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ВСТУПИТЕЛЬНОЕ СЛОВО

В специальный выпуск “Журнала аналитиче-
ской химии” вошли статьи, посвященные памя-
ти Валерия Николаевича Майстренко, доктора 
химических наук, профессора, заведующего 
кафедрой аналитической химии Башкирского 
государственного университета (г. Уфа), чле-
на-корреспондента АН Республики Башкорто-
стан, заслуженного деятеля науки и техники Ре-
спублики Башкортостан, члена бюро Научного 
совета по  аналитической химии РАН. Валерий 
Николаевич Майстренко скоропостижно скон-
чался 17 мая 2023 г. в последний день своего на-
хождения на должности заведующего кафедрой, 
переданной его ученику профессору В.Ю. Гусь-
кову. 

В.Н. Майстренко активно работал по многим 
направлениям аналитической химии, включая 
эколого-аналитический контроль суперэкоток-
сикантов, решение технологических проблем 
в  природоохранной деятельности, применение 
сорбентов, в  том числе для разделения и  опре-
деления энантиомеров биологически актив-
ных соединений. Он создал широко известный 
в  стране научный центр по  электроаналитиче-
ской химии, занимавшийся широким спектром 
исследований, в  том числе связанных с  приме-
нением хемометрики для анализа многокомпо-
нентных сред, созданием электрохимических 

энантиосенсоров, модификацией электродов 
полимерами и сорбентами. Он является автором 
многих монографий и учебных пособий в обла-
сти экоаналитической химии и электроанализа, 
широко известен благодаря организаторской 
деятельности, в том числе в связи с проведени-
ем конференций и школ по электрохимическим 
методам анализа. 

В специальном выпуске “Журнала аналити-
ческой химии” публикуются статьи учеников 
Валерия Николаевича, продолжающих его дело 
в Уфимском университете науки и технологий, 
а также коллег, работающих в различных обла-
стях аналитической химии и  электроанализа, 
созвучных делу жизни Валерия Николаевича. 
География авторов статей выпуска очень ши-
рока. Это Московский и  Санкт-Петербург-
ский государственные университеты, Ураль-
ский и Казанский федеральные университеты, 
Национальный исследовательский Томский 
политехнический университет, Уральский эко-
номический университет, Научно-исследо-
вательский институт биомедицинской химии 
им. В.Н. Ореховича РАН. Их публикация – 
лучшая память о  Валерии Николаевиче, знак 
того, что его дело, идеи и взгляды продолжают 
жить и развиваться в трудах учеников и после-
дователей.



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, 2024, том 79, № 6, с. 544–554 

544

ОБЗОРЫ

УДК 543.555 
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Создание химических сенсорных устройств, работающих в  бесконтактном режиме, является 
актуальной задачей в  связи с  потребностью различных отраслей промышленности в  быстром, 
простом и  недорогом определении химического состава сред неинвазивным способом. Одним 
из перспективных направлений при разработке аналитических устройств с такими характеристи-
ками является использование высокочастотных электрических сигналов. В обзоре рассматрива-
ется эволюция метода высокочастотной бесконтактной кондуктометрии, а также других методов 
и устройств, работающих на аналогичных физических принципах (диэлектрической спектроско-
пии, микроволновых сенсоров, C4D-детекторов). 

Ключевые слова: электромагнитный сенсор, высокие частоты, кондуктометрия, микроволновые 
сенсоры, диэлектрическая спектроскопия, C4D детектор. 

DOI: 10.31857/S0044450224060017�,  EDN: tvyoys

В настоящее время происходит бурное раз-
витие отраслей аналитической химии, связан-
ных с  разработкой сенсорных устройств, что 
обусловлено запросом со  стороны экономики 
на быстрое, простое и недорогое определение хи-
мического состава различных сред. Химические 
сенсоры и  мультисенсорные системы, разрабо-
танные к  настоящему времени, нашли широкое 
применение в медицинской диагностике, в кон-
троле технологических процессов, а также в эко-
логическом мониторинге. Отдельный интерес 
представляет разработка бесконтактных химиче-
ских сенсоров, которые позволяли бы получать 
информацию о химическом составе анализируе-
мых сред без физического контакта чувствитель-
ных элементов сенсора с образцом. При создании 
таких сенсоров (это могут быть оптические хими-
ческие сенсоры или электрохимические сенсоры) 
могут применяться различные принципы. Один 
из  таких принципов  – использование радио-
частотного электромагнитного излучения (~10 
кГц–300 ГГц), поскольку источники и регистра-
торы такого излучения могут быть реализованы 
на  доступной и  недорогой компонентной базе. 

Такие методы исторически были предложены 
одними из  первых для создания бесконтактных 
сенсоров, и до сих пор это направление является 
весьма перспективным. 

Одним из первых бесконтактных методов из-
мерений в низкочастотном диапазоне стал метод 
безэлектродной или бесконтактной кондуктоме-
трии, широко изучавшийся в  1950–60-х гг. [1]. 
Метод измерения на низких частотах применялся 
в основном для оценки солености воды и в насто-
ящее время мало востребован [2].

В середине XX в. был предложен другой ва-
риант метода бесконтактной кондуктометрии  — 
высокочастотная бесконтактная кондуктоме-
трия. Устройства работали на  высоких частотах 
(50 кГц/1 МГц–300 МГц), а  регистрируемый 
электрический сигнал сложным образом зави-
сел от  проводимости образца, диэлектрической 
проницаемости, магнитных свойств и  емкости 
цепи. Поскольку аналитический сигнал являлся 
сложной функцией многих параметров, а  также 
из-за трудностей с  математической обработкой 
данных, эти приборы применялись только для 
кондуктометрического титрования, где катушка 
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индуктивности наматывалась на бюретку. Необ-
ходимо подчеркнуть, что в ряде работ отмечалось, 
что с  середины прошлого века до  1980-х гг. оба 
метода редко использовались в  аналитической 
практике [3]. 

В дальнейшем идеи метода бесконтактной 
кондуктометрии легли в основу целого ряда экс-
периментальных подходов, которые сейчас ак-
тивно используются в  аналитической химии. 
К  ним относятся диэлектрическая спектроско-
пия, микроволновые сенсоры и  C4D-детекторы 
(емкостно-связанный бесконтактный детектор 
проводимости). В табл. 1 дана их краткая харак-
теристика. Цель данного обзора  — обсуждение 
развития этих методов и их возможностей в ана-
литической химии. 

БЕСКОНТАКТНАЯ КОНДУКТОМЕТРИЯ

Первое описание метода бесконтактной кон-
дуктометрии было дано в отчете об эксперимен-
тах, проведенных в  1920 г., “Демонстрация ин-
дукционных токов, получаемых в  электролитах 
без электродов” [32]. 

Существует две частотные области, в  кото-
рых измерения электропроводности могут про-
водиться в  бесконтактном режиме [3]. В  1947 г. 
был разработан метод безэлектродной кондук-
тометрии или низкочастотной кондуктометрии 
(~20 кГц), при котором измерения проводились 
без непосредственного контакта электродов 
с  анализируемым раствором [1]. Было показа-
но, что безэлектродный метод дает результаты, 
идентичные полученным при “классическом” 
контактном методе кондуктометрии, но  без по-
мех, вызванных поляризацией контактирующих 
электродов.

Устройства состояли из  соединенных между 
собой тороидов генератора и приемника, а гене-
рацию сигнала осуществляли переменным током 
звуковых частот (рис.  1). Ток, проходящий че-
рез тороиды, зависел от проводимости раствора. 

Наиболее ранние применения данного варианта 
метода бесконтактной кондуктометрии были свя-
заны с измерением солености воды на различных 
глубинах океана [2], определением содержания 
различных электролитов в морской воде [4]. Эти 
приборы также использовались для определения 
эквивалентной проводимости растворов солей 
при высоких концентрациях [5–7] и для монито-
ринга концентрации азотной кислоты в радиоак-
тивных отходах [8].

Безэлектродный метод измерения электро-
проводности получил широкое распространение 
в химической промышленности в 1980-х гг. Этот 
принцип применялся для определения аналитов 
в агрессивных средах, поскольку коррозионные, 
высокотемпературные, насыщенные тверды-
ми частицами, маслами или жирами растворы 
не мешали измерениям, как в случае контактных 
детекторов [3]. Так, для измерений методом без-
электродной низкочастотной кондуктометрии 
применялся детектор, состоящий из двух герме-
тичных тороидов, расположенных в  непосред-
ственной близости друг от  друга. Один тороид 
создает электрическое поле в растворе, а другой 
выступает в  роли приемника переменного тока, 
индуцированного в растворе электролита. Экви-
валентную электрическую схему ячейки можно 
сравнить с  преобразователем, в  котором торои-
ды образуют первичную и  вторичную обмотки, 
а сердечник заменен соединительным контуром, 
который является проводящим раствором. Торо-
иды покрыты химически стойким фторопластом 
или другим термостойким непроводящим мате-
риалом. Преимущество этого метода заключается 
в том, что любые осадки, прилипающие к стен-
кам детектора, практически не  влияют на  из-
меряемую проводимость. Заметное изменение 
проводимости раствора может возникнуть лишь 
в том случае, если осадки вытеснят значительный 
объем анализируемого раствора. 

Недостатками метода безэлектродной низко-
частотной кондуктометрии являются размер де-
тектора и большой объем пробы. Самый малень-
кий безэлектродный детектор, разработанный 
к 1985 г., имеет диаметр около 3.6 см, а объем рас-
твора должен составлять несколько сотен милли-
литров; для детектора диаметром ~9 см требуются 
литры анализируемого раствора [3]. 

ВЫСОКОЧАСТОТНАЯ БЕСКОНТАКТНАЯ 
КОНДУКТОМЕТРИЯ

Другим вариантом метода бесконтактной 
кондуктометрии является высокочастотная кон-
дуктометрия (область частот, измеряемых в  ме-
гагерцах), также называемая осциллографией, 
которая широко изучалась в  1952–1965 гг. [9]. 
В  варианте высокочастотной кондуктометрии 
электроды имеют форму металлических листов 
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Рис. 1. Общая схема детектора, основанного на ме-
тоде бесконтактной кондуктометрии. 
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или полос на внешней стороне ячейки, которую 
изготавливают из изоляционного материала, на-
пример стекла. Либо образец в стеклянном сосуде 
помещают внутрь индукционной катушки, кото-
рая является частью цепи (рис. 2). Стекло в этом 
случае играет роль диэлектрика в  конденсаторе. 
Сопротивление конденсатора на высокой частоте 
настолько низкое, что переменный ток свобод-
но проходит в образец, и регистрируемый сигнал 
становится сложной функцией сопротивления 
раствора, его диэлектрической проницаемости 
и емкости цепи.

Как уже отмечалось, при всей своей простоте 
и удобстве метод высокочастотной бесконтактной 
кондуктометрии ранее активно не использовался 

в  аналитической химии [3]. Это связано прежде 
всего с тем, что сигнал детектора зависел не толь-
ко от  электропроводности, но  и  от магнитных, 
емкостных и  диэлектрических свойств образца. 
Точность оценки электропроводности в этом слу-
чае снижалась из-за отсутствия математических 
способов учета этих влияний, метод применялся 
в  основном для кондуктометрического титрова-
ния. Однако в середине XX века было проведено 
несколько экспериментов по  изучению возмож-
ностей данного метода. 

Во-первых, экспериментально было показа-
но, что эффективная полная электропроводность 
и  емкость изолированной ячейки, содержащей 
раствор электролита, изменяются как с  концен-

Таблица 1. История развития метода бесконтактной кондуктометрии 
Метод Годы Применение Литература

Бесконтактная 
кондуктометрия 

1940–1960

Оценка солености воды на различных глубинках океана [2]
Определение различных электролитов в морской воде [4]
Определение эквивалентной проводимости солей при 
высоких концентрациях [5–7]

Мониторинг концентрации HNO3 в радиоактивных 
отходах [8]

1980-е Определение аналитов в агрессивных средах [3]

Высокочастотная 
бесконтактная 
кондуктометрия 

1950-е
(осциллография)

Определение солесодержания природной воды [9]
Кондуктометрическое титрование: кислотно-
основное титрование, осадительное титрование, 
комплексонометрическое титрование, окислительно-
восстановительное титрование

[9–11]

Использование в хроматографии при измерении 
обменной емкости колонок, заполненных 
ионообменниками

[9]

Микроволновые 
сенсоры с 1990 

Определение молекулярных структур и дипольных 
моментов [12]

Анализ и контроль качества питьевой воды в режиме 
реального времени [13]

Выявление загрязнения поверхностных вод [14]
Определение Pb(NO3)2, Cd(NO3)2, Ca(NO3)2, Mg(NO3)2, 
NaNO3, KNO3 в воде [15]

Определение NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2, Na2CO3 
в водных растворах [16, 17]

Определение содержания глюкозы [18]
Анализ многокомпонентных двухфазных смесей [19]
Биомедицинские применения, [20]

Диэлектрическая 
спектроскопия

1980-е –  
настоящее время 

Анализ клеточных культур и микроорганизмов [21, 22]
Приборы для контроля качества пищевых продуктов [23, 24]

C4D детектор 1998 –  
настоящее время

Определение катионов с помощью КЭ-C4D 
технологии [25–27]

Определение анионов с помощью КЭC4D технологии [28]
Микрофлюидное бумажное аналитическое устройство [29, 30]
Электрический датчик роста бактерий с помощью 
детектора C4D [31]
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трацией, так и  с частотой. Это позволило полу-
чить спектр: частотную зависимость аналити-
ческого сигнала от набора различных факторов, 
включая проводимость и  диэлектрическую про-
ницаемость. Кроме того, были проведены экс-
перименты по  изучению зависимости частоты 
от концентрации электролита. Эксперименталь-
но показано, что такая зависимость имеет S-об-
разную форму, что связано с изменением диэлек-
трической проницаемости раствора. Кроме того, 
экспериментально установлено, что отклик высо-
кочастотного детектора зависит только от удель-
ного сопротивления раствора и  изменений, 
происходящих в  растворе, и  не зависит от  типа 
электролита. Этот факт подтвержден с  тремя 
различными типами электролитов: NaCl, BaCl2, 
K4[Fe(CN)6] [10, 33]. 

Таким образом, несмотря на сложность полу-
чаемого сигнала, в те годы было проведено мно-
жество экспериментов по выяснению факторов, 
влияющих на аналитический сигнал, и найдены 
некоторые практические применения этого ме-
тода. 

В 1952 г. опубликована работа [34] по  опре-
делению содержания воды в  спиртах методом 
высокочастотной кондуктометрии. Предложен 
бесконтактный датчик на основе катушки индук-
тивности, подключенной к генератору высокоча-
стотного электрического поля на частоте ~6 кГц. 
Наиболее точные результаты получены для систе-
мы EtOH–H2O. Предложенный метод рекомен-
дован для рутинного применения в производстве 
спирта [34]. 

Авторы работы [9] описали ряд применений 
метода высокочастотной кондуктометрии в  хро-

матографии, например для измерения обмен-
ной емкости колонок с  ионообменниками, для 
оценки поверхности пятен в бумажной хромато-
графии и при определении солесодержания при-
родных вод. Метод высокочастотной кондуктоме-
трии также может применяться для определения 
конечной точки титрования в  методе кислот-
но-основного, осадительного, комплексономе-
трического и  окислительно-восстановительного 
титрования. Высокочастотное кондуктометри-
ческое титрование можно применять для опре-
деления кислот и оснований Льюиса (например, 
NH4Cl или SnCl4) в органических средах в ацето-
нитриле и бензоле [11].

В работе [35] предложена классификация ме-
тодов кондуктометрического высокочастотного 
титрования, основанная на  измеряемых пара-
метрах. В  соответствии с  этой классификацией 
можно выделить три группы методов: 

•	 приборы, отклик которых зависит от  из-
менения высокочастотной проводимости 
или диэлектрических потерь;

•	 устройства, в  которых происходит изме-
нение емкости и на основании этого воз-
никает аналитический сигнал;

•	 приборы, которые дают сигнал, завися-
щий как от  емкости, так и  от высокоча-
стотной проводимости. 

МИКРОВОЛНОВЫЕ СЕНСОРЫ

Одно из  новых направлений исследований, 
в  котором используются идеи метода высокоча-
стотной бесконтактной кондуктометрии,  – ми-
кроволновые сенсоры. Устройства работают 
в  микроволновом диапазоне частот. Их прин-
цип действия основан на  определении свойств 
молекулы в  результате ее взаимодействия (по-
глощения, пропускания, отражения, рассеяния) 
с  электромагнитными волнами в  диапазоне ча-
стот от  300 МГц до  300 ГГц. Любое изменение 
геометрической структуры или типа молекулы 
приводит к  изменению проницаемости матери-
ала и, соответственно, спектра микроволнового 
излучения. Метод применим для изучения твер-
дых тел, жидкостей, газов и суспензий [12, 36, 37]. 

Традиционно микроволновая спектроско-
пия используется для определения молекулярных 
структур и  дипольных моментов, однако метод 
имеет некоторые области применения и  в ана-
литической химии. Стоит отметить, что микро-
волновые сенсоры для количественного анализа 
веществ имеют ряд преимуществ: недеструктив-
ность, низкую стоимость приборов, высокую 
чувствительность и возможность измерений в ре-
жиме онлайн. В работе [13] предложены сенсоры 
на  основе микроволнового излучения для кон-
троля качества питьевой воды в режиме реально-
го времени. Авторы работы [14] описывают ми-

Рис. 2. Общая схема детектора, основанного на мето-
де высокочастотной бесконтактной кондуктометрии. 
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кроволновый сенсор, работающий в  диапазоне 
частот 200–2000 МГц, для обнаружения загряз-
нения поверхностных вод в  режиме реального 
времени. Экспериментальная установка состояла 
из  генератора и приемника излучения, усилите-
ля мощности и  векторного анализатора цепей. 
Показано, что система дает различный отклик 
на чистую воду и растворы ZnSO4, Pb(NO3)2 в ди-
апазоне концентраций 2–4 мг/л. 

В работе [38] рассмотрено применение гибкого 
микроволнового сенсора, работающего в  диапа-
зоне частот 1–15 ГГц, для анализа качества воды. 
Авторы получили спектры водных растворов не-
органических солей: CuCl, MnCl2, KCl в  санти- 
и  децимолярном диапазоне концентраций и  по-
казали, что каждый образец имеет уникальный 
отклик на микроволновый сигнал. При этом про-
цедура измерения предполагает проведение ана-
лиза в  непрерывном режиме. Схожий принцип 
использован для определения примесей серебра 
(AgCl/Ag2O) в водной суспензии в работе [39]. Не-
смотря на то, что практическая значимость этого 
исследования не  вполне очевидна, авторы пока-
зали зависимость аналитического сигнала от раз-
мера частиц в анализируемом растворе. В работе 
[40] предложен микроволновый датчик на  осно-
ве копланарного волновода с электрическим ко-
лебательным контуром, реализованным в  виде 
встречно-штыревого конденсатора. Устройство 
позволяет получать спектры PO4

3-/NO3
- в  диапа-

зоне частот от 1 до 5 ГГц, диапазон рабочих кон-
центраций сенсора составляет 0–1000 мг/л.

Микроволновые сенсоры могут применяться 
в  качестве детектирующих элементов в  микро-
флюидных устройствах. В работе [15] исследова-
лась возможность использования бесконтактного 
сенсора на частоте 500 МГц в сочетании с хемо-
метрической обработкой данных для определе-
ния неорганических солей в  водных растворах. 
Датчик состоял из спирального индуктора и кон-
денсатора. Такой подход использован для опреде-
ления содержания Pb(NO3)2, Cd(NO3)2, Ca(NO3)2, 
Mg(NO3)2, NaNO3 и KNO3 в диапазоне 0–100 мМ. 
В  работах [16, 17] описан бесконтактный пла-
нарный микроволновый сенсор, работающий 
в диапазоне частот 0.5 ГГц–2.2 ГГц, для обнару-
жения NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2, Na2CO3 в водных 
растворах. Предложенный сенсор пригоден для 
обнаружения неорганических солей в  диапазо-
не концентраций от  4 до  20 мас.%. Кроме того, 
данный сенсор в  сочетании с  методом главных 
компонент позволил различить неорганиче-
ские и  органические вещества в  растворах. Эти 
же авторы разработали микроволновый сенсор 
для неинвазивного измерения уровня глюкозы 
в  водных растворах в  диапазоне концентраций 
0–150 мг/дл [18]. Сенсор выполнен на  основе 
планарного встречно-штырьевого конденсатора, 
оснащенного резонатором с разрезным кольцом 

(HCSRR – hexagonal complementary split-ring res-
onator). Предложенный микроволновый сенсор 
работает в диапазоне частот 1–5 ГГц и имеет до-
вольно простую конструкцию. 

В литературе имеется мало сведений о приме-
нении подобных сенсорных устройств для анали-
за сложных многокомпонентных реальных объ-
ектов. Однако, например, в работе [19] показаны 
возможности микроволнового резонаторного 
сенсора в анализе двухфазных смесей, состоящих 
из  несмешивающихся жидкостей. Предложен-
ный сенсор применяли для определения содер-
жания воды в нефти, когда жидкости не эмульги-
рованы и образец существует в виде двухфазной 
системы. Устройство работает в диапазоне частот 
1.5–10 ГГц, при этом обрабатывается многомер-
ный спектр (сдвиг частот различных гармоник 
резонатора) вместо использования только одной 
резонансной частоты, как это принято при работе 
с “классическими” микроволновыми сенсорами. 
В  обзоре [20] рассмотрены некоторые биомеди-
цинские приложения электромагнитных резо-
нансных сенсоров, такие как мониторинг роста 
бактерий, определение жизнеспособных/нежиз-
неспособных клеток, обнаружение чередования 
буферного раствора и клеток в микрофлюидных 
каналах, анализ мышечной ткани, мониторинг 
гемодинамики. Биологические ткани прозрачны 
для излучения радиочастотного диапазона, поэ-
тому применение этой технологии в  определен-
ных областях достаточно эффективно. 

В работе [41] показано применение микровол-
новой спектроскопии (рабочий диапазон частот 
сенсора 100 МГц–40 ГГц) для определения содер-
жания мочевины/воды в  молоке, поскольку до-
бавление мочевины является одним из  способов 
фальсификации коровьего молока. Предпола-
гается, что большое количество воды в коровьем 
молоке может взаимодействовать с  мочевиной, 
образуя кластеры вода–мочевина, что приводит 
к  изменению диэлектрической проницаемости 
молока. 

ДИЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ

На основе физических принципов, анало-
гичных методу высокочастотной бесконтактной 
кондуктометрии, работает метод диэлектриче-
ской спектроскопии, в  котором анализируется 
изменение диэлектрической проницаемости об-
разцов на различных частотах переменного элек-
трического тока (рис. 3). Метод применяется для 
изучения свойств неорганических солей в водных 
растворах, для создания биосенсоров и  сенсо-
ров для контроля качества пищевых продуктов. 
Так, авторы работы [23] разработали сенсор для 
определения классов качества свиного мяса. Про-
ведена оценка применимости диэлектрических 
спектров для определения классов качества мяса 
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(PSE/ Pale, Soft and Exudative  – бледное, мягкое 
и экссудативное, DFD/ Dark, Firm and Dry – тем-
ное, твердое и  сухое, RFN/ Red Firm and Non-
exudative  – красное твердое и  неэкссудативное) 
в  мышцах умерших свиней. Авторами получены 
диэлектрические спектры в диапазоне 100 Гц–0.4 
МГц. Показано, что диэлектрические свойства 
мяса в  процессе старения отличаются для раз-
ных классов качества мяса. Также показано, что 
для получения аналитической информации мож-
но пользоваться только некоторыми частотами 
из спектра (140 Гц, 500 Гц и 300 кГц). 

В работе [24] продемонстрировано примене-
ние диэлектрической спектроскопии для опреде-
ления начала различных стадий молочнокислого 
свертывания молока с  помощью коммерчески 
доступного векторного анализатора цепей (VNA/
Vector Network Analyzer), работающего в  диапа-
зоне частот 100 МГц–20 ГГц. Подобные анализа-
торы используются для генерации переменного 
тока различных частот и  в других аналогичных 
методах. Следует отметить относительно высокую 
стоимость оборудования для реализации метода. 

Ряд работ в  области диэлектрической спек-
троскопии направлен на  исследование бактерий 
и  клеток. Для биологических проб зависимость 
аналитического сигнала от  диэлектрической 
проницаемости среды имеет сложный характер. 
Электрические свойства анализируемой среды 
можно охарактеризовать, как правило, двумя па-
раметрами: диэлектрической проницаемостью (ε) 
и проводимостью (σ). На частотах < 1 ГГц элек-
трические свойства ионных растворов не зависят 
от частоты, и могут быть оценены путем измере-
ния емкости C и проводимости G образца, удер-

живаемого между двумя плоскопараллельными 
электродами площадью A, разделенными рас-
стоянием d. В  отличие от  простых ионных рас-
творов, электрические свойства биологических 
клеток и  микробных суспензий сильно зависят 
от  частоты: их диэлектрическая проницаемость 
увеличивается, а проводимость уменьшается при 
уменьшении частоты, при которой проводят-
ся измерения. Это связано с  тем, что потенциал 
в  электрическом поле либо накапливается, либо 
теряется, т.е. проводимость и  диэлектрическая 
проницаемость взаимосвязаны [21]. 

В случае если электрические свойства веще-
ства сильно зависят от частоты, то такое явление 
называют диэлектрической дисперсией. Согласно 
данным [42–44], биологические клетки, включая 
микроорганизмы, в целом обладают тремя основ-
ными дисперсиями в диапазоне от 0 Гц до 1 ГГц, 
известными как α, β, γ, δ-дисперсии: 

– α-дисперсия обусловлена тангенциальным 
потоком ионов через поверхности клеток; 

— �β-дисперсия возникает в результате накоп
ления заряда на клеточных мембранах из-за 
эффекта Максвелла—Вагнера;

— �δ-дисперсия связана с вращением боковых 
цепей макромолекул и “связанной” воды;

— �γ-дисперсия обусловлена дипольным вра-
щением малых молекул, особенно воды. 

Биологические материалы могут демонстри-
ровать довольно большие дисперсии, особенно 
на низких частотах [21]. 

Простейшая интерпретация метода диэлек-
трической спектроскопии основана на  оценке 
величины β-дисперсии в радиочастотном диапа-
зоне. Клетки ведут себя как крошечный конден-
сатор, и  сигнал таких сенсоров линейно корре-
лирует с  объемной долей биомассы: чем больше 
концентрация биологического материала, тем 
меньше проводимость (G) среды и  больше ем-
кость цепи (С). Увеличение макроскопической 
емкости связано с тем, что электрические заряды 
не могут пересечь клеточную мембрану в диапа-
зоне низких частот из-за изоляции проводящей 
цитоплазмы. На значения получаемого анали-
тического сигнала (т.е. изменение β-дисперсии) 
могут оказывать влияние и  другие процессы, 
связанные со  строением клетки: поступательное 
и  вращательное движения мембранных липидов 
и белков, наличие двойных электрических слоев, 
возникающих на поверхности клетки. Тем не ме-
нее считается, что диэлектрические свойства био-
логических клеток в  радиочастотном диапазоне 
определяются лишь зарядом “статической” емко-
сти относительно ионопроницаемой клеточной 
мембраны [21]. 

Подобный подход, основанный на методе вы-
сокочастотной диэлектрической спектроскопии, 
применен в 2018 г. для классификации двух типов 
бактерий: Bacillus Subtilis (грамположительная 

Рис. 3. Общая схема экспериментальной установки 
для реализации метода диэлектрической спектро-
скопии. 
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бактерия) и E. coli (грамотрицательная бактерия) 
[22]. В  работе для генерации сигнала использо-
вался коммерческий мультиметр Agilent E8362B. 
Прибор работал в  диапазоне частот от  0.01 Гц 
до 20 ГГц, а в области частот от 14 до 18 ГГц на-
блюдались видимые различия в спектрах для двух 
типов бактерий. Различия в спектрах обусловле-
ны отличающимися электропроводностями для 
грамположительных и  грамотрицательных бак-
терий. Поверхность бактериальных клеток со-
держит полисахариды и  гликопротеины S-слоя, 
в то время как их клеточные мембраны обладают 
липидными бислоями с  характерной электро-
физиологией, обусловленной наличием воды 
в  различных связанных формах (δ, γ-диспер-
сии). Основной причиной более высокой элек-
тропроводности у  грамположительных бакте-
рий является их выступающая клеточная стенка 
и отсутствие внешнего слоя липидной мембраны 
[45]. Электропроводность грамположительных 
и  отрицательных бактерий может варьироваться 
в зависимости от их формы, состава и геометрии 
каждого субклеточного слоя, где они получают 
возможность для селективной поляризации. По-
мимо типа бактерий, на  аналитический сигнал 
влияет также размер/форма самой бактерии. Раз-
мер E. coli составляет примерно 0.50–2.00 μм, а B. 
subtilis  — 1.00–10.0 μм [45]. Приведенные выше 
параметры могут быть использованы в  качестве 
маркеров для простого и  быстрого распознава-
ния различных видов бактерий. 

Диэлектрическая спектроскопия имеет ряд 
преимуществ перед традиционными оптически-
ми методами определения количества бактерий 
(помимо возможности бесконтактного обнаруже-
ния). Закон Бугера—Ламберта—Бера дает некор-
ректные результаты для определения биологиче-
ских клеток при концентрациях более ~1 мг/мл, 
в  то время как значения высокочастотной про-
ницаемости линейно зависят от  концентрации 
клеток в  диапазоне до  100 мг/мл. Анализ бакте-
рий методом молекулярной спектрофотометрии 
в мутных или окрашенных растворах также при-
водит к некорректному определению оптической 
плотности, т.е. этот метод, в  отличие от  диэлек-
трической спектроскопии, не  подходит, напри-
мер, для изучения влияния наночастиц на  рост 
бактерий. Кроме того, метод диэлектрической 
спектроскопии можно применять для получения 
кривых роста бактерий и  отслеживания гибели 
клеток в культуральной среде после химических, 
гидродинамических и  других бактериальных 
стрессов. Подход основан на  различии диэлек-
трических свойств жизнеспособных и  мертвых 
клеток, возникающем после воздействия на бак-
териальную культуру. Живые клетки имеют непо-
врежденные мембраны, и поэтому их собственная 
проводимость обычно выше, чем у мертвых кле-
ток [46]. 

Заметным недостатком микроволновых сен-
соров и диэлектрической спектрометрии является 
использование частот в гигагерцовом диапазоне, 
требующих дорогостоящих векторных анализато-
ров цепей и анализаторов импеданса. Преимуще-
ством является применение для анализа инфор-
мационно насыщенного гигагерцового диапазона 
частот.

C4D ДЕТЕКТОРЫ

В 1998 г. [47, 48] двумя независимыми науч-
ными группами разработана технология C4D 
(емкостно-связанный бесконтактный детектор 
проводимости, capacitively coupled contactless 
conductivity detection). Обычно технология C4D 
используется в  трубчатой конструкции, где два 
электрода располагаются вокруг измерительной 
ячейки (например, стеклянного капилляра или 
полимерной трубки) с  небольшим зазором и  не 
находятся в непосредственном контакте с иссле-
дуемым раствором (рис.  4). Переменное напря-
жение подается на первый электрод, а второй слу-
жит приемником для генерируемого переменного 
тока. В настоящее время C4D-детекторы приме-
няются в  качестве детекторов в  капиллярном 
электрофорезе (КЭ) для определения различных 
ионов. Так, например, в работе [25] показаны воз-
можности технологии КЭ-C4D для определения 
катионов Ca2+, Mg2+, Na+ и  K+ в  биодизельном 
топливе с  пределами обнаружения в  диапазоне 
от  0.06 до  0.6 мг/л. В  работе [49] продемонстри-
ровано применение аналогичной технологии для 
определения шести различных неорганических 
и  органических катионов (K+, Na+, Ca2+, Mg2+, 
NH4

+, [HN(CH2CH2OH)3]+) в  реальных объектах 
анализа: трех биодизельных топливах и  маслах 
с пределами обнаружения в диапазоне 0.001–0.005 
мг/л. Авторы работы [26] показали применимость 
КЭ-C4D для одновременного определения 14 
редкоземельных элементов (РЗЭ) с  пределами 
обнаружения около 0.24 мг/л. В  работе [27] ис-
следована первая полностью автоматизированная 

Рис. 4. Общая схема C4D-детектора.
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система капиллярного электрофореза на  основе 
бесконтактного кондуктометрического детекти-
рования для определения Li+, Na+, K+, Ca2+, Mg2+ 
в  микромолярных концентрациях. Также пока-
зано, что данная концепция применима и  для 
определения неорганических анионов в реальных 
объектах анализа. Так, пять анионов (Cl-, NO3

- , 
SO4

2-, F-, HCOO-) были определены с  помощью 
КЭ-C4D в  оливковом масле с  пределом обнару-
жения от 0.01 до 0.7 мг/кг [28]. 

В последнее время этот тип сенсоров широ-
ко применяется для решения и  других аналити-
ческих задач. В работе [50] продемонстрировано 
микрофлюидное определение NaCl в водных рас-
творах с помощью технологии C4D. Авторы опи-
сали сенсорное устройство, которое определяет 
проводимость анализируемого раствора в микро-
флюидном потоке на основе сдвига резонансной 
частоты. Устройство работает за  счет взаимной 
индуктивной связи между считывающей катуш-
кой и индуктором. Результаты экспериментов по-
казали, что детектор хорошо работает в диапазоне 
концентраций 0.01–1 М. 

В исследовании [29] представлена разработка 
бесконтактного сенсора проводимости с емкост-
ной связью, изготовленного на  печатной плате, 
в  качестве детектора для бумажных микрофлю-
идных устройств. Авторы объединяют два пер-
спективных направления аналитической химии: 
бесконтактные сенсорные устройства и их мини-
атюризацию. Устройство нашло применение для 
определения сульфита в  соках и  винах. Для из-
мерения электропроводности на  верхнюю часть 
C4D-детектора помещают полоску обычной бу-
маги (20 × 25 мм), на которую затем дозируют не-
большой объем аналита (100 мкл). Аналогичный 
принцип применяли для контроля поглощения 
газа влажной бумагой с целью определения содер-
жания карбонатов в цементном порошке [30]. 

В работе [31] предложен автоматический 
электрический датчик роста бактерий (EBGS  — 
electrical bacterial growth sensor) на основе C4D-де-
тектора. Авторами получена зависимость норми-
рованного значения кажущейся проводимости 
от  времени инкубации, показано влияние ток-
сических и  стрессовых воздействий химических 
веществ на  рост бактериальных культур. Данная 
технология может быть актуальной во многих об-
ластях: медицинские исследования, клиническая 
диагностика, биотехнологическая промышлен-
ность и экологический мониторинг.

ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДОВ 
ОБРАБОТКИ МНОГОМЕРНЫХ 

ДАННЫХ В ВЫСОКОЧАСТОТНОЙ 
КОНДУКТОМЕТРИИ

В связи со сложной природой регистрируемых 
сигналов в высокочастотных электрических полях 

и  их зависимостью от  многочисленных свойств 
образца (проводимости, диэлектрической прони-
цаемости, емкостных и магнитных свойств и т.д.) 
применение многомерных методов обработки 
данных представляется перспективным направ-
лением для этих методов. Это может способство-
вать извлечению более ценной аналитической 
информации из одних и тех же инструментальных 
сигналов и  привести к  решению более сложных 
аналитических задач. Действительно, ряд иссле-
дований подтверждает это утверждение. В работе 
[51] сочетались хемометрическая обработка дан-
ных и микроволновые диэлектрические спектры 
при анализе состава пищевых продуктов. Детек-
тор позволял определять содержание воды, белка, 
NaCl и фосфора в различных пищевых продуктах: 
курице, свинине, креветках, треске, рыбных сме-
сях, сельди. Детектор работал в диапазоне частот 
от 0.2 до 12 ГГц, а при обработке данных исполь-
зовали сигналы на 31 различной частоте. В рабо-
те [52] продемонстрировано успешное сочетание 
диэлектрической спектроскопии и  хемометрики 
для обнаружения фальсификации виноградного 
сиропа. Устройство работало в  диапазоне частот 
0–150 МГц и оказалось способным обнаруживать 
различные фальсификаты, такие как финиковый 
сироп, виноградная паста, смесь водных раство-
ров сахаров, на основе различий в их диэлектри-
ческой проницаемости. Для предварительной 
обработки данных применяли метод главных ком-
понент, позволяющий кластеризовать различные 
классы фальсификатов. Далее классифицировали 
фальсификаты с использованием метода опорных 
векторов и  линейного дискриминантного ана-
лиза, что дало 100%-ную точность. В работе [53] 
описано определение доли нефти в  эмульсиях 
типа “масло-в-воде” с  различным содержанием 
солей с  помощью диэлектрической спектроско-
пии (0.2–6 ГГц) в  сочетании с  хемометрической 
обработкой данных. В  различных смесях “мас-
ло-в-воде” удалось оценить содержание неорга-
нических солей в диапазоне концентраций 0.17–5 
М. В  нашей работе [54] этот подход получил 
дальнейшее развитие; было предложено простое 
и  недорогое устройство на  основе катушки ин-
дуктивности, работающее в диапазоне 2–112 МГц 
и имеющее множество возможных аналитических 
применений. Детектор  – своеобразный гибрид 
высокочастотной бесконтактной кондуктометрии 
и  упрощенной диэлектрической спектроскопии. 
Измерительной ячейкой служит катушка индук-
тивности, намотанная на  дно стандартной цен-
трифужной пробирки, что позволяет проводить 
быстрые бесконтактные измерения. Регистриру-
емый сигнал зависит от диэлектрической прони-
цаемости, магнитных свойств, емкости, поляри-
зуемости и проводимости образца. Многомерная 
обработка данных позволила определять содер-
жание неорганических солей в водном растворе, 
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определять физические свойства органических 
соединений (дипольный момент), количественно 
оценивать интегральные показатели качества (со-
держание жира в молоке, %), распознавать слож-
ные биологические среды, содержащие различ-
ные культуры бактерий и раковых клеток.

Такая комбинация методов высокочастотных 
электрических сенсоров с обработкой многомер-
ных данных представляется весьма перспектив-
ной и может позволить решить некоторые слож-
ные аналитические задачи простым и  изящным 
способом. 

* * *

Идеи высокочастотных бесконтактных изме-
рений применительно к  химическому анализу, 
впервые высказанные в  середине XX в., сегодня 
преобразовались в  несколько быстро развиваю-
щихся направлений исследований: микроволно-
вые сенсоры, методы диэлектрической спектро-
скопии и  C4D-детекторы. Каждое направление 
имеет свои особенности, но  всех их объединяет 
возможность бесконтактных измерений, широко 
востребованная в  современной аналитической 
химии. С помощью подобных устройств в насто-
ящее время предложены способы анализа самого 
широкого круга объектов: водные растворы, био-
логические культуральные среды, многофазные 
системы, биологические ткани. Возможности 
современной компонентой базы микроэлектро-
ники и методов обработки данных способствуют 
развитию новых аналитических приложений это-
го класса анализаторов. 
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Abstract. The development of chemical sensor devices operating in non-contact mode is of primary 
interest due to the demand from various industries for a fast, simple and inexpensive determination of 
chemical composition in different media in a non-invasive way. One of the promising directions for the 
development of analytical devices with such characteristics is the use of high-frequency electrical signals. 
The paper discusses the evolution of high-frequency contactless conductometry method, likewise other 
methods and devices operating on similar physical principles (dielectric spectroscopy, microwave sensors, 
C4D detectors).
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Гидроксильный радикал является наиболее агрессивным и опасным продуктом неполного восста-
новления кислорода в организме, в связи с чем его определение и влияние различных антиоксидантов 
на ингибирование OH-радикалов является актуальной задачей. Предложен импедансометрический 
сенсор для определения гидроксильных радикалов на основе графитового электрода, модифициро-
ванного электрохимически осажденным золотом и самоорганизующимся монослоем N-ацетил-L-
цистеина (АЦЦ). Применение АЦЦ обусловливает высокую селективность сенсора, а использова-
ние нефарадеевского импеданса в качестве способа регистрации аналитического сигнала позволяет 
достичь предела обнаружения OH-радикалов 0.01 нМ при линейном диапазоне определяемых кон-
центраций 0.08–8 нМ. Разработанный сенсор успешно применен для оценки активности некоторых 
антиоксидантов (аскорбиновая кислота, глутатион, коэнзим Q10) по отношению к OH-радикалам.

Ключевые слова: гидроксильный радикал, импедансная спектроскопия, антиоксидантная актив-
ность, аскорбиновая кислота, глутатион, коэнзим Q10. 
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Гидроксильный радикал (ОН•) образуется 
в организме человека в процессе восстановления 
кислорода [1] и  является наиболее реакционно-
способным и опасным его продуктом. Время жиз-
ни гидроксильного радикала составляет около 10–9 
с, а радиус миграции меньше 100 Å, что сравнимо 
с  размерами органических молекул [2]. В  связи 
с  этим ОН• способен повреждать нуклеиновые 
кислоты [3], липиды [4] и белки [5]. 

Радикал ОН• считается одним из  основных 
маркеров окислительного стресса, который яв-
ляется причиной развития многих патологий, 
включая нейродегенеративные [6] и сердечно-со-
судистые заболевания [7], а также рак [8]. В связи 
с этим количественная оценка уровня ОН• в био-
логических образцах и  способности различных 
антиоксидантов ингибировать OH-радикалы 
имеет большое значение для медицинских и ана-
литических исследований. Однако мониторинг 
ОН• все еще представляет определенную слож-
ность для исследователей, что связано с высокой 
реакционной способностью и  сверхкоротким 
временем свободного существования гидрок-
сильного радикала в биологических объектах.

К методам определения гидроксильных ра-
дикалов относятся ЭПР-спектроскопия [9], вы-
сокоэффективная жидкостная хроматография 
[10] и флуориметрия [11], однако каждый из этих 
подходов обладает определенными недостатками, 
связанными с невозможностью прямого детекти-
рования ОН• и  сложностью адаптации методик 
для анализа биологических образцов. Несмотря 
на это, некоторые из указанных методов успешно 
использованы для исследования антиоксидант-
ных свойств различных веществ [12, 13]. 

Определение гидроксильных радикалов с по-
мощью электрохимических сенсоров является 
перспективным направлением благодаря исполь-
зованию специальных модификаторов, селектив-
но окисляющих ОН•, что позволяет быстро и  с 
высокой чувствительностью определять концен-
трацию ОН-радикалов без применения допол-
нительных радикальных ловушек [14]. В качестве 
модификаторов электродной поверхности наи-
большую популярность приобрели органические 
соединения серы, которые позволяют не  толь-
ко определять концентрацию ОН• в  клеточных 
культурах [15], но  и  оценивать антиоксидант-
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ную активность различных экстрактов растений 
по отношению к гидроксильным радикалам [16]. 
Общим недостатком большинства органических 
соединений серы является их высокая токсич-
ность, что обусловливает необходимость поиска 
новых селективных модификаторов для опреде-
ления ОН•.

В данной работе представлен новый импедан-
сометрический сенсор для быстрого определения 
ОН• и оценки активности антиоксидантов по от-
ношению к гидроксильным радикалам. Новизна 
данного сенсора в  основном заключается в  ис-
пользовании нетоксичного модификатора N-а-
цетил-L-цистеина (АЦЦ). Константа скорости 
реакции между АЦЦ и ОН• составляет 1.36 × 1010 
М–1·с–1 [17], что на несколько порядков выше кон-
стант скорости реакции АЦЦ с другими активны-
ми формами кислорода. Этот факт обусловливает 
высокую селективность разработанного сенсора, 
а применение метода нефарадеевского импеданса 
для регистрации аналитического сигнала позво-
ляет достичь высокой чувствительности опреде-
ления. Импедансометрический сенсор не только 
характеризуется широким диапазоном определя-
емых концентраций и низким пределом обнару-
жения, но также успешно применен для оценки 
антиоксидантных свойств некоторых биологиче-
ски активных веществ (глутатион, аскорбиновая 
кислота и коэнзим Q10) в отношении OH-ради-
калов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. Хлорид калия, серная кислота, пе-
роксид водорода (35%), фосфатный буферный 
раствор (ФБР, pH 6.86), гипохлорит натрия, ги-
дроксид калия, раствор золотохлористоводо-
родной кислоты (1 г/л), N-ацетил-L-цистеин, 
D-глюкоза, L-аргинин, аскорбиновая кислота, 
L-глутатион, коэнзим Q10, используемые в рабо-
те, приобретали у компании Sigma-Aldrich (США). 
Гексааммин рутений(III) хлорид ([Ru(NH3)6]Cl3) 
приобретали у  компании Senzhuo Industry Co., 
LTD (Китай). Все реактивы имели квалификацию 
ос. ч. и не подвергались дополнительной очистке. 
Для приготовления всех растворов использовали 
бидистиллированную воду. 

Гидроксильные радикалы генерировали путем 
разложения пероксида водорода под воздействи-
ем УФ-излучения. Для этого в ячейку с 10 мл ФБР 
и подготовленным сенсором вносили различные 
объемы H2O2 (2 × 10–8 или 2 × 10–6 М) и облучали 
УФ-излучением в течение 10 мин. При построе-
нии градуировочной зависимости учитывали, что 
в  результате разложения одной молекулы перок-
сида водорода УФ-излучением образуются две 
молекулы ОН• [18]:

	 H2O2 + hν → 2ОН•.	 (1)

Синглетный кислород (1O2) генерировали 
с помощью добавления NaClO (1 × 10–7 М) к вод-
ному раствору H2O2 (1 × 10–7 М). Пероксид во-
дорола (1 × 10–7 М) и  гипохлорит анион (ClO–) 
(1 × 10–7 М) получали путем разбавления коммер-
ческих растворов H2O2 и NaClO. 

Аппаратура. Все электрохимические измере-
ния, включая циклическую вольтамперометрию 
(ЦВА) и  импедансную спектроскопию (ЭИС), 
проводили на  потенциостате-гальваностате 
PalmSens 4 (Palmsens B.V., Нидерланды). Электро-
химическая ячейка представляла собой трехэлек-
тродную систему, в которой рабочим электродом 
являлся разработанный сенсор. В качестве элект-
рода сравнения использовали хлоридсеребряный 
электрод, заполненный 1 М раствором KCl; в ка-
честве вспомогательного использовали платино-
вый электрод. Для генерации УФ-излучения при-
меняли ультрафиолетовые лампы марки ДКБУ-11 
с длиной волны 254 нм и суммарной мощностью 
22 Вт, встроенные в  вольтамперометрический 
анализатор ТА-Lab (Томьаналит, Россия). Би-
дистиллированную воду получали на  установке 
БЭ-4 (Ливам, Россия).

При проведении измерений методом нефара-
деевского импеданса устанавливали следующие 
параметры: напряжение постоянного тока Edc = 
0.28 В; амплитуду напряжения Eac = 0.01 В; диапа-
зон частот от 0.1 до 105 Гц. Измерения проводили 
в ФБР (pH 6.86). 

Емкость двойного электрического слоя (Cdl) 
рассчитывали по формуле (2) [19]:

	 Cdl = Q·ωmax
(n — 1)

 ,	 (2)

где Q  — элемент постоянной фазы (CPE), 
сn/Ом·см2; ωmax  — частота, при которой мнимая 
часть импеданса достигает максимального значе-
ния, рад/с; n  — экспоненциальный показатель, 
обозначающий фазовое отклонение. Для моде-
лирования импедансных спектров использовали 
программное обеспечение PSTrace 5.8 (Palmsens 
B.V., Нидерланды).

Методика эксперимента. Подготовка сенсо-
ра. В  качестве рабочего электрода использовали 
графитовый электрод, импрегнированный по-
лиэтиленом и  парафином под вакуумом (ИГЭ), 
геометрическая площадь которого составляет 
0.126 см2 (ООО “ЮМХ”, Россия). Перед нанесе-
нием модификаторов поверхность электрода ме-
ханически очищали с помощью фильтровальной 
бумаги. Золото на  поверхность ИГЭ наносили 
электрохимически из раствора HAuCl4 (82.4 мкМ) 
в  диапазоне потенциалов от  –0.55 до  0.05 В  при 
скорости развертки потенциала 1 мВ/с. После 
нанесения золота проводили электрополировку 
поверхности сенсора 0.05 М серной кислотой ме-
тодом ЦВА в диапазоне от 0 до 1.5 В при скорости 
развертки 100 мВ/с в течение 10 циклов. Для по-
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лучения самоорганизующегося монослоя (СОМ) 
N-ацетил-L-цистеина сенсор погружали в водный 
раствор АЦЦ с концентрацией 10 мМ на 24 ч при 
комнатной температуре. После проведения изме-
рений сенсор регенировали в 0.1 М растворе KOH 
методом вольтамперометрии с линейной разверт-
кой потенциала в диапазоне от –0.5 до –1.3 В при 
скорости развертки 100 мВ/с для удаления оста-
точных молекул АЦЦ с поверхности электрода. 

Оценка активности антиоксидантов по  от-
ношению к  гидроксильным радикалам. Для оценки 
способности выбранных модельных антиоксидан-
тов улавливать гидроксильные радикалы в ячейку 
с 10 мл ФБР вносили определенный объем анти-
оксиданта, после чего вносили 250 мкл H2O2 (2 × 
10–8 М) для генерации гидроксильных радикалов 
в концентрации 1 × 10–9 М. Подготовленную ячей-
ку с внесенным сенсором облучали УФ-излучени-
ем в течение 10 мин, после чего измеряли емкость 
двойного электрического слоя методом нефа-
радеевского импеданса. Для оценки активности 
антиоксидантов по отношению к ОН-радикалам 
использовали два критерия: концентрацию ОН•, 
подвергнутых действию антиоксиданта, а  также 
процент уловленных ОН-радикалов. Концентра-
цию ОН-радикалов, подвергнутых действию ан-
тиоксиданта (c´OH), рассчитывали по формуле (3):

	 c c
c
c

cOH OH
ант

OH
OH

'
,= −

Δ
Δ   • 	 (3)

где Δсант  — аналитический сигнал, полученный 
при воздействии антиоксиданта, ΔсOH – аналити-
ческий сигнал без антиоксиданта, сOH – начальная 
концентрация ОН• (1 × 10–9 М). 

Процент уловленных ОН-радикалов опреде-
ляли по формуле (4):

	 %OH
ант

OH

= −1
Δ
Δ

с
с( ( .	 (4)

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика поверхности сенсора. Для уста-
новления факта образования самоорганизую
щегося монослоя АЦЦ на  поверхности сенсора 
исследовали электрод до  и  после модификации 
методами ЦВА и ЭИС. На рис. 1а представлены 
циклические вольтамперограммы немодифици-
рованного ИГЭ и  ИГЭ, последовательно моди-
фицированного золотом (Au/ИГЭ) и  ацетилци-
стеином (АЦЦ/Au/ИГЭ) в  0.1 М растворе KCl, 
содержащем 1 мМ [Ru(NH3)6]3+/2+. Циклические 
вольтамперограммы снимали в диапазоне от –0.35 
до  –0.05 В  при скорости развертки потенциала 
100 мВ/с. Для увеличения отклика от окислитель-
но-восстановительной метки вольтамперограммы 
регистрировали в  режиме первой производной. 
Как видно из рис. 1а, даже немодифицированный 
ИГЭ обладает достаточно хорошими токопрово-

дящими свойствами, что подтверждается нали-
чием четко выраженных окислительно-восста-
новительных пиков. При этом нанесение золота 
заметно увеличивает электрохимический отклик 
от  [Ru(NH3)6]3+/2+, что связано с  каталитически-
ми свойствами золота. В  то же время образова-
ние СОМ на поверхности электрода препятству-
ет транспорту электронов и блокирует движение 
ионов [Ru(NH3)6]3+/2+ к  поверхности электрода, 
в связи с чем происходит значительное уменьше-
ние окислительно-восстановительных пиков. 

Электроактивную площадь поверхности не-
модифицрованного ИГЭ и его модификаций рас-
считывали с  использованием уравнения Рэндл-
са—Шевчика (5) [20]:
	 I A n D v cp = 2 69 105

3
2

1
2

1
2. × • • • • • ,	 (5)

где Ip — сила тока катодного или анодного пика, 
А; А – электроактивная площадь, см2; n — число 
электронов, переносимых в  процессе электрод-
ной реакции (n = 1); D — коэффициент диффузии, 
см2/с (DRed = 1.19 × 10–5 см2/с [21]); v — скорость 
развертки потенциала, В/с (v = 0.1 В/с); c — кон-
центрация [Ru(NH3)6]3+/2+, мМ (c = 1 × 10–6 мМ).

Таким образом, электроактивная площадь не-
модифицированного ИГЭ составила 0.0699  см2, 
Au/ИГЭ – 0.0893 см2, АЦЦ/Au/ИГЭ – 0.0787 см2. 
Полученные данные подтверждают предположе-
ние о том, что после нанесения АЦЦ поверхность 
сенсора становится менее доступной для перено-
са заряда, что косвенно указывает на формирова-
ние СОМ. 

Количество адсорбированных молекул АЦЦ 
на поверхности сенсора оценивали путем расчета 
по уравнению (6): 

Г
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nFA
= ,  (6)
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Рис. 1. (а) Циклические вольтамперограммы в  ре-
жиме первой производной в  0.1 М растворе KCl, 
содержащем 1 мМ [Ru(NH3)6]3+/2+; (б) импедансные 
спектры в  виде логарифмической амплитудно-ча-
стотной характеристики, полученные методом не-
фарадеевского импеданса. На вставке приведена 
эквивалентная схема (Rs – сопротивление раствора; 
CPE – элемент постоянной фазы).
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где Г — поверхностная концентрация АЦЦ, моль/
см2; Q — количество электричества, Кл; n — число 
электронов, переносимых в  процессе электрод-
ной реакции (n = 1); F — постоянная Фарадея (96 
485 Кл/моль); А – электроактивная площадь, см2.

Количество электричества рассчитывали ме-
тодом хроноамперометрии в 0.1 М растворе KOH 
при потенциале –1.0 В [22]. Поверхностная кон-
центрация частиц АЦЦ, рассчитанная по уравне-
нию (6), составила 1 × 10–7 моль/см2, что указыва-
ет на значительную площадь покрытия электрода 
модификатором и предполагает получение интен-
сивного аналитического сигнала.

Результаты исследования поверхности сен-
сора методом нефарадеевского импеданса пред-
ставлены на  рис.  1б. Импедансные спектры, 
представленные в виде логарифмической ампли-
тудно-частотной характеристики, соответствуют 
эквивалентной схеме, состоящей из  последова-
тельно соединенных элементов: сопротивления 
раствора и  элемента постоянной фазы, исполь-
зуемого вместо элемента емкости из-за неодно-
родности поверхности сенсора. Как видно из ри-
сунка, при высоких частотах (от 105 до  103 Гц) 
основной вклад в  полное сопротивление вносит 
независящее от  частоты сопротивление раство-
ра. Однако при низких частотах (от 103 до 10–1 Гц) 
в  спектре появляется частотно зависимая ком-
понента, обусловленная образованием двойного 
электрического слоя на  границе электрод–рас-
твор. Важно отметить, что для Au/ИГЭ наблюда-
ется значительное уменьшение величины импе-
данса |Z | в низкочастотной области по сравнению 
с  немодифицированным ИГЭ, обусловленное 
снижением сопротивления вследствие улучше-
ния токопроводящих свойств поверхности после 
нанесения золота. При этом нанесение СОМ при-
водит к  увеличению сопротивления вследствие 
образования диэлектрического монослоя АЦЦ. 
По данным эквивалентной схемы, приведенной 
во  вставке на  рис.  1б, рассчитаны значения всех 
элементов, входящих в схему (табл. 1). Погрешно-
сти значений элементов, рассчитанные по данной 
схеме, не  превышают 5%, а  значение критерия 
согласия Пирсона (χ2) не превышает 10–2, что ука-
зывает на  правильность использования данной 
эквивалентной схемы. Емкость двойного электри-
ческого слоя (Cdl) рассчитывали по уравнению (2) 
с использованием значений Q и n из табл. 1. Так, 
Cdl немодифицированного ИГЭ составила 1.853 
мкФ. Модификация золотом увеличивает емкость 
двойного электрического слоя до 19.069 мкФ, что 
связано с более высокой адсорбционной способ-
ностью ионов из раствора на поверхности золота. 
Для АЦЦ/Au/ИГЭ наблюдается уменьшение Cdl 
до 11.762 мкФ, что обусловлено диэлектрически-
ми свойствами СОМ. 

Значительные изменения, наблюдаемые по-
сле каждого этапа модификации, дают основание 

предположить, что изменение емкости двойного 
электрического слоя при разрушении АЦЦ ги-
дроксильными радикалами может быть аналити-
ческим сигналом, пропорциональным концен-
трации ОН•.

Регистрация аналитического сигнала и построе-
ние градуировочной зависимости. Для регистрации 
аналитического сигнала использовали метод не-
фарадеевского импеданса, поскольку он характе-
ризуется высокой чувствительностью и позволяет 
избежать мешающего влияния на АЦЦ со сторо-
ны окислительно-восстановительной пары, ко-
торая необходима в  измерениях фарадеевского 
импеданса.

Разработанный сенсор дает хороший аналити-
ческий отклик. Аналитический сигнал, получен-
ный методом нефарадеевского импеданса от ОН• 
с концентрацией 10–9 М, представлен в виде лога-
рифмической фазовой частотной характеристики 
на  рис.  2а. Как видно из  рисунка, на  импеданс-
ном спектре после воздействия OH-радикалов 
в области низких частот наблюдается отчетливое 
снижение фазового угла по  сравнению с  фоно-
вым спектром. Поскольку максимальный фазо-
вый сдвиг конденсатора равен –90°, его снижение 
свидетельствует о  нарушении диэлектрического 
слоя и  его неспособности удерживать электри-
ческий заряд, что в  конечном итоге приводит 
к снижению общего импеданса. Эти данные убе-
дительно свидетельствуют о  разрушении монос-
лоя АЦЦ гидроксильными радикалами. Значения 
Cdl до  и  после воздействия ОН•, рассчитанные 
по  формуле  (2), составили 12.675 и  12.959 мкФ 
соответственно. Таким образом, разрушение 
монослоя АЦЦ на поверхности сенсора под воз-
действием ОН• приводит к увеличению емкости, 
поскольку десорбция АЦЦ делает поверхность 
сенсора более электроактивной, что позволяет 
большему количеству ионов из  раствора адсор-
бироваться на  ней. Как показали контрольные 
эксперименты, ни пероксид водорода, ни УФ-из-
лучение по отдельности не приводят к значимому 
изменению емкости. 

Для определения оптимальных параметров 
построения градуировочной зависимости иссле-
довали влияние времени реакции разрушения мо-

Таблица 1. Экстраполированные параметры 
импедансных спектров импрегнированного 
графитового электрода и его модификаций, 
полученные при моделировании данных 
нефарадеевского импеданса

Электрод Rs, Ом Q, сn/Ом·см2 n χ2

ИГЭ 478.2 4.972 0.805 5.0·10–3

Au/ИГЭ 224.1 30.03 0.906 3.6·10–3

АЦЦ/Au/ИГЭ 214.2 20.72 0.892 4.0·10–4
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нослоя АЦЦ гидроксильными радикалами на ана-
литический сигнал в  диапазоне от  120 до  1200 
с  (рис.  2б). Как видно из  графика кинетической 
зависимости, значение отношения емкости фона 
к емкости аналитического сигнала (С0/С) выходит 
на плато при 600 с. В связи с этим выбрали опти-
мальное время реакции 10 мин. Полученную зави-
симость аппроксимировали кинетическим урав-
нением первого порядка, приведенным на вставке 
к рис. 2б, поскольку поверхностная концентрация 
АЦЦ находится в избытке по отношению к кон-
центрации OH-радикалов (1 × 10–9 М). Результаты 
статистической обработки кинетического уравне-
ния представлены в  табл.  2. Удовлетворительное 
значение коэффициента корреляции указывает 
на  правильность использования уравнения пер-
вого порядка. Помимо этого, значение достигну-
того уровня значимости для всех коэффициентов 
составило менее 0.05, что говорит о  значимости 
этих коэффициентов. Таким образом, значение 
константы скорости реакции разрушения монос-
лоя АЦЦ OH-радикалами составило (3.2 ± 0.8) × 
10–3 с–1.

После исследования всех необходимых пара-
метров построили градуировочную зависимость 
аналитического сигнала, представляющего со-
бой изменение емкости двойного электриче-
ского слоя (ДЭС) (ΔС = С – С0) от десятичного 
логарифма концентрации ОН•. Зависимость 
описывается уравнением: ΔС = alg(cOH) + b, где 
cOH  — концентрация гидроксильных радика-
лов, нМ; ΔС — изменение емкости ДЭС, мкФ. 
Результаты статистической обработки полу-
ченной регрессионной зависимости приведены 
в табл. 3. Как видно из таблицы, данная модель 
характеризуется высоким коэффициентом кор-
реляции. Кроме того, коэффициенты в уравне-
нии регрессии являются значимыми (p ≤ 0.05), 
а тот факт, что рассчитанное значение критерия 
Фишера намного меньше табличного значе-
ния, указывает на  адекватность предложенной 
модели. 

Разработанный сенсор применили для 
определения ОН• в диапазоне от 0.08 до 8 нМ. 
Предел обнаружения, рассчитанный по 3s-кри-
терию, составил 0.01 нМ. Данный диапазон 
концентраций и  предел обнаружения соответ-
ствуют концентрациям ОН•, продуцируемым 
в биологических системах, что делает АЦЦ/Au/
ИГЭ перспективным сенсором для исследова-
ния уровня ОН• в клеточных культурах или сы-
воротке крови. 

Метрологические характеристики. Вслед-
ствие того, что предложенный сенсор разрабо-
тан для исследования биологических образцов, 
крайне важной метрологической характеристи-
кой является его селективность. В  данном ис-
следовании селективность АЦЦ/Au/ИГЭ оце-
нивали путем измерения сигнала от 1 нМ ОН• 
и потенциально мешающих веществ: активных 
форм кислорода и  биологически активных ве-
ществ в концентрации 100 нМ (рис. 3). Оценка 
мешающего влияния по  t-критерию подтвер-
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Рис. 2. (а) Аналитический сигнал, зарегистрирован-
ный методом нефарадеевского импеданса; (б) кине-
тика разрушения монослоя АЦЦ ОН-радикалами 
в диапазоне времени от 120 до 1200 с (n = 3, P = 0.95).

Таблица 2. Статистическая обработка кинетического уравнения, приведенного на рис. 2б (n = 3, P = 0.95)

Коэффициент Оценка коэффициентов 
уравнения

Стандартная 
погрешность (SE)

Достигнутый 
уровень значимости

Коэффициент 
корреляции (R2)

a 0.856 0.004 0.00002
0.9880b 0.0804 0.008 0.009

k 0.0032 0.0008 0.04

Таблица 3. Статистическая обработка уравнения регрессии градуировочной зависимости ΔС от логарифма 
концентрации ОН• (n = 3, P = 0.95, Fтабл = 3.71)

Коэффициент
Оценка 

коэффициентов 
уравнения

Стандартная 
погрешность

(SE)

Достигнутый 
уровень 

значимости

Критерий 
Фишера (Fэксп)

Коэффициент 
детерминации

(R2)
a 0.18 0.01 0.0005

0.70 0.9883
b 0.428 0.008 0.00001
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дила, что изменение емкости при внесении 
мешающих веществ незначимо. Полученные 
данные свидетельствуют о хорошей селективно-
сти сенсора. 

Воспроизводимость оценивали путем опреде-
ления 1 нМ ОН• с помощью трех сенсоров, при 
этом стандартное отклонение составило 0.00920, 
что указывает на  удовлетворительную воспро-
изводимость. Повторяемость оценивали путем 
определения 1 нМ ОН• одним сенсором шесть 
раз. Стандартное отклонение составило 0.00902, 
что свидетельствует о  хорошей повторяемости 
результатов. Помимо этого, АЦЦ/Au/ИГЭ пока-
зал стабильную работу в течение одного дня из-
мерений: значение аналитического сигнала, по-
лученного от 1 нМ ОН•, изменялось не более чем 
на  5%. Правильность результатов, полученных 
с  помощью сенсора АЦЦ/Au/ИГЭ, оценивали 
методом введено–найдено (табл. 4). Из таблицы 
следует, что данные, полученные методом нефа-
радеевского импеданса, могут считаться удовлет-
ворительными, а  разработанный сенсор можно 
применять для исследования антиоксидантной 
активности. 

Оценка активности антиоксидантов по  отно-
шению к  OH-радикалам. Активность некоторых 
антиоксидантов (аскорбиновая кислота, глутати-
он и  коэнзим Q10) исследовали на  трех уровнях 
их концентраций: 10–4, 10–5 и 10–6 М. Выбор дан-
ного концентрационного диапазона обусловлен 
перспективой дальнейшего изучения активности 

антиоксидантов в  биологических образцах, что 
предполагает использование низких концентра-
ций антиоксидантов, а  также тем фактом, что 
некоторые из антиоксидантов в высоких концен-
трациях способны действовать как прооксиданты 
[23]. Зависимости процента уловленных OH-ра-
дикалов от  типа и  концентрации антиоксиданта 
представлены на рис. 4. Как видно, при высокой 
концентрации антиоксидантов все три вещества 
проявляют приблизительно одинаковую спо-
собность улавливать OH-радикалы. Однако при 
уменьшении концентрации антиоксидантов ак-
тивность аскорбиновой кислоты и коэнзима Q10 
в отношении ОН• заметно снижается, в то время 
как глутатион показывает самый высокий про-
цент ингибирования гидроксильных радикалов. 
Данная закономерность подтверждает известные 
данные, согласно которым глутатион за  счет на-
личия атома серы проявляет наибольшую способ-
ность улавливать OH-радикалы [24]. 

В табл. 5 приведены результаты количествен-
ной оценки уловленных OH-радикалов различ-
ными антиоксидантами в  зависимости от  их 
концентраций, которые коррелируют с данными 
рис. 4 и убедительно свидетельствуют об эффек-
тивности использования данных биологических 
веществ в  антиоксидантной терапии для инги-
бирования OH-радикалов. Следует отметить, что 
полученные значения наибольшей антиоксидант-
ной активности глутатиона указывают на  пра-
вильность полученных результатов и возможность 
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Рис. 3. Селективность сенсора АЦЦ/Au/ИГЭ по от-
ношению к  активным формам кислорода и  биоло-
гически активным веществам: 1О2 (а), ClO– (б), H2O2 
(в), D-глюкозе (г), L-аргинину (д), аскорбиновой 
кислоте (е), глутатиону (ж), кверцетину (з), коэнзи-
му Q10 (и), OH• (к) (n = 3, P = 0.95).

Таблица 4. Оценка правильности работы сенсора (n = 3, P = 0.95, tтабл = 4.303)

Введено, нМ Найдено, нМ Стандартное 
отклонение (s)

Относительное стандартное 
отклонение (sr), % tэксп

0.10 0.09 ± 0.03 0.000174 0.20 1.312
0.50 0.52 ± 0.03 0.0208 3.94 0.283
1.00 0.92 ± 0.05 0.0208 2.31 0.961
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Рис. 4. Оценка активности антиоксидантов по отно-
шению к гидроксильным радикалам (n = 3, P = 0.95).
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применения разработанной методики для оценки 
активности различных антиоксидантов в модель-
ных средах, экстрактах растений и пищевых про-
дуктах. 

* * *

Таким образом, объединение экологичного се-
росодержащего модификатора АЦЦ с недеструк-
тивным методом нефарадеевского импеданса 
позволяет добиться крайне чувствительного и вы-
сокоселективного определения ОН-радикалов. 
Представленный импедансометрический сенсор 
показал возможность определения гидроксиль-
ных радикалов в широком диапазоне концентра-
ций от  0.08 до  8 нМ с  крайне низким пределом 
обнаружения 0.01 нМ. Разработанный сенсор 
успешно применен для исследования активно-
сти модельных антиоксидантов по  отношению 
к  ОН-радикалам. Предложенный подход может 
оказаться перспективным для определения анти-
оксидантной активности природных и синтетиче-
ских антиоксидантов, а также может быть приме-
нен для анализа других биологических объектов.
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Abstract. Hydroxyl radical is the most aggressive and dangerous product of incomplete reduction of oxygen in the 
body, therefore its determination and the influence of various antioxidants on the inhibition of OH-radicals is an 
urgent task. An impedance-metric sensor for the determination of hydroxyl radicals based on a graphite electrode 
modified with electrochemically deposited gold and self-organizing monolayer of N-acetyl-L-cysteine (ACC) has 
been proposed. The use of ACC causes high selectivity of the sensor, and the use of non-Faraday impedance as a 
method of analytical signal registration allows to reach the detection limit of OH-radicals of 0.01 nM with a linear 
range of detectable concentrations of 0.08-8 nM. The developed sensor has been successfully applied to evaluate 
the activity of some antioxidants (ascorbic acid, glutathione, coenzyme Q10) in relation to OH-radicals.

Keywords: hydroxyl radical, impedance spectroscopy, antioxidant activity, ascorbic acid, glutathione, coenzyme Q10.
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Предложенный подход к  определению антиоксидантов с  различной гидрофильностью основан 
на использовании комплекса железа(III) с бипиридином в качестве модели окислителя и хроноам-
перометрической регистрации аналитического сигнала. Выбор окислителя обусловлен его раство-
римостью в водной, органической и водно-органической средах. Выбраны условия регистрации 
хроноамперограмм: состав фона (ацетонитрил–ацетатный буферный раствор с рН 3.6 (9 : 1)), фо-
новый электролит (LiClO4), потенциал (Е = 1.25 В), время регистрации тока (80 с). Исследованы 
антиоксиданты, растворимые в органических и водно-органических средах: α-токоферол, квер-
цетин, катехин, кофейная кислота. Диапазоны определяемых концентраций составляют (0.5–4) × 
10–4 М. Определена антиоксидантная емкост ь (АОЕ) этанольных экстрактов лекарственного рас-
тительного сырья. Наблюдается высокая корреляция значений АОЕ, полученных хроноамперо-
метрическим и спектрофотометрическим методами, но только для объектов, собственная окраска 
которых не вносит вклад в величину поглощения Fe(II)–бипиридинового комплекса. Применение 
предложенного подхода и потенциометрического метода с использованием системы K3[Fe(CN)6]/
K4[Fe(CN)6] показало, что значения, полученные потенциометрическим методом, значительно 
ниже для большинства исследованных настоев. Таким образом, при анализе многокомпонентных 
объектов, содержащих вещества с различной гидрофильностью, целесообразно применение окис-
лителей с различной растворимостью, таких как Fe(III)–бипиридиновый комплекс.

Ключевые слова: антиоксидантная емкость, хроноамперометрия, экстракты лекарственного рас-
тительного сырья.

DOI: 10.31857/S0044450224060039�,  EDN: tutqbe

Исследование антиоксидантных свойств раз-
личных объектов продолжает оставаться актуаль-
ной задачей. В частности, речь идет об объектах 
фармации как одном из  основных источников 
экзогенных антиоксидантов и  биологических 
объектов и  как источнике информации о  воз-
никновении и  интенсивности окислительного 
стресса в организме [1]. Большинство раститель-
ных объектов, а также биологические жидкости 
содержат смеси гидрофильных и  липофильных 
антиоксидантов, при этом водорастворимые 
антиоксиданты сконцентрированы в  цитозоле 
клетки и плазме крови, в то время как липофиль-
ные антиоксиданты защищают клеточные мем-

браны от пероксидного окисления липидов. Оба 
этих типа антиоксидантов важны для функцио-
нирования антиоксидантной системы и совмест-
но присутствуют во  многих объектах [1, 2]. Для 
получения полной информации об  антиокси-
дантных свойствах необходим подход, позволяю-
щий определять гидрофильные и  липофильные 
антиоксиданты при совместном присутствии. 

Вследствие сложности поставленной анали-
тической задачи и наличия широкого круга объ-
ектов разработано большое количество способов 
исследования антиоксидантных свойств объек-
тов [3–7]. Большинство подходов разработано 
только для водных сред и позволяет определять 
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водорастворимые или растворимые в органиче-
ских растворителях антиоксиданты, но  только 
в присутствии поверхностно-активный веществ 
[6, 7], что достаточно проблематично.

Наиболее распространенными метода-
ми исследования антиоксидантов, в  том числе 
с  различным типом растворимости, являются 
спектроскопические [3–5, 8]. К  ним относятся 
походы, использующие в качестве модели окис-
лителя специфические окрашенные свободные 
радикалы (катион-радикал 2,2'-азинобис-3-э-
тилбензотиазолин-6-сульфонат (АБТС) и  ради-
кал 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил (ДФПГ)), 
либо комплексы железа с  1,10-фенантролином, 
4,7-дифенил-1,10-фенантролином (бато-фенан-
тролином), 2,4,6-трис(2-пиридил)-1,3,5-триази-
ном с  выраженной окраской. Как радикальные 
системы, так и комплексы железа с различными 
лигандами позволяют анализировать объекты 
как в водной, так и в водно-органической средах. 
Однако спектрофотометрический метод имеет 
ряд концентрационных ограничений, а  также 
связанных с анализом окрашенных объектов. 

Описанных недостатков лишены электрохи-
мические методы исследования антиоксидантов 
[9–15]. К  тому же в  основе реакции антиокси-
данта с окислителем как радикальной, так и не-
радикальной лежит перенос электрона [1, 2], что 
позволяет рассматривать электрохимические 
методы как наиболее полно отвечающие донор-
но-акцепторной природе реакции антиоксидан-
тов (АО) с окислителями. Среди электрохимиче-
ских методов для исследования антиоксидантов 
широко применяют методы циклической воль-
тамперометрии и  гальваностатической кулоно-
метрии [9, 10], позволяющие проводить анализ 
в органической и водно-органической средах. Од-
нако стоит отметить, что к недостаткам цикличе-
ской вольтамперометрии относится зависимость 
аналитического сигнала от состояния поверхно-
сти электрода, т.е. природы материала, его де-
фектности и механической неоднородности , что 
особенно заметно в органических растворителях. 
Кроме того, при исследовании объектов сложно-
го состава часто наблюдается перекрывание пи-
ков окисления-восстановления, что затрудняет 
интерпретацию результатов. В  методе гальвано-
статической кулонометрии с  использованием 
электрогенерированных молекул галогенов воз-
можно проведение анализа в органической сре-
де за  счет растворимости в  ней молекулярного 
иода и  брома, которые, однако, могут вступать 
не  только в  окислительно-восстановительные 
реакции с антиоксидантами, но и в реакции при-
соединения/замещения с  рядом органических 
соединений, что также приведет к неверной ин-
терпретации аналитического сигнала. 

Достаточно перспективным является потен-
циометрический метод с  использованием во-

дорастворимой системы гексацианоферратов 
[11–13]. Сдвиг потенциала происходит за  счет 
взаимодействия антиоксиданта с  окислителем 
и образованием/изменением состава потенциа-
лопределяющей окислительно-восстановитель-
ной пары гексацианоферратов. Данный метод 
прост в  исполнении, доступен и  экспрессен, 
апробирован на  большом количестве индиви-
дуальных природных и  синтетических антиок-
сидантов и  объектов сложного состава. Однако 
применение потенциометрии в  исследовании 
АО различной гидрофильности ограничено вы-
бором модельного окислителя, так как для по-
лучения стабильного и  воспроизводимого сиг-
нала необходима обратимая/квазиобратимая 
система, и в случае использования комплексных 
соединений окислитель и восстановитель систе-
мы должны обладать достаточными и близкими 
по величине константами устойчивости. 

Описано [16, 17] использование комплексов 
железа с  бипиридином для исследования анти-
оксидантных свойств спектрофотометрическим 
методом. Поскольку комплексы железа с 2,2’-би-
пиридином растворимы в  водных, органиче-
ских и  водно-органических средах, достаточно 
перспективным является их применение при 
анализе объектов, содержащих антиоксиданты 
различной липофильности. Изменение окраски 
в данном случае происходит за счет электронно-
го перехода и изменения степени окисления же-
леза, поэтому комплекс железа с  бипиридином 
может быть перспективным в качестве источни-
ка аналитического сигнала в электрохимических 
методах. Однако комплекс железа(III) с 2,2’-би-
пиридином характеризуется невысокой устой-
чивостью в сравнении с комплексом железа(II) 
с 2,2’-бипиридином, что ограничивает примене-
ние в потенциометрии этой потенциалопределя-
ющей окислительно-восстановительной пары. 
Комплекс железа(III) с 2,2’-бипиридином может 
быть успешно применен в других электрохими-
ческих методах, например в  хроноампероме-
трии. 

Описан [14, 15] хроноамперометрический 
подход, основанный на  использовании в  каче-
стве источника информации тока электроокис-
ления ферроцианида калия, образующегося при 
взаимодействии определяемых антиоксидантов 
с  феррицианидом калия в  водных средах. Пре-
имуществом хроноамперометрического метода 
перед потенциометрическим является возмож-
ность использования одной формы окислитель-
но-восстановительной пары.

Цель данной работы  – разработка подхода 
для исследования липофильных антиоксидантов 
и объектов, содержащих гидрофильные и липо-
фильные антиоксиданты при совместном при-
сутствии, с использованием электрохимических 
методов. 
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В данной работе предлагается использовать 
железо-бипиридиновые комплексы и  хроноам-
перометричекое детектирование аналитическо-
го сигнала. Использование комплекса железа 
с  2,2’-бипиридином позволит расширить воз-
можности хроноамперометрического метода 
при исследовании антиоксидантов, а  именно: 
проводить анализ объектов в  водно-органиче-
ской и  органической средах и  определять как 
гидрофильные, так и  липофильные антиокси-
данты, в том числе при совместном присутствии. 
Использование хроноамперометрической ре-
гистрации аналитического сигнала, в  отличие 
от  потенциометрической, позволит определять 
антиоксиданты с применением одной окислен-
ной формы комплекса железа(III) с  2,2’-бипи-
ридином, что создаст перспективы для исполь-
зования для этой цели и других комплексов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. Использовали следующие реак-
тивы К4[Fe(CN6)], К3[Fe(CN6)], KH2PO4, Na2H-
PO4·12H2O х. ч. (Реахим, Россия); FeCl2, FeCl3, 
LiClO4, глутатион, α-токоферол, кверцетин, 
катехин (Sigma-Aldrich, США); аскорбиновую 
кислоту, цистеин, галлову, кофейную кислоты 
(Fluka, Германия); 2,2’- бипиридин (PanReac 
AppliChem, Барселона, Испания); ацетонитрил, 
уксусную кислоту, NaOH х. ч. (Гамма, Россия); 
спирт этиловый 95% (Росбио, Москва). Раство-
ры антиоксидантов глутатиона, аскорбиновой 
кислоты, цистеина, галловой кислоты готовили 
в  дистиллированной воде. Кверцетин, α-токо-
ферол, катехин, кофейную кислоту растворяли 
в  этиловом спирте. Антиоксидантную емкость 
хроноамперометрическим методом определя-
ли в  смеси ацетонитрил–ацетатный буферный 
раствор с рН 3.6 (9 : 1), потенциометрическим – 
в фосфатном буферном растворе с рН 7.4.

Объектом анализа служили этанольные на-
стойки лекарственного растительного сырья, 
приобретенные в  аптечной сети: боярышника 
плоды (70% этанол), пустырника трава (70% эта-
нол), валерианы корни (70% этанол) (Гиппократ, 
Россия), лимонника семена (95% этанол) (ООО 
“Тульская фармацевтическая фабрика”, Рос-
сия), ноготков цветки (70% этанол) (ОАО “Син-
тез”, Россия), полыни трава (70% этанол) (ЗАО 
“Ярославская фармацевтическая фабрика”, Рос-
сия), мяты перечной листья (95% этанол) (ОАО 
“Ивановская фармацевтическая фабрика”). 
Водно-этанольный экстракт цветков каркаде го-
товили следующим образом: 2 г цветков каркаде 
измельчали и заливали 20 мл водно-спиртового 
раствора (95% этанола). Настаивали в  темном 
месте в течение суток при комнатной температу-
ре, затем экстракт отфильтровывали и анализи-
ровали фильтрат.

Приборы и оборудование. Хроноамперограм-
мы и  циклические вольтамперограммы регис
трировали с  использованием потенциостата-
гальваностата μAUTOLAB Type III (Metrohm 
Autolab, Голландия). Для измерений применяли 
стеклоуглеродный дисковый электрод, хлорид-
серебряный электрод (Ag/AgCl/3 М KCl) и гра-
фитовый стержень в качестве вспомогательного 
электрода (Metrohm, Голландия).

Для потенциометрических измерений ис-
пользовали рН-метр Эксперт-рН (Эконикс-
Эксперт, Россия) с  редокс-платиновым элек-
тродом ЭПВ-1 и хлоридсеребряным электродом 
ЭВЛ-1 (Ag/AgCl/3 М KCl) (Гомельский ЗИП, 
Беларусь).

Для фотометрических измерений исполь-
зовали спектрофотометр Evolution 201 (Thermo 
scientific, США).

Методы. Потенциометрическое определение 
антиоксидантной емкости с  использованием 
системы K3[Fe(CN)6]/ K4[Fe(CN)6] заключает-
ся в  регистрации изменения потенциала, из-
меренного до  (E1) и  после (E2) введения опре-
деляемого соединения в  раствор, содержащий 
систему гексацианоферратов калия [11]. Сдвиг 
потенциала является следствием химического 
взаимодействия антиоксидантов с  окислителем 
K3[Fe(CN)6] по  реакции (1), т.е. изменения со-
отношения концентраций окисленной и восста-
новленной форм компонентов системы:

f K3[Fe(CN)6] + АО =f K4[Fe(CN)6] + АОOx, (1)

где АО – антиоксидант; АОOx – продукт окисле-
ния антиоксиданта, f  – стехиометрический ко-
эффициент перед K3[Fe(CN)6] в реакции санти-
оксидантом. 

Антиоксидантная емкость эквивалентна 
эффективной концентрации K3[Fe(CN)6], всту-
пившего во  взаимодействие с  антиоксидантом, 
выражается в  универсальных единицах М-экв 
(моль-экв/л) и  рассчитывается по  формулам 
(2), (3): 
	 AOE Ox Red=

−
+

�
с с

q
�
�1

 ,	 (2)

	 �= ( ) −( )с с E E
Ox Red

F/2.3RT/ 10 2 1 ,	 (3)

где cOx  – концентрация K3[Fe(CN)6], M; cRed  – 
концентрация K4[Fe(CN)6], M; Е1 – потенциал, 
измеренный до введения исследуемого образца, 
В; Е2 – потенциал, измеренный после добавле-
ния исследуемого образца, В; q – коэффициент 
разбавления образца; R – универсальная газовая 
постоянная, R = 8.31 Дж/(К·моль); Т – темпера-
тура, К.

В процессе анализа фиксируется стационар-
ное значение потенциала, изменение которого 
не превышает 1.0 мВ за минуту. 
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Спектрофотометрическое определение анти-
оксидантной емкости с использованием комплек-
са [Fe(Py)3]3+основано на  регистрации оптиче-
ской плотности ярко окрашенного комплекса 
[Fe(Py)3]2+ (λmax = 535 нм) [16], образующегося 
в  результате взаимодействия антиоксидантов 
образца с  модельным окислителем. В  качестве 
стандартного раствора использовали α-токо-
ферол. 

Для определения АОЕопт готовили раствор, 
содержащий FeCl3 и  2,2’-бипиридин в  соотно-
шении 1 : 3. Анализ проводили в среде ацетони-
трил–ацетатный буферный раствор с рН 3.6. К 5 
мл раствора комплекса железа с  бипиридином 
добавляли аликвоту исследуемого образца объ-
емом 0.05 мл, выдерживали 20 мин при посто-
янном перемешивании. Оптическую плотность 
раствора измеряли при длине волны 535 нм 
в стеклянных кюветах толщиной 10 мм.

Зависимость оптической плотности (A) 
от концентрации α-токоферола (сα-ток) описыва-
ется уравнением: А = 12.17 × 103сα-ток + 0.04.

АОЕопт рассчитывали по уравнению (4):

	 АОЕопт = А·n/b, 	 (4)

где А – значение оптической плотности раствора 
после добавления образца, содержащего анти-
оксиданты; b – тангенс угла наклона зависимо-
сти оптической плотности от концентрации ас-
корбиновой кислоты, b = 12.17 × 103; n – степень 
разбавления пробы.

Хроноамперометрическое определение ан-
тиоксидантной емкости с  использованием ком-
плекса [Fe(L)3]3+ основано на регистрации хро-
ноамперограмм (ХАГ) комплекса [Fe(L)3]2+, 
образующегося в  результате протекания реак-
ции (5) [14]:

f [Fe(L)3]3+ + АО = f [Fe(L)3]2+ + АОOx.  (5)

Объекты анализа чаще всего имеют слож-
ную многокомпонентную матрицу, поэтому для 
определения антиоксидантной емкости хро-
ноамперометрическим способом (АОЕХАГ) (4) 
применяют метод добавок, позволяющий учесть 
влияние матрицы образца и таким образом сни-
зить погрешность анализа. АОЕХАГ выражается 
в М-экв (моль-экв/л) и рассчитывается по фор-
муле (6):

	 AOEХАГ
доб АО

АО+доб АО

=
−

c I

I

⋅
,	 (6)

где сдоб  – концентрация добавки [Fe(L)3]2+, М; 
IАО – ток окисления [Fe(L)3]2+, измеренный по-
сле добавления исследуемого образца, А; IАО+доб – 
ток окисления [Fe(L)3]2+, измеренный после вве-
дения добавки комплекса железа [Fe(L)3]2+, А.

Хроноамперограмму регистрировали после 
совместного выдерживания комплекса железа 
с  исследуемым объектом в  течение 20 мин при 
постоянном перемешивании.

Циклическую вольтамперометрию использо-
вали для исследования окислительно-восста-
новительных свойств комплекса [Fe(Py)3]2+ 
и  определяемых антиоксидантов. Для этого 
регистрировали циклические вольтамперограм-
мы (ЦВА) 1 мМ растворов [Fe(Py)3]2+ и антиок-
сидантов в  среде ацетонитрил–ацетатный бу-
ферный раствор с рН 3.6 (9 : 1). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Образование устойчивого комплекса 
[Fe(Py)3]2+ зависит от концентрации реагирую-
щих с ним антиоксидантов в образце, что поз-
воляет оценивать антиоксидантную емкость 
по  изменению электрохимических парамет-
ров комплекса [Fe(Py)3]2+, например силы тока 
(I, A).

На рис.  1 представлена ЦВА [Fe(Py)3]2+. 
Квазиобратимый характер ЦВА позволяет раз-
делить процессы окисления и  восстановления 
комплекса и зарегистрировать их раздельно ме-
тодом хроноамперометрии. 

В качестве аналитического сигнала исполь-
зовали ток окисления комплекса [Fe(Py)3]2+ при 
потенциале Е = 1.25 В, образующегося в  ре-
зультате реакции (7):

f [Fe(Py)3]3+ + АО = f [Fe(Py)3]2+ + АОOx. (6)

При выбранном значении потенциала заре-
гистрировали хроноамперограммы комплекса 
[Fe(Py)3]2+ при его разных концентрациях в сре-
де ацетонитрил–ацетатный буферный раствор 
с рН 3.6 (9 : 1), 0.01 М LiClO4 (рис. 2). Линейная 
зависимость приращения тока окисления ком-
плекса [Fe(Py)3]2+ от его концентрации в диапа-
зоне 2 × 10–6–9 × 10–4 М позволяет использо-
вать выбранную систему для определения АОЕ. 
Уравнение регрессии имеет вид I = (3.92 ± 0.08) 
c – (0.031 ± 0.001), R2 = 0.9998. Предел обнару-
жения, минимальное содержание определяемо-
го вещества в пробе, сигнал от которого можно 
надежно отличить от фона [18], составил сmin = 2 
× 10–6 М на примере α-токоферола. 

Из ХАГ видно, что ток окисления достигает 
установившегося значения через 75 с после на-
чала измерения, поэтому в дальнейшем ток ре-
гистрировали в течение 80 с.

В качестве модельных растворов антиок-
сидантов выбрали соединения с  известными 
механизмами окисления, растворимые в  вод-
но-органических и органических средах: α-токо-
ферол, кверцетин, катехин, кофейную кислоту. 
На рис.  3 приведены ЦВА выбранных антиок-
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сидантов, в  табл.  1 представлены потенциалы 
окисления комплекса [Fe(Py)3]2+ и  выбранных 
антиоксидантов. Из рис.  3 и  табл. 1 видно, что 
потенциалы окисления выбранных АО меньше 
потенциала окисления [Fe(Py)3]2+, что обеспе-
чивает термодинамическую возможность про-
текания реакции между АО образца и  выбран-
ным модельным окислителем. Реакция между 
окислителем, находящимся в растворе в избыт-
ке, и  антиоксидантами протекает полностью, 

за  счет чего исключается вклад посторонних 
процессов окисления выбранных модельных 
АО.

Хроноамперометрическим способом за-
регистрировали ХАГ [Fe(Py)3]2+, образующе-
гося при взаимодействии АО с  [Fe(Py)3]3+ при 
разных концентрациях АО (рис.  4). В  табл. 2 
представлены полученные уравнения регрес-
сии и  диапазоны определяемых концентраций 
модельных АО.
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Рис. 1. Циклическая вольтамперограмма комплекса [Fe(Py)3]2+ (с = 1 мМ), зарегистрированная на стеклоуглерод-
ном электроде в смеси ацетонитрил–ацетатный буферный раствор с pH 3.6 (9 : 1), содержащей с 0.01 моль/л LiClO4. 
Скорость сканирования 0.1 В/с.
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Рис. 2. Хроноамперограммы комплекса [Fe(Py)3]2+ (с = 1 мМ), зарегистрированные на стеклоуглеродном электро-
де в смеси ацетонитрил–ацетатный буферный раствор с рН 3.6 (9 : 1), содержащей 0.01 моль/л LiClO4, Е = 1.25 В. 
с(Fe(II)), мМ: 1 – 0.01, 2 – 0.07, 3 – 0.3, 4 – 0.5, 5 – 0.8.
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Рис. 3. Циклические вольтамперограммы комплекса [Fe(Py)3]2+, α-токоферола, кверцетина, катехина и кофейной 
кислоты (с = 1 мМ), зарегистрированные на стеклоуглеродном электроде в смеси ацетонитрил–ацетатный буфер-
ный раствор с рН 3.6 (9 : 1), содержащей 0.01 моль/л LiClO4, скорость развертки потенциала 0.1 В/с.
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Таблица 1. Потенциалы пиков окисления комплекса [Fe(Py)3]2+ и модельных антиоксидантов (ацетонитрил–
ацетатный буферный раствор с рН 3.6 (9 : 1), 0.01 моль/л LiClO4, Е = 1.25 В)

Комплекс Потенциал пика 
окисления, В АО

Потенциал пика
окисления, В

E1, В E2, В

[Fe(Py)3]2+ 1.25

α-Токоферол 0.55

Кверцетин 0.57 0.95

Катехин 0.70 1.05

Кофейная кислота 0.70

Таблица 2. Уравнения регрессии и диапазоны определяемых концентраций модельных антиоксидантов (1 мМ 
[Fe(Py)3]2+, ацетонитрил–ацетатный буферный раствор с рН 3.6 (9 : 1), 0.01 моль/л LiClO4, Е = 1.25 В)

Антиоксидант Уравнение регрессии 
(I, мкА; с, мМ)

R2 Диапазон определяемых 
концентраций, c × 104, М

α-Токоферол I = (8.57 ± 0.17)с + (0.092 ± 0.003) 0.9993 0.005–4

Кверцетин I = (2.88 ± 0.09)c + (1.75 ± 0.05) 0.9334 0.005–2

Катехин I = (21.77 ± 0.87)с + (0.42 ± 0.01) 0.9842 0.005–3

Кофейная кислота I = (11.07 ± 0.22)c + (0.89 ± 0.03) 0.9636 0.005–4
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Методом введено–найдено определили 
АОЕ модельных растворов АО, расчет прово-
дили по  уравнению (6) (табл. 3). Полученные 
значения АОЕ с  учетом стехиометрических 
коэффициентов согласуются с  приведенными 
в  литературе с  учетом механизмов окисления 
АО [13].

В качестве объектов сложного состава, со-
держащих антиоксиданты с  различной раство-
римостью в  водных и  органических раство-
рителях, выбрали настойки лекарственного 
растительного сырья, приобретенные в  аптеч-
ной сети, и экстракт цветков каркаде, приготов-
ленный по  методике, описанной в  “Экспери-
ментальной части”. В качестве метода сравнения 
выбрали известный спектрофотометрический 
метод определения АОЕ с использованием ком-
плекса [Fe(Py)3]3+. Антиоксидантную емкость 
определяли оптическим и  хроноамперометри-
ческим методами в  одинаковых условиях: 0.01 
М раствор LiClO4, ацетонитрил–ацетатный 
буферный раствор с рН 3.6 (9 : 1). Кроме того, 
АОЕ этих же образцов определяли потенциоме-

трическим методом с использованием системы 
K3[Fe(CN)6]/ K4[Fe(CN)6] в  фосфатном буфер-
ном растворе с  рН 7.4. Полученные значение 
АОЕ представлены в  табл. 4. Высокая степень 
корреляции результатов, полученных разны-
ми методами, (r = 0.9901, n = 7, rкрит = 0.7545) 
подтверждает возможность определения АОЕ 
многокомпонентных объектов, содержащих ве-
щества с различной гидрофильностью хроноам-
перометрическим способом с  использованием 
комплекса [Fe(Py)3]3+ в качестве модели окисли-
теля. Значения критериев Фишера и Стьюдента 
для хроноамперометрического и  спектрофото-
метрического детектирования не  превышают 
критических значений.

Стоит отметить, что выбранные настойки 
лекарственного растительного сырья имеют 
окраску от желтого до коричневого цвета. Для 
таких объектов собственная окраска не влияет 
на величину оптической плотности [Fe(Py)3]2+ 
при 535 нм. В  случае объектов, окрашенных 
в красный цвет, к которым относятся большое 
количество растительных экстрактов, про-

Рис. 4. Хроноамперограммы комплекса [Fe(Py)3]2+ (с = 1 мМ), образующегося при взаимодействии [Fe(Py)3]3+ с (а) 
α-токоферолом и  (б) катехином в  разных концентрациях, зарегистрированные на  стеклоуглеродном электроде 
в  смеси ацетонитрил–ацетатный буферный раствор с  рН 3.6 (9 : 1), содержащей 0.01 моль/л LiClO4, Е = 1.25 В. 
с(α-токоферол), мМ: 1 – 0.005, 2 – 0.1, 3 – 0.2, 4 – 0.4. с(катехин), мМ: 1 – 0.008, 2 – 0.08, 3 – 0.2, 4 – 0.4.
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Таблица 3. Значения антиоксидантной емкости модельных растворов антиоксидантов, полученные хроноам
перометрическим методом с использованием комплекса [Fe(Py)3]3+ в качестве модели окислителя в среде 
ацетонитрил–ацетатный буферный раствор с рН 3.6 (9 : 1), содержащей 0.01 моль/л LiClO4 (n = 5, Р = 0.95)

Антиоксидант сАО × 104, М АОЕтеор. ожид. × 104, М АОЕбипир × 10–4, М sr

α-Токоферол 2.00 4.00 3.94 ± 0.08 0.02

Кверцетин 1.00 5.00 4.51 ± 0.41 0.09

Катехин 2.00 2.00–6.00 6.18 ± 0.43 0.07

Кофейная кислота 1.00 2.00 1.89 ± 0.08 0.04
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мышленные напитки, биологические объекты 
и др., собственная окраска может внести суще-
ственный вклад в  величину оптической плот-
ности при 535 нм. 

В качестве примера выбрали этанольный 
экстракт цветков каркаде (Hibiscus sabdariffa) 
ярко-розового цвета, близкий по окраске к рас-
твору [Fe(Py)3]2+ (рис. 5). На рис. 6 приведены 
спектры поглощения указанных растворов. 
Определение АОЕ настоя каркаде оптическим 
методом невозможно, поскольку в  данном 
случае области поглощения анализируемого 
раствора и  [Fe(Py)3]2+ практически совпадают. 
Антиоксидантная емкость настоя каркаде, по-
лученная хроноамперометрическим способом, 
составила АОЕХАГ = (6.27 ± 0.06) × 10–2 М-экв, 
что согласуется с  данными [19] о  достаточно 
высоком содержании антиоксидантов в данном 
образце.

Определили АОЕ выбранных насто-
ек и  экстракта потенциометрическим мето-
дом с  использованием системы K3[Fe(CN)6]/
K4[Fe(CN)6] (табл. 4). Несмотря на достаточно 
высокую корреляцию результатов электрохи-
мических методов анализа (r = 0.8412, n = 8, 
rкрит = 0.7067), значения, полученные потен-

циометрическим методом, значительно ниже 
для большинства исследованных настоев, что 
может быть связано с  ограниченной раство-
римостью полифенольных соединений, со-
держащихся в  выбранных объектах в  высоких 
концентрациях, в водной среде. В этом случае 
анализ многокомпонентных объектов, содер-
жащих вещества различной гидрофильности, 
в  водных средах дает неполную информацию 
об их антиоксидантных свойствах. 

Таблица 4. Результаты определения антиоксидантной емкости этанольных настоев лекарственного 
растительного сырья хроноамперометрическим, спектрофотометрическим и потенциометрическим 
методами анализа (n = 5, Р = 0,95, Fкрит = 6.39, tкрит = 2.78)

Настойка/
экстракт

Хроноамперометрия
([Fe(Py)3]3+, 0.01 
моль/л LiClO4, 
ацетонитрил-

ацетатный буферный 
раствор с рН 3.6 (9 : 1))

Спектрофотомет-
рия ([Fe(Py)3]3+, 

0.01 моль/л LiClO4, 
ацетонитрил-

ацетатный 
буферный раствор 

с рН 3.6 (9 : 1))

F t

Потенциометрия
(K3[Fe(CN)6], 
фосфатный 
буферный 

раствор с рН 7.4)

объект содержание 
этанола, %

АОЕХАГ × 102, 
М-экв sr

АОЕопт × 
102, М-экв sr

АОЕпотенц × 
102, М-экв sr

Боярышника 
плоды 70 0.37 ± 0.01 0.01 0.30 ± 0.01 0.02 1.36 0.03 0.23 ± 0.01 0.01

Пустырника 
трава 70 2.53 ± 0.03 0.01 2.67 ± 0.09 0.04 2.12 0.96 1.65 ± 0.02 0.01

Ноготков 
цветки 70 2.39 ± 0.14 0.06 2.28 ± 0.06 0.03 3.13 0.05 1.08 ± 0.03 0.03

Лимонника 
семена 95 1.04 ± 0.07 0.07 1.23 ± 0.01 0.01 2.04 0.17 1.72 ± 0.02 0.01

Полыни 
трава 70 5.19 ± 0.16 0.03 4.64 ± 0.09 0.02 2.20 0.35 4.80 ± 0.09 0.02

Валерьяны 
корни 70 1.64 ± 0.16 0.10 1.69 ± 0.07 0.04 1.45 0.04 1.16 ± 0.08 0.07

Мяты 
перечной 
листья

95 2.67 ± 0.13 0.05 2.46 ± 0.06 0.03 2.52 0.05 2.27 ± 0.02 0.01

Каркаде 
цветки 95 6.27±0.06 0.01 - - - - 3.58 ± 0.25 0.07

(а) (б)

Рис. 5. Окраска (а) 0.1 мМ раствора [Fe(Py)3]2+ и (б) 
этанольного настоя каркаде (Hibiscus sabdariffa).
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Таким образом, предложен подход к опреде-
лению антиоксидантов с использованием ком-
плекса железа(III) с  бипиридином в  качестве 
модели окислителя и хроноамперометрической 
регистрацией тока окисления комплекса же-
леза(II) с  бипиридином, образующегося при 
взаимодействии с  антиоксидантами. Суще-
ственным преимуществом предложенного под-
хода является использование комплексов желе-
за с  бипиридином как универсальной модели 
окислителя, растворимого как в  воде, так и  в 
ряде органических растворителей, что позво-
ляет исследовать липофильные антиоксиданты 
и объекты, содержащие гидрофильные и липо-
фильные антиоксиданты при совместном при-
сутствии, что актуально при анализе объектов 
сложного состава. На примере экстрактов рас-
тительного сырья как одного из основных экзо-
генных источников АО различной гидрофиль-
ности (α-токоферола, аскорбиновой кислоты 
и  полифенольных соединений) показана воз-
можность определения суммарной антиокси-
дантной емкости с использованием комплекса 
железа(III) с  бипиридином. При этом хроно-
амперометрический метод, в отличие от метода 
спектрофотометрии, не обладает ограничения-
ми при анализе объектов с  собственной окра-
ской. Предложенный подход является инфор-
мативным, простым и  доступным, позволяет 
избежать использования поверхностно-актив-
ных веществ при анализе объектов, содержа-
щих соединения с различной растворимостью, 
и может быть реализован в портативном вари-
анте, в  том числе для экспресс-контроля цен-
ности растительного сырья с позиции содержа-
ния антиоксидантов. 
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CHRONOAMPEROMETRIC DETERMINATION OF ANTIOXIDANT 
CAPACITY USING IRON COMPLEX WITH 2,2’-BIPYRIDINE
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Abstract. The proposed approach to the determination of antioxidants with different hydrophilicity is based 
on the use of iron(III) complex with bipyridine as an oxidant model and chronoamperometric registration of 
the analytical signal. The oxidant was chosen due to its solubility in aqueous, organic and aqueous-organic 
media. The following conditions for registration of chronoamperograms were chosen: background compo-
sition (acetonitrile-acetate buffer solution with pH 3.6 (9 : 1)), background electrolyte (LiClO4), potential (E 
= 1.25 V), current registration time (80 s). Antioxidants soluble in organic and aqueous-organic media were 
studied: α-tocopherol, quercetin, catechin, caffeic acid. The ranges of determined concentrations are (0.5-4) 
× 10-4 M. The antioxidant capacity (AOE) of ethanolic extracts of medicinal plant raw materials was deter-
mined. A high correlation of AOE values obtained by chronoamperometric and spectrophotometric methods 
is observed, but only for the objects whose intrinsic coloration does not contribute to the absorption value of 
Fe(II)-bipyridine complex. Application of the proposed approach and the potentiometric method using the 
system K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] showed that the values obtained by the potentiometric method are signifi-
cantly lower for most of the investigated infusions. Thus, when analyzing multicomponent objects containing 
substances with different hydrophilicity, it is advisable to use oxidizing agents with different solubility, such as 
Fe(III)-bipyridine complex.

Keywords: antioxidant capacity, chronoamperometry, extracts of medicinal plant raw materials.
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Для селективного определения антибиотика кларитромицина разработан вольтамперометриче-
ский сенсор на  основе стеклоуглеродного электрода, модифицированного композитом хитоза-
на, графитированной сажи Carboblack C и  полиариленфталида, содержащего в  основной цепи 
полимера дифенилентио- и дифениленоксидные фрагменты в соотношении 1 : 2, с молекуляр-
ными отпечатками кларитромицина, полученными методом инверсии фаз. С  использовани-
ем ИК-спектроскопии и сканирующей электронной микроскопии изучены состав и морфоло-
гия модифицирующего покрытия. Методами спектроскопии электрохимического импеданса, 
циклической и  дифференциально-импульсной вольтамперометрии изучены электрохимиче-
ские и  аналитические характеристики сенсора. Подобраны оптимальные условия регистрации 
аналитического сигнала. С  использованием [Fe(CN)6]3–/4– в  качестве зонда линейный диапазон 
определяемых концентраций составил 1 × 10–7–5 × 10–4 М с пределом обнаружения 5.3 × 10–8 М. 
Показано, что применение полимера с молекулярными отпечатками кларитромицина повышает 
чувствительность сенсора практически в 10 раз по сравнению с неимпринтированным полиме-
ром. Предложенный сенсор апробирован на  образцах урины, плазмы крови, а  также пищевых 
продуктов (мясо, молоко), степень извлечения составила 90–96, 80 и 92% соответственно, а отно-
сительное стандартное отклонение не превышало 10% во всех случаях.

Ключевые слова: полимеры с  молекулярными отпечатками, полиариленфталид, инверсия фаз, 
вольтамперометрический сенсор, кларитромицин, графитированная сажа.
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Полимеры с молекулярными отпечатками (ПМО), 
или молекулярно импринтированные полимеры, 
представляют собой синтетические аналоги при-
родных биологических систем типа антитело–ан-
тиген и  работают по  принципу “ключ–замок”. 
При этом ПМО могут обладать специфичностью 
и  селективностью на  уровне биологических ре-
цепторов, но с такими преимуществами как фи-
зическая прочность, надежность, устойчивость 
к повышенному давлению и температуре, инерт-
ность к  различным химическим веществам, ста-
бильность, а также длительность хранения в усло-
виях окружающей среды и низкая стоимость [1, 2]. 
Природные рецепторы, как правило, требуют хра-
нения при пониженной температуре, а ПМО мо-

гут храниться достаточно долго, не требуя особых 
условий хранения, применяться в  гораздо более 
широком диапазоне температур и pH. Рост инте-
реса к дизайну, разработке и применению ПМО 
в последние годы отражает важность этой области 
химической сенсорики. Сенсоры на основе ПМО 
используют для анализа пищевых продуктов, объ-
ектов окружающей среды и  биологических об-
разцов благодаря их высокой чувствительности, 
специфичности и стабильности [2].

При создании сенсоров на  основе ПМО 
обычно используют классический метод, ко-
торый заключается в  полимеризации (химиче-
ской, электрохимической, фотополимеризации) 
молекул мономера в присутствии темплата с его 

mailto:julijajarkaeva05@gmail.com


	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 6	 2024

574	 ЯРКАЕВА и др.

последующим вымыванием из полимера с обра-
зованием полостей, комплементарных темплату 
по  размеру, форме и  молекулярным взаимодей-
ствиям [3–5]. Однако существуют и  другие ме-
тоды получения ПМО, такие как метод инвер-
сии фаз (ИФ) (phase inversion) и  метод мягкой 
литографии (soft lithography) [1, 6]. Последний 
заключается в  создании штампа, состоящего 
из  самоорганизующегося слоя темплата, кото-
рый вдавливают в  частично полимеризованную 
пленку и удерживают до полной полимеризации, 
после чего штамп удаляют вымыванием соот-
ветствующим растворителем. Обычно данный 
подход применяют для обнаружения больших 
молекул и структур, которые не могут распреде-
литься во  всем объеме полимера, например для 
обнаружения клеток Escherichia coli [7]. Метод 
ИФ заключается в применении готовых полиме-
ров, которые осаждают на поверхность рабочего 
электрода из  раствора в  присутствии темплата 
путем добавления другого растворителя, который 
вызывает осаждение содержащего темплат поли-
мера (wet phase inversion – мокрая инверсия фаз) 
[8, 9], либо испарением растворителя из полиме-
ра в  процессе нагревания или центрифугирова-
ния (dry phase inversion – сухая инверсия фаз) [1]. 
Его главное преимущество – простота и быстрое 
изготовление ПМО-сенсора. Для растворения 
компонентов используют растворитель, совме-
стимый как с основным полимером, так и с тем-
платом. Их смешивание позволяет формировать 
комплексы типа “гость–хозяин” в растворе. Ме-
тод сухой ИФ проще и удобнее, так как в отличие 
от метода мокрой ИФ не требует использования 
второго растворителя; обычно его реализуют при 
нагревании осажденного на  поверхность элект-
рода полимера. Кроме того, ПМО, полученные 
испарением растворителя, имеют плотную одно-
родную структуру из-за постепенного увеличе-
ния концентрации полимера в  формирующейся 
пленке вследствие испарения растворителя [10].

Метод ИФ разработан Кобаяши и коллегами 
в 1996 г. [11]. С тех пор ПМО, полученные инвер-
сией фаз, применяли в  энантиомерном разде-
лении [12], твердофазной экстракции [13] и  при 
обнаружении различных соединений в  пищевых 
продуктах и водной среде [14, 15]. В ПМО, полу-
ченных с помощью ИФ, обычно отсутствует про-
цесс сшивания, что в  отдельных случаях может 
приводить к коллапсу полостей в процессе удале-
ния темплата, однако этот метод обеспечивает са-
мый простой способ получения тонкопленочных 
ПМО, необходимых при создании вольтамперо-
метрических сенсоров. В литературе представлено 
лишь небольшое количество работ по  созданию 
электрохимических сенсоров с  ПМО, получен-
ных методом ИФ [9, 16–18].

Обычно ИФ применяют при создании ПМО 
на  основе таких полимеров, как полисахариды 

(декстран, хитозан, целлюлоза) [17, 19], полиами-
ды (нейлон) [18], акриловые сополимеры [9, 16, 
20], сополимеры полиэтилена [21], ароматиче-
ские полисульфоны [22] и  т.д. Для изготовления 
ПМО-сенсоров интерес представляют также по-
лиариленфталиды (ПАФ) [23–26], тонкие пленки 
которых являются электропроводящими, хими-
чески устойчивыми к нагреванию и воздействию 
агрессивных сред. Полиариленфталиды ранее 
изучали и применяли для изготовления сенсоров 
на основе композитных материалов [27]. Нанесе-
ние полимера на поверхность электрода зачастую 
приводит к уменьшению токов из-за увеличения 
сопротивления, поэтому в  сенсорный слой не-
обходимо добавлять компоненты, повышающие 
электропроводность. В последнее время для этих 
целей применяют наноматериалы, такие как на-
ночастицы Au и Pt, одностенные и многостенные 
углеродные нанотрубки, восстановленный оксид 
графена [5, 26, 28] и др.

Основной характеристикой ПМО-сенсоров 
является селективность связывания с определяе-
мой молекулой – молекулой темплата. Как прави-
ло, селективность (также называемая коэффици-
ентом селективности или фактором импринтинга 
Fimp) оценивается как отношение эффективностей 
связывания темплата с  ПМО и  неимпринтиро-
ванным полимером (НИП), полученное из  ана-
литических сигналов (чаще из чувствительностей: 
Fimp = SПМО/SНИП).

Стоит отметить, что еще одним преимуще-
ством ПМО является универсальность, которая 
заключается в  том, что темплатом может быть 
любое вещество с  некоторыми специфически-
ми функциональными группами, от  сравнитель-
но небольших молекул аминокислот до  более 
крупных молекул антибиотиков, белков и  даже 
предклеточных форм (фаги и  вирусы) и  клеток. 
Наиболее часто ПМО-сенсоры используют для 
определения энантиомеров биологически ак-
тивных соединений, а также антибиотиков [1, 2]. 
При этом определение антибиотиков является 
одной из важных практических задач аналитиче-
ской химии в связи с их широким применением 
и, как следствие, широкой распространенностью 
в окружающей среде и пищевых продуктах. Среди 
них макролиды представляют собой группу анти-
биотиков, широко используемых в медицине для 
лечения ряда заболеваний, но  наиболее важным 
их применением является лечение респиратор-
ных инфекций, в  том числе лечение пациентов 
с COVID-19. Они также используются в ветерина-
рии. Широко используемые макролиды, такие как 
эритромицин, азитромицин и  кларитромицин 
(Клр), часто обнаруживают в  окружающей среде 
и  пищевых продуктах, что приводит к  развитию 
устойчивости живых организмов к антибиотикам. 
Ранее для определения макролидов разработаны 
электроаналитические методики, основанные 
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на использовании различных электрохимических 
(био)сенсоров [29].

В настоящей работе представлен вольтам-
перометрический сенсор на  основе стеклоугле-
родного электрода (СУЭ), модифицированного 
композитом хитозана (ХТЗ) и  графитированной 
сажи Carboblack C (CB) и  ПАФ с  молекулярны-
ми отпечатками, полученными методом ИФ, для 
селективного определения Клр. Используемый 
ПАФ содержит в  основной цепи полимера ди-
фенилентио- и  дифениленоксидные фрагменты 
в соотношении 1 : 2 [27]. Морфологию поверхно-
сти изучали методом сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ), состав модифицирующего 
покрытия исследовали методом ИК-спектро-
скопии. Методами спектроскопии электрохи-
мического импеданса (СЭИ), циклической (ЦВ) 
и  дифференциально-импульсной вольтамперо-
метрии (ДИВ) изучали электрохимические и ана-
литические характеристики сенсора. Подбирали 
оптимальные условия для определения Клр с по-
мощью предложенного сенсора. Для определения 
Клр использовали раствор [Fe(CN)6]3–/4– в  каче-
стве зонда. Предложенный сенсор апробирова-
ли на  реальных образцах биологических жидко-
стей (моча и плазма крови) и пищевых продуктов 
(мясо, молоко). Изучали воспроизводимость, ста-
бильность, а также селективность сенсора. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и  оборудование. Кларитромицин 
(≥99.5%), азитромицин (≥99.5%), линкоми-
цин (≥99.5%), K3Fe(CN)6 (≥99.0%) и  K4Fe(CN)6 
(≥99.0%) приобретали у  Sigma-Aldrich (США), 
порошок графитированной сажи Carboblack C 
приобретали у  Restek (США). Образцы полиме-
ра ПАФ (≥99%) предоставлены лабораторией 
синтеза функциональных полимеров Уфимского 
института химии РАН (Уфа, Россия). В качестве 
фонового электролита для Клр использовали 
фосфатный буферный раствор (ФБР, KH2PO4 
+ Na2HPO4, 0.1 М, pH 6.86), для [Fe(CN)6]3–/4– – 
0.1  М раствор KCl. 5  мМ раствор [Fe(CN)6]3–/4– 
использовали в  качестве зонда при определении 
Клр.

Все электрохимические измерения проводили 
на потенциостате-гальваностате Autolab PGSTAT 
204 с  модулем импеданса FRA32M (Metrohm 
Autolab Ins., Нидерланды) с  программным обе-
спечением NOVA. Стандартная трехэлектродная 
ячейка состояла из  модифицированного СУЭ 
(Metrohm Autolab Ins., Нидерланды) диаметром 
3 мм в  качестве рабочего электрода, платиновой 
пластины в качестве вспомогательного электрода 
и хлоридсеребряного электрода с 3.5 М раствором 
KCl в  качестве электрода сравнения. Измерение 
pH растворов проводили с  помощью pH-метра 
Seven Compact pH/Ion S220 (Mettler-Toledo AG, 

Швейцария). Растворы перемешивали с  помо-
щью магнитной мешалки MR Hei-Tec (Heidolph, 
Германия). ИК-спектры регистрировали в диапа-
зоне 450–3500 см–1 на спектрометре FTIR-8400S 
(Shimadzu, Япония) при комнатной температуре 
(разрешение 8 см–1, число сканов 30) с программ-
ным обеспечением IR solution. СЭМ-снимки по-
лучали на сканирующем электронном микроско-
пе Tescan Mira (Tescan, Чехия).

Модифицирование электрода. Для модифи-
цирования СУЭ к  1  мл ХТЗ добавляли 2  мг CB, 
после чего выдерживали смесь в  ультразвуковой 
ванне в течение 40 мин до получения однородной 
дисперсии. Выбор раствора ХТЗ для получения 
дисперсии СВ обусловлен образованием наибо-
лее устойчивой и однородной дисперсии по срав-
нению с  другими растворителями (диметилфор-
мамид (ДМФА), хлороформ, ацетон, этанол). 
Водный раствор ХТЗ получали растворением на-
вески 0.0100 г в 5 мл деионизованной воды. Для 
полировки электродной поверхности использо-
вали деагломерированную суспензию на  осно-
ве 0.3  мкм Al2O3 и  специальный полировальный 
материал (Allied High Tech Products, США). Для 
модифицирования поверхности электрода 3  мкл 
дисперсии CB наносили капельным методом и су-
шили под ИК-лампой до полного высыхания. 

Для приготовления смеси полимера с  тем-
платом в 1 мл ДМФА растворяли 10 мг полимера 
и 4 мг Клр. Соотношение полимер–темплат уста-
навливали экспериментально как оптимальное 
согласно значениям Ip и  sr. Для получения ПМО 
на  поверхность CB-ХТЗ/СУЭ наносили капель-
ным методом 1 мкл полученного раствора поли-
мера с темплатом, сушили под ИК-лампой в те-
чение 3  мин и  удаляли темплат обработкой 1  М 
раствором H2SO4 в течение 90 с при перемешива-
нии. 1 М раствор H2SO4 для вымывания темплата 
выбрали как оптимальный согласно значениям Ip 
и  sr. Сенсор с  неимпринтированным ПАФ (ни-
ПАФ) получали по аналогичной методике, но без 
добавления темплата.

Методика эксперимента. Дифференциально-
импульсные вольтамперограммы [Fe(CN)6]3–/4– 
регистрировали в  диапазоне потенциалов от  0 
до 0.6 В с амплитудой импульса 0.025 В, шириной 
импульса 0.05 с, интервалом времени 0.25 с и ско-
ростью развертки 25 мВ/с. Спектры электрохи-
мического импеданса регистрировали в диапазо-
не частот от 100 кГц до 0.1 Гц с амплитудой 5 мВ. 
Циклические вольтамперограм-мы [Fe(CN)6]3–/4– 
регистрировали в диапазоне потенциалов от -0.1 
до  0.6 В  со скоростью развертки потенциала 0.1 
В/с. Перед регистрацией ДИВ сенсор выдержи-
вали в  растворе аналита в  течении 40 с  для на-
копления Клр. Все измерения проводили при 
25 ± 0.1°С.

Приготовление растворов. Раствор 0.5 мМ Клр 
готовили растворением точной навески реагента 



	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 6	 2024

576	 ЯРКАЕВА и др.

в 25 мл ФБР. Растворы более низких концентра-
ций готовили последовательным разбавлением. 
Образцы урины получены от  здорового донора, 
плазма крови приобретена в Уфимской Республи-
канской станции переливания крови. Образцы 
урины и  плазмы крови объемом 2.5  мл центри-
фугировали в течение 5 мин и разбавляли в 10 раз 
ФБР с рН 6.86. В полученные растворы добавляли 
известные количества Клр для получения раство-
ров с концентрацией 5.0 и 0.6 мкМ соответствен-
но. 

Образец пробы говяжьего фарша получали 
из навески 10 г, перемешивали с 10 мл ФБР с из-
вестной концентрацией Клр 0.1  мкМ с  дальней-
шей экстракцией в термостате при 37 ± 1°C в те-
чение 90 мин, затем пробу выдерживали при 65 ± 
1°C в течение 30 мин, после чего центрифугирова-
ли в течение 20 мин при 3000 об/мин [30]. 

В качестве молочного продукта использовали 
молоко (жирность 2.5%) объемом 10 мл, которое 
разбавляли 10 мл ФБР с добавлением Клр в кон-
центрации 0.5 мкМ [30]. 

Для приготовления всех растворов использо-
вали сверхчистую деионизованную воду с удель-
ной электропроводностью 0.1 мкСм/см.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Морфологию поверхности электродов на  ка-
ждом этапе модифицирования исследовали ме-
тодом СЭМ. Рис.  1а показывает, что при нане-
сении на поверхность СУЭ композита ХТЗ с СВ 
образуется неоднородный слой, состоящий из ча-
стично агломерированных частиц СВ размером 
до 10 мкм. При увеличении разрешения (рис. 1б) 
наблюдаются отдельные частицы СВ сфериче-
ской формы размером от 0.2 до 0.5 мкм. При на-
несении ПАФ на  модифицированную СВ-ХТЗ 
поверхность электрода с  последующей сушкой 
под ИК-лампой образуется плотная и равномер-
ная пленка с небольшими неровностями (рис. 1с). 

Это подтверждает тот факт, что ПМО, получен-
ные испарением растворителя, имеют плотную 
однородную структуру из-за постепенного увели-
чения концентрации полимера в формирующей-
ся пленке. После вымывания темплата из полиме-
ра и получения молекулярно импринтированного 
ПАФ (миПАФ) шероховатость поверхности уве-
личивается за счет образования пор. 

ИК-спектры подтверждают наличие Клр 
в пленке ПАФ. На рис. 2. представлены ИК-спек-
тры СВ, композита СВ-ХТЗ, ПАФ, Клр и  ПАФ 
до  вымывания Клр. В  спектре СВ практически 
нет полос поглощения, кроме небольших ва-
лентных колебаний при 1640 см–1, соответству-
ющих связям С=С [28]. В  спектре композита 
СВ-ХТЗ характерные пики при 1647 и  1618 см–1 
соответствуют валентным колебаниям C=O из –
NHCO– и  деформационным колебаниям N–H 

Рис. 1. СЭМ-снимки (a), (б) CB-ХТЗ/СУЭ, (в) ПАФ/
CB-ХТЗ/СУЭ и (г) миПАФ/CB-ХТЗ/СУЭ.
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Рис. 2. ИК-спектры графитированной сажи Carboblack C (1), композита графитированная сажа Carboblack 
C-хитозан (2), полиариленфталида (3), кларитромицина (4), комплекса полиариленфталид-кларитромицин (5).
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группы –NH2. Полосы валентных колебаний 
C–H и C–N расположены при 2921 см–1, колеба-
ний N–H в плоскости –NHCO– – при 1377 см–1 
и полосы C–O–C – при 1070 см–1 [31]. Характе-
ристическими полосами в спектре ПАФ являют-
ся 1767 см–1, соответствующая фталидной группе, 
727 см–1 – группе Ar–S–Ar, 1244 см–1  – группе 
Ar–О–Ar. Характеристической полосой в спектре 
Клр является 1732 см–1, соответствующая колеба-
нию карбонильной группы лактона, и  1170 см–1, 
соответствующая колебанию С–О в  лактоне. 
Данные полосы проявляются в спектрах пленки 
ПАФ с темплатом, подтверждая наличие Клр.

Электрохимические характеристики на  ка-
ждом этапе модифицирования электродов из-
учали методами ЦВ (рис. 3а) и  СЭИ (рис. 3б) 
с  использованием стандартной редокс-системы 
[Fe(CN)6]3-/4-. Циклические вольтамперограммы 
5 мМ растворов [Fe(CN)6]3-/4- на всех электродах 
описывают типичный обратимый окислитель-
но-восстановительный процесс, характерный 
для [Fe(CN)6]3-/4-. Количественные характери-
стики спектров электрохимического импеданса 
определяли с  использованием эквивалентной 
схемы Рэндлса (рис. 3б, вставка). Полученные 
значения представлены в  табл.  1, где Rs и  Ret  – 
сопротивление раствора и  переноса электрона 
соответственно, Q – элемент постоянной фазы, 

W  – импеданс Варбурга, N  – шероховатость 
электродной поверхности [32]. Наибольшие 
значения токов и, соответственно, наименьшее 
значение Ret наблюдали на СВ-ХТЗ/СУЭ (рис. 3, 
кривая 2) по сравнению с СУЭ (кривая 1). Кро-
ме того, наименьшее значение N для СВ-ХТЗ/
СУЭ свидетельствует, что поверхность данного 
электрода наиболее шероховатая, что согласуется 
с СЭМ-снимками. Наименьшие токи и наиболь-
шее Ret наблюдаются на  ПАФ/СУЭ (кривая  3), 
что подтверждает необходимость использования 
СВ-ХТЗ. При нанесении на СВ-ХТЗ/СУЭ поли-
мерной пленки ПАФ Ret увеличивается, а  токи 
уменьшаются (кривая 4) по сравнению с СУЭ, что 
свидетельствует о замедлении скорости переноса 
электрона для редокс-пары [Fe(CN)6]3-/4-. Однако 
после вымывания Клр из полимера и получения 
конечного сенсорного слоя (кривая 5) Ret умень-
шается, а токи достигают значений, соответству-
ющих СУЭ, и скорость переноса электрона уве-
личивается за счет образования в полимере пор, 
через которые ионы [Fe(CN)6]3-/4- проникают 
к поверхности электрода. При этом уменьшение 
N свидетельствует о том, что поверхность элект-
рода становится более шероховатой. После нако-
пления Клр из раствора с концентрацией 0.3 мМ 
(кривая 6) токи пика на ЦВ уменьшаются, а Ret 
возрастает, подтверждая встраивание Клр.

Рис. 3. (а) Циклические вольтамперограммы 5 мM [Fe(CN)6]3–/4– на СУЭ (1), СВ-ХТЗ/СУЭ (2), ПАФ/СУЭ (3), ПАФ/
СВ-ХТЗ/СУЭ (4), миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ (5) и миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ после накопления кларитромицина из рас-
твора с концентрацией 0.3 мМ (6); вставка: циклические вольтамперограммы на ПАФ/СУЭ; (б) диаграммы Най-
квиста соответствующих электродов.
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Таблица 1. Параметры спектров электрохимического импеданса для разных этапов модифицирования 
электрода в 5 мМ растворе [Fe(CN)6]3-/4- (0.1 M KCl, n = 5, P = 0.95)

Электрод Rs, Ом Q, мкСм N Ret, Ом W, мкСм
СУЭ 107.7 ± 2.1 13.1 ± 0.7 0.96 ± 0.01 93.0 ± 3.8 427 ± 8
СВ-ХТЗ/СУЭ 102.3 ± 3.3 16.5 ± 1.0 0.76 ± 0.01 53.5 ± 3.6 367 ± 7
ПАФ/СУЭ 105.2 ± 5.6 10.2 ± 0.8 0.92 ± 0.03 208.3 ± 8.5 282 ± 9
ПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ 101.6 ± 6.1 12.2 ± 1.0 0.88 ± 0.02 126.4 ± 4.6 211 ± 6
миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ 104.6 ± 3.6 14.9 ± 0.7 0.83 ± 0.01 68.8 ± 3.8 403 ± 3
миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ после 
накопления Клр (0.3 мМ) 108.3 ± 3.8 13.5 ± 0.6 0.84 ± 0.02 145.5 ± 4.2 310 ± 6
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Кларитромицин определяли с  использовани-
ем 5 мM [Fe(CN)6]3–/4– в качестве зонда, посколь-
ку токи пика окисления самого Клр оказались 
достаточно низкими и  не позволяли определить 
Клр с  высокой чувствительностью. Использо-
вание зонда, как правило, значительно увеличи-
вает чувствительность вольтамперометрических 
ПМО-сенсоров. В данном случае при увеличении 
концентрации Клр ток пика окисления [Fe(CN)6]4– 
на  миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ уменьшается, а  анали-
тическим сигналом служит разность (ΔIp) между 
токами пиков окисления [Fe(CN)6]4– до  и  после 
инкубирования Клр. На рис. 4 представлены ДИВ 
5 мM [Fe(CN)6]3–/4–, полученные на разных этапах 
модифицирования СУЭ. Полученные результаты 
соответствуют данным ЦВ и СЭИ. 

Для оптимизации состава композита и  ус-
ловий определения Клр изучали зависимости 
аналитических сигналов и  относительного стан-
дартного отклонения от количества СВ в диспер-
сии, массового соотношения ПАФ : Клр в  рас-
творе полимера, времени вымывания темплата 

из  пленки ПАФ и  времени инкубирования Клр 
на  миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ перед регистрацией 
ДИВ (рис. 5). Результаты показали, что при уве-
личении количества СВ в 1 мл дисперсии с ХТЗ 
до 3 мг токи пика [Fe(CN)6]4– возрастают (рис. 5а), 
а наименьшие относительные стандартные откло-
нения наблюдаются при 1.5 и 2 мг СВ, что, по-ви-
димому, связано с  образованием однородного 
и  устойчивого слоя композита СВ-ХТЗ, поэтому 
в качестве оптимального количества СВ выбрали 
2 мг. Зависимость ΔIp от соотношения ПАФ : Клр 
показала, что наибольший аналитический сигнал 
и  наименьшие погрешности наблюдаются при 
соотношении 10 : 4 (рис. 5б). Полное вымывание 
темплата из  пленки ПАФ достигается через 90  с 
выдерживания в 1 М H2SO4 (рис. 5в). Оптималь-
ное время инкубирования миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ 
в 0.5 мМ растворе Клр составило 40 с (рис. 5г). 

Линейный характер зависимости тока пика 
от содержания Клр в растворе сохраняется в кон-
центрационном диапазоне 1 × 10–7–5 × 10–4 М 
с пределом обнаружения 5.3 × 10–8 М (рис. 6). Кро-
ме того, на рис. 5б показаны линейные зависимо-
сти для НИП-сенсоров. Наличие молекулярных 
отпечатков значительно повышает чувствитель-
ность миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ, фактор имприн-
тинга Fimp = SПМО/SНИП составил 9.88. Эти результа-
ты свидетельствуют о  высокой чувствительности 
и селективности сенсора миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ.

Оценка воспроизводимости и  стабильности 
определения Клр на миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ пока-
зала, что после 10 последовательных измерений 
токи пика оставались на уровне 95.8% от исходных 
значений с относительным стандартным отклоне-
нием 2.8%. После 14 дней хранения при комнат-
ной температуре токи пика миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ 
составили 93.7% от исходного значения с относи-
тельным стандартным отклонением 3.9%.

Для оценки правильности определения Клр 
использовали метод введено–найдено (табл. 2), 
относительное стандартное отклонение не  пре-
вышало 2.1 %, что указывает на  хорошую вос-
производимость результатов, а  значение степени 
извлечения 98% свидетельствует о  правильности 
результатов определения. Для оценки аналитиче-
ских возможностей предложенный сенсор апро-
бировали при определении Клр в урине и плазме 
крови человека. Относительное стандартное от-

Рис. 4. Дифференциально-импульсные вольтампе-
рограммы 5 мM [Fe(CN)6]3–/4– на СУЭ (1), СВ-ХТЗ/
СУЭ (2), ПАФ/СУЭ (3), ПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ (4), 
ми ПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ (5) и миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ 
после накопления кларитромицина из  раствора 
с концентрацией 0.3 мМ (6).
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Таблица 2. Результаты определения кларитромицина с использованием дифференциально-импульсной 
вольтамперометрии предложенным сенсором с [Fe(CN)6]3–/4– в качестве зонда (20 мВ/с, n = 5, P = 0.95)
Анализируемый образец Введено, мкМ Найдено, мкМ s

r, % Степень извлечения, %
ФБР 0.50 0.49 ± 0.02 2.1 98
Урина 5.0 4.8 ± 0.3 5.8 96
Плазма крови 0.60 0.54 ± 0.08 9.3 90
Экстракт мяса 0.10 0.08 ± 0.01 9.8 80
Молоко 0.50 0.46 ± 0.07 8.3 92
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Рис. 6. (а) Дифференциально-импульсные вольтамперограммы растворов кларитромицина разной концентрации (1 – 
0.5, 2 – 0.4, 3 – 0.3, 4 – 0.2, 5 – 0.1, 6 – 0.05, 7 – 0.01, 8 – 0.005, 9 – 0.001, 10 – 0.0001 мМ) на миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ; (б) 
соответствующие градуировочные графики на миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ (1) и ниПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ (2) (n = 5, P = 0.95).
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Рис. 5. (а) Зависимость тока окисления [Fe(CN)6]4– на СВ-ХТЗ/СУЭ от количества графитированной сажи Carboblack C 
в дисперсии; (б) зависимости ΔIp от массового соотношения полиариленфталид : кларитромицин в растворе полимера, 
(в) от времени вымывания темплата из пленки полиариленфталида и (г) от времени инкубирования кларитромицина 
на миПАФ/СВ-ХТЗ/СУЭ перед регистрацией дифференциально-импульсных вольтамперограмм (n = 5, P = 0.95).
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клонение при определении Клр в урине и плазме 
крови составило 5.8 и 9.3%, а значения степени из-
влечения – 96 и 90% соответственно. Более высо-
кие погрешности при определении Клр в плазме 
крови связаны с ее сложным составом и большим 
содержанием органических структур по  сравне-
нию с уриной. Сенсор апробировали также на пи-
щевых продуктах (мясо и молоко). Из-за сложного 
состава образцов можно было ожидать, что по-
грешности определения в них Клр будут более вы-
сокими. Относительное стандартное отклонение 
при определении Клр в мясе и молоке составило 
9.8 и  8.3%, а  значения степени извлечения  – 80 
и  92% соответственно. Однако данные результа-
ты можно считать приемлемыми и использовать 
в  дальнейшем для анализа. Выбор добавленных 
концентраций Клр в реальные образцы обуслов-
лен его возможным содержанием в них согласно 
литературным данным [33–35].

Основной целью разработки миПАФ/СВ-Х-
ТЗ/СУЭ являлось повышение селективности сен-
сора по отношению к Клр. Для оценки влияния 
на аналитический сигнал Клр выбрали антибио-
тики азитромицин (Азт) и  линкомицин (Лин). 
Получили ДИВ растворов Азт и  Лин одинако-
вой концентрации (0.5  мМ) с  использованием 
[Fe(CN)6]3–/4– в качестве зонда в тех же условиях. 
Из рис.  7 видно, что сенсор миПАФ/СВ-ХТЗ/
СУЭ обладает наибольшей селективностью в от-
ношении Клр по сравнению с Азт и Лин. Это мож-
но объяснить образованием более специфических 
сайтов связывания.

* * *

Таким образом, для определения Клр разра-
ботан высокоселективный вольтамперометриче-
ский сенсор на основе СУЭ, модифицированно-
го композитом ХТЗ, графитированной сажи СВ 
и ПАФ с молекулярными отпечатками кларитро-
мицина, полученными методом инверсии фаз 

путем испарения растворителя. Большим досто-
инством сенсора является простота изготовления 
за счет использования метода сухой инверсии фаз. 
Методом СЭМ показано образование однород-
ной плотной полимерной пленки на поверхности 
электрода, а композит ХТЗ и СВ значительно уве-
личивает токи пиков. Оптимальное время вымы-
вания темплата из пленки ПАФ и инкубирования 
предложенного сенсора в растворе Клр составило 
90 и  40 с  соответственно. Показано, что разра-
ботанный сенсор обладает высокой селективно-
стью к  определяемому антибиотику, а  наличие 
специфических сайтов связывания в полимерной 
пленке позволяет определять Клр с чувствитель-
ностью, практически десятикратно превышаю-
щей чувствительность аналогичного сенсора без 
молекулярных отпечатков. Оценка селективности 
относительно других антибиотиков (Азт и  Лин) 
показала, что предложенный сенсор обладает вы-
сокой селективностью к Клр. Полученный сенсор 
успешно применен для определения Клр в  био-
логических жидкостях, образцах мяса и  молока, 
степень извлечения составила 90–96, 80 и  92% 
соответственно, а относительное стандартное от-
клонение не более 10% во всех случаях. 
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VOLTAMMETRIC SENSOR BASED ON A COMPOSITE OF CHITOSAN, 
GRAPHITIZED CARBON BLACK AND POLYARYLENEPHTHALIDE 
WITH MOLECULAR IMPRINTS FOR THE DETERMINATION OF 

CLARITHROMYCIN
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Abstract. For selective determination of the antibiotic clarithromycin, a voltammetric sensor based on a 
glass-carbon electrode modified with a composite of chitosan, Carboblack C graphitized carbon black and 
polyarylenephthalide containing diphenylene-thio- and diphenylene oxide fragments in the main chain 
of the polymer in the ratio of 1 : 2 with molecular imprints of clarithromycin obtained by phase inversion 
method was developed. The composition and morphology of the modifying coating were studied using IR 
spectroscopy and scanning electron microscopy. The electrochemical and analytical characteristics of the 
sensor were studied by electrochemical impedance spectroscopy, cyclic and differential-pulse voltammetry. 
Optimal conditions for analytical signal registration were selected. Using [Fe(CN) ]6

3−/4−  as a probe, the 
linear range of determined concentrations was 1 × 10-7 -5 × 10-4 M with a detection limit of 5.3 × 10-8 M. 
It is shown that the use of a polymer with molecular imprints of clarithromycin increases the sensitivity of 
the sensor almost 10 times compared to the non-imprinted polymer. The proposed sensor was tested on 
samples of urine, blood plasma, as well as food products (meat, milk), the degree of extraction was 90-96, 
80 and 92%, respectively, and the relative standard deviation did not exceed 10% in all cases.

Keywords: molecular imprinted polymers, polyarylenephthalide, phase inversion, voltammetric sensor, 
clarithromycin, graphitized carbon black.
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ВОЛЬТАМПЕРОМЕТРИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЛЕВОФЛОКСАЦИНА 
В МЯСЕ И МОЛОКЕ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ СЕНСОРА 

НА ОСНОВЕ ЭЛЕКТРОВОССТАНОВЛЕННОГО ОКСИДА ГРАФЕНА 
И ФУНКЦИОНАЛИЗИРОВАННОГО ФУЛЛЕРЕНА
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Антибактериальные препараты стали неотъемлемой частью пищевой промышленности и сельско-
го хозяйства в современном мире. Присутствие даже следовых количеств антибиотиков в продук-
тах питания животного происхождения может приводить к развитию аллергических реакций и к 
прямым токсическим эффектам в организме человека. В связи с этим требуется создание чувстви-
тельных и селективных методик определения антибактериальных препаратов с целью предотвраще-
ния их чрезмерного потребления. В работе предложен стеклоуглеродный вольтамперометрический 
сенсор на основе послойно нанесенного электровосстановленного оксида графена и функциона-
лизированного S-N,N'-бис(1-фенилэтил)малонамидом фуллерена для определения левофлок-
сацина (Лев, S-(-)-офлоксацин) методом дифференциально-импульсной вольтамперометрии. 
Градуировочный график линеен в двух диапазонах 1.0 × 10–6–6.0 × 10–5 M и 6.0 × 10–5–5.0 × 10–4 M 
Лев с коэффициентами чувствительности 107 и 58.0 мкА/мМ соответственно. Предел обнаружения 
и нижняя граница определяемых содержаний составили 1.8 × 10–7 М и 6.04 × 10–7 М соответственно. 
Оценена селективность сенсора к Лев относительно некоторых антибиотиков фторхинолонового 
ряда: ципрофлоксацина, ломефлоксацина, энрофлоксацина. Сенсор использован для определения 
Лев в мясе и молоке методом дифференциально-импульсной вольтамперометрии.

Ключевые слова: вольтамперометрический сенсор, функционализированный фуллерен, электро-
восстановленный оксид графена, левофлоксацин, продукты питания животного происхождения.
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Антибиотики  – одна из  важнейших биоак-
тивных и  химиотерапевтических групп соеди-
нений. Они широко применяются в  сельском 
хозяйстве, и  несоблюдение норм применения 
антибактериальных препаратов может приво-
дить к появлению новых резистентных штаммов 
бактерий и  развитию аллергических реакций 
у  людей  [1, 2]. При несоблюдении дозировок 
применяемых препаратов и отсутствии контроля 
времени выведения лекарственного соединения 
перед забоем антибиотики могут накапливать-
ся в  мясе крупного рогатого скота и  птиц. Не-
которые препараты добавляют непосредствен-
но в  продукты питания, в  частности в  молоко 
и  сливки. Таким образом, существует потреб-
ность в создании чувствительных и селективных 

методик определения антибиотиков в продуктах 
питания животного происхождения как средств 
контроля за их надлежащим использованием.

Левофлоксацин (Лев)  – антибактериальный 
препарат, который входит в  группу фторхино-
лонов III поколения и  представляет (S)-изомер 
офлоксацина. Он активно применяется в  каче-
стве лекарственного средства в  сельском хозяй-
стве и  ветеринарии  [3], при этом максимально 
допустимый уровень фторхинолонов в продуктах 
питания животного происхождения составляет 
от 100 до 500 мкг/кг [4]. Разработано множество 
методик определения фторхинолонов, в  частно-
сти Лев, в  реальных образцах. В  работах [5–7] 
рассматривается определение антибиотиков, 
в  том числе фторхинолонов, методом высоко-



	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 6	 2024

584	 АБРАМОВ и др.

эффективной жидкостной хроматографии с раз-
личными способами детектирования  [5], в  том 
числе в сочетании с тандемной масс-спектроме-
трией [6, 7]. Несомненными достоинствами хро-
матографического метода определения являются 
возможность одновременного определения раз-
личных соединений с высокой точностью и низ-
кие пределы обнаружения. К недостаткам можно 
отнести высокую стоимость оборудования, необ-
ходимость предварительного выделения аналита 
из  анализируемого объекта, использование ток-
сичных растворителей, таких как ацетонитрил 
и  метанол. Широко применяется иммунофер-
ментный метод определения. Так, предложенный 
в работе [8] экспресс-тест для определения ряда 
фторхинолонов в  мясе и  крови характеризует-
ся высокими специфичностью и  надежностью, 
а  также достаточно простой пробоподготовкой 
и  методикой проведения анализа, но  тест-поло-
ски сложны в изготовлении и имеют относительно 
высокую стоимость. Для определения широкого 
спектра антибиотиков хорошо зарекомендовали 
себя биосенсоры [9] с использованием в составе 
чувствительного слоя антител, ферментов, апта-
меров и  клеток. Тем не  менее применение био-
логических материалов требует создания специ-
фических условий для проведения эксперимента. 
Использование электрохимических методов ана-
лиза позволяет не только уменьшить время про-
боподготовки при сохранении уровня значений 
аналитических характеристик, но и снизить стои-
мость и упростить процедуру проведения анализа 
[10, 11].

В настоящее время для определения Лев раз-
работаны различные вольтамперометрические 
сенсоры. В работе [12] предложен иммуносенсор 
на основе многостенных углеродных нанотрубок, 
модифицированных поли(L-лизином) и  мечен-
ными мультиферментными комплексами нано-
частиц золота. Главными достоинствами сенсора 
являются низкий предел обнаружения 4.2 × 10–10 
М и  высокая селективность к  аналиту, однако 
он сложен в изготовлении и требует соблюдения 
специфических условий анализа, таких как стро-
гий температурный режим и  стерильность места 
проведения анализа. Предложены сенсоры на ос-
нове стеклоуглеродного электрода (СУЭ) с  ис-
пользованием восстановленного оксида графена 
(эвОГ) как в  качестве индивидуального селекто-
ра [13], так и  в составе композитного материала 
с поли(пара-аминобензолсульфоновой кислотой) 
[14]. В роли углеродсодержащих подложек широ-
ко применяются и другие материалы: графен [15], 
графитированная сажа [16], многостенные угле-
родные нанотрубки [17]. Использование послед-
них позволяет не только увеличить интенсивность 
аналитического сигнала, но и упростить иммоби-
лизацию селекторов на  поверхность электрода. 
Большой популярностью пользуются наноча-

стицы металлов, в особенности серебра и золота 
[16, 18]. В качестве селекторов, обеспечивающих 
селективное взаимодействие с  Лев, применяют-
ся металлорганические каркасные структуры [17] 
и полимерные пленки [13–17].

В работе [19] нами предложен СУЭ, модифи-
цированный эвОГ для увеличения интенсивно-
сти аналитического сигнала и  функционализи-
рованным фуллереном (C60) для селективного 
взаимодействия с Лев [20]. Уникальной особен-
ностью фуллерена является легкая функциона-
лизация, благодаря которой возможно варьи-
ровать структуру селектора и количество сайтов 
связывания. В  работе получены следующие ме-
танопроизводные фуллерена: S/R-2-хлоро-N-(1-
фенилэтил)ацетамид (C60АA) и S/R-N,N’-бис(1-
фенилэтил)малонамид фуллерена (C60MA). 
Исследование показало, что наилучшим связы-
ванием обладают селекторы с S-конфигурацией, 
в  то время как количество оптических центров 
не  влияет на  распознавание Лев. Сенсор СУЭ/
эвОГ/S-C60AA использовали для определения 
Лев в биологических жидкостях.

Настоящее исследование направлено 
на определение Лев в продуктах питания живот-
ного происхождения с  использованием сенсора 
СУЭ/эвОГ/S-C60MA. Изучены электрохими-
ческое поведение Лев в  зависимости от  соста-
ва чувствительного слоя сенсора, зависимость 
аналитического сигнала от  скорости сканиро-
вания, построена градировочная зависимость 
в диапазоне концентраций от 1.0 × 10–6 до 5.0 × 
10–4, представлены результаты определения Лев 
в мясе и молоке, полученные методом введено–
найдено, изучена селективность сенсора к  Лев 
относительно ципрофлоксацина, ломефлокса-
цина, энрофлоксацина в таблетированной фор-
ме. Проведено сравнение предложенной методи-
ки с описанными в литературе для определения 
Лев в продуктах питания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и  оборудование. Левофлокса-
цин (≥98%), порошок оксида графена (15–20 
слоев, 4–10% краевого окисления), S- и  R-α-
метилбензиламин (≥98%), малоновую кислоту 
(99%), L-цистеин (L-Цис, ≥97%), L-метионин 
(L-Мет, ≥98%), L-триптофан (L-Трп, ≥98%), 
L-тирозин (L-Тир, ≥98%), лактозу (Лак, ≥98%), 
глюкозу (Глю, ≥97.5%) приобретали у Merck Life 
Science LLC (Россия). Фуллерен C60 (99.9%) при-
обретали у NeoTechProduct (Россия). В качестве 
фонового электролита для Лев использовали бу-
ферный раствор гидрофталата калия (БРГ, 0.05 
М раствор KHC8H4O4 с pH 4.01), для электровос-
становления оксида графена  – фосфатный бу-
ферный раствор (ФБР, 0.05 М раствор KH2PO4/
Na2HPO4 с pH 6.86, Ecroskhim Co., Ltd. Россия). 
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Деагломерированную суспензию 0.3  мкм Al2O3 
приобретали у Allied High Tech Products (США).

Все электрохимические измерения проводи-
ли на  потенциостате-гальваностате CS100 (Wu-
han Corrtest Instruments Corp., Ltd, Китай) с про-
граммным обеспечением CS Studio. Стандартная 
трехэлектродная ячейка состояла из модифици-
рованного СУЭ диаметром 3 мм в  качестве ра-
бочего электрода, хлоридсеребряного электро-
да с  3.5 М раствором KCl в  качестве электрода 
сравнения и  платинового вспомогательного 
электрода.

Модифицирование электрода. Чувствитель-
ный слой сенсора состоял из  послойно на-
несенного эвОГ и  S-C60MA. Суспензию ОГ 
в  N,N-диметилформамиде (4 мг/мл) после вы-
держивания в  ультразвуковой ванне наносили 
капельным методом (0.6 мкл) на предварительно 
отполированный СУЭ, далее проводили элек-
трохимическое восстановление ОГ согласно 
методике [21]. Модифицированный СУЭ су-
шили под ИК-лампой в  течение 90 с. Селек-
тор S-C60MA растворяли в  толуоле (0.25 мг/
мл) и  наносили капельным методом (1.5  мкл) 
на СУЭ/эвОГ, затем СУЭ/эвОГ/S-C60MA суши-
ли под ИК-лампой в течение 30 с.

Регистрация аналитического сигнала. Диффе-
ренциально-импульсные вольтамперограммы 
(ДИВ) регистрировали в  диапазоне потенциа-
лов от 0.6 до 1.5 В с амплитудой 0.075 В, време-
нем модуляции 0.075 с, скоростью сканирования 
30 мВ/с. Затем ДИВ обрабатывали, исполь-
зуя коррекцию базовой линии. Циклические 
вольтамперограммы (ЦВА) регистрировали 
в диапазоне потенциалов от 0 до 1.9 В со скоро-
стью сканирования от 50 до 250 мВ/с. Все элек-
трохимические измерения повторяли пять раз 
при 25 ± 1°С.

Приготовление растворов. Раствор Лев 
(0.5  мМ) готовили растворением точной навес-
ки реагента в 25 мл БРГ, растворы более низких 
концентраций готовили последовательным раз-
бавлением.

Растворы Лев (0.05  мМ) с  добавлением ме-
шающих компонентов (L-Цис, L-Мет, L-Трп, 
L-Тир, Лак и  Глю) готовили разбавлением 
0.5 мМ раствора Лев с добавлением точной на-
вески реагентов.

Растворы коммерчески доступных лекар-
ственных препаратов в таблетированной фор-
ме с  одинаковым составом вспомогательных 
веществ (Лев, энрофлоксацин, ломефлокса-
цин и ципрофлоксацин) готовили растворени-
ем навески растертых таблеток в  100 мл БРГ, 
затем отбирали аликвоту 10 мл и  разбавляли 
необходимым объемом БРГ до  концентрации 
0.5 мМ.

Пробу мяса получали из навески 10 г говяжь-
его фарша, перемешивали с 10 мл БРГ с дальней-
шим термостатированием при 37 ± 1°C в течение 
90 мин, затем при 65 ± 1°C в течение 30 мин, по-
сле чего центрифугировали в течение 20 мин при 
3000 об/мин. Затем в  супернатант вносили Лев 
для получения растворов с концентрациями 4, 15 
и 35 мкМ [22].

Образец молока (жирность 2.5%) объемом 
10 мл разбавляли 10 мл БРГ с добавлением Лев 
известной концентрации (4, 15 и 35 мкМ) [22].

Для приготовления всех растворов использо-
вали деионизованную воду с удельной электро-
проводностью 0.1 мкСм/см.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Работа [19] посвящена изучению электрохи-
мических характеристик сенсора в зависимости 

Рис. 1. (а) Дифференциально-импульсные вольтамперограммы 0.5 мМ раствора левофлоксацина на СУЭ (1), 
СУЭ/C60 (2), СУЭ/эвОГ (3), СУЭ/эвОГ/C60 (4), СУЭ/эвОГ/S-C60MA (5); (б) циклические вольтамперограммы 
0.5 мМ раствора левофлоксацина, скорость сканирования в диапазоне от 50 до 250 мВ/с (вставка: зависимость 
тока пика окисления от квадратного корня скорости сканирования, n = 5, P = 0.95). Буферный раствор гидро
фталата калия с pH 4.01.
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от  состава чувствительного слоя с  использова-
нием стандартной редокс-пары [Fe(CN)6]3-/4- 
с  помощью циклической вольтамперометрии 
и спектроскопии электрохимического импедан-
са. Морфологические характеристики сенсоров 
изучены с помощью сканирующей электронной 
микроскопии, а также подобраны оптимальные 
условия регистрации аналитического сигнала. 
В настоящей работе акцент сделан на изучении 
аналитических возможностей сенсора при опре-
делении Лев в  продуктах питания животного 
происхождения.

Электрохимическое поведение Лев в  зави-
симости от  состава чувствительного слоя изу-
чали методом ДИВ в  исследуемом диапазоне 
потенциалов (рис. 1а). Как видно из  вольтам-
перограмм, внесение в состав чувствительного 
слоя чистого C60 вызывает резкое снижение 
аналитического сигнала, что, предположитель-
но, связано с  диэлектрическими свойствами 
C60. Для решения этой проблемы в  соответ-
ствии с ранее проведенным исследованием [19] 
предложено использовать углеродсодержащую 
подложку эвОГ и функционализацию C60. По-
казано, что введение эвОГ способствует увели-
чению тока пика, а введение C60 вызывает его 
снижение. Наиболее интенсивный аналитиче-
ский сигнал окисления Лев получен с помощью 
сенсора СУЭ/эвОГ/S-C60MA с  послойно на-
несенными эвОГ и  функционализированным 
фуллереном.

Для выявления лимитирующей стадии элек-
тродного процесса исследовали зависимость 
величины тока пика окисления Лев от  скоро-
сти сканирования потенциала в  режиме ЦВА 
(рис. 1б). Получили линейный график зависи-
мости Ip = f(v1/2), который описывается урав-
нением (1), что свидетельствует о  преимуще-
ственно диффузионном характере протекания 
процесса электроокисления Лев.

	 Ip = (3.8 ± 0.1)v1/2+(23.6 ± 1.6), R2 = 0.997	(1)

Левофлоксацин определяли в  режиме ДИВ. 
При построении градуировочного графика по-
лучили два линейных диапазона 1 × 10–6–6 × 
10–5 М и 6 × 10–5–5 × 10–4 М Лев, которые опи-
сываются уравнениями (2) и (3) соответственно 
(рис.  2). Предел обнаружения и  нижнюю гра-
ницу определяемых содержаний рассчитывали 
по 3sb/m и 10sb/m критериям, они составили 1.8 × 
10–7 и 6.04 × 10–7 М.

	 Ip=(107±2)c+(0.13±0.06), R2=0.998,	 (2)

	 Ip=(58.0±0.3)c+(2.7±0.1), R2=1.	 (3)

Рис. 3. (а) Дифференциально-импульсные вольтамперограммы и  (б) диаграмма токов пика окисления 0.5  мМ 
растворов левофлоксацина (1), ципрофлоксацина (2), ломефлоксацина (3), энрофлоксацина (4) на СУЭ/эвОГ/S-
C60MA (n = 5, P = 0.95, буферный раствор гидрофталата калия с pH 4.01).
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Рис. 2. Дифференциально-импульсные вольтампе-
рограммы левофлоксацина в диапазоне концентра-
ций 0.001–0.06 мМ на СУЭ/эвОГ/S-C60MA (встав-
ка: в  диапазоне 0.06–0.5  мМ) (буферный раствор 
гидрофталата калия с pH 4.01).
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Для оценки селективности сенсора СУЭ/
эвОГ/S-C60MA по  отношению к  аналиту 
регистрировали ДИВ в растворах других анти-
биотиков фторхинолонового ряда: энрофлок-
сацина, ломефлоксацина, ципрофлоксацина. 
Как видно из  ДИВ на  рис. 3а, для аналитов 
характерно различие по потенциалам и форме 
пика окисления. Из диаграммы (рис. 3б) вид-
но, что Лев характеризуется наибольшим то-
ком пика окисления.

С целью изучения влияния мешающих ком-
понентов на  определение Лев регистрирова-
ли ДИВ в 0.05 мМ растворах Лев с добавлени-
ем 25-кратного избытка аминокислот (L-Цис, 
L-Мет, L-Трп, L-Тир) и  100-кратного избытка 
углеводов (Лак, Глю). Полученные результаты 
свидетельствовали об  отсутствии значимого 

влияния мешающих компонентов, так как вели-
чина аналитического сигнала для чистого рас-
твора Лев и для растворов с добавками с учетом 
погрешности практически одинакова (рис. 4).

Сенсор СУЭ/эвОГ/S-C60MA применили 
для определения Лев в чистых растворах, мясе 
и  молоке стандартным методом введено–най-
дено (табл.  1). Сенсор правильно определил 
концентрацию Лев во  всех исследуемых рас-
творах. Относительное стандартное откло-
нение при определении Лев в  мясе и  молоке 
составило 0.7–8.0%. Степень открытия внесен-
ного Лев в пределах 87.6–102.2% подтверждает 
возможность применения разработанного сен-
сора для определения Лев в продуктах питания 
животного происхождения.

Разработанный сенсор сравнили с  сущест
вующими методами определения фторхинолонов 
в мясе и молоке (табл. 2). Предел обнаружения, 
несмотря на  более высокое значение по  срав-
нению с другими методами, удовлетворяет мак-
симальному допустимому уровню содержания 
фторхинолонов в продуктах питания. Несомнен-
ным достоинством вольтамперометрического 
определения, как отмечено выше, является экс-
прессность, невысокая стоимость и упрощенная 
пробоподготовка, исключающая предваритель-
ное выделение определяемого вещества.

* * *

Таким образом, для определения Лев в  про-
дуктах питания животного происхождения ис-
пользован сенсор на  основе послойно нане-
сенных эвОГ и  синтезированного ранее [19] 
S-C60MA. Левофлоксацин определяли методом 
ДИВ, предел обнаружения при этом составил 1.8 
× 10–7 М. Показана селективность сенсора к Лев 
относительно некоторых антибиотиков фторхи-
нолонового ряда: ципрофлоксацина, ломефлок-

Таблица 1. Результаты определения левофлоксацина методом дифференциально-импульсной 
вольтамперометрии с использованием СУЭ/эвОГ/S-C60MA (n = 5, P = 0.95)

Объект анализа Введено, мкМ Найдено, мкМ sr, % Степень открытия, %

Чистый раствор

4 3.9 ± 0.4 3.7 98.2

15 15.1 ± 0.7 1.8 100.7

35 35.2 ± 0.6 0.7 100.5

Мясо
4 3.6 ± 0.4 3.9 90.0
15 14.9 ± 1.1 2.9 99.1
35 35.6 ± 1.6 1.8 101.8

Молоко
4 3.5 ± 0.7 8.0 87.6
15 15.3 ± 1.2 3.2 102.2

35 35.6 ± 0.6 0.7 101.7

Рис. 4. Диаграмма токов пика окисления чистого 
0.05 мМ раствора левофлоксацина (1) и с добавками 
25-кратных избытков L-Цис (2), L-Мет (3), L-Трп 
(4), L-Тир (5) и 100-кратных избытков Лак (6), Глю 
(7) (n = 5, P = 0.95, буферный раствор гидрофталата 
калия с pH 4.01).

I, мкА
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сацина, энрофлоксацина. Аналитический сигнал 
Лев максимален, а  также отличается от  других 
фторхинолонов по потенциалу окисления. Уста-
новлено отсутствие значимого влияния 25-крат-
ного избытка аминокислот и 100-кратного избыт-
ка углеводов на величину аналитического сигнала 
окисления Лев. Доказана возможность использо-
вания разработанного вольтамперометрическо-
го сенсора для определения Лев в молоке и мясе 
без предварительного выделения с  достаточны-
ми чувствительностью и  селективностью к  Лев, 
соответствующими максимальным допустимым 
уровням содержания фторхинолонов в продуктах 
питания животного происхождения. 

Авторы выражают благодарность лаборато-
рии синтеза низкомолекулярных биорегулято-
ров УфИХ УФИЦ РАН за синтез селекторов.
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Таблица 2. Сравнение методов определения фторхинолонов в реальных образцах

Метод Определяемое 
вещество

Объект 
анализа

Линейный 
диапазон

Предел 
обнаружения Литература

ВЭЖХ-УФ
Нор, Цип, Пеф, 
Лом, Дан, Энр, 
Офл, Сар, Диф

Куриное 
мясо 5–400 мкг/л 1.0–2.2 мкг/л [23]

МЭКХ 
с флуоресцентным 
детектором

Дан
Говяжье 
и свиное 

мясо

30–50 мкг/кг 10 мкг/кг

[24]Цип 10–50 мкг/кг 3 мкг/кг

Энр 20–50 мкг/кг 7 мкг/кг

ВЭЖХ 
с люминесцентным 
детектором

Цип

Молоко

7.2–900 мкг/л 2.5 мкг/л

[25]

Дан 6–900 мкг/л 2 мкг/л

Энр 50–900 мкг/л 20 мкг/л

Флу 7–900 мкг/л 2.5 мкг/л

Мар 65–900 мкг/л 35 мкг/л

ВЭЖХ-МС
Флу, Энр, Дан, 
Сар, Диф, Нор, 
Пеф, Лом, Офл

Куриное 
мясо 

и яйца
0.2–200 мкг/кг 0.1–0.16 мкг/кг [7]

ФПИА 16 фторхинолонов
Молоко 

и куриное 
мясо

0.76–120.1 
мкг/л 0.46–4.40 мкг/л [26]

Биосенсор 
с люминесцентным 
детектором

Цип
Молоко 

и куриное 
мясо

0.1–1 и
1–100 мкг/л 0.07 мкг/л [27]

ДИВ Лев
Молоко 

и говяжье 
мясо

0.36–21.66 
и 21.66–180.7 

мг/л
0.065 мг/л Настоящая 

работа

Обозначения: УФ  – УФ-спектроскопический детектор, МЭКХ  – мицеллярная электрокинетическая хроматография, 
ВЭЖХ-МС – ВЭЖХ с масс-спектрометрическим детектированием, ФПИА – флуоресцентный поляризационный имму-
ноанализ , Нор  – норфлоксацин, Цип  – ципрофлоксацин, Пеф  – пефлоксацин, Лом  – ломефлоксацин, Дан  – дано-
флоксацин, Энр – энрофлоксацин, Офл – офлоксацин, Сар – сарафлоксацин, Диф – дифлоксацин, Фле – флероксацин, 
Флу – флумехин, Мар – марбофлоксацин.

https://rscf.ru/project/22-73-00073/
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VOLTAMMETRIC DETERMINATION OF LEVOFLOXACIN IN MEAT  
AND MILK USING A SENSOR BASED ON ELECTRICALLY REDUCED 

GRAPHENE OXIDE AND FUNCTIONALIZED FULLERENE
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Abstract. Antibacterial drugs have become an integral part of the food industry and agriculture in the mod-
ern world. The presence of even trace amounts of antibiotics in food of animal origin can lead to the de-
velopment of allergic reactions and direct toxic effects in the human body. In this regard, it is required to 
create sensitive and selective methods for the determination of antibacterial drugs in order to prevent their 
excessive consumption. In this work, a glass-carbon voltammetric sensor based on layer-by-layer deposited 
electrospun graphene oxide and functionalized S-N,N’-bis(1-phenylethyl)malonamide fullerene is pro-
posed for the determination of levofloxacin (Lev, S-(-)-ofloxacin) by differential pulse voltammetry. The 
calibration plot is linear over two ranges of 1.0 × 10-6 -6.0 × 10-5 M and 6.0 × 10-5 -5.0 × 10-4 M Lev with 
sensitivity factors of 107 and 58.0 μA/mM, respectively. The detection limit and lower limit of detectable 
contents were 1.8 × 10-7 M and 6.04 × 10-7  M, respectively. The selectivity of the sensor to Lev was evaluat-
ed with respect to some fluoroquinolone antibiotics: ciprofloxacin, lomefloxacin, enrofloxacin. The sensor 
was used for the determination of Lev in meat and milk by differential pulse voltammetry.

Keywords: voltammetric sensor, functionalized fullerene, electrically reduced graphene oxide, levofloxacin, 
food of animal origin.
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Для распознавания и определения энантиомеров клопидогреля создана сенсорная система на ос-
нове стеклоуглеродного электрода, модифицированного мезопористой сажей Carbopack X и про-
изводными циклопентадиена  – (1S)-2-циклопента-2,4-диен-1-ил-1,7,7-триметилбицикло[2.2.1]
гептан; (1S, 2S, 4R)-2-циклопента-1,3-диен-1-ил-1-изопропил-4-метилциклогексан; 9-[(1S,2S,5R)-
2-изопропил-5-метилциклогексил]-9H-флуорен. Благодаря уникальным свойствам Carbopack X, 
таким как большая площадь поверхности и высокая проводимость, удалось получить механически 
стабильный и чувствительный сенсорный слой, который прочно удерживает молекулы хирального 
селектора на своей поверхности. Методами сканирующей электронной микроскопии, спектроско-
пии электрохимического импеданса, циклической и дифференциально-импульсной вольтамперо-
метрии изучены морфологические, электрохимические и аналитические свойства полученных сен-
соров. Проведено определение энантиомеров клопидогреля в биологических жидкостях, линейные 
зависимости токов пиков окисления от их концентрации в растворе для всех сенсоров сохраняются 
в диапазоне концентраций от 1 × 10–6 до 5 × 10–4 М. Сенсоры обладают перекрестной чувствительно-
стью, что позволило объединить их в сенсорную систему с высокой энантиоселективностью и чув-
ствительностью по отношению к энантиомерам клопидогреля. При использовании предложенной 
сенсорной системы вероятность правильного распознавания образцов возрастает по  сравнению 
с единичными сенсорами. Во всех случаях содержание R-клопидогреля в смеси установлено пра-
вильно с относительной погрешностью, не превышающей 9%, и степенью открытия от 96 до 102%. 

Ключевые слова: вольтамперометрические сенсоры, энантиоселективная сенсорная система, кло-
пидогрел, энантиомеры, производные циклопентадиена.

DOI: 10.31857/S0044450224060068�,  EDN: tubyts

Клопидогрел (Клп) используют для предот-
вращения накопления тромбоцитов и  образо-
вания сгустков в  кровеносных сосудах людей, 
перенесших инсульт, сердечный приступ или 
сильную боль в груди. Он относится к классу ан-
титромбоцитарных препаратов [1]. 

Молекула Клп существует в виде двух опти-
ческих изомеров с различной биологической ак-

тивностью: S-Клп активен и проявляет необхо-
димый терапевтический эффект, в то время как 
R-Клп лишен антиагрегационной активности 
[2, 3]. Более того, исследования на животных по-
казали, что R-Клп в больших дозах может вызы-
вать судороги [4, 5]. Следовательно, хиральное 
распознавание обоих изомеров имеет большое 
значение в  фармацевтической промышленно-
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сти. Анализ литературы показывает, что для 
подобных задач применяют жидкостную хрома-
тографию [6] и капиллярный электрофорез [7], 
но реализация этих методов требует использова-
ния дорогостоящих хиральных колонок и вклю-
чает стадии подготовки пробы. Электрохими-
ческие методы характеризуются более простой 
подготовкой пробы, более низкой стоимостью, 
а  также экспрессностью анализа. Описаны 
[8–10] электрохимические сенсоры для обна-
ружения Клп, однако данные по  вольтамперо-
метрическому определению энантиомеров Клп 
ограничены [11].

На сегодняшний день существует мно-
жество вариантов изготовления электродов, 
но  для достижения энантиоселективности 
необходимо их модифицирование хиральны-
ми селекторами. Правильный подбор состава 
селектора и условий его нанесения при моди-
фицировании является ключевым моментом 
для получения энантиодифференцированно-
го отклика. Для модифицирования использу-
ют вещества с хиральной структурой, которые 
благодаря специфическим взаимодействиям 
с  энантиомерами позволяют получить разли-
чия в  токах пиков и  потенциалах. В  качестве 
хиральных селекторов могут использоваться 
комплексы включения [12–17], полимеры с мо-
лекулярными отпечатками [18–21], металлоор-
ганические каркасные структуры [22–26], хи-
ральные металлические поверхности [27, 28], 
селекторы на  основе хиральных органических 
и  неорганических соединений, иммобили-
зованных на  поверхности электрода [29–31]. 
Однако зачастую хиральные селекторы либо 
обладают низкой электропроводностью и сни-
жают чувствительность сенсора, либо их слой 
на  поверхности электрода оказывается меха-
нически хрупким и нестабильным во времени. 
Для устранения подобных недостатков успеш-
но применяют комбинации селекторов с угле-
родными наноматериалами, такими как ок-
сид графена [32], графитированная сажа [33], 
фуллерены [34] и др. Благодаря своей большой 
площади поверхности и адсорбционным свой-
ствам они прочно удерживают молекулы селек-
тора на поверхности электрода.

Для надежного распознавания энантиоме-
ров лекарственных соединений в  смесях и  при 
наличии мешающих компонентов энантио-
селективность получаемых сенсоров может 
оказаться недостаточной. В  таком случае це-
лесообразно использование хемометрической 
обработки вольтамперограмм [35, 36]. Обычно 
применяют метод главных компонент (МГК) 
и  проекции на  латентные структуры (ПЛС). 
Для повышения вероятности распознавания 
применяется сенсорная система с  несколькими 
индикаторными электродами. В  таких систе-

мах каждый сенсор проявляет чувствительность 
к  распознаваемому аналиту, причем чувстви-
тельность и  селективность отклика у  разных 
сенсоров различны (перекрестная чувстви-
тельность). Подобный подход применялся при 
распознавании энантиомеров атенолола [37], 
триптофана [38, 39] и пропранолола [40]. 

Настоящая работа посвящена разработ-
ке сенсорной системы на  основе стеклоугле-
родного электрода (СУЭ) для распознавания 
энантиомеров Клп. Энантиоселективный 
сенсорный слой создавали с  использованием 
комбинации мезопористой сажи Carbopack X 
(CpX) и  производных циклопентадиена (ЦП) 
с  хиральными центрами: (1S)-2-циклопен-
та-2,4-диен-1-ил-1,7,7-триметилбицикло[2.2.1]
гептаном (ЦП1), (1S, 2S, 4R)-2-циклопен-
та-1,3-диен-1-ил-1-изопропил-4-метилци-
клогексаном (ЦП2); 9-[(1S,2S,5R)-2-изопро-
пил-5-метилциклогексил]-9H-флуореном 
(ЦП3). Ранее успешно исследована возмож-
ность создания сенсоров на  основе комбина-
ции CpX и ЦП по отношению к энантиомерам 
триптофана [33, 38]. Наличие в молекулах ЦП1, 
ЦП2 и  ЦП3 циклопентадиенильного кольца 
в  структуре (схема 1) предположительно мо-
жет обеспечить π-π стекинг с  ароматически-
ми фрагментами молекулы аналита. Методами 
спектроскопии электрохимического импедан-
са (СЭИ), циклической (ЦВА) и  дифференци-
ально-импульсной вольтамперометрии (ДИВ) 
изучали электрохимические и  аналитические 
характеристики сенсоров. С помощью хемоме-
трических методов обработки полученные дан-
ные объединили в сенсорную систему для более 
надежного распознавания R- и  S-Клп в  смеси 
и биологических жидкостях. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. В  качестве исследуемых лекар-
ственных соединений использовали энанти-
омеры R- и  S-Клп (≥99.5%) (Sigma-Aldrich, 
США). Фоновым электролитом служил уни-
версальный буферный раствор (УБР) (pH 4.22). 

Схема 1. Структуры хиральных селекторов ЦП1 (а), 
ЦП2 (б), ЦП3 (в).

(а) (б) (в)



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 6	 2024

	 ВОЛЬТАМПЕРОМЕТРИЧЕСКИЕ СЕНСОРЫ НА ОСНОВЕ МЕЗОПОРИСТОЙ ГРАФИТИРОВАННОЙ САЖИ	 593

Раствор УБР готовили из смеси 0.04 M H3BO3, 
0.04 M H3PO4 и  0.04 M CH3COOH. Стандарт-
ные растворы R- и S-Клп с концентрацией 0.5 
мМ готовили путем растворения навески мас-
сой 0.0021 г в 10 мл УБР (pH 4.22). Для изуче-
ния концентрационной зависимости готовили 
0.5 мМ раствор путем растворения 0.0021 г Клп 
и  последующим разбавлением аликвоты ис-
ходного раствора до  0.25, 0.1, 0.05, 0.025, 0.01, 
0.005, 0.0025, 0.001 мМ. Для приготовления 
растворов использовали сверхчистую деиони-
зованную воду с  удельной проводимостью 0.1 
мкСм/см. Гидрохлорид хитозана (ГХТЗ) приоб-
ретали у Глювекс (Россия), порошок мезопори-
стой сажи Carbopack X (CpX) – у Sigma-Aldrich 
(США).

Образцы спектрально чистых соединений 
ЦП1 [41], ЦП2 [42] и ЦП3 [43] были получены 
в Уфимском институте химии УФИЦ РАН (Уфа, 
Россия) и охарактеризованы методами ЯМР 1Н, 
ЯМР 13С и поляриметрии.

ЯМР 1Н ЦП1: δн (м.д.) 0.71–1.31 (м, 9Н, 
СН3), 1.11–2.47 (м, 9Н), 2.84–2.94 (м, 1Н, СН), 
3.1–3.3 (м, 1Н, ЦП), 5.1 (с, 2Н, ЦП), 6.0 (с, 2Н, 
ЦП). ЯМР 13С ЦП1: δс (м.д.) 20.4; 20.6; 21.5; 27.6; 
28.9; 37.1; 38.6; 45.9; 46.4; 50.4; 54.0; 126.7; 127.0; 
132.3; 136.4. [α]25

D = +29° (c = 2.3 мг/мл, CH2CI2).
ЯМР 1Н ЦП2: δн (м.д.) 0.71–1.09 (м, 9Н, 

СН3), 1.14–2.62 (м, 8Н), 2.62–2.98 (м, 1Н, ЦП), 
5.0–5.84 (м, 2Н, ЦП), 5.84–6.32 (м, 2Н, ЦП). 
ЯМР 13С ЦП2: δс (м.д.) 14.1; 18.7; 19.9; 27.2; 29.8; 
37.8; 42.5; 44.6; 46.7; 47.6; 55.8; 131.2; 132.0; 135.8; 
136.4. [α]D = –6.3° (c = 0.9 мг/мл, CH2Cl2).

ЯМР 1Н ЦП3: δн (м.д.) 0.45 (д, 3Н, J = 6.1 Гц, 
СН3), 1.22 (д, 3Н, J = 6.4 Гц, СН3), 1.32 (д, 3Н, 
J = 6.1 Гц, СН3), 0.51–1.96 (м, 8Н), 2.1–2.31 (м, 
1Н, СН–СН(СН3)2), 2.91–3.0 (м, 1Н, СН–
СН(СН3)2), 4.35 (с, 1Н, флуорен), 7.23–7.33 (м, 
2Н), 7.33–7.45 (м, 2Н), 7.51 (д, 1Н, J = 7.4 Гц), 7.77 

(д, 1Н, J = 7.8Гц), 7.80 (д, 2Н, J = 7.8 Гц). ЯМР 
13С ЦП3: δс (м.д.) 21.8; 22.0; 23.0; 26.5; 27.4; 30.4; 
35.8; 36.5; 40.6; 47.6; 48.1; 119.3; 123.2; 125.9; 126.8; 
127.9; 141.5; 142.5; 146.7; 149.6. [α]25

D = +41° (c = 
4.0 мг/мл, CH2Cl2).

Модифицирование стеклоуглеродного электро-
да. Перед проведением эксперимента поверх-
ность СУЭ полировали на  специальном поли-
ровальном материале (Allied High Tech Products, 
США) с  помощью деагломерированной сус-
пензии Al2O3 (0.3 мкм) (Allied High Tech Products, 
США) и тщательно промывали деионизованной 
водой.

Суспензию CpX готовили путем растворения 
0.001 г сажи в 1 мл водного раствора ГХТЗ, после 
чего раствор в течение 2 ч выдерживали в ультра-
звуковой ванне до достижения однородности. 

Растворы ЦП1, ЦП2, ЦП3 готовили путем 
растворения точной навески в 0.001 г в 1 мл хло-
роформа. Далее капельным методом наноси-
ли на  тщательно отполированную поверхность 
СУЭ 1 мкл раствора CpX, сушили поверхность 
под ИК-лампой в  течение 3  мин до  равномер-
ного высыхания, после чего на СУЭ/CpX нано-
сили 1 мкл раствора ЦП1, ЦП2 или ЦП3 с  по-
следующей сушкой под ИК-лампой до полного 
испарения хлороформа. Количество наноси-
мого модификатора и  концентрацию селекто-
ров выбирали, основываясь на  коэффициенте 
энантиоселективности как соотношении токов 
пиков R- и S-Клп (IpR/IpS) на вольтамперограм-
мах и  величине их относительных стандартных 
отклонений (sr) (рис. 1, 2).

Раствор смеси солей K3[Fe(CN)6] (≥99.0%) 
и  K4[Fe(CN)6] (≥99.0%) (Sigma-Aldrich, США) 
готовили на  фоне 0.1 М раствора KCl в  моль-
ном соотношении 1 : 1 и  использовали в  каче-
стве стандартного при электрохимических из-
мерениях. Для приготовления водных растворов 

Рис. 1. Зависимости токов пиков окисления клопидогреля и sr от концентраций Carbopack X в диметилформамиде 
(а) и гидрохлориде хитозана (б).
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применяли сверхчистую деионизованную воду 
с  удельной проводимостью 0.1 мкСм/см. Все 
реагенты были химически чистыми. Все измере-
ния проводили при 25 ± 0.1◦С.

Оборудование. Электрохимические изме-
рения выполняли на  потенциостате-гальвано-
стате Autolab PGSTAT 204 (Metrohm Autolab 
Ins., Нидерланды) с  модулем импеданса FRA 
32M (Metrohm Autolab Ins., Нидерланды) c про-
граммным обеспечением NOVA 2.1. Измере-
ния проводили в стандартной трехэлектродной 
ячейке объемом 20 мл, состоящей из “чистого” 
или модифицированного стеклоуглеродного 
электрода диаметром 3 мм, платиновой пла-
стинки в  качестве вспомогательного электро-
да и  хлоридсеребряного электрода сравнения. 
pH растворов измеряли с  помощью pH-метра 
Seven Compact pH/Ion S220 (Mettler-Toledo AG, 
Швейцария). Для перемешивания растворов 
использовали магнитную мешалку MR Hei-Tec 
(Heidolph, Германия). Для создания дисперсий 
растворы выдерживали в ультразвуковой ванне 
Elmasonic S10H (Elma, Германия). Для харак-
теристики поверхности модифицированных 
СУЭ использовали сканирующий электрон-
ный микроскоп (СЭМ) Tescan Mira (Tescan, 
Чехия); СЭМ-изображения регистрировали 
при ускоряющем напряжении 10 кэВ. Спектры 
ЯМР регистрировали на  спектрометре Bruker 
Avance-400 (400.13 MHz [1H], 100.62 MHz [13C]) 
(Bruker, Германия). В  качестве растворителя 
и  внутреннего стандарта использовали CDCl3. 
Оптический угол вращения [α]D определяли 
на  поляриметре Perkin Elmer-341 (PerkinElmer, 
США).

Техника эксперимента. Дифференциаль-
но-импульсные вольтамперограммы регис
трировали в  диапазоне потенциалов от  0.5 

до 1.2 В с амплитудой 0.075 В. Спектры электро-
химического импеданса стандартного раствора 
[Fe(CN)6]3–/4– регистрировали в диапазоне частот 
от 500 кГц до 0.1 Гц с амплитудой 5 мВ при рав-
новесном потенциале 0.21 В. Параметры импе-
данса определяли путем аппроксимации данных 
по эквивалентной ячейке Рэндлса. Эквивалент-
ную схему подбирали, основываясь на значении 
критерия χ2. Циклические вольтамперограммы 
стандартного раствора [Fe(CN)6]3–/4– регистри-
ровали в  диапазоне потенциалов от  –0.2 до  0.6 
В  со скоростью сканирования потенциала 0.1 
В/с.

Анализ реальных объектов. Правильность 
распознавания и  определения энантиомеров 
Клп с помощью предложенных сенсоров уста-
навливали на  матрицах реальных образцов 
мочи и плазмы крови. Образцы мочи получали 
у здорового донора, плазму крови приобретали 
в Уфимской Республиканской станции перели-
вания крови (Россия). Образцы мочи и плазмы 
крови объемом 2.5 мл центрифугировали в те-
чение 10 мин и  разбавляли в  10 раз УБР с  рН 
4.22. В  полученные растворы добавляли из-
вестные количества энантиомеров R- и S-Клп 
для получения растворов с  концентрацией 
0.1 мкМ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Условия регистрации аналитического сиг-
нала подбирали, основываясь на  токах пиков 
окисления и величине sr. Установили, что наи-
больший аналитический сигнал Клп и  наи-
меньшая погрешность измерений наблюдают-
ся в УБР при pH 4.22 (рис. 3). Все дальнейшие 
измерения проводили в  указанном буферном 
растворе.

Рис. 2. Зависимости токов пиков окисления клопидогреля от объема нанесения дисперсии Carbopack X (а); зависимо-
сти токов пиков окисления R- и S-Клп, и IpR/IpS от концентрации производных циклопентадиена в хлороформе (б).
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Растворитель для создания дисперсии CpX 
выбирали по  следующим критериям: он  дол-
жен обеспечивать получение однородной дис-
персии, достаточно быстро высыхать на  по-
верхности электрода, равномерно наноситься 
и  сохранять стабильность дисперсии в  тече-
ние длительного времени. Сравнивали N,N-
диметилформамид (ДМФА) и  водный раствор 
ГХТЗ. Дисперсия на основе ДМФА не обладает 
достаточной стабильностью и не обеспечивает 
равномерное покрытие на  поверхности СУЭ, 
отрицательно влияя на  воспроизводимость 
результатов (рис. 2а). В связи с этим для даль-
нейших исследований выбрали водный раствор 
ГХТЗ, обеспечивающий более интенсивный 
аналитический сигнал и  меньшее значение sr 
(рис. 2б). Подбор концентрации CpX в диспер-
сии основывался на  величие аналитического 
сигнала и sr.

Объем растворов модификаторов для нане-
сения на  электрод выбирали на  основе значе-
ний токов окисления Клп, sr и  IpR/IpS получае-
мого сенсора. Установили, что оптимальный 
объем для нанесения дисперсии CpX и раство-

ров ЦП составляет 1 мкл (рис. 2а), а концентра-
цию ЦП в хлороформе выбрали равной 1 мг/мл 
(рис. 2б). 

Микроструктуру поверхности модифици-
рованного СУЭ изучали методом СЭМ. На 
рис. 4а и  б наблюдаются различия в  структу-
ре поверхностей после нанесения дисперсии 
CpX на  основе ДМФА и  ГХТЗ. В  случае CpX 
в  ДМФА образуется неравномерная поверх-
ность с отдельными агломератами и участками 
немодифицированного стеклоуглерода, в  то 
время как использование CpX в  ГХТЗ обеспе-
чивает более равномерное заполнение поверх-
ности. Видно, что при нанесении ЦП1 на СУЭ/
CpX образуется плотный равномерный слой, 
пористость которого меньше, чем для СУЭ/
CpX (рис. 4б). Аналогичные СЭМ-изображения 
получили для СУЭ/CpX/ЦП2 и СУЭ/CpX/ЦП3 
(рис. 4в). 

Электрохимические характеристики мо-
дифицированных электродов получали мето-
дами ЦВА (рис. 5а) и СЭИ (рис. 5б) с исполь-
зованием стандартного редокс-индикатора 
[Fe(CN)6]3-/4-. На рис. 5а показано, что по срав-

Рис. 3. Зависимость токов пиков окисления клопидогреля от pH.
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нению с немодифицированным СУЭ (кривая 5) 
токи пиков [Fe(CN)6]3-/4- на  СУЭ/CpX (кривая 
1) заметно выше, что объясняется увеличени-
ем активной площади поверхности сенсора. 
При нанесении ЦП на  поверхность СУЭ/CpX 
(кривые 2–4) величина токов пиков уменьша-
ется по  сравнению с  СУЭ/CpX, тем не  менее 
превышает токи на немодифицированном СУЭ 
(кривая 5). На рис. 5б представлены диаграммы 
Найквиста для разработанных сенсоров и  не-
модифицированного СУЭ. Диаметр полукруга 
отражает сопротивление переноса заряда как 
лимитирующей стадии электрохимического 
процесса, а  прямолинейные отрезки соответ-
ствуют диффузионной составляющей. Количе-
ственные параметры спектров электрохимиче-
ского импеданса определяли с использованием 
эквивалентной схемы Рэндлса (рис. 5б, встав-
ка), где Rs и Rct – сопротивление раствора и со-
противление переноса заряда, Q – элемент 
постоянной фазы, W – импеданс Варбурга. По-
лученные значения представлены в табл. 1, где 
N – коэффициент шероховатости поверхности 
электрода, свидетельствующий о неоднородно-
сти электродной поверхности [44]. Как видно 
из  таблицы, для модифицированных электро-
дов сопротивление переноса заряда снижается 
по  сравнению с  немодифицированным СУЭ, 
что подтверждает увеличение скорости пере-
носа электрона. Увеличение сопротивления пе-
реноса заряда для СУЭ/CpX/ЦП по сравнению 
с СУЭ/CpX обусловлено непроводящей приро-
дой ЦП. Также видно, что коэффициент N для 
модифицированных поверхностей значительно 
отличается от  единицы, что можно объяснить 
неравномерным распределением модифика-
торов на  поверхности электрода или высокой 
шероховатостью и  пористостью поверхност-
ного слоя на электроде, а также формировани-

ем смешанного отклика из-за наличия “окон” 
и прямого контакта электрод–электролит.

Влияние скорости сканирования потенциала 
на величины максимальных токов пиков окисле-
ния изучали на 0.5 мМ растворе Клп в диапазо-
не от 20 до 300 мВ/с. Расчет критерия Семерано 
lgip/lgv, где ip – ток пика, а v – скорость сканиро-
вания потенциала, показал, что лимитирующей 
стадией электродного процесса является диф-
фузия (рис. 6). На СУЭ/CpX/ЦП2 и СУЭ/CpX/
ЦП3 наблюдали аналогичные результаты. Кри-
терий Семерано принимал значения 0.47 ± 0.04 
и 0.51 ± 0.05 соответственно.

Для определения и распознавания энантио-
меров Клп использовали ДИВ на предложенных 
сенсорах. Полученные значения токов и потен-
циалов пиков окисления (рис. 7) согласуются 
с ранее полученными данными ЦВА (рис. 5). Из 
рис. 7 видно, что на СУЭ и СУЭ/CpX нет разли-
чий между энантиомерами Клп, в то время как 
на сенсорах на основе комбинаций CpX и ЦП1, 
ЦП2, ЦП3 вольтамперные кривые R- и  S-Клп 
отличаются друг от друга как по высотам токов 
пиков, так и по потенциалам окисления.

Рис. 5. (а) Циклические вольтамперограммы 5 мМ раствора [Fe(CN)6]3–/4– на  СУЭ/CpX (1), СУЭ/CpX/ЦП1 (2), 
СУЭ/CpX/ЦП2 (3), СУЭ/CpX/ЦП3 (4) и СУЭ (5) на фоне 0.1 М KCl при скорости развертки потенциала 0.1 В/с. (б) 
Диаграммы Найквиста соответствующих электродов.
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Таблица 1. Параметры спектров электрохимического 
импеданса и эффективные площади поверхности 
для немодифицированного и модифицированного 
Carbopack X и производными циклопентадиена 
стеклоуглеродного электрода (n = 5, P = 0.95)

Электрод Rs, Ом Rct, Ом N A, мм2

СУЭ 81 ± 3 950 ± 5 0.91 ± 0.01 4.53 ± 0.09
СУЭ/CpX 86 ± 2 180 ± 4 0.68 ± 0.01 6.01 ± 0.13
СУЭ/CpX/ЦП1 79 ± 2 450 ± 3 0.78 ± 0.03 5.21 ± 0.08
СУЭ/CpX/ЦП2 82 ± 1 560 ± 2 0.82 ± 0.01 5.65 ± 0.11
СУЭ/CpX/ЦП3 83 ± 3 710 ± 4 0.86 ± 0.02 4.98 ± 0.09
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Линейные зависимости токов пиков окис-
ления энантиомеров Клп от  их концентрации 
в растворе для всех сенсоров сохраняются в ди-
апазоне концентраций от 1 × 10–6 до 5 × 10–4 М. 
Уравнения регрессии и  пределы обнаружения 
cmin, рассчитанные из  критерия 3σ/S, где σ – 
стандартное отклонение сигнала фона, S – чув-
ствительность сенсора, представлены в табл. 2. 

Правильность определения энантиомеров 
Клп оценивали методом введено–найдено (табл. 
3). Значения sr не  превышали 5.5% для обоих 
энантиомеров на  всех сенсорах, а  степень от-
крытия была не ниже 97%. Разработанные сен-
соры успешно “справляются” с  определением 
R- и S-Клп в биологических жидкостях, где сте-
пень открытия составила от 94 до 101% для мочи 
и от 95 до 102% для плазмы крови с sr, не превы-
шающим 7.5 и 8% соответственно. 

Как отмечено выше, для надежного распозна-
вания энантиомеров лекарственных соединений 
в  рацемических смесях энантиоселективности 
получаемых сенсоров может оказаться недоста-
точно. В таком случае целесообразна хемометри-
ческая обработка вольтамперометрических дан-
ных с объединением трех сенсоров в сенсорную 
систему [45–47]. Для этого полученные на  от-
дельных сенсорах вольтамперограммы энантио-
меров Клп обрабатывали с помощью МГК. При 
этом каждая вольтамперограмма, содержащая 

159 значений мгновенных токов при различ-
ных потенциалах, преобразовывалась в  точку 
путем использования проекции данных. Их по-
лучали, проецируя данные на построенную ось 
(первую главную компоненту (ГК1)) так, чтобы 
описывать наибольшие отклонения значений 
друг от  друга [48]. Далее процедуру повторяли 
для аналогично выбранной оси, ортогональной 
первой главной компоненте (ГК 2). Результат 
построения называют картой счетов. На рис. 8 
представлена карта счетов МГК-моделирования 
ДИВ энантиомеров Клп, полученных при ис-
пользовании разработанной сенсорной систе-
мы. Видно, что точки, отвечающие отдельным 
образцам, образуют кластеры, соответствующие 
определенной концентрации аналитов. При 
этом образцы R- и S-Клп формируют отдельные 
кластеры, тем самым подтверждая возможность 
их разделения с  помощью разработанной си-
стемы. Следующим шагом явилось построение 
ПЛС-модели на  основе градуировочных образ-
цов (ГО), содержащих известное количество 
энантиомеров Клп, и  распознавание тестовых 
образцов, приготовленных аналогичным об-
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Рис. 6. (а) Циклические вольтамперограммы 0.5 мМ 
клопидогреля в  универсальном буферном растворе 
(pH 4.22) на  СУЭ/CpX/ЦП1 при разных скоростях 
развертки (1 → 10: 20 → 300 мВ/с); (б) зависимость lgip 
от lgv на СУЭ/CpX/ЦП1. 

Рис. 7. Дифференциально-импульсные вольтампе-
рограммы R-Клп (1) и S-Клп (2) на СУЭ и СУЭ/CpX 
(а), CУЭ/CpX/ЦП1 (б), CУЭ/CpX/ЦП2 (в), CУЭ/
CpX/ЦП3 (г).
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Таблица 2. Аналитические характеристики определения энантиомеров клопидогреля (0.5 мМ) на модифици-
рованных Carbopack X и производными циклопентадиена стеклоуглеродных электродах (дифференциаль-
но-импульсная вольтамперометрия, рН 4.22, скорость развертки потенциала 0.1 В/с, n = 5, P = 0.95)

Сенсор ΔЕр, 
мВ

IpS/
IpR

Ip (μA) = a c(mM) + b
R2 cmin, μM

a ± Δa, b ± Δb
R S R S R S R S

СУЭ/CpX/ЦП1 35 1.13 24.40 ± 0.12 20.39 ± 0.09 0.064 ± 0.006 0.012 ± 0.005 0.986 0.984 0.6 0.8
СУЭ/CpX/ЦП2 32 1.12 17.13 ± 0.14 17.66 ± 0.11 0.042 ± 0.009 0.101 ± 0.013 0.991 0.981 0.8 0.9
СУЭ/CpX/ЦП3 28 1.17 21.38 ± 0.11 18.88 ± 0.10 0.088 ± 0.011 0.007 ± 0.001 0.971 0.998 0.7 0.8
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разом, но  не пересекающихся с  выборкой ГО. 
Существуют два способа построения подобных 
моделей (ПЛС1 и ПЛС2). ПЛС2-модель исполь-
зуют для первичного просмотра данных в случае, 
когда необходимо провести градуировку по не-
скольким параметрам, определяющим диспер-
сию. ПЛС1-модель декомпозирует данные с по-
мощью только одного параметра, отвечающего 
за  строгую принадлежность образца к  опреде-
ленной группе (классу). В связи с несколькими 
параметрами (концентрация и  принадлежность 

к R- или S-Клп) на текущем этапе использова-
ли модель ПЛС2 [48]. Основные характеристи-
ки ПЛС2-моделей для предложенных сенсоров 
и сенсорной системы представлены в табл. 4. Чем 
меньше величина стандартной ошибки прогноза 
(СОП) и  чем ближе коэффициент корреляции 
к единице, тем более адекватна градуировочная 
модель и тем лучше она описывает систему [48]. 
Как видно из табл. 4, использование сенсорной 
системы позволило получить наиболее адекват-
ную градуировочную модель. 

Учитывая характеристики ПЛС2-модели 
сенсорной системы, в  дальнейшем R- и  S-Клп 
в  смеси распознавали с  применением сенсор-
ной системы. Для этого анализировали раство-
ры с различным соотношением R-Клп и S-Клп 
(1 : 0, 8 : 2, 6 : 4, 4 : 6, 2 : 8, 0 : 1, где содержание 
R-Клп равно 100, 80, 60, 40, 20, 0% соответствен-
но) с  общей концентрацией 0.5 мМ. На рис. 9 
представлен график счетов МГК-моделирова-
ния ДИВ растворов. Видно, что точки распре-
деляются в  кластеры, которые соответствуют 
определенной доле R-Клп. Дальнейшее постро-
ение модели для определения соотношения 
энантиомеров в растворе проводили с помощью 
ПЛС1 метода. Характеристики построенных 
ПЛС1-моделей и СОП (рис. 10) свидетельствуют 
о том, что ПЛС1-модель адекватна и может быть 
использована для установления состава сме-
си энантиомеров Клп. Представленные в  табл. 
5 результаты показывают, что во  всех случаях 
содержание R-энантиомера Клп в  смеси уста-
новлено правильно с относительной погрешно-
стью, не превышающей 9%, и степенью откры-
тия от 96 до 102%.

Таблица 3. Результаты определения энантиомеров клопидогреля на сенсорах (дифференциально-импульсная 
вольтамперометрия, pH 4.22, скорость развертки потенциала 0.1 В/с, n = 5, P = 0.95)

Сенсор Введено, μM Найдено, μM sr, % Степень открытия, %
R S R S R S R S

Растворы энантиомеров Клп
СУЭ/CpX/ЦП1 100 100 101 ± 6 99 ± 5 5.6 4.3 101 100

500 500 503 ± 28 498 ± 20 3.7 4.6 101 99
СУЭ/CpX/ЦП2 100 100 103 ± 7 102 ± 4 5.0 4.1 104 101

500 500 490 ± 27 489 ± 21 3.7 4.4 96 98
СУЭ/CpX/ЦП3 100 100 95 ± 6 103 ± 4 4.8 2.9 97 101

500 500 502 ± 8 495 ± 31 2.3 5.1 101 98
Энантиомеры Клп в моче

СУЭ/CpX/ЦП1 100 100 103 ± 3 97 ± 4 7.0 8.4 101 97
СУЭ/CpX/ЦП2 100 100 96 ± 8 97 ± 6 7.9 5.2 96 99
СУЭ/CpX/ЦП3 100 100 98 ± 7 96 ± 6 7.8 6.7 98 96

Энантиомеры Клп в плазме крови
СУЭ/CpX/ЦП1 100 100 94 ± 8 95 ± 7 8.7 9.9 95 95
СУЭ/CpX/ЦП2 100 100 93 ± 7 97 ± 9 8.0 8.7 93 97
СУЭ/CpX/ЦП3 100 100 95 ± 6 95 ± 7 9.0 8.6 95 95

Рис. 8. График счетов МГК-моделирования диффе-
ренциально-импульсных вольтамперограмм R-Клп 
(R1 – 0.5 мМ, R2 – 0.25 мМ, R3 – 0.1 мМ, R4 – 0.05 мМ, 
R5 – 0.0025 мМ) и S-Клп (S1 – 0.5 мМ, S2 – 0.25 мМ, 
S3 – 0.1 мМ, S4 – 0.05 мМ, S5 – 0.0025 мМ) различ-
ных концентраций, полученных при использовании 
сенсорной системы.
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* * *

Таким образом, для распознавания энан-
тиомеров Клп разработаны сенсоры на  основе 
СУЭ, модифицированного CpX и производны-
ми циклопентадиена. Изучены морфология по-
верхности, электрохимические и аналитические 
характеристики сенсоров, а также электрохими-
ческое поведение Клп на предложенных сенсо-
рах. Расчет количества электронов при элек-
трохимической реакции показал, что механизм 
окисления молекулы Клп, предположительно, 
связан с  окислением третичной аминогруппы 
с участием одного протона и одного электрона. 
Показано, что вольтамперограммы R- и S-Клп 
отличаются как по  токам, так и  по потенциа-
лам пиков окисления. Определены энантиоме-
ры Клп в биологических жидкостях, линейные 
зависимости токов пиков окисления энантио-
меров Клп от  их концентрации в  растворе для 
всех сенсоров сохраняются в диапазоне концен-
траций от 1 × 10–6 до 5 × 10–4 М. Предложенные 
сенсоры обладают перекрестной чувствитель-
ностью к  энантиомерам Клп, что позволило 
объединить их в  сенсорную систему. При ис-
пользовании предложенной сенсорной системы 
вероятность правильно распознанных образцов 
возрастает по сравнению с единичными сенсо-

рами. Во всех случаях содержание R-энантио-
мера Клп в смеси установлено правильно с от-
носительной погрешностью, не  превышающей 
9%, и  степенью открытия от  96 до  102%. Сен-
сорная система на  основе CpX и  производных 
циклопентадиена позволяет определять содер-
жание R-Клп в  смеси энантиомеров, что дает 
возможность ее практического применения.
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Таблица 4. Основные характеристики ПЛС2-моделей при использовании отдельных сенсоров и сенсорной 
системы

Сенсор Наклон Смещение Корреляция СКО
СУЭ/CpX/ЦП1 0.9636 0.0172 0.9757 0.1097
СУЭ/CpX/ЦП2 0.9395 0.0320 0.9653 0.1307
СУЭ/CpX/ЦП3 0.9553 0.0197 0.9715 0.1186
Сенсорная система 0.9793 0.0082 0.9837 0.0912

Рис. 9. График счетов МГК-моделирования диф-
ференциально-импульсных вольтамперограмм 
растворов смесей с различным содержанием R-Клп 
(1 – 0%, 2 – 20%, 3 – 40%, 4 – 60%, 5 – 80%, 6 – 100%), 
полученный с использованием сенсорной системы.
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Рис. 10. График сравнения предсказанных и задан-
ных значений содержания R-Клп в  смеси при ис-
пользовании сенсорной системы.
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Таблица 5. Результаты прогнозирования содержания 
R-Клп в смеси энантиомеров с использованием 
ПЛС1-модели 

Измерено Предсказано sr,  
%

Степень 
открытия, %

0.0 0.06 ± 0.06 8.9 -
0.2 0.21 ± 0.05 7.5 100
0.4 0.39 ± 0.06 7.9 100
0.6 0.61 ± 0.04 5.6 101
0.8 0.82 ± 0.03 5.8 102
1.0 0.96 ± 0.06 8.6 96

https://rscf.ru/en/project/21-73-00295/
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все исследования проводились в  соответ-

ствии с принципами биомедицинской этики, из-
ложенными в Хельсинкской декларации 1964 г. 
и последующих поправках к ней. 

Каждый участник исследования дал добро-
вольное письменное информированное согла-
сие после получения разъяснений о потенциаль-
ных рисках и преимуществах, а также о характере 
предстоящего исследования.
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VOLTAMMETRIC SENSORS BASED ON MESOPOROUS GRAPHITIZED 
CARBON BLACK AND CYCLOPENTADIENE DERIVATIVES FOR 

DETERMINATION AND RECOGNITION OF CLOPIDOGREL ENANTIOMERS
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Abstract. To recognize and determine the enantiomers of clopidogrel, a sensor system based on a glassy carbon 
electrode modified with Carbopack X mesoporous carbon black and cyclopentadiene derivatives – (1S)-2-
cyclopenta-2,4-dien-1-yl-1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptane; (1S, 2S, 4R)-2-cyclopenta-1,3-dien-1-yl-1-
isopropyl-4-methylcyclohexane; 9-[(1S,2S,5R)-2-isopropyl-5-methylcyclohexyl]-9H-fluorene. Due to the 
unique properties of Carbopack X, such as large surface area and high conductivity, it was possible to obtain a 
mechanically stable and sensitive sensor layer that firmly retains chiral selector molecules on its surface. The 
morphological, electrochemical and analytical properties of the obtained sensors were studied by scanning 
electron microscopy, electrochemical impedance spectroscopy, cyclic and differential pulse voltammetry. The 
determination of clopidogrel enantiomers in biological fluids has been carried out; linear dependences of oxi-
dation peak currents on their concentration in solution for all sensors are preserved in the concentration range 
from 1 × 10–6 to 5 × 10–4 M. The sensors are cross-sensitized, which allowed combining them into a sensor 
system with high enantioselectivity and sensitivity towards clopidogrel enantiomers. With the proposed sensor 
system, the probability of correctly recognizing samples increases compared to single sensors. In all cases, the 
content of R-clopidogrel in the mixture is correctly determined with a relative error not exceeding 9% and a 
degree of discovery ranging from 96 to 102%. 

Keywords: voltammetric sensors, enantioselective sensor system, clopidogrel, enantiomers, cyclopentadi-
ene derivatives.
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Разработан вольтамперометрический сенсор на  основе стеклоуглеродного электрода с  послой-
ным сочетанием карбоксилированных многостенных углеродных нанотрубок и электрополиме-
ризованного пирогаллолового красного для определения эвгенола в эфирных маслах. Найдены 
оптимальные условия получения пленки поли(пирогаллолового красного) в потенциодинамиче-
ском режиме в нейтральной среде, обеспечивающие наилучший вольтамперометрический отклик 
эвгенола. Электрод охарактеризован с помощью сканирующей электронной микроскопии и ком-
плекса электрохимических методов. Показано значимое улучшение вольтамперных характеристик 
эвгенола на модифицированном полимером электроде. Рассчитаны параметры электроокисления 
эвгенола и показано, что реакция протекает с образованием о-хинона. В условиях дифференци-
ально-импульсной вольтамперометрии на фоне буферного раствора Бриттона–Робинсона с рН 
2.0 диапазон определяемых содержаний эвгенола составляет 0.75–100 мкМ с пределом обнаруже-
ния 0.73 мкМ. Показана высокая селективность определения эвгенола в присутствии неорганиче-
ских ионов и типичных фенольных и терпеновых компонентов эфирных масел. Подход успешно 
апробирован на эвгенолсодержащих эфирных маслах и сопоставлен с независимым методом.

Ключевые слова: вольтамперометрия, химически модифицированные электроды, электрополи-
меризация, трифенилметановые красители, фенольные антиоксиданты, фитохимический анализ.
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Эвгенол (4-аллил-2-метоксифенол) – при-
родное фенольное соединение, относящееся 
к  душистым веществам. Он проявляет антиок-
сидантные, антисептические, обезболивающие, 
противовоспалительные и  противомикробные 
свойства [1], что обусловливает его применение 
в  медицине, фармации, ароматерапии, парфю-
мерной и  пищевой промышленности. Эвгенол 
является основным компонентом эфирного 
масла гвоздики, а также содержится в эфирных 
маслах корицы, мускатного ореха и  др. [2]. Те-
рапевтический эффект эвгенола является дозо-
зависимым, что проявляется в его прооксидант-
ных свойствах при высоких концентрациях [3]. 
Согласно данным Всемирной организации здра-

воохранения, допустимая суточная доза эвгено-
ла для человека составляет 2.5 мг/кг массы тела, 
а ее превышение может вызывать аритмию, по-
вышение давления, проблемы с  пищеварением 
и нарушение работы печени [4]. В связи с этим 
необходим контроль содержания эвгенола в ре-
альных объектах.

Для решения этой задачи хорошо зарекомен-
довали себя электрохимические сенсоры, так как 
обеспечивают высокую чувствительность и  до-
статочную селективность определения анали-
та, характеризуются быстрым временем откли-
ка, простотой изготовления, экономичностью, 
а  также возможностью миниатюризации [5]. 
Кроме того, минимизируется или полностью 
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исключается использование органических рас-
творителей за  счет применения мицеллярных 
сред на  основе поверхностно-активных ве-
ществ [6].

Эвгенол окисляется на  традиционных угле-
родсодержащих электродах при достаточно вы-
соких анодных потенциалах, аналитический сиг-
нал характеризуется низкой чувствительностью, 
а  селективность в  ряде случаев вообще не  рас-
сматривается. В настоящее время для вольтампе-
рометрического определения эвгенола исполь-
зуют химически модифицированные электроды 
на  основе углеродных наноматериалов [7–10] 
или наноструктур металлов, их оксидов и других 
соединений [11–19] и комбинаций этих модифи-
каторов [20–22], а также полимерные покрытия 
различных типов [23–26], в том числе полимеры 
с  молекулярными отпечатками [25, 26]. Моди-
фикация электродной поверхности обеспечива-
ет электрокаталитический эффект на окисление 
эвгенола, выражающийся в снижении его пере-
напряжения и  значительном увеличении токов 
окисления. В ряде случаев достигается высокая 
селективность отклика электродов на  эвгенол 
в  присутствии других фенольных соединений 
[11, 13–15, 18, 19] или в сложных смесях, напри-
мер в эфирных маслах (каепутовое и масло мяты 
[15]), при использовании в качестве модифика-
торов наноструктур металлов и их оксидов.

Электроды с  полимерными покрытиями 
[23–26] просты в изготовлении, не требуют при-
менения дорогостоящих наноматериалов и  ха-
рактеризуются высокими чувствительностью 
и селективностью отклика на эвгенол (табл. 1). 
При этом используют проводящие полимеры, 
например поли(3,4-этилендиокситиофен)-по-
листиролсульфонат, для удерживания которо-
го на  электродной поверхности в  водной среде 

успешно применен поливинидпирролидон в ка-
честве связующего компонента и  стабилизато-
ра [24]. Особое внимание уделяется полимерам 
с  молекулярными отпечатками [25, 26], демон-
стрирующими селективность отклика на  эвге-
нол в присутствии фенола [25] или ванилина, пе-
онола, метилэвгенола и  метилизоэвгенола [26]. 
Трехмерная пористая структура покрытия [26], 
обусловленная присутствием композита графена 
с углеродными нанотрубками и наночастицами 
сополимера п-аминотиофенола и  п-аминобен-
зойной кислоты, обеспечивает наличие боль-
шого числа эффективных центров повторного 
связывания и быстрый массоперенос. Пастовый 
электрод из графитовой сажи с включенным по-
лимером с  молекулярными отпечатками на  ос-
нове полиакрилонитрила [25] демонстрирует 
наилучшие аналитические характеристики при 
определении эвгенола среди всех существующих 
на сегодняшний день модифицированных элек-
тродов. 

В качестве объектов анализа выступают глав-
ным образом специи, парфюмерная и  фарма-
цевтическая продукция. Эфирные масла, за ред-
кими исключениями [9, 13], не рассматриваются.

Таким образом, разработка новых вольтам-
перометрических сенсоров на основе полимер-
ных покрытий для определения эвгенола явля-
ется актуальным направлением исследований. 
При этом электрохимическая полимеризация 
подходящего мономера является предпочти-
тельной, так как заметно упрощает и сокращает 
процедуру получения полимерного покрытия, 
не  требует большого числа вспомогательных 
реагентов, а  также легко контролируется путем 
управления параметрами электролиза и обеспе-
чивает равномерность покрытия на электродной 
поверхности. Среди полимеров представляют 

Таблица 1. Аналитические характеристики эвгенола на электродах, модифицированных полимерами 

Электрод Метод ПрО, 
мкМ

Диапазон 
определяемых 

содержаний, мкМ

Литера-
тура

Поливинилхлорид/графитовый электрод Проточная 
система с АД 5.48 3.05–183 [23]

ПЭДОТ–ПСС–ПВП–ОУНТ/СУЭ ДИВ 0.048 0.15–122.4 [24]

ПМО на основе полиакрилонитрила в составе 
пастового электрода из графитовой сажи ДИВ 0.0004 0.0005–1, 1–50  

и 50–160 [25]

Трехмерный ПМО на основе сополимера п-амино
тиофенола и п‑аминобензойной кислоты/графен–
углеродные нанотрубки–ионная жидкость/СУЭ

АдАВА 0.1 0.5–20 [26]

Обозначения: ПрО – предел обнаружения, АД – амперометрическое детектирование, ПЭДОТ–ПСС–ПВП–ОУНТ – 
композит поли(3,4-этилендиокситиофен)–полистиролсульфоната с поливинилпирролидоном и одностенными углерод-
ными нанотрубками, ДИВ – дифференциально-импульсная вольтамперометрия, ПМО – полимер с молекулярными от-
печатками, АдАВА – адсорбционная анодная вольтамперометрия с линейной разверткой потенциала.
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интерес покрытия на основе электрополимери-
зованных трифенилметановых красителей [27–
32], хорошо зарекомендовавшие себя в качестве 
чувствительного слоя вольтамперометрических 
сенсоров на  природные фенольные антиокси-
данты. Применительно к эвгенолу такой подход 
является новым.

Настоящая работа посвящена разработке 
вольтамперометрического сенсора с послойным 
покрытием из карбокислированных многостен-
ных углеродных нанотрубок (МУНТ-СООН) 
и  поли(пирогаллолового красного) (полиПК) 
для определения эвгенола и  оценке возможно-
стей его применения в анализе эфирных масел.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и  растворы. Использовали эвге-
нол (99%, Aldrich, Германия) и пирогаллоловый 
красный (ПК) (Sigma-Aldrich, Германия). Для 
оценки селективности использовали карвакрол 
(98%, Aldrich, Германия), ванилин и фитол (99, 
97% соответственно, Sigma-Aldrich, Герма-
ния), бензиловый спирт (99%), лимонен (96%), 
α-пинен (98%), β-пинен (98%), D-карвон (98%), 
камфен, α-фенхен, мирцен (75%), L-ментол 
(99.5%) и  L-борнеол (97%) (Acros Organics, 
Бельгия), транс-анетол (98%, TCI, Япония). Их 
стандартные 10 мМ растворы (1.0 мМ для ПК) 
готовили растворением точной навески в этано-
ле (ректификате). Растворы с меньшей концен-
трацией готовили путем последовательного раз-
бавления непосредственно перед проведением 
измерений.

Остальные реактивы были марки х. ч.
Модификация электродной поверхности. Для 

модифицирования электрода использовали 
МУНТ-СOOH диаметром 9.5 нм, длиной 1.5 мкм 
и  степенью карбоксилирования >8% от  Aldrich 
(Германия). Их гомогенную суспензию с  кон-
центрацией 1.0 мг/мл получали в 1%-ном доде-
цилсульфате натрия (Panreac, Испания) диспер-
гированием в  течение 15 мин в  ультразвуковой 
ванне WiseClean WUC-A03H (DAIHAN Scientific 
Co., Ltd, Республика Корея).

Рабочую поверхность стеклоуглеродного 
электрода (СУЭ) обновляли механически, по-
лируя оксидом алюминия с  размером частиц 
0.05 мкм, ополаскивали ацетоном и  дистилли-
рованной водой. Затем электрод модифициро-
вали нанесением 2 мкл суспензии МУНТ-СООН 
в  1%-ном додецилсульфате натрия с  последую-
щим испарением растворителя при комнатной 
температуре.

Полимерную пленку получали на  поверх-
ности СУЭ/МУНТ-COOH путем потенцио-
динамического электролиза ПК. Перед элек-
трополимеризацией пятикратно сканировали 
фоновый электролит для достижения стабиль-

ной фоновой кривой. Условия электрополи-
меризации (концентрация мономера, число 
циклов сканирования потенциала, диапазон 
поляризации, скорость сканирования потен-
циала) варьировались в  целях получения наи-
лучшего оклика эвгенола. Полученный моди-
фицированный электрод (СУЭ/МУНТ-COOH/
полиПК) тщательно промывали дистиллиро-
ванной водой и  использовали для дальнейших 
исследований. Электродную поверхность об-
новляли перед каждым измерением после меха-
нической очистки, как описано выше.

Электрохимические измерения проводили 
на  потенциостатах/гальваностатах µAutolab 
Type III (Eco Chemie B.V., Нидерланды) и Auto-
lab PGSTAT 302N с модулем FRA32M (Metrohm 
B.V., Нидерланды) с  программным обеспече-
нием Nova 1.7.8 и NOVA 1.10.1.9 соответственно 
в стеклянной ячейке объемом 10 мл. Трехэлект-
родная система состояла из рабочего СУЭ (BASi, 
Inc., США, площадь поверхности 7.07 мм2) или 
модифицированного СУЭ, насыщенного хло-
ридсеребряного электрода сравнения и сверну-
той спиралью платиновой проволоки длиной 
6.0 см в качестве вспомогательного электрода.

Вольтамперометрические измерения про-
водили в  среде буферного раствора Бритто-
на–Робинсона, рН которого варьировали. 
Предварительно сканировали пять кривых для 
фонового электролита. Затем в ячейку вносили 
аликвоту раствора эвгенола. Общий объем рас-
твора в  ячейке составлял 4.0 мл. Регистриро-
вали циклические вольтамперограммы от  0.0 
до 1.2 В со скоростью сканирования потенци-
ала 100 мВ/с. Дифференциально-импульсные 
вольтамперограммы регистрировали в  диа-
пазоне 0.0–0.8 В при скорости сканирования 
потенциала 20 мВ/с. Параметры импульса ва-
рьировали. Для расчета параметров диффе-
ренциально-импульсных вольтамперограмм 
использовали коррекцию базовой линии 
в программе NOVA 1.7.8.

Для определения рН фонового электро-
лита использовали рН-метр Эксперт-001 
(ООО “Эконикс-Эксперт”, Россия).

Спектрофотометрический анализ про-
водили на  спектрофотометре ПЭ-5300 ВИ 
(НПО “Экрос”, Россия).

Анализ методом сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ) проводили на  полевом 
эмиссионном электронном микроскопе высо-
кого разрешения Merlin™ (Carl Zeiss, Германия) 
при ускоряющем напряжении 5 кВ и токе эмис-
сии 300 пА.

Все измерения проводили при комнатной 
температуре (25 ± 2°C).

Анализ эфирных масел. В  качестве объектов 
анализа рассматривали коммерческие эфирные 
масла гвоздики, корицы и  мускатного ореха. 
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Точную навеску эфирного масла (0.010–0.015 г) 
разбавляли этанолом до объема 2 мл и исполь-
зовали для дальнейших исследований. Для воль-
тамперометрического анализа эфирных масел 
гвоздики полученный раствор разбавляли в  10 
раз. В электрохимическую ячейку помещали бу-
ферный раствор Бриттона–Робинсона с рН 2.0 
и  регистрировали пять кривых. Затем в  ячейку 
вносили 10 мкл раствора эфирного масла гвоз-
дики или корицы (100 мкл эфирного масла му-
скатного ореха). Общий объем раствора в ячейке 
составлял 4.0 мл. Регистрировали дифференци-
ально-импульсные вольтамперограммы в диапа-
зоне 0.0–0.8 В при амплитуде импульса 125 мВ, 
времени импульса 25 мс и скорости сканирова-
ния потенциала 20 мВ/с. Для расчета параметров 
пиков использовали коррекцию базовой линии 
в программе NOVA 1.7.8.

Статистическую обработку результатов про-
водили для пяти параллельных измерений (трех 
измерений для спектрофотометрии) при дове-
рительной вероятности 0.95. Результаты пред-
ставляли как среднее значение и доверительный 
интервал. Случайную погрешность определе-
ния оценивали по  величине относительного 
стандартного отклонения (sr). Валидацию раз-

работанного вольтамперометрического сенсора 
проводили сопоставлением с данными спектро-
фотометрии с помощью t- и F-критериев. 

Для выполнения регрессионного анализа 
применяли программу OriginPro 8.1 (OriginLab, 
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Электрополимеризация пирогаллолового 
красного на  СУЭ/МУНТ-СООН. Трифенил-
метановые красители, содержащие в  своей 
структуре фенольные фрагменты, формиру-
ют непроводящие покрытия [27–31], поэтому 
для обеспечения достаточной проводимости 
электродов и  увеличения площади поверхно-
сти используют в  качестве подложки углерод-
ные наноматериалы. Изучали вольтамперные 
характеристики и  электрополимеризацию ПК 
на  СУЭ/МУНТ-СООН в  условиях цикличе-
ской вольтамперометрии. Обычно электропо-
лимеризацию фенольных соединений прово-
дят в щелочной среде, так как отрыв электрона 
от  фенолят-иона протекает легче, чем от  ней-
тральной молекулы [33], однако ПК в этих ус-
ловиях интенсивно окисляется кислородом 

Рис. 1. (а) Циклические вольтамперограммы 100 мкМ пирогаллолового красного (кривые 1-10) на фоне буферного 
раствора Бриттона – Робинсона с pH 7.0 (кривая 11), υ = 75 мВ/с. Влияние условий электрополимеризации на токи 
пика окисления эвгенола на  СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК: (б) влияние числа циклов сканирования потенциала, 
природы и рН фонового электролита (1 – буферный раствор Бриттона–Робинсона с рН 7.0, 2 – буферный раствор 
Бриттона–Робинсона с рН 8.0, 3 – фосфатный буферный раствор с рН 8.0, 4 – буферный раствор Бриттона–Робин-
сона с рН 10.0, 5 – 0.1 М раствор NaOH), смономера = 100 мкМ; (в) влияние концентрации мономера и числа циклов, 
фоновый электролит – буферный раствор Бриттона–Робинсона с рН 7.0; (г) влияние параметров электролиза.
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воздуха [34], поэтому использовали нейтраль-
ную среду.

ПолиПК получали в  потенциодинамиче-
ском режиме. На циклических вольтамперо-
граммах ПК на  СУЭ/МУНТ-СООН на  фоне 
буферного раствора Бриттона–Робинсона с рН 
7.0 наблюдается необратимый пик окисления 
при 0.28 В и слабовыраженная ступень окисле-
ния при 0.59 В  (рис. 1а, кривая 1). В условиях 
эксперимента наблюдаемые анодные ступени 
соответствуют окислению частично депрото-
нированной молекулы красителя (pKa = 2.6, 6.3 
и 9.8 [35]). Окисление ПК протекает с участием 
фенолятного фрагмента с  образованием фе-
ноксильных радикалов, которые могут вступать 
в  последующие реакции димеризации и  поли-
меризации (схема 1). 

Такое поведение согласуется с  описан-
ным ранее для других красителей, содержащих 
в структуре фенольные фрагменты (тимолфта-
леина [28, 29], алюминона [30], бромкрезоло-
вого пурпурного [31] и бромтимолового синего 
[32]). На втором и последующих циклах наблю-
дается уменьшение токов окисления, что под-
тверждает формирование непроводящего по-
крытия.

Оптимизировали условия электрополи-
меризации ПК по  отклику 10 мкМ эвгенола 
на  модифицированном полимером электроде 
на  фоне буферного раствора Бриттона–Ро-
бинсона с  рН 2.0. Установили, что потенциал 
окисления эвгенола практически не изменяет-

ся, а  токи окисления меняются статистически 
значимо. Варьирование природы и  рН фоно-
вого электролита, а  также числа циклов ска-
нирования показало, что максимальные токи 
эвгенола достигаются на  полимерном покры-
тии, полученном 10-кратным циклированием 
потенциала в  среде буферного раствора Брит-
тона–Робинсона с рН 7.0 (рис. 1б). Дальнейшее 
варьирование концентрации мономера и  чис-
ла циклов сканирования потенциала показало 
(рис. 1в), что наилучший отклик эвгенола полу-
чен для 100 мкМ ПК и десяти циклов сканиро-
вания потенциала. Семь циклов недостаточно 
для получения покрытия, а  увеличение числа 
циклов до  15 приводит к  уменьшению токов 
окисления аналита вследствие роста толщины 
непроводящего покрытия и  частичного бло-
кирования переноса электрона. Варьирование 
параметров электролиза (рис. 1г) показало, что 
полимерное покрытие следует получать при 
сканировании потенциала в  диапазоне от  0 
до 1.3 В со скоростью 75 мВ/с.

Таким образом, для получения максималь-
ного отклика эвгенола электрополимеризацию 
ПК следует проводить из  100 мкМ раствора 
в  буферном растворе Бриттона–Робинсона 
с рН 7.0 десятикратным циклированием потен-
циала в диапазоне от 0.0 до 1.3 В со скоростью 
75 мВ/с.

Характеристики электродов по  данным ска-
нирующей электронной микроскопии и  элек-
трохимических методов. Морфологию поверх-
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Схема 1. Электрополимеризация пирогаллолового красного при рН 7.0.
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ности электродов характеризовали методом 
сканирующей электронной микроскопии 
(рис. 2а–в). Установили, что СУЭ обладает не-
структурированной поверхностью (рис. 2а), 
СУЭ/МУНТ-СООН покрыт хаотично распре-
деленными тесно переплетенными между со-
бой трубками толщиной от  18 до  22 нм, фор-
мирующими сетчатую структуру (рис. 2б). Для 
СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК наблюдается 
тонкое пленочное покрытие (рис. 2в). Данные 
сканирующей электронной микроскопии под-
тверждают успешную иммобилизацию моди-
фикаторов, равномерное распределение по-
крытий и  увеличение площади поверхности 
модифицированных электродов по сравнению 
с  СУЭ, что подтверждается данными электро-
химических измерений.

Оценили эффективную площадь поверх-
ности электродов по  электроокислению 
[Fe(CN)6]4--ионов. Для СУЭ процесс протекает 
необратимо (рис. 3а, кривая 2), поэтому для рас-
чета площади использовали данные хроноам-
перометрии при 0.45 В и уравнение Коттрелла 
[36]. Обратимое окисление на модифицирован-
ных электродах (рис. 3а, кривые 3 и 4) позволяет 
использовать для расчетов уравнение Рэндлса–
Шевчика [36]. Установили достоверное увели-
чение эффективной площади поверхности мо-
дифицированных электродов (96 ± 3 мм2 для 
СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК, 58 ± 4 мм2 для 
СУЭ/МУНТ-СООН и 8.9 ± 0.3 мм2 для СУЭ).

Характеристики электронного перено-
са на  рассматриваемых электродах оцени-
вали с  помощью спектроскопии электрохи-
мического импеданса в  присутствии 1.0 мМ 
[Fe(CN)6]4-/3--ионов на фоне 0.1 М раствора KCl 
при 0.23 В (рис. 3б). Для количественной оцен-
ки параметров импеданса использовали моде-
лирование с  помощью эквивалентных ячеек 
Рэндлса [37] (табл. 2). Полученные значения χ2 
подтверждают соответствие экспериментальных 
и  смоделированных спектров импеданса. Для 
модифицированных электродов наблюдается 

Рис. 2. Морфология поверхности (а) СУЭ, (б) СУЭ/МУНТ-СООН и (в) СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК по данным 
сканирующей электронной микроскопии.

(а) (б) (в)

200 нм200 нм200 нм

Рис. 3. (а) Циклические вольтамперограммы 1.0 мМ 
раствора [Fe(CN)6]4--ионов на  СУЭ (2), СУЭ/
МУНТ-СООН (3) и  СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК 
(4) в 0.1 М растворе KCl (1), υ = 100 мВ/с. (б) Диа-
граммы Найквиста для СУЭ (1), СУЭ/МУНТ-СООН 
(2) и СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК (3) в присутствии 
1.0 мМ [Fe(CN)6]4-/3--ионов в 0.1 М растворе KCl. Е = 
0.23 В, 10 кГц–0.04 Гц, амплитуда 5 мВ.
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значимое уменьшение сопротивления переносу 
заряда (18- и 24-кратное для СУЭ/МУНТ-СООН 
и  СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК соответствен-
но), что свидетельствует об увеличении скорости 
переноса электрона и  подтверждается рассчи-
танными согласно [38] значениями гетероген-
ной константы ket (табл. 2). Величина элемента 
постоянной фазы увеличивается, что обусловле-
но пористой структурой поверхности модифи-
цированных электродов.

Полученные результаты подтверждают эф-
фективность послойной модификации электро-
да МУНТ-СООН и полиПК и перспективность 
применения разработанного электрода для ре-
шения аналитических задач.

Вольтамперные характеристики эвгенола 
на  стеклоуглеродном электроде и  модифици-
рованных электродах. На циклических воль-
тамперограммах эвгенола на  СУЭ и  модифи-

цированных электродах на  фоне буферного 
раствора Бриттона–Робинсона с  рН 2.0 реги-
стрируется один выраженный пик окисления 
и  слабовыраженная ступень восстановления 
(рис. 4). Разность потенциалов редокс пиков 
и  соотношение их токов свидетельствуют о  не-
обратимости окисления. Модификация элек-
тродной поверхности МУНТ-СООН приводит 
к  смещению потенциала окисления в  область 
меньших значений на  140 мВ за  счет каталити-
ческого эффекта МУНТ-COOH. Токи окисления 
эвгенола увеличиваются в 2.8 раза по сравнению 
с СУЭ, а также улучшается форма вольтамперо-
грамм. В  случае СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК 
потенциал окисления остается неизменным 
по  сравнению с  СУЭ/МУНТ-СООН, а  токи 
окисления увеличиваются в  два раза (3.1 ± 0.2 
и  1.55 ± 0.05 мкА соответственно). Кроме того, 
на  СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК наблюдает-
ся снижение фоновых токов, что обусловлено 
непроводящей природой полимерного покры-
тия и  способствует улучшению формы кривой. 
Полученные результаты подтверждают эффек-
тивность использования модифицированного 
электрода на  основе полиПК в  электроанализе 
эвгенола.

Электроокисление эвгенола на  СУЭ/МУНТ-
СООН/полиПК. Для установления параметров 
электроокисления эвгенола на  разработанном 
электроде рассмотрели влияние рН фонового 
электролита и скорости сканирования потенци-
ала на вольтамперные характеристики эвгенола. 
С  ростом рН происходит смещение потенциа-
ла окисления эвгенола к  меньшим значениям 
(рис. 5а), что свидетельствует об участии прото-
нов в электродной реакции. Токи окисления эв-
генола уменьшаются с увеличением рН (рис. 5б), 
что связано с  окислением аналита кислородом 
воздуха [3]. Максимальные токи регистрируют-
ся при рН 2.0.

Изменение токов окисления эвгенола при ва-
рьировании скорости сканирования потенциала 

Таблица 2. Параметры электрохимического импеданса электродов и скорости электронного переноса (n = 5, 
P = 0.95)

Электрод Rs, Ом Rct, кОм Q, мкОм–1 n W, мкОм–1 χ2 ket, см /с

СУЭ 101 ± 6 72.5 ± 0.9 0.45 ± 0.05 0.860 - 0.02 4.12 × 10–5

СУЭ/МУНТ-СООН 110 ± 2 4.01 ± 0.11 6.02 ± 0.12 0.783 309 ± 6 0.02 1.15 × 10–4

СУЭ/МУНТ-СООН/ПолиПК 258 ± 2 3.04 ± 0.09 5.71 ± 0.05 0.805 324 ± 2 0.03 9.12 × 10–5

Рис. 4. Циклические вольтамперограммы 10 мкМ 
раствора эвгенола на  СУЭ (2), СУЭ/МУНТ-СООН 
(3) и  СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК (4) на  фоне бу-
ферного раствора Бриттона – Робинсона с  pH 2.0 
(1), υ = 100 мВ/с.
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(рис. 5в) подтверждает диффузионную природу 
электродного процесса (уравнения (1) и (2)):

Iп (мкА) = (-0.34 ± 0.06) + 
+(0.285 ± 0.006)υ½ (мВ/с), R2 = 0.9960, (1)

lnIп (мкA) = (2.26 ± 0.02) + 
+(0.593 ± 0.007)lnυ (В/с), R2 = 0.9990. (2)

Электроокисление протекает необратимо, 
поскольку на  катодных ступенях присутству-
ет лишь слабовыраженная ступень при более 
высоких скоростях сканирования потенциа-
ла, а  разность редокс потенциалов превышает 
200 мВ. На основе полученных данных рассчи-
тали параметры электроокисления эвгенола 
на  СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК (табл. 3). Ре-
акция протекает с  участием двух электронов 
с образованием о-хинона согласно схеме 2, что 
согласуется с данными [6, 7, 13, 20, 39].

Дифференциально-импульсная вольтамперо-
метрия эвгенола. Эвгенол определяли методом 
дифференциально-импульсной вольтамперо-
метрии. Варьирование параметров импульса по-
казало, что максимальные токи пика окисления 
достигаются при амплитуде импульса 125 мВ 
и времени импульса 25 мс. При этом на вольтам-
перограммах эвгенола регистрируется четкий 
пик окисления при потенциале 0.57 В  (рис. 6), 
токи которого линейно увеличивается с ростом 
концентрации (уравнение (3)):

Iпа
 (мкА) = (-0.06 ± 0.08) +  

+(32.6 ± 0.2) × 104 c (М), R2 = 0.9997. 
(3)

Диапазон определяемых содержаний эвгено-
ла составляет 0.75–100 мкМ, а предел обнаруже-
ния 0.73 мкМ, что превосходит характеристики, 
полученные на  СУЭ в  среде 0.1 М Triton X-100 
[6] и  на модифицированных электродах [8, 11, 
15, 16, 18]. Кроме того, предложенный сенсор 
прост в  изготовлении, а  определение эвгенола 
не требует стадии предварительного концентри-
рования, что значительно сокращает время из-
мерения.

На модельных растворах эвгенола по  ме-
тоду введено–найдено (табл. 4) продемон-
стрированы правильность и  высокая точность 
(R = 99.9–100.4%) результатов определения эв-
генола с помощью предложенного сенсора. Зна-
чения относительного стандартного отклонения 
не  превышают 2%, что свидетельствует об  от-
сутствии случайной погрешности определения 
и хорошей воспроизводимости результатов, по-
скольку перед каждым измерением обновляли 
электродную поверхность.

Отклик СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК на 5.0 мкМ 
эвгенол селективен в присутствии неорганических 
ионов и типичных компонентов эфирных масел. 

Рис. 5. Влияние рН фонового электролита на (а) по-
тенциалы и  (б)  токи пика окисления 10 мкМ 
раствора эвгенола на  СУЭ/МУНТ-СООН/по-
лиПК по  данным циклической вольтамперомет-
рии. (в)  Циклические вольтамперограммы 10 мкМ 
раствора эвгенола на  СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК 
на  фоне буферного раствора Бриттона–Робинсона 
с pH 2.0 (1) в зависимости от скорости сканирова-
ния потенциала (мВ/с) : 2 – 5, 3 – 10, 4 – 25, 5 – 50, 
6 – 75. 7 – 100, 8 – 150.
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Схема 2. Электроокисление эвгенола на СУЭ/МУНТ-СООН/полиПК.

Таблица 3. Параметры электроокисления эвгенола на полиПК/МУНТ-СООН/СУЭ
Формула Параметр Значение

α
а

0.31

n 2

D, см
2
/с (7.1 ± 0.3) × 10

–6

k
0
, см/с 1.87 × 10

–3

Рис. 6. Дифференциально-импульсные вольтам-
перограммы с  коррекцией базовой линии 0.75 (1), 
1.0 (2), 2.5 (3), 5.0 (4), 7.5 (5), 10 (6), 25 (7), 50 (8), 
75 (9) и  100 (10) мкМ раствора эвгенола на  СУЭ/
МУНТ-СООН/полиПК на  фоне буферного рас-
твора Бриттона–Робинсона с  pH 2.0. Амплитуда 
импульса 125 мВ, время импульса 25 мс, скорость 
изменения потенциала 20 мВ/с.
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Таблица 4. Результаты определения эвгенола 
в модельных растворах на полиПК/МУНТ-СООН/СУЭ 
на фоне буферного раствора Бриттона–Робинсона 
с рН 2.0 (n = 5, P = 0.95)

Введено, мкг Найдено, мкг sr

0.493 0.493 ± 0.011 0.02

1.64 1.61 ± 0.08 0.02

4.93 4.95 ± 0.08 0.01

32.8 32.8 ± 0.4 0.009

65.7 65.6 ± 0.5 0.008
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Неорганические ионы (K+, Mg2+, Ca2+, NO3ˉ, Clˉ 
и SO4

2-) не проявляют электрохимическую актив-
ность в  рассматриваемых условиях и  не оказы-
вают влияние на  пик окисления эвгенола даже 
при 1000-кратных избытках. Другие фенольные 
компоненты эфирных масел (ванилин, тимол 
и карвакрол) окисляются на СУЭ/МУНТ-СООН/
полиПК при 0.82, 0.75 и 0.76 В для ванилина, ти-
мола и  карвакрола соответственно. Положение 
и форма их пиков окисления позволяют селектив-
но определять эвгенол в  присутствии 100-крат-
ного избытка ванилина, 5-кратного избытка ти-
мола и  10-кратного избытка карвакрола. Анетол 
и некоторые терпены (α-пинен и лимонен) также 
электроактивны в  рассматриваемых условиях, 
дают пики окисления при 0.90, 1.1 и 1.3 В и не ме-
шают определению эвгенола при 100-кратных из-
бытках. Другие терпены (фитол, β-пинен, карвон, 
камфен, фенхен, мирцен, L-ментол, бензиловый 
спирт, L-борнеол) не окисляются в рассматрива-
емой области потенциалов и не влияют на отклик 
эвгенола. Таким образом, разработанный элек-
трод характеризуется высокой селективностью 
по отношению к эвгенолу, что позволяет исполь-
зовать его в анализе реальных объектов.

Определение эвгенола в эфирных маслах. Прак-
тическая применимость разработанного сенсора 
показана на  примере эвгенолсодержащих эфир-
ных масел (гвоздика, корица и мускатный орех). 
На вольтамперограммах спиртовых растворов 
эфирных масел наблюдается четко выраженный 
пик окисления эвгенола (рис. 7, кривая 1), что 
подтверждается методом добавок (рис. 7, кри-
вые 2 и 3). Значения степени открытия эвгенола 
(табл. 5) в эфирных маслах свидетельствуют об от-
сутствии матричных эффектов при определении 
и  возможности использования разработанного 
подхода в анализе реальных объектов.

Результаты определения эвгенола в  эфирных 
маслах представлены в табл. 6. Полученные дан-
ные хорошо согласуются с  результатами незави-
симого спектрофотометрического определения 
[40]. Значения t- и  F-критериев не  превышают 
критические (tкрит = 2.45, Fкрит = 19.25), что позво-
ляет говорить об отсутствии систематических по-
грешностей определения и равноточности обоих 
методов.

Содержание эвгенола уменьшается в  ряду 
эфирных масел гвоздика, корица и  мускатный 
орех. Полученные значения согласуются с  дан-
ными [6, 13, 41]. Для различных образцов одно-
го сырья наблюдаются значимые отличия, что 
подтверждает вариабельность объекта анализа, 
обусловленную как особенностями исходного 
растительного сырья, так и  технологией изго-
товления эфирных масел. Содержание эвгено-
ла можно рассматривать как один из  показате-
лей качества эфирных масел для их первичного 
скрининга.

Рис. 7. Дифференциально-импульсные вольтампе-
рограммы с  коррекцией базовой линии эфирных 
масел в отсутствие (1) и в присутствии добавок эвге-
нола (2, 3) на фоне буферного раствора Бриттона–
Робинсона с pH 2.0. (а) 10 мкл разбавленного в 10 раз 
раствора эфирного масла гвоздики в этаноле (1) и с 
добавками 2.55 (2) и 5.10 мкМ раствора эвгенола (3). 
(б) 10 мкл раствора эфирного масла корицы в  эта-
ноле (1) и с добавками 1.55 (2) и 3.10 мкМ раствора 
эвгенола (3). (в) 100 мкл раствора эфирного масла 
мускатного ореха в  этаноле (1) и  с добавками 1.10 
(2) и 1.65 мкМ раствора эвгенола (3). Амплитуда им-
пульса 125 мВ, время импульса 25 мс, скорость изме-
нения потенциала 20 мВ/с. 
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Таблица 5. Степень открытия эвгенола в эфирных маслах по данным вольтамперометрии на полиПК/МУНТ-
СООН/СУЭ на фоне буферного раствора Бриттона–Робинсона c рН 2.0 (n = 5, P = 0.95)

Эфирное масло Введено, мкМ Теоретическое 
значение, мкМ Найдено, мкМ sr R, %

Гвоздика

0 5.29 ± 0.08 0.01

2.55 7.84 7.80 ± 0.13 0.01 100 ± 1

5.10 10.39 10.39 ± 0.14 0.01 100 ± 1

Корица

0 3.14 ± 0.08 0.02

1.55 4.69 4.70 ± 0.14 0.02 100 ± 3

3.10 6.24 6.22 ± 0.04 0.005 99.7 ± 0.6

Мускатный орех

0 2.22 ± 0.11 0.05

1.10 3.3 3.27 ± 0.05 0.01 99 ± 1

1.65 3.85 3.84 ± 0.09 0.02 100 ± 2

Таблица 6. Результаты определения содержания эвгенола в эфирных маслах (n = 5, P = 0.95)

Эфирное  
масло Образец

ωэвгенола, %
t-критерий F-критерий

вольтамперометрия sr спектрофотометрия sr

Гвоздика

1 71 ± 1 0.01 71 ± 3 0.03 0.288 6.00

2 80.0 ± 0.5 0.004 81 ± 2 0.01 0.914 9.39

3 30 ± 1 0.03 31 ± 2 0.02 0.934 1.64

Корица

1 3.98 ± 0.06 0.02 4.01 ± 0.04 0.004 1.09 9.51

2 10.5 ± 0.4 0.03 10.7 ± 0.8 0.05 0.636 3.54

3 0.84 ± 0.05 0.04 0.88 ± 0.12 0.06 1.34 2.88

4 2.33 ± 0.06 0.02 2.26 ± 0.04 0.008 2.38 5.42

5 2.61 ± 0.03 0.006 2.7 ± 0.2 0.03 1.14 18.4

Мускатный 
орех 1 0.32 ± 0.02 0.04 0.34 ± 0.03 0.03 1.90 1.12
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VOLTAMMETRIC SENSOR BASED ON CARBOXYLATED CARBON 
NANOTUBES AND POLY(PYROGALLOL RED) FOR DETERMINATION 
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Abstract. A voltammetric sensor based on a glassy cardon electrode with a layer-by-layer combination of 
carboxylated multi-walled carbon nanotubes and electropolymerized pyrogallol red has been developed 
for the determination of eugenol in essential oils. Optimal conditions for the preparation of poly(pyrogal-
lol red) film in potentiodynamic mode in neutral medium were found to provide the best voltammetric 
response of eugenol. The electrode was characterized using scanning electron microscopy and a suite of 
electrochemical methods. A significant improvement in the voltammetric characteristics of eugenol on the 
polymer-modified electrode was shown. The parameters of eugenol electrooxidation were calculated and 
it was shown that the reaction proceeds with the formation of o-quinone. Under the conditions of differen-
tial-pulse voltammetry in Britton-Robinson buffer with pH 2.0, the range of detectable eugenol content is 
0.75-100 μM with a detection limit of 0.73 μM. High selectivity of eugenol determination in the presence 
of inorganic ions and typical phenolic and terpene components of essential oils was shown. The approach 
was successfully tested on eugenol-containing essential oils and compared with an independent method.

Keywords: voltammetry, chemically modified electrodes, electropolymerization, triphenylmethane dyes, 
phenolic antioxidants, phytochemical analysis.
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Установлено, что смешанновалентные оксиды иридия, электроосажденные на  поверхности 
стеклоуглеродного электрода, проявляют каталитическую активность при окислении кофеина. 
При этом более выраженный каталитический эффект получен на электроде, модифицированном 
композитом на основе пленки из перфторированного сульфополимера (Nafion) и смешаннова-
лентных оксидов иридия. Разработан селективный вольтамперометрический способ определения 
кофеина. Линейная логарифмическая зависимость тока от  концентрации кофеина наблюдает-
ся в диапазоне от 1 × 10–8 до 5 × 10–3 М. Разработанный способ использовали при определении 
кофеина в энергетических напитках. 

Ключевые слова: вольтамперометрия, химически модифицированные электроды, оксиды иридия, 
перфторированный сульфополимер (Nafion), определение кофеина, энергетические напитки.
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Кофеин (1,3,7-триметилксантин) (КФ) – ал-
калоид пуринового ряда, получаемый из природ-
ного сырья [1]. Появление на рынке энергетиче-
ских напитков на  основе КФ вызвало большой 
интерес к  изучению его влияния на  организм 
человека. Оказалось, что действие КФ строго 
зависит от  его концентрации [2]. В  небольших 
количествах он действительно дает положитель-
ный эффект с минимумом отрицательного воз-
действия. Избыток КФ приводит к разнообраз-
ным нарушениям в работе центральной нервной 
системы, сердечно-сосудистой системы и желу-
дочно-кишечного тракта [3].

Арбитражным методом определения КФ 
в безалкогольных напитках является высокоэф-
фективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ), 
обеспечивающая высокую точность результатов 
анализа [4]. Однако этот метод имеет некоторые 
ограничения, к  которым можно отнести дли-
тельную пробоподготовку, использование доро-
гостоящих реагентов, большие затраты времени 
на анализ. 

В качестве альтернативного для определения 
органических веществ используют вольтамперо-
метрический метод [5], который выгодно отли-
чается от хроматографического экспрессностью, 
невысокой стоимостью аппаратуры, простотой 
эксплуатации. В вольтамперометрии в качестве 
индикаторного электрода используют металли-
ческие и углеродные электроды [6, 7]. Электро-
окисление КФ на  этих электродах происходит 
при высоких положительных потенциалах [8], 
что приводит к ухудшению аналитических и ме-
трологических характеристик его определения.

Для расширения диапазона определяемых 
концентраций и повышения точности определе-
ния применяют химически модифицированные 
электроды c каталитическими свойствами. В ка-
честве модификаторов часто используют элек-
тролитические осадки благородных металлов, 
а также их соединений [9]. Для электростатиче-
ского накопления противоположно заряженных 
молекул определяемого вещества поверхность 
электрода покрывают ионообменными поли-
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мерными пленками. В  частности, катионоб-
менная полимерная пленка перфторированного 
сульфополимера (ПФСП) имеет высокое срод-
ство к КФ в кислой среде [10]. 

В настоящей работе изучены электрокатали-
тические свойства смешанновалентных оксидов 
иридия (IrOx), электроосажденных на электроде 
из  стеклоуглерода (СУЭ), немодифицированн-
ном и модифицированном ПФСП-пленкой, при 
окислении КФ с  целью разработки высокочув-
ствительного вольтамперометрического способа 
его определения в энергетических напитках.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Вольтамперограммы регистрирова-
ли с  помощью потенциостата-гальваностата 
СH Instruments. При регистрации вольтамперо-
грамм использовали скорость наложения потен-
циала (v), равную 20 мВ/с. 

В работе использовали трехэлектродную 
ячейку. В  качестве рабочего электрода приме-
няли СУЭ, немодифицированный или модифи-
цированный смешанновалентными оксидами 
иридия (IrOx-СУЭ) или композитом на  основе 
ПФСП-пленки и  смешанновалентных оксидов 
иридия (ПФСП-IrOx-СУЭ) с  видимой поверх-
ностью 0.07 см2.

Осаждение смешанновалентных оксидов 
иридия на поверхности СУЭ проводили электро-
химически. Для этого использовали потенциоди-
намическое электроосаждение, варьируя область 
поляризации электрода и количество циклов из-
менения потенциалов. Электроосаждение про-
водили из раствора, содержащего хлорид иридия 
(IrCl3) фирмы Aldrich (Германия). Для изготовле-
ния модифицированных электродов использова-
ли 5.0%-ный раствор ПФСП Nafion в смеси низ-
ших алифатических спиртов (50% смеси спиртов 
и 45% воды) фирмы Aldrich (США), Молекуляр-
ная структура ПФСП включает SO3

-H+-группу. 
Для получения полимерной пленки исходный 
раствор ПФСП разводили 95.57%-ным этиловым 
спиртом. На поверхность электрода наносили по-
лученный 2.5%-ный спиртовой раствора ПФСП 
с последующим испарением растворителя на воз-
духе при комнатной температуре. 

Электроды модифицировали композитом 
на  основе ПФСП-пленки и  IrOx электроосаж-
дением оксидов иридия на СУЭ с последующим 
капельным нанесением ПФСП-пленки. Моди-
фицированный электрод регенерировали элек-
трохимически, циклически изменяя потенциал 
электрода в  0.1 М H2SO4 до  исчезновения пика 
окисления КФ.

Раствор КФ готовили растворением точных 
навесок в 0.1 М H2SO4. Серии растворов меньших 
концентраций готовили разбавлением исходных 
растворов непосредственно перед измерениями.

Для анализа энергетических напитков про-
водили предварительную дегазацию проб путем 
их отстаивания, затем аликвоту исследуемого 
напитка разбавляли раствором фонового элек-
тролита – 0.1 М H2SO4 в соотношении 1 : 1.

Определение КФ методом ВЭЖХ проводи-
ли по стандартной методике [11]. Использовали 
хроматографическую систему LC-20 Prominence 
фирмы Shimadzu (Япония), оборудованную 
колонкой Ascentis® Express С18  150 × 4.6 мм, 
5 мкм, предколонкой Holder 200 × 4.6 мм, насо-
сом LC-20AD и  диодно-матричным детектором 
SPD-M20A. Для управления системами хрома-
тографа и  регистрации хроматограмм исполь-
зовали программное обеспечение LC Solution. 
Хроматографирование проводили в  градиент-
ном режиме со скоростью потока элюента 1 мл/
мин. В качестве подвижной фазы использовали 
смесь хроматографически чистого ацетонитри-
ла с фосфатным буферным раствором с pH 3.2. 
Детектирование осуществляли при длине волны 
210 нм. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В кислой среде электроокисление КФ на не-
модифицированном СУЭ происходит необра-
тимо и  при высоких анодных потенциалах  – 
потенциал пика Eп 1.50 В  (рис. 1, кривая 2). 
Регистрируемый сигнал плохо воспроизводим.

Рис. 1. Циклические вольтамперограммы, получен-
ные в отсутствие (1) и в присутствии 5 × 10–3 М ко-
феина (2–4) на электродах СУЭ (2), IrOx-СУЭ (1, 3), 
ПФСП-IrOx-CУЭ (4) на фоне 0.1 М H2SO4. Вставка: 
график зависимости тока пика при Еп 1.35 В от кон-
центрации кофеина на электроде ПФСП-IrOx-CУЭ.
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Установлена каталитическая активность 
оксидов иридия, иммобилизованных на  по-
верхности СУЭ, по  отношению к  КФ. Ката-
литический эффект проявляется в  увеличении 
тока окисления КФ при потенциалах окисле-
ния модификатора и  уменьшении потенциа-
ла его окисления по  сравнению с  немодифи-
цированным электродом. На рис. 1 (кривая 3) 
приведена вольтамперограмма окисления КФ, 
полученная на электроде IrOx-СУЭ, на анодной 
ветви которой наблюдается один пик в области 
окисления модификатора при Еп 1.35 В. Высо-
та пика зависит от  концентрации КФ (рис. 1). 
По сравнению с СУЭ на химически модифици-
рованном электроде наблюдается увеличение 
тока окисления субстрата в 1.5 раза и уменьше-
ние потенциала пика его окисления на 150 мВ 
(рис. 1).

Так как в кислой среде КФ находится в ка-
тионной форме, изучили влияние катионооб-
менных свойств ПФСП-пленки на  электрод-
ные характеристики. Установлено влияние 
концентрации ПФСП в растворе полимера, ис-
пользуемого для получения пленки на поверх-
ности электрода, на величину пиков окисления 
КФ (рис. 2а). По мере увеличения концентра-
ции ПФСП сначала наблюдается увеличение 
регистрируемого тока пика окисления КФ, что 
связано с  накоплением субстрата на  электро-
де из-за ионообменных свойств ПФСП. При 
использовании более концентрированных 

растворов ПФСП величина тока уменьшается, 
что, вероятно, связано с увеличением толщины 
полимерной пленки на поверхности электрода 
и уменьшением ее проводимости. Наибольшее 
значение тока наблюдается при концентрации 
ПФСП, равной 2.5%.

Использование композитного электрода 
ПФСП-IrOх-СУЭ приводит к  увеличению 
тока окисления КФ в  2.7 раза по  сравнению 
с  немодифицированным электродом (рис.  1, 
кривые 2 и  4, рис. 2б), что можно объяснить 
аддитивностью каталитических свойств IrOx 
и  катионообменных свойств ПФСП. При 
этом каталитический отклик композитного 
электрода обладает высокой стабильностью 
и  воспроизводимостью. Срок эксплуатации 
электрода, в  течение которого ток падает 
не менее чем на 5.0%, 24 ч.

Для оценки протяженности линейного диа-
пазона определяемых концентраций КФ на мо-
дифицированных электродах готовили серию 
стандартных растворов с  различной концен-
трацией этого соединения. Сопоставили ана-
литические характеристики определения КФ 
на  немодифицированном и  модифицирован-
ных электродах. Зависимость тока от  концен-
трации аналита при окислении КФ на  СУЭ 
линейна в интервале от 5  × 10–4 до 5  × 10–3 М, 
на электроде IrOx-СУЭ – в интервале от 5 × 10–8 
до  5  ×  10–3  М, а  на электроде ПФСП-IrOx-
СУЭ – в  интервале от  1  ×  10–8 до  5  ×  10–3  М. 

Рис. 2. (а) Зависимость величины тока окисления кофеина от концентрации ПФСП в капле водно-этанольного 
раствора, наносимого на поверхность электрода; (б) зависимость величины тока окисления кофеина от природы 
модификатора на различных электродах (n = 3, P = 0.95).
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Аналитические характеристики определения 
КФ представлены в табл. 1.

Предел обнаружения, рассчитанный 
по 3s-критерию, составляет 10 и 5 нМ для элек-
тродов IrOx-СУЭ и  ПФСП-IrOx-СУЭ соответ-
ственно. 

Таким образом, композитный электрод 
ПФСП-IrOх-СУЭ позволяет существенно 
увеличить ток окисления КФ и, соответственно, 
повысить чувствительность его определения. 
Его можно предложить в качестве химического 
сенсора для определения КФ в  различных 
объектах, например в  энергетических напит
ках. Поскольку в  безалкогольных энергети-
ческих напитках в  качестве вспомогательных 
компонентов присутствуют таурин, глюкоза, 
аскорбиновая кислота (витамин С), пиридок-
син (витамин В6), рассмотрели возможность 
избирательного определения КФ в  присут-
ствии этих соединений на  электроде ПФСП-
IrOх-СУЭ.

В рассматриваемых условиях глюкоза элек-
трохимически не  активна. При электроокис-
лении аскорбиновой кислоты, таурина или 
пиридоксина на  электроде ПФСП-IrOх-СУЭ 
наблюдаются максимумы тока при Eп 0.40, 1.10 
и  1.25 В  соответственно, высота которых за-
висит от их концентрации. В условиях цикли-
ческой вольтамперометрии удалось достичь 
селективного определения КФ только в  при-
сутствии аскорбиновой кислоты. Разность по-
тенциалов составляет 950 мВ. При совместном 
присутствии пиридоксина и КФ широкие пики 
окисления этих соединений перекрываются, 
что препятствует их определению в  условиях 
циклической вольтамперометрии. 

В условиях дифференциально-импульсно-
го режима удалось достичь четкого разделения 
сигналов окисления КФ в  присутствии аскор-
биновой кислоты, таурина и  пиридоксина. 
Таурин и пиридоксин окисляются в одной об-
ласти потенциалов и  не мешают определению 
КФ (рис. 3).

Таким образом, установлено, что при ис-
пользовании электрода ПФСП-IrOx-CУЭ со-
путствующие компоненты, такие как аскорби-

новая кислота, таурин и пиридоксин не мешают 
определению КФ.

Разработанный способ дифференциаль-
но-импульсного вольтамперометрического 
определения КФ на  электроде ПФСП-IrOx-
CУЭ использовали в  анализе безалкогольных 
энергетических напитков. Кофеин определяли 
методом добавок. Результаты определения КФ 
в энергетических напитках приведены в табл. 2. 

Полученные результаты дифференциаль-
но-импульсного вольтамперометрического 
определения КФ на  химически модифици-
рованном электроде в  напитках сопоставили 
с  результатами, полученными методом ВЭЖХ 
(табл. 2). Анализ результатов по  F- и  t-кри-
териям показывает, что методы равноточны 
(Fрасч < Fтабл), а  расхождение между средними 
результатами незначимо (tрасч < tтабл). Результаты 
определения КФ, полученные методом диффе-
ренциально-импульсной вольтамперометрии 
на  модифицированном электроде и  методом 
ВЭЖХ, указывают на удовлетворительную пра-
вильность разработанного способа. 

Таблица 1. Аналитические характеристики вольтамперометрического определения кофеина 
на немодифицированном и модифицированных электродах на фоне 0.1 М раствора H2SO4

Электрод Диапазон 
концентраций, М

Уравнение регрессии 
lgI (мкА) = a + blgс (M) R

a ± ∆а (b ± ∆b) × 10

СУЭ 5 × 10–4–5 × 10–3 3.84 ± 0.02 6.80 ± 0.03 0.9620

IrOx-СУЭ 5 × 10–8–5 × 10–3 1.53 ± 0.02 0.43 ± 0.03 0.9982

ПФСП-IrOx-СУЭ 1 × 10–8–5 × 10–3 3.12 ± 0.03 3.15 ± 0.05 0.9978

Рис. 3. Дифференциально-импульсные вольтампе-
рограммы, полученные на  электроде ПФСП-IrOx-
СУЭ в растворе, содержащем аскорбиновую кислоту 
(5 × 10–3 М), таурин (5 × 10–3 М), пиридоксин (1 × 
10–4 М) и кофеин (5 × 10–3 М) на фоне 0.1 М H2SO4.
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* * *

Использование каталитического отклика 
электрода ПФСП-IrOx-CУЭ для вольтамперо-
метрического определения КФ способствует 
повышению чувствительности, селективности 
и  воспроизводимости его определения. Разра-
ботанный способ может быть использован для 
определения КФ в энергетических и других ко-
феинсодержащих напитках для оценки качества 
выпускаемой продукции.
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Таблица 2. Результаты определения кофеина в энергетических напитках методом дифференциально-
импульсной вольтамперометрии на электроде ПФСП-IrOx-СУЭ (метод I) и методом ВЭЖХ (метод II) (n = 6, 
P = 0.95, Fтабл = 5.05, tтабл = 2.57)

Напиток Содержание 
в напитке, мг/л

Найдено, мг/л
Fрасч tрасч

метод I метод II

Coca-cola <150 	 127±5	 	 123 ± 8	 1.10 1.03

Tornado <300 	 264±13	 	 281 ± 14	 1.95 1.32

Burn <300 	 283 ± 9	 	 271 ± 8	 1.27 1.27

Red Bull <320 	 298 ± 9	 	 300 ± 9	 1.33 1.32
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WOLTAMPEROMETRIC DETERMINATION OF COPHEINE ON ELECTRODE 
MODIFIED BY NAFION FILM AND MIXED VALENT IRIDIUM OXIDES  

IN ENERGY BEVERAGES
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Abstract. It was found that mixed valent iridium oxides electrodeposited on the surface of a glass-carbon 
electrode exhibit catalytic activity in the oxidation of caffeine. A more pronounced catalytic effect was 
obtained on the electrode modified with a composite based on a film of perfluorinated sulfonated polymer 
(Nafion) and mixed valent iridium oxides. A selective voltammetric method for the determination of caf-
feine was developed. A linear logarithmic dependence of current on caffeine concentration was observed 
in the range from 1×10–8 to 5×10–3 M. The developed method was used in the determination of caffeine in 
energy drinks. 

Keywords: voltammetry, chemically modified electrodes, iridium oxides, perfluorinated sulfopolymer 
(Nafion), caffeine determination, energy drinks.
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Разработан способ определения амитриптилина как представителя трициклических антидепрес-
сантов иммуносенсорами с использованием супрамолекулярных систем на основе гексамолиб-
деновых кластерных комплексов в моче человека. Данные комплексы обладают электрохимиче-
ской активностью и дают стабильный аналитический сигнал, что использовано при разработке 
амперометрических иммуносенсоров. Для доказательства образования супрамолекулярной си-
стемы самоорганизованных гексамолибденовых наночастиц и  молекул хитозана применили 
методы люминесценции и  динамического рассеяния света. Разработан композитный материал 
на основе гексамолибденовых кластерных комплексов в сочетании с восстановленным оксидом 
графена. Рабочий диапазон концентраций амитриптилина при определении амперометрическим 
иммуносенсором составил 1 × 10–9–1 × 10–4 М, нижняя граница определяемых содержаний лежит 
на уровне 5 × 10–10 М, содержание амитриптилина в образцах мочи – на уровне (n – 7) × 10–8 М. 
Сопоставление результатов анализа амперометрическим иммуносенсором и  поляризационным 
флуоресцентным иммуноанализом показало отсутствие значимых систематических погрешно-
стей. Возможность определения амитриптилина в биологических жидкостях позволяет подобрать 
оптимальную терапевтическую дозу лекарственного препарата, т.е. разработать подходы к созда-
нию персонифицированной медицины.

Ключевые слова: кластерные комплексы молибдена, иммуносенсор, антитела, трициклические 
антидепрессанты.
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Для определения лекарственных веществ 
чаще всего применяют хроматографические 
методы анализа, в  частности газовую или вы-
сокоэффективную жидкостную хроматогра-
фию, капиллярный электрофорез, тандемную 
масс-спектрометрию в  сочетании с  хроматогра-
фией [1–10]. Данные варианты требуют прове-
дения определенной пробоподготовки, что уве-
личивает продолжительность анализа, поэтому, 
на наш взгляд, более предпочтительно использо-
вать иммунохимические методы анализа [11, 12].

В связи с  большим количеством стрессовых 
ситуаций, ухудшением экологической обстанов-
ки и высокими темпами урбанизации каждый год 
растет число депрессивных расстройств у челове-
ка. Лечение таких заболеваний необходимо про-
водить в условиях строгого контроля содержания 
лекарственных веществ в  биологических жид-
костях. Для этих целей требуется разработка вы-
сокочувствительных, селективных, экспрессных 
иммунохимических методов анализа, которые 
в отдельных случаях позволяют проводить мони-
торинг лекарственных веществ, в частности три-
циклических антидепрессантов, in situ.

Восстановленный оксид графена  – один 
из перспективных углеродных материалов для соз-
дания сенсоров [13–17]. За счет его применения 
достигнуто улучшение электрохимических харак-
теристик разрабатываемых устройств, в  частно-
сти электропроводности подложки, и увеличение 
удельной площади поверхности используемых 
трансдьюсеров [18–20]. 

Особое внимание исследователей в настоящее 
время привлекают супрамолекулярные системы 
на  основе кластерных комплексов переходных 
металлов. Необходимо отметить, что области 
применения кластерных комплексов переходных 
металлов довольно разнообразны: их применяют 
в  качестве люминесцентных и  теплоизоляцион-
ных материалов, при создании датчиков кисло-
рода, электрооптических устройств, используют 
для биовизуализации тканей, фотокатализа, в ка-
честве антибактериальных и  противоопухолевых 
фотодинамических агентов [21]. Публикации 
об  использовании кластерных комплексов пере-
ходных металлов, в  частности гексамолибдено-
вых кластерных комплексов, а также их сочетаний 
с  восстановленным оксидом графена в  составе 
биосенсоров отсутствуют. 

Следует отметить, что проведение анализа 
мочи на присутствие в ней лекарственных веществ 
требует от исследователей определенных навыков 
работы со сложными системами, в которых могут 
присутствовать вещества, обладающие электро-
химической активностью в  области рабочих по-
тенциалов при амперометрических измерениях.

Цель настоящего исследования заключалась 
в  разработке амперометрических иммуносен-
соров на  основе планарных графитовых элек-

тродов, модифицированных супрамолекуляр-
ной системой на  основе гексамолибденовых 
кластерных комплексов в  сочетании с  восста-
новленным оксидом графена в  хитозане, для 
определения трициклических антидепрессантов 
в моче человека на примере амитриптилина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В качестве первичного преобразователя сиг-
нала использовали графитовые печатные (пла-
нарные) электроды конструкции три в  одном. 
Более подробно их устройство описано в  работе 
[22]. Электрохимическую стабилизацию и очист-
ку поверхности планарных электродов проводили 
согласно методике [23].

Для проведения вольтамперометрических из-
мерений использовали потенциостат/гальвано-
стат 204 (Autolab, Нидерланды).

Правильность полученных результатов про-
веряли на  многофункциональном планшетном 
анализаторе PolarStarOmega (BMGLabtech, Гер-
мания) в  режиме поляризационного флуорес-
центного иммуноанализа. Более подробное опи-
сание прибора и метода приведены в работе [24].

Обработку вольтамперных кривых проводи-
ли с  помощью программного обеспечения для 
потенциостата/гальваностата Nova 2013 версии 
1.10.19, построение градуировочных графиков  – 
в  наборе пакетных программ Origin 2018 версии 
9.50.00, cхему функционирования иммуносенсо-
ра строили в наборе пакетных программ ChemOf-
fice 2018 версии 18.0.

Измеряли динамическое рассеяние света 
(DLS) и  определяли электрокинетический по-
тенциал (ζ-потенциал) с  помощью анализатора 
размера наночастиц Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments, Великобритания) при 25°С. Значения 
электрокинетических потенциалов рассчитывали 
по уравнению Гельмгольца–Смолуховского. Раз-
мер частиц определяли трижды для каждого об-
разца.

Спектры люминесценции получали на  спек-
трофлуориметре Hitachi F-7100 с использованием 
кварцевых кювет толщиной 10 мм. Длина волны 
возбуждения составляла 380 нм, величину люми-
несценции регистрировали в  диапазоне 400–750 
нм при напряжении 500 В, размеры щели состав-
ляли 10 нм.

Поверхность планарных электродов модифи-
цировали, используя дисперсии восстановленно-
го оксида графена (Sigma Aldrich, США) и гекса-
молибденовых кластерных комплексов в хитозане 
марки х. ч. (раствор хитозана готовили в 2%-ной 
уксусной кислоте марки х. ч.).

Октаэдрический кластерный комплекс мо-
либдена с  апикальным лигандом трифтораце-
татом (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6] был син-
тезирован в  Институте неорганической химии 
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им.  А.В.  Николаева Сибирского отделения РАН 
по методике [25].

Методика получения наночастиц (n-Bu4N)2[ 
{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан. Навеску класте-
ра растворяли в 0.2 мл ацетонитрила и доводили 
водой до 5 мл (с0 = 2 × 10–4 М). (n-Bu4N)2[{Mo6I8}
(CF3COO)6] (с1 = 3.5 × 10–5 М) смешивали с 1 мл 
хитозана (с = 0.05 М) и подвергали УЗ-дисперги-
рованию в течение 10 мин при температуре воды 
25 ± 2°С. После этого отделяли полученные на-
ночастицы путем центрифугирования (15 000 об/
мин при 4°С в течение 15 мин). Супернатант ана-
лизировали на спектрофлуориметре.

Концентрация дисперсии комплекса 
(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан составля-
ла 3.5 × 10–6 М, а восстановленного оксида графе-
на – 2 мг/мл.

В ходе приготовления рабочего раствора ле-
карственного вещества амитриптилин применя-
ли центрифугу MiniSpin (Eppendorf, Германия).

Ацетатные буферные растворы с рН 4.5–5.5, 
фосфатные буферные растворы с  рН 6.0–7.5 
и боратные буферные растворы с рН 8.0–11.0 го-
товили из препаратов х. ч. и ч. д. а (ЗАО “Лавер-
на”, Россия).

В качестве биочувствительного компонента 
применяли поликлональные антитела (Ат) про-
тив трициклических антидепрессантов фирмы 
MicroPharm Ltd (Великобритания). Приготовле-
ние и последующее нанесение смеси для имммо-
билизации Ат на поверхность электрода осущест-
вляли по методике, описанной в работе [26].

Образцы мочи человека, включающей ами-
триптилин, были предоставлены МСЧ КФУ (Ка-
зань, Россия).

Объект анализа: лекарственное вещество 
амитриптилин (Sigma-Aldrich, США) и  содер-
жащий его фармацевтический препарат “Ами-
триптилин” (ЗиО-Здоровье, Подольск, Россия). 
Серию стандартных растворов лекарственного 
вещества в рабочем диапазоне концентраций го-
товили по точной навеске.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В качестве композитного модификатора ис-
пользовали (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хи-
тозан и  (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан 
в  сочетании с  восстановленным оксидом гра-
фена (ВГО) в хитозане для создания высокочув-
ствительных и селективных иммуносенсоров.

Известно, что октаэдрические кластеры мо-
либдена обладают высокой фотостабильностью, 
низкой токсичностью, хорошо выраженной лю-
минесценцией в диапазоне 650–750 нм, их элек-
трохимическая активность дает возможность 
применения в  электрохимическом анализе [27]. 
Кроме того, вариация структуры апикальных 
лигандов позволяет проводить тонкую настрой-
ку люминесцентных и  электрохимических ха-
рактеристик кластеров [27]. Однако введение 
в структуру кластеров апикальных лигандов с ги-
дрофобными заместителями приводит к плохой 
растворимости в воде, поэтому для перевода не-
растворимых в воде кластерных солей в диспер-
гируемые в воде формы наночастиц использовали 
метод наноосаждения [19], который представляет 
собой одностадийный процесс, известный также 
как метод замещения растворителя. На первом 
этапе кластеры растворяли в органическом рас-
творителе, затем органический раствор кластера 
медленно добавляли в водную фазу. В результате 
получили коллоидно-устойчивые Mo6-наноча-
стицы размером 234 нм, обладающие отрица-
тельным дзета-потенциалом (ζ-потенциал = -35 
мВ), которые модифицировали хитозаном. Мо-
дификация хитозаном приводит к  перезарядке 
поверхности Mo6-наночастиц и увеличению раз-
мера полученных наночастиц (n-Bu4N)2 [{Mo6I8}
(CF3COO)6]@хитозан (табл. 1).

Таким образом, методы люминесценции 
и динамического рассеяния света позволили вы-
явить образование супрамолекулярной системы 
на основе самоорганизованных Mo6-наночастиц 
и молекул хитозана.

Степень перехода кластерных блоков в нано-
частицы (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан 
составляет 81%; такую оценку получили люми-
несцентным анализом супернатантов после фа-
зового отделения наночастиц. Спектры люми-
несценции на рис. 1 иллюстрируют уменьшение 
интенсивности люминесценции наночастиц 
(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6] вследствие их пе-
рехода в (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6] @хитозан. 
Предположительно, взаимодействие наноча-
стиц (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6] с  хитозаном 
осуществляется за счет электростатических сил, 
создаваемых отрицательным поверхностным 
зарядом (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6] наноча-
стиц (ζ-потенциал = -35 мВ) и положительным 
зарядом протонированных аминогрупп хито-
зана, что приводит к  перезарядке поверхности 

Таблица 1. Характеристика супрамолекулярных систем 

Соединение d, нм PDI (индекс полидисперсности) ζ-потенциал, мВ

Наночастицы Mo6 234 0.341 -35

(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан 658 0.431 +67
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(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]. По данным дина-
мического рассеяния света, ζ-потенциал приоб-
ретает значение +67 мВ.

При нанесении наночастиц (n-Bu4N)2[{Mo6I8}
(CF3COO)6]@хитозан на поверхность электрода 
на  дифференциальной импульсной вольтампе-
рограмме на  фоне фосфатного буферного рас-
твора с рН 7.5 наблюдается пик окисления при 
потенциале E = 127 ± 8 мВ, связанный с окис-
лением кластерного ядра {Mo6I8}4+/{Mo6I8}5+ [28].

Изменение поверхности электрода за  счет 
нанесения композитного модификатора (ВГО 
в  сочетании (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@
хитозан) приводит к  смещению потенциала 
на  46 мВ в  сторону менее положительных по-
тенциалов и  увеличению тока окисления более 
чем в 40 раз (рис. 2). Увеличение тока, возможно, 
связано с присутствием в составе модификатора 
хитозана, который является полиэлектролитом, 
и  восстановленного оксида графена, хорошо 
проводящего электрический ток [29, 30].

Установили, что модификаторы на  основе 
(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозана дают 
стабильный и  воспроизводимый сигнал 

на  вольтамперной кривой, поэтому в  качестве 
аналитического сигнала амперометрического 
иммуносенсора выбрали ток окисления 
(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозана. Это 
позволило разработать два иммуносенсора для 
определения амитриптилина (табл. 2). Первый 
иммуносенсор получили нанесением только на-
ночастиц (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хито-
зан, второй – композита (n-Bu4N)2[{Mo6I8}
(CF3COO)6]@хитозана с оксидом графена.

При разработке иммуносенсора установили, 
что оптимальным разбавлением Ат, которое обе-
спечивает получение максимального аналитиче-
ского сигнала иммуносенсора, является 1 : 50.

Принцип работы иммуносенсора можно 
представить следующим образом (рис. 3): на по-
верхность чистого планарного электрода наносят 
капельным методом ВГО в  хитозане. После вы-
сыхания наносят (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@
хитозан. Затем на полученную модифицирован-
ную поверхность наносят иммобилизованную 
смесь, содержащую Ат против трициклических 
антидепрессантов, хитозан, глутаровый альдегид 
и фосфатный буферный раствор с pH 7.5. После 
высыхания в течение одного дня при комнатной 
температуре полученный иммуносенсор хранят 
в холодильнике при 4°С. Для определения анти-
гена (Аг) (амитриптилина) иммуносенсор поме-
щают в  электрохимическую ячейку с  раствором 
аналита. 

Образование иммунного комплекса Аг–Ат 
на  поверхности планарного модифицирован-
ного электрода приводит к изменению (умень-
шению) величины аналитического сигнала 
(рис. 4), что может быть связано со стерически-
ми эффектами на поверхности электрода.

Оценили аналитические характеристи-
ки разработанных иммуносенсоров при опре-
делении амитриптилина. Для иммуносенсо-
ра 1  диапазон рабочих концентраций составляет 
1 × 10–9–1 × 10–5 М, нижняя граница определяе-
мых содержаний – на уровне 8 × 10–10 М. Лучшие 
аналитические характеристики при определении 
амитриптилина достигнуты для иммуносенсора 2: 
более широкий диапазон рабочих концентраций 

Рис. 1. Спектры люминесценции (n-Bu4N)2[{Mo6I8}
(CF3COO)6] (1) и супернатанта после отделения на-
ночастиц (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан 
(2). lex = 380 нм.
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Рис. 2. Дифференциальные импульсные вольтамперограммы планарных электродов, модифицированных супра-
молекулярными системами на фоне фосфатного буферного раствора с рН 7.5: (а) (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@
хитозан; (б) ВГО–хитозан / (n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан.
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1 × 10–9–1×10–4 М и более низкая нижняя граница 
определяемых содержаний на уровне 5 × 10–10 М, 
более высокий коэффициент чувствительности, 
чем для иммуносенсора 1 (табл. 2). 

Методика определения амитриптилина в моче 
человека. Образцы мочи разбавляли в  10 раз 
фосфатным буферным раствором с pH 7.5 (объ-
ем пробы от 5 до 50 мл), добавляли тот же буфер-
ный раствор до объема 2 мл (электрохимическая 
ячейка объемом 2 мл), опускали иммуносенсор 
в  ячейку, содержащую раствор аналита (время 
инкубации 5 мин). Затем регистрировали им-
муносенсором токи окисления при потенциале 
E = 130 ± 8 мВ. В растворах образца мочи чело-
века, принимавшего амитриптилин, происхо-
дит уменьшение тока окисления модификатора 
ВГО–хитозан/(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@
хитозан, что указывает на  присутствие Аг. По 
градуировочному графику рассчитывали кон-
центрацию амитриптилина в  моче (табл. 1). 
В  образцах мочи человека, не  использующего 
амитриптилин в терапевтических целях, подоб-
ного изменения аналитического сигнала не на-
блюдали. 

Ранее нами доказано [23], что ни лекарствен-
ные соединения других классов, ни  компоненты 
искусственной и  натуральной мочи не  влияют 
на  эффективность взаимодействия антитело–
амитриптилин. 

Сопоставление результатов, полученных 
с  помощью амперометрического иммуносен-
сора 2 и  поляризационного флуоресцентного 
иммуноанализа, по  t- и  F-критериям показало, 
что они равноточны и  вклад систематической 
погрешности незначим. Погрешность опреде-
ления не превышает 0.068 (табл. 3). Подробное 

Рис. 3. Схема функционирования иммуносенсора.

- хитозан

- кластер Мо

- Ат
- ВГО
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- Ат-Аг

Рис. 4. Дифференциальные импульсные вольтам-
перограммы планарных электродов, модифици-
рованных супрамолекулярными системами ВГО–
хитозан / (n Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан 
на фоне фосфатного буферного раствора с рН 7.5 
в  присутствии Ат (1), 1 × 10–7 М амитриптилина 
(2), 1 × 10–5 М амитриптилина (3).
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Таблица 2. Аналитические характеристики амперометрических иммуносенсоров при определении 
амитриптилина (разведение антител 1 : 50, n = 5, Р = 0.95)

Область рабочих  
концентраций, М

Уравнение градуировочной зависимости 
I* = (A ± δ) + (B ± δ) × (-lgc) сн, М

A ± δ B ± δ r

Иммуносенсор 1 ((n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан)

1 × 10–9–1 × 10-5 130 ± 10 –(5.3 ± 0.5) 0.9915 8 × 10–10

Иммуносенсор 2 (ВГО-хитозан/(n-Bu4N)2[{Mo6I8}(CF3COO)6]@хитозан)

1 × 10–9–1 × 10–4 245 ± 12 –(16.5 ± 0.8) 0.9957 5 × 10–10

*I = ((IАт – IК)/IАт) × 00%, где IАт – величина аналитического сигнала (ток) в присутствии Ат, IК – величина аналитического 
сигнала (ток) при образовании иммунного комплекса Ат–Аг.

Таблица 3. Результаты определения амитриптилина в моче (tтабл = 2.78, Fтабл = 6.39, n = 5, Р = 0.95)
Метод Найдено, М sr tрасч Fрасч

Амперометрический иммуносенсор 2 (7.15 ± 0.45) × 10–8 0.065
1.32 2.17

Поляризационный флуоресцентный иммуноанализ (7.25 ± 0.48) × 10–8 0.068
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описание получения трейсера для поляризаци-
онного флуоресцентного иммуноанализа приве-
дено в работе [24].

* * *

Таким образом, установлено, что гексамо-
либденовые кластерные комплексы, нанесенные 
на  поверхность графитовых печатных электро-
дов, обладают электрохимической активностью 
и  дают стабильный сигнал в  виде пика на  воль-
тамперограммах на фоне фосфатного буферного 
раствора с pH 7.5. Совместное нанесение восста-
новленного оксида графена и  гексамолибдено-
вых кластерных комплексов приводит к  значи-
тельному увеличению тока пика и  смещению 
потенциала на вольтамперограмме в менее поло-
жительную область. Данные модификаторы ис-
пользовали при разработке амперометрических 
иммуносенсоров при определении трицикли-
ческого антидепрессанта амитриптилина, в  том 
числе следовых количествах. Применение ком-
позитных материалов в  составе иммуносенсоров 
позволило расширить диапазон определяемых 
концентраций, снизить нижнюю границу опре-
деляемых содержаний и  улучшить коэффициент 
чувствительности (табл. 2). Разработанный им-
муносенсор апробировали при определении ами-
триптилина в образцах мочи человека. Результаты 
определения амитриптилина амперометрическим 
иммуносенсором и  поляризационным флуорес-
центным иммуноанализом равноточны и  вклад 
систематической погрешности незначим, что ука-
зывает на  правильность разработанного способа 
определения трициклических антидепрессантов 
в образцах мочи человека. 
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Abstract. A method for the determination of amitriptyline as a representative of tricyclic antidepressants 
by immunosensors using supramolecular systems based on hexamolybdenum cluster complexes in human 
urine was developed. These complexes are electrochemically active and give a stable analytical signal, 
which was utilized in the development of amperometric immunosensors. Luminescence and dynamic light 
scattering methods were applied to prove the formation of a supramolecular system of self-organized hex-
amolybdenum nanoparticles and chitosan molecules. A composite material based on hexamolybdenum 
cluster complexes combined with reduced graphene oxide was developed. The working range of amitripty-
line concentrations when determined by amperometric immunosensor was 1 × 10-9 -1 × 10-4 M, the lower 
limit of detectable contents lies at the level of 5 × 10-10 M, the content of amitriptyline in urine samples – at 
the level of (n – 7) × 10-8 M. Comparison of the results of the analysis by amperometric immunosensor and 
polarization fluorescence immunoassay showed the absence of significant systematic errors. The ability to 
determine amitriptyline in biological fluids makes it possible to select the optimal therapeutic dose of the 
drug, i.e., to develop approaches to the creation of personalized medicine.

Keywords: molybdenum cluster complexes, immunosensor, antibodies, tricyclic antidepressants.
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Натриевая соль 3-нитро-4-гидрокси-7-метилтио-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид 
моногидрата (соединение (1))  – одно из  перспективных соединений, показавших потенциаль-
ную противовирусную активность по отношению к вирусу Коксаки В3. Методом циклической 
вольтамперометрии установлено, что электрохимическая активность соединения 1 на  стеклоу-
глеродном электроде в  буферном растворе Бриттона–Роббинсона (ББР) обусловлена электро-
восстановлением нитрогруппы. Разработан способ определения соединения 1 методом прямой 
катодной квадратно-волновой вольтамперометрии. Область линейности градуировочного графи-
ка с использованием разработанного метода в растворе ББР (рН 2.0 ± 0.1) составляет 10–300 мг/л 
(R2 = 0.999) с пределами обнаружения и определения 1.27 и 4.11 мг/л соответственно.

Ключевые слова: количественный анализ вещества, квадратно-волновая вольтамперометрия, азо-
лоазины, нитрогруппа, стеклоуглеродный электрод, противовирусное средство, Коксаки В3.

DOI: 10.31857/S0044450224060103�,  EDN: ttpjjh

Распространение вирусных заболеваний 
человека наносит существенный социальный 
и  экономический урон обществу. Несмотря 
на  растущее многообразие противовирусных 
препаратов, на  сегодняшний день остают-
ся штаммы вирусов, на  которые не  одобрено 
ни одной эффективной терапии. Одним из та-
ких возбудителей является вирус Коксаки B3, 
главным осложнением после которого являет-
ся острая сердечная недостаточность [1], поэ-
тому поиск и  создание нового, оригинального 
лекарственного средства, эффективного в  от-
ношении данного вируса являются актуальной 
задачей.

Среди структур, обладающих широким спек-
тром биологической активности, перспектив-

ными являются нитросодержащие азолоазиние-
вые соединения, разработанные в УрФУ и ИОС 
УрО РАН [2–4]. Первый зарегистрированный 
на  территории РФ противовирусный препарат, 
созданный на  базе этого класса соединений,  – 
Триазавирин® (натриевая соль 3-нитро-4-ок-
со-7-метилтио-1,2,4-триазоло[5,1-c][1,2,4]триа
зин дигидрата). В  ряду структурных аналогов 
Триазавирина® представляет интерес соеди-
нение 1 (натриевая соль 3-нитро-4-гидрок-
си-7-метилтио-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]
триазинид моногидрата). Методом молекуляр-
ного моделирования in silico продемонстрирова-
но высокое сродство данного соединения к  его 
потенциальной вирусной биологической ми-
шени  – белкам, регулирующим ключевые про-
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цессы в  жизненном цикле энтеровирусов [5]. 
Соединение 1 имеет огромный потенциал для 
выхода на фармацевтический рынок в качестве 
эффективного лекарственного средства в отно-
шении вируса Коксаки В3.

Одним из ключевых этапов коммерциализа-
ции препарата является создание методики его 
определения для контроля качества продукции 
на  производстве. Более того, наличие готовой 
методики определения позволяет ускорить про-
цесс создания нового, оригинального лекар-
ственного средства и его появление в аптечной 
сети.

К инструментальным методам количествен-
ного анализа, которые обычно используются 
в  лабораториях фармацевтического контро-
ля, относятся титриметрия, хроматография, 
спектрофотометрия и  электрохимические ме-
тоды. Титриметрические методы являются ве-
дущими для оценки содержания действующего 
вещества, но  они недостаточно селективны, 
что постепенно снижает их востребованность 
в  рутинном фарманализе. Широко использу-
емый метод ВЭЖХ характеризуется высокой 
стоимостью оборудования и технического сер-
виса, необходимостью привлечения высоко-
квалифицированного персонала, а  также ис-
пользованием большого количества токсичных 
растворителей, требующих грамотной утилиза-
ции. Современные электрохимические методы 
анализа набирают популярность в области ко-
личественного анализа лекарственных средств 
на  содержание основного вещества и  могут 
стать альтернативой методам титриметрии, 
спектрофотометрии и ВЭЖХ, поскольку явля-
ются простыми, недорогими и  лишены недо-
статков, присущих ВЭЖХ. В некоторых случа-
ях электрохимические методы являются более 
чувствительными и  характеризуются весьма 
низкими пределами обнаружения и  широким 
диапазоном определяемых концентраций (от 
10–12 до  0.1 M). Наиболее широкое примене-
ние в фарманализе нашла вольтамперометрия, 
которая прекрасно показала себя при опреде-
лении лекарственных веществ как в  фарма-
цевтических препаратах, так и  в различных 
биологических матрицах [6–9]. Применение 
вольтамперометрии в  анализе лекарственных 
средств продемонстрировано в  работах [10–
13]. Способы определения соединения 1 ранее 
не описаны. Наличие электроактивной нитро-
группы в соединении 1 позволяет использовать 
электрохимические методы анализа для созда-
ния методик его определения. 

Цель данной работы  – разработка мето-
дики вольтамперометрического определения 
натриевой соли 3-нитро-4-гидрокси-7-метил-
тио-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид 
моногидрата (соединения 1).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и  образцы. Натриевая соль 3-ни-
тро-4-гидрокси-7-метилтио-4H-1,2,4-триазо-
ло[5,1-c][1,2,4]триазинида моногидрата (1); 3-ни-
тро-4-гидрокси-1,4-дигидро-7-этилтио-[1,2,4]
триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид (2); 3-ни-
тро-4-гидрокси-1,4-дигидро-7-пропрагил-
тио-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид (3); 
3-бромо-4-оксо-1,2,4-триазоло[1,2,4]триа-
зин  (4); 3-этоксикарбонил-4-гидрокси-1,4-ди-
гидро-1,2,4-триазоло[5,1-c][1,2,4]триазин (5) 
синтезированы на кафедре органической и био-
молекулярной химии Уральского федерального 
университета (схема 1) [3], [14].

Для исследования процессов электро-
превращения веществ использовали водные 
буферные растворы Бриттона–Роббинсона 
(ББР), которые готовили согласно рекоменда-
циям [15]. Использовали кислоты и соли марки 
х. ч. (Химреактивснаб, Россия) без дополни-
тельной очистки. Для приготовления раство-
ров использовали деионизованную воду, по-
лученную на  установке ДВС-М/1НА(18)-N 
(Медиана фильтр, Россия). Рабочий раствор 
соединения 1 (чистота 99.8%) с  концентраци-
ей 5 г/л готовили растворением навески 0.005 г 
в 1 мл ББР (рН 2.0 ± 0.1) в пробирке Эппендор-
фа и хранили в темноте при комнатной темпе-
ратуре.

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Схема 1. Структурные формулы соединений 1–5.
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Получение 3-нитро-4-гидрокси-7-метилтио- 
-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазинид на-
трия моногидрата. 

2.3 г 3-нитро-4-гидрокси-7-метилтио- 
-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c][1,2,4]триазина, полу-
ченного в  соответствии с  методикой [14], рас-
творяли в 10%-ном растворе гидроксида натрия 
(схема 2). Получившийся раствор упаривали 
на ротационном испарителе, осадок фильтрова-
ли и далее очищали путем перекристаллизации 
из  80%-ного этанола. Получили осадок чисто-
той 99.8% ярко-оранжевого цвета, выход 2.25 г 
(81.5%), который затем сушили на воздухе. Т пл. 
полученного кристаллогидрата 223–225°С c раз-
ложением. Вычислено, %: C  – 22.23, H  – 2.61, 
N  – 31.10; C5H7N6NaO4S (270.20). Найдено, %: 
С  – 21.94, H  – 2.34,; N  – 31.29. В  ИК-спектре 
имеются следующие полосы поглощения, ν/см–

1: 750 (C–S), 1290 (NO2), 1451 (NO2), 3329 (H2O). 
1H ЯМР (400 МГц, D2O), δ (м.д): 6.96 (c, 1Н), 2.5 
(c., CН3). Спектр 13C ЯМР (101 МГц, ДМСО) δ, 
м.д.: 159.89, 155.45, 140.99, 71.80, 13.47.

Электрохимические приборы. Для регистра-
ции циклических вольтамперограмм (ЦВА) 
и  вольтамперограмм (ВА) использовали по-
тенциостат / гальваностат μAutolab Type III 
(Metrohm, Швейцария). Рабочим электро-
дом служил стеклоуглеродный диск (Metrohm, 
Швейцария), S = 0.07 см2. Для полировки по-
верхности стеклоуглеродного электрода (СУЭ) 
применяли набор kit 6.2802.010 (Metrohm, 
Швейцария), включающий оксид алюминия 
с  дисперсностью частиц 0.3 мкм и  тканевую 
подложку. В  качестве вспомогательного элек-
трода использовали стержень из  стеклоуглеро-
да (Metrohm, Швейцария). Хлоридсеребряный 
электрод Ag/AgCl/KClнас (Metrohm, Швейцария) 
служил электродом сравнения.

Методика эксперимента. Перед анализом 
поверхность индикаторного СУЭ полировали 
с  помощью суспензии оксида алюминия. Для 
удаления следов абразива поверхность СУЭ про-
мывали 0.1 М азотной кислотой и ополаскивали 
деионизованной водой.

Для удаления растворенного кислорода, вол-
на восстановления которого на  СУЭ регистри-

руется в  области катодного тока соединения 1, 
раствор активно (5–6 пузырьков в секунду) про-
дували в течение 10 мин аргоном. Затем умень-
шали скорость продувки газом до  1 пузырька 
в секунду, опускали электроды в раствор, сопло 
направляли таким образом, чтобы выходящие 
пузырьки газа не  попадали на  электроды, вы-
ключали мешалку, выжидали 5 с для успокоения 
раствора и  регистрировали вольтамперограм-
му. После регистрации каждой вольтамперо-
граммы СУЭ выдерживали в течение 3 мин при 
потенциале 0.0 В.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Электрохимическое поведение соединений 1–5 
в  водных растворах. Для установления приро-
ды электрохимического отклика регистрирова-
ли ЦВА соединений 1–5 (рис. 1), содержащих 
и  не содержащих нитрогруппу, в  растворе ББР 
при рН  2. Соединения 1–3, содержащие в  сво-
ей структуре нитрогруппу, восстанавливаются 
необратимо в  одну ступень в  диапазоне потен-
циалов от  –0.27 до  –0.31 В, что сопоставимо 
с потенциалами восстановления содержащих ни-

Схема 2. Получение 3-нитро-4-гидрокси-7-метилтио-4H-[1,2,4]триазоло[5,1-c] [1,2,4]триазинид натрия моногидрата.

Рис. 1. Циклические вольтамперограммы, зарегис
трированные на  стеклоуглеродном электроде при 
скорости сканирования 0.1 В/с в буферном раство-
ре Бриттона–Робинсона с рН 2.0 после добавления 
5 мМ растворов соединений 1–5.
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трогруппу гетероциклических нитросоединений 
[16–21]. На анодных ветвях вольтамперограмм 
после изменения направления развертки потен-
циала регистрируются необратимые пики окис-
ления продуктов электровосстановления сое-
динений 1–3 в  диапазоне потенциалов от  +0.3 
до  +0.4 В. Близость значений потенциалов 
окисления указывает на  образование близких 
по структуре продуктов электровосстановления 
соединений 1–3 [16, 18]. Электропревращения 
нитросоединений 1–3 являются необратимыми, 
протекают в одну ступень, и это единственный 
процесс до потенциала разряда фона. Соедине-
ния 4 и 5, содержащие в своей структуре вместо 
нитрогруппы бром или этоксикарбонильный 
фрагмент, восстанавливаются необратимо, но, 
в отличие от нитросоединений, при более отри-
цательных потенциалах (–0.9 и –0.99 В соответ-
ственно). Таким образом, можно предположить, 
что редокс превращения исследуемого соедине-
ния 1 соответствуют элекровосстановлению ни-
трогруппы. 

Влияние кислотности раствора на электрохи-
мическое восстановление соединения 1. Влияние 
рН раствора на электрохимическое восстановле-
ние соединения 1 показано на рис. 2. Из рис. 2а 
следует, что увеличение pH раствора в  рассма-
триваемом диапазоне оказывает несуществен-
ное влияние на величину тока. При этом значе-
ния потенциалов сдвигаются в катодную область 
(рис. 2б). 

Можно предположить, что с увеличением рН 
раствора электровосстановление соединения  1 
затруднено из-за нехватки протонов. Посколь-
ку величина катодного тока не  зависит от  рН, 
а зависимость потенциала пика от рН линейна, 
вероятно, электровосстановление соединения 1 
в области рН 2–11 происходит по одному меха-
низму. Дальнейшие исследования проводили 
при рН 2.0, так как потенциал тока восстанов-
ления максимально сдвинут в  анодную область 
и  нет наложения линии разряда фона (рис.  2а, 
вставка).

Оптимизация параметров квадратно-волновой 
(КвВ) развертки потенциала. Величина анали-

тического сигнала (АС) в  режиме КвВ зависит 
от  инструментальных параметров: частоты ам-
плитуды, шага импульса и амплитуды импульса. 
Зависимость величины тока восстановления со-
единения 1 от частоты импульса (рис. 3а) при ам-
плитуде импульса 0.05 В и шаге импульса 0.01 В 
линейна в области от 10 до 50 Гц. После увеличе-
ния частоты до 20 Гц величина тока не возраста-
ет. При сравнении базовых линий остаточного 
тока при 20 и 50 Гц не наблюдается существен-
ного увеличения тока при 50 Гц. В связи с этим 
для аналитических целей выбрали частоту 20 Гц. 

Величина тока восстановления соединения 1 
при частоте импульса 20 Гц, шаге развертки 
0.01 В и скорости сканирования 0.10 В/c линей-
но растет при увеличении амплитуды импульса 
от 0.02 до 0.05 В (рис. 3б). Дальнейшее увеличе-
ние амплитуды импульса приводит к  уменьше-
нию АС соединения 1. 

Как видно из рис. 3в, величина тока восста-
новления соединения 1 возрастает в  интервале 
скоростей развертки от  0.01 до  0.15 В/с, после 
чего рост замедляется. Для аналитических целей 
выбрали амплитуду импульса 0.05 В, скорость 
развертки 0.10 В/c, частоту импульса 20 Гц. При 
этом форма пиков остается симметричной при 
скорости сканирования 0.10 В/с.

Аналогичным образом подбирали рабо-
чие параметры регистрации вольтамперограмм 
для линейного (ЛР) и  дифференциально-им-
пульсного (ДИП) режимов. Так, при амплиту-
де модуляции 0.06 В  и скорости сканирования 
0.01 В/c величина тока соединения 1 в ДИП-ре-
жиме имеет максимальное значение. Поскольку 
изменяемым параметром в ЛР является скорость 
сканирования, то  при ее увеличении в  диапа-
зоне от  0.05 до  1 В/c ток возрастает линейно 
(R2 = 0.98). Однако форма пиков остается сим-
метричной в  более узком диапазоне (0.05–0.1 
В/с), поэтому для аналитических целей выбрали 
скорость сканирования 0.1 В/с.

На рис. 4 приведены ВА соединения 1, зарегис
трированные на СУЭ в ЛР-, ДИП- и КвВ-режи-
мах при выбранных рабочих условиях. Сравнение 
различных вольтамперометрических режимов 

Рис. 2. Зависимости (а) величины тока и (б) значений потенциала восстановления для 5 мМ раствора соединения 
1 от рН раствора.
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позволяет заключить, что КвВ-режим является 
предпочтительным для регистрации токов восста-
новления соединения 1 в ББР при pH 2.0. В случае 
КвВ-режима получили более симметричный пик 
по сравнению с ЛР, который может быть измерен 
с высокой точностью. Величина АС в КвВ-режи-
ме в 4.3 раза выше, чем в режиме ДИП и в 1.6 раза 
выше, чем в ЛР. Таким образом, дальнейшие ис-
следования проводили в режиме КвВ.

Характеристики градуировочного графика 
для определения соединения 1 на  стеклоуглерод-
ном электроде. При оптимальных условиях ре-
гистрации АС соединения 1 площадь пика его 
восстановления линейно увеличивается в  ин-
тервале концентраций 10–300 мг/л (рис.  5а), 
на  что указывает коэффициент детерминации 
(R2 = 0.999). Уравнение регрессии (n = 5, P = 0.95) 
S = (0.0213 ± 0.001)с (мг/л) + (0.0148 ± 0.013).

Рис. 4. Катодные вольтамперограммы, зарегистри-
рованные в  различных режимах на  стеклоуглерод-
ном электроде в  буферном растворе Бриттона–
Робинсона с  pH 2.0 с  добавлением соединения 1 
в концентрации 50 мг/л : ЛР: ν = 0.1 В/с; ДИП: ν = 
0.01 В/c, амплитуда 0.06 В; КвВ: ν = 0.1 В/с, ампли-
туда импульса 0.07 В, частота 20 Гц.
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Рис. 5. Квадратно-волновые вольтамперограммы 0, 
10, 20, 30, 50, 100, 200, 300 мг/л соединения 1 в бу-
ферном растворе Бриттона–Робинсона с  pH 2.0, 
зарегистрированные на стеклоуглеродном электро-
де при скорости развертки потенциала ν = 0.1 В/с, 
амплитуде импульса 50 мВ и частоте 20 Гц.
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Рис. 3. (а) Вольтамперограммы, зарегистриро-
ванные при разных частотах для соединения  1 
в  концентрации 50 мг/л; зависимости аналити-
ческого сигнала для для соединения 1 в  концен-
трацией 50 мг/л (б) от  амплитуды импульса, 
(в)  от  скорости сканирования потенциала, полу-
ченные в буферном растворе Бриттона–Робинсо-
на с рН 2.0 после физического удаления кислорода.  
Условия регистрации вольтамперограмм в  квад
ратно-волновом режиме: шаг развертки 0.005 В, 
амплитуда импульса 0.05 В, скорость сканирова-
ния 0.10 В/c .
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Оценка правильности разработанной методи-
ки определения соединения 1 в стандартном об-
разце. Показатель правильности рассчитывали 
для уровней концентраций 50, 100, 200 мг/л 
по  методу введено–найдено. Каждое опреде-
ление повторяли три раза (табл. 1). Показатель 
правильности (R, %) для различных уровней 
концентраций близок к  100% со  средним зна-
чением 100.8 ± 2.9%. Доверительный интервал 
среднего для R включает значение 100 %. Зна-
чение стандартного отклонения составило 3.89, 
а  относительного стандартного отклонения  – 
3.8%. 

Пределы обнаружения и  определения рас-
считывали из  градуировочной зависимости 
в диапазонах концентрации соединения 1 от 10 
до  50 мг/л. Полученные данные представлены 
в табл. 2.

* * *

Разработан способ определения соединения 
из  ряда нитроазолоазинов, являющегося потен-
циальным противовирусным лекарственным 
средством в  отношении вируса Коксаки В3. Ре-
зультаты исследования электропревращений 
3-нитро-4-гидрокси-1,4-дигидро-7-X-1,2,4-триа
золо[5,1-c][1.2.4]триазинов показали, что соеди-
нения подвергаются на СУЭ в водных растворах 
необратимому одноволновому восстановлению 
в  диапазоне потенциалов от  –0.27 до  –0.31 В. 
Сравнение различных вариантов вольтампе-
рометрии (линейной, дифференциально-им-
пульсной и  квадратно-волновой) позволило 

выбрать оптимальный режим регистрации вольт
амперограмм  – квадратно-волновой со  следу-
ющими параметрами: частота импульса 20 Гц, 
скорость развертки 0.1 В/с, амплитуда импуль-
са 0.05 В, шаг импульса 0.004 В. Область линей-
ности градуировочного графика в  растворе ББР 
(рН 2.0 ± 0.1) с  использованием разработанно-
го метода составляет 10–300 мг/л соединения 1: 
S = (0.0213 ± 0.001)c (мг/л)  + + (0.0148 ± 0.013), 
коэффициент линейной регрессии 0.999. Пре-
дел обнаружения, рассчитанный по  градуиро-
вочной кривой в  диапазоне концентрации от  10 
до 50 мг/л, составляет 1.27 мг/л, а предел опреде-
ления – 4.11 мг/л. Разработанная методика, веро-
ятно, будет интегрирована в один из финальных 
этапов создания лекарственного средства против 
вируса Коксаки В3, что поможет сократить время 
выхода фармпродукции на рынок.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ
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Таблица 2. Характеристики градуировочного 
графика соединения 1

Характеристика Значение

Коэффициент корреляции 0.995

Коэффициент чувствительности, 
мкКл/мг/л 0.022

Стандартное отклонение 
аналитического сигнала 0.0003

Предел обнаружения, мг/л 1.27

Предел определения, мг/л 4.11

 Таблица 1. Результаты определения соединения 1 
методом введено–найдено.

Введено, 
мг/л S Найдено, 

мг/л R, %

50

1.13 52.4 104.7

1.04 48.1 96.3

1.01 46.3 92.5

100

2.21 103.1 103.1

2.18 101.7 101.7

2.17 101.2 101.2

200

4.43 207.3 103.6

4.39 205.4 102.7

4.35 203.5 101.8
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Abstract. The sodium salt of 3-nitro-4-hydroxy-7-methylthio-4H-[1,2,4]triazolo[5,1-c][1,2,4]triazinide 
monohydrate (compound (1)) is one of the promising compounds that showed potential antiviral activity 
against Coxsackie B3 virus. It was established by cyclic voltammetry that the electrochemical activity of 
compound 1 on a glass-carbon electrode in Britton-Robbinson buffer solution (BBR) is due to the elect-
roreduction of the nitro group. A method for the determination of compound 1 by direct cathodic square-
wave voltammetry was developed. The linearity area of the graduation plot using the developed method in 
BBR solution (pH 2.0 ± 0.1) is 10-300 mg/L (R2 = 0.999) with detection and determination limits of 1.27 
and 4.11 mg/L, respectively.

Keywords: quantitative substance analysis, square-wave voltammetry, azoloazines, nitro group, glass-
carbon electrode, antiviral agent, Coxsackie B3.
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Разработан вольтамперометрический ДНК-сенсор для определения доксорубицина, сигналом ко-
торого служит изменение тока редокс-медиатора Метиленового зеленого, регистрируемое с помо-
щью циклической вольтамперометрии на стеклоуглеродном электроде, модифицированном элек-
трохимически восстановленным оксидом графена, электрополимеризованным Азуром А и ДНК, 
насыщенной Метиленовым зеленым. Установлено влияние природы полимерного слоя и исполь-
зуемого редокс-медиатора на чувствительность определения доксорубицина. При оптимальном со-
ставе поверхностного слоя ДНК-сенсор позволяет определять до 0.01 пМ доксорубицина. Сенсор 
апробирован на ряде модельных (искусственная урина, раствор Рингера–Локка, раствор бычьего 
сывороточного альбумина) и биологических образцов (слюна, урина), содержащих доксорубицин.

Ключевые слова: ДНК-сенсор, биосенсор, электрохимически восстановленный оксид графена, 
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Одним из перспективных направлений разви-
тия современной аналитической химии является 
разработка электрохимических сенсоров и  био-
сенсоров для контроля лекарств, биомаркеров 
заболеваний и различных токсикантов [1–3]. Тра-
диционно для анализа антрациклиновых лекар-
ственных препаратов цитостатического действия 
используют высокоэффективную жидкостную 
хроматографию и  спектроскопические методы 
анализа [4]. Использование спектроскопии по-
зволяет определять антрациклины на  субмикро-
молярном уровне. Хроматографические методы 
более чувствительны и  селективны, но  требуют 
значительных экономических затрат, включая 
более дорогостоящее оборудование, необходи-
мость высокочистых растворителей, трудоемкой 
пробоподготовки и  высокой квалификации пер-
сонала. В связи с этим в последнее время большое 
внимание уделяется развитию методов электрохи-
мического анализа. Они характеризуются отно-
сительной простотой, обладают хорошо развитой 
теоретической базой, их результаты легко интер-

претировать. По точности и  чувствительности 
электрохимические сенсоры могут конкурировать 
с  хроматографическими методами, но  при этом 
требуют минимальной пробоподготовки и  легко 
адаптируются для использования вне лаборато-
рии, в том числе по месту требования – в кабине-
те врача или у постели больного [5]. 

Современные электрохимические сенсоры 
используют химическую модификацию поверх-
ности электрода  – преобразователя сигнала для 
повышения регистрируемого тока, снижения ра-
бочего потенциала и  улучшения селективности 
определения различных аналитов. Электрохими-
чески восстановленный оксид графена относится 
к числу перспективных модификаторов, в послед-
нее десятилетие нашедших широкое применение 
в составе разнообразных электрохимических сен-
соров и биосенсоров [6, 7]. Его получают путем ка-
тодной поляризации оксида графена, наносимого 
из суспензии на поверхность рабочего электрода. 
По сравнению с использованием сильных восста-
новителей такой подход экологически безопасен, 
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не приводит к образованию побочных продуктов, 
загрязняющих поверхностный слой электрода, 
характеризуется высокой эффективностью и  по-
зволяет получать модифицирующий материал 
с хорошо воспроизводимыми электрохимически-
ми характеристиками [8]. 

Электрополимеризованные материалы с про
водящими (полианилин, полипиррол) [9] и элек-
троактивными свойствами (полифеназиновые, 
политрифенилметановые красители) [10] также 
успешно используют в  составе электрохимиче-
ских биосенсоров в  качестве медиаторов элек-
тронного переноса, матрицы для иммобилизации 
биологических компонентов сенсоров и сигнало-
образующих компонентов. Их получение путем 
электролиза приводит к формированию устойчи-
вой катионной пленки, способной электростати-
чески удерживать противоположно заряженные 
компоненты слоя, формируя полиэлектролитные 
комплексы, обладающие собственной редокс-ак-
тивностью. К  числу компонентов таких поверх-
ностных слоев относятся углеродные наноматери-
алы, заряженные отрицательно за счет ионизации 
поверхностных карбоксильных групп, и  молеку-
лы ДНК. Азур  А относится к  классу фенотиази-
нов, используемых в  биохимии и  аналитической 
химии в  качестве индикаторов и  прокрашиваю-
щих реагентов. Он способен образовывать элек-
трополимеризованные покрытия на  различных 
подложках [11–13]. В то же время описано [14–16] 
лишь несколько примеров использования элек-
трополимеризованного Азура А  (ПАА) в  составе 
электрохимических сенсоров для определения 
глюкозы и НАДН, а также в составе ДНК-сенсо-
ров для определения соединений, повреждающих 
ДНК [13], и для определения интеркалятора ДНК 
доксорубицина [17].

Сигнал полимерных редокс-активных ме-
диаторов в  составе ДНК-сенсоров на  соедине-
ния, способные к  специфическому связыванию 
с ДНК, связан с влиянием подобных взаимодей-
ствий на  распределение заряда в  ДНК-содержа-
щем слое. Интеркалирование меняет форму и рас-
пределение заряда фосфатных групп остова ДНК, 
что приводит к  смещению равновесия окисле-
ния-восстановления полифенотиазинового кра-
сителя в  слое. Для увеличения чувствительности 
определения таких взаимодействий в состав слоя 
вводят также дополнительные диффузионно сво-
бодные медиаторы электронного переноса [17, 18]. 

В данной работе впервые описано использова-
ние сочетания углеродного наноматериала (элек-
трохимически восстановленного оксида графена, 
ЭХВОГ) с  электрополимеризованным Азуром 
А для формирования ДНК-сенсора и определения 
доксорубицина как модельного интеркалятора 
нативной ДНК. Изучены медиаторы электронно-
го переноса, усиливающие сигнал интеркалиро-
вания, и  установлено синергетическое действие 

компонентов слоя при регистрации взаимодей-
ствий ДНК–доксорубицин в присутствии Мети-
ленового зеленого (МЗ).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. Использовали Азура А  хлорид (со-
держание красителя ≈ 80 %), оксид графена (ОГ), 
ДНК из молок рыбы, Метиленовый синий (МС), 
Нейтральный красный (НК), гидрохинон (ГХ), 
Нильский синий (НС), Метиленовый зеленый, 
доксорубицина гидрохлорид, бычий сывороточ-
ный альбумин (Sigma-Aldrich, Германия), ДНК 
из эритроцитов цыпленка (Реанал, Венгрия). Все 
реагенты были категории ч. д. а. и analytical grade. 
Рабочие растворы реагентов и растворы для про-
ведения электрохимических измерений готовили 
на деионизованной воде Millipore®. 

Оборудование. Вольтамперометрические изме
рения проводили с  помощью портативного би-
потенциостата-гальваностата μStat 400 Metrohm 
DropSens (DropSens, S.L., Испания). Для изго-
товления ДНК-сенсора использовали электроды, 
изготовленные из  стеклоуглерода СУ 2000 (ди-
аметр 1.6 мм, НИИГрафит, Москва) в  оболочке 
из политетрафторэтилена с токосъемником из не-
ржавеющей стали. Рабочая площадь поверхности 
составила 0.0283 см2. Потенциалы приведены от-
носительно хлоридсеребряного электрода срав-
нения Ag/AgCl/3.0 М раствор KCl. Противоэлек-
тродом служила никелевая фольга. Измерения 
проводили в  нетермостатированной трехэлект-
родной ячейке объемом 5 мл. Для измерения рН 
применяли цифровой иономер Экотест-001 (ЗАО 
“Эконикс-Эксперт”, Москва). 

Получение покрытия электрохимически вос-
становленного оксида графена. Стеклоуглеродный 
электрод (СУЭ) полировали механически с помо-
щью полировального набора CH Instruments (Кат. 
№ CHI120, США), после чего ополаскивали во-
дой, промывали ацетоном, серной кислотой, эта-
нолом и дважды водой. Далее электрод очищали 
электрохимически путем циклирования потенци-
ала между ‒1.0 и 1.0 В при скорости сканирования 
потенциала 0.1 В/с. Затем на рабочую поверхность 
СУЭ наносили 2 мкл водной суспензии оксида 
графена (0.125–1.0 мг/мл) и  сушили на  воздухе. 
После этого электрод, покрытый оксидом графе-
на, помещали в  ячейку, содержащую 5 мл 0.1 М 
фосфатного буферного раствора с рН 7.0, содер-
жащего 0.1 М NaNO3, и  проводили десятикрат-
ное циклирование потенциала в  диапазоне от  0 
до –1.3 В при скорости сканирования потенциала 
0.05 В/с. В ходе сканирования наблюдали харак-
терные катодные пики при ‒0.95 … ‒1.2 В (в зави-
симости от поверхностной концентрации оксида 
графена), изменение которых свидетельствовало 
о  протекании электрохимического восстановле-
ния оксида графена.
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Электрополимеризация Азура А. Стеклоугле-
родный электрод, модифицированный ЭХВОГ, 
переносили в 0.1 М фосфатный буферный раствор 
с рН 7.0, содержащий 0.1 М NaNO3 и 0.2 мМ Азура 
А, и поляризовали при 1.2 В в течение 300 с. Далее 
многократно сканировали его потенциал в интер-
вале от ‒0.7 до 1.2 В при скорости сканирования 
потенциала 0.1 В/с (20 циклов). Электрополиме-
ризацию контролировали по  характерным изме-
нениям пиков красителя на  вольтамперограмме. 
Аналогичным образом получали покрытия при 
использовании только потенциостатического (1.2 
В, 300 с) или только потенциодинамического ре-
жима электрополимеризации Азура А  (область 
сканирования ‒0.7 … 1.2 В, 0.1 В/с, 20 циклов). 
Далее электрод переносили в рабочий буферный 
раствор, не содержащий мономера, и проводили 
10 циклов сканирования потенциала для удале-
ния из полимерной пленки несвязавшихся частиц 
красителя.

Включение ДНК из различных источников в со-
став поверхностного слоя сенсора. На электрод, мо-
дифицированный ЭХВОГ/ПАА, наносили 2 мкл 
раствора ДНК из  молок рыбы или эритроцитов 
цыпленка с  концентрацией 1 мг/мл, высушива-
ли на воздухе либо инкубировали в течение 10, 20 
или 30 мин, затем промывали дистиллированной 
водой для удаления несвязавшихся реагентов. 

Включение ДНК из молок рыбы и редокс-ме-
диаторов в  состав поверхностного слоя сенсора. 
На электрод, модифицированный ЭХВОГ/ПАА, 
капельно наносили 2 мкл раствора, полученно-
го смешением равных объемов раствора ДНК 
из  молок рыбы с  концентрацией 1 мг/мл и  0.01 
М раствора редокс-медиатора (МС, МЗ, НК, НС 
или ГХ, схема 1). Каплю высушивали, электрод 
промывали водой, после чего проводили десяти-
кратное сканирование потенциала, как описано 

выше, в  диапазоне потенциалов ‒0.6 … 0.8 В  в 
случае МС, МЗ и ГХ и ‒1.2… 0.8 В для НК и НС, 
скорость сканирования потенциала 0.1 В/с. Ниже 
модифицирующий слой обозначен как ЭХВОГ/
ПАА/ДНК + медиатор.

Определение доксорубицина. ДНК-сенсор со-
става ЭХВОГ/ПАА/ДНК + МЗ помещали в ячей-
ку с 0.1 М фосфатным буферным раствором с рН 
7.0, содержащим 0.1 М NaNO3, вольтампероме-
трический сигнал МЗ стабилизировали, как опи-
сано выше, после чего ДНК-сенсор инкубирова-
ли в  0.01 пМ–0.1 мкМ растворе доксорубицина 
в  течение 20 мин. Регистрировали циклическую 
вольтамперограмму в тех же условиях. Сигналом 
служило изменение катодного тока пика МЗ по-
сле контакта ДНК-сенсора с  доксорубицином. 
Предел обнаружения определяли из соотношения 
S/N = 3. Градуировочную зависимость строили 
в полулогарифмических координатах. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение электрохимически восстановленно-
го оксида графена. Электрохимическое восста-
новление ОГ имеет определенные преимущества 
по  сравнению с  химическим восстановлением. 
Подобные покрытия не содержат примесей, вно-
симых за  счет введения в  систему химических 
восстановителей. Кроме того, электрохимическое 
восстановление позволяет путем регулирования 
налагаемого потенциала контролировать количе-
ство восстанавливаемого ОГ и  косвенно  – при-
сутствие на его поверхности кислородсодержащих 
функциональных групп [19, 20]. Для выбора усло-
вий модификации электрода на  его поверхность 
наносили 2 мкл водной суспензии с концентраци-
ей ОГ 1, 0.5, 0.25 или 0.125 мг/мл. С увеличением 
количества ОГ на электроде росли катодные токи 

 

Схема 1. Структурные формулы использованных редокс-медиаторов.
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электровосстановления, а  пик восстановления 
смещался в сторону более отрицательных потен-
циалов. 

Полученные ЭХВОГ-покрытия характеризо-
вали методом циклической вольтамперометрии 
в  присутствии 0.01 М феррицианида калия. Для 
этого сравнивали токи пиков окисления-восста-
новления феррицианид-иона и  разность потен-
циалов пиков. В  качестве оптимальной выбрали 
концентрацию суспензии ОГ 0.5 мг/мл, для ко-
торой наблюдали минимальную разность потен-
циалов редокс-пиков феррицианид-иона, мак-
симальную близость соотношения токов пиков 
к единице и максимальные абсолютные значения 
токов пика окисления и восстановления (рис. 1). 
Рассчитанный по  уравнению Рэндлса-Шевчика  
коэффициент шероховатости покрытия ЭХВОГ, 
полученного из  ОГ с  концентрацией 0.5 мг/мл, 
составил 1.13.

Нанесение электрополимеризованного Азура  А 
и электрохимические характеристики покрытия 
ЭХВОГ/ПАА. Использование углеродных нано-
материалов позволяет повысить эффективную 
площадь поверхности электрода, а наличие функ-
циональных групп обеспечивает дополнитель-
ные взаимодействия между модифицирующими 
слоями. Для получения ПАА применяли потен-

циостатический и потенциодинамический режи-
мы электрополимеризации, а также их сочетание 
(рис. 2а). При сравнении вольтамперограмм СУЭ 
с  электрополимеризованными покрытиями, по-
лученными в буферном растворе, не содержащем 
мономера Азура А, наблюдали две пары пиков, 
отнесенных к мономерной и полимерной формам 
фенотиазинового красителя [21]. Наибольшие 
токи пиков демонстрировали покрытия ЭХВОГ/
ПАА, полученные при сочетании потенциоста-
тического и  потенциодинамического режимов 
электрополимеризации (рис. 2б). Сочетание по-
тенциодинамического и  потенциостатическо-
го режимов позволяет накопить на  поверхности 
сенсора большее количество продукта электропо-
лимеризации, что обеспечивает повышение чув-
ствительности разработанного сенсора к  вклю-
чению в  состав слоя молекул аналита за  счет 
смещения окислительно-восстановительного 
равновесия в  полимерном слое. Восстановлен-
ный оксид графена сохраняет после восстанов-
ления определенное количество кислородсодер-
жащих карбоксилатных групп. Их отрицательные 
заряды дополнительно способствуют накоплению 
продукта электрополимеризации, заряженного 
положительно, по  сравнению с  чистым стекло
углеродом.

Рис. 1. (а) Токи пика окисления, (б) токи пика восстановления, (в) разность потенциалов пиков окисления 
и восстановления, (г) соотношение токов пиков окисления-восстановления 0.01 М феррицианида в зависимости 
от концентрации оксида графена, нанесенного на рабочую поверхность стеклоуглеродного электрода, на этапе его 
катодного восстановления.
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Вольтамперограммы демонстрировали доста-
точную стабильность полимерных покрытий при 
многократном циклировании потенциала, в  том 
числе с промежуточным перемешиванием раствора 
в ячейке. Покрытия, синтезированные путем соче-
тания потенциостатического и потенциодинамиче-
ского режимов электрополимеризации, отличались 
более высокими значениями токов покрытия. Их 
сигнал стабилизировался быстрее по  сравнению 
с  покрытиями, полученными с  использованием 
только потенциостатического или только потенци-
одинамического режима электрополимеризации. 
В процессе электрополимеризации образующийся 
ПАА находился в окисленной форме и нес на себе 
положительный заряд, обеспечивающий электро-
статическое взаимодействие с ДНК. 

Важным преимуществом указанного полимера 
является сохранение редокс-активности в широ-
ком диапазоне рН, включая область физиологиче-
ских значений. Вид вольтамперограмм покрытия 
ЭХВОГ/ПАА в  зависимости от  рН фосфатного 
буферного раствора представлен на  рис.  3. Ток 
пика окисления мономерной формы достаточ-
но стабилен в  кислой и  слабокислой областях 
рН, при этом заметно снижается в  нейтральной 
и  слабощелочной областях. Ток пика окисления 
полимерной формы красителя незначительно 
меняется в  диапазоне рН 2.0–7.0 с  небольшим 
локальным максимумом при рН 4.0. В щелочной 
области токи пика окисления полимерной формы 
ПАА растут. Сигнал восстановления мономерной 
формы Азура А имеет максимум в области рН 7, 
тогда как ток восстановления полимерной фор-
мы красителя остается практически постоянным 
во всем изученном диапазоне рН, незначительно 
снижаясь при рН 7.0–8.0 (рис. 4). 

Полусумму потенциалов пиков мономерной 
и полимерной форм использовали в качестве рав-
новесного редокс-потенциала Em. Для покрытия 
ЭХВОГ/ПАА наклон зависимости Еm–рН для 
мономера составил –72 мВ/рН (рН 2.0–7.0), что 
незначительно превышает нернстовский наклон 
для равного числа переносимых ионов водорода 
и электронов в потенциалопределяющей стадии. 
В  диапазоне рН 7.0–9.0 наклон зависимости со-
ставил 31 мВ/рН. Это может быть связано с тем, 
что депротонирование, приводящее к  отрыву 
иона водорода от  фенотиазинового фрагмента 
в щелочной среде, происходит быстро и не влияет 
на общую скорость электродной реакции. Соот-
ветственно в  щелочной среде в  потенциалопре-
деляющей стадии участвуют один ион водорода 
и два электрона. Для полимерной формы наблю-
дали наклон –62 мВ/рН (рН 2.0–6.0), что отвеча-
ет равному числу переносимых ионов водорода 
и электронов. В щелочной среде потенциал поли-
мерной формы ПАА меняется нерегулярно. 

Для установления природы лимитирующей 
стадии электродной реакции получили билога-
рифмическую зависимость тока пика от  скоро-
сти сканирования потенциала. Для покрытия 
ЭХВОГ/ПАА сигналы окисления-восстановле-
ния мономерной формы демонстрируют тангенс 
угла наклона, близкий к 0.5 (0.54 и 0.57 соответ-
ственно), что свидетельствует о  диффузионном 
характере процесса, для окисления полимерной 
формы наклон зависимости близок к  единице 
(0.94), что свидетельствует об адсорбционном ха-
рактере процесса. Для восстановления полимера 
наклон зависимости составил 0.85 (смешанный 
диффузионно-адсорбционный характер элект-
родного процесса).

Рис. 2. (а) Циклические вольтамперограммы Азура А  на СУЭ/ЭХВОГ в  0.1 М фосфатном буферном растворе 
с рН 7.0, содержащем 0.1 М NaNO3, для потенциостатического режима в сочетании с потенциодинамическим ре-
жимом; –1.2 В, 300 с, далее в интервале –0.7 … 1.2 В, 20 циклов, 0.1 В/с. (б) Циклические вольтамперограммы элек-
трополимеризованного Азура А на СУЭ/ЭХВОГ для разных режимов электрополимеризации в 0.1 М фосфатном 
буферном растворе с рН 7.0, содержащем 0.1 М NaNO3, –0.6÷0.8 В, 0.1 В/с.
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Коэффициенты переноса электрона α, рас-
считанные по  уравнениям Лавирона (1) и  (2) 
для восстановления мономера и  окислени-
я-восстановления полимера, демонстрируют 
смещение относительно симметричного пере-
ходного состояния электронного переноса (α = 
0.5) в  сторону более стабильного окисленного 
состояния:

	
E E

RT
nF

RTk
nF

RT
nF

vetpc = + −0' ln ln
α α α ,	 (1)
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Значения коэффициента переноса для окис-
ления мономера красителя не рассчитывали, по-
скольку наклон соответствующей зависимости 
был отрицательным. Все изученные электрохими-
ческие параметры покрытия ЭХВОГ/ПАА пред-
ставлены в табл. 1.

Включение ДНК в состав поверхностного слоя. 
Иммобилизация ДНК  – важный этап созда-
ния биосенсора, поскольку биополимер должен 
не только надежно закрепиться в поверхностном 
слое, но  и  сохранить при этом доступность для 
молекул аналита. Физическую адсорбцию ДНК 
можно проводить путем капельного нанесения 
аликвоты ее раствора поверх слоя модификато-

Рис. 3. Циклические вольтамперограммы, полученные на СУЭ/ЭХВОГ/ПАА в 0.1 М фосфатном буферном раство-
ре с рН 7.0, содержащем 0.1 М NaNO3, при рН 2.0–9.0.
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ра с  последующим высушиванием либо путем 
инкубирования модифицированного электрода 
в  растворе ДНК в  течение определенного вре-
мени с  отмывкой несвязавшихся молекул ДНК. 
Для выбора оптимального варианта проводили 
высушивание на поверхности СУЭ/ЭХВОГ/ПАА 
2 мкл раствора ДНК из молок рыбы или эритро-
цитов цыпленка с концентрацией 1 мг/мл, а также 
инкубирование электрода в растворе ДНК из мо-
лок рыбы в  течение 10–30 мин. Во всех случаях 
после контакта с ДНК электрод промывали водой 
и далее регистрировали циклическую вольтампе-
рограмму в 0.1 М фосфатном буферном растворе 

с рН 7.0, содержащем 0.1 М NaNO3, в диапазоне 
потенциала от –0.6 до 0.8 В, скорость развертки 
0.1 В/с. Контролировали изменение четырех пи-
ков, которые относили к  окислению-восстанов-
лению мономерной и полимерной форм Азура А, 
дополнительных сигналов, относимых к реакци-
ям нуклеотидов ДНК, при этом на вольтамперо-
грамме не обнаруживали (рис. 5). 

При инкубировании электрода в  растворе 
ДНК наблюдали бóльший разброс результатов из-
мерения по сравнению с высушиванием аликво-
ты раствора ДНК, поэтому в  дальнейшем для 
иммобилизации ДНК выбрали ее капельное на-

Рис. 4. Зависимость тока пика от рН на вольтамперограммах для СУЭ/ЭХВОГ/ПАА, диапазон сканирования –0.6 
… 0.8 В, 0.1 В/с, (а) ток пика окисления мономерной формы, (б) ток пика окисления полимерной формы, (в) ток 
пика восстановления мономерной формы, (г) ток пика восстановления полимерной формы красителя.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

2

4

6

8

10

12

14
(а)

I pa
, м

кA

pH

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

2

4

6

8

10

12

(б)

pH

I pa
, м

кA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0

1

2

3

4

5

6

7

pH

I pc
, м

кA

(в)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

5

10

15

20

25
(г)

pH

I pc
, м

кA

Таблица 1. Электрохимические параметры покрытия ЭХВОГ/ПАА

Ток пика Наклон зависимости
lg(I)–lgv

Коэффициент переноса 
электрона

Наклон зависимости 
Ep–lgv

Окисление мономера 0.544 ± 0.014 – –0.030 ± 0.002

Восстановление 
мономера 0.566 ± 0.016 α = 0.70 –0.085 ± 0.014

Окисление полимера 0.943 ± 0.028 1 – α = 0.94 0.063 ± 0.003

Восстановление 
полимера 0.833 ± 0.022 α = 0.78 –0.075 ± 0.005
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несение с последующим высушиванием и отмыв-
кой. Наибольшие изменения вольтамперограмм 
после контакта СУЭ/ПАА с ДНК наблюдали для 
сигналов окисления красителя. Нанесение ДНК 
из эритроцитов цыпленка с большей молекуляр-
ной массой не приводит к значимой разнице сиг-
нала ЭХВОГ/ПАА после высушивания. В  связи 
с этим для создания ДНК-сенсора использовали 
ДНК из молок рыбы.

Влияние природы дополнительных медиаторов 
электронного переноса. Инкубирование ДНК-сен-
сора состава СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК в растворе 
модельного интеркалятора доксорубицина приво-
дит к снижению токов пиков полимерного покры-
тия, однако указанные изменения невелики и не 
позволяют достоверно оценить вклад доксоруби-
цина в сигнал ДНК-сенсора. Для увеличения чув-
ствительности определения доксорубицина пред-
ложен подход, при котором ДНК предварительно 
насыщали растворимыми медиаторами электрон-
ного переноса – МС, НК, НС, МЗ или ГХ. Ис-
пользованные компоненты (кроме ГХ) в раство-
ре находились в катионной (окисленной) форме. 

При этом МЗ, в отличие от МС, не проявляет ин-
теркалирующей способности из-за присутствия 
в  молекуле объемной нитрогруппы вблизи пло-
ского фенотиазинового ядра. Вследствие этого 
МЗ взаимодействует с  ДНК электростатически, 
локализуясь по малым бороздкам спирали ДНК. 
Гидрохинон выбрали, поскольку он  часто ис-
пользуется в качестве редокс-индикатора, но его 
взаимодействие с  модифицирующим покрытием 
не  связано с  электростатическими взаимодей-
ствиями. 

Первоначально для оценки области ре-
докс-активности медиаторов немодифицирован-
ный СУЭ помещали в ячейку, содержащую 1 мМ 
раствор индикатора в рабочем буферном раство-
ре, и регистрировали вольтамперограмму в диа-
пазоне потенциалов от  –1.0 В  до 0.6 В  (0.1 В/с) 
(рис. 6). Во всех случаях на  вольтамперограм-
мах наблюдали хорошо выраженные редокс-пи-
ки в области –0.535 и –0.575 В для НК, –0.15 и 
–0.185 В для МС, 0.21 и  –0.005 В для ГХ (пики 
окисления и  восстановления соответственно). 
В  случае МЗ наблюдали две пары редокс-пиков 

Рис. 5. Влияние способа включения ДНК из молок рыбы и эритроцитов цыпленка в состав поверхностного слоя 
на сигнал СУЭ/ЭХВОГ/ПАА. Циклическая вольтамперометрия, от –0.6 В до 0.8 В, 0.1 М фосфатный буферный 
раствор с рН 7.0, содержащий 0.1 М NaNO3, (а) окисление мономерной формы, (б) окисление полимерной формы, 
(в) восстановление мономерной формы, (г) восстановление полимерной формы. 1 – СУЭ/ЭХВОГ/ПАА, 2 – СУЭ/
ЭХВОГ/ПАА/ДНК из молок рыбы (высушивание), 3 – СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК из молок рыбы (высушивание)/
доксорубицин, 4–6 – СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК из молок рыбы (инкубирование 10, 20, 30 мин соответственно), 7 – 
СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК из эритроцитов цыпленка (высушивание).
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при –0.16 и –0.235 В и при –0.03 и –0.065 В. Для 
НС на  вольтамперограммах наблюдали две вол-
ны при –0.46 и –0.365 В, причем катодный сиг-
нал был более выражен, чем анодный. Как видно, 
выбранные медиаторы проявляют собственную 
электрохимическую активность в  разных об-
ластях потенциалов, что позволило в  процессе 
скрининга охватить весь интересующий диапа-
зон, включая область собственной редокс-актив-
ности ПАА.

Медиаторы в  составе поверхностного слоя 
ДНК-сенсора. После включения медиатора в  со-
став поверхностного слоя сенсора и стабилизации 

токов на вольтамперограммах ДНК-сенсор инку-
бировали в течение 20 мин в 100 нМ растворе док-
сорубицина, промывали водой и снова регистри-
ровали вольтамперограмму.

На вольтамперограмме, полученной на СУЭ/
ЭХВОГ/ПАА/ДНК + МС, наблюдали хорошо 
выраженную пару пиков при –0.35 и –0.2 В. Сиг-
нал МС достаточно стабилен при многократном 
циклировании потенциала (рис. 7а), но  взаимо-
действие ДНК с доксорубицином не влияет на его 
величину (рис. 7б). Соотношение величин ано-
дных токов пика МС до и после введения 100 нМ 
раствора доксорубицина составило 103 ± 2%.

Рис. 6. Циклические вольтамперограммы 1 мМ Метиленового зеленого, Нейтрального красного, Метиленового си-
него, гидрохинона, Нильского синего на стеклоуглеродном электроде. Диапазон сканирования потенциала –1.0 … 0.6 В, 
0.1 В/с, 0.1 М фосфатный буферный раствор с рН 7.0, содержащий 0.1 М NaNO3
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В случае НК сигналы на  СУЭ/ЭХВОГ/
ПАА/ДНК + НК выражены слабее. На воль-
тамперограмме наблюдали пару волн при –0.53 
и  –0.815 В (рис. 7в). Введение доксорубицина 
оказывает несколько большее влияние на  пики 
медиатора по сравнению с МС, но все-таки недо
статочное для количественной характеристики 
взаимодействия ДНК–доксорубицин (рис. 7г). 
Соотношение величин анодных токов НК до и по-
сле введения 100 нМ раствора доксорубицина со-
ставило 114 ± 2%.

При использовании НС сигнал медиатора 
на  вольтамперограмме отсутствует (рис. 7д, е). 
Возможно, его концентрация в смеси с ДНК не-
достаточна для проявления заметной электрохи-
мической активности в  рассмотренной области 
потенциалов.

В случае ГХ на первых циклах сканирования 
потенциала наблюдали хорошо выраженную пару 
пиков, пропадающую при продолжении сканиро-
вания (рис. 7ж). По-видимому, ГХ не удерживает-
ся в слое ДНК на электроде, поскольку его незаря-
женная форма не  вступает в  электростатические 
взаимодействия с биополимером ДНК (рис. 7з).

В отличие от других медиаторов, в случае МЗ 
на  вольтамперограммах удалось зафиксировать 
не  только четкий сигнал медиаторной систе-
мы (рис. 7и), но  и  его значимые изменения при 
контакте с  100 нМ доксорубицином (рис. 7к). 
Соотношение величин анодных токов пика МЗ 
до и после введения 100 нМ раствора доксоруби-
цина составило 58 ± 6%.

Вероятно, при инкубировании ДНК-сенсо-
ра в  растворе доксорубицина антрациклиновый 
препарат вытесняет из  слоя МЗ, электростати-
чески удерживаемый на  поверхности молекулы 
ДНК. Доксорубицин встраивается в спираль ДНК 
за  счет интеркалирования, увеличивает объем 
спирали ДНК, при этом в результате протониро-
вания аминогруппы рибозного фрагмента моле-
кулы доксорубицина сохраняется возможность 
электростатического взаимодействия препарата 
с ДНК, приводящего к экранированию ее отрица-
тельного заряда [22]. В результате вытеснения МЗ 
с поверхности ДНК его пик окисления снижается 
пропорционально концентрации доксорубицина. 
Таким образом, МЗ выбрали в качестве оптималь-
ного медиатора для построения концентрацион-
ной зависимости для определения доксорубици-
на.

Таким образом, МЗ показал наилучшие ха-
рактеристики при регистрации влияния доксо-
рубицина по  сравнению с  другими медиаторами 
электронного переноса. Ранее аналогичные из-
менения сигнала в  системе ДНК–антрациклин 
были обнаружены для МС [18]. Таким образом, 
выбор МЗ не связан непосредственно с проявле-
нием инеркалирования, его отклик на включение 
доксорубицина может быть отнесен к совокупно-

му влиянию всех компонентов слоя на электрохи-
мическую доступность молекул МЗ для электрон-
ного переноса в пределах слоя. 

Определение доксорубицина на  СУЭ/ЭХВОГ/
ПАА/ДНК + МЗ. ДНК-сенсор состава СУЭ/
ЭХВОГ/ПАА/ДНК + МЗ инкубировали в  рас-
творе доксорубицина в  течение 20 мин, после 
чего регистрировали циклическую вольтам-
перограмму в  диапазоне потенциалов от  –0.6 
до  0.8 В со скоростью сканирования 0.1 В/с. 
Увеличение концентрации антрациклинового 
препарата приводит к  закономерному сниже-
нию анодного тока пика медиатора. В  диапа-
зоне концентраций доксорубицина от  0.01 пМ 
до  100 нМ наблюдали линейную зависимость 
y = (12.3 ± 0.7) – (4.04 ± 0.06)lgcдоксорубицин (М) с ко-
эффициентом корреляции 0.998, где y, %, – отно-
сительное снижение тока пика МЗ при контакте 
ДНК-сенсора с доксорубицином. Предел обнару-
жения доксорубицина составил 0.01 пМ.

В табл. 2 представлены аналитические харак-
теристики определения доксорубицина с  помо-
щью электрохимических сенсоров и биосенсоров, 
описанных в  литературе. В  целом электрохи-
мические сенсоры, в  которых сигналом служит 
ток окисления самого доксорубицина, демон-
стрируют худшие характеристики по  сравнению 
с ДНК- и аптасенсорами, обеспечивающими бо-
лее эффективное распознавание и  накопление 
аналита в  приэлектродном слое. Разработанный 
ДНК-сенсор на  доксорубицин демонстрирует 
наиболее широкий диапазон определяемых кон-
центраций и  наиболее низкий предел обнаруже-
ния по сравнению с приведенными в табл. 2 сен-
сорами. 

Анализ реальных образцов. Для апробации раз-
работанного ДНК-сенсора и оценки возможности 
его использования для определения доксорубици-
на в биологических средах строили градуировоч-
ные зависимости для определения доксорубицина 
в ряде модельных растворов и реальных биологи-
ческих образцах. В  качестве модельных раство-
ров использовали раствор искусственной ури-
ны, содержащий 20 мМ KCl, 49 мМ NaCl, 15 мМ 
KH2PO4, 10 мМ CaCl2, 18 мМ NH4Cl и  18 мМ 
мочевины [33], раствор Рингера–Локка [18] для 
имитации электролитов плазмы крови – 154 мМ 
NaCl, 5.6 мМ KCl, 2.2 мМ CaCl2·2H2O, 1.2 мМ 
NaHCO3, 2.5 мМ MgSO4, 3.2 мМ NaH2PO4·2H2O, 
8.3 мМ D-глюкозы и  раствор бычьего сыворо-
точного альбумина с  концентрацией 41.4 мг/мл, 
которая соответствует нормальному уровню сы-
вороточного альбумина у  взрослых. В  качестве 
биологических образцов использовали образцы 
урины и слюны от условно здорового донора. Об-
разцы искусственной и человеческой урины под-
вергали корректировке рН до 7.0 с последующей 
фильтрацией через фильтровальную бумагу в слу-
чае визуального наблюдения выделения осадка. 
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Рис. 7. Стабилизация вольтамперометрического сигнала (10 циклов, стрелки показывают изменения с увеличением числа 
циклов): (а) СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + МС, (в) СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + НК, (д) СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + НС, 
(ж) СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + ГХ, (и) СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + МЗ. Диапазон сканирования потенциала: (а, ж, 
и) –0.6 … 0.8 В, (в, д) –1.2 … 0.8 В, 0.1 В/с. Циклические вольтамперограммы для СУЭ/ЭХВОГ/ПАА, СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/
ДНК + медиатор, СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК + медиатор/доксорубицин при использовании в качестве медиатора (б) МС, 
(г) НК, (е) НС, (з) ГХ, (к) МЗ; в 0.1 М фосфатном буферном растворе с рН 7.0, содержащем 0.1 М NaNO3. Диапазон 
сканирования потенциала: (б, з, к) –0.6 … 0.8 В, (г, е) –1.2 … 0.8 В, 0.1 В/с. 
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Для всех использованных образцов подби-
рали оптимальные условия разбавления, ниве-
лирующие мешающее влияние матричных ком-
понентов. Так, искусственную урину разбавляли 
рабочим буферным раствором в объемном соот-
ношении 1 : 1, раствор Рингера– Локка – в про-
порции 1 : 2, человеческую слюну – 1 : 5, обра-
зец урины не требовал разбавления. Наибольшее 
влияние оказывал бычий сывороточный альбу-
мин, для минимизации его влияния исследуемый 
раствор разбавляли в соотношении 1 : 20. Некото-
рое занижение сигнала наблюдали для образцов 
слюны, что могло быть связано с частичной не-
специфической сорбцией доксорубицина на бел-
ках и иных олигомерных компонентах, входящих 
в ее состав.

Правильность определения доксорубицина 
контролировали методом введено–найдено. Сте-
пень открытия в реальных образцах представлена 
в табл. 3. 

ДНК-сенсор состава СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/
ДНК + МЗ показал удовлетворительные резуль-
таты определения доксорубицина в  модельных 
системах и  биологических образцах. Следует от-
метить, что отбор подобных биологических об-
разцов не предусматривает инвазивных процедур, 
поэтому определение антрациклиновых препара-
тов можно проводить, не  травмируя физически 
и  психологически пациентов, получающих тера-
пию данным препаратом. 

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (проект 17-73-20024).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все исследования проводили в  соответствии 
с принципами биомедицинской этики, изложен-

Таблица 2. Аналитические характеристики определения доксорубицина с помощью электрохимических 
сенсоров, ДНК- и аптасенсоров

Электрод/модификатор Метод определения

Линейный 
диапазон 

определяемых 
концентраций

Предел 
обнаружения Литература

Электрохимические сенсоры

СУЭ/полипиррол/нчAu/ЭХВОГ ЦВА 0.02 мкМ–5.2 мМ,
5.2–25 мМ 0.02 мкМ [23]

СУЭ/допированное S УНВ/FeV Хроноамперометрия 20 нМ–542.5 мкМ 5.2 нМ [24]

СУЭ/ПНСОК ДИВА 1 нМ–1 мкМ, 
2–12 мкМ 0.15 нМ [25]

УПЭ/ЭХВОГ/ВУКМП ДИВА 1–15 мкМ 1 нМ [26]
СУЭ/ацетиленовая сажа ЦВА 0.01–2.5 мкМ 3.006 нМ [27]
УПЭ/MgO/УТ ЦВА 0.1–10 мкМ 0.09 мкМ [28]

Электрохимические ДНК- и аптасенсоры
СУЭ/УЧ/АЖ/ДНК СЭИ 0.1 пМ–1 нМ 0.07 пМ [29]
Au/ЭХВОГ/нчAu/аптамер КВВА 0.3 мкМ–6 мкМ 0.1 мкМ [30]
СУЭ/ОУНТ/ДНК ДИВА 1 нМ–20 мкМ 0.6 нМ [31]
СУЭ/УЧ/П[5]А/ПМС/ПНК/
ТКА +ДНК ЦВА 0.5 пМ–1 нМ 0.13 пМ [32]

СУЭ/ПАА+УЧ/ДНК+МС

ЦВА

0.1 пМ–100 нМ 0.03 пМ 

[17]
СУЭ/ПАА+фМУНТ/ДНК+МС

Анодные токи:
0.3 пМ–0.1 нМ;
катодные токи: 

0.3 пМ–0.03 нМ

Анодные токи: 
0.3 пМ

Катодные 
токи: 0.3 пМ 

СУЭ/ЭХВОГ/ПАА/ДНК+МЗ ЦВА 0.01 пМ–100 нМ 0.01 пМ Данная 
работа

Обозначения: АЖ – акридиновый желтый, ВУКМП – вертикально упорядоченные кремниевые мезопористые пленки, 
ДИВА – дифференциально-импульсная вольтамперометрия, КВВА – квадратно-волновая вольтамперометрия, нчAu – 
наночастицы золота, П[5]А – пиллар[5]арен, ПАА – поли(Азур А), ПМС – поли(Метиленовый синий), ПНК – поли(Ней-
тральный красный), ПНСОК – полые наносферы оксида кобальта, СЭИ –спектроскопия электрохимического импеданса, 
ТКА – тиакаликс[4]арен, УНВ – углеродное нановолокно, УПЭ – углеродсодержащий печатный электрод, УТ – углерод-
ные точки, УЧ – углеродная чернь, фМУНТ – функционализированные многостенные углеродные нанотрубки, ЦВА – 
циклическая вольтамперометрия, ЭХВОГ – электрохимически восстановленный оксид графена.
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ными в Хельсинкской декларации 1964 г. и после-
дующих поправках к ней. Биологические образцы 
слюны и мочи были добровольно предоставлены 
авторами данного исследования. 
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ELECTROCHEMICAL DNC-SENSOR FOR DOXORUBICIN BASED ON 
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Abstract. A voltammetric DNA sensor for the determination of doxorubicin was developed, the signal of 
which is the change in the current of the redox mediator Methylene green, recorded by cyclic voltammetry 
on a glass-carbon electrode modified with electrochemically reduced graphene oxide, electropolymerized 
Azur A and DNA saturated with Methylene green. The influence of the nature of the polymer layer and the 
redox mediator used on the sensitivity of doxorubicin determination was determined. At optimal composi-
tion of the surface layer the DNA-sensor allows to determine up to 0.01 pM of doxorubicin. The sensor was 
tested on a number of model (artificial urine, Ringer-Locke’s solution, bovine serum albumin solution) and 
biological samples (saliva, urine) containing doxorubicin.

Keywords: DNA sensor, biosensor, electrochemically reduced graphene oxide, electropolymerization, Azur 
A, DNA intercalation, doxorubicin detection.
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Предложен недеструктивный способ анализа лекарственных средств (нестероидные проти-
вовоспалительные, фторхинолоны, ацетилсалициловая кислота, винпоцетин, тетрацикли-
ны) по диффузному отражению ИК-излучения с  использованием смартфона и  напечатанного 
на  3D-принтере устройства. Установлено, что диффузное отражение ИК-излучения (850 нм) 
от таблетированных лекарственных средств можно зафиксировать с помощью камеры смартфо-
на. Блистерная упаковка и  оболочка таблетки незначительно снижают интенсивность сигнала 
диффузного отражения света с длиной волны 850 нм, что подтверждается сравнительным анали-
зом результатов цветометрического измерения в образцах лекарственных средств, находящихся 
в упаковке, без упаковки и на расколе таблеток. Наблюдается корреляция аналитического сигна-
ла с концентрацией действующего вещества вне зависимости от варианта исследования. Массив 
данных обрабатывали методами главных компонент (PCA), иерархического кластерного анализа 
(HCA), частичной регрессии метода наименьших квадратов (PLS) и методом наименьших ква-
дратов с применением программного обеспечения для смартфонов PhotoMetrix PRO®. Показано, 
что с помощью данных алгоритмов можно идентифицировать препараты по их производителю 
и определить концентрацию действующих веществ. Цветометрические сигналы от таблеток одно-
го производителя образуют отдельные кластеры на дендрограммах, созданных с использованием 
алгоритма HCA. Данные, полученные с помощью PCA, указывают на расположение сигналов от 
таблеток разных производителей в отдельных квадрантах, что способствует проведению иденти-
фикации фармацевтической компании. Рассмотрено использование хемометрических методов 
анализа для определения концентрации действующего вещества. 

Ключевые слова: лекарственные средства, цифровая цветометрия в ближней ИК-области, смарт-
фон, недеструктивный анализ.
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Широко используемым для недеструктив-
ного анализа лекарственных средств и  выявле-
ния фальсифицированных препаратов является 
ИК-спектроскопия (12500–600 см–1) [1, 2]. В ра-
боте [3] исследованы таблетки ацетилсалицило-
вой кислоты разных производителей методом 
ближней ИК-спектроскопии (12500–4000 см–1). 
С  помощью хемометрических методов РСА 

и  SIMCA построены модели по ИК-спектрам 
таблеток ацетилсалициловой кислоты, которые 
позволяют идентифицировать препарат по про-
изводителю и могут быть использованы для вы-
явления его фальсификата.

Идентификация производителей лекар-
ственных средств, содержащих кофеин и  пара-
цетамол, с  применением ИК- и  комбинацион-
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ного рассеяния (КР)-спектроскопии в  среднем 
ИК-диапазоне 4000–600 см–1 рассмотрена в ра-
ботах [4, 5]. Для регистрации таблеток их прес-
совали с  бромидом калия и  далее сканировали 
методами ИК-, КР-спектроскопии. С использо-
ванием метода главных компонент лекарствен-
ные средства классифицированы в соответствии 
с составом и производителем. 

На наш взгляд, подобный подход не позволяет 
обеспечить экспресс-определение действующих 
веществ лекарственных средств. Альтернативой 
является использование простых и  доступных 
экспресс-методов анализа. Одно из направлений 
в данной области – цифровая цветометрия, кото-
рую все чаще используют для решения различных 
проблем аналитического контроля [6−8]. Дан-
ную группу методов отличает простота аппара-
турного оформления, возможность использова-
ния в  качестве цветорегистрирующих устройств 
цифровой фото-, видео- и  оптической офисной 
техники. Значительный потенциал цветометрии 
обусловлен разработкой современных смарт-
фонов и  специализированного программного 
обеспечения [9, 10]. Ранее [11−14] нами описано 
использование смартфона для регистрации цве-
тометрического сигнала твердофазной флуорес-
ценции на целлюлозной бумаге и пластинах ТСХ. 
Анализируемые таблетки, содержащие хинолоны, 
нестероидные противовоспалительные средства, 
тетрациклины, растворяли в 0.01 М HCl. Каплю 
раствора помещали на бумагу или пластину ТСХ, 
облучали УФ-светом (365 нм) и регистрировали 
флуоресценцию с  использованием смартфона. 
Однако данный прием можно использовать толь-
ко для флуоресцирующих действующих веществ 
лекарственных средств после пробоподготовки, 
и  с его использованием невозможно установить 
производителя фармпрепарата.

Цель данной работы состояла в  изучении 
способа оценки качества лекарственных средств, 
идентификации производителя цветометри-
ческим методом по диффузному отражению 
ИК-излучения таблеток в  блистерной упаковке 
с использованием смартфона и устройства, на-
печатанного на 3D принтере. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Аппаратура. Использовали устройство-бокс 
(9 × 12 × 9 см), напечатанный на 3D-принтере, 
с  установленной ИК-светодиодной матрицей 
SHL0020IR (850 нм, 11765 см–1) и блоком пита-
ния на 4.5 В  (три элемента питания АА). Диф-
фузное отражение ИК-излучения регистриро-
вали смартфоном Samsung А51 с установленным 
приложением PhotoMetrix PRO® (рис. 1).

ИК-спектры таблеток в  ближней инфра-
красной области (4000−10000 см–1 ) получали 
на ИК-спектрометре с преобразованием Фурье 

Frontier (PerkinElmer, США) с  использовани-
ем приставки NIRA (PerkinElmer, США), при-
меняемой для сбора спектров диффузного от-
ражения твердых тел, жидкостей и  порошков. 
ИК-спектры обрабатывали с  помощью про-
граммы TQ  Analyst  9 (v. 9.7.179). Для получе-
ния инфракрасных спектров лекарственные 
средства в  блистерной упаковке поочередно 
помещали на сапфировое окно для образцов 
и проводили сканирование в заданной области 
спектра. Разрешение составляло 4 см–1, число 
сканирований 32 для каждого образца.

Анализ. Лекарственные препараты для ана-
лиза приобретали в  аптеках г. Владимира. Со-
став и производители анализируемых проб пред-
ставлены в табл. 1.

Лекарственные средства в  блистерной упа-
ковке и  без нее с  разной концентрацией дей-
ствующего вещества поочередно вводили на 
середину смотрового окна устройства (рис.  1), 
прикладывали камеру смартфона к окну с захва-
том середины таблетки в области (ROI) 16 × 16 
пикселей и проводили фотографирование с пе-
ременным фокусированием (infinity) и разреше-
нием камеры (resolution) 640 × 480.

PhotoMetrix PRO®. Приложение для смарт-
фонов PhotoMetrix PRO® на платформе Android 
предназначено для одномерного (зависимость 
аналитического сигнала от одного параметра) 
и  многомерного (зависимость аналитического 
сигнала от многих параметров – цветовых ка-
налов) цветометрических анализов различных 
объектов [15–17]. Подробное описание работы 
с PhotoMetrix PRO® приведено в статье [18].

Многомерный анализ (multivariate analysis). 
Многомерный анализ с  использованием цве-
тометрических каналов R, G, B, H, S, V, L и  I 
позволяет использовать алгоритмы методов 
главных компонент (PCA), иерархического кла-
стерного анализа (HCA) и частичной регрессии 
метода наименьших квадратов (PLS). Исполь-
зуя данные алгоритмы, можно определить кон-
центрацию действующего вещества по зависи-
мости "измерено-предсказано", рассчитанной 
методом (PLS), а также установить производи-
теля лекарственного средства. При использо-
вании алгоритмов PCA анализируемые образ-
цы помещали в  специальное устройство-бокс 
(рис. 1) и проводили фотографирование в раз-
деле Sampling. Графический результат получали 
в разделе Re-Processing, при этом дендрограмма 
(алгоритм HCA) устанавливается автоматиче-
ски после использования метода PCA.

Одномерный анализ (univariate analysis). Од-
номерный анализ позволяет определить кон-
центрацию по градуировочной зависимости, 
рассчитанной методом наименьших квадратов 
по отдельно выбранным цветометрическим ка-
налам R, G, B, H, S, V, L и I.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе исследовали лекарственные 
средства различных классов (нестероидные про-
тивовоспалительные, фторхинолоны, ацетилса-
лициловая кислота, винпоцетин, тетрацикли-
ны) (схема 1). 

Установлено, что диффузное отражение 
ИК-излучения (850 нм) от таблеток с различны-
ми действующими веществами можно зафикси-
ровать с  помощью камеры смартфона (рис.  2). 
Блистерная упаковка и  оболочки таблеток не-
значительно снижают интенсивность сигнала 
диффузного отражения света с  длиной волны 
850 нм, что подтверждается сравнительным ана-
лизом результатов цветометрического измерения 
в образцах лекарственных средств, находящихся 
в упаковке, без упаковки и на расколе таблетки.

Наблюдается корреляция аналитического сиг-
нала с концентрацией действующего вещества вне 

Схема 1. Структурные формулы ибупрофена (1), напроксена (2), диклофенака (3), ацетилсалициловой кислоты (4), 
винпоцетина (5), левофлоксацина (6), моксифлоксацина (7),  офлоксацина (8), ципрофлоксацина (9), тетрацикли-
на (10) и доксициклина (11).

Рис. 1. Устройство для цветометрического анализа.
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Таблица 1. Состав лекарственных препаратов и их производители

Лекарственный 
препарат 

(действующее 
вещество, мг 
в таблетке)

Вспомогательные вещества Производитель

Ибупрофен
(ибупрофен 200, 
400 мг)

Целлюлоза микрокристаллическая (МКЦ-102), крахмал 
кукурузный, кроскармеллоза натрия, кремния диоксид 
коллоидный, магния стеарат.
Оболочка: поливиниловый спирт, макрогол-4000, титана диоксид

ООО "Озон", 
Россия

Ибупрофен 
Велфарм
(ибупрофен 200, 
400 мг)

Повидон К-90, целлюлоза микрокристаллическая (МС‑101), 
тальк, кросповидон, кальция стеарат, аэросил, крахмал 
кукурузный.
Оболочка: гипромеллоза, титана диоксид, макрогол

ООО 
"Велфарм", 
Россия

Диклофенак 
Реневал 
(диклофенак 50 мг)

Крахмал кукурузный, карбоксиметилкрахмал натрия, лактозы 
моногидрат, целлюлоза микрокристаллическая, аэросил, повидон 
К-30, магния стеарат.
Оболочка: гидроксипропилметилцеллюлоза, тальк, железа оксид 
желтый (Е172), титана диоксид, макрогол, железа оксид красный 
(Е172)]

АО ПФК 
"Обновление", 
Россия

Диклофенак 
Реневал 
(диклофенак 100 мг)

Сахароза, цетиловый спирт, магния стеарат, тальк, повидон К-30, 
аэросил.
Оболочка: гипромеллоза, тальк, титана диоксид, твин 80, 
макрогол-6000, Понсо 4R, хинолиновый желтый

АО ПФК 
"Обновление", 
Россия

Диклофенак 
(диклофенак 50 мг)

Лактозы моногидрат, крахмал картофельный, целлюлоза 
микрокристаллическая, повидон К-17, магния стеарат. 
Оболочка: целлацефат, титана диоксид, полисорбат-80, 
тропеопин-0, масло семян клещевины обыкновенной

ООО "Озон", 
Россия

Диклофенак Ретард 
(диклофенак 100 мг)

Гипромеллоза, целлюлоза микрокристаллическая, лактозы 
моногидрат, повидон К-25, магния стеарат, тальк.
Оболочка: смесь метакриловой кислоты и сополимера 
этилакрилата, тальк, титана диоксид, кремния диоксид 
коллоидный, натрия гидрокарбонат, натрия лаурилсульфат, 
триэтилцитрат

ООО "Озон", 
Россия

Диклофенак 
(диклофенак 50, 
100 мг)

Лактозы моногидрат, крахмал кукурузный, повидон K-30/K-25, 
натрия лаурилсульфат, карбоксиметилкрахмал натрия, кремния 
диоксид коллоидный, магния стеарат.
Оболочка: смесь метакриловой кислоты и сополимера 
этилакрилата, мaкрогол 6000, тaльк, титана диоксид, краситель 
солнечный закат желтый

"Hemofarm", 
Россия

Налгезин 
(напроксен 275, 
550 мг)

Повидон К-30, целлюлоза микрокристаллическая, тальк, магния 
стеарат, вода очищенная.
Оболочка: краситель Opadry YS-1-4215, макрогол,  индигокармин 
(Е132), гипромеллоза

"KRKA", 
Словения
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Лекарственный 
препарат 

(действующее 
вещество, мг 
в таблетке)

Вспомогательные вещества Производитель

Нексемезин 
(напроксен 275, 
550 мг)

Коповидон, лактозы моногидрат, целлюлоза 
микрокристаллическая, кремния диоксид коллоидный, тальк, 
натрия стеарилфумарат, карбоксиметилкрахмал натрия.
Оболочка: поливиниловый спирт, макрогол-6000, тальк, титана 
диоксид

"Фармасинтез", 
Россия

Винпоцетин / 
Винпоцетин Форте 
(винпоцетин 5, 
10 мг)

Лактозы моногидрат , целлюлоза микрокристаллическая, 
повидон К-25, магния стеарат, карбоксиметилкрахмал натрия

ООО "Озон", 
Россия

Винпоцетин 
(винпоцетин 5, 
10 мг)

Целлюлоза микрокристаллическая, крахмал кукурузный, 
кремния диоксид коллоидный, магния стеарат

"Изварино 
Фарма", Россия

Тромбостен 
(ацетилсалициловая 
кислота 50, 100 мг)

Целлюлоза микрокристаллическая (МКЦ-102), гипролоза 
низкозамещенная, стеариновая кислота.
Оболочка: смесь метакриловой кислоты и сополимера 
этилакрилата, тальк, титана диоксид, кремния диоксид 
коллоидный, натрия гидрокарбонат, натрия лаурилсульфат

ООО "Озон", 
Россия

Ацетилсалициловая 
кислота Кардио 
(ацетилсалициловая 
кислота 50, 100 мг)

Целлюлоза микрокристаллическая , крахмал кукурузный. 
Оболочка: смесь метакриловой кислоты и сополимера 
этилакрилата, триэтилцитрат, полисорбат 80, натрия 
лаурилсульфат

АО ПФК 
"Обновление", 
Россия

Таваник 
(левофлоксацин 250, 
500 мг)

Гипромеллоза, кросповидон, целлюлоза микрокристаллическая, 
натрия стеарилфумарат.                                           
Оболочка: гипромеллоза, макрогол-8000, титана диоксид (Е171), 
тальк, краситель железа оксид красный (Е172), краситель железа 
оксид желтый (Е172)

Санофи 
Винтроп 
Индустрия, 
Франция

Лефлобакт 
(левофлоксацин 250, 
500 и 750 мг)                                                                             

Кальция стеарат, крахмал 1500, крахмал 
картофельный, кросповидон, повидон К-17), 
лактозы моногидрат, тальк, кремния диоксид 
коллоидный, целлюлоза микрокристаллическая.                                                                                                    
Оболочка: оксипропилметилцеллюлоза, макрогол, титана 
диоксид, тропеолин-0

ОАО "Синтез", 
Россия

Леволет
(левофлоксацин  
500, 750 мг)                                                                             

Целлюлоза микрокристаллическая (МКЦ-102), 
крахмал кукурузный, кремния диоксид коллоидный, 
кросповидон, гипромеллоза, магния стеарат.                                                                                                                
Оболочка: гипромеллоза, титана диоксид (Е171), макрогол-400

Д-р Редди'с 
Лабораторис 
Лтд., Индия

Моксифлоксацин 
(моксифлоксацин 
400 мг)

Лактозы моногидрат, целлюлоза микрокристаллическая, магния 
стеарат, гипромеллоза.                                                       
Оболочка: опадрай розовый (тальк, гипромеллоза, титана 
диоксид, макрогол, железа оксид красный)

РЕПЛЕК 
ФАРМ, ООО 
"Скопье", 
Россия

Продолжение табл. 1



	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 6	 2024

658	 АМЕЛИН﻿

Лекарственный 
препарат 

(действующее 
вещество, мг 
в таблетке)

Вспомогательные вещества Производитель

Мофлокс 
(моксифлоксацин 
400 мг)

Целлюлоза микрокристаллическая (МКЦ-102), кроскармеллоза 
натрия, кремния диоксид коллоидный, повидон К-30, магния 
стеарат.                          
Оболочка: опадрай розовый, гипромеллоза НРМС 2910 (Е464), 
титана диоксид (Е171), макрогол (PEG 400), железа оксид 
красный (Е172), железа оксид желтый (Е172)

ООО "МАКИЗ-
ФАРМА", 
Россия

Цифран 
(ципрофлоксацин 
250, 500 мг)

Целлюлоза микрокристаллическая, крахмал 
кукурузный, магния стеарат, тальк очищенный, кремния 
диоксид коллоидный, натрия крахмала гликолят.                                                                                                              
Оболочка: опадрай-OY-S58910 белый, тальк очищенный

Сан 
Фармасьютикал 
Индастриз Лтд., 
Индия

Ципрофлоксацин
(ципрофлоксацин  
250, 500 мг)

Целлюлоза микрокристаллическая (МКЦ-101), 
повидон К-25, крахмал кукурузный, кросповидон, 
карбоксиметилкрахмал натрия, магния стеарат.                                                                                              
Оболочка: гипромеллоза, титана диоксид, макрогол-4000

ООО "Озон", 
Россия

Офлоксацин 
(офлоксацин 200, 
400 мг)

Целлюлоза микрокристаллическая, крахмал картофельный, 
повидон, кроскармеллоза натрия, магния стеарат. 
Оболочка: гипромеллоза, макрогол, титана диоксид

ООО "Озон", 
Россия

Ципролет 
(ципрофлоксацин 
250, 500 мг)

Крахмал кукурузный, целлюлоза микрокристаллическая, 
кроскармеллоза натрия, кремния диоксид коллоидный, тальк, 
магния стеарат.                              
Оболочка: гипромеллоза, сорбиновая кислота, титана диоксид, 
тальк, макрогол-6000, полисорбат-80, диметикон

Д-р Редди'с 
Лабораторис 
Лтд., Индия

Доксициклин, 
диспергируемые 
таблетки
(доксициклин  
100 мг)

Целлюлоза микрокристаллическая, сахарин, 
гидроксипропилцеллюлоза, гидроксипропилметил-целлюлоза, 
кремния диоксид коллоидный, магния стеарат, лактозы 
моногидрат

ОАО 
"Фармстандарт-
Лексредства", 
Россия 

Доксициклин 
Солюшн, 
(доксициклин 
100 мг)

Лактозы моногидрат, целлюлоза микрокристаллическая, 
гипролоза низкозамещенная, натрия сахаринат, гипромеллоза, 
магния стеарат, кремния диоксид коллоидный

ООО "Озон", 
Россия

Тетрациклин, 
(тетрациклин 
100 мг)

Сахароза, крахмал кукурузный, тальк, магния карбонат 
основной, декстрин, натрия стеарат, желатин, кислотный 
красный 2С, тропеолин 0.
Оболочка: поливиниловый спирт, титана диоксид, макрогол-400, 
железа оксид красный, железа оксид желтый

ООО "Озон", 
Россия

Тетрациклин,
(тетрациклин 
100 мг)

Сахароза, кальция стеарат, желатин, крахмал картофельный, 
тальк.  
Оболочка: метилцеллюлоза, макрогол-6000, титана диоксид, 
азорубин, тропеолин-0

ОАО 
"Биосинтез", 
Россия

Окончание табл. 1

https://www.rigla.ru/mans/farmstandart-leksredstva-oao
https://www.rigla.ru/mans/farmstandart-leksredstva-oao
https://apteka.ru/vendor/%D0%9E%D0%97%D0%9E%D0%9D %D0%9E%D0%9E%D0%9E/
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зависимости от варианта исследования (рис.  3). 
Как видно из рисунка, влияние матрицы и блис-
терной упаковки лекарственных средств на значе-
ния RGB незначительное, о чем свидетельствуют 
малые изменения получаемого аналитического 
сигнала в  зависимости от условий регистрации. 
Кроме того, интенсивность цветометрических 
каналов изменяется с изменением концентрации 
действующего вещества в  таблетках независимо 
от способа получения результатов. При любых ва-
риантах исследования лекарственного средства, 
содержащего ацетилсалициловую кислоту в коли-
честве 50 и 100 мг, наблюдается корреляция анали-
тического сигнала с концентрацией действующе-
го вещества. Аналогичные результаты получены 
для всех лекарственных средств, рассматривае-
мых в данном исследовании.

Зависимость цветометрических параметров 
диффузного отражения в  ИК-области от кон-
центрации и  состава таблеток положена нами 
в основу определения содержания действующе-
го вещества в лекарственных средствах, а также 
идентификации их производителя. 

Как видно из табл. 1, производители лекар-
ственных средств используют различные вспо-
могательные вещества, составы оболочек табле-

ток и, возможно, составы блистерной упаковки. 
При измерении диффузного отражения ИК-из-
лучения фиксируется суммарное влияние вспо-
могательных веществ и состава блистерной упа-
ковки, что дает возможность идентифицировать 
производителя.

На рис.  4 представлены графические зави-
симости, полученные с помощью методов PCA 
и  HCA. Данные алгоритмы позволили иденти-
фицировать производителей лекарственных 
средств с  действующими веществами фторхи-
нолонов, тетрациклинов, нестероидных проти-
вовоспалительных средств, ацетилсалициловой 
кислоты и  винпоцетина. На рис.  4а–к приве-
дены графики PCA для первых двух главных 
компонент для таблеток с одним и тем же дей-
ствующим веществом, но разных производите-
лей. Как видно, наблюдается дискриминация 
лекарственных средств по их производителю. 
Данный метод также позволил определить стра-
ну-производителя, что особенно хорошо видно 
на примере таблеток, содержащих ципрофлок-
сацин с  разной концентрацией действующего 
вещества (рис.  5в). Так, у  таблеток, произве-
денных в России, идентифицируемые вещества 
находятся в квадрантах 2 и 4, а произведенных 
в  Индии – в  квадрантах 1 и  3. Использование 
метода иерархического кластерного анализа 
(HCA) также позволило определить лекарствен-
ные средства по их производителю, при этом на 
дендрограммах каждый препарат одного и того 
же производителя образует отдельные кластеры. 
Кластеризация заметна также по содержанию 
действующего вещества. Содержание действу-
ющего вещества можно определить по тому, 
в  какой кластер содержания попадет исследуе-
мое лекарственное средство. Аналогичные ре-
зультаты получали для таблеток без блистерной 
упаковки (рис. 5).

Рис. 2. Фотографии диффузного отражения ИК-из-
лучения таблеток диклофенака (1), левофлоксацина 
(2) и ацетилсалициловой кислоты (3).
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Рис. 3. Зависимость суммы цифровых цветовых каналов от концентрации и условий регистрации диффузного отра-
жения ИК-излучения для винпоцетина (а) и ацетилсалициловой кислоты (б).
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Рис. 4. Графики PCA и HCA для определения производителей лекарственных средств в блистерной упаковке. Лево-
флоксацин: 1, 2 – Таваник; 3−5 – Лефлобакт; 6, 7 – Леволет (а). Моксифлоксацин: 1 – Моксифлоксацин; 2 – Мофлокс 
(б). Ципрофлоксацин: 1, 2 – Ципрофлоксацин; 3, 4 – Цифран; 5, 6 – Ципролет (в). Доксициклин: 1 – Доксициклин, 
диспергируемые; 2 – Доксициклин Солюшн (г). Тетрациклин: 1 – Тетрациклин, Озон; 2 – Тетрациклин, Биосинтез 
(д). Ибупрофен: 1, 2 – Ибупрофен, Озон; 3, 4 – Ибупрофен, Велфарм (е). Напроксен: 1 – Нексемезин, Фармасинтез; 
2 – Налгезин, KRKA (ж). Диклофенак: 1, 2 – Диклофенак, Озон; 3, 4 – Диклофенак, Хемофарм; 5, 6 – Диклофенак, 
Обновление ПФК (з). Ацетилсалициловая кислота: 1, 2 – Ацетилсалициловая кислота, Обновление ПФК; 3, 4 – Тром-
бостен, Озон (и). Винпоцетин: 1, 2 – Винпоцетин, Озон; 3, 4 – Винпоцетин, Изварино Фарма (к).
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Использование частичной регрессии мето-
да наименьших квадратов (алгоритм PLS) для 
определения содержания действующего вещества 
в  таблетках. Алгоритм PLS удобно использо-
вать при определении массы действующего ве-
щества в  таблетках: задается масса, указанная 
в  инструкции к  таблеткам, и  проводятся цве-
тометрические измерения ("измерено"), мето-
дом PLS рассчитывается масса ("предсказано") 
и  погрешности анализа. С  использованием 
исследуемых образцов таблеток построены 
градуировочные модели "измерено-предсказа-
но" с применением алгоритма PLS (n = 3), ко-
эффициент детерминации R2 ≥ 0.995 (табл. 2). 
Точность градуировочной модели характеризо-
вали величиной среднеквадратичного остатка 
градуировки (RMSEC, root-mean square error of 
calibration) [19]:

где yi и ŷi – измеренные и  предсказанные зна-
чения концентраций действующих веществ 
в таблетках соответственно для образцов срав-
нения i  =  1,  ...  ,  I, участвующих в  построении 
градуировочной модели. При этом, чем мень-
ше RMSEC, тем точнее описываются исход-
ные данные. Значения RMSEC не превышали 
17.9 мг (табл. 2).

Прогнозные свойства модели оценивали ве-
личиной среднеквадратичного остатка прогноза 
(RMSEP, root-mean square error of prediction) [19]:

 

где yi и  ŷi – измеренные и  предсказанные зна-
чения концентраций действующих веществ 
в  таблетках соответственно, М  – количество 
образцов проверочного набора. Максимальное 
значение RMSEP составило 29.6  мг (табл. 2). 
В  случае несоответствия заданной концентра-
ции рассчитанной значения RMSEP превышали 
30 мг.

Использование метода наименьших квадратов 
(одномерный анализ) для определения содержания 
действующего вещества в таблетках. В этом слу-
чае использовали цветометрические каналы R, 
G и B. Из трех каналов выбирали градуировоч-
ные зависимости с коэффициентом детермина-
ции R2 ≥ 0.9 (табл. 2). Как видно из табл. 2, полу-
чены равноточные результаты анализа таблеток 
в блистерной упаковке и без нее, относительное 
стандартное отклонение не превышало 0.09.

Применение алгоритмов PLS и одномерного 
анализа способствовало получению равноточ-
ных результатов при анализе таблеток в блистер-
ной упаковке, без упаковки и с использованием 
ИК-спектроскопии с  преобразованием Фурье 
в ближней ИК-области. Относительная погреш-
ность результатов анализа не превышала реко-
мендуемые при приготовлении лекарственных 
средств согласно приказу Министерства здра-
воохранения РФ от 26 октября 2015 г № 751н 
(табл. 2).

Рис. 5. Графики PCA и HCA для определения производителей лекарственных средств без упаковки. Левофлокса-
цин: 1–2, 3 – Лефлобакт; 4, 5 – Таваник; 6, 7 – Леволет (а). Винпоцетин: 1, 2 – Винпоцетин, Изварино Фарма; 3, 
4 – Винпоцетин, Озон (б).
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Таблица 2. Результаты анализа лекарственных препаратов (n = 3, P = 0.95)

Наименование 
лекарственного 

препарата (действующее 
вещество/допустимые 

отклонения1)

Зависимость "измерено–
предсказано" (PLS).

Уравнения градуировочных 
зависимостей 

(одномерный анализ)

RMSEC, 
мг

Найдено, 
мг 

в таблетке

RMSEP,
мг

sr Относительная 
погрешность, 

%

PLS

Лефлобакт (250, 500, 
750 мг/ ±8, ±6, ± 5 %)

y = 0.997x + 1.583а

y = 0.992x + 3.851б

y = 1.000x + 0.018с

11.5а

17.9б

1.37с

252 ± 8а

501 ± 17а

746 ± 14а

251 ± 16б

496 ± 21б

751 ± 23б

231 ± 29с

502 ± 65с

746 ± 7с

0.116а

5.39а

7.05а

3.87б

7.21б

10.8б

29.6с

21.5с

8.70с

0.01а

0.01а

0.01а

0.03б

0.02б

0.01б

0.05с

0.05с

0.01с

+0.8а

+0.2а

–0.5а

+0.4б

–0.8б

+0.1б

–7.6с

+0.4с

–0.5с

Таваник
(250, 500 мг/ ±8, ±6 %)

y = 0.996x + 1.438а

y = 0.994x + 2.261б
7.74а

9.71б
277 ± 6а

497 ± 14а

244 ± 29б

501 ± 5б

12.9а

3.46а

17.1б

0.788б

0.01а

0.01а

0.05б

0.01б

+6.8а

–0.6а

–2.4б

+0.2б

Леволет
(500, 750 мг/ ±6, ± 5%)

y = 1.000x + 0.053а

y = 0.999 + 0.350б
1.15а

2.96б
508 ± 1а

744 ± 4а

496 ± 21б

746 ± 24б

7.64а

5.94а

13.5б

1.69б

0.02а

0.01а

0.02б

0.01б

1.6а

–0.8а

–0.8б

–0.5б

Ципрофлоксацин
(250, 500 мг/ ±8, ±6%)

y = 1.000x + 0.047а 1.40а 251 ± 7а

502 ± 11а
3.62а

1.999а
0.01а

0.01а
+0.4а

+0.4а

Ципролет
(250, 500 мг/ ±8, ±6%)

y = 0.998x + 0.648а 5.20а 259 ± 10а

496 ± 7а
43.8а

4.10а
0.01а

0.01а
+3.6а

–0.8а

Цифран
(250, 500 мг/ ±8, ±6%)

y = 0.996x + 1.341а 7.47а 259 ± 3а

425 ± 9а
7.11а

18.5а
0.03а

0.01а
+3.6а

–5.0а

Офлоксацин
(200, 400 мг/ ±8, ±6%)

y = 0.999x + 0.176а 2.42а 206 ± 14а

396 ± 5а
4.96а

5.94а
0.03а

0.01а
+3.0а

–1.0а

Ибупрофен
(200, 400 мг/ ±8, ±6%)

y = 0.996x + 1.082а 6.01а 208 ± 22а

396 ± 11а
2.61а

1.34а
0.04а

0.01а
+4.0а

–1.0а

Ибупрофен Велфарм
(200, 400 мг/ ±8, ±6%)

y = 0.997x + 0.855а 5.34а 202 ± 11а

404 ± 16а
0.377а

4.80а
0.02а

0.02а
+1.0а

+1.0а

Налгезин
(275, 550 мг/ ±8, ±5%)

y = 0.998 + 0.677а 5.57а 283 ± 5а

539 ± 10а
9.15а

2.80а
0.03а

0.02а
+2.9а

–2.0а

Нексемезин
(275, 550 мг/ ±8, ±5%)

y = 0.998 + 0.990а 6.73а 281 ± 12а

548 ± 34а
8.58а

17.4а
0.03а

0.03а
+2.2а

–0.4а

Диклофенак Реневал
(50, 100 мг/ ±15, ±10%)

y = 1.000x + 0.033а 0.53а 51 ± 3а

99 ± 1а
1.97а

0.158а
0.04а

0.01а
+2.0а

–1.0а

Диклофенак,
ООО "Озон"
(50, 100 мг/ ±15, ±10%)

y = 1.000x + 0.036а 0.545а 54 ± 3а

99 ± 2а
3.73а

0.133а
0.07а

0.01а
+8.0а

–1.0а

Диклофенак,
"Hemofarm"
(50, 100 мг/ ±15, ±10%)

y = 0.999x + 0.100а 0.912а 51 ± 2а

98 ± 2а
0.600а

2.73а
0.02а

0.03а
+2.0а

–2.0а

Тромбостен
(50,100 мг/ ±15, ±10%)

y = 0.995x + 0.400а 1.83а 54 ± 7а

98 ± 4а
0.653а

0.457а
0.05а

0.02а
+8.0а

–2.0а
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Наименование 
лекарственного 

препарата (действующее 
вещество/допустимые 

отклонения1)

Зависимость "измерено–
предсказано" (PLS).

Уравнения градуировочных 
зависимостей 

(одномерный анализ)

RMSEC, 
мг

Найдено, 
мг 

в таблетке

RMSEP,
мг

sr Относительная 
погрешность, 

%

Ацетилсалициловая 
кислота Кардио
(50, 100 мг/ ±15, ±10%)

y = 0.999x + 0.050а 0.646а 51 ± 1а

97 ± 2а
0.476а

2.38а
0.01а

0.02а
0.05а

–3.0а

Винпоцетин,
ООО "Озон"
(5, 10 мг/ ±20%)

y = 0.999x + 0.005а

y = 0.997x + 0.024б
0.0630а

0.141б
5.3 ± 0.5а

10.1 ± 0.3а

5.1 ± 0.3б

9.5 ± 0.3б

0.310а

0.0310а

0.134б

0.378б

0.06а

0.01а

0.02б

0.01б

+6.0а

+1.0а

0.01б

–5.0б

Винпоцетин,
"Изварино Фарма"
(5, 10 мг/ ±20%)

y = 1.000x + 0.003а

y = 0.993x + 0.051б
0.0520а

0.207б
5.5 ± 0.2а

10.3 ± 0.2а

5.1 ± 1.0б

9.6 ± 0.3б

0.547а

0.0850а

0.285б

0.246б

0.02а

0.01а

0.08б

0.01б

+10.0а

0.01а

2.0б

–4.0б

Одномерный анализ (в скобках указан цветометрический канал)

Лефлобакт (250, 500, 
750 мг/ ±8, ±6, ± 5%)

y = 0.011x + 222.181(В)а

y = –0.028x + 150.083(R)б
– 247 ± 3а

511 ± 4а

746 ± 126а

237 ± 50б

507 ± 50б

764 ± 50б

– 0.01а

0.01а

0.07а

0.09б

0.04б

0.03б

–1.2а

2.2а

–0.5а

–5.2б

1.4б

1.9б

Таваник
(250, 500 мг/ ±8, ±6%)

y = 0.034x + 141.309(В)а

y = –0.072x + 206.870(R)б
– 246 ± 43а

503 ± 42а

244 ± 20б

491 ± 20б

– 0.07а

0.03а

0.03б

0.02б

–1.6а

0.6а

–2.4б

–1.8б

Леволет
(500, 750 мг/ ±6, ± 5%)

y = –0.050x + 196.696(В)а

y = –0.090x + 220.919(R)б
– 496 ± 29а

753 ± 27а

513 ± 28б

755 ± 16б

– 0.02а

0.01а

0.02б

0.01б

–0.8а

0.4а

2.6б

0.7б

Ципрофлоксацин
(250, 500 мг/ ±8, ±6%)

y = 0.126x + 127.145(В)а – 248 ± 11а

502 ± 11а
– 0.02а

0.01а
–0.8а

+0.4а

Ципролет
(250, 500 мг/ ±8, ±6%)

y = –0.025x + 197.892(В)а – 255 ± 34а

505 ± 33а
– 0.05а

0.03а
+2.0а

+1.0а

Цифран
(250, 500 мг/ ±8, ±6%)

y = 0.097x + 129.933(В)а – 252 ± 15а

509 ± 15а
– 0.02а

0.01а
+0.8а

+1.8а

Офлоксацин
(200, 400 мг/ ±8, ±6%)

y = 0.135x + 139.055(В)а – 21 ± 11а

408 ± 18а
– 0.02а

0.02а
+5.0а

+2.0а

Ибупрофен
(200, 400 мг/ ±8, ±6%)

y = –0.060x + 162.785(R)а – 192 ± 24а

392 ± 24а
– 0.05а

0.02а
–4.0а

–2.0а

Ибупрофен Велфарм
(200, 400 мг/ ±8, ±6%)

y = –0.073x + 187.379(В)а – 202 ± 20а

396 ± 20а
– 0.04а

0.02а
0.04а

–1.0а

Налгезин
(275, 550 мг/ ±8, ±5%)

y = 0.066x + 135.895(В)а – 244 ± 38а

547 ± 65а
– 0.06а

0.05а
–11.3а

–0.5а

Нексемезин
(275, 550 мг/ ±8, ±5%)

y = –0.052x + 196.199(В)а – 278 ± 27а

534 ± 27а
– 0.04а

0.02а
+1.1а

–2.9а

Диклофенак Реневал
(50, 100 мг/ ±15, ±10%)

y = –0.257x + 217.362(В)а – 52 ± 10а

95 ± 10а
– 0.07а

0.04а
+4.0а

–5.0а

Продолжение табл. 2
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* * *

Продемонстрировано применение ИК-
устройства, напечатанного на 3D-принтере, 
и  приложения PhotoMetrix Pro® для смарт-
фонов в  анализе лекарственных средств. Ис-
пользованы алгоритмы хемометрики – методы 
главных компонент, наименьших квадратов, 
частичной регрессии наименьших квадратов 
и иерархический кластерный анализ для опре-
деления концентрации действующего вещества 
и  установления производителя лекарственной 
продукции. Концентрацию действующего ве-
щества в  таблетках определяли методами од-
номерного и  многомерного анализа. Относи-
тельное стандартное отклонение результатов 
анализа не превышало 0.09. Равноточность 
результатов анализа подтверждена использова-
нием метода ИК-спектроскопии с  преобразо-
ванием Фурье.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Данная работа финансировалась за счет 
средств бюджета ФГБУ “Всероссийского госу-
дарственного центра качества и стандартизации 
лекарственных средств для животных и  кор-

мов”. Никаких дополнительных грантов на про-
ведение или руководство данным конкретным 
исследованием получено не было. 

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы данной работы заявляют, что у  них 
нет конфликта интересов.
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Наименование 
лекарственного 

препарата (действующее 
вещество/допустимые 

отклонения1)

Зависимость "измерено–
предсказано" (PLS).

Уравнения градуировочных 
зависимостей 

(одномерный анализ)

RMSEC, 
мг

Найдено, 
мг 

в таблетке

RMSEP,
мг

sr Относительная 
погрешность, 

%

Диклофенак,
ООО "Озон"
(50, 100 мг/ ±15, ±10%)

y = –0.715x + 226.835(R)а – 52 ± 3а

98 ± 4а
– 0.03а

0.02а
0.03а

–2.0а

Диклофенак,
"Hemofarm"
(50, 100 мг/ ±15, ±10%)

y = –0.151x + 178.616(R)а – 46 ± 9а

95 ± 10а
– 0.08а

0.04а
–8.0а

–5.0а

Тромбостен
(50, 100 мг/ ±15, ±10%)

y = –0.233x + 195.045(R)а – 47 ± 1а

96 ± 22а
– 0.01а

0.09а
–6.0а

–4.0а

Ацетилсалициловая 
кислота Кардио
(50, 100 мг/ ±15, ±10%)

y = 0.474x + 169.125(G)а – 52 ± 3а

102 ± 3а
– 0.02а

0.01а
0.03а

+2.0а

Винпоцетин,
ООО "Озон"
(5, 10 мг/ ±20%)

y = 3.108x + 163.947(В)а

y = –2.891х + 233.043(В)б
– 5.3 ± 0.5а

10.3 ± 0.8а

5.1 ± 0.5б

10.3 ± 1.7б

– 0.04а

0.03а

0.04б

0.07б

+6.0а

+3.0а

+2.0б

+3.0б

Винпоцетин,
"Изварино Фарма"
(5, 10 мг/ ±20%)

y = –3.505x + 180.266(В)а

y = –2.011х + 241.853(В)б
– 5.1 ± 0.4а

10.2 ± 0.4а

4.7 ± 0.7б

10.5 ± 1.4б

– 0.03а

0.02а

0.06б

0.05б

+2.0а

+2.0а

–6.0б

+5.0б

1Приказ Министерства здравоохранения РФ от 26 октября 2015 г № 751н.
аАнализ в блистерной упаковке, ббез упаковки, санализ методом ИК-спектроскопии с преобразованием Фурье в блистер-
ной упаковке.

Окончание табл. 2
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Abstract. A non-destructive method for analyzing medicinal products (non-steroidal anti-inflammatory 
drugs, fluoroquinolones, acetylsalicylic acid, vinpocetine, tetracyclines) based on diffuse reflection of IR 
radiation using a smartphone and a device printed on a 3D printer is proposed. It was established that 
the diffuse reflection of IR radiation (850 nm) from tabletized medicinal products can be recorded using 
a smartphone camera. Blister packaging and tablet coating slightly reduce the intensity of the diffuse 
light reflection signal at a wavelength of 850 nm, as confirmed by a comparative analysis of colorimetric 
measurement results in medicinal product samples inside the packaging, outside the packaging, and on 
tablet fractures. A correlation between the analytical signal and the concentration of the active substance 
is observed regardless of the study variant. The data array was processed using principal component anal-
ysis (PCA), hierarchical cluster analysis (HCA), partial least squares regression (PLS), and least squares 
methods using PhotoMetrix PRO® software for smartphones. It is shown that these algorithms can iden-
tify drugs by their manufacturer and determine the concentration of active ingredients. The colorimetric 
signals from tablets of a single manufacturer form separate clusters on dendrograms created using the 
HCA algorithm. Data obtained using PCA indicate the location of signals from tablets of different manu-
facturers in separate quadrants, facilitating the identification of the pharmaceutical company. The use of 
chemometric analysis methods for determining the concentration of the active substance is considered.

Keywords: medicinal products, digital colorimetry in the near-IR range, smartphone, non-destructive 
analysis.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ НОРФЛОКСАЦИНА МЕТОДОМ 
СЕНСИБИЛИЗИРОВАННОЙ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ТЕРБИЯ 
В ПРИСУТСТВИИ НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА И МИЦЕЛЛ 

ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ
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Изучено влияние наночастиц серебра и мицелл ПАВ при совместном присутствии на интенсив-
ность сигнала сенсибилизированной флуоресценции комплекса норфлоксацина с ионом Tb3+. 
Показано, что интенсивность собственной флуоресценции норфлоксацина и  его комплекса 
с  ионами Tb3+ в  присутствии наночастиц серебра незначительно уменьшается.  Установлено, 
что в  присутствии мицелл додецилсульфата происходит модификация поверхности наноча-
стиц серебра, которая сопровождается изменением ζ-потенциала нанокластеров. Добавки мо-
дифицированных ПАВ наночастиц серебра к  водным растворам хелата тербия способствуют 
возрастанию интенсивности сенсибилизированной флуоресценции в  11 раз. Увеличение эф-
фективности внутримолекулярного переноса энергии в  комплексе Tb3+ с  норфлоксацином 
в  присутствии наночастиц серебра и  мицелл додецилсульфата позволило предложить способ 
флуориметрического определения антибиотика в  природной воде в  диапазоне концентраций 
2 × 10–7−1 × 10–5 М. Уравнение градуировочного графика y = 1.0 × 107x − 1.0, R2 = 0.991, предел 
обнаружения 5 × 10–8 М (3σ).

Ключевые слова: норфлоксацин, тербий, сенсибилизированная флуоресценция, наночастицы се-
ребра, поверхностно-активные вещества, мицеллы.

DOI: 10.31857/S0044450224050098  EDN: usrhcj

Широкое применение антибиотиков в  раз-
личных сферах деятельности не всегда оправда-
но и может пагубно влиять на организм человека, 
вызывая резисте́нтность к  антибактериальным 
препаратам [1]. Норфлоксацин (НОР) являет-
ся представителем антибиотиков группы фтор-
хинолонов третьего поколения, содержит атом 
фтора и пиперазиновый фрагмент (схема 1).

Схема 1. Структурная формула норфлоксацина.

Это одно из наиболее важных антибакте-
риальных средств, используемых в  медици-
не и  ветеринарии. Обнаружение и  контроль 
содержания антибиотиков в  объектах окру-
жающей среды, пищевых продуктах, лекар-
ственных препаратах остается одним из акту-
альных вопросов в аналитической химии. Для 
определения норфлоксацина наиболее часто 
используют методы высокоэффективной жид-
костной хроматографии [2, 3], капиллярного 
электрофореза [4, 5], спектрофотометрии [6], 
электрохимического анализа [7]. Успешной 
альтернативой известным методам является 
доступный, простой и  высокочувствительный 
спектрофлуориметрический метод, развитие 
которого в последние годы связано с примене-
нием сенсибилизированной флуоресценции, 
организованных сред и  наночастиц благород-
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ных металлов [8], улучшающих люминесцент-
ные свойства определяемых аналитов. Сенси-
билизированная люминесценция ионов РЗЭ 
характеризуется большим стоксовым сдвигом, 
узкой высокоинтенсивной полосой излуче-
ния и обеспечивает высокоселективное и чув-
ствительное определение фторхинолонов. При 
определении фторхинолонов значительное 
внимание уделяется использованию комплек-
сов ионов Tb+3 в связи с характерной для это-
го иона большой энергетической щелью между 
возбужденным и основным состояниями. Важ-
ным фактором, повышающим интенсивность 
флуоресценции, является солюбилизация хе-
латов антибиотиков в  наноразмерном объеме 
мицелл ПАВ, микроэмульсий, циклодекстри-
нов [9]. Использование наноматериалов во 
флуориметрическом анализе основано на уни-
кальных оптических свойствах, развитой вы-
сокоактивной поверхности наночастиц [10]. 
Нанокластеры легко функционализируются, 
что является основанием создания различных 
наноразмерных устройств для химического 
анализа [11−13]. Однако характер влияния на-
ночастиц благородных металлов на интенсив-
ность флуоресценции органической молекулы 
зависит от их формы, размера, концентрации, 
кислотности среды, природы используемого 
буферного раствора. 

Цель настоящей работы − изучение влияния 
наночастиц серебра в  мицеллярных растворах 
поверхностно-активных веществ на эффектив-
ность переноса энергии в комплексе норфлокса-
цина с ионами Tb3+ и применение такой системы 
для флуориметрического определения антибио-
тика.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Аппаратура. Оптическую плотность раство-
ров и электронные спектры поглощения в види-
мой и  УФ- области спектра регистрировали на 
спектрофотометре UV-1800 (Shimadzu, Япония) 
в кварцевых кюветах с длиной оптического пути 
1 см. Оптическую плотность измеряли относи-
тельно раствора сравнения, содержащего все 
компоненты, кроме исследуемого.

Спектры флуоресценции регистрировали 
при помощи спектрофлуориметра СМ 2203 (ЗАО 
"SOLAR", Республика Беларусь) с  источником 
возбуждения – импульсной ксеноновой лампой. 
Ширина щели возбуждения 10 нм, флуорес-
ценции 20 нм. Скорость регистрации спектров 
75 нм/мин. Измерения проводили в  кварцевой 
кювете с толщиной слоя 1 см. Сигнал регистри-
ровали под углом 900 к  возбуждающему свету. 
В  качестве критерия эффективности переноса 
энергии использовали параметр интенсивности 
флуоресценции.

Размер и  ζ-потенциал наночастиц серебра 
измеряли с помощью анализатора Zetasizer Nano 
ZS (Malvern, Великобритания). 

Значение рН контролировали на рН-метре 
(рН-673 М) со стеклянным индикаторным элек-
тродом и  хлоридсеребряным электродом срав-
нения.

Реагенты. Норфлоксацин (Merk, Германия), 
содержание основного вещества не менее 98%; 
кислота уксусная, ГОСТ 61-75, х. ч.; гидроксид 
натрия, 0.1 М фиксанал; аммиак водный ГОСТ 
3760-79, ч. д. а.; вода бидистиллированная, 
ГОСТ 6709-72; нитрат серебра 99.9%, ч. д. а. 
(РеаХим, Россия); натрий лимоннокислый 
трехзамещенный 5.5-водный, ч. д. а., (PeaХим, 
Россия); борогидрид натрия, х. ч., (PeaХим, 
Россия); хлорид тербия(III) шестиводный, 
99.9%, (AcrosOrganics, Бельгия); поверхност-
но-активные вещества, содержание не менее 
98%: додецилсульфат натрия (ДДС) (AppliChem, 
Германия), Бридж-35 (Merck, Германия), доде-
цилбензолсульфонат натрия (Sigma, Германия), 
хлорид цетилпиридиния (Merck, Германия); 
ацетатно-аммиачные буферные растворы гото-
вили из 2 М уксусной кислоты и 2 М раствора 
аммиака. 

Синтез наночастиц серебра (НЧAg) проводили 
борогидридным методом, в качестве стабилиза-
тора выступал цитрат-ион. Методика получения 
[14]: при перемешивании 1 мл водного раствора 
AgNO3 (10 мМ), 1 мл цитрата (500 мМ) добавля-
ли 47 мл H2O, в  течение 10 мин перемешивали 
при комнатной температуре, добавляли 600 мкл 
NaBH4 (10 мМ). Реакция восстановления про-
должалась 30 мин, реакционную смесь оставля-
ли в холодильнике на 8–9 ч для завершения ро-
ста наночастиц:

2AgNO3 + 2NaBH4 + 6H2O = 2Ag + 7H2 + 
+ 2NaNO3 + 2H3BO3.

Концентрацию наночастиц с  (М) рассчиты-
вали по формуле [15]:

где N – число частиц в растворе; NA = 6.02 × 1023, 
моль–1 – постоянная Авогадро, V – объем раство-
ра, л; m – масса серебра в растворе (m = 0.0535 г.); 
r – радиус наночастиц, см; ρ = 10.5 г/�см3 – плот-
ность серебра.

Методика отличается простотой и возмож-
ностью получения наночастиц определенного 
размера. В качестве стабилизатора коллоидно-
го раствора использовали цитрат-ион, кото-
рый адсорбируется на поверхности наночастиц 
и позволяет контролировать их размер. По дан-
ным просвечивающей электронной микроско-



	 ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ	 том 79	 № 6	 2024

670	 СМИРНОВА﻿

пии наночастицы имели сферическую форму 
и относительно узкий диапазон распределения 
по размерам со средним диаметром 7  ±  2 нм, 
ζ-потенциал -30 мВ, который свидетельству-
ет о  достаточно высокой стабильности золей. 
Нами установлено, что в  течение двух недель 
характеристики наночастиц оставались без 
изменений. Спектры поглощения синтезиро-
ванных наночастиц содержали полосу поверх-
ностного плазмонного резонанса (ППР) при 
λ = 410 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние наночастиц серебра на флуоресцент-
ные свойства норфлоксацина. В  зависимости от 
кислотности среды, норфлоксацин при рН 6–9 
участвует в  протолитических процессах и  мо-
жет не только отдавать протон, принадлежа-
щий карбоксильной группе, но и присоединять 
до двух протонов с  участием атомов кислорода 
карбонильной группы и  атома азота пипера-
зинового кольца, образуя цвиттер-ионы [15]. 
Спектры поглощения антибиотика включают 
две различные по интенсивности полосы при 
275 и 340 нм. Спектр флуоресценции характери-
зуется широкой полосой в  области 410−450 нм 
(λвозб = 275 нм).  

Известно, что основными условиями эффек-
тивного резонансного переноса энергии в  сис-
темах, содержащих наночастицы благородных 

металлов и флуорофор, являются перекрывание 
полос спектров ППР наночастиц и  флуорес-
ценции органической молекулы, а также мини-
мальное расстояние 50–250 Å между донором 
и акцептором [16]. Как видно из рис. 1а, первое 
условие переноса энергии для норфлоксацина 
и наночастиц серебра выполняется, поэтому при 
введении в раствор антибиотика добавок нано-
кластеров наблюдается незначительное тушение 
эмиссии норфлоксацина (рис. 1б). 

Взаимодействие норфлоксацина с  ионами 
Tb3+. При комплексообразовании ионов Tb3+ 

с  фторхинолоном наиболее вероятна биден-
татная координация иона металла через атомы 
кислорода депротонированной карбоксильной 
и карбонильной групп. Образование комплекса 
с  переносом энергии сопровождается появле-
нием в спектре флуоресценции норфлоксацина 
(λвозб = 275 нм) новых полос сенсибилизирован-
ной флуоресценции ионов Tb3+ при 490, 545, 585 
и 620 нм, соответствующих переходам 5D4 → 7F6, 
5D4 → 7F5, 5D4 → 7F4 и  5D4 → 7F3 в ионе комплексо-
образователя [15]. Возрастание сигнала сенси-
билизированной флуоресценции в  шесть раз 
при увеличении концентрации иона металла на 
порядок сопровождается двукратным уменьше-
нием интенсивности собственной флуоресцен-
ции норфлоксацина, что подтверждает внутри-
молекулярный перенос энергии возбуждения 
с триплетного уровня лиганда антибиотика (21275 
см–1) на резонансный уровень иона Tb3+ (20500 

Рис. 1. (а) Приведенные спектры поверхностного плазмонного резонанса наночастиц серебра (1) и собственной 
флуоресценции норфлоксацина (2). cНОР = 1.0 × 10–6 М, СНЧAg = 5.0 × 10–9 М, λвозб = 275 нм; (б) спектры флуоресцен-
ции норфлоксацина в присутствии возрастающей концентрации НЧAg: сНЧAg = 0 (1), 3.3 × 10–9 М (2), 5.0 × 10–9 М 
(3), 2.0 × 10–8 М (4); сНОР = 1.0 × 10–5 М; рН 7.0; λвозб = 275 нм.
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см–1). Сигнал максимальной сенсибилизирован-
ной флуоресценции при 545 нм соответствует 
сверхчувствительному переходу 5D4 → 7F5 (рис. 2). 
Согласно данным [15] соотношение компонен-
тов в исследуемом комплексе Tb3+: НОР = 1 : 2 
или 1 : 3. В условиях избытка иона-комплексо-
образователя возможно преобладание в раство-
ре хелата с соотношением компонентов 1 : 2, что 
позволяет реализоваться эффекту антенны.

Невысокая эффективность переноса энер-
гии в  образующемся неустойчивом комплексе 
может быть увеличена в мицеллярных растворах 
некоторых поверхностно-активных веществ.

Установлено, что при возбуждении аналити-
ческой системы при λ = 340 нм, соответствую-
щей поглощению пиперазинового заместителя, 
сигнал сенсибилизированной флуоресценции 
практически не проявляется.  

Комплексообразование норфлоксацина 
с  ионами Tb3+ зависит от кислотности среды 
(рис. 3). Оптимальными условиями образования 
комплекса с  переносом энергии являются рН 
6.0−7.5 в среде ацетатно-аммиачного буферного 
раствора.

Влияние наночастиц серебра на сенсибили-
зированную флуоресценцию. В  присутствии на-
ночастиц серебра в  растворе хелата Tb3+ на-
блюдается уменьшение на порядок сигнала 
сенсибилизированной флуоресценции и  в два 
раза − собственной флуоресценции норфлокса-
цина, что связано с  переносом энергии возбуж-
дения как от лиганда, так и от иона-комплексо-

образователя на нанокластеры серебра (рис. 4а). 
В качестве донора энергии выступает уже не сам 
фторхинолон, а его комплекс с ионами Tb3+. Как 
видно из рис. 4б, выполняется основное условие 
реализации переноса энергии возбуждения на 
наночастицы серебра − перекрывание спектров 
флуоресценции хелата и  поверхностного плаз-
монного резонанса нанокластеров серебра.

Зависимость Штерна − Фольмера. Данные по 
тушению обычно представляют в виде графиков 
Штерна − Фольмера, т.е. зависимости I0/I от 
концентрации тушителя. Согласно уравнению 
Штерна − Фольмера ожидается, что этот график 
линеен в случае динамического или статическо-
го процесса тушения: I0/I = 1 + КSV[НЧAg], где 
I0 и  I — интенсивности флуоресценции флуо-
рофора в  отсутствие и  в присутствии тушите-
ля, в  нашем случае – НЧAg, KSV – постоянная 
Штерна – Фольмера, которая свидетельствует 
об эффективности тушения, [НЧAg] — концен-
трация тушителя. В случае норфлоксацина нами 
не установлена линейная зависимость тушения 
флуоресценции антибиотика наночастицами се-
ребра. Для тушения флуоресценции комплекса 
график Штерна − Фольмера линеен в диапазоне 
концентраций наночастиц 5 × 10–9−3  ×  10–8  М 
(рис. 5). Поскольку константы Штерна – Фоль-
мера широко используются в  литературе как 
мера тушения, мы рассчитали KSV, значение ко-
торой составило (1.7 ± 0.3) × 107 М–1. Увеличение 
эффективности переноса энергии возбуждения 
в  случае, когда в  качестве донора выступает 

Рис. 3. Зависимость интенсивности флуоресценции 
комплекса НОР–Tb3+ от рН среды в  отсутствие (1) 
и в присутствии мицелл ДДС (2). сНОР = 1.0 × 10–6 М, 
сTb3+ = 1.0 × 10–4 М, cДДС = 1.0 × 10–2 М, λвозб = 275 нм, 
λфл = 545 нм.

Рис. 2. Спектр флуоресценции норфлоксацина 
в  присутствии возрастающей концентрации ионов 
Tb3+, М: 1.0 × 10–4 (1), 8.0 × 10–5 (2), 5.0 × 10–5 (3), 2.0 
× 10–5 (4), 1.0 × 10–5 (5); сНОР = 1.0 × 10–5 М; рН 7.0; 
λвозб = 275 нм.
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комплекс, возможно, связано с  сокращением 
расстояния между донором и  акцептором в  ре-
зультате проявления дополнительных электрос-
татических взаимодействий остаточного поло-
жительного заряда комплекса и  отрицательно 
заряженной поверхностью наночастицы.  

Влияние природы мицелл поверхностно-ак-
тивных веществ. Одним из факторов увеличения 
собственной флуоресценции норфлоксацина 
является солюбилизация антибиотика в мицел-
лы ПАВ, которая способствует дегидратации 
и  образованию более жесткой структуры флуо-
ресцирующего центра. Эффективность процес-
са зависит от кислотности среды и  состояния 
флуорофора в  растворе. Нами показано, что 
в  присутствии анионного ПАВ додецилсуль-
фата натрия солюбилизация норфлоксацина 
способствует увеличению интенсивности соб-
ственной флуоресценции антибиотика в 3.4 раза 
и  обусловлена главным образом гидрофобным 
взаимодействием с  углеводородным радикалом 
молекул анионных ПАВ. Мицеллы неионоген-
ного ПАВ Тритон Х-100 не оказывают влияния 
на флуоресценцию. Мицеллы катионного ПАВ 
хлорида цетилпиридиния уменьшают в  1.5 раза 
сигнал эмиссии в нейтральной и слабощелочной 
среде.  

Интенсивность сенсибилизированной флуо-
ресценции хелата Tb3+ с норфлоксацином также 
зависит от природы мицелл поверхностно-актив-
ного вещества. В присутствии мицелл катионного 
ПАВ хлорида цетилпиридиния сигнал уменьша-

ется в три раза ввиду электростатических препят-
ствий солюбилизации комплекса в мицеллу с по-
ложительно заряженной поверхностью. Добавки 
мицелл неионогенных ПАВ Тритон Х-100 и Твин-
80 способствуют уменьшению интенсивности 
сенсибилизированной флуоресценции в полтора 

Рис. 4. (а) Спектры флуоресценции комплекса Tb3+−Нор (1) в присутствии НЧAg (2):
сНЧAg = 3.3 × 10–8 М, сНОР = 1.0 × 10–6 М, сTb3+ = 1.0 × 10–4 М, pH 9.0, λвозб = 275 нм; (б) перекрывание приведенных 
спектров сенсибилизированной флуоресценции (2) и ППР(1).

Рис. 5. Зависимость Штерна − Фольмера. Тушение 
флуоресценции комплекса Tb3+−НОР в  присут-
ствии наночастиц серебра.
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раза. Введение в  раствор хелата мицелл анион-
ного додецилсульфата сопровождается возраста-
нием сигнала флуоресценции при рН 7−9 в пять 
раз (рис. 6). Особенность влияния анионных 
ПАВ на интенсивность флуоресценции хелата 
тербия проявляется в способности отрицательно 
заряженных мицелл концентрировать на своей 
поверхности хелат с  остаточным положитель-
ным зарядом и  эффективной солюбилизацией 
его в мицеллу. Расширение области кислотности 
комплексообразования в  присутствии мицелл 
можно связать с  изменением протолитических 
свойств лигандов в мицеллярной среде [10]. Про-
цесс солюбилизации, дегидратации координа-
ционно ненасыщенных комплексов в  менее по-
лярной среде мицелл, удаление молекул воды из 
ближайшего окружения иона комплексообразо-
вателя способствуют росту интенсивности сенси-
билизированной флуоресценции. Не исключено 
вхождение анионов поверхностно-активного ве-
щества в качестве второго лиганда в координаци-
онную сферу иона-комплексообразователя, что 
также способствует росту интенсивности анали-
тического сигнала. Интенсивность флуоресцен-
ции хелата зависит от концентрации ДДС и мак-
симальна при значении 1 × 10–2 М. 

Влияние наночастиц серебра на флуоресцент-
ные свойства комплекса Tb3+ с  норфлоксацином 
в  мицеллярных растворах додецилсульфата на-
трия. В  присутствии наночастиц серебра и  ми-
целл ДДС интенсивность сенсибилизированной 
флуоресценции комплекса норфлоксацина с ио-

нами Tb3+ не только не уменьшается, но возрас-
тает в  11 раз по сравнению с  хелатом в  водной 
среде (рис. 6). Сигнал сенсибилизированной 
флуоресценции зависит от кислотности среды 
и максимален при рН 9. Нами установлено, что 
в присутствии анионов ДДС происходит модифи-
кация поверхности наночастицы серебра, кото-
рая сопровождается увеличением ζ-потенциала 
от –30 до –78  мВ. Можно предположить, что 
в присутствии мицелл ДДС подавляется процесс 
резонансного переноса энергии возбуждения 
от комплекса Tb3+ с  норфлоксацином на нано-
частицы серебра в связи с возможным увеличе-
нием радиуса модифицированной наночастицы 
и расстояния между донором и акцептором. Воз-
растание сенсибилизированной флуоресценции 
в аналитической системе связано с проявлением 
уникальных свойств поверхностной активности 
нанокластеров серебра и сорбции на модифици-
рованной поверхности ДДС и хелата Tb3+ с норф-
локсацином. Дополнительное усиление сигнала 
флуоресценции в  присутствии нанокластеров, 
возможно, является результатом влияния адсор-
бированных на поверхности наночастиц мицелл 
и ионов ДДС на окружение флуоресцирующего 
центра, которое способствует уменьшению ги-
дратации иона-комплексообразователя и лиган-
да, экранированию от посторонних тушителей, 
сближению компонентов аналитической реак-
ции, повышению эффективности внутримоле-
кулярного переноса энергии, подавлению про-
цесса диссипации энергии возбуждения (рис. 7). 

Рис. 6. Спектры флуоресценции НОР + Tb3+ + ДДС 
+ НЧAg (1), НОР + Tb3+ + ДДС (2), НОР−Tb3+ (3). 
сНОР =1.0 × 10–5 М, сTb3+ = 1.0 × 10–4 М, cДДС = 1.0 × 10–2 
М, сНЧAg= 3.3 × 10–9 М, pH 9.0, λвозб = 275 нм.

Рис. 7. Схема взаимодействия в системе Tb3+−НОР−
ДДС−НЧAg.
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Предлагаемый подход усиления аналитичес-
кого сигнала сенсибилизированной флуорес-
ценции может быть использован для разработ-
ки флуориметрической методики определения 
норфлоксацина в некоторых объектах. 

Нами апробирован флуориметрический 
способ определения антибиотика на фоне ма-
трицы  – природной воды (Хмелевский пруд, 
Саратовская область). В  пробы воды предва-
рительно вводили определенное количество 
антибиотика. Норфлоксацин является одним 
из широко используемых антибактериаль-
ных средств при лечении различного рода ин-
фекций крупного и  мелкого рогатого скота 
в  сельском хозяйстве. В  водоемы вблизи жи-
вотноводческих ферм попадает значительное 
количество сточных вод, содержащих доста-
точно большие концентрации антибиотиков. 
В  оптимальных условиях получения макси-
мального сигнала сенсибилизированной флуо-
ресценции построен градуировочный график 
для флуориметрического определения норф-
локсацина с помощью модифицированных ми-
целлами додецилсульфата натрия наночастиц 
серебра и  ионов Tb3+. Зависимость интенсив-
ности флуоресценции от концентрации опре-
деляемого антибиотика линейна в  диапазоне 
2 × 10–7−1 × 10–5 М. Уравнение градуировочно-
го графика y = 1.0 × 107x − 1.0, r2 = 0.996.

Методика флуориметрического определения 
норфлоксацина. В  пробирку вносят 1.0 мл аце-
татно-аммиачного буферного раствора (pH 9), 1 
мл исследуемого образца воды, 0.4 мл 1.0 × 10–3 
М соли Tb3+, 0.4 мл 0.1 М раствора ДДС, 0.4 мл 
3.3 × 10–8 М раствора наночастиц серебра, бу-
ферный раствор до общего объема 4 мл. Изме-
ряют интенсивность флуоресценции (λвозб = 275 
нм, λфл = 545 нм), с помощью градуировочного 
графика определяют содержание норфлоксаци-
на в воде. 

Результаты определения представлены 
в  табл.  1, правильность контролировали мето-
дом введено−найдено. Погрешность определе-
ния (sr) не превышает 0.08.

* * *

Установлено, что в  присутствии наночастиц 
серебра, синтезированных борогидридным спо-
собом и  стабилизированных цитрат-ионами, 
интенсивность флуоресценции норфлоксацина 
и  его комплекса с  ионами тербия уменьшается 
в результате резонансного переноса энергии на 
нанокластеры. Эффективность процесса выше 
в случае, когда в качестве донора энергии высту-
пает хелат антибиотика. Модификация поверх-
ности наночастиц серебра анионным поверх-
ностно-активным веществом сопровождается 
возрастанием значения ζ-потенциала от –30 
до –78 мВ. В  присутствии модифицированных 
наночастиц серебра проявляется усиление сиг-
нала сенсибилизированной флуоресценции 
в  11 раз в  результате адсорбции комплекса Tb3+ 
с  норфлоксацином на поверхности нанокла-
стеров и  проявления влияния мицелл и  ионов 
додецилсульфата натрия на ближайшее окру-
жение флуоресцирующего центра, вероятной 
солюбилизации хелата, уменьшения гидрата-
ции иона-комплексообразователя и  лиганда, 
экранирования от посторонних тушителей (рис. 
7). В  результате сближения компонентов реак-
ции, подавления процесса диссипации энергии 
возбуждения интенсивность флуоресценции 
аналитической системы увеличивается. Пред-
ложен подход к  повышению интенсивности 
сенсибилизированной флуоресценции хелата 
Tb3+ c норфлоксацином с помощью модифици-
рованных анионами ПАВ наночастиц серебра, 
который может быть реализован во флуоримет-
рических методиках определения антибиотика 
в некоторых объектах. 
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Abstract. The influence of silver nanoparticles and surfactant micelles on the signal intensity of the sensi-
tized fluorescence of the norfloxacin complex with the Tb3+ ion was studied. It was shown that the intensity 
of the intrinsic fluorescence of norfloxacin and its complex with Tb3+ ions slightly decreases in the presence 
of silver nanoparticles. It was found that the presence of dodecyl sulfate micelles leads to the modification 
of the silver nanoparticle surface, which is accompanied by a change in the ζ-potential of the nanoclusters. 
The addition of surfactant-modified silver nanoparticles to aqueous solutions of terbium chelate increas-
es the intensity of sensitized fluorescence by 11 times. The increase in the efficiency of intramolecular 
energy transfer in the Tb3+ complex with norfloxacin in the presence of silver nanoparticles and dodecyl 
sulfate micelles made it possible to propose a method for the fluorimetric determination of the antibiot-
ic in natural water in the concentration range of 2 × 10-7 −1 × 10-5 M. The calibration graph equation is 
y = 1.0 × 107x − 1.0, R2 = 0.991, detection limit 5 × 10–8 M (3σ).

Keywords: norfloxacin, terbium, sensitized fluorescence, silver nanoparticles, surfactants, micelles.
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Славяноведение 
Современная Европа 
Социологические исследования 
Стратиграфия. Геологическая корреляция 
США & Канада: экономика, политика, культура Теоретические 
основы химической технологии 
Теплофизика высоких температур 
Успехи современной биологии 
Успехи физиологических наук 
Физика Земли 
Физика и химия стекла 
Физика металлов и металловедение 
Физика плазмы 
Физикохимия поверхности и защита материалов 
Физиология растений 
Физиология человека 
Химическая физика 
Химия высоких энергий 
Химия твердого топлива 
Цитология 
Человек 
Экология 
Экономика и математические методы 
Электрохимия 
Энтомологическое обозрение 
Этнографическое обозрение 
Ядерная физика

Индекс 39322
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