
ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, 2024, том 79, № 6, с. 573–582 

573

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 543.552

ВОЛЬТАМПЕРОМЕТРИЧЕСКИЙ СЕНСОР НА ОСНОВЕ КОМПОЗИТА 
ХИТОЗАНА, ГРАФИТИРОВАННОЙ САЖИ И ПОЛИАРИЛЕНФТАЛИДА 

С МОЛЕКУЛЯРНЫМИ ОТПЕЧАТКАМИ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
КЛАРИТРОМИЦИНА

© 2024 г.  Ю. А. Яркаеваa, *, М. И. Назыровa, Д. А. Дымоваa, В. Н. Майстренкоa

aУфимский университет науки и технологий, химический факультет  
ул. Заки Валиди, 32, Уфа, 450076, Россия 

*E-mail: julijajarkaeva05@gmail.com

Поступила в редакцию 13.04.2023 г. 
После доработки 27.04.2023 г. 

Принята к публикации 27.04 2023 г.

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 
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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 
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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.


	_Hlk132289605
	_Hlk132287384
	_GoBack

