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Высокая каталитическая активность арендиазония, а также способность ионов золота образовы-
вать особые связи с амикацином использованы для изготовления электрохимического сенсора 
на основе модифицированного раствором золота и арендиазония тозилата стеклоуглеродного 
электрода (Ar/ЗСУЭ) для обнаружения и определения амикацина при его релизе из имплантов. 
Методами атомно-силовой микроскопии, циклической вольтамперометрии и инверсионной 
вольтамперометрии показано, что использование раствора золота и арендиазоний тозилата для 
модификации поверхности стеклоуглеродного электрода значительное улучшает характеристики 
электрода. Для определения амикацина использован метод инверсионной вольтамперометрии, 
который позволил определять амикацин на Ar/ЗСУЭ в диапазоне концентраций 0.2–60 мкМ и 
обеспечил предел обнаружения амикацина 0.058 мкМ при релизе его из имплантов.
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Исследование релиза (выпуск, освобождение) 
препаратов из биоразлагаемых покрытий кост-
ных имплантов – одно из активно развивающих-
ся направлений в области персонализированной 
медицины. Инновационные технологии и мате-
риалы, применяемые в медицинской практике, 
особенно при лечении травм опорно-двигатель-
ного аппарата, способствуют появлению новых 
современных способов оперативного лечения. 
Разработка большого количества лекарствен-
ных препаратов и разнообразие лекарственных 
форм обеспечивают множество способов хирур-
гической помощи при получении пациентами 
различных переломов. Инфекции костной тка-
ни, в особенности хронический остеомиелит, 
остаются серьезной проблемой в ортопедии, 
травматологии и хирургии. Как правило, они 
ассоциируются с длительной дорогостоящей 

антимикробной терапией и несколькими этапа-
ми хирургического лечения. 

Альтернативой антибактериальной терапии 
являются биоразлагаемые покрытия костных 
имплантатов, насыщенные биологически ак-
тивными элементами, а также антибиотиками, 
которые локально лечат бактериальную инфек-
цию, приводящую к серьезному осложнению 
в восстановительном этапе лечения. Амикацин 
(AM), или амикацина сульфат, представляет со-
бой полусинтетический аминогликозидный ан-
тибиотик, полученный из канамицина В для ре-
шения проблемы лекарственной устойчивости. 
Его обычно вводят парентерально для лечения 
грамотрицательных инфекций, резистентных 
к гентамицину, канамицину или тобрамицину, 
поскольку молекула амикацина имеет меньше 
точек, чувствительных к ферментативной атаке, 
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чем большинство других аминогликозидов [1]. 
Для определения амикацина и других амино
гликозидов в биологических жидкостях традици-
онно использовались микробиологические ана-
лизы, однако с их помощью определяют общую 
активность антибиотика в образце, т.е. не прово-
дят идентификацию и определение конкретных 
аминогликозидов; кроме того, эти методы яв-
ляются трудоемкими и занимают много време-
ни [2]. Основным методом определения амика-
цина в различных матрицах является высокоэф-
фективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) 
[3–7]. Высокоэффективный капиллярный элек-
трофорез с флуоресцентным детектированием 
после дериватизации амикацина 1-метоксикар-
бонилиндолизин-3,5-дикарбальдегидом приме-
няется для контроля лекарственных субстанций 
[8, 9]. Другие описанные способы включают 
спектрофотометрическое и флуориметрическое 
детектирование [10, 11]. Все эти методы требуют 
много времени и сложной пробоподготовки.

Электрохимические методы характеризуются 
экспрессностью и экономичностью при опреде-
лении некоторых органических и неорганических 
соединений в водных системах с чувствительно-
стью на уровне ppb [12, 13]. Электроды с модифи-
цированной поверхностью в вольтамперометри-
ческом анализе стали использовать не так давно. 
Для модификации поверхности электродов ис-
пользуют в том числе золото, образующее с ор-
ганическим веществом комплексы. Описанные 
в литературе способы вольтамперометрическо-
го определения амикацина являются достаточно 
сложными, поскольку основаны на использова-
нии производного амикацина в буферном раство-
ре Бриттона–Робинсона (ББР) с pH 8.0 либо на-
норазмерного электрода из модифицированной 
CuO углеродной пасты, а также требуют много-
стадийной пробоподготовки [14–17]. Таким об-
разом, совершенствование существующих и раз-
работка новых способов определения антибиоти-
ков данной группы – актуальная задача.

Цель настоящей работы – создание чувстви-
тельного электрохимического сенсора на основе 
органомодифицированного стеклоуглеродного 
электрода для контроля релиза амикацина из 
биоразлагаемых покрытий костных имплантов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и аппаратура. В качестве объектов 
исследования использовали субстанцию ами-
кацина, синтезированного в ПАО “Красфарма” 

(Россия). Основной раствор, содержащий 
100.0 мг/л амикацина, готовили растворением 
навески фармакопейного препарата сухого по-
рошка амикацина (с содержанием основного ве-
щества не менее 99.5%) в 10.0 мл бидистиллиро-
ванной воды, перемешиванием и последующим 
доведением объема до метки.

Все соединения использовали без допол-
нительной очистки. Для приготовления всех 
растворов применяли бидистиллированную 
воду. Растворы готовили из реактивов марки х. ч. 
и ос. ч. Фоновый электролит для определения 
амикацина готовили путем смешивания конц. 
Н3РО4 с бидистиллированной водой.

Для проведения электрохимических экспери-
ментов использовали комплекс аналитический 
вольтамперометрический СТА, содержащий три 
электрохимические ячейки, в комплекте с IBM – 
совместимым компьютером с установленным 
пакетом программ СТА. Электрохимическая 
ячейка состояла из хлоридсеребряного электро-
да в качестве электрода сравнения, хлоридсере-
бряного электрода в качестве вспомогательного 
электрода и стеклоуглеродного электрода, моди-
фицированного солями арендиазония и золотом 
(Ar/ЗСУЭ) в качестве рабочего электрода. Мор-
фологию поверхности СУЭ и Ar/ЗСУЭ изучали 
методом атомно-силовой микроскопии (АСМ, 
Easy Scan Flex).

Получение СУЭ и Ar/ЗСУЭ. В качестве орга-
нических модификаторов широко используют 
класс диазониевых солей. Для дальнейших ис-
следований мы выбрали арендиазоний тозила-
ты. Данные тозилаты по сравнению с класси-
ческими солями диазония обладают рядом пре-
имуществ: взрывобезопасностью, стабильностью 
при хранении и отличной растворимостью в ряде 
растворителей, в том числе в воде. Последнее 
свойство особенно важно, поскольку позволяет 
проводить как спонтанную, так и электрохими-
ческую модификацию в воде без добавления до-
полнительных реагентов. Известно [18], что при 
нанесении на поверхность стеклоуглеродного 
электрода солей диазония происходит спонтан-
ное выделение азота и генерирование свободных 
радикалов Ar ∙, ковалентно связывающихся с по-
верхностью электрода.

В работе в качестве органических модифика-
торов использовали арендиазоний тозилаты ArN2 
+ OTs– с заместителем –СООН, полученные 
коллективом сотрудников научно-образователь-
ного центра Н.М. Кижнера Института физики 
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высоких технологий ФГАОУ ВО НИ ТПУ. Для 
получения гладкой поверхности, что имеет ре-
шающее значение для обеспечения хорошей 
повторяемости результатов, поверхность СУЭ 
сначала полировали суспензией оксида алю-
миния (0.05 мкм), а затем промывали этанолом 
и дистиллированной водой для полной очистки. 
Модификацию стеклоуглеродного электрода 
для определения амикацина осуществляли его 
выдерживанием в водном растворе диазониевой 
соли с концентрацией 30 мг/л при комнатной 
температуре в течение от 5 до 10 с. Затем мо-
дифицированный электрод промывали дистил-
лированной водой. Накопление золота (в виде 
водного раствора золотохлористоводородной 
кислоты с концентрацией (5.08 ± 0.25) × 10-3 М) 
происходило одновременно с определением ор-
ганического вещества в режиме in situ. Приготов-
ленный таким образом электрод использовали 
для определения амикацина. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика СУЭ и Ar/ЗСУЭ методом 
атомно-силовой микроскопии. Морфологию по-
верхности немодифицированного стеклоугле-
родного электрода и модифицированного соля-
ми арендиазония исследовали с помощью АСМ 
(рис. 1). Как видно, АСМ-изображение де-
монстрирует гладкую поверхность СУЭ (рис. 1а). 
При модификации поверхность СУЭ покрыва-
ется не сплошной пленкой, а островками лишь 
в энергетически выгодных активных центрах, и 
формируется система ансамблевых ультрамик
роэлектродов, что существенно (на ~40%) уве-
личивает эффективную площадь поверхности 
электрода (рис. 1б). При более высоком разре-
шении (рис. 1в) видны колонии модификатора 
в энергетически активных центрах. Опираясь на 
полученные данные, можно сделать вывод, что 
модификация поверхности углеродсодержащих 
электродов происходит островками либо коло-
ниями в этих центрах. 

Время контакта подложки стеклоуглеродного 
электрода с раствором диазониевой соли в пре-
делах 5–10 с незначительно влияет на величи-
ну аналитического сигнала амикацина, однако 
при увеличении времени контакта (от 15 до 30 с) 
происходит его снижение. Данные эффекты при 
увеличении концентрации диазониевых солей и 
продолжительном контакте с электродами мож-
но объяснить образованием многослойных и ме-
нее проницаемых покрытий поверхности СУЭ 

органическими фрагментами, которые действу-
ют как барьер для восстановления-окисления 
органических веществ. Данный эффект подтвер-
ждают авторы работы [19].

Металлический модификатор – золото, по-
падая на поверхность, предпочтительно “свя-
зывается” с центрами, покрытыми арендиазо-
нием (рис. 2). Таким образом, описанным выше 
способом мы получили органомодифицирован-
ный золотом стеклоуглеродный электрод.

Электрохимические характеристики СУЭ 
и Ar/ЗСУЭ оценивали методом цикличе-
ской вольтамперометрии. На рис. 3 показаны 
циклические вольтамперограммы СУЭ и Ar/
ЗСУЭ в 0.1 М Н3РО4 (рН 2), содержащей 1 мМ 
K3[Fe(CN)6], 1 мМ K4[Fe(CN)6]/0.1 М КСl. Как 
видно, увеличение токов окисления и восста-
новления окислительно-восстановительной 
пары феррицианид/ферроцианид на Ar/ЗСУЭ 
по сравнению с чистым СУЭ и уменьшение раз-
ницы между анодным и катодным сигналами 

(а) (б)

(в)

Рис. 1. АСМ-изображения поверхности СУЭ: 
(а) – поверхность СУЭ (5000×); (б) – поверхность 
Ar/СУЭ (8000×); (в) – колонии модификатора на 
СУЭ (120 000×).

Рис. 2. АСМ-изображение поверхности СУЭ, моди-
фицированного арендиазонием и золотом (1000×).
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указывают на то, что модификатор арендиазо-
ний тозилат с золотом повышает чувствитель-
ность СУЭ.

Электрохимическое поведение амикацина на 
Ar/ЗСУЭ. Наличие в структуре амикацина али-
фатических  аминогрупп, а также полиольных 
фрагментов обеспечивает возможность электро-
химического окисления. 

На рис. 4 изображены вольтамперограммы 
амикацина в 0.1 М Н3РО4 (рН 2) на СУЭ и на Ar/
ЗСУЭ с концентрациями амикацина 2.0 × 10–6 и 
3.0 × 10-6 М. Как видно, пик электроокисления 
амикацина на СУЭ (кривая 1) находится при 
+0.715 В, на Ar/ЗСУЭ происходит значительное 
увеличение аналитического сигнала амикацина 
при том же потенциале (кривая 2) и далее рост 
аналитического сигнала с увеличением кон-
центрации амикацина (кривая 3). Полученные 

результаты подтверждают высокую каталитиче-
скую активность модификаторов при электро
окислении/восстановлении амикацина, которая 
может быть связана с хорошей проводимостью 
арендиазония тозилата и его способностью к 
переносу электронов.

Оптимальная концентрация золота для моди-
фикации поверхности СУЭ. Оптимизация эффек-
тивных параметров обнаружения аналита игра-
ет важную роль в повышении чувствительности 
сенсора. Влияние содержания золота на электро-
химическое окисление и восстановление амика-
цина на Ar/ЗСУЭ исследовали по изменению его 
аналитического сигнала. Установили, что увели-
чение концентрации золота до 0.1 мМ в раство-
ре приводит к увеличению тока пика окисления 
амикацина, при дальнейшем изменении кон-
центрации золота ток пика остается практиче-
ски постоянным (рис. 5). Концентрацию золота 
0.1 мМ приняли в качестве оптимальной для мо-
дификации поверхности СУЭ.

Влияние pH. Кислотность среды оказывает 
различное влияние на электрохимические сиг-
налы амикацина. По мере увеличения рН фоно-
вого электролита наблюдается уменьшение тока 
электроокисления и смещение потенциала пика 
в более электроположительную область, что ука-
зывает на участие протонов в электрохимиче-
ской реакции (рис. 6).

Для исследования влияния рН раствора на 
аналитический сигнал амикацина использовали 
буферный раствор Бриттона–Робинсона со зна-
чениями рН от 2.0 до 8.0. По мере уменьшения 
рН раствора облегчается протекание процессов 
электровосстановления и окисления вследствие 
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Рис. 3. Циклическая вольтамперограмма пары 
феррицианид/ферроцианид на (1) СУЭ и (2)  
Ar/ЗСУЭ в 0.1 М Н3РО4 (рН 2), содержащей 1.0 мМ 
K3[Fe(CN)6]/1.0 мМ K4[Fe(CN)6].

Рис. 5. Влияние содержания золота (0.05–0.2 мМ) на 
токи пиков окисления амикацина на СУЭ в 0.1 М 
Н3РО4 (рН 2) при скорости сканирования 30 мВ/с.

Рис. 4. Вольтамперограммы амикацина в 0.1 М 
Н3РО4 (рН 2) на 1 – СУЭ; 2 – Ar/ЗСУЭ (сАМ = 
= 2.0 × 10-6 М); 3 – Ar/ЗСУЭ (сАМ = 3.0 × 10-6 М).
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облегчения протонирования аминогруппы и, 
как следствие, наблюдается максимальный сиг-
нал. При этом зависимость Еп от рН линейна 
в диапазоне рН 2.0–8.0. В сильнощелочной сре-
де при рН > 8.0 сигнал амикацина на Ar/ЗСУЭ 
отсутствует. 

Предел обнаружения амикацина. Высокая чув-
ствительность и низкий фоновый ток – оче-
видные преимущества метода инверсионной 
вольтамперометрии. Нами выбраны условия 
вольтамперометрического определения амикаци-
на из релиза костных имплантов: фоновый элек-
тролит – 0.1 М Н3РО4 (рН 2) с добавкой 0.1 мМ 
раствора золота; индикаторный электрод – 
Ar/ЗСУЭ; электрод сравнения – хлоридсеребря-
ный; потенциал накопления – -1.0 В; потенциал 
пика – 0.715 ± 0.005 В. Выполнили анализ трех 
образцов релиза амикацина из биоразлагаемых 
покрытий костных имплантов, а также проверку 
правильности результатов методом введено–
найдено. Установили удовлетворительную схо-
димость результатов с погрешностью, не превы-
шающей 15%. Предложенный сенсор применили 
для определения амикацина в реальных объектах.

График зависимости тока пика окисления 
от концентрации амикацина линеен в широ-
ком диапазоне концентраций от 0.2 до 2.0 мкМ, 
уравнение регрессии Iп = 1381.1c + 0.3577 (R2 = 
0.9953). Рассчитали значения предела обнаруже-
ния (смин) и нижней границы определяемых кон-
центраций (сн) амикацина как отношение 3.3s/b 
и 10s/b соответственно, где s – стандартное от-
клонение, b – коэффициент регрессии. Предел 
обнаружения амикацина с применением Ar/
ЗСУЭ составил 0.058 мкМ (табл. 1). 

Возможность определения амикацина в ре-
лизе из имплантов показали на примере анализа 
модельных образцов релизов: к образцу добав-
ляли 0.1 М Н3РО4 (рН 2) в качестве фонового 
электролита, а затем вводили амикацин в раз-
личных концентрациях. Для каждой концентра-
ции получали по пять параллельных результатов 
измерений и оценивали значение sr для диапа-
зона концентраций от 0.2 до 2.0 мкМ. Для ис-
следования стабильности электродной системы 
электрод выдерживали семь дней на воздухе; 
после этого повторяли определение амикацина 
в 1.0 × 10-5 М растворе. Полученные результаты 
показали хорошее совпадение (96.5%) с первона-
чальным значением.

Для оценки смин описан ряд критериев крите-
риев: критерий оценки предела обнаружения для 
ограниченного числа параллельных измерений; 
непараметрический критерий оценки [20]. Для 
объективного сравнения возможностей одного 
метода с другим мы использовали трехсигмовый 
критерий Кайзера [21] (табл. 1).

Таким образом, предложенный сенсор пер-
спективен для определения амикацина в реаль-
ных образцах.

* * *
Разработан вольтамперометрический сенсор 

Ar/ЗСУЭ для определения амикацина при ре-
лизе его из имплантов. Впервые показана воз-
можность одновременного применения двух 
модификаторов: золота и арендиазония този-
лата для создания электрохимического сенсора 
на амикацин. Аналитический сигнал амикаци-
на, полученный на Ar/ЗСУЭ, значительно выше 
по сравнению с сигналом, полученным на СУЭ, 
при этом потенциал пиков практически не изме-
нился. Это может свидетельствовать о постоян-
ной скорости электродных процессов с участием 
амикацина. Оценен предел обнаружения амика-
цина (0.058 мкМ), который оказался почти на 
порядок ниже, чем с использованием СУЭ. Мо-
дифицированный Ar/ЗСУЭ продемонстрировал 
удовлетворительную стабильность при хранении 

Рис. 6. Вольтамперограммы электроокисления 
амикацина на Ar/ЗСУЭ при разных значениях 
рН (Е = 0.715 В при рН 2.0; Е = 0.875 В при рН 6.0; 
Е = 0.950 В при рН 9.0), сАМ = 2.0 мкМ, скорость ска-
нирования 30 мВ/с.

Таблица 1. Пределы обнаружения и нижние границы 
определяемых содержаний амикацина на различных 
рабочих электродах (n = 10, Р = 0.95)

Рабочий электрод смин, мкМ сн, мкМ
СУЭ 0.35 0.80
ЗСУЭ 0.12 0.38
Ar/ЗСУЭ 0.058 0.12I,
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и хорошую повторяемость результатов определе-
ния амикацина. Предложенный сенсор на ами-
кацин характеризуется широким диапазоном 
определяемых содержаний и низким пределом 
обнаружения и может быть использован в ана-
лизе реальных объектах.
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A SENSITIVE ELECTROCHEMICAL SENSOR BASED  
ON AN ORGANOMODIFIED GLASSY CARBON ELECTRODE 

FOR  MONITORING THE RELEASE OF AMIKACIN FROM 
BIODEGRADABLE COATINGS OF BONE IMPLANTS

G. B. Slepchenkoa, *, E. V. Dorozhkoa, E. S. Moiseevaa, A. N. Solomonenkoa

aNational Research Tomsk Polytechnic University, Tomsk, 634050 Russia

*E-mail: slepchenkogb@mail.ru

Abstract. The high catalytic activity of arenediazonium, along with the ability of gold ions to form 
specific bonds with amikacin, has been used in the fabrication of an electrochemical sensor based on a 
glassy carbon electrode modified with a gold solution and arenediazonium tosylate (Ar/GGCE) for the 
detection and quantification of amikacin upon its release from implants. Atomic force microscopy, cyclic 
voltammetry, and square-wave voltammetry were used to demonstrate that the use of a gold solution 
and arenediazonium tosylate for the surface modification of a glassy carbon electrode significantly 
enhances the electrode characteristics. The determination of amikacin was achieved using square wave 
voltammetry, which enabled the detection of amikacin at the Ar/GGCE in the concentration range 
0.2–60 μM and ensured a limit of detection of 0.058 μM for amikacin released from implants.

Keywords: amikacin, arenediazonium tosylate, square-wave voltammetry, implant.
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