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Ïðåäñòàâëåíà ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ àðèñòîëîõèåâîé êèñëîòû (ÀÀ) â ïèùåâîé ïðîäóêöèè

ñ èñïîëüçîâàíèåì ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî èììóíîñåíñîðà, â êà÷åñòâå ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ êî-

òîðîãî ñëóæèëè ìàãíèòíûå óãëåðîäíûå íàíîêîìïîçèòû (ÌÓÍÊ) ñ èììîáèëèçîâàíûìè íà

èõ ïîâåðõíîñòè áåëêîâûìè êîíúþãàòàìè AA. Èçó÷åíû ñïîñîáû ñèíòåçà ìàãíèòíûõ ÿäåð

Fe3O4 è èõ çàêðåïëåíèå íà ïîâåðõíîñòè ìíîãîñòåííûõ óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê (ÓÍÒ). Ìå-

òîäîì ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè óñòàíîâëåíî, ÷òî ôîðìèðîâàíèå ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ ñåíñîðà

ïðîèñõîäèò âñëåäñòâèå îáðàçîâàíèÿ êîâàëåíòíûõ ñâÿçåé ìåæäó àìèíîãðóïïàìè êîíúþãà-

òîâ AA è êàðáîêñèëüíûìè ãðóïïàìè ÓÍÒ. Îïðåäåëåíû êîíöåíòðàöèè áåëêîâûõ êîíúþãà-

òîâ íà îñíîâå îâàëüáóìèíà (OVA) è áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA) (0,3 è

0,2 ìã/ìë) è ñòåïåíü ðàçáàâëåíèÿ àíòèòåë (0,25), îáåñïå÷èâàþùèå îïòèìàëüíûå õàðàêòå-

ðèñòèêè ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî èììóíîñåíñîðà. Óñòàíîâëåíû ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðè-

ñòèêè îïðåäåëåíèÿ AA ïðåäëîæåííûì ñïîñîáîì: äèàïàçîí îïðåäåëÿåìûõ ñîäåðæàíèé è

ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ AA ïðè ïðèìåíåíèè ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî èììóíîñåíñîðà ñ ðàñïîçíà-

þùèì ñëîåì íà îñíîâå ÌÓÍÊ/AA-OVA è ÌÓÍÊ/AA-BSA ñîñòàâëÿþò (íã/ìë): 50 – 400 è 10;

100 – 300 è 50 ñîîòâåòñòâåííî. Ñåíñîð àïðîáèðîâàí ïðè îïðåäåëåíèè AA â îáðàçöàõ êèòàé-

ñêîãî ôèòî÷àÿ è ÁÀÄ äëÿ ïîõóäåíèÿ. Â ÷àå êèñëîòà íå îáíàðóæåíà, à â ÁÀÄ åå ñîäåðæàíèå

ñîñòàâëÿåò 3,2 ìêã/ã.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àðèñòîëîõèåâàÿ êèñëîòà; ïüåçîýëåêòðè÷åñêèé èììóíîñåíñîð; ìàãíèò-

íûå íàíîêîìïîçèòû; ìíîãîñòåííûå óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè; ìàãíèòíûå íàíî÷àñòèöû.
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A technique for the determination of aristolochic acid (AA) in food products using a piezoelectric

immunosensor is presented. Magnetic carbon nanocomposites (MCNC) were used as the recognition layer

of the sensor, on the surface of which protein conjugates of AA were immobilized. Abstract-Methods for

the synthesis of Fe
3
O

4
magnetic nuclei and their attachment to the surface of multi-walled carbon

nanotubes (CNTs) have been studied. Using IR spectrometry, it was found that the formation of the recog-

nition layer of the sensor occurs due to the formation of covalent bonds between the amino groups of AA

conjugates and carboxyl groups of CNTs. The concentrations of protein conjugates based on ovalbumin

(OVA) and bovine serum albumin (BSA) (0.3 and 0.2 mg/ml) and the degree of antibody dilution (0.25)

were determined, which provide optimal characteristics of the piezoelectric immunosensor. The

metrological characteristics of the method for determining AA have been established. The range of deter-

mined concentrations of AA and the limit of detection when using a piezoelectric immunosensor with a

recognition layer based on MUNA/AA-OVA and MUNA/AA-BSA are (ng/ml): 50 – 400 and 10; 100 – 300

and 50, respectively. The sensor has been tested in the determination of AA in samples of Chinese herbal
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tea and dietary supplements for weight loss. No acid was found in tea, and in dietary supplements, the acid

content is 3.2 ìg/g.

Keywords: aristolochic acid; piezoelectric immunosensor; magnetic nanocomposites; multi-walled car-

bon nanotubes; magnetic nanoparticles.

Ââåäåíèå

Àðèñòîëîõèåâàÿ êèñëîòà (AA) — äåéñòâó-

þùèé êîìïîíåíò ìíîãîëåòíèõ òðàâ è äåðåâÿ-

íèñòûõ ëèàí ñåìåéñòâà êèðêàçîíîâûõ, êîòîðûé

îáëàäàåò ìî÷åãîííûìè è òîíèçèðóþùèìè ñâîé-

ñòâàìè, à òàêæå àíòèèíôåêöèîííûì âîçäåéñòâè-

åì íà ìî÷åâûäåëèòåëüíóþ ñèñòåìó. Îäíàêî â

90-õ ãîäàõ ïðîøëîãî âåêà áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî

íàðÿäó ñ áëàãîòâîðíûì âîçäåéñòâèåì íà îðãà-

íèçì AA ïðè ðåãóëÿðíîì óïîòðåáëåíèè âûçûâà-

åò çëîêà÷åñòâåííûå íîâîîáðàçîâàíèÿ è çàáîëåâà-

íèÿ òîêñè÷åñêîé èíòåðñòèöèàëüíîé íåôðîïàòèåé

(àðèñòîëîõèåâîé íåôðîïàòèåé) [1 – 3]. Ïî ýòîé

ïðè÷èíå AA â ïðîäóêòàõ ïèòàíèÿ è ëåêàðñòâåí-

íûõ ñðåäñòâàõ çàïðåùåíà áîëåå ÷åì â 20 ñòðàíàõ

ìèðà, â òîì ÷èñëå è â Ðîññèè (ñ 2008 ã.). Íåñìîò-

ðÿ íà ýòî â Àçèè AA â ìèêðîêîíöåíòðàöèÿõ äî

ñèõ ïîð èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå êîìïîíåíòà áèî-

ëîãè÷åñêè àêòèâíûõ äîáàâîê (ÁÀÄ) äëÿ ïîõóäå-

íèÿ, ïðîòèâîïàðàçèòàðíûõ ïðåïàðàòîâ è ñðåäñòâ

ïðîòèâ áåññîííèöû [4, 5]. Åå ïîÿâëåíèå âîçìîæ-

íî è â äðóãèõ ñòðàíàõ, ïîñêîëüêó ÁÀÄ íå âñåãäà

ïðîõîäÿò òîêñèêîëîãè÷åñêóþ ýêñïåðòèçó ïðè ïå-

ðåñå÷åíèè ãðàíèöû. Ïîýòîìó âåñüìà àêòóàëüíîé

çàäà÷åé ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà ìåòîäèêè îïðåäåëå-

íèÿ AA â ÁÀÄ è ðàñòèòåëüíîì ñûðüå.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ AA èñ-

ïîëüçóþò õðîìàòîãðàôè÷åñêèå ìåòîäû àíàëèçà,

â ÷àñòíîñòè, âûñîêîýôôåêòèâíóþ æèäêîñòíóþ

õðîìàòîãðàôèþ (ÂÝÆÕ), îáåñïå÷èâàþùóþ íèç-

êèé ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ è øèðîêèé äèàïàçîí

îïðåäåëÿåìûõ ñîäåðæàíèé AA [6 – 9]. Îäíàêî ïî-

äîáíûé àíàëèç òðåáóåò ïðîäîëæèòåëüíîé ïðîáî-

ïîäãîòîâêè, ÷òî ñòèìóëèðóåò ïîÿâëåíèå íîâûõ

áîëåå ýêñïðåññíûõ ìåòîäèê îïðåäåëåíèÿ AA.

Âñå ÷àùå äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñëåäîâûõ êîíöåí-

òðàöèé àíàëèòîâ â ïèùå, ðàñòèòåëüíîì ñûðüå è

áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ ïðèìåíÿþò ïüåçîýëåê-

òðè÷åñêèå èììóíîñåíñîðû, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ

âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è ñåëåêòèâíîñòüþ,

ñâÿçàííîé ñ ïðèðîäîé ðàñïîçíàþùèõ ìîëåêóë.

Ïüåçîýëåêòðè÷åñêèå ãðàâèìåòðè÷åñêèå èììóíî-

ñåíñîðû ïîçâîëÿþò ïðîâîäèòü ïðÿìîå îïðåäåëå-

íèå öåëåâûõ àíàëèòîâ â ïðîáå áåç ïðèìåíåíèÿ

ñïåöèàëüíûõ ìåòîê â ïðèñóòñòâèè áîëüøèõ êî-

ëè÷åñòâ ìåøàþùèõ êîìïîíåíòîâ [10 – 14]. Äëÿ

ïîâûøåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè îïðåäåëåíèÿ ðàç-

ðàáîòàíû ðàçëè÷íûå ïðèåìû, îáåñïå÷èâàþùèå

óâåëè÷åíèå ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà, íà-

ïðèìåð, ïóòåì ïðèìåíåíèÿ ìàãíèòíûõ óãëåðîä-

íûõ íàíîêîìïîçèòîâ (ÌÓÍÊ) — ìíîãîñòåííûõ

óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê (ÓÍÒ), ìîäèôèöèðîâàí-

íûõ ìàãíèòíûìè íàíî÷àñòèöàìè (ÌÍ×) Fe3O4.

Ïðèìåíåíèå ìàãíèòíûõ óãëåðîäíûõ íàíîêîìïî-

çèòîâ ñïîñîáñòâóåò íå òîëüêî óâåëè÷åíèþ ïëîùà-

äè àêòèâíîé ïîâåðõíîñòè ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ

ñåíñîðà, íî è ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü ôîðìèðî-

âàíèå ðåöåïòîðíîãî ñëîÿ ïîä äåéñòâèåì âíåøíèõ

ìàãíèòíûõ ñèë [15, 16].

Öåëü ðàáîòû — ðàçðàáîòêà ïüåçîýëåêòðè÷å-

ñêîãî èììóíîñåíñîðà ñ ðàñïîçíàþùèì ñëîåì íà

îñíîâå ìàãíèòíûõ óãëåðîäíûõ íàíîêîìïîçèòîâ

äëÿ îïðåäåëåíèÿ àðèñòîëîõèåâîé êèñëîòû â ðàñ-

òèòåëüíîì ñûðüå è áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ äî-

áàâêàõ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàãåíòû:

ÿíòàðíóþ êèñëîòó (C4H6O4) («Ðåàõèì», Ðîññèÿ),

ðàñòâîð àðèñòîëîõèåâîé êèñëîòû â ìåòàíîëå,

êîíúþãàòû àðèñòîëîõèåâîé êèñëîòû íà îñíîâå

àëüáóìèíà ÿè÷íîãî áåëêà (OVA) — AA-OVA è

áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA) —

AA-BSA, ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê àðèñòîëî-

õèåâîé êèñëîòå (anti-AA) (ÌÃÓ èì. Ì. Â. Ëîìî-

íîñîâà). Ñåëåêòèâíîñòü îïðåäåëåíèÿ AA îöå-

íèâàëè ñ ïðèìåíåíèåì ìóêîôåíîëüíîé êèñëîòû,

òàíèíà («ËåíÐåàêòèâ», Ðîññèÿ), ñîðáèíîâîé êèñ-

ëîòû è ðåçîðöèíà («Ðåàõèì», Ðîññèÿ). Èñïîëüçî-

âàëè ñëåäóþùèå íåîðãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ:

êðèñòàëëîãèäðàòû õëîðèäîâ äâóõ- è òðåõâàëåíò-

íîãî æåëåçà (FeCl2 · 4H2O, FeCl3 · 6H2O), êðèñòàë-

ëîãèäðàò ñóëüôàòà äâóõâàëåíòíîãî æåëåçà

(FeSO4 · 7H2O), ãèäðîêñèä íàòðèÿ (NaOH) («Ðåà-

õèì», Ðîññèÿ); àììèàê âîäíûé (NH3 · H2O, 25 %-

íûé ðàñòâîð) («Áàçà ¹ 1 Õèìðåàêòèâîâ», Ðîñ-

ñèÿ), àçîòíóþ (ñ = 1,513 ã/ñì3) è ñåðíóþ (ñ =

= 1,836 ã/ñì3) êèñëîòû («Ðåàõèì», Ðîññèÿ). Ïåðå-

âîä ìàãíèòíûõ óãëåðîäíûõ íàíîêîìïîçèòîâ â

äèñïåðñíîå ñîñòîÿíèå îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Äëÿ àêòè-

âàöèè êàðáîêñèëüíûõ ãðóïï ÌÓÍÊ èñïîëüçîâà-

ëè ñìåñü, âêëþ÷àþùóþ N-ãèäðîêñèñóêöèíèìèä

(NHS) è N-ýòèë-N�-(3-äèìåòèëàìèíîïðîïèë)êàð-

áîäèèìèäà ãèäðîõëîðèä (EDAC) (Sigma-Aldrich,

ÑØÀ). Î÷èñòêó ïîâåðõíîñòè çîëîòîãî ýëåêòðîäà

ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî ñåíñîðà ïðîâîäèëè ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ñîëÿíîé êèñëîòû (ñ = 1,198 ã/ñì3)

(«Ðåàõèì», Ðîññèÿ), àöåòîíà è ýòèëîâîãî ñïèðòà

(Quimica, Èñïàíèÿ).

Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ àãëîìåðàöèè ìàãíèò-

íûõ óãëåðîäíûõ íàíîêîìïîçèòîâ ïðèìåíÿëè

ÓÇ-âàííó («ÏÑÁ-Ãàëàñ», Ðîññèÿ). Äëÿ îïðåäå-

ëåíèÿ ðàçìåðîâ è ôîðìû ñèíòåçèðîâàííûõ ìàã-

íèòíûõ íàíî÷àñòèö èñïîëüçîâàëè ñêàíèðóþùèé
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çîíäîâûé ìèêðîñêîï Solver P47-PRO («Íàíîòåõ-

íîëîãèÿ-ÌÄÒ», Ðîññèÿ).

Îáðàçîâàíèå õèìè÷åñêèõ ñâÿçåé ìåæäó êîíú-

þãàòàìè AA è ìàãíèòíûìè óãëåðîäíûìè íàíî-

êîìïîçèòàìè êîíòðîëèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì

ÈÊ-Ôóðüå ñïåêòðîìåòðà Iraffinity (Shimadzu,

ßïîíèÿ). Äëÿ ðåãèñòðàöèè ÈÊ-ñïåêòðîâ êîìïî-

çèòû íàíîñèëè íà ïëàñòèíó èç êðèñòàëëè÷åñêîãî

êðåìíèÿ «ÊÝÑ-0,01» («ÏÐÎÌÒÅÕ», Ðîññèÿ).

Â êà÷åñòâå ñåíñîðîâ ïðèìåíÿëè ïüåçîýëåê-

òðè÷åñêèå ðåçîíàòîðû ÀÒ-ñðåçà äèàìåòðîì 8 ìì

è ñîáñòâåííîé ÷àñòîòîé êîëåáàíèé 10 ÌÃö ñ çîëî-

òûìè ýëåêòðîäàìè, ðàñïîëîæåííûìè ïî îáå ñòî-

ðîíû êâàðöåâîé ïëàñòèíû (ÇÀÎ «ÝÒÍÀ», Ðîñ-

ñèÿ). Ðåãèñòðàöèþ àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà ïðî-

âîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðèáîðà CPNA-330

(ÇÀÎ «ÝÒÍÀ», Ðîññèÿ) ïîñëå íàíåñåíèÿ íà ðàñ-

ïîçíàþùèé ñëîé àíàëèçèðóåìîãî ðàñòâîðà, ïðî-

ìûâàíèÿ îò íåñâÿçàâøèõñÿ êîìïîíåíòîâ è âûñó-

øèâàíèÿ äî ïîñòîÿííîé ìàññû.

Ìàññó ïîêðûòèÿ ðàññ÷èòûâàëè ïî óðàâíåíèþ

Çàóýðáðåÿ [17]:
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ãäå Äf — èçìåíåíèå ÷àñòîòû êîëåáàíèé êðèñòàë-

ëà êâàðöà, Ãö; f0 — ñîáñòâåííàÿ ÷àñòîòà êîëåáà-

íèé êðèñòàëëà, 10 ÌÃö; Äm — ìàññà íàíåñåííîãî

íà ýëåêòðîä ïîêðûòèÿ, ã; A — ïëîùàäü ïîâåðõíî-

ñòè ýëåêòðîäà, 0,10066 ñì2.

Óñòîé÷èâîñòü áèîñëîÿ îöåíèâàëè ïî ÷èñëó

ïîâòîðíûõ öèêëîâ èçìåðåíèé (N), ïðè êîòîðîì

àíàëèòè÷åñêèé ñèãíàë ñåíñîðà íå îòëè÷àëñÿ áî-

ëåå ÷åì íà 5 %.

Ñèíòåç ìàãíèòíûõ óãëåðîäíûõ íàíîêîìïî-

çèòîâ. Ïðåäâàðèòåëüíî ïîëó÷àëè ìàãíèòíûå íà-

íî÷àñòèöû Fe3O4, ñèíòåçèðîâàííûå ðàçëè÷íûìè

ñïîñîáàìè ïî ìåòîäó ñîîñàæäåíèÿ ñ ïðèìåíåíèåì

ñîëåé æåëåçà (II, III) è ðàñòâîðîâ ùåëî÷åé (NaOH

èëè NH3 · H2O) [18 – 21] (òàáë. 1).

Äëÿ ñèíòåçà ÌÓÍÊ èñïîëüçîâàëè ìíîãîñòåí-

íûå óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè, ïðåäîñòàâëåííûå

Èíñòèòóòîì êàòàëèçà èì. Ã. Ê. Áîðåñêîâà (ÑÎ

ÐÀÍ, Íîâîñèáèðñê, Ðîññèÿ). Àêòèâàöèþ ÓÍÒ

ïðîâîäèëè ïóòåì èõ îáðàáîòêè ñìåñüþ HNO3 è

H2SO4 (3:1) â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäîì, îïèñàííûì

â ðàáîòå [22].

Ìàãíèòíûå óãëåðîäíûå íàíîêîìïîçèòû ïî-

ëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå [16]: ñìåøèâàëè

300 ìã ÌÍ× è 100 ìã ÓÍÒ è äèñïåðãèðîâàëè â

30 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû â òå÷åíèå 30 ìèí.

Ïîëó÷åííûé ìàãíèòíûé óãëåðîäíûé íàíîêîìïî-

çèò âûäåëÿëè ïðè ïîìîùè íåîäèìîâîãî ìàãíèòà

è âûñóøèâàëè äî ïîñòîÿííîé ìàññû.

Äëÿ ïåðåâîäà ìàãíèòíûõ óãëåðîäíûõ íàíî-

êîìïîçèòîâ â äèñïåðñíîå ñîñòîÿíèå íàâåñêó

ÌÓÍÊ ìàññîé 1 ìêã âíîñèëè â 1 %-ûé âîäíûé

ðàñòâîð Triton X-100 (1 ìë) è ïîäâåðãàëè óëüòðà-

çâóêîâîé îáðàáîòêå â òå÷åíèå 1 ÷, íàãðåâàÿ äî

90 °C â òå÷åíèå ïåðâûõ 15 ìèí [15].

Ôîðìèðîâàíèå èììóíîàôôèííîãî ñëîÿ. Òàê

êàê ìîëåêóëà AA îáëàäàåò íåáîëüøîé ìîëåêó-

ëÿðíîé ìàññîé, îïðåäåëåíèå ïðîâîäèëè â êîí-

êóðåíòíîì ôîðìàòå èììóíîàíàëèçà. Äëÿ àêòèâà-

öèè êàðáîêñèëüíûõ ãðóïï íà ïîâåðõíîñòè ÓÍÒ

èñïîëüçîâàëè 1 %-íûé âîäíûé ðàñòâîð Triton

X-100 îáúåìîì 200 ìêë, ñîäåðæàùèé EDAC è

NHS ìàññîé 2,5 è 5 ìã ñîîòâåòñòâåííî. Ê 10 ìêë

äèñïåðñèè íàíîêîìïîçèòà äîáàâëÿëè 10 ìêë àê-

òèâàöèîííîé ñìåñè, îñòàâëÿëè íà 20 ìèí, ïîñëå

÷åãî âíîñèëè 10 ìêë áåëêîâîãî êîíúþãàòà AA.

Ïîëó÷åííóþ äèñïåðñèþ âûäåðæèâàëè 12 ÷ ïðè

òåìïåðàòóðå 4 °C.

Äëÿ ôîðìèðîâàíèÿ ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ çî-

ëîòîé ýëåêòðîä ñåíñîðà î÷èùàëè 1 ìÌ ðàñòâîðîì

ñîëÿíîé êèñëîòû, àöåòîíîì è ñïèðòîì, ïîìåùàëè

â ÿ÷åéêó äåòåêòèðîâàíèÿ íàä íåîäèìîâûì ìàãíè-

òîì [15] è íàíîñèëè 2 ìêë äèñïåðñèè íàíîêîìïî-

çèòà íà îñíîâå ÌÓÍÊ è áåëêîâîãî êîíúþãàòà AA.

Ñåíñîð âûäåðæèâàëè ïðè òåìïåðàòóðå 20 – 25 °C

â òå÷åíèå 90 ìèí, çàòåì ïðîìûâàëè 200 ìêë äèñ-

òèëëèðîâàííîé âîäû è ñóøèëè â ïîòîêå òåïëîãî

âîçäóõà äî ïîñòîÿííîé ìàññû.

Ñåëåêòèâíîñòü ðàñïîçíàþùåãî ïîêðûòèÿ

îöåíèâàëè ïî êîýôôèöèåíòàì ïåðåêðåñòíîãî

ðåàãèðîâàíèÿ (ÏÐ, %):

ÏÐ = (Äfìåø/Äföåë) · 100,

ãäå Äfìåø, Äföåë — àíàëèòè÷åñêèé ñèãíàë ñåíñîðà

ïðè îïðåäåëåíèè ìåøàþùåãî è öåëåâîãî ñîåäè-

íåíèÿ ñîîòâåòñòâåííî, Ãö.

Ïðîáîïîäãîòîâêà. Ïðîáîïîäãîòîâêó îáðàç-

öîâ êèòàéñêîãî ÷àÿ äëÿ ïîõóäåíèÿ «Ëåòÿùàÿ ëàñ-
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Òàáëèöà 1. Óñëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ ÌÍ×

Table 1. Conditions for obtaining MNP

Íîìåð ñïîñîáà 1 2 3 4

Ñîëè Fe2+ è Fe3+ FeCl
2

· 4H
2
O,

FeCl
3

· 6H
2
O

FeSO
4

· 7H
2
O,

FeCl
3

· 6H
2
O

FeCl
2

· 4H
2
O,

FeCl
3

· 6H
2
O

FeCl
2

· 4H
2
O,

FeCl
3

· 6H
2
O

Îñàäèòåëü NH
3

· H
2
O NaOH NaOH NH

3
· H

2
O

Ñïîñîá âíåñåíèÿ îñàäèòåëÿ Åäèíîâðåìåííî Åäèíîâðåìåííî Ïî êàïëÿì Åäèíîâðåìåííî

t, °C 80 25 80 90

pH 7 7 9 7



òî÷êà» ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: 1 ïàêåòèê

÷àÿ (2 ã) çàëèâàëè 200 ìë êèïÿùåé äèñòèëëèðî-

âàííîé âîäû è âûäåðæèâàëè 3 – 5 ìèí.

Äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ïðîáîïîäãîòîâêè ÁÀÄ

«Ïëîñêèé æèâîò» òàáëåòêó ïðåïàðàòà ðàñòâîðÿ-

ëè â 200 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû è îòôèëüò-

ðîâûâàëè îñàäîê, êîòîðûé äâàæäû ïðîìûâàëè

ýòèëîâûì ñïèðòîì äëÿ ïåðåâîäà AA â ðàñòâîð.

Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ

Ôîðìèðîâàíèå ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ ïüåçî-

ýëåêòðè÷åñêîãî èììóíîñåíñîðà íà îñíîâå ìàãíèò-

íûõ óãëåðîäíûõ íàíîêîìïîçèòîâ. ×óâñòâèòåëü-

íîñòü îïðåäåëåíèÿ ñ ïîìîùüþ ïüåçîýëåêòðè-

÷åñêîãî ãðàâèìåòðè÷åñêîãî èììóíîñåíñîðà ñóùå-

ñòâåííî çàâèñèò îò ìàññû ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ.

Èñïîëüçîâàíèå òÿæåëîãî ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ

ìîæåò ïðèâåñòè ê ñóæåíèþ äèàïàçîíà îïðåäåëÿ-

åìûõ êîíöåíòðàöèé àíàëèòà è äàæå ê ñðûâó àíà-

ëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà ñåíñîðà, ïîýòîìó â ïüåçî-

ýëåêòðè÷åñêèõ èììóíîñåíñîðàõ ðåêîìåíäîâàíî

èñïîëüçîâàòü ÌÓÍÊ, ïîëó÷åííûå ñ ïðèìåíåíèåì

ÌÍ× ìèíèìàëüíîãî äèàìåòðà. Òàêèå ÌÍ× ïðî-

ÿâëÿþò âûñîêèå ìàãíèòíûå ñâîéñòâà [23], ÷òî

îáåñïå÷èâàåò óñòîé÷èâîñòü ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ,

ïîëó÷åííîãî ïîä äåéñòâèåì âíåøíåãî ìàãíèòíî-

ãî ïîëÿ. Ìèíèìàëüíûé äèàìåòð ñèíòåçèðîâàí-

íûõ íàìè ÌÍ× (ñïîñîá 3) ñîñòàâëÿåò 22 ± 4 íì

(ðèñ. 1). Äèàìåòð ÌÍ×, ïîëó÷åííûõ ñïîñîáàìè 1

è 2, â äâà è áîëåå ðàç ïðåâûøàåò äèàìåòð ÷àñòèö,

ñèíòåçèðîâàííûõ ñïîñîáîì 3, ÷òî ïðèâîäèò ê ñó-

æåíèþ äèàïàçîíà îïðåäåëÿåìûõ ñîäåðæàíèé AA,

à ÌÍ×, ïîëó÷åííûå ñïîñîáîì 4, ñóùåñòâåííî

ðàçëè÷àþòñÿ ïî ðàçìåðó è ïîýòîìó íåïðèãîäíû

äëÿ ïðèìåíåíèÿ â ïüåçîýëåêòðè÷åñêèõ ñåíñîðàõ.

Ìàññà ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ òàêæå çàâèñèò îò

õàðàêòåðèñòèê ïðèìåíÿåìûõ ÓÍÒ — äëèíû, äèà-

ìåòðà è ñòðóêòóðû. Ìåòîäîì ïüåçîêâàðöåâîãî

ìèêðîâçâåøèâàíèÿ îöåíèâàëè ìàññó ñëîÿ íà îñ-

íîâå ÌÓÍÊ è ÌÓÍÊ/AA-OVA, çàêðåïëåííîãî íà

ïîâåðõíîñòè ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî ñåíñîðà ïîä

äåéñòâèåì âíåøíåãî ìàãíèòíîãî ïîëÿ (òàáë. 2).

Ïîêðûòèå íà áàçå ÓÍÒ äëèíîé 1 ìêì èìååò

ìèíèìàëüíóþ ìàññó è õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé

óñòîé÷èâîñòüþ (N = 31). Èñïîëüçîâàíèå â ÌÓÍÊ

ÓÍÒ áîëüøåé äëèíû ñîïðîâîæäàëîñü óâåëè÷åíè-

åì ìàññû ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ ÌÓÍÊ/AA-OVA è

ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ åãî ñòàáèëüíîñòè, òàê êàê

ÌÍ×, ðàñïîëîæåííûå íà ïîâåðõíîñòè íàíîòðó-

áîê, íå îáåñïå÷èâàëè íàäåæíîãî çàêðåïëåíèÿ

ìàãíèòíûõ íàíîêîìïîçèòîâ.

Â êà÷åñòâå ðàñïîçíàþùèõ ìîëåêóë ïðèìå-

íÿëè áåëêîâûå êîíúþãàòû AA — AA-BSA è

AA-OVA, èììîáèëèçàöèþ êîòîðûõ íà ïîâåðõ-

íîñòè ÌÓÍÊ îñóùåñòâëÿëè çà ñ÷åò îáðàçîâàíèÿ

êîâàëåíòíûõ ñâÿçåé ìåæäó àêòèâèðîâàííûìè

êàðáîêñèëüíûìè ãðóïïàìè óãëåðîäíûõ íàíî-

òðóáîê è àìèíîãðóïïàìè ìîëåêóë áåëêîâ (ðèñ. 2).

Ìåòîäîì ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè êîíòðîëèðîâàëè îá-

ðàçîâàíèå ñâÿçåé ïóòåì ñðàâíåíèÿ ÈÊ-ñïåêòðîâ

ÌÓÍÊ, êîíúþãàòà AA — AA-OVA è íàíîêîìïîçè-

òà ÌÓÍÊ/AA-OVA (ðèñ. 3).

Ñìåùåíèå è óøèðåíèå ïèêà, õàðàêòåðíîãî

äëÿ êàðáîêñèëüíîé ãðóïïû, â ÈÊ-ñïåêòðå

ÌÓÍÊ/AA-OVA îòíîñèòåëüíî ÈÊ-ñïåêòðà ÌÓÍÊ

ñ 1710 äî 1750 ñì–1 ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè

COOH-ãðóïï óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê â îáðàçîâà-

íèè ñâÿçè ñ ìîëåêóëàìè êîíúþãàòà. Áîëåå ÷åòêîå

ïðîÿâëåíèå ñåðèè ïèêîâ â îáëàñòè 3600 –

3400 ñì–1 íà ñïåêòðå ÌÓÍÊ/AA-OVA ïî ñðàâíå-

íèþ ñî ñïåêòðîì AA-OVA ïîäòâåðæäàåò ñâÿçûâà-

íèå êîíúþãàòà ñ ìàãíèòíûì íàíîêîìïîçèòîì çà

ñ÷åò àìèíîãðóïï áåëêà. Îá óñïåøíîì ñâÿçûâà-

íèè êîìïîçèòà ñ AA òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò ïðî-

ÿâëåíèå ïèêà –NO2 â ñïåêòðå ÌÓÍÊ/AA-OVA,

õàðàêòåðíîãî äëÿ ìîëåêóëû AA. Ñóùåñòâåííîå

óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè ïèêà ïðè 2860 ñì–1 â

ñïåêòðå ÌÓÍÊ/AA-OVA ïî ñðàâíåíèþ ñî ñïåê-

òðîì ÌÓÍÊ ñâÿçàíî ñ îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñ-

íûõ ñîåäèíåíèé áåëêîâûõ ìîëåêóë ñ Triton

X-100.

Ðàçðàáîòêà ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ àðèñòî-

ëîõèåâîé êèñëîòû ñ ïîìîùüþ ïüåçîýëåêòðè÷å-

ñêîãî ñåíñîðà. Êîíöåíòðàöèÿ êîíúþãàòà, èììî-

áèëèçóåìîãî íà ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäà, âëèÿåò

íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü îïðåäåëåíèÿ AA ñ èñïîëüçî-

âàíèåì ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî ñåíñîðà. Ðàáî÷èå
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Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü äèàìåòðà ÌÍ× îò ñïîñîáà ñèíòåçà

Fig. 1. Dependence of MNP diameter on the synthesis

method

Òàáëèöà 2. Õàðàêòåðèñòèêè ÓÍÒ è çíà÷åíèÿ ìàññû ïîä-

ëîæêè (ÌÓÍÊ) è ðàñïîçíàþùåãî ñëîÿ (ÌÓÍÊ/AA-OVA)

(n = 5; P = 0,95)

Table 2. CNT characteristics and masses of the substrate

(MUNC) and the recognizing layer (MUNC/AA-OVA) (n =

= 5; P = 0.95)

ÓÍÒ Ìàññà

ÌÓÍÊ,

ìêã

Ìàññà

ÌÓÍÊ/AA-OVA,

ìêã

N

d, íì l, ìêì

10 1 1,9 ± 0,1 2,0 ± 0,0 31

7,8 40 2,4 ± 0,2 2,6 ± 0,2 23

10 35 2,5 ± 0,1 2,7 ± 0,3 17



êîíöåíòðàöèè AA-BSA è AA-OVA îïðåäåëÿëè ïî

ìàêñèìóìó íà ãðàôèêå çàâèñèìîñòè èçìåíåíèÿ

÷àñòîòû êîëåáàíèé êâàðöåâîé ïëàñòèíû ñåíñîðà

îò êîíöåíòðàöèè ñîîòâåòñòâóþùåãî êîíúþãàòà,

íàíåñåííîãî â ñîñòàâå ñìåñè ÌÓÍÊ/êîíúþãàò íà

ïîâåðõíîñòü ýëåêòðîäà ñåíñîðà (ðèñ. 4, à).

Êîíöåíòðàöèè AA-BSA è AA-OVA ñîñòàâèëè

0,2 è 0,3 ììîëü/ë ñîîòâåòñòâåííî. Ðàçëè÷èå êîí-

öåíòðàöèé êîíúþãàòîâ AA-BSA è AA-OVA ñâÿçà-

íî ñî çíà÷åíèÿìè ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ ìîëåêóë

áåëêà, ñîñòàâëÿþùèõ 66,5 è 45 êÄà äëÿ BSA è

OVA ñîîòâåòñòâåííî. Êîíöåíòðàöèþ àíòèòåë

(ðàçáàâëåíèå àíòèñûâîðîòêè), ñîîòâåòñòâóþùóþ

50 %-íîìó ñâÿçûâàíèþ, îïðåäåëÿëè íà ëèíåéíîì

ó÷àñòêå ãðàôè÷åñêîé çàâèñèìîñòè àíàëèòè÷åñêî-

ãî ñèãíàëà ñåíñîðà îò ðàçáàâëåíèÿ àíòèòåë. Çíà-

÷åíèå ðàçáàâëåíèÿ ñîñòàâèëî 0,25 êàê äëÿ êîíúþ-

ãàòà íà îñíîâå BSA, òàê è OVA (ñì. ðèñ. 4, á).
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Ðèñ. 2. Ñõåìà ôîðìèðîâàíèÿ ðåöåïòîðíîãî ñëîÿ

Fig. 2. Scheme of the formation of the receptor layer

Ðèñ. 3. ÈÊ-ñïåêòðû: 1 — ÌÓÍÊ; 2 — AA-OVA; 3 — ÌÓÍÊ/AA-OVA

Fig. 3. IR-spectra: 1 — MUNC; 2 — AA-OVA; 3 — MUNK/AA-OVA

Òàáëèöà 3. Àíàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè îïðåäåëåíèÿ AA (n = 3; P = 0,95)

Table 3. Analytical characteristics of the determination of AA (n = 3; P = 0.95)

Êîíúþãàò AA C
min

, íã/ìë
Äèàïàçîí îïðåäåëÿåìûõ êîíöåí-

òðàöèé, íã/ìë

Óðàâíåíèå ãðàäóè-

ðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè
R2

AA-OVA 10 50 – 400 Äf = –1,54c + 1550 0,99

AA-BSA 50 100 – 300 Äf = –7,87c + 3283 0,97



Óñòàíîâëåíû àíàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè

ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî ñåíñîðà ñ ðàñïîçíàþùèì

ïîêðûòèåì íà áàçå ÌÓÍÊ (òàáë. 3). Â ñëó÷àå èñ-

ïîëüçîâàíèÿ áåëêîâîãî êîíúþãàòà íà îñíîâå

AA-OVA ñèãíàë ñåíñîðà ëèíååí â äèàïàçîíå 50 –

400 íã/ìë, AA-BSA — 100 – 300 íã/ìë.

Îïðåäåëåíèå AA ñ ðàñïîçíàþùèì ñëîåì

ÌÓÍÊ/AA-OVA õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëåå øèðîêèì

äèàïàçîíîì îïðåäåëÿåìûõ êîíöåíòðàöèé è íèç-

êèì ïðåäåëîì îáíàðóæåíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì êîíúþãàòà ÌÓÍÊ/AA-BSA.

Ñåëåêòèâíîñòü èììóíîñåíñîðà íà îñíîâå ìàã-

íèòíûõ óãëåðîäíûõ íàíîêîìïîçèòîâ îöåíèâàëè

ñ ïîìîùüþ êîýôôèöèåíòà êðîññ-ðåàêòèâíîñòè

(ÏÐ, %) ïðè äåòåêòèðîâàíèè öåëåâîãî àíàëèòà è

ñîåäèíåíèé, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ òðàâÿíîé ìàòðè-

öû ôèòî÷àÿ è ÁÀÄ — ìóêîôåíîëüíîé è ñîðáèíî-

âîé êèñëîò, òàíèíîâ è êàòåõèíîâ (òàáë. 4). Çíà÷å-

íèÿ ÏÐ äëÿ âñåõ ìåøàþùèõ ñîåäèíåíèé íå ïðå-

âûøàþò 8 %, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîé ñïå-

öèôè÷íîñòè îïðåäåëåíèÿ AA ñ ïîìîùüþ ïüåçî-

ýëåêòðè÷åñêîãî ñåíñîðà íà îñíîâå ìàãíèòíûõ

óãëåðîäíûõ íàíîêîìïîçèòîâ.

Ñåíñîð àïðîáèðîâàí ïðè îïðåäåëåíèè AA â

ðåàëüíûõ îáúåêòàõ — äâóõ îáðàçöàõ ôèòî÷àÿ è

áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîé äîáàâêå äëÿ ïîõóäåíèÿ

(òàáë. 5, 6).
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à á

Êîíöåíòðàöèÿ êîíúþãàòà, ììîëü/ë

Ðèñ. 4. Çàâèñèìîñòü àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà ñåíñîðà îò

êîíöåíòðàöèè êîíúþãàòà (à) è ðàçáàâëåíèÿ àíòèòåë (á):

1 — AA-BSA; 2 — AA-OVA

Fig. 4. Dependence of the sensors signal on the concentra-

tion of conjugate (a) and dilution of primary antibody serum

(b): 1 — AA-BSA; 2 — AA-OVA

Òàáëèöà 4. Êîýôôèöèåíòû ïåðåêðåñòíîãî ðåàãèðîâàíèÿ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë (êîíöåíòðàöèÿ àíàëèòîâ —

200 íã/ìë)

Table 4. Cross-reactivity coefficients of polyclonal antibodies (analyte concentration — 200 ng/ml)

Ñîåäèíåíèå äëÿ ïåðåêðåñòíîãî

ðåàãèðîâàíèÿ
Ñòðóêòóðíàÿ ôîðìóëà ñîåäèíåíèÿ ÏÐ, %

Àðèñòîëîõèåâàÿ êèñëîòà 100

Ìóêîôåíîëüíàÿ êèñëîòà 3

Òàíèíû 8

Êàòåõèíû 1

Ñîðáèíîâàÿ êèñëîòà 0,4



Â îáðàçöàõ ôèòî÷àÿ AA íå îáíàðóæåíà, ÷òî

ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î áåçîïàñíîñòè äàííîãî

ïðîäóêòà. Îäíàêî â ÁÀÄ ñîäåðæàíèå AA ñîñòàâè-

ëî 3 ± 1 ìêã/ã. Êîíöåíòðàöèÿ AA, ïðèâîäÿùàÿ ê

òÿæåëûì ôîðìàì ðàêîâûõ íîâîîáðàçîâàíèé, ñî-

ñòàâëÿåò 184 ìêã/ã. Ñîäåðæàíèå AA â ÁÀÄ íå

ïðåâûøàåò äàííîãî çíà÷åíèÿ, îäíàêî èç-çà òîãî,

÷òî äåéñòâèå AA íîñèò íàêîïèòåëüíûé õàðàêòåð,

ïðèìåíåíèå äàííîãî ïðåïàðàòà äîëæíî áûòü îã-

ðàíè÷åíî.

Çàêëþ÷åíèå

Ðàçðàáîòàí ñïîñîá îïðåäåëåíèÿ AA ñ ïîìî-

ùüþ ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî ñåíñîðà ñ ðàñïîçíàþ-

ùèì ïîêðûòèåì íà áàçå ÌÓÍÊ. Äèàïàçîí îïðå-

äåëÿåìûõ ñîäåðæàíèé è ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ñî-

ñòàâèëè 50 – 400 è 10 íã/ìë ñîîòâåòñòâåííî äëÿ

AA-OVA è 100 – 300 è 50 íã/ìë äëÿ AA-BSA. Ñåí-

ñîð àïðîáèðîâàí ïðè îïðåäåëåíèè AA â îáðàçöàõ

êèòàéñêîãî ôèòî÷àÿ è ÁÀÄ äëÿ ïîõóäåíèÿ. Â îá-

ðàçöàõ ÷àÿ AA íå îáíàðóæåíà, â ÁÀÄ åå ñîäåðæà-

íèå ñîñòàâèëî 3 ± 1 ìêã/ã.
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