оптической плот-
ности  

Измерить на микропланшетном фотомет-
ре, длина волны 450 нм 

 


