МБУДО «Центр детского творчества «Танкодром»

Мониторинг содержания антибиотика- тетрациклина в образцах цветочного меда
Абитов Нияз Рунарович, класс 10-2
СУНЦ " IT-лицей КФУ" 

Научный руководитель: педагог дополнительного образования МБУ ДО "Центр детского творчества "Танкодром" Советского района г. Казани
Гедмина Анна Владимировна
Республика Татарстан, Казань 2023
СОДЕРЖАНИЕ

ВВЕДЕНИЕ








 3

1. Литературный обзор









5
1.1. Тетрациклины. Общая характеристика      





5
1.2. Побочное воздействие антибиотиков тетрациклинового ряда 
на организм человека









6
1.3. Пути попадания антибиотиков тетрациклинового ряда в мед


7
1.4. Методы определения антибиотиков тетрациклинового ряда


8
2. Материалы и методы исследования: приборы и 
химические реагенты, необходимые для исследования



10
3. Обсуждение полученных результатов






12
4. Статистическая обработка полученных результатов 


16
ВЫВОДЫ











18
ЗАКЛЮЧЕНИЕ










19
СПИСОК ИСПОЛЬЗОВАННОЙ ЛИТЕРАТУРЫ




20
ВВЕДЕНИЕ

Известно, что среди критериев, влияющих на продолжительность жизни человека, есть не только очевидные факторы, такие как медицинское обеспечение, вредное воздействие окружающей среды, но и качество питания, определяющее на 50-55% то, что произойдёт с ним. В связи с этим в последнее время очень большое внимание уделяется именно продуктам питания. Чем качественнее употребляемые нами продукты, тем лучше наше собственное здоровье.
Среди огромного количества различных продуктов не только растительного, но и животного происхождения наиболее совершенными, то есть наиболее ценными в пищевом и биологическом отношении, является натуральный мед. Поэтому контроль над качеством натурального меда является важной задачей. В составе меда порой обнаруживаются антибиотики тетрациклинового ряда и чаще всего - тетрациклин. Но как он туда попадает? Тетрациклин является антимикробным лекарственным средством, обладающим широким спектром действия и использующимся для стимуляции семей пчёл или их лечению, а также профилактики заболеваний. Аккумуляция в меде лекарственных средств, использованных при обработке пчелиных семей, может стать причинной аллергических проявлений, нарушения баланса кишечной флоры, гепатотоксическому действию, панкреатиту, дисбактериозу, повышению антибиотикорезистентности.

Антибиотикорезистентность (устойчивость бактерий к антибиотикам) – растущая проблема для лечения людей и животных. В связи с этим, распространение и загрязнение окружающей среды антибиотикорезистентными бактериями является растущей и серьезной проблемой здравоохранения. Ежедневное употребление продуктов пчеловодства даже со следовыми количествами антибиотиков угнетает развитие чувствительных к ним бактерий. Самые устойчивые бактерии выживают, что приводит к селекции резистентным к антибиотикам бактерий и они становятся неуязвимыми перед лекарственными средствами, обладающими антибактериальными свойствами. Так как бактерии быстро размножаются, резистентные бактерии реплицируют свои гены резистентности, поскольку они продолжают делиться. Кроме того, бактерии, несущие гены резистентности, обладают способностью передавать эти гены другим видам. Таким образом, даже если введение антибиотика в организм прекратилось, гены резистентности к нему будут сохраняться благодаря бактериям, которые с тех пор реплицировали. Антибиотикорезистентность не позволяет применять для лечения заболеваний человека определённые виды антибиотиков, к которым у бактерий вырабатывается устойчивость, терапия с помощью таких лекарственных средств не будет являться эффективной.

Основной метод определения тетрациклина в пищевых продуктах - это метод конкурентного иммуноферментного анализа с фотометрическим детектированием. Иммуноферментный метод характеризуется высокой чувствительностью, но в тоже время высокой дороговизной анализа. Помимо этого, иммуноферментный анализ является полуколичественным, и точное содержание тетрациклина в исследуемом объекте не определится. По этой причине поиск высокочувствительного, недорогого и экспрессного способа определения тетрациклина является актуальной задачей. По сравнению с хроматографическими методами, вольтамперометрический метод отличается высокой чувствительностью (возможность определять следовые количества), экспрессностью определений, простотой выполнения эксперимента, недорогим оборудованием и, как следствие, низкой стоимостью анализа. В качестве гипотезы предполагается: в пробах цветочного меда присутствует тетрациклин из-за широкого его применения в профилактике и лечении заболеваний пчелиных семей.
Превышение содержания тетрациклина в меде по сравнению с санитарно-гигиеническими допустимыми значениями представляет экологический риск для здоровья человека. Предмет исследования - мониторинг содержания тетрациклина в природном меде является актуальным, важным и востребованным исследованием, поскольку может привести к снижению уровня экологического риска здоровью человека через снижение уровня распространения и развития антибиотикорезистентности у бактерий, являющихся возбудителями различных заболеваний человека. Целью исследования является разработка способа определения тетрациклина в образцах цветочного меда сбора в июле и в августе:
В связи с обозначенной целью были поставлены следующие задачи:

· Разработать способ вольтамперометрического детектирования тетрациклина на электроде с осадком золота; 

· Определить содержание тетрациклина в образцах цветочного меда сбора в июле и в августе, оценить качество образцов меда на основании сравнения полученных данных со значениями предельно-допустимой концентрации тетрациклина в исследуемом объекте.
· Оценить правильность используемой методики методом "введено - найдено", провести статистическую обработку с целью оценки уровня случайной погрешности.

1. Литературный обзор
1.1. Тетрациклины. Общая характеристика

Антибиотики (от древнегреческого ἀντί «против» + βίος «жизнь») – это вещества различного происхождения, обладающие антибактериальными свойствами, которые выражаются в угнетении процесса размножения и жизнедеятельности бактерий [1].
Тетрациклины – группа антибиотиков широкого спектра действия, обычно представляющие собой жёлтые кристаллы, основой молекулы которых являются полифункциональные гидронафтаценовые соединения (рис. 1). 
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Рисунок 1 - Структурная формула тетрациклина

Применение тетрациклина и его производных для лечения людей и в ветеринарии, связано с высокой активностью как по отношению к грамположительным, так и и грамотрицательным бактериям. Действие тетрациклина распространяется на вне- и внутриклеточно расположенных возбудителей и основано на механизме подавления белкового синтеза бактерий, иными словами, блокировку их размножения. Стоит отметить и тот факт, что побочные эффекты от данного вещества проявляются достаточно редко, однако при особенной аллергической чувствительности, оно может вызвать реакцию вплоть до анафилактического шока. При длительных и повышенных концентрациях не исключается и гепатотоксическое воздействие тетрациклина на человека. 
Резистентность микроорганизмов к тетрациклиновым антибиотикам развивается достаточно медленно и наблюдается чаще всего среди стафилококков и возбудителей желудочно-кишечных инфекций.

Во всей группе выделяют три основных вещества: тетрациклин, хлортетрациклин (в седьмом положении содержит хлор), окситетрациклин (в пятом положении содержит гидроксильную группу). Существуют и другие вариации, некоторые являются производными от вышеуказанных антибиотиков, другие – комбинированные  препараты, например с антибиотиком – стрептомицином. 
1.2. Влияние тетрациклина на организм человека
Не смотря на редкость побочных эффектов, при определённых условиях тетрациклин может оказать серьёзное влияние на организм человека. Можно выделить несколько основных последствий негативного действия на человека антибиотиков тетрациклинового ряда:
· Тетрациклин, образуя устойчивые комплексы с ионами кальция, приводит к его недостатку (у детей приблизительно до восьми лет, у которых всё ещё активно формируются зубы, происходит окрашивание эмали в коричневый цвет, её гипоплазия, а также замедление продольного роста костей скелета);

· Тетрациклин может вызывать рвоту, диарею, порой и светочувствительность;

· Каждый антибиотик, в том числе и тетрациклины, даже в минимальных дозах, вызывает ухудшение состояния микрофлоры кишечника и ослабление иммунитета, убивая чувствительные к нему полезные микроорганизмы [2].
Но главную опасность избыточного попадания антибиотика в организм человека представляет собой резистентность (невосприимчивость) патогенных микроорганизмов к принимаемым медицинским препаратам (антибиотикам).
Тетрациклин активен в отношении аэробных грамположительных бактерий: Staphylococcus spp. (в т.ч. штаммы, продуцирующие пенициллиназу), Streptococcus spp.; грамотрицательных бактерий: Neisseria gonorrhoeae, Bordetella pertussis, Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Salmonella spp., Shigella spp.; анаэробных бактерий: Clostridium spp. Перечисленные бактерии могут вызывать очень широкий спектр заболеваний, таких как: пневмония, бронхит, эмпиема плевры, ангина, холецистит, пиелонефрит, кишечные инфекции, эндокардит, эндометрит, простатит, сифилис, гонорея, бруцеллез, риккетсиозы, гнойные инфекции мягких тканей, остеомиелит, трахома, конъюнктивит, блефарит и т.д. [3]. Некоторые из вышеперечисленных заболеваний смертельно опасны.

Известно, что при употреблении мёда с содержанием антибиотиков, у человека вызывается устойчивость микроорганизмов (антибиотикорезистентность) к этому виду лекарства, что в дальнейшем может пагубно повлиять на результат лечения при каких-либо заболеваниях [4,5].

Антибиотикорезистентность – это сохранение способности бактерий к размножению в присутствии концентраций антибиотиков, которые вводятся как терапевтические дозы лекарственных препаратов. Различаются несколько видов антибиотикорезистентности:

· Природная, определяющаяся индивидуальными свойствами микроорганизмов;

· Приобретённая, возникающая в результате потери чувствительности бактерий к антибиотику. 

Основные причины возникновения антибиотикорезистентности у микроорганизмов: 
· Мутация структуры клетки бактерии, на которую оказывает воздействие антибиотик;

· Нарушения специфического транспорта антибиотика в бактериальную клетку (именно этот биологический механизм является причиной возникновения устойчивости конкретно к тетрациклину);

· Превращения активной формы антибиотика в неактивную форму по средствам действия ферментов организма человека.
Присутствие больших доз антибиотиков, предназначенных для животных (например, для крупного рогатого скота) в пищевых продуктах, может привести к распространению антибиотикорезистентности. В последнее время появляются публикации, направленные на описание методов определения антибиотиков тетрациклинового ряда в натуральном меде [6]. Ежедневное употребление продуктов пчеловодства даже со следовыми количествами антибиотиков угнетает развитие чувствительных к ним бактерий. Самые устойчивые из бактерий выживают, что впоследствии приводит к селекции резистентным к антибиотикам бактерий, получению ими неуязвимости перед лекарственными средствами, обладающими антибактериальными свойствами. Таким образом, бактерии выходят из-под контроля и для борьбы с ними, требуется синтез новых антибиотиков. Аккумуляция в меде лекарственных средств, использованных при обработке пчелиных семей, может стать причинной аллергических проявлений и нарушения баланса кишечной флоры. Продолжительность сохранения антибиотиков в меде достигает трех лет. 
1.3. Пути попадания антибиотиков в мед.
Среди путей попадания антибиотиков в состав меда можно выделить следующие: природный и антропогенный. Стартовая точка первого пути лежит в гипофарингеальных железах пчелы, где организмом пчелы вырабатывается специальное вещество под названием «bee defensin-1» (от английского bee – пчела, defense – защита). Это вещество является важнейшим компонентом иммунитета насекомого и обладает антибактериальными свойствами. Из-за расположения гипофарингеальных желёз, bee defensin-1 в некотором количестве рано или поздно попадет в зоб, где и хранится мёд во время своего производства пчелой. Однако, несмотря на прямой путь попадания вещества с антибактериальными свойствами в конечный продукт- мед, концентрации данного вещества считаются безвредными [7].
Второй путь попадания антибиотиков в мед подразумевает вмешательство человека (антропогенный характер). Владельцы пасек или даже крупные производители мёда используют антибиотики в основном для того, чтобы стимулировать семью пчёл или вылечить её. Необходимость к стимуляции возникает примерно в июне-июле, когда погода порой бывает крайне засушливой или дождливой. Именно тогда деятельность пчёл становиться крайне низкоэффективной и производство мёда останавливается. С экономической точки зрения такой застой в «разгар сезона» крайне невыгоден, поэтому пчеловоды используют специальные подкормки. В их состав зачастую входят различные антибиотики и другие препараты, в результате чего они и попадают в организм пчелы с употреблением в пищу, а затем и в мёд [8].
Внезапные изменения погодных условий, нехватка продуктов питания, продолжительные дожди и высокая влажность могут привести не только к уменьшению производительности меда, но и вызвать болезни пчёл (нозематоз, варроатоз, гнильцы) для лечения которых применяются антибиотики. Для борьбы с перечисленными заболеваниями пчелам дают тетрациклин, он особенно эффективен в борьбе с гнильцовым поражением расплода. Кроме того, тетрациклин существенно повышает длительность жизни и активность пчел. Под влиянием антибиотиков сборы меда возрастают на 20-80%, а если до этого среди пчел наблюдались различные болезни, то на 30-200% [9]. Тетрациклин дают пчелам в сиропе. Подкормка готовится из расчета 1000 мг/л сиропа. Выдается в кормушках или пустых сотах, установленных ближе к центру гнезда. По рекомендациям пчеловодов курс лечения составляет три-четыре выдачи подкормки [10]. 
По мере нарастания проблемы нахождения антибиотиков в меде Европейский стандарт ввел положение на мёд, благодаря которому в нем не должно быть примесей, кроме тех, что производит пчелиная семья (то есть вещества, обладающие антибактериальными свойствами природного происхождения). Антибиотики, в свою очередь, также попали под это требование. Были установлены и предельно допустимые уровни остатков антибиотиков. Для тетрациклиновой группы антибиотиков предельно допустимые уровни остатков не должны превышать 10 мкг/кг [4,5].
В России содержание антибиотиков в мёде изначально не выявлялось. С появлением Таможенного союза России, Казахстана и Белоруссии были приняты документы, которые определяют остаточное содержание количества антибиотиков в мёде. На данный момент согласно [11] предельно допустимая концентрация тетрациклина в пищевых продуктах должна составлять 0,01 мг/кг.
Сравнивая величины ПДК тетрациклина в мёде в Европейских странах и в Российской Федерации, можно сделать вывод, что они абсолютно одинаковы.

1.4. Методы определения антибиотиков тетрациклинового ряда в пищевых продуктах

Основной метод определения тетрациклина – это метод конкурентного иммуноферментного анализа с фотометрическим детектированием [12]. Этот метод основан на взаимодействии антител с тетрациклином. Анализ с помощью этого метода выполняется следующим образом: в лунки планшета дозируются исследуемые (стандартные) образцы и раствор, содержащий антитела к тетрациклину. При инкубации планшета в течение определенного времени молекулы тетрациклина, содержащиеся в пробе или в стандартном растворе, и молекулы тетрациклина на поверхности планшета, конкурируя между собой, связываются антителами к тетрациклину. Иммуноферментный метод характеризуется высокой чувствительностью, но и высокой дороговизной анализа, в этом плане тест-метод является более дешевым, но полуколичественным, и точное содержание тетрациклина в исследуемом объекте не определится. 
Примеры, используемых тест - полосок представлены на рис. 2.
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Рисунок 2 – Примеры тест-полосок для определения тетрациклина в продуктах.

Поэтому поиск высокочувствительного, недорогого и экспрессного способа определения тетрациклина в продукте является важной задачей. 

2. Материалы и методы исследования: приборы и химические реагенты, необходимые для исследования 

Как следует из литературного обзора, определение следовых количеств антибиотика-тетрациклина в образцах натурального меда является актуальной задачей. В связи с этой этим были предложены следующие этапы исследовательской работы.
Этапы работы:
· Установление оптимальных условий иммобилизации осадка золота на поверхности стеклоуглеродного электрода с целью регистрации максимального электрокаталитического эффекта при окислении тетрациклина; 
· Разработка способа вольтамперометрического детектирования тетрациклина на модифицированном электроде;

· Осуществление пробоподготовки образца натурального цветочного меда с целью определения по электрокаталитическому отклику Au-СУ следовых количеств тетрациклина; 

· Определение содержания тетрациклина в образцах цветочного меда с помощью разработанного вольтамперометрического способа; 

· Соотнесение содержания тетрациклина в исследуемых образцах меда со значением ПДК тетрациклина в меде;
· Оценка правильности используемой методики методом «введено-найдено», оценка случайной погрешности и систематической погрешности по критерию Фишера.
Приборы и химические реагенты, необходимые для исследования: Для выполнения исследовательского проекта было использовано следующее оборудование. Для иммобилизации осадка золота на СУ модифицированного электрода и для проведения вольтамперометрических измерений был использован – вольтамперометрический анализатор «Экотест-ВА» фирмы «Эконикс- Эксперт» (рис.3).
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Методика иммобилизации сенсорной части электрода из СУ: Иммобилизацию осадка золота на поверхности электрода из СУ проводили, используя потенциостатический электролиз при контролируемом потенциале, равном -300 мВ из 1×10-3М раствора золотоводородной кислоты (HAuCl4) в 0.1М растворе HCl. Тетрациклин растворяли в фоновом электролите, в качестве которого служил 0.1М раствор серной кислоты. 

Пробоподготовка реального образца: Для пробоподготовки в стакан (объемом 100 мл) из термостойкого стекла отбирали 1 г меда и разбавляли 10 мл фосфатного буферного раствора с рН 6.86, нагревали и интенсивно перемешивали в течение 2 минут. Затем аликвоту растворенного меда разбавляли до 10 мл раствором фонового электролита, и переносили в электрохимическую ячейку. 
3. Обсуждение полученных результатов
С целью выявления оптимальных условий регистрации аналитического сигнала – электрокаталитического отклика при окислении тетрациклина, предварительно было исследовано электрохимическое поведение тетрациклина на немодифицированном СУ и на СУ с осадком золота (рис.4). 
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Рисунок 4 - Циклические вольтамперограммы, полученные на СУ (а) и Au-СУ (б) в присутствии (кривая 2) и отсутствии тетрациклина (кривая 1)
Концентрация тетрациклина в исследуемом растворе составляет 5×10-3 М. Как видно из рис.4а, тетрациклин окисляется на немодифицированном СУ, однако аналитический сигнал его окисления малоинтенсивен и регистрируется с перенапряжением (окисление в области потенциалов более +1.0В).  
Использование модифицированного СУ с электрокаталитическим откликом позволяет исключить перечисленные выше недостатки, а именно значительно повысить величину тока окисления тетрациклина и уменьшить потенциал перенапряжения [13,14]. В качестве модификатора СУ для электрокаталитического окисления тетрациклина использовали осадок золота, являющийся универсальным электрокатализатором, проявляющим электрокаталитическую активность в широком диапазоне рН. Как видно из рис.4б, кривая 2, величина тока окисления золота многократно увеличивается в присутствии тетрациклина по сравнению с током окисления осадка золота в отсутствии тетрациклина (рис.4б, кривая 1). Установлено, что величина каталитического тока зависит от времени осаждения золота, наибольшее значение тока регистрируется при осаждении золота при Е = -0.3 В в течение 1 минуты (рис.5). 
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Рисунок 5 - Зависимость тока пика окисления тетрациклина от времени 
электроосаждения золота.

Регистрируемый на вольтамперограмме электрокаталитический ток окисления тетрациклина при Е = +0.95 В, ток прямо пропорционально зависит от его концентрации (рис.6). На рис.6 показана градуировочная зависимость тока от концентрации тетрациклина в логарифмических единицах.

Уравнение регрессии, рассчитанное по методу MNK имеет вид:
lg I= 2.56 – (0.22)×(-lgc), R2=0.998
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Рисунок 6 - Логарифмическая зависимость тока пика окисления тетрациклина 
от его концентрации
В табл.1 представлены аналитические характеристики вольтамперо-метрического способа определения тетрациклина на Au-СУ.
Таблица 1
Аналитические характеристики вольтамперометрического способа определения тетрациклина на Au-СУ
	Субстрат
	Электрод 
	Диапазон концентраций, М
	Уравнение регрессии
lgI = а + b lgC
	R

	
	
	
	а (∆ а
	b (∆ b
	

	Тетрациклин
	Au-СУ 
	1×10–8÷5×10–3
	2.56(0.03
	-0.22(0.02
	0.998 


Правильность методики вольтамперометрического определения тетрациклина по электрокаталитическому отклику электрода Au-СУ была подтверждена использованием метода «введено-найдено» (табл.2). Значение стандартного отклонения (Sr<5%), определяемое методом «введено-найдено», говорит о правильности используемой методики определения тетрациклина.
Таблица 2
Метрологические характеристики вольтамперометрического способа определения тетрациклина на Au-СУ в модельном растворе

	Субстрат
	Электрод 
	Содержание субстрата, мкМ
	Sr

	
	
	Введено, мкМ
	Найдено, (х ÷∆х), мкМ
	

	Тетрациклин
	Au-СУ
	5.0

10.0

100
	4.7 ( 0.3

10.2 ( 0.4

99 (  2
	0.05

0.04

0.02


Определение тетрациклина в образце меда по электрокаталитическому отклику электрода Au-СУ: Методика определения была апробирована на реальном объекте (после предварительной пробоподготовки). В качестве реального объекта рассматривался образец цветочного меда (Аксубаевский район, Республика Татарстан), сбор июнь и август. После предварительной пробоподготовки образцов меда, исследуемые растворы перемещали в электрохимическую ячейку и аналитический сигнал – величину электрокаталитического тока. Измеренные значения величин токов пиков окисления тетрациклина в исследуемых объектах были введены в уравнение градуировочной зависимости, по которой была рассчитана концентрация аналита в пробах. Молярная концентрация была пересчитана на мкг/л и сопоставлена с допустимыми значениями санитарно-гигиенических норм меда (табл.3). Гигиенические требования к качеству и безопасности продовольственного сырья и пищевых продуктов, принятые в Российской Федерации, в соответствии с СанПиН 2.3.2.1078-01 «Гигиенические требования безопасности и пищевой ценности пищевых продуктов» ограничивают уровень тетрациклинов в продукте мед (индекс, группы продуктов 1.5.6. по СанПиН 2.3.2.1078-01) величиной 10мкг/кг [15].
Таблица 3
Рассчитанные значения тетрациклина в реальных образцах цветочного мёда.

	Объект исследования
	Электрод
	Аналит
	I, мкА
	C, мкМ
	Найдено

(мкг/кг)
	ПДК (мкг/кг)

	Цветочный мед (сбор июнь) 
	Au-СУ
	Тетрациклин
	7.0
	0.016            
	7.1
	10

	Цветочный мед (сбор август)
	
	
	7.4 
	0.021
	9.2
	


Алгоритм расчета содержания тетрациклина в пробе цветочного меда (сбор июня): Полученное из уравнения регрессии значение концентрации составило 0.016 мкмоль/л, с учетом, что для измерения взята аликвота 1 мл и растворена в 9 мл фонового электролита, то тогда концентрация составит 0.0016 мкмоль/л. Поскольку проба меда была растворена в 10 мл фосфатного буферного раствора, то количество вещества составляет:

(=с×V=0,0016мкмоль/л×0,01л =0,000016мкмоль

m=(×Mr= 0.000016мкмоль×444 г/моль=0,0071мкг
масса 0.0071 мкг в 1г пробы, тогда в 1 кг масса составит 7.1 мкг/кг
Аналогичный алгоритм расчеты был использован и для определения тетрациклина в пробе цветочного меда (сбор августа), содержание тетрациклина в этой пробе составило 9.2 мкг/кг.

4. Статистическая обработка полученных результатов
Статистическая обработка результатов: Предмет статистической обработки результатов – случайные погрешности анализа [16]. Источники случайных погрешностей так многообразны, что их нельзя заранее предусмотреть и устранить. Эти погрешности приводят к тому, что результаты некоторых параллельных определений практически никогда не совпадают, они рассеиваются вокруг определенного значения. Степень рассеивания результатов характеризует воспроизводимость анализа. Большой разброс результатов параллельных определений свидетельствует о плохой воспроизводимости. Наоборот, чем меньше отдельные результаты различаются, тем выше воспроизводимость.

Для проведения статистической оценки эксперименты были взяты по шесть навесок образцов цветочного меда, массой 1 г. После прохождения процедуры пробоподготовки исследуемые аликвоты были перенесены в электрохимическую ячейку и проведены вольтамперометрические исследования. По полученным вольтамперограммам рассчитаны значения тока и подставлены в градуировочную зависимость. По градуировочной зависимости найдены следующие значения содержания тетрациклина в пробе: 7.1; 7.3; 7.0; 6.9; 7.0;7.2.

Предварительно находили среднее значение для выборки полученных результатов для цветочного меда (сбор июнь): 7.1; 7.3; 7.0; 6.9; 7.0;7.2.Среднее значение: 7.1 моль/л.

Стандартное отклонение единичного результата находили по формуле: 
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, 
S=0.148
Относительное стандартное отклонение находили по формуле: 
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, 
 Sr=0.02
Доверительный интервал находили по формуле: 
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,
 tтабл=2,57, n=6,  (x=0.2
Результат: с = 7.1±0.2 моль/л
Предварительно находили среднее значение для выборки полученных результатов для цветочного меда (сбор август): 9.2; 9.0; 9.1; 9.3; 9.4; 9.0.Среднее значение: 9.2 моль/л.

Стандартное отклонение единичного результата находили по формуле: 
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,  
S=0.167
Относительное стандартное отклонение находили по формуле: 
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,  
Sr=0.02
Доверительный интервал находили по формуле: 
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, 
tтабл=2,57, n=6,  (x=0.2
Результат: с = 9.2±0.2 моль/л
ВЫВОДЫ

1) Разработан способ вольтамперометрического определения тетрациклина по электрокаталитическому отклику стеклоуглеродного электрода с осадком золота, нижняя граница определяемых содержаний тетрациклина составляет 0.01 мкМ/л. Определены условия иммобилизации модификатора с целью регистрации максимального электрокаталитического эффекта при окислении тетрациклина.
2) Методика определения была апробирована на реальном объекте (после предварительной пробоподготовки): цветочный мед двух временных сборов (июнь и август). Установлено, что в исследуемых образцах цветочного меда содержание тетрациклина составляет 7.1 мкг/кг (сбор июнь) и 9.2 мкг/кг (сбор август). Количество тетрациклина в исследуемых пробах цвет очного меда не превышает допустимое санитарно-гигиеническими нормами значения содержания тетрациклина в меде (10.0 мкг/кг), однако содержание антибиотика в пробе цветочного меда, собранного в августе имеет большее значение, чем значение июньского сбора. 

3) Относительное стандартное отклонение, определяемое методом «введено-найдено», свидетельствует о правильности разработанного вольтамперомерического способа, статистическая оценка полученных результатов говорит о допустимости уровня случайной погрешности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проделанное нами исследование показывает, что количество тетрациклина в исследуемых пробах цветочного меда не превышает допустимое санитарно-гигиеническими нормами значения содержания тетрациклина в меде, однако содержание антибиотика в пробе цветочного меда, собранного в августе имеет большее значение, чем значение июньского сбора. Содержание тетрациклина в пробе меда собранного в августе очень близко к его предельно допустимой концентрации, регламентируемой СанПиН 2.3.2.1078-01 «Гигиенические требования безопасности и пищевой ценности пищевых продуктов». Таким образом, для снижения уровня распространения и развития антибиотикорезистентности у бактерий, являющихся возбудителями различных заболеваний человека мы рекомендуем уменьшить использование тетрациклина для стимуляции производительности семей пчёл. 
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Схема оборудования:


1-Прибор «Экотест-ВА»


2- Магнитная мешалка


3-Электрохимическая ячейка:


Стеклоуглеродный электрод (СУ) с осадком Au


Платиновый контакт – противоэлектрод


Хлоридсеребряный электрод





Рисунок 3 – Схема оборудования для вольтамперометрических исследований
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