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Ñòàòüÿ ïîñòóïèëà 24 ôåâðàëÿ 2015 ã.

Ìîäèôèêàöèÿ ïîâåðõíîñòè ïå÷àòíûõ ãðàôèòîâûõ ýëåêòðîäîâ óãëåðîäíûìè íàíîìàòåðèàëàìè

(óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè, îêñèä ãðàôåíà) èñïîëüçîâàíà äëÿ óëó÷øåíèÿ àíàëèòè÷åñêèõ âîçìîæíî-

ñòåé àìïåðîìåòðè÷åñêèõ ìîíîàìèíîêñèäàçíûõ áèîñåíñîðîâ ïðè îïðåäåëåíèè ëåêàðñòâåííûõ âå-

ùåñòâ ñ àíòèäåïðåññèâíûì äåéñòâèåì (ìîêëîáåìèä, àìèòðèïòèëèí). Óñòàíîâëåíî, ÷òî äèàïàçîí

îïðåäåëÿåìûõ êîíöåíòðàöèé ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ èçìåíÿåòñÿ îò 1 · 10–4 äî 1 · 10–8 ìîëü�ë.

Ðàçðàáîòàííûå ìîíîàìèíîêñèäàçíûå áèîñåíñîðû èñïîëüçîâàíû äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëåêàðñòâåííûõ

âåùåñòâ â ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòàõ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: áèîñåíñîðû; ìîíîàìèíîêñèäàçà; îêñèä ãðàôåíà; óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè;

àíòèäåïðåññàíòû.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëåêàðñòâåííûõ

âåùåñòâ íàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóþò ðàçëè÷íûå âà-

ðèàíòû õðîìàòîãðàôèè [1 – 4]. Îäíàêî õðîìàòîãðàôè-

÷åñêèå ìåòîäû èìåþò îïðåäåëåííûå íåäîñòàòêè: äîñ-

òàòî÷íî ñëîæíîå îáîðóäîâàíèå, íåîáõîäèìîñòü íàëè-

÷èÿ êâàëèôèöèðîâàííîãî ïåðñîíàëà è ïðîâåäåíèÿ

ïðåäâàðèòåëüíîé ïðîáîïîäãîòîâêè ïðè îïðåäåëåíèè

íèçêèõ êîíöåíòðàöèé âåùåñòâ. Â ñâÿçè ñ ýòèì áèîñåí-

ñîðíûå òåõíîëîãèè ïðèîáðåòàþò âñå áîëüøåå ðàñïðî-

ñòðàíåíèå, ïîñêîëüêó ïîçâîëÿþò ðåøèòü ðÿä ïðîáëåì
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Êàçàíñêèé (Ïðèâîëæñêèé) ôåäåðàëüíûé óíèâåðñèòåò, ã. Êà-
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ñåëåêòèâíîãî è ÷óâñòâèòåëüíîãî îïðåäåëåíèÿ ëåêàðñò-

âåííûõ âåùåñòâ.

Îäíèì èç âàæíûõ ôàêòîðîâ, îïðåäåëÿþùèõ àíà-

ëèòè÷åñêèå è îïåðàöèîííûå õàðàêòåðèñòèêè âîëüò-

àìïåðîìåòðè÷åñêèõ ñåíñîðîâ è àìïåðîìåòðè÷åñêèõ

áèîñåíñîðîâ, ÿâëÿåòñÿ âûáîð íàèëó÷øåãî íàíîñòðóê-

òóðèðîâàííîãî ìîäèôèêàòîðà ïîâåðõíîñòè ýëåêòðî-

äîâ, ñëóæàùèõ îñíîâîé ñîîòâåòñòâóþùèõ áèîñåíñî-

ðîâ. Ñðåäè âñåãî ìíîãîîáðàçèÿ íàíîñòðóêòóðèðîâàí-

íûõ ìîäèôèêàòîðîâ îñîáîå ìåñòî çàíèìàþò óãëåðîä-

íûå íàíîìàòåðèàëû [5 – 7], ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ óãëå-

ðîäíûå íàíîòðóáêè è îêñèä ãðàôåíà [8, 9]. Âûáîð

ìîäèôèêàòîðîâ îáúÿñíÿåòñÿ âûñîêîé ýëåêòðîïðîâîä-

íîñòüþ íàíîòðóáîê [10], øèðîêèìè âîçìîæíîñòÿìè

ôóíêöèîíàëèçàöèè îêñèäà ãðàôåíà [11 – 13], äîñòóï-

íîé ñòîèìîñòüþ è âîçìîæíîñòüþ ïðèîáðåòåíèÿ ýòèõ

êîììåð÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ.

Îïðåäåëåíèå ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ ÿâëÿåòñÿ

àêòóàëüíîé çàäà÷åé ïðè êîíòðîëå çà ïðèåìîì ëåêàð-

ñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ïàöèåíòàìè è ìîíèòîðèíãå ëå-

êàðñòâåííûõ âåùåñòâ â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ

[14, 15]. Ê ÷èñëó òàêèõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ îò-

íîñÿòñÿ «Àìèòðèïòèëèí» è «Àóðîðèêñ»: ïåðâûé —

êëàññè÷åñêèé òðèöèêëè÷åñêèé àíòèäåïðåññàíò, ñîäåð-

æàùèé ëåêàðñòâåííîå âåùåñòâî àìèòðèïòèëèí, âòî-

ðîé — ñîâðåìåííûé íåêëàññè÷åñêèé àíòèäåïðåññàíò,

êîòîðûé âêëþ÷àåò ëåêàðñòâåííîå âåùåñòâî ìîêëîáå-

ìèä [16].

Öåëü èññëåäîâàíèÿ — âûáîð íàèëó÷øåãî óãëåðîä-

íîãî íàíîìàòåðèàëà (ñðåäè óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê è

îêñèäà ãðàôåíà) ïðè ðàçðàáîòêå ìîíîàìèíîêñèäàçíûõ

áèîñåíñîðîâ äëÿ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîãî è ñåëåêòèâ-

íîãî îïðåäåëåíèÿ àìèòðèïòèëèíà è ìîêëîáåìèäà â ñî-

äåðæàùèõ èõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòàõ.

Â êà÷åñòâå ïåðâè÷íîãî ïðåîáðàçîâàòåëÿ áèîñåíñî-

ðîâ èñïîëüçîâàíà ñèñòåìà ïå÷àòíûõ ãðàôèòîâûõ ýëåê-

òðîäîâ 3 â 1 (èçãîòîâëåíû íà êàôåäðå àíàëèòè÷åñêîé

õèìèè ÊÔÓ), ñîñòîÿùàÿ èç ðàáî÷åãî è âñïîìîãàòåëü-

íîãî ýëåêòðîäîâ (ãðàôèòîâûå ÷åðíèëà Gwent Electro-

nic Materials, ÑØÀ) è ýëåêòðîäà ñðàâíåíèÿ (ïàñòà

Ag�AgCl), ïîëó÷åííîãî íà ïîëèìåðíîé ïîäëîæêå ìå-

òîäîì òðàôàðåòíîé ïå÷àòè. Ñóáñòðàòàìè ìîíîàìèíîê-

ñèäàçû ñëóæèëè 4 %-íûé ðàñòâîð äîôàìèíà äëÿ èíú-

åêöèé (Äîôàìèí-Ôåðåéí, Ðîññèÿ) è 0,1 %-íûé ðàñ-

òâîð àäðåíàëèíà (Áåðèíãåð Èíãåëüõàéì Ôàðìà ÃìáÕ

è Êî, Ðîññèÿ). Öèêëè÷åñêèå âîëüòàìïåðîãðàììû ïîëó-

÷àëè ñ ïîìîùüþ ïîòåíöèîñòàòà-ãàëüâàíîñòàòàòà 204N

(Autolab, Íèäåðëàíäû). Ìèêðîôîòîãðàôèè ñíèìàëè ñ

ïîìîùüþ àòîìíî-ñèëîâîãî ìèêðîñêîïà (ÀÑÌ) ìàðêè

Solver P47H (ÍÒ-ÌÄÒ, Ðîññèÿ). Îòäåëåíèå íåðàñòâî-

ðèìûõ êîìïîíåíòîâ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ïðîâî-

äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì öåíòðèôóãè MiniSpin (Eppen-

dorf, Ãåðìàíèÿ).

Â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ èñïîëüçîâàëè

àìèòðèïòèëèí è ìîêëîáåìèä (Sigma-Aldrich, ÑØÀ),

ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû êîòîðûõ ïðèâåäåíû íà ðèñ. 1.

Â êà÷åñòâå ìîäèôèêàòîðîâ ïîâåðõíîñòè ïðèìåíÿ-

ëè îêñèä ãðàôåíà (ÃÎ) è ìíîãîñòåííûå óãëåðîäíûå

íàíîòðóáêè (ÌÓÍÒ-COOH), ôóíêöèîíàëèçèðîâàííûå

ãðóïïàìè COOH (Sigma-Aldrich, ÑØÀ). Ëèíåéíûå

ðàçìåðû ÌÓÍÒ ñîñòàâëÿëè îò 2 – 6 äî 10 – 15 íì. Äëÿ

ïîëó÷åíèÿ äèñïåðñèé ÃÎ è ÌÓÍÒ èñïîëüçîâàëè ðàñ-

òâîð õèòîçàíà êâàëèôèêàöèè õ÷ â óêñóñíîé êèñëîòå

[17, 18]. Îäíîðîäíîñòü äèñïåðñèé ÌÓÍÒ-COOH è ÃÎ

â óêñóñíîêèñëîì ðàñòâîðå õèòîçàíà ïîääåðæèâàëè,

èñïîëüçóÿ óëüòðàçâóêîâóþ âàííó ñ ÷àñòîòîé 37 ÊÃö

(ìîäåëü «S30H» ôèðìû «Elmasonic», Ãåðìàíèÿ).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ìîíîàìèíîêñèäàçó (ÌÀÎ),

ïîëó÷åííóþ èç ïå÷åíè ñâèíüè (ãîìîãåíàò), ñ àêòèâíî-

ñòüþ 0,075 ìêì�ìèí · ìã îòíîñèòåëüíî äîôàìèíà.

Ðàçðàáîòêó àìïåðîìåòðè÷åñêèõ ìîíîàìèíîêñè-

äàçíûõ áèîñåíñîðîâ íà÷èíàëè ñ ìîäèôèêàöèè ïîâåðõ-

íîñòè ýëåêòðîäîâ. Ïðè ýòîì âàðüèðîâàëè êîëè÷åñòâî

óãëåðîäíîãî íàíîìàòåðèàëà (ÌÓÍÒ-COOH, ÃÎ), íà-

íîñèìîå íà ðàáî÷óþ ïîâåðõíîñòü ýëåêòðîäîâ ìåòîäîì

êàïåëüíîãî èñïàðåíèÿ.

Ïîñëå ñòàäèè ìîäèôèêàöèè íà ïîâåðõíîñòü ýëåê-

òðîäîâ íàíîñèëè ðàñòâîð ìîíîàìèíîêñèäàçû â óêñóñ-

íîêèñëîì ðàñòâîðå õèòîçàíà.

Õèòîçàí ÿâëÿåòñÿ ïîëèýëåêòðîëèòîì ïîëèêàòèîí-

íîãî òèïà è îáëàäàåò ïðåêðàñíîé áèîñîâìåñòèìîñòüþ

[19, 20], ñîäåðæèò àìèíîãðóïïû, ïîçâîëÿþùèå ìîäè-

ôèêàòîðàì ëó÷øå óäåðæèâàòüñÿ íà ïîâåðõíîñòè ýëåê-

òðîäà çà ñ÷åò ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ

NH2-ãðóïï óêñóñíîêèñëîãî ðàñòâîðà õèòîçàíà è

OH-ãðóïï ïîâåðõíîñòè ãðàôèòîâîãî ïå÷àòíîãî ýëåê-

òðîäà.

Ìíîãîñòåííûå óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè — ýòî òó-

áóëÿðíûå 3D ñòðóêòóðû, ñîñòîÿùèå èç áîëüøîãî êîëè-

÷åñòâà ñâåðíóòûõ ãðàôåíîâûõ ëèñòîâ [21]. Â ðàáîòå

èñïîëüçîâàëè ÌÓÍÒ, êîòîðûå ñîäåðæàëè îïðåäå-

ëåííîå êîëè÷åñòâî ôóíêöèîíàëüíûõ êàðáîêñèëüíûõ

(COOH) è êàðáîíèëüíûõ (CHO) ãðóïï. Áëàãîäàðÿ íà-

ëè÷èþ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êèñëîðîäñîäåðæàùèõ

ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï ÌÓÍÒ ìîãóò ïðî÷íî çàêðåï-
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ: à —

ìîêëîáåìèä — ï-õëîð-N-(2-ìîðôîëèíîýòèë)áåíçàìèä äèãèä-

ðîõëîðèä; á — àìèòðèïòèëèí — 5-(3-äèìåòèëàìèíîïðîïèëè-

äåí)-10,11-äèãèäðîäèáåíçîöèêëîãåïòåí) ãèäðîõëîðèä



ëÿòüñÿ íåïîñðåäñòâåííî íà ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäà çà

ñ÷åò êîâàëåíòíîãî è âîäîðîäíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ

OH-ãðóïï ãðàôèòîâîé ïîâåðõíîñòè è COOH-ãðóïï

ÌÓÍÒ, à òàêæå êîâàëåíòíî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ óê-

ñóñíîêèñëûì ðàñòâîðîì õèòîçàíà çà ñ÷åò îáðàçîâàíèÿ

àìèäíîé ñâÿçè (–CONH–) è ýëåêòðîñòàòè÷åñêè ÷åðåç

NH2-ãðóïïû õèòîçàíà è COOH-ãðóïïû ÌÓÍÒ.

Îêñèä ãðàôåíà — ïëîñêèé ïîëíîñòüþ îêèñëåí-

íûé ãðàôåíîâûé 2D ëèñò, êèñëîðîäñîäåðæàùèå ôóíê-

öèîíàëüíûå ãðóïïû êîòîðîãî ðàñïîëîæåíû íà áàçèñ-

íûõ ïëîñêîñòÿõ (ãèäðîêñèëüíûå è ýïîêñèäíûå ãðóï-

ïû) è ðåáðàõ (êàðáîíèëüíûå è êàðáîêñèëüíûå) [22].

Â ðåàêöèÿõ ïðåèìóùåñòâåííî ó÷àñòâóþò ãðóïïû, ðàñ-

ïîëîæåííûå íà ðåáðàõ, à íå íà áàçèñíûõ ïëîñêîñòÿõ.

ÃÎ àíàëîãè÷íî ÌÓÍÒ-COOH ìîæåò âçàèìîäåéñòâî-

âàòü êàê ñ ãðàôèòîâîé ïîâåðõíîñòüþ ýëåêòðîäà, òàê è

ñ õèòîçàíîì. Ïðè ýòîì â îòëè÷èå îò ÌÓÍÒ-COOH,

ÃÎ îáëàäàåò íàìíîãî áîëåå íèçêîé òîêñè÷íîñòüþ
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Ðèñ. 2. ÀÑÌ èçîáðàæåíèÿ â ðåæèìå òîïîãðàôèè â 2D è 3D ïðîåêöèÿõ ïîâåðõíîñòè ãðàôèòîâîãî ýëåêòðîäà, ìîäèôèöèðîâàííîãî îê-

ñèäîì ãðàôåíà (à, ä ), ìíîãîñòåííûìè óãëåðîäíûìè íàíîòðóáêàìè (â, å ) è ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ôàçîâîãî êîíòðàñòà (á, ã )



ïî îòíîøåíèþ ê æèâûì ñèñòåìàì. Ïðèñóòñòâèå â

ÌÓÍÒ-COOH è ÃÎ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êèñëîðîä-

ñîäåðæàùèõ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï ïðèäàåò óãëå-

ðîäíûì íàíîìàòåðèàëàì âûñîêóþ ãèäðîôèëüíîñòü è

ñïîñîáíîñòü ïðåèìóùåñòâåííî ðàñòâîðÿòüñÿ â ïî-

ëÿðíûõ ðàñòâîðèòåëÿõ. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî èìååò

ìåñòî áîëåå ñèëüíîå âçàèìîäåéñòâèå çàðÿæåííîé çà

ñ÷åò íàëè÷èÿ OH-ãðóïï ïîâåðõíîñòè ðàáî÷åãî ýëåê-

òðîäà ñ ïîëÿðíûìè ðàñòâîðèòåëÿìè, ò.å. ìîäèôèêàòî-

ðû â òàêèõ ðàñòâîðèòåëÿõ ïðî÷íåå óäåðæèâàþòñÿ íà

ïîâåðõíîñòè.

Ìèêðîôîòîãðàôèè ÀÑÌ â ðåæèìå òîïîãðàôèè â

2D è 3D ïðîåêöèÿõ ïîâåðõíîñòåé ãðàôèòîâûõ ïå÷àò-

íûõ ýëåêòðîäîâ, ìîäèôèöèðîâàííûõ óãëåðîäíûìè íà-

íîìàòåðèàëàìè, ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2 íàðÿäó ñ ìèê-

ðîôîòîãðàôèÿìè, ïîëó÷åííûìè ìåòîäîì ôàçîâîãî

êîíòðàñòà, êîòîðûå ïîçâîëÿþò óâèäåòü òîíêóþ ñòðóê-

òóðó ïîâåðõíîñòè óãëåðîäíûõ íàíîìàòåðèàëîâ è îöå-

íèòü ëàòåðàëüíûå ðàçìåðû ÷àñòèö. Ðàçìåð ÃÎ ñîñòàâ-

ëÿåò îêîëî 50 íì, à ÌÓÍÒ — îêîëî 5 íì, ÷òî ïîäòâåð-

æäàåòñÿ ãèñòîãðàììîé ðàñïðåäåëåíèÿ íàíî÷àñòèö ïî

ðàçìåðó (ðèñ. 3).

Èçãîòîâëåíèå áèî÷óâñòâèòåëüíîé ÷àñòè àìïåðî-

ìåòðè÷åñêèõ áèîñåíñîðîâ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ áèî÷óâñò-

âèòåëüíîé ÷àñòè áèîñåíñîðà íà ïîâåðõíîñòü ðàáî÷åãî

ýëåêòðîäà íàíîñèëè ñìåñü, ñîäåðæàùóþ ôåðìåíò, óê-

ñóñíîêèñëûé ðàñòâîð õèòîçàíà, ôîñôàòíûé áóôåðíûé

ðàñòâîð (pH 7,5), è 1 %-íûé âîäíûé ðàñòâîð ãëóòàðî-

âîãî àëüäåãèäà. Ïîñëå ýíåðãè÷íîãî ïåðåìåøèâàíèÿ íà

ïîâåðõíîñòü ýëåêòðîäîâ íàíîñèëè ïî 1 ìêë ýòîé ñìå-

ñè. Ïîëó÷åííûå òàêèì îáðàçîì áèîñåíñîðû îñòàâëÿëè

íà íî÷ü â çàêðûòîé ÷àøêå Ïåòðè ïðè +4 °C. Íà ñëå-

äóþùèé äåíü èõ ïðîìûâàëè âîäîé è ïîñëå âûñóøèâà-

íèÿ íà âîçäóõå õðàíèëè â õîëîäèëüíèêå. Ïîëó÷åííûå

áèîñåíñîðû íà îñíîâå ÌÀÎ ñîõðàíÿëè êàòàëèòè÷å-

ñêóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â òå÷åíèå ìåñÿöà ñ ïî-

ãðåøíîñòüþ íå áîëåå 5 – 6 %.

Áûëè ðàññìîòðåíû ñëåäóþùèå âàðèàíòû áèî-

ñåíñîðîâ:

1) áèîñåíñîð íà îñíîâå ýëåêòðîäîâ, ìîäèôèöè-

ðîâàííûõ äèñïåðñèåé ÌÓÍÒ-COOH â 0,75 %-íîì

ðàñòâîðå õèòîçàíà; ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå àíàëè-

òè÷åñêîãî ñèãíàëà (òîê îêèñëåíèÿ ïåðîêñèäà âîäîðî-

äà) íàáëþäàåòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè 1 ìêë äèñïåðñèè

ÌÓÍÒ-COOH ñ êîíöåíòðàöèåé 1,0 ìã�ìë;

2) áèîñåíñîð íà îñíîâå ýëåêòðîäîâ, ìîäèôèöèðî-

âàííûõ äèñïåðñèåé ÃÎ â õèòîçàíå; ìàêñèìàëüíîå çíà-

÷åíèå àíàëèòè÷åñêîãî îòêëèêà íàáëþäàåòñÿ ïðè èñ-

ïîëüçîâàíèè äëÿ ìîäèôèêàöèè ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäà

1 ìêë äèñïåðñèè ÃÎ ïðè åãî êîíöåíòðàöèè 1,8 ìã�ìë.

Ôîðìèðîâàíèå àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà. Ìîíî-

àìèíîêñèäàçà îòíîñèòñÿ ê êëàññó àìèíîêñèäàç [23] è

êàòàëèçèðóåò ðåàêöèè îêèñëèòåëüíîãî äåçàìèíèðîâà-

íèÿ ðàçëè÷íûõ ìîíîàìèíîâ, â òîì ÷èñëå àäðåíàëèíà,

äîôàìèíà è äðóãèõ (áèîõèìè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ). Ïðîäóê-

òàìè ýòîé áèîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè äåçàìèíèðîâàíèÿ

ñóáñòðàòîâ (ìîíîàìèíîâ) â ïðèñóòñòâèè ÌÀÎ ÿâëÿþò-

ñÿ ñîîòâåòñòâóþùèé àëüäåãèä, ïåðîêñèä âîäîðîäà è

àììèàê (èëè ïåðâè÷íûé àìèí â ñëó÷àå àäðåíàëèíà).

Ìîíîàìèíîêñèäàçíûå áèîñåíñîðû (ÌÀÎ-áèîñåíñî-

ðû) îñíîâàíû íà ñî÷åòàíèè áèîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè è

ñîîòâåòñòâóþùåé ðåàêöèè ýëåêòðîîêèñëåíèÿ ïåðîêñè-

äà âîäîðîäà:

(1)

Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì [24] ýëåêòðîõè-

ìè÷åñêîå îêèñëåíèå H2O2 ïðîòåêàåò ïî ñëåäóþùåé

ñõåìå:

H2O2 = O2 + 2H+ + 2e. (2)

Íà öèêëè÷åñêèõ âîëüòàìïåðîãðàììàõ ýëåêòðî-

õèìè÷åñêîå ïîâåäåíèå ìîíîàìèíîâ (àäðåíàëèíà è äî-

ôàìèíà) íà ãðàôèòîâûõ ïå÷àòíûõ ýëåêòðîäàõ, ìîäè-

ôèöèðîâàííûõ ÌÓÍÒ-COOH, ïîêàçàëî, ÷òî íà ôîíå

ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà ñ ñîëåâûì ôîíîì

(0,1 Ì KCl) ñ pH 7,0 â èíòåðâàëå îò 0 äî 1 Â íàáëþäà-

åòñÿ àíîäíûé ïèê (ðèñ. 4) îêèñëåíèÿ ñóáñòðàòîâ ÌÀÎ.

Ïèê îêèñëåíèÿ, íàáëþäàþùèéñÿ â èíòåðâàëå îò 0,15

äî 0,25 Â (àäðåíàëèí, äîôàìèí ñîîòâåòñòâåííî), ñâÿ-

çàí ñ îñîáåííîñòÿìè ñòðóêòóðû äàííûõ ñîåäèíåíèé

(âîçìîæíîñòü õèíîí-õèíîèäíîé ïåðåãðóïïèðîâêè).
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Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå ÷àñòèö óãëåðîäíûõ íàíîìàòåðèàëîâ ïî

âûñîòå (1 — ÃÎ, 2 — ÌÓÍÒ)



Ýëåêòðîõèìè÷åñêîå îêèñëåíèå àäðåíàëèíà ïðîèñ-

õîäèò ïî ñõåìå

(3)

Â äèàïàçîíå ïîòåíöèàëîâ 0,7 – 0,75 Â íàáëþäàåò-

ñÿ äîïîëíèòåëüíûé ïèê, êîòîðûé ìîæíî îòíåñòè ê

ïðîöåññó îêèñëåíèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà. Âåëè÷èíà

ýòîãî ïèêà çàâèñèò îò êîëè÷åñòâà âûäåëèâøåãîñÿ ïðè

ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà è, ñîîò-

âåòñòâåííî, êîíöåíòðàöèè àíòèäåïðåññàíòà. Ïîýòîìó

â êà÷åñòâå àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà áûë âûáðàí òîê

îêèñëåíèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà (ñì. ðèñ. 4). Â ïðèñóò-

ñòâèè àíòèäåïðåññàíòîâ â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé

1 · 10–4 – 1 · 10–8 ìîëü�ë íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå êà-

òàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè èììîáèëèçîâàííîé ÌÀÎ,

÷òî âûðàæàåòñÿ â óìåíüøåíèè àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíà-

ëà (ñì. êðèâóþ 2, ðèñ. 4). Òàêèì îáðàçîì, èíãèáèðóþ-

ùàÿ ñïîñîáíîñòü ðàññìàòðèâàåìûõ àíòèäåïðåññàíòîâ

ïîëîæåíà â îñíîâó ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ïðåäëàãàåìûõ

ÌÀÎ-áèîñåíñîðîâ.

Àíàëèòè÷åñêèå âîçìîæíîñòè ÌÀÎ-áèîñåíñîðîâ

íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííûõ ýëåêòðîäîâ ïðè îïðåäå-

ëåíèè ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ. Âûáîð óñëîâèé, îáåñ-

ïå÷èâàþùèõ ïîëó÷åíèå íàèëó÷øåãî àíàëèòè÷åñêîãî

ñèãíàëà, ïîêàçàë, ÷òî äëÿ îáîèõ òèïîâ áèîñåíñîðîâ

íàèáîëüøàÿ êàòàëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ÈÌÀÎ íà-

áëþäàåòñÿ ïðè pH 7,0.

Ïîëó÷åííûå â ðàìêàõ ýòîé ðàáîòû ýêñïåðèìåí-

òàëüíûå äàííûå è ðåçóëüòàòû ïðåäûäóùèõ èññëåäîâà-

íèé [25 – 27] ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ëåêàðñòâåí-

íûå ïðåïàðàòû (àíòèäåïðåññàíòû) îêàçûâàþò èíãèáè-

ðóþùèé ýôôåêò íà êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü

èììîáèëèçîâàííîé ÌÀÎ.

Àíàëèòè÷åñêèå âîçìîæíîñòè ÌÀÎ-áèîñåíñîðîâ

ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1. Ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî

áèîñåíñîðû ïåðâîãî òèïà (äèñïåðñèÿ ÌÓÍÒ-COOH â

õèòîçàíå) îáëàäàþò íàèëó÷øèìè àíàëèòè÷åñêèìè õà-

ðàêòåðèñòèêàìè è èìåþò áîëåå âûñîêèå êîýôôèöèåí-

òû ÷óâñòâèòåëüíîñòè è êîððåëÿöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ

áèîñåíñîðàìè âòîðîãî òèïà (òàáë. 1).

Äëÿ áèîñåíñîðîâ ïåðâîãî òèïà (òàáë. 2) ëèíåéíàÿ

çàâèñèìîñòü òîêà îêèñëåíèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà â

ïðèñóòñòâèè ðàçíûõ ñóáñòðàòîâ ÌÀÎ îò êîíöåíòðà-

öèè íåñêîëüêèõ òèïîâ àíòèäåïðåññàíòîâ íàáëþäàåòñÿ

â äèàïàçîíå îò 1 · 10–4 äî 1 · 10–8 ìîëü�ë ïðè áîëåå

íèçêèõ ïî ñðàâíåíèþ ñ áèîñåíñîðàìè âòîðîãî òèïà

çíà÷åíèÿõ íèæíåé ãðàíèöû îïðåäåëÿåìûõ ñîäåðæà-

íèé (ñí).

Äëÿ îöåíêè ïðàâèëüíîñòè ðåçóëüòàòîâ èñïîëüçî-

âàëè ìåòîä «ââåäåíî – íàéäåíî» (òàáë. 3).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå ÌÀÎ-áèî-

ñåíñîðîâ ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü ñåëåêòèâíîå îïðåäåëå-

íèå ìîêëîáåìèäà è àìèòðèïòèëèíà â ïðèñóòñòâèè

äðóãèõ ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ. Áûëî óñòàíîâëåíî,

÷òî ïðè ñîîòíîøåíèè àíòèäåïðåññàíò:ëåêàðñòâåííîå
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Ðèñ. 4. Âîëüòàìïåðîãðàììû, ïîëó÷åííûå íà ÌÀÎ-áèîñåíñîðå

ïåðâîãî òèïà: ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð pH 7,0 (1 ) â ïðè-

ñóòñòâèè 1 · 10
–3

ìîëü�ë àäðåíàëèíà è 1 · 10
–6

ìîëü�ë ìîêëî-

áåìèäà (2 ), 1 · 10
–3

ìîëü�ë àäðåíàëèíà (3 )

Òàáëèöà 1. Àíàëèòè÷åñêèå âîçìîæíîñòè ðàçëè÷íûõ òèïîâ ÌÀÎ-áèîñåíñîðîâ â îïðåäåëåíèè ìîêëîáåìèäà: ñóáñòðàò — àäðåíàëèí,

c
s

= 1 · 10–3 ìîëü�ë (n = 5; P = 0,95)

Òèï áèîñåíñîðà
Èíòåðâàë êîíöåí-

òðàöèé, ìîëü�ë

Óðàâíåíèå ãðàäóèðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè I * = (A ± ä) + (B ± ä) lg C
cí, ìîëü�ë

(A ± ä) (B ± ä) r

1 1 · 10
–4

– 1 · 10
–8

(8,2 ± 0,5) (24,8 ± 0,9) 0,9981 6 · 10
–9

2 1 · 10
–5

– 1 · 10
–8

(7,8 ± 0,6) (10,4 ± 0,7) 0,9826 9 · 10
–9

Ïðèìå÷àíèå. * I = (I
1
�I

0
) · 100 %, ãäå I

1
— àíàëèòè÷åñêèé ñèãíàë (òîê) â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà; I

0
— òîê â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðà.

Òàáëèöà 2. Àíàëèòè÷åñêèå âîçìîæíîñòè áèîñåíñîðà ïåðâîãî òèïà â îïðåäåëåíèè èíãèáèòîðîâ ÌÀÎ â äèàïàçîíå

1 · 10–4 – 1 · 10–8 ìîëü�ë; êîíöåíòðàöèÿ ñóáñòðàòà 1 · 10–3 ìîëü�ë (n = 5; Ð = 0,95)

Ëåêàðñòâåííîå âåùåñòâî�ñóáñòðàò
Óðàâíåíèå ãðàäóèðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè I * = (A ± ä) + (B ± ä) lg C

cí, ìîëü�ë

(A ± ä) (B ± ä) r

Ìîêëîáåìèä�äîôàìèí (5,4 ± 0,5) (16,9 ± 0,9) 0,9956 5 · 10
–9

Àìèòðèïòèëèí�àäðåíàëèí (7,3 ± 0,6) (23,1 ± 0,8) 0,9987 7 · 10
–9

Àìèòðèïòèëèí�äîôàìèí (9,4 ± 0,8) (35,3 ± 0,7) 0,9962 8 · 10
–9

HO

HO
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3



âåùåñòâî ñ äðóãèì òåðàïåâòè÷åñêèì äåéñòâèåì (àìïè-

öèëëèí, äèáàçîë, íî-øïà, ëîðàòàäèí) 1:100 â ðàçíûõ

äèàïàçîíàõ êîíöåíòðàöèé ìîæíî íàáëþäàòü èçìåíå-

íèå àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà, õàðàêòåðíîå äëÿ äåé-

ñòâèÿ èññëåäóåìûõ àíòèäåïðåññàíòîâ, ñ ïîãðåøíîñòüþ

íå ïðåâûøàþùåé çíà÷åíèé, ïðèâåäåííûõ â òàáë. 3.

Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ðåàêöèè ôåðìåíòàòèâ-

íîãî ïðîöåññà â ïðèñóòñòâèè àíòèäåïðåññàíòîâ.

Ïîñêîëüêó ëèòåðàòóðíûå äàííûå îá èíãèáèðóþùåì

äåéñòâèè ìîêëîáåìèäà è àìèòðèïòèëèíà íà èììîáè-

ëèçîâàííóþ ÌÀÎ îòñóòñòâóþò, ïðåäñòàâëÿëî èíòåðåñ

îïðåäåëèòü òèï èíãèáèðîâàíèÿ, èñõîäÿ èç õàðàêòåðè-

ñòè÷åñêèõ êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ôåðìåíòàòèâíîé

ðåàêöèè (êàæóùåéñÿ êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà — Km(êàæ),

ìàêñèìàëüíîé ñêîðîñòè ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè —

Vmax). Ýòî ìîæåò äàòü áîëåå ïîëíîå ïðåäñòàâëåíèå î

ïðîöåññàõ, ïðîèñõîäÿùèõ ïðè âçàèìîäåéñòâèè àíòè-

äåïðåññàíòîâ ñ ÌÀÎ, è îáåñïå÷èòü âûáîð óñëîâèé ïî-

ëó÷åíèÿ ìàêñèìàëüíîãî àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà ïðè

îïðåäåëåíèè ìèêðîêîëè÷åñòâ èíãèáèòîðîâ ÌÀÎ (ëå-

êàðñòâåííûõ âåùåñòâ).

Îöåíêà ðåàêöèîííîé ñïîñîáíîñòè èíãèáèòîðà ïî

îòíîøåíèþ ê ÈÌÀÎ íà ïðèìåðå àìèòðèïòèëèíà è

ìîêëîáåìèäà â ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîé ñèñòåìå ÌÀÎ —

äîôàìèí ïðåäñòàâëåíà â òàáë. 4.

Çíà÷åíèÿ êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ è èõ ñîîòíî-

øåíèå ïîêàçûâàþò, ÷òî äëÿ àìèòðèïòèëèíà è ìîêëî-

áåìèäà ðåàëèçóåòñÿ áåñêîíêóðåíòíîå èíãèáèðîâàíèå

(äâóõïàðàìåòðè÷åñêè ðàññîãëàñîâàííîå), õàðàêòåðè-

çóþùååñÿ ñíèæåíèåì ìàêñèìàëüíîé ñêîðîñòè ðåàê-

öèè, íî ñïîñîáñòâóþùåå óñèëåíèþ ñâÿçûâàíèÿ ôåð-

ìåíòà ñ ñóáñòðàòîì [28].

Êîíñòàíòû èíãèáèðîâàíèÿ (Ki ) âû÷èñëÿëè ïî

ôîðìóëàì, ó÷èòûâàþùèì òèï èíãèáèðîâàíèÿ [28]. Èõ

çíà÷åíèÿ óêàçûâàþò íà ïðèìåðíî îäèíàêîâóþ èíãèáè-

ðóþùóþ ñïîñîáíîñòü ìîêëîáåìèäà è àìèòðèïòèëèíà

â êîíêðåòíûõ ðàññìàòðèâàåìûõ óñëîâèÿõ.

Îïðåäåëåíèå ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ ìîêëîáå-

ìèäà è àìèòðèïòèëèíà â ëåêàðñòâåííûõ ôîðìàõ

(òàáëåòêàõ). Òàáëåòêó ïðåïàðàòà ðàñòèðàëè â ñòóïêå

äî îäíîðîäíîãî ìåëêîäèñïåðñíîãî ñîñòîÿíèÿ. Äî-

áàâëÿëè íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ýòèëîâîãî ñïèðòà

(5 ìë) è ïðèìåðíî 10 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû,

ïåðåìåøèâàëè ïîëó÷åííûé ðàñòâîð è öåíòðèôóãè-

ðîâàëè 15 ìèí ïðè ñêîðîñòè 7000 ìèí–1. Ïîëó÷èâ-

øèéñÿ ïðîçðà÷íûé ðàñòâîð ïåðåíîñèëè â ìåðíóþ êîë-

áó âìåñòèìîñòüþ 25 ìë. Îñòàâøèéñÿ îñàäîê îáðàáà-

òûâàëè 10 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû è åùå ðàç öåí-

òðèôóãèðîâàëè ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ. Ïðîçðà÷íûé ðàñ-

òâîð äîáàâëÿëè â òó æå ìåðíóþ êîëáó (25 ìë) è

äîâîäèëè âîäîé äî ìåòêè. Ïðîáîïîäãîòîâêó ïðîâîäè-

ëè ñ ó÷åòîì ïîñëåäóþùèõ èçìåðåíèé áèîñåíñîðàìè â

ðåæèìå âîëüòàìïåðîìåòðèè.

Èç ýòîãî ðàñòâîðà áðàëè àëèêâîòó 5 ìêë, äîáàâëÿ-

ëè 67 ìêë ðàñòâîðà äîôàìèíà (1 · 10–3 ìîëü�ë) è ôîñ-

ôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð äî îáúåìà 2 ìë (îáúåì

ýëåêòðîõèìè÷åñêîé ÿ÷åéêè). Â ýëåêòðîõèìè÷åñêóþ

ÿ÷åéêó ïîìåùàëè ÌÀÎ-áèîñåíñîð, è ÷åðåç 10 ìèí

ñíèìàëè âîëüòàìïåðîãðàììó â îáëàñòè ïîòåíöèàëîâ

îò 0 äî 1 Â ïðè ñêîðîñòè íàëîæåíèÿ ïîòåíöèàëà

100 ìÂ�ñ. Èçìåðÿëè âåëè÷èíó òîêà ïèêà ïðè ïîòåí-

öèàëå 0,75 Â, êîíöåíòðàöèþ ñîîòâåòñòâóþùåãî ëåêàð-

ñòâåííîãî ïðåïàðàòà íàõîäèëè ïî ãðàäóèðîâî÷íîìó

ãðàôèêó äëÿ áèîñåíñîðà ïåðâîãî òèïà. Ñîãëàñíî ïîëó-

÷åííûì äàííûì, ïðåäñòàâëåííûì â òàáë. 5, ïîãðåø-
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Òàáëèöà 3. Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ

àìïåðîìåòðè÷åñêèì áèîñåíñîðîì ïåðâîãî òèïà (n = 5; P = 0,95)

Ëåêàðñòâåííîå

âåùåñòâî�ñóáñòðàò

Ââåäåíî,

ìîëü�ë
Íàéäåíî, ìîëü�ë S

r

Ìîêëîáåìèä�
àäðåíàëèí

5 · 10
–8

(4,8 ± 0,3) · 10
–8

0,065

1 · 10
–7

(1,15 ± 0,07) · 10
–7

0,063

Ìîêëîáåìèä�
äîôàìèí

5 · 10
–8

(5,2 ± 0,4) · 10
–8

0,075

1 · 10
–7

(0,88 ± 0,06) · 10
–7

0,070

Àìèòðèïòèëèí�
àäðåíàëèí

5 · 10
–8

(4,9 ± 0,3) · 10
–8

0,065

1 · 10
–7

(0,84 ± 0,05) · 10
–7

0,061

Àìèòðèïòèëèí�
äîôàìèí

5 · 10
–8

(5,1 ± 0,3) · 10
–8

0,070

1 · 10
–7

(0,86 ± 0,05) · 10
–7

0,061

Òàáëèöà 4. Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû îêèñëèòåëüíîãî äåçàìèíèðîâàíèÿ äîôàìèíà (1 · 10–3 ìîëü�ë) â ïðèñóòñòâèè ÈÌÀÎ è ëåêàðñò-

âåííûõ âåùåñòâ (n = 5; P = 0,95)

Ëåêàðñòâåííîå

âåùåñòâî
Êîíöåíòðàöèÿ, ìîëü�ë K

m(êàæ) · 105, ìîëü�ë Vmax · 107, ìîëü�ë · ñ
Ñîîòíîøåíèå

ïàðàìåòðîâ K
m

è Vmax

K
I
, ìîëü–1

Ìîêëîáåìèä 0 (5,8 ± 0,5) (4,2 ± 0,3) �K
m

< Km

�V
max

< Vmax10
–6

(2,9 ± 0,2) (1,6 ± 0,1) (2,6 ±) · 10
–7

10
–7

(3,4 ± 0,3) (2,9 ± 0,2)

Àìèòðèïòèëèí 10
–6

(2,7 ± 0,2) (1,9 ± 0,1) �K
m

< Km

�V
max

< Vmax

(3,7 ±) · 10
–7

10
–7

(4,9 ± 0,4) (3,2 ± 0,3)

Òàáëèöà 5. Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ â ëåêàðñòâåííûõ ôîðìàõ ñ ïîìîùüþ ÌÀÎ-áèîñåíñîðà ïåðâîãî òèïà

(n = 5; P = 0,95)

Ëåêàðñòâåííûé ïðåïàðàò (òàáëåòêè) Íîðìèðóåìîå ñîäåðæàíèå, ìã Íàéäåíî, ìã s
r

Àìèòðèïòèëèí (Çåíòèâà à.ñ., Ñëîâàöêàÿ Ðåñïóáëèêà) (25 ± 1) (25,8 ± 0,9) 0,041

Àóðîðèêñ (ÎÎÎ «Ô. Õîôôìàí-Ëÿ Ðîø», Øâåéöàðèÿ) (15 ± 1) (15,6 ± 0,8) 0,053



íîñòü (Sr ) îïðåäåëåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ëåêàðñòâåí-

íûõ âåùåñòâ â ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòàõ «Àóðî-

ðèêñ», «Àìèòðèïòèëèí» ñîñòàâëÿåò íå áîëåå 0,053.

Òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíåíèå äëÿ ìîäèôèöèðîâà-

íèÿ ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäîâ óãëåðîäíûõ íàíîìàòå-

ðèàëîâ (ÌÓÍÒ-COOH, ÃÎ) â âèäå äèñïåðñèé â óêñóñ-

íîêèñëîì ðàñòâîðå õèòîçàíà îáåñïå÷èëî ïðî÷íîå ñâÿ-

çûâàíèå ìîäèôèêàòîðîâ ñ ïîâåðõíîñòüþ ïå÷àòíûõ

ãðàôèòîâûõ ýëåêòðîäîâ çà ñ÷åò äîïîëíèòåëüíûõ âîäî-

ðîäíûõ âçàèìîäåéñòâèé.

Íàëè÷èå íàíî÷àñòèö óãëåðîäíûõ ìîäèôèêàòîðîâ

ïîäòâåðæäåíî ìèêðîôîòîãðàôèÿìè ÀÑÌ. Èñõîäÿ èç

ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ÷àñòèö ïî ðàçìåðàì

ÌÓÍÒ ïðèìåðíî â 10 ðàç ìåíüøå, ÷åì ÃÎ, ÷òî ÿâëÿ-

åòñÿ îäíèì èç ôàêòîðîâ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè

äåéñòâèÿ íàíîñòðóêòóðèðîâàííûõ ìîäèôèêàòîðîâ.

Íàèëó÷øèå àíàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè áèî-

ñåíñîðîâ îáåñïå÷èâàåò èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ìî-

äèôèêàòîðà ÌÓÍÒ-COOH (áèîñåíñîð ïåðâîãî). Ïðè

ýòîì íàáëþäàåòñÿ áîëåå øèðîêèé äèàïàçîí îïðå-

äåëÿåìûõ êîíöåíòðàöèé (1 · 10–4 – 1 · 10–8 ìîëü�ë) ïî

ñðàâíåíèþ ñ áèîñåíñîðàìè âòîðîãî òèïà è áîëüøèé

êîýôôèöèåíò ÷óâñòâèòåëüíîñòè ïðè cí íà óðîâíå

(5 – 8) · 10–9 ìîëü�ë.

Ïðåäëîæåííûå áèîñåíñîðû ïðèìåíåíû äëÿ îïðå-

äåëåíèÿ ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ â ëåêàðñòâåííûõ

ïðåïàðàòàõ «Àóðîðèêñ» è «Àìèòðèïòèëèí» ñ ïîãðåø-

íîñòüþ íå áîëåå 0,053.
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