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Разработана методика поляризационного флуоресцентного иммуноанализа для определения ан-
тибиотика тилозина в мёде. С этой целью проведена иммунизация кроликов конъюгатом тило-
зина с бычьим сывороточным альбумином, получены антисыворотки. Оптимизированы условия 
взаимодействия антисывороток в конкурентном формате с тилозином в пробе и с тилозином, 
меченным флуоресцеином. Разработанная методика характеризуется пределом обнаружения 
тилозина 34.7 нг/мл и рабочим диапазоном определяемых концентраций от 65.2 до 564.0 нг/мл. 
Показана высокая воспроизводимость измерений с помощью портативного детектора: значения 
относительного стандартного отклонения (sr) лежат в диапазоне 1.5–2.5%. Методика апробиро-
вана на образцах меда; процент открытия варьировал от 98 до 103.8%. Продолжительность ана-
лиза без учета подготовки проб – 10 мин. 
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Антибиотики широко применяются в ветерина-
рии для борьбы с бактериальными инфекциями [1]. 
При этом распространенным стало добавление ан-
тибиотиков в корма для того чтобы обеспечить не 
только лечение, но и профилактику инфекций [2]. 
Следствием этого является развитие резистентной 
микрофлоры в организме конечного потребителя 
[3, 4]. При несоблюдении дозирования и наруше-
нии сроков ожидания после применения препарата 
антибиотики попадают в продукты питания – мясо, 
молоко, яйца и др. [5–7].

Важной проблемой является контамина-
ция антибиотиками продукции пчеловодства, 
что обусловлено сложностями мониторинга 

заболеваемости и массовым профилактическим 
применением. В мёде и другой продукции пче-
ловодства обнаруживаются антибиотики разных 
классов – бета-лактамы (пенициллин, ампицил-
лин), амфениколы (тиамфеникол, хлорамфеникол), 
тетрациклины (окситетрациклин, тетрациклин), 
макролиды (тилозин, эритромицин) и аминогли-
козиды, фторхинолоны (ципрофлоксацин, энро-
флоксацин) и др. [8, 9].

К широко используемым в пчеловодстве ан-
тибиотикам относится тилозин – бактериостати-
ческий препарат из группы макролидов, блоки-
рующий биосинтез белков вследствие образова-
ния комплекса с 50S‑субъединицей рибосом [10]. 
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Низкая скорость трансформации и перенос по 
пищевым цепям обусловливают угрозы попадания 
этого соединения в организм человека [11–13]. Уста-
новленные токсические эффекты тилозина [14, 15] 
привели к разработке нормативных документов, ре-
гулирующих предельно допустимые уровни потребле-
ния и концентрации этого антибиотика в продуктах 
питания. Согласно законодательству Евразийского 
Экономического Союза присутствие остаточных ко-
личеств тилозина в мёде не допускается [16].

В соответствии с указанными требованиями 
для контроля тилозина разработаны методики, 
использующие ВЭЖХ с масс-спектрометрическим 
детектированием [17, 18], инфракрасную спектро-
скопию [19] и др., характеризующиеся высокой 
чувствительностью и селективностью и дающие 
возможность подтвердить структуру определяемого 
соединения [20–22]. Однако из-за необходимо-
сти использования дорогого специализирован-
ного оборудования, сложной пробоподготовки 
(включающей как жидкостную, так и твердофаз-
ную экстракцию), высокой стоимости анализа 
и значительным временным интервалом между 
отбором проб и получением результатов данные 
методики непригодны для широкомасштабного 
первичного скринингового тестирования. Эта 
задача решается при использовании альтернатив-
ных методов – иммунохимических, позволяющих 
минимизировать либо исключить пробоподготовку, 
быстро осуществлять необходимые взаимодействия 
в присутствии компонентов тестируемых проб 
и регистрировать их результаты простыми, в том 
числе портативными (переносными), детекторами 
[23–25]. При контроле антибиотиков, в том числе 
тилозина, в пищевой продукции наиболее широко 
применяют иммуноферментный анализ (ИФА) 
[26–28], иммунохроматографический анализ (ИХА) 
[29–31] и поляризационный флуоресцентный им-
муноанализ (ПФИА) [32] Особенностью ПФИА, 
отличающей его от ИФА и ИХА, является прове-
дение всех взаимодействий в растворе без диффу-
зионно-контролируемого формирования детек-
тируемых комплексов на поверхности носителя 
и без разделения прореагировавших и непроре-
агировавших компонентов реакционной смеси. 
При этом формирование иммунных комплексов, 
отражающее наличие целевого аналита в пробе, 
регистрируется в режиме реального времени без 
дополнительных реагентов и взаимодействий. 
Эти особенности ПФИА делают его относитель-
но простым и экспрессным методом, что опреде-
ляет интерес к его применению для мониторинга 
безопасности пищевой продукции [33].

Поляризационный флуоресцентный иммуноа-
нализ для определения низкомолекулярных антиге-
нов основан на конкуренции между содержащимся 
в пробе аналитом и его производным, меченным 
флуорофором, за связывание с антителами. Реак-
ционная смесь облучается плоскополяризованным 
светом, возбуждающим флуорофор, и регистри-
руется поляризация излучаемого света. Величина 
поляризации флуоресценции при постоянной 
температуре и вязкости зависит только от размеров 
флуоресцирующей молекулы или содержащего ее 
комплекса, поэтому при формировании комплекса 
антитела и аналита, меченного флуоресцентной 
меткой, поляризация флуоресценции изменяет-
ся, а степень этого изменения определяется кон-
центрацией в пробе аналита, конкурирующего за 
связывание с антителом [33].

Основной областью применения ПФИА яв-
ляется медицинская диагностика – мониторинг 
уровней низкомолекулярных фармацевтических 
препаратов и регуляторов метаболизма в биологи-
ческих жидкостях [34, 35]. В ряде работ показана 
эффективность ПФИА для контроля пищевой 
продукции на содержание остаточных количеств 
антибиотиков [36], токсинов [37], пестицидов [38], 
гормонов [39] и др. Для проведения ПФИА ком-
мерчески доступны серийные стационарные при-
боры [33], однако для целей скрининга интересен 
компактный инструментарий, который может 
применяться во внелабораторных условиях. В част-
ности, описаны примеры успешного применения 
в последние годы портативного детектора Sentry 
[40–42], но они ограничены небольшим числом 
аналитов и видов тестируемых проб.

Целью данного исследования является разработ-
ка методики поляризационного флуоресцентного 
иммуноанализа с использованием портативного 
детектора для определения тилозина и ее апроба-
ция для анализа проб мёда. Ранее такое сочетание 
регистрируемого параметра и средств измерений 
для иммуноопределения тилозина не применяли.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. В работе использовали N‑гидрокси-
сукцинимид (N-ГС), N, N'-дициклогексилкарбо-
диимид (N, N-ДЦК), тилмикозин, линкомицин, 
клиндамицин, пирлимицин, спирамицин, эри-
тромицин, вальнемулина гидрохлорид, тиамулин, 
стрептомицин, рокситромицин, спектиномицин, 
тилозина тартрат (Sigma Aldrich, США), азид на-
трия (Serva, США), бычий сывороточный альбумин 
(БСА) (Fluka, Швейцария), полный и неполный 
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адъюванты Фрейнда (InvivoGen, Франция), 
О-(карбоксиметил)гидроксиламин полухлорид 
(КМО) (Sigma Aldrich, США), тиосемикарбазид 
флуоресцеина (Fluka, Швейцария), сульфат и ги-
дросульфат натрия (Sigma Aldrich, США), этила-
цетат (Scharlau, Германия), дихлорметан, метанол, 
диметилформамид (ДМФА), глицерин (Реахим, 
Россия), триэтиламин (Merck, Германия), хлоро-
форм ос. ч. (Химмед, Россия).

Материалы и оборудование. Конъюгат тило-
зин-флуоресцеин (ТИЛ-ФЛУ) очищали мето-
дом колоночной хроматографии на силикагеле 60 
(0.063–0.200 мм, 70–230 mesh) (Merck, Германия), 
для тонкослойной хроматографии (ТСХ) применя-
ли пластины Kieselgel 60 F254 (Merck, Германия) 
[43]. Для измерений поляризации флуоресценции 
использовали портативный детектор Sentry 200 
(Ellie, США), а для кинетических измерений – 
флуориметр BEACON2000 (Panvera, США). При 
обработке данных применяли программное обе-
спечение Origin (OriginLab, США).

Получение иммуногена. Для синтеза методом 
активированных эфиров [44] предварительно по-
лучали производное тилозина с О-(карбоксиметил)
гидроксиламином следующим образом: 5 мг КМО 
и 2 мг гидросульфата натрия растворяли в 1  мл 
деионизованной воды. Полученный раствор по 
каплям добавляли в метанольный раствор тилози-
на тартрата (53 мг/мл) и перемешивали в течение 
2.5  ч при комнатной температуре. После оконча-
ния реакции смесь сушили под вакуумом. Полу-
ченный остаток растворяли в 1 мл дихлорметана, 
добавляли 0.5 мл этанола и 1 г безводного сульфата 
натрия. Смесь оставляли на ночь при комнатной 
температуре и постоянном перемешивании. По-
сле фильтрации растворитель испаряли при 60 оC.

15 мг синтезированного ТИЛ-КМО, 4 мг N, 
N'-ДЦК и 2 мг N-ГС растворяли в 1 мл ДМФА 
и перемешивали в течение 12 ч при комнатной 
температуре. Активированный ТИЛ-КМО по ка-
плям добавляли к 1 мл раствора БСА (10 мг/мл) 
в 50 мМ карбонатном буферном растворе (рН 9.5) 
и перемешивали в течение 12 ч при комнатной 
температуре. Непрореагировавшие компоненты 
удаляли диализом против 50 мM фосфатно-соле-
вого буферного раствора (рН 7.2).

Получение антисывороток. Кроликов иммунизи-
ровали путем внутрикожного введения конъюгатов 
ТИЛ-БСА. Эксперименты проводили в соответ-
ствии с этическими принципами, изложенными 
в Европейской директиве (2010/63/ЕС). Внача-
ле 100 мкг ТИЛ-БСА в виде эмульсии в полном 

адъюванте Фрейнда вводили в несколько точек на 
спине. Далее иммуноген вводили с интервалом в 4 
недели по 20–50 мкг с использованием неполного 
адъюванта Фрейнда с добавкой стерильного 0.9%-
ного раствора хлорида натрия в соотношении 1:1. 
Через неделю после каждой иммунизации у кроли-
ков отбирали порцию крови из краевой вены уха; 
сыворотку отделяли, добавляли к ней глицерин 
в соотношении 1:1 и хранили при –20 оC.

Получение конъюгата тилозина с флуоресцент-
ным маркером. Синтез проводили, как описано 
в работе [43]. Раствор тилозина с концентрацией 
20 мг/мл в 0.4 М ацетатном буферном растворе 
(рН 4.7) смешивали с водным раствором флуо-
ресцеин‑5-тиосемикарбазида с концентрацией 
10 мг/мл в объемном соотношении 1:1. Смесь пе-
ремешивали при 50 °C в течение 12 ч, после чего 
5%-ным раствором NaHCO3 доводили рН до 8.5 
и экстрагировали продукт синтеза этилацетатом. 
Органический слой сушили над безводным сульфа-
том натрия, фильтровали и упаривали на роторном 
испарителе. Полученное маслянистое вещество 
желтого цвета очищали колоночной хроматографией 
в системе растворителей метанол–хлороформ (1:4, по 
объему) и затем проводили элюирование метанолом. 
Выход составил 70%. ТСХ: Rf(CHCl3–MeOH, 4:1) 0.41, 
Rf(CHCl3–MeOH, 5:1) 0.24, Rf(CHCl3–MeOH–AcOH, 
60:10:1) 0.09; τ(ВЭЖХ) = 14.5 мин (градиент 20–80% 
ацетонитрила в 0.01%-ной водной трифторуксусной 
кислоте за 30 мин); флуоресценция (0.1 М Трис с pH 
9.0): λex = 492 нм, λem = 516 нм; MALDI MS, m/z вы-
числено для C67H91N4O21S+, 1 319.6, найдено 1 317.5.

Концентрацию конъюгата определяли, исполь-
зуя молярный коэффициент поглощения флуо-
ресцеина  8.7 × 104 М–1 см–1 [45].

Определение рабочей концентрации конъюгата 
тилозин-флуоресцеин. Готовили серии разведений 
конъюгата ТИЛ-ФЛУ в 50 мM боратном буферном 
растворе (рН 8.5) (ББ) и измеряли их поляризацию 
флуоресценции с помощью портативного детекто-
ра Sentry 200 при длине волны возбуждения 495 нм 
и регистрации эмиссии при 530 нм. Критерием вы-
бора рабочей концентрации конъюгата ТИЛ-ФЛУ 
являлось превышение фонового значения сигнала 
в 10 раз (фоновым значением сигнала считали 
значение флуоресценции буферного раствора).

Характеристика взаимодействия конъюгата тило-
зин-флуоресцеин с антисыворотками. Рабочее разведе-
ние антисывороток определяли следующим образом. 
В пробирках из боросиликатного стекла готовили 
серию разведений антисывороток от 1:100 до 1:1 000 
в ББ в объеме 500 мкл. К ним добавляли по 500 мкл 
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раствора конъюгата ТИЛ-ФЛУ с концентрацией 
5 нМ в том же буферном растворе, выдерживали 
при комнатной температуре 5 мин и измеряли 
поляризацию флуоресценции с помощью порта-
тивного детектора Sentry 200. Все эксперименты 
выполняли в двух повторах.

Изучение кинетики взаимодействия тилозин-флу-
оресцеин с антисывороткой. К 500 мкл конъюгата 
ТИЛ-ФЛУ в выбранном разведении добавляли 
500 мкл антисыворотки против тилозина в раз-
ведении 1:1000 в ББ и с использованием флуо-
риметра BEACON2000 измеряли поляризацию 
флуоресценции в течение 25 мин с 30-секундными 
интервалами.

Поляризационный флуоресцентный иммуноана-
лиз. В стеклянные пробирки вносили по 50 мкл 
растворов тилозина в воде (0, 0.001, 0.01, 0.03, 0.1, 
0.3, 1, 3, 10, 30, 100 мкг/мл) и 500 мкл раствора 
конъюгата ТИЛ-ФЛУ с концентрацией 5 нМ в ББ. 
Затем добавляли 500 мкл антисыворотки против 
тилозина в выбранном разведении и через 10 мин 
регистрировали поляризацию флуоресценции 
с помощью портативного детектора Sentry 200. 
Каждое измерение проводили в трех повторах.

Определение аналитических характеристик по-
ляризационного флуоресцентного иммуноанализа. 
Зависимость поляризации флуоресценции от кон-
центрации тилозина (градуировочную кривую) 
строили в полулогарифмических координатах 
и аппроксимировали с помощью четырехпара-
метрической сигмоидной функции. Значения IC10, 
IC20, IC50, IC80 рассчитывали как концентрации, 
снижающие аналитический сигнал на 10, 20, 50 
и 80% соответственно. Значение IC10 оценива-
ли как предел обнаружения, IC20–IC80 – рабочий 
диапазон определяемых концентраций. Значения 
кросс-реактивности рассчитывали по формуле: 
CR(%) = IC50(ТИЛ)/IC50(аналог) × 100%.

Подготовку образцов мёда проводили, как опи-
сано в работе [22], с некоторыми модификаци-
ями. В полипропиленовые пробирки емк. 2 мл 
помещали 0.3 г мёда и добавляли аликвоты от 0 
до 20 мкл раствора тилозина с концентрацией 
100 мкг/мл. Образцы перемешивали на вихре-
вом смесителе Vortex‑1 (IKA, Германия) в течение 
1 мин. Затем в каждую пробирку вносили 750 мкл 
5  М водного раствора ацетата натрия, инкуби-
ровали 30 мин при 37 оC, затем вносили 750 мкл 
ацетонитрила. Экстракцию проводили в течение 
30 мин и центрифугировали при 3 500 g в течение 
10 мин. Отбирали 650 мкл верхнего органическо-
го слоя, упаривали его до удаления растворителя, 

сухой остаток растворяли в 650 мкл деионизован-
ной воды и перемешивали. Полученный экстракт 
перед анализом разводили в пять раз ББ.

С помощью портативного детектора Sentry 200 
регистрировали поляризацию флуоресценции 
в трех повторах для каждого образца и на осно-
вании градуировочной кривой ПФИА определя-
ли концентрации тилозина. Соответствие между 
введенными и обнаруженными концентрациями 
тилозина оценивали в процентах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Иммунизация животных и получение антисы-
вороток. Тилозин относится к низкомолекуляр-
ным соединениям, его молярная масса составля-
ет 916 г/моль. Для выработки иммунного ответа 
синтезировали конъюгат тилозина с белком-но-
сителем – бычьим сывороточным альбумином – 
с соотношением гаптен: белок при синтезе 100:1. 
Проводили иммунизацию малыми дозами – 20–
100 мкг/кролика, такой способ хорошо зарекомен-
довал себя ранее при получении поликлональных 
антител против фторхинолонов [46]. В результате 
от одного кролика получали серию антисывороток, 
отличавшихся количеством недель с начала имму-
низации – 8, 10, 16, 18 и 21. Далее данные антисы-
воротки обозначены № 1, 2, 3, 4 и 5 соответственно.

Синтез и очистка конъюгатов производного тило-
зина с флуоресцентной меткой. Для введения флу-
оресцентной метки в молекулу тилозина выбрали 
альдегидную группу С20, что позволило получить 
конъюгат в мягких условиях с хорошим выходом 
без предварительной защиты функциональных 
групп антибиотика [43].

Согласно [43] получили конъюгат тилозина 
с флуоресцеин‑5-тиосемикарбазидом (ТИЛ-ФЛУ) 
(схема 1), очищенный колоночной хроматогра-
фией на силикагеле 60. Выход синтеза составил 
70%. Препарат растворяли в метаноле и далее для 
иммуноанализа разбавляли ББ.

Изучение взаимодействия конъюгата тилозин–
флуоресцеин с антисыворотками. Взаимодействие 
синтезированного конъюгата ТИЛ-ФЛУ со спец-
ифическими антителами в антисыворотках ре-
гистрировали по изменению поляризации флу-
оресценции. При этом использовали разведения 
препаратов антисывороток от 100 до 1 200 (данные 
не приведены), критерием выбора разведения было 
значение поляризации флуоресценции на уровне 
120 mP. Разбавленные антисыворотки смешивали 
с раствором конъюгата ТИЛ-ФЛУ и через 10 мин 
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измеряли поляризацию флуоресценции. Дан-
ная величина возрастала, что свидетельствовало 
о связывании антител с конъюгатом ТИЛ-ФЛУ. 
В качестве отрицательного контроля использова-
ли неиммунную сыворотку кролика, смешивание 
конъюгата ТИЛ-ФЛУ с которой показало низкие 
значения поляризации флуоресценции – 53±2 mP. 
Для сывороток, содержащих антитела к тилозину, 
наблюдалось изменение поляризации флуорес-
ценции в зависимости от их разведения (рис. 1). 
Для дальнейшего осуществления конкуренции 
между меченым тилозином (ТИЛ-ФЛУ) и сво-
бодным тилозином за центры связывания антител  

использовали разведения антисывороток, обеспе-
чивающие 50%-ное ингибирование сигнала (пара-
метр IC50). Данные величины составили: 1: 1 050 
для антисыворотки № 1, 1:1 070 для антисыворотки 
№ 2, 1:750 для антисыворотки № 3, 1:700 для анти-
сыворотки № 4 и 1:400 для антисыворотки № 5. Как 
видно, наибольшими разведениями характеризова-
лись препараты № 2 и № 1.

Выбор времени взаимодействия конъюгата тило-
зин–флуоресцеин с антисывороткой. Для изучения 
кинетики взаимодействия с конъюгатом ТИЛ-ФЛУ 
использовали антисыворотку № 1 и 5 нМ раствор 
конъюгата, обеспечивающий десятикратное пре-
вышение фонового сигнала. При формировании 
комплекса антитело–ТИЛ-ФЛУ меняется поляри-
зация флуоресценции. В первые 3 мин наблюдается 
интенсивный рост сигнала (рис. 2), который затем 
замедляется и после 6 мин переходит в область 
плато, стабилизируясь в течение последующих 
нескольких минут. Время взаимодействия 10 мин 
выбрали в качестве оптимального и использовали 
для ПФИА тилозина.

Характеристика поляризационного флуоресцент-
ного иммуноанализа тилозина. После выбора не-
обходимых разведений антисывороток исполь-
зовали их в конкурентной схеме. Для этой цели 
к разбавленной антисыворотке добавляли раствор 
тилозина (в разных концентрациях) в ББ, рабочий 
раствор конъюгата ТИЛ-ФЛУ и через 10 мин из-
меряли поляризацию флуоресценции. Получен-
ные градуировочные зависимости (рис. 3) имеют 
S‑образную форму и расположены близко друг 
к другу. Однако по параметрам кривой (IC10, IC20, 
IC50, IC80) – см. табл. 1 – наблюдаются различия. 

Схема 1. Структура конъюгата тилозина с флуоресцеином.

Рис.  1. Изменения поляризации флуоресценции 
при взаимодействии конъюгата тилозин-флуорес-
цеин (конечная концентрация 2.5 нМ) с антисыво-
ротками в разных разведениях в боратном буферном 
растворе. 25 оC, n = 2.
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Для антисыворотки № 1 получены наименьшее 
значение предела обнаружения (IC10) 51.3 нг/мл, 
а также наиболее широкий диапазон определяемых 
концентраций (IC20–IC80) – от 101.5 до 1 050 нг/мл. 
Значения sr для соответствующей градуировочной 

кривой составили от 1.5 до 2.3%. Данную антисы-
воротку выбрали для дальнейшей работы.

Установили, что для работы с образцами мёда 
из-за влияния компонентов матрикса и после 
проведения экстракции во избежание ухудшения 
чувствительности ПФИА требуется увеличить со-
держание антисыворотки в реакционной смеси. 
Опробовали разведения от 1:100 до 1:1 000 ББ; наи-
лучших аналитических характеристик достигли при 
использовании антисыворотки № 1 с разведением 
1:400 – см. градуировочную кривую на рис. 4. Пре-
дел обнаружения тилозина составил 34.7 нг/мл, 
IC50–191.8  нг/мл, а рабочий диапазон определяе-
мых концентраций (IC20–IC80) – 65.2–564.0 нг/мл. 
Отметим, что подбор условий проведения ПФИА 
с учетом особенностей тестируемого матрикса 
сопровождался нехарактерными изменениями 
аналитических характеристик – несмотря на воз-
росшее содержание антител в реакционной смеси, 
несколько (в 1.5 раза) снизился предел обнаруже-
ния – с 51.3 нг/мл до 34.7 нг/мл. Аналогичные из-
менения произошли с рабочим диапазоном – он 
сдвинулся в область более низких концентраций. 
Возможное объяснение этого эффекта состоит в по-
ликлональности антител, вследствие чего вклад низ-
ко- и высокоаффинных фракций в формирование 
детектируемых комплексов неодинаков при разных 
разведениях. Отметим также высокую точность 
измерений – значения sr не превышали 2.5%, что 
значительно ниже, чем в других полевых методов.

Для оценки селективности ПФИА вместо це-
левого аналита использовали антибиотики разных 
классов – тилмикозин, линкомицин, клиндами-
цин, пирлимицин, спирамицин, эритромицин, 
вальнемулин, тиамулин, стрептомицин, рокси-
тромицин, спектиномицин. Для всех этих соеди-
нений кросс-реактивность не превосходила 0.1% 
(отсутствовали достоверные изменения сигнала 
при концентрациях 1 000 нг/мл), т. е. ПФИА вы-
сокоспецифичен по отношению к тилозину.

Таблица 1. Аналитические характеристики определения тилозина методом поляризационного флуоресцентного 
иммуноанализа с использованием различных антисывороток (n = 3)

Номер 

антисыворотки
Предел обнаружения, нг/мл IC20, нг/мл IC80, нг/мл IC50, нг/мл

1 51.3 101.5±1.0 1050±1.2 326.5±1.5
2 56.8 91.9±1.5 476.3±1.4 209.2±1.9
3 64.1 109.7±1.2 688.6±2.1 274.9±2.0
4 56.6 85.6±0.9 353.5±1.3 174.0±1.4
5 62.0 95.5±1.4 419.6±1.5 200.2±1.2
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Рис.  2. Кинетика связывания конъюгата тило-
зин-флуоресцеин (2.5 нМ) с антисывороткой № 1 
(разведение 1: 1000 в боратном буферном растворе). 
25 °C, n = 2.
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Рис.  3. Градуировочные зависимости для опреде-
ления тилозина методом поляризационного флуо-
ресцентного иммуноанализа в боратном буферном 
растворе (n = 3).
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Анализ образцов мёда методом введено–найде-
но. Для экспериментов использовали образцы 
мёда из различных цветочных групп и регионов, 
в которых отсутствие тилозина было ранее под-
тверждено методом ВЭЖХ–МС [18]. Отобранные 
отрицательные образцы хранили при +4 оC до 
проведения анализа. Использовали только жид-
кую часть мёда без нерастворимых включений – 
фрагментов воска, кусочков прополиса, пыльцы 
и др. Для экстракции компонентов и введения 
в образец известного количества тилозина ис-
пользовали равные объемы ацетонитрила и 5 М 
раствора ацетата натрия, образующих двухфазную 
систему. Такая смесь позволяет, с одной стороны, 
растворять сахара и переводить углеводную часть 
мёда в водную фазу экстрагирующей смеси, с дру-
гой – переводить целевой аналит в органическую 
фазу без потерь [22]. В результате отбора 86.7% от 
полученного органического экстракта (650 мкл от 
общего объема 750 мкл), последующего высушива-
ния и повторного растворения экстрагированных 
компонентов пробы, а также разведения пробы 
перед проведением ПФИА тилозин из исходной 
пробы в 0.3 г перевели в объем 3.25 мл.

Как видно из табл. 2, в таких препаратах после 
экстракции, повторного растворения и концен-
трирования (с учетом доли тестируемого экстрак-
та) разработанной методикой ПФИА выявляется 
98.0–103.8% добавленного количества тилозина.

Таким образом, разработанная методика ПФИА 
характеризуется проcтотой, экспрессностью, при-
емлемым диапазоном определяемых концентра-
ций, высокой воспроизводимостью и поэтому 
перспективна для контроля безопасности мёда.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда, грант 20-76-10033.
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