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Предложены композитные материалы на основе электрохимически осажденных наночастиц золо-
та, полученных в режиме циклической вольтамперометрии и хроноамперометрии, на углеродной 
подложке из функционализированного оксида графена, восстановленного оксида графена и бума-
ги из углеродных нанотрубок. Проведен скрининг композитных материалов методами атомно-си-
ловой микроскопии, спектроскопии электрохимического импеданса и  вольтамперометрия, что 
позволило выбрать лучшие в качестве модификаторов планарных электродов, на основе которых 
разработаны высокочувствительные иммуносенсоры. Для лучших амперометрических иммуносен-
соров на основе сочетания углеродной бумаги, амино(тиа)каликс[4]арена и наночастиц золота при 
определении амитриптилина и  дезипрамина область рабочих концентраций составила 1 × 10–9–
1 × 10–4 М, нижняя граница определяемых концентраций – (4–6) × 10–10 М. Амитриптилин и де-
зипрамин определены амперометрическими иммуносенсорами в  фармацевтических препаратах 
с относительным стандартным отклонением, не превышающим 0.040. Cопоставление результатов 
определения трициклических антидепрессантов иммуносенсорами и поляризационным флуорес-
центным иммуноанализом в урине человека с относительным стандартным отклонением, не пре-
вышающим 0.085, указывает на правильность и сходимость полученных результатов.

Ключевые слова: наночастицы золота, оксид графена, восстановленный оксид графена, углерод-
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Мониторинг лекарственных веществ в  био-
логических объектах требует высокочувстви-
тельных и  селективных способов анализа. Та-
кие характеристики могут быть обеспечены 
различными иммуносенсорами, которые об-
ладают коротким временем отклика и  практи-
чески не  требуют пробоподготовки, что дает 
существенное преимущество по  сравнению 

с другими вариантами определения. Специфич-
ность взаимодействия в  этом случае основана 
на использовании комплементарной пары анти-
ген (Аг)–антитело (Ат) [1–3].

Определение трициклических антидепрес-
сантов, которые применяются при лечении де-
прессивных состояний и являются препаратами 
строгого учета [4], остается актуальной задачей. 
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Для определения трициклических антидепрес-
сантов ранее предложены различные методы: 
хроматографические [5–11], микроэкстракция 
[12–15], электрохроматография [16] капилляр-
ный электрофорез [17]. Авторы работ [18, 19] 
использовали полимеры с  молекулярными от-
печатками. Новые возможности при определе-
нии антидепрессантов связаны с  моноамино-
оксидазными [20] и  иммуносенсорами [21, 22]. 
Моноаминооксидазные биосенсоры позволили 
получить селективный отклик в  области кон-
центраций от  1 × 10–8 до  1 × 10–4 М. Имеются 
единичные примеры использования для этих 
целей иммуносенсоров на основе модифициро-
ванных электродов [23, 24]. В настоящее время 
наиболее часто для модификации поверхности 
электродов используют углеродные наномате-
риалы [25–28] и наночастицы металлов [29–32]. 
Наиболее доступными и  удобными способами 
закрепления наноматериалов на  поверхности 
электродов являются электрохимические ме-
тоды, обладающие такими преимуществами, 
как возможность управлять размером частиц, 
получаемых на поверхности электрода, и более 
прочно их удерживать [33, 34].

Макроциклические соединения на  осно-
ве тиакаликсаренов и их производных в общем 
случае хорошо себя зарекомендовали в качестве 
модификаторов электродов при создании элек-
трохимических сенсоров. Так, терминирован-
ный аминогруппами тиакаликс[4]арен проде-
монстрировал увеличение чувствительности при 
определении ДНК [35]. Электрополимеризация 
фенотиазина в  присутствии полиаминоамид-
ных производных тиакаликс[4]арена дала воз-
можность в 1.5 раза увеличить чувствительность 
биосенсора к мочевой кислоте [36], а ковалент-
ная функционализация углеродных нанотрубок 
тиакаликсареном позволила получить сенсор 
для определения сверхнизкого (4 × 10–11 М) со-
держания свинца(II). Все это указывает на пер-
спективность перечисленных выше материалов 
для совершенствования поверхности сенсоров 
с целью придания им заданных свойств.

Большими возможностями в  плане расши-
рения диапазона определяемых концентраций 
и  понижения нижней границы определяемых 
содержаний лекарственных веществ обладают 
композитные материалы на  основе углеродных 
наноматериалов, в  частности аминофункци-
онализированного оксида графена (ГО-NH2), 
восстановленного оксида графена (ВГО) [20, 21] 
в комплексе с наночастицами металлов [23, 24].

Следует отметить, что ранее в качестве моди-
фикаторов поверхности электродов как основы 
биосенсоров не  использовали макроцикличе-
ские соединения на  основе тиакаликс[4]аренов 
и  их производных в  комплексе с  углеродными 
наноматериалами и  наночастицами металлов. 

Весьма перспективными для определения ле-
карственных препаратов в  составе ампероме-
трических иммуносенсоров оказались новые 
углеродные материалы, в  частности бумага 
из  углеродных нанотрубок [37–40]. Композит-
ные материалы на основе бумаги из углеродных 
нанотрубок, производных тиакаликс[4]аренов 
и  наночастиц золота (НЧAu) могут обеспечить 
дополнительные возможности для улучшения 
аналитических характеристик иммуносенсоров. 
Литературные данные о  применении данных 
композитных материалов в составе биосенсоров 
практически отсутствуют.

Цель настоящей работы заключалась в оцен-
ке аналитических возможностей электрохими-
чески осажденных наночастиц золота на  ами-
нотиакаликс[4]арене и  углеродной подложке 
из  оксида графена, восстановленного оксида 
графена, бумаге из углеродных нанотрубок в со-
ставе иммуносенсоров для определения три-
циклических антидепрессантов (на примере 
амитриптилина и  дезипрамина) в  фармацевти-
ческих препаратах и урине.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Основой иммуносенсора служила система, 
состоящая из  графитового рабочего и  вспомо-
гательного электродов, электрода сравнения 
(Ag/AgCl), полученная на полимерной подлож-
ке методом печатных технологий (получены 
на  кафедре аналитической химии Казанского 
(Приволжского) федерального университета 
(КФУ) и на фирме “Элком”, Россия) [24]. Элек-
трохимические измерения проводили с  помо-
щью потенциостата/гальваностата 204N с  мо-
дулем электрохимического импеданса FRA32М 
(Autolab, Нидерланды). Циклические и  диффе-
ренциально-импульсные вольтамперограммы 
получали в программе Nova в диапазоне потен-
циалов от  0.0 до  1.5 В, варьируя скорость ска-
нирования и  амплитуду. Условия регистрации 
диаграмм Найквиста: частота 0.04–105 Гц, ам-
плитуда 5 мВ. Результаты измерений импеданса 
интерпретировали с  помощью эквивалентной 
схемы Рэндлса. Изображения, полученные ме-
тодом атомно-силовой микроскопии (АСМ), 
регистрировали на  атомно-силовом микро-
скопе Titanium (НТ-МДТ, Россия). Изображе-
ния обрабатывали и анализировали с помощью 
программы Image Analysis (НТ-МДТ, Россия). 
Погрешность составила 5 % по  латеральному 
размеру и менее 1 нм по высоте.

В качестве модификаторов поверхности 
применяли углеродные наноматериалы (ВГО, 
ГО-NH2) и  НЧAu, полученные электрохими-
чески из  3 % (w/v) раствора HAuCl4 (приго-
товлен из  препарата х. ч.). Для получения дис-
персии ВГО (Sigma Aldrich, США) в  хитозане 
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с  концентрацией 2 мг/мл навеску ВГО поме-
щали в пробирку типа Эппендорф и добавляли 
аликвоту 2 %-ного (w/v) уксуснокислого рас-
твора хитозана, после чего обрабатывали ульт-
развуком в течение 2 ч при 75оС. ГО-NH2 (Sigma 
Aldrich, США) использовали в виде водной дис-
персии (2 мг/мл).

Модификация поверхности графитовых печат-
ных электродов электрохимически осажденными 
НЧAu. В  электрохимическую ячейку вносили 
аликвоту 3 %-ного (w/v) раствора HAuCl4, дово-
дили до нужного объема (2 мл) ацетатным буфер-
ным раствором с рН 3.8 или 4.3, после чего погру-
жали в раствор графитовый электрод. Используя 
режимы циклической вольтамперометрии (ЦВА) 
в диапазоне потенциалов от 0.0 до 1.5 В при ско-
рости сканирования 20 и  100 мВ/с и  при числе 
циклов 10, а  также хроноамперометрии (60 с, 
Е = –0.2 В) получали НЧAu.

Модификация поверхности электродов элек-
трохимически осажденными НЧAu в  сочетании 
с  углеродными материалами. В  электрохимиче-
скую ячейку помещали аликвоты 3 %-ного (w/v) 
раствора HAuCl4 и ацетатного буферного раство-
ра с  рН  4.3, затем опускали электрод, модифи-
цированный дисперсией углеродного материала 
(ВГО, ГО-NH2) в  хитозане (2 мг/мл) методом 
капельного испарения, на  этой поверхности 
получали НЧAu в  режимах ЦВА (в диапазоне 
потенциалов от 0.0 до 1.5 В при скорости скани-
рования 20 мВ/с и числе циклов 10) и хроноам-
перометрии (60 с, Е = –0.2 В).

Бумагу из  углеродных нанотрубок (БУНТ) 
синтезировали в  лаборатории “Перспективные 
углеродные наноматериалы” (Химический ин-
ститут, КФУ): БУНТ 1 – бумага с массовым экви-
валентом 0.8 (по KMnO4), неотожженная в печи; 
БУНТ 2 – бумага с массовым эквивалентом 0.9 
(по KMnO4), неотожженная в печи; БУНТ 3 – бу-
мага с массовым эквивалентом 0.8 (по KMnO4), 
неотожженная в печи; БУНТ 4 – бумага с массо-
вым эквивалентом 0.9 (по KMnO4), отожженная 
в печи при 600oC.

Макроциклическое соединение  – 5,11,17, 
23-тетра-трет-бутил-25,27-дибутокси-26, 
28-бис{3-(4-[2-(трет-бутоксикарбониламин)
этил]аминометил-1,2,3-триазол-1-ил)пропок-
си}-2,8,14,20-тетратиакаликс[4]арена гексагид
рохлорид (брутто формула С68H112N12O4S4Cl6)  – 
синтезировано и  охарактеризовано в  лабора- 
тории кафедры органической и  медицинской 
химии Химического института КФУ [41].

Объектами анализа являлись лекарственные 
вещества дезипрамина гидрохлорид (3-(10,11-ди-
гидро-5Н-дибенз[b,f]азепин-5-ил)-N-метил-
пропан-1-амина гидрохлорид) и амитриптилина 
гидрохлорид (3-(10,11-дигидро-5H-дибенз[a,d]
циклогептен-5-илиден)-N,N-диметил-1-про-
панамина гидрохлорид) (Sigma Aldrich, США), 

входящие соответственно в  состав таких пре-
паратов, как Петилил (AWD, Германия) и Ами-
триптилин (ЗиО-Здоровье, Россия).

Образец урины человека, содержащий ами-
триптилин, был предоставлен Институтом фун-
даментальной медицины и биологии (КФУ).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Современные наноматериалы известны сво-
ими уникальными свойствами: высокой проч-
ностью и  твердостью, электронными свой-
ствами и др., что может быть использовано при 
разработке электрохимических биосенсорных 
устройств. Различные сочетания нанострукту-
рированных материалов, в  том числе получен-
ные в  различных условиях (рН среды, способ 
осаждения и  т.д.), в  разной степени влияют 
на аналитические характеристики сенсоров [42, 
43]. Для выбора лучших вариантов преобразова-
ния электродной поверхности изучали перспек-
тивные композитные модификаторы на  основе 
НЧAu и углеродных наноматериалов электрохи-
мическими методами анализа.

Каждый из  материалов выполняет свою 
функцию в составе модификаторов поверхности 
электрода: углеродные материалы обеспечива-
ют увеличение удельной площади поверхности 
электрода и  в отдельных случаях увеличение 
электропроводности подложки, а  электроак-
тивность НЧAu в сочетании с антителами может 
быть использована в  качестве аналитического 
сигнала иммуносенсора [44, 45].

Электрохимическое получение НЧAu на по-
верхности планарного электрода путем много-
кратного циклирования потенциала (методика 
описана в “Экспериментальной части”) с варьи-
рованием скорости наложения потенциала при 
разных рН иллюстрируют рис. 1 и табл. 1. Элек-
трохимический процесс может быть описан сле-
дующей схемой [46]:

HAuCl4 → H+ + AuCl4
-; 

AuCl4
– + 2е → Au0 + 4Сl–.

На вольтамперограммах наблюдается пара 
анодно-катодных пиков, разность потенциалов 
которых указывает на  квазиобратимый процесс 
(ΔЕ = 500 мВ при pH 3.8; ΔЕ = 450 мВ при pH 4.3).

Варьирование скорости сканирования 
(ЦВА) от 10 до 100 мВ/с (табл. 1) позволило по-
лучить хорошо выраженный аналитический сиг-
нала НЧAu при потенциале 1.1 В. В присутствии 
ацетатного буферного раствора с рН 4.3 сигнал 
НЧAu достигает более высоких значений тока 
пика по сравнению с ацетатным буферным рас-
твором с рН 3.8.

Изменение электрохимических характери-
стик электрода, модифицированного НЧAu, 
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в  ацетатном буферном растворе с  рН 3.8 при 
варьировании времени (от 30 до  180  с) хроно-
амперометрического получения НЧAu показано 
в табл. 2. Выбрали рабочее время осаждения 60 с, 
что позволяет достичь хорошо выраженной ве-
личины тока пика.

Ток окисления НЧAu, синтезированных 
электрохимически, является стабильным и вос-
производимым. Сравнение аналитического 
сигнала (окисление НЧAu, полученных раз-
личными электрохимическими способами) по-
казало, что наибольший по току отклик наблю-
дается для вольтамперометрически полученных 
НЧ (табл. 1 и 2).

На рис.  2 и  3 представлены циклические 
вольтамперограммы в  ацетатном буферном 
растворе с  рН 4.3 в  диапазоне потенциалов 
от  0.2 до  1.5 В  при варьировании скорости раз-
вертки от 10 до 150 мВ/с, полученные на электро-
дах, поверхность которых модифицирована элек-
трохимически осажденными НЧAu в  сочетании 
с ВГО и ГО-NH2 соответственно. Сопоставление 
результатов, полученных для электродов, моди-
фицированных НЧAu и НЧAu в сочетании с ВГО, 
показало, что ток окисления НЧAu увеличивается 
примерно в 10 раз в присутствии ВГО на поверх-
ности планарного электрода (рис. 2). Это может 
быть связано c электропроводящими свойствами 
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Рис. 1. Циклические вольтамперограммы получения НЧAu на поверхности электрода: (а) 20 мВ/с, 10 циклов, аце-
татный буферный раствор с рН 3.8; (б) 100 мВ/с, 10 циклов, ацетатный буферный раствор с рН 3.8; (в) 20 мВ/с, 
10 циклов, ацетатный буферный раствор с рН 4.3.

Таблица 1. Влияние скорости сканирования в режиме циклической вольтамперометрии 
на электрохимические характеристики модифицированного электрода (ацетатный буферный раствор 
с рН 4.3)

V, мВ/с Еа, мВ Iа, мкА Ек, мВ Iк, мкА

10 1055 ± 10 4.3 ± 0.2 672 ± 8 –2.42 ± 0.09

50 1076 ± 15 12.6 ± 0.6 654 ± 5 –8.80 ± 0.09

100 1084 ± 15 28.3 ± 0.9 649 ± 5 –1.46 ± 0.08

Таблица 2. Влияние времени осаждения при хроноамперометрическом получении НЧAu 
на электрохимические характеристики модифицированного электрода (ацетатный буферный раствор 
с рН 4.3)

t, с Еа, мВ Iа, мкА Ек, мВ Iк, мкА

30 1069 ± 10 2.96 ± 0.09 684 ± 8 –1.07 ± 0.02

60 1066 ± 10 9.26 ± 0.09 490 ± 6 –3.32 ± 0.09

90 1059 ± 10 2.00 ± 0.05 461 ± 6 –2.04 ± 0.05

180 1049 ± 10 9.52 ± 0.09 468 ± 6 –8.83 ± 0.09
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ВГО. Сопоставление вольтамперограмм (рис.  3) 
в ацетатном буферном растворе с рН 4.3 для элек-
тродов, модифицированных ГО-NH2\НЧAu, 
показало, что использование циклической воль-
тамперометрии увеличивает ток окисления НЧAu 
примерно в пять раз (рис. 3а).

Модификация поверхности электродов элек-
трохимически осажденными НЧAu в  сочетании 
с  БУНТ и  аминотиакаликс[4]ареном. Элект-
роды, модифицированные перечисленными 
выше композитами в сочетании с электрохими-
чески осажденными НЧAu, получали по  тому 
же алгоритму, что и  в предыдущих случаях 

(см. “Экспериментальную часть”). Послойно 
наносили на  поверхность электрода хитозан, 
БУНТ, водную дисперсию аминотиакаликс[4]
арена (1 × 10–4 М), затем получали на такой мо-
дифицированной поверхности НЧAu. Закрепле-
ние на поверхности электрода БУНТ происходит, 
видимо, за  счет адсорбционного взаимодей-
ствия с раствором хитозана. Использование же 
аминотиакаликс[4]арена за  счет неспецифиче-
ского взаимодействия (физической адсорбции) 
приводит к  увеличению концентрации НЧAu 
при электрохимическом осаждении. Цикличе-
ские вольтамперограммы (рис.  4), полученные 
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Рис. 2. Циклические вольтамперограммы в ацетатном буферном растворе с рН 4.3 электрода, модифицированного 
ВГО/НЧAu в режиме: (а) циклической вольтамперометрии, V, мВ/с: 1 – 50; 2 – 100; 3 – 150; (б) хроноамперометрии, 
t = 60 с, 1 – 10 мВ/с; 2 – 25 мВ/с.
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Рис. 3. Циклические вольтамперограммы в ацетатном буферном растворе с рН 4.3 электрода, модифицированно-
го ГО-NH2/НЧAu в режиме: (а) циклической вольтамперометрии, V, мВ/с: 1 – 10; 2 – 25; 3 – 50; 4 – 125; 5 – 150;  
б) хроноамперометрии, t = 60 с, V, мВ/с: 1 – 10; 2 – 50; 3 – 100.
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на  модифицированных таким способом элект-
родах, показывают, что использование в  каче-
стве модификатора БУНТ/аминотиакаликс[4]
арен/НЧAu приводит к  увеличению тока пика 
НЧAu примерно в 20 раз (рис. 4), что может быть 
связано с  увеличением электропроводности 
подложки за счет БУНТ. Полученные результаты 
и  сделанные предположения подтвердили при 
исследовании свойств рассмотренных компози-
тов другими методами.

Спектроскопия электрохимического импе-
данса (СЭИ). Для оценки сопротивления пе-
реноса электрона изучаемых модификаторов 
использовали метод СЭИ. Параметры электро-
химического импеданса для некоторых покры-
тий приведены в табл. 3. Следует отметить, что 
сочетание компонентов в  составе композитов 
в ряде случаев приводит к значительному умень-
шению сопротивления переноса заряда, напри-
мер в  3.4  раза для БУНТ 4/аминотиакаликс[4]
арен(водн)/НЧAu по сравнению с аминотиака-
ликс[4]арен(водн)/НЧAu.

Атомно-силовая микроскопия. Изучение 
композитных материалов методом АСМ позво-
лило определить размер частиц и  параметры 
шероховатости поверхности электрода. При 

модификации поверхности электрода компо-
зитными материалами происходит уменьшение 
параметров шероховатости, в частности при ис-
пользовании ВГО/НЧAu с 32 до 11 нм, что сви-
детельствует о равномерном распределении мо-
дификатора по поверхности электрода (табл. 4, 
рис. 5). Наибольший перепад по высоте наблю-
дали для композитного материала аминотиака-
ликс[4]арен/НЧAu, что делает его весьма пер-
спективным для разработки иммуносенсоров.

Получение иммуносенсоров. В качестве эле-
мента биологического распознавания для ам-
перометрических иммуносенсоров служили Ат 
против трициклических антидепрессантов. За-
крепление Ат на  модифицированной компози-
тами поверхности электродов при сохранении 
их удельной каталитической активности про-
водили с  помощью смеси для иммобилизации. 
Процедура иммобилизации подробно описана 
в работе [17].

Формирование устойчивого электрохи-
мического отклика на  вольтамперограммах, 
полученных на  электродах, модифицирован-
ных ВГО/НЧAu, ГО-NH2/НЧAu, БУНТ  1/ами-
нотиакаликс[4]арен (хитозан)/НЧAu, БУНТ 
4/аминотиакаликс[4]арен(водный)/НЧAu, 
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Рис.  4. Циклические вольтамперограммы в  ацетатном буферном растворе с  рН 3.8 электрода, модифицирован-
ного: (а) БУНТ 1/аминотиакаликс[4]арен(водн)/НЧAu: 1 – 10 мВ/с; 2 – 25 мВ/с; (б) БУНТ 1/аминотиакаликс[4]
арен(водн.)/НЧAu: 1 – 10 мВ/с; 2 – 25 мВ/с; (в) БУНТ 1/аминотиакаликс[4]арен(хит.)/НЧAu: 25 мВ/с.

Таблица 3. Параметры импеданса модифицированных покрытий (n = 5, P = 0.95)

Состав модификатора Ret, Ом C, мкФ
НЧAu 121 ± 5 1.03 ± 0.05
ВГО 170 ± 5 0.40 ± 0.05
ВГО/НЧAu 239 ± 10 3.91 ± 0.09
БУНТ 4 158 ± 5 3.43 ± 0.09
Аминотиакаликс[4]арен(хит)\НЧAu 202 ± 10 78 ± 5
Аминотиакаликс[4]арен(водн)\НЧAu 1980 ± 15 598 ± 15
БУНТ 4\аминотиакаликс[4]арен(водн)\НЧAu 583 ± 10 0.67 ± 0.05
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Таблица 4. Параметры шероховатости поверхности модифицированного электрода (n = 5, P = 0.95)
Модификатор d, нм Ra, нм Rq, нм

Чистый электрод 160 ± 10 35 ± 2 45 ± 2
ВГО-хитозан 55 ± 4 31 ± 2 39 ± 2
ГО-NH2-хитозан 70 ± 5 22 ± 1 29 ± 1
НЧAu 60 ± 5 28 ± 2 38 ± 2
ВГО-хитозан\НЧAu 200 ± 10 11 ± 1 14 ± 1
ГО-NH2-хитозан\НЧAu 180 ± 10 37 ± 2 46 ± 2
Аминотиакаликс[4]арен\НЧAu 128 ± 8 26 ± 2 34 ± 2

Примечание: d  – размер частиц; Rq  – среднее квадратичное значение отклонений профиля в  пределах базовой длины; 
Ra – среднее арифметическое абсолютных значений отклонений профиля в пределах базовой длины.
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Рис.  5. АСМ-изображения в  3D проекциях поверхности электрода: (а) чистый электрод; (б) ВГО-хитозан; (в) 
ГО-NH2-хитозан; (г) НЧAu; (д) ВГО/НЧAu; (е) аминотиакаликс[4]арен/НЧAu.
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позволило использовать данные композитные 
материалы при разработке следующих амперо-
метрических иммуносенсоров:

● �иммуносенсор 1  – графитовый печат-
ный электрод, модифицированный ВГО/
НЧAu/Ат;

● �иммуносенсор 2  – графитовый печатный 
электрод, модифицированный ГО-NH2/
НЧAu/Ат;

● �иммуносенсор 3  – графитовый печат-
ный электрод, модифицированный БУНТ 
1/аминотиакаликс[4]арен(хит)/НЧAu/Ат;

● �иммуносенсор 4  – графитовый печат-
ный электрод, модифицированный БУНТ 
4/аминотиакаликс[4]арен(водн)/НЧAu/Ат.

Более детально рассмотреть этот процесс 
можно на примере иммуносенсора 1. На поверх-
ность электрода наносили капельным методом 
дисперсию ВГО в хитозане. После высыхания мо-
дификатора путем многократного циклирования 
потенциала электрохимически осаждали НЧAu. 
Затем на  модифицированную поверхность на-
носили смесь для иммобилизации, содержащую 
специфичные Ат, хитозан, глутаровый альдегид 
и фосфатный буферный раствор с pH 7.5. Полу-
ченный иммуносенсор использовали для опреде-
ления Аг (амитриптилина). Другие иммуносенсо-
ров получали аналогично, используя описанные 
выше модифицирующие покрытия.

Выбор условий функционирования иммуносен-
соров и  природа формирования аналитического 
сигнала. Условия функционирования иммуно-
сенсоров связаны с  поиском наилучших усло-
вий реализации специфичного взаимодействия 
Аг (амитриптилин)–Ат. Для поиска рабочих ус-
ловий функционирования иммуносенсора при 
определении амитриптилина варьировали разве-
дение Ат. Для этого на  поверхность планарного 
электрода с  композитом ВГО/НЧAu наносили 
смесь для иммобилизации, содержащую Ат с раз-
ведением в диапазоне 1 : 50–1 : 200. Циклические 
вольтамперограммы регистрировали в  фоновом 
растворе (ацетатный буферный раствор с рН 3.8) 
в  диапазоне потенциалов от  0.0 до  1.5 В  со ско-
ростью сканирования 100 мВ/с (рис.  6а). Мак-
симальный аналитический сигнал получили для 
разведения Ат в  соотношении 1  :  200 (рис.  6а, 
кривая 2), которое использовали в  дальнейшем 
для определения трициклических антидепрес-
сантов амперометрическими иммуносенсорами.

В присутствии амитриптилина наблюдается 
уменьшение величины аналитического сигнала, 
что связано с взаимодействием Ат с Аг с образо-
ванием соответствующего иммунного комплек-
са амитриптилин–Ат на  поверхности электрода 
и  возможным созданием пространственных за-
труднений (рис. 6б).

Аналитические возможности амперометриче-
ских иммуносенсоров. Установили, что лучшими 

аналитическими характеристиками обладает 
иммуносенсор 4 (БУНТ 4/ аминотиакаликс[4]
арен(водн)/НЧAu/Ат) при определении антиде-
прессантов (амитриптилин, дезипрамин): более 
широким диапазоном определяемых концентра-
ций 1 × 10–9–1 × 10–4 М и более низкой границей 
определяемых содержаний (6 × 10–10 М) по  срав-
нению с иммуносенсорами, модифицированными 
ВГО/НЧAu/Ат; ГО-NH2/НЧAu/Ат; БУНТ 1/ами-
нотиакаликс[4]арен(хит)/НЧAu/Ат (табл. 5).

Для проверки правильности результатов ис-
пользовали способ введено–найдено. Относи-
тельно стандартное отклонение (sr) не превыша-
ет 0.078 (табл. 6).
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Рис. 6. Циклические вольтамперограммы электро-
дов с модификаторами: (а) ВГО/НЧAu на фоне аце-
татного буферного раствора с рН 3.8 в присутствии 
Ат с разведением 1 : 50 (1), 1 : 200 (2), 1 : 100 (3); (б) 
ВГО/НЧAu на  фоне ацетатного буферного раство-
ра с рН 3.8 в присутствии Ат (3), амитриптилина с = 
1 × 10–7 М (2), амитриптилина с  = 1 × 10–5 М (1). 
Разведение Ат 1 : 200, V = 100 мВ/с.
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Таблица 5. Аналитические возможности разработанных иммуносенсоров при определении трициклических 
антидепрессантов (разведение Ат 1 : 200; n = 5; Р = 0.95)

Лекарственное 
вещество

Рабочая область 
концентраций, М

Уравнение градуировочной зависимости 
I* = (A ± δ) + (B ± δ)∙(–lgс) сн, М

A ± δ –B ± δ r

Иммуносенсор 1 (модификатор ВГО/НЧAu)
Амитриптилин

5 × 10–8–1 × 10–4
108 ± 10 2.55 ± 0.08 0.9812 5 × 10–9

Дезипрамин 105 ± 10 2.86 ± 0.09 0.9828 6 × 10–9

Иммуносенсор 2 (модификатор ГО-NH2/НЧAu)
Амитриптилин

1 × 10–8–1 × 10–4
98 ± 5 1.15 ± 0.05 0.9815 8 × 10–9

Дезипрамин 95 ± 5 1.12 ± 0.06 0.9835 9 × 10–9

Иммуносенсор 3 (модификатор БУНТ 1/аминотиакаликс[4]арен(хит)/НЧAu)
Амитриптилин

1 × 10–9–1 × 10–5
135 ± 15 5.25 ± 0.09 0.9825 8 × 10–10

Дезипрамин 132 ± 18 5.68 ± 0.09 0.9867 7 × 10–10

Иммуносенсор 4 (модификатор БУНТ 4/аминотиакаликс[4]арен(водн)/НЧAu)
Амитриптилин

1 × 10–9–1 × 10–4
150 ± 20 7.18 ± 0.09 0.9878 4 × 10–10

Дезипрамин 155 ± 18 7.35 ± 0.09 0.9846 6 × 10–10

Примечание: I* = ((IАт – IК)/IАт) × 100 %, где IАт – величина аналитического сигнала (ток) в присутствии Ат, IК – величина 
аналитического сигнала (ток) при образовании иммунного комплекса.

Таблица 6. Результаты определения трициклических антидепрессантов иммуносенсорами 
(разведение Ат 1 : 200; n = 5; Р = 0.95)

Лекарственное вещество Введено, М Найдено, М sr

Иммуносенсор 1 (модификатор ВГО/НЧAu)

Амитриптилин
5 × 10–7 (5.25 ± 0.09) × 10–7 0.056

5 × 10–6 (5.22 ± 0.09) × 10–6 0.037

Дезипрамин
1 × 10–7 (1.18 ± 0.08) × 10–7 0.068

1 × 10–6 (1.23 ± 0.05) × 10–6 0.044

Иммуносенсор 2 (модификатор ГО-NH2/НЧAu)

Амитриптилин
5 × 10–7 (5.19 ± 0.09) × 10–7 0.050

5 × 10–6 (5.21 ± 0.09) × 10–6 0.038

Дезипрамин
1 × 10–7 (1.24 ± 0.08) × 10–7 0.066

1 × 10–6 (1.27 ± 0.06) × 10–6 0.048

Иммуносенсор 3 (модификатор БУНТ 1/аминотиакаликс[4]арен(хит)/НЧAu)

Амитриптилин
5 × 10–7 (5.23 ± 0.09) × 10–7 0.055

5 × 10–6 (5.18 ± 0.09) × 10–6 0.043

Дезипрамин
1 × 10–7 (1.17 ± 0.09) × 10–7 0.078

1 × 10–6 (0.92 ± 0.05) × 10–6 0.057

Иммуносенсор 4 (модификатор БУНТ 4/аминотиакаликс[4]арен(водн)/НЧAu)

Амитриптилин
5 × 10–7 (5.14 ± 0.09) × 10–7 0.052

5 × 10–6 (5.16 ± 0.09) × 10–6 0.040

Дезипрамин
1 × 10–7 (1.15 ± 0.08) × 10–7 0.072

1 × 10–6 (1.12 ± 0.05) × 10–6 0.047
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Определение трициклических антидепрес-
сантов в лекарственной форме. Методика опре-
деления. Таблетку лекарственного препарата 
измельчают до  мелкодисперсного состояния, 
растворяют в 5 %-ном (по объему) водно-спир-
товом растворе (2 мл), количественно переносят 
в  мерную колбу емк. 50 мл и  доводят до  метки 
дистиллированной водой Полученный раствор 
центрифугируют и отделяют надосадочную жид-
кость от осадка.

В электрохимическую ячейку объемом 
2000 мкл помещают 20 мкл исследуемого раство-
ра и ацетатный буферный раствор с рН 3.8, опу-
скают иммуносенсор 4  – модифицированный 
электрод с иммобилизованными Ат (разведение 
1  : 200). Затем добавляют аликвоту раствора Аг 
(диапазон концентраций 1 × 10–9–1 × 10–4 М). 
По полученным значениям тока вычисляют I* 
(см табл. 5, градуировочные графики для имму-
носенсоров 3 и 4).

Полученные результаты показали (табл.  7), 
что при определении трициклических анти-
депрессантов в  фармацевтических препаратах 
амперометрическими иммуносенсорами отно-
сительное стандартное отклонение находится 
на уровне 0.04.

Определение трициклических антидепрес-
сантов в  урине. Методика определения. Урину 
предварительно разбавляют в  10 раз ацетат-
ным буферным раствором с  pH 4.3. Далее им-
муносенсор 4 опускают в  ячейку, содержащую 

подготовленную урину с  Аг (амитриптилин) 
и регистрируют аналитический сигнал в режиме 
ЦВА. В присутствии амитриптилина происходит 
уменьшение тока окисления от  модификатора 
БУНТ 4/аминотиакаликс[4]арен(водн)/НЧAu. 
По полученным значениям I* и градуировочной 
зависимости (см. табл. 5) рассчитывают концен-
трацию Аг в урине (табл. 8).

Для проверки правильности определения 
амитриптилина оценили корреляцию резуль-
татов, полученных с  применением ампероме-
трического иммуносенсора 4, и  данных метода 
поляризационного флуоресцентного иммуно-
анализа с  силикатными наночастицами, допи-
рованными Ru(dipy)3

2+ ([Ru(dipy)3]Cl2@SiO2) 
качестве флуоресцентной метки [47]. Получен-
ные значения t- и  F-критериев показали, что 
результаты равноточны, и  вклад систематиче-
ской погрешности незначим, так как tтабл > tрасч, 
Fтабл > Fрасч. Погрешность определения не превы-
шает 0.085 (табл. 8).

Следует отметить, что перекрестное ре-
агирование (CR) практически отсутствует 
в  присутствии в  исследуемом растворе дру-
гих лекарственных препаратов, что показано 
на  примере антибиотиков группы макролидов 
(азитромицин  – CR 0.001 %), фторхинолонов 
(ципрофлоксацин  – CR 0.05 %) и  тетрацикли-
нов (тетрациклин  – CR 0.1 %), нестероидных 
противовоспалительных препаратов (диклофе-
нак – CR 0.01 %).

Таблица 7. Результаты определения трициклических антидепрессантов в фармацевтических препаратах 
(содержание действующего вещества по данным производителя 25 мг; n = 5; Р = 0.95)

Фармацевтический препарат Тип иммуносенсора Найдено, мг sr

Амитриптилин,
ЗиО-Здоровье, Россия Иммуносенсор 3 24.8 ± 0.8 0.036

Петилил (действующее вещество 
дезипрамин),
AWD, Германия

Иммуносенсор 4 24.6 ± 0.9 0.040

Таблица 8. Результаты определения амитриптилина в урине (n = 5; Р = 0.95; tтабл = 2.78, Fтабл = 6.39)

Метод Найдено, М sr tрасч Fрасч

Амперометрический
иммуносенсор 4 (4.2 ± 0.4) × 10–8 0.085

1.24 2.08
Поляризационный флуоресцентный 
иммуноанализ (4.1 ± 0.3) × 10–8 0.083
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* * *

Изучение свойств модифицирующих матери-
алов различными физическими и  электрохими-
ческими методами позволило предложить ком-
позитные составы на  основе электрохимически 
осажденных наночастиц золота на  углеродной 
подложке из  функционализированного оксида 
графена, восстановленного оксида графена и бу-
маги из углеродных нанотрубок в сочетании с ами-
нотиакаликс[4]ареном в качестве модификаторов 
печатных графитовых электродов. Подобраны 
условия получения оптимальных сочетаний угле-
родной нанобумаги, аминотиакаликс[4]арена 
и  наночастиц золота, позволившие разработать 
высокочувствительные амперометрические им-
муносенсоры с областью определяемых концен-
траций трициклических антидепрессантов (ами-
триптилин, дезипрамин) 1 × 10–9–1 × 10–4 М. 
Предложенные методики определения трици-
клических антидепрессантов опробованы при 
анализе реальных объектов (фармацевтические 
препараты, урина), относительное стандартное 
отклонение не превышает 0.085.
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GOLD NANOPARTICLES ELECTROCHEMICALLY DEPOSITED 
ON CARBON NANOMATERIALS AND THIACALIXARENES 
IN IMMUNOSENSORS FOR DETERMINING TRICYCLIC 

ANTIDEPRESSANTS

D. V. Brusnitsyna, *, A. N. Ramazanovaa, E. P. Medyantsevaa, E. R. Ramazanovab, A. V. Prytkovaa, 
E. R. Karimovac, M. A. Ziganshina, V. A. Burilova, E. G. Makarova, T. L. Khamidullina
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Composite materials based on electrochemically deposited gold nanoparticles obtained by cyclic 
voltammetry and chronoamperometry on a carbon substrate of functionalized graphene oxide, reduced 
graphene oxide and carbon nanotube paper have been proposed. Composite materials were screened by 
atomic force microscopy, electrochemical impedance spectroscopy and voltammetry, which allowed us to 
select the best ones as modifiers of planar electrodes, on the basis of which highly sensitive immunosensors 
were developed. For the best amperometric immunosensors based on a combination of carbon paper, 
amino(thia)calix[4]arene, and gold nanoparticles for the determination of amitriptyline and desipramine, 
the working concentration range was 1 × 10–9–1 × 10–4 M, and the lower limit of detectable concentrations 
was (4–6) × 10–10 М. Amitriptyline and desipramine were determined by amperometric immunosensors 
in pharmaceutical preparations with relative standard deviation not exceeding 0.040. Comparison of the 
results of determination of tricyclic antidepressants by immunosensors and fluorescence polarization 
immunoassay in human urine with relative standard deviation not exceeding 0.085 indicates the correctness 
and convergence of the obtained results.

Keywords: gold nanoparticles, graphene oxide, reduced graphene oxide, carbon paper, amino(thia)calix[4]
arenes, immunosensor, tricyclic antidepressants.
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