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Изучены условия формирования распознающего слоя пьезоэлектрического иммуносенсора на ос-
нове магнитных углеродных нанокомпозитов (МУНК) под действием внешнего магнитного поля.
Установлено влияние размера и количества магнитных наночастиц (МНЧ) в композите на анали-
тические характеристики гравиметрического иммуносенсора. Методом сканирующей электронной
микроскопии определены средние размеры магнитных наночастиц Fe3O4, синтезированных мето-
дом соосаждения. Отмечено, что минимальная масса и стабильность распознающего слоя наблюда-
ются для нанокомпозита, полученного при соотношении углеродных нанотрубк и МНЧ со средним
диаметром 22 нм, равном 3 : 1. Методом ИК-спектрометрии установлено образование пептидных
связей между МУНК и конъюгатом пенициллина G. Показано, что применение магнитных угле-
родных нанокомпозитов при формировании распознающего слоя позволяет существенно упро-
стить процедуру подготовки пьезоэлектрического сенсора к анализу и сократить ее продолжитель-
ность с 24 до 1.5 ч. Диапазон определяемых концентраций антибиотика составляет 1–450 нг/мл,
предел обнаружения равен 0.5 нг/мл.
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Существенным преимуществом гравиметри-
ческих пьезоэлектрических иммуносенсоров явля-
ется возможность прямого измерения аналитиче-
ского сигнала по увеличению массы распознающего
слоя при протекании гетерогенной иммунохимиче-
ской реакции без применения специальной метки
[1–4]. Такие устройства просты в обращении и поз-
воляют с высокими чувствительностью и экспресс-
ностью проводить селективное определение ана-
литов в пробах сложного состава в присутствии
большого числа посторонних веществ [5].

Важнейшей задачей при разработке пьезо-
электрических иммуносенсоров является форми-
рование устойчивого распознающего слоя, поз-
воляющего осуществлять многократные измере-
ния после регенерации, а также увеличение
концентрации и поверхностной доступности ак-
тивных “сайтов” связывания. Наиболее часто в

качестве распознающего слоя используют много-
слойные покрытия с прочными связями между
отдельными слоями, включающие создание на
поверхности электрода самоорганизованного мо-
нослоя тиолов или силанов, электрогенерирован-
ных пленок, активацию их бифункциональным
реагентом и иммобилизацию антител или белко-
вых конъюгатов аналитов [6, 7]. Процесс форми-
рования многослойного покрытия, как правило,
продолжителен и не всегда приводит к образова-
нию устойчивого слоя. Для повышения площади
активной поверхности сенсора, обеспечивающей
высокую чувствительность определения, наибо-
лее перспективно использование углеродных на-
нотрубок (УНТ), характеризующихся низкой
массой и высокоразвитой поверхностью [8, 9].

Другим многообещающим наноматериалом,
используемым в химической сенсорике, являют-
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ся магнитные наночастицы (МНЧ) [10–12]. Это
связано с их уникальными свойствами: просто-
той синтеза, легкостью функционализации по-
верхности, высоким магнетизмом и низкой цито-
токсичностью [13, 14]. Имеется информация о
применении МНЧ в пьезоэлектрических сенсо-
рах, предназначенных для предварительного кон-
центрирования [15] и определения высокомоле-
кулярных соединений в прямом или конкурент-
ном форматах иммуноанализа [16, 17].

Перспективно также использование в имму-
носенсорах магнитных углеродных нанокомпо-
зитов (МУНК) – комбинации магнитных нано-
частиц с углеродными нанотрубками. Примене-
ние МУНК способствует не только увеличению
площади активной поверхности распознающего
слоя сенсора, но и позволяет осуществлять фор-
мирование рецепторного покрытия под действи-
ем внешних магнитных сил [18]. Однако влияние
размера и концентрации МНЧ, присутствующих
в структуре МУНК, на метрологические характе-
ристики гравиметрического пьезоэлектрического
иммуносенсора пока практически не изучено.

Целью работы являлось изучение условий
формирования распознающего слоя пьезоэлек-
трического сенсора на основе МУНК, влияния
размеров и концентрации МНЧ на чувствитель-
ность детектирования и диапазон определяемых
содержаний пенициллина G (Пен G).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и оборудование. Использовали сле-
дующие иммунореагенты: бензилпенициллина
натриевую соль (пенициллин G) (Биохимик, Рос-
сия), поликлональные антитела к Пен G (Abcam,
Великобритания).

В ходе исследования применяли следующие реа-
генты: FeCl2⋅4H2O, FeCl3⋅6H2O, Na2CO3, KH2PO4,
Na2HPO4⋅12H2O, NaHCO3, HCl (ρ = 1.198 г/мл),
KCNS (Реахим, Россия); NH3, NaОН, NaCl и KCl
(База № 1 Химреактивов, Россия); малоновую
кислоту (Вектон, Россия); Тритон X-100, 2-ами-
но-3-меркаптопропановую кислоту (цистеин),
N-этил-N'-(3-диметиламинопропил)карбодиими-
да гидрохлорид (ЭДАК), N-гидроксисукцинимид
(N-ГС), N,N'-дициклогексилкарбодиимид (ДСС)
3-аминопропилтриэтоксисилан (АПТЕС) (Sigma-
Aldrich, США); диметилформамид (ДМФ) (Sigma,
Германия); ацетон и этанол (Quimica, Испания);
бычий сывороточный альбумин (БСА) (ПанЭко,
Россия).

Для синтеза магнитных углеродных наноком-
позитов использовали многостенные углеродные
нанотрубки (Институт проблем технологии мик-
роэлектроники и особо чистых материалов РАН,
Черноголовка) [19].

В качестве сенсоров применяли пьезокварце-
вые резонаторы АТ-среза с собственной частотой
колебаний 10 МГц с золотыми электродами с двух
сторон кристалла диаметром 8 мм, полученными
методом магнетронного напыления (ЭТНА, Рос-
сия). Аналитический сигнал регистрировали на
измерительной установке CPNA-330 (ЭТНА,
Россия).

Массу покрытия рассчитывали по уравнению
Зауэрбрея [20]:

(1)

где ∆f – изменение частоты колебаний кристалла
кварца, Гц; f0 – собственная частота колебаний
кристалла, 10 МГц; ∆m – масса нанесенного на
электрод покрытия, г; А – площадь поверхности
электрода, 0.10066 см2.

Число циклов измерений (N) – число после-
довательных измерений, при котором аналитиче-
ский сигнал сенсора не изменяется более чем на
5%.

Закрепление МНЧ на поверхности углерод-
ных нанотрубок, а также их размер контролиро-
вали методом сканирующей электронной микро-
скопии (СЭМ) на электронно-ионном микро-
скопе TESCAN VEGA3 SBH (Tescan, Чехия).

Образование связей между конъюгатом Пен G
и МУНК контролировали методом ИК-спектро-
метрии (ИК-Фурье спектрометр Iraffinity-1 (Shi-
madzu, Япония)). ИК-спектры регистрировали
после нанесения на подложку (пластина моно-
кристаллического кремния КЭС-0.01, “ПРОМ-
ТЕХ”, Россия) 100 мкл исследуемого раствора и
высушивания в потоке теплого воздуха.

Для предотвращения агломерации дисперсий
МУНК и УНТ использовали ультразвуковую ван-
ну (ПСБ-Галас, Россия).

Синтез магнитных наночастиц. Использовали
МУНК, полученные путем иммобилизации на
поверхности УНТ магнитных наночастиц Fe3O4,
синтезированных по методу соосаждения при раз-
ных мольных соотношениях ионов Fe2+ : Fe3+ : OH–,
рН реакционной среды, температуре [21–23] и про-
должительности ультразвуковой обработки (  ч)
(табл. 1).

Наночастицы отделяли от раствора при помо-
щи магнита, промывали до рН 7 и высушивали
при 60°С до постоянной массы. Силанизацию
Fe3O4 осуществляли двумя способами:

Способ 1: наночастицы Fe3O4 массой 100 мг
вносили в раствор, содержащий 200 мл этанола и
4 мл дистиллированной воды, обрабатывали уль-
тразвуком в течение 1 ч. Далее вводили 40 мл
АПТЕС и перемешивали в течение 7 ч. Осадок от-
деляли центрифугированием (10000 об./мин),

2 6
02.3 10 ,f mf

A
−Δ × Δ=

τ,
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промывали до рН 7 и высушивали при 80°С до по-
стоянной массы [24].

Способ 2: наночастицы Fe3O4 массой 300 мг по-
мещали в колбу, содержащую 150 мл 0.05 М рас-
твора NaOH, нагревали до 65°С в течение 5 ч и
оставляли на ночь при комнатной температуре.
Образующийся осадок активированных магнит-
ных наночастиц отделяли при помощи магнита,
промывали дистиллированной водой до рН 7 и
высушивали до постоянной массы. Далее прово-
дили силанизацию магнитных частиц: 190 мг ак-
тивированных МНЧ вносили в 96 мл этанола и
подвергали ультразвуковой обработке в течение
10 мин. К полученной суспензии добавляли
111 мл АПТЕС и перемешивали в течение 20 ч.
Органическую фазу удаляли, удерживая магнит-
ные наночастицы при помощи магнита, осадок
промывали водой до pH 7 и высушивали до по-
стоянной массы [25].

Синтез магнитных углеродных нанокомпозитов
осуществляли смешиванием магнитных наноча-
стиц с углеродными нанотрубками в 30 мл де-
ионизованной воды. Полученную смесь переме-
шивали при комнатной температуре в течение
30 мин. Образующийся магнитный композит
промывали деионизованной водой и высушивали
под ИК-лампой до постоянной массы. Таким об-
разом синтезировали ряд нанокомпозитов с раз-
ным соотношением УНТ : МНЧ – 1 : 1, 2 : 1, 3 : 1,
7 : 1 и 10 : 1 [26].

Формирование распознающего слоя на основе
МУНК. Перед формированием распознающего
слоя поверхность электрода очищали с помощью
1 М HCl, ацетона и этанола.

Для предотвращения агломерации 1 мг МУНК
вносили в 1 мл 1%-ного водного раствора Трито-
на X-100 и подвергали ультразвуковой обработке
в течение 1 ч [18]. Иммобилизацию молекул Пен
G–БСА на поверхности МУНК осуществляли
следующим образом: к 10 мкл дисперсии нано-
композита в 1%-ном водном растворе Тритона
X-100 добавляли 10 мкл активационной смеси
(2.5 мг ЭДАК и 5 мг N-ГС в 200 мкл 1%-ного вод-
ного раствора Тритона X-100) и оставляли на
20 мин при комнатной температуре. Далее в си-
стему вводили 10 мкл раствора Пен G–БСА фик-

сированной концентрации и оставляли на 10–12 ч
при 4°С для получения устойчивого нанокомпо-
зита МУНК/Пен G–БСА.

Сенсор помещали в ячейку детектирования
над неодимовым магнитом, наносили на золотой
электрод 2 мкл дисперсии МУНК/Пен G–БСА и
оставляли на 90 мин на воздухе при комнатной
температуре, после чего промывали 200 мкл ди-
стиллированной воды для удаления несвязав-
шихся компонентов и высушивали в потоке теп-
лого воздуха.

Формирование распознающего слоя на основе
углеродных нанотрубок. В 1 мл ДМФ вносили 1 мг
карбоксилированных углеродных нанотрубок и
подвергали ультразвуковой обработке в течение
1 ч, после чего разбавляли дисперсию ДМФ в со-
отношении 1 : 7 (143 мкг/мл) и вновь обрабатыва-
ли ультразвуком в течение 1 ч. Для иммобилиза-
ции белкового конъюгата Пен G на поверхность
пьезоэлектрического сенсора помещали 2 мкл
1 мМ этанольного раствора цистеина и высуши-
вали при комнатной температуре в течение
90 мин, после чего наносили 2 мкл суспензии
УНТ и оставляли при 4°С на 24 ч. Сенсор промы-
вали 200 мкл дистиллированной воды, высушива-
ли в потоке теплого воздуха и проводили актива-
цию карбоксильных групп на поверхности УНТ с
помощью 2 мкл активационной смеси, содержа-
щей 2.5 мг ЭДАК и 5 мг N-ГС в 200 мл ДМФ. Вы-
держивали сенсор 90 мин при комнатной темпе-
ратуре и наносили 5 мкл белкового конъюгата
Пен G, после чего помещали сенсор во влажную
камеру при 4°С на 10–12 ч. Вновь промывали ди-
стиллированной водой и сушили в потоке тепло-
го воздуха [9].

Процедура измерения аналитического сигнала
иммуносенсора методом “deep-and-dry”. Для опре-
деления Пен G в конкурентном формате иммуно-
анализа к пробе добавляли раствор антител с кон-
центрацией, соответствующей 50%-ному связы-
ванию в гомогенный иммунокомплекс, и выдер-
живали 15 мин. Далее 2 мкл пробы наносили на
поверхность распознающего слоя сенсора и после
завершения реакции (15 мин) между свободными
антителами пробы и конъюгатом Пен G–БСА
промывали поверхность сенсора дистиллирован-

Таблица 1. Условия синтеза магнитных наночастиц

Способ
Мольное 

соотношение 
Fe2+ : Fe3+ : OH–

рН Температура, °С , ч Литература

1 2 : 1 : 6.5 7 80 1  [22]
2 2 : 1 : 6.5 7 80 14  [22]
3 2 : 1 : 37.5 4 80 1  [23]
4 2 : 1 : 6.5 7 70–90 1  [24]

τ
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ной водой для удаления несвязавшихся биореа-
гентов и высушивали до постоянной массы в по-
токе теплового воздуха [27].

После измерения аналитического сигнала по-
верхность распознающего слоя регенерировали
200 мкл 0.003 М раствора тиоционата калия. Че-
рез 15 мин сенсор промывали дистиллированной
водой и высушивали до постоянной массы в по-
токе воздуха.

Синтез белкового конъюгата пенициллина G.
Белковый конъюгат Пен G синтезировали по сле-
дующей методике: 50 мг Пен G, 45 мг N-ГС и
72 мг ДСС растворяли в 1 мл ДМФ и перемешива-
ли при комнатной температуре в течение 3 ч, по-
сле чего выдерживали при 4°С в течение 12 ч. Об-
разовавшийся осадок отделяли центрифугирова-
нием (4 мин, 8000 об./мин). Верхний слой
жидкости объемом 0.5 мл отделяли и при переме-
шивании по каплям добавляли к раствору, содер-
жащему 50 мг БСА в 3.5 мл 0.1 М карбонатного
буферного раствора (рН 9.5), смесь перемешива-
ли в течение 3 ч при 25°С и оставляли на 12 ч при
4°С. После инкубации полученный раствор очи-
щали диализом против фосфатного буферного
раствора (рН 7.2) в течение двух суток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Формирование распознающего слоя пьезоэлек-
трического сенсора на основе магнитных углерод-
ных нанокомпозитов. Важнейшими характеристи-
ками распознающего слоя пьезоэлектрического
сенсора являются:

– масса (высокая масса слоя приводит не толь-
ко к сужению диапазона определяемых концен-
траций, но и может быть причиной срыва анали-
тического сигнала сенсора);

– площадь активной поверхности, влияющая
на концентрацию и доступность активных “сай-
тов” связывания, обеспечивающих чувствитель-
ность определения;

– устойчивость, позволяющая осуществлять
регенерацию поверхности после каждого цикла
измерения без существенного изменения свойств
покрытия.

Изучили влияние способа синтеза на диаметр
и массу МНЧ, которые устанавливали методами
СЭМ и пьезокварцевого микровзвешивания со-
ответственно (рис. 1). Ранее показано [28], что
магнитные свойства в максимальной степени
проявляются у МНЧ со средним диаметром 10–
20 нм. При синтезе наночастиц способом 1 про-
исходит формирование крупных ядер Fe3O4 (Ø =
= 64 ± 5 нм). Нанокомпозит на их основе проде-
монстрировал хорошие магнитные свойства,
обеспечивающие стабильное закрепление покры-
тия на поверхности сенсора, но при этом высокую
массу формируемого слоя (∆m = 1.9 ± 0.1 мкг), не-
гативно влияющую на диапазон определяемых
содержаний. При получении наночастиц спосо-
бом 2, отличающимся от предыдущего способа
продолжительностью УЗ-обработки, наблюдали
уменьшение среднего диаметра (Ø = 42 ± 4 нм), но
увеличение дисперсии размеров частиц. Среди
синтезированных магнитных наночастиц Fe3O4
наименьший средний диаметр и масса формируе-
мого слоя отмечены у структур, полученных спо-
собом 3 (Ø = 22 ± 2 нм, ∆m = 1.6 ± 0.1 мкг). Уста-
новили, что увеличение концентрации ОН–-
ионов при постоянном соотношении Fe3+ : Fe2+ и
ультразвуковая обработка по окончании синтеза
способствуют уменьшению диаметра МНЧ (спо-
соб 3). Постепенное увеличение температуры
синтеза от 70 до 90°С приводит к получению МНЧ
небольшого диаметра (способ 4, Ø = 35 ± 7 нм,
∆m = 1.7 ± 0.3 мкг), но неоднородных по размеру,
что также не позволяет использовать их в грави-
метрических пьезоэлектрических сенсорах.

Для более надежного закрепления магнитных
наночастиц на поверхности углеродных нанотру-
бок изучили возможность применения МНЧ с
оболочкой на основе кремнезема. Силанизация
приводит к образованию на поверхности МНЧ
аминогрупп, которые связываются с карбоксиль-
ными группами УНТ с образованием пептидной
связи. Отмечено, что синтез кремниевой оболоч-
ки на поверхности наночастиц Fe3O4 (рис. 1) со
средним диаметром 22 нм приводит к увеличе-
нию диаметра МНЧ до 93 нм (способ 1) или
140 нм (способ 2). Соответственно происходит
увеличение массы слоя МУНК на базе МНЧ, мо-
дифицированных АПТЕС, до 2.5 ± 0.1 мкг (спо-
соб 1) и до 2.7 ± 0.2 мкг (способ 2). В дальнейших
исследованиях применяли нанокомпозиты с
МНЧ Fe3O4 минимального размера с Ø = 22 ± 2 нм

Рис. 1. Влияние способа синтеза на массу и диаметр
магнитных наночастиц.
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(МУНКА) и с МНЧ Fe3O4@SiO2, обеспечивающи-
ми более высокую стабильность распознающего
слоя, с Ø = 93 ± 12 нм (МУНКБ).

На характеристики рецепторного слоя пьезо-
электрического сенсора существенно влияет со-
отношение количества углеродных нанотрубок и
МНЧ в МУНК. Избыточная концентрация ча-
стиц Fe3O4 может не только быть причиной срыва
аналитического сигнала гравиметрического сен-
сора, но и приводить к стерическим затруднени-
ям при связывании МУНК с белковым конъюга-
том Пен G через поверхностные карбоксильные
группы УНТ, и, соответственно, к уменьшению
чувствительности определения аналита. С другой
стороны, недостаток МНЧ в составе МУНК
уменьшает магнитные свойства [26], что приво-
дит к снижению устойчивости покрытия сенсора,
сформированного под действием внешних маг-
нитных сил.

Методом пьезокварцевого микровзвешивания
контролировали массу распознающего слоя на каж-
дом этапе его формирования (табл. 2). Сначала ре-
гистрировали массу нанокомпозита (∆mМУНК) по-
сле нанесения его на поверхность электрода сенсо-
ра. А затем определяли массу нанокомпозита с
иммобилизованным на его поверхности белко-
вым конъюгатом (∆mслоя). Массу биомолекул
конъюгата антибиотика, иммобилизованных на
поверхности МУНК, рассчитывали по разности
(∆mбиомолекул).

Увеличение соотношения УНТ : МНЧ свыше
3 : 1 приводит к получению нестабильного по-
крытия (N ниже 15), так как присутствующие в
композите МНЧ не обеспечивают достаточно
прочного удерживания МУНК на поверхности
сенсора под действием магнитного поля. Для на-
нокомпозитов с соотношениями УНТ : МНЧ 7 : 1
и 10 : 1 уменьшается масса распознающих моле-
кул Пен G–БСА, зафиксированных на поверхно-
сти. Это связано с тем, что нанокомпозиты с низ-
ким содержанием МНЧ не обеспечивают надеж-
ное закрепление на поверхности МУНК высоких
концентраций Пен G–БСА, из-за чего часть их

теряется при промывке сенсора, что приводит к
снижению чувствительности определения анти-
биотика. При использовании подложки на базе
нанокомпозита с соотношением УНТ : МНЧ,
равным 1 : 1, отмечается низкая воспроизводи-
мость значений ∆mМУНК и ∆mслоя, что недопусти-
мо для гравиметрического сенсора. В то же время
покрытия на основе МУНК с соотношениями
УНТ : МНЧ, равными 2 : 1 и 3 : 1, показали близ-
кие характеристики. Однако для соотношения
3 : 1 наблюдали максимальное количество до-
ступных “сайтов” связывания, а также высокие
магнитные свойства нанокомпозита, обеспечива-
ющие надежную фиксацию распознающего слоя
на поверхности пьезоэлектрического сенсора под
действием внешних магнитных сил.

При анализе нанокомпозитов методом скани-
рующей электронной микроскопии установили,
что, независимо от формы и размера, МНЧ в
МУНК располагаются на сгибах и разломах угле-
родных нанотрубок. В случае нанокомпозита с кон-
центрацией компонентов, равной 3 : 1 (МУНКА),
магнитные наночастицы равномерно распреде-
ляются на поверхности углеродных нанотрубок
за счет физической сорбции (рис. 2). Аналогич-
ные закономерности отмечены и для нанокомпози-
та на основе наночастиц Fe3O4@SiO2. Схемы фор-
мирования нанокомпозитов МУНКА и МУНКБ
представлены на рис. 3.

На массу распознающего слоя МУНК значи-
тельное влияние оказывает способ перевода на-
нокомпозита в дисперсное состояние [18]. Для
предотвращения агломерации магнитные угле-
родные нанокомпозиты вносили в водный рас-
твор Тритона Х-100, так как данное неионогенное
поверхностно-активное вещество обеспечивает
достаточную смачиваемость наноматериала во-
дой, что позволяет добиться равномерного рас-
пределения МУНК на поверхности пьезоэлек-
трического гравиметрического сенсора.

Образование связей между конъюгатом анти-
биотика и магнитными углеродными нанокомпо-
зитами подтверждено методом ИК-спектромет-

Таблица 2. Влияние соотношения компонентов на характеристики массы покрытия

Соотношение
УНТ : МНЧ

∆mМУНК, мкг ∆mслоя, мкг ∆mбиомолекул, мкг N

1 : 1 1.5 ± 0.3 2.0 ± 0.4 0.4 34

2 : 1 1.6 ± 0.1 2.1 ± 0.1 0.5 33

3 : 1 1.7 ± 0.1 2.2 ± 0.1 0.6 32

7 : 1 1.3 ± 0.4 1.8 ± 1.2 0.5 14

10 : 1 1.2 ± 0.2 1.5 ± 0.1 0.3 6
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рии (рис. 4). В случае МУНКА (рис. 4а) значитель-
ное уширение и сдвиг пика карбоксильных групп
в спектре МУНКА/Пен G–БСА относительно
спектра МУНКА с 1720 до 1800 см–1 свидетель-
ствует об их участии в образовании связей. О свя-
зывании конъюгата с нанокомпозитом также го-
ворПик амидной связи в спектре МУНКБ

(1485 см–1) объясняется взаимодействием амино-
групп наночастиц Fe3O4@SiO2 и карбоксильных
групп УНТ. Его уширение в спектит четкое прояв-
ление пика при 1496 см–1 в спектре МУНКА/Пен
G–БСА, соответствующего пептидной связи. В
спектре МУНКБ/Пен G–БСА (рис. 4б) пик, отвеча-
ющий колебаниям группы C=O, смещается и вытя-
гивается относительно спектра МУНКБ (1705
вместо 1655 см–1). ре нанокомпозита МУНКБ/Пен

G–БСА указывает на образование связей между
карбоксильными группами УНТ и белковым конъ-
югатом антибиотика. Присутствие в спектрах
МУНКБ и МУНКБ/Пен G–БСА пика в области
1100 см–1 свидетельствуют о наличии оболочки
SiO2 на поверхности наночастиц магнетита.

Методика определения пенициллина G с помо-
щью пьезоэлектрического иммуносенсора. Пени-
циллин G определяли при помощи пьезоэлектри-
ческого иммуносенсора в конкурентном формате
иммуноанализа. Рабочую концентрацию иммо-
билизованного на поверхности сенсора конъюга-
та Пен G–БСА, существенно влияющую на кон-
центрацию активных сайтов связывания, опреде-
ляли по максимуму на графике зависимости
аналитического сигнала от концентрации конъ-
югата. Для МУНКА рабочая концентрация конъ-

Рис. 2. СЭМ-изображение МУНКА.
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Таблица 3. Аналитические характеристики пьезоэлектрических иммуносенсоров для определения пенициллина
G с распознающими покрытиями на основе УНТ, МУНКА и МУНКБ

Примечание: Δf, Гц; с, нг/мл.

Вид покрытия

Диапазон 
определяемых 
содержаний, 

нг/мл

Уравнение градуировочного графика R2 cmin, нг/мл

УНТ 6–300 Δf = (1522 ± 155) – (3.3 ± 0.9)с 0.97 3

МУНКА 1–450 Δf = (2740 ± 100) – (3.8 ± 0.4)с 0.99 0.5

МУНКБ 10–300 Δf = (2072 ± 172) – (5.1 ± 1.8)с 0.97 5
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югата составила 0.67 мМ (рис. 5а), для МУНКБ –
0.43 мМ (рис. 5б).

Разбавление сыворотки антител, соответству-
ющей 50%-ному связыванию с конъюгатом на
поверхности сенсора, выбирали на линейном
участке зависимости аналитического сигнала от
концентрации антител: для подложки на основе
МУНКА разбавление первичной сыворотки анти-
тел составило 20/80 (рис. 5в), а для МУНКБ –
12/88 (рис. 5г). Как видно, применение в МУНК
магнитных наночастиц меньшего диаметра со-
провождается увеличением концентрации иммо-
билизованного на поверхности сенсора конъюга-
та и, следовательно, количества активных “сай-
тов” связывания. Установлены характеристики
сенсоров с распознающим слоем на основе раз-

личных магнитных углеродных нанокомпозитов
(табл. 3). Для сравнения приведены характери-
стики пьезоэлектрического сенсора на базе УНТ.

Наибольший диапазон определяемых содер-
жаний Пен G достигается при применении
МУНКА. Использование для формирования рас-
познающего слоя, включающего магнитные ча-
стицы Fe3O4@SiO2, УНТ или МУНКБ сопровож-
дается сужением диапазона определяемых содер-
жаний из-за более низкой концентрации
конъюгата Пен G на поверхности электрода сен-
сора. Кроме того, увеличивается продолжитель-

Рис. 3. Схема формирования магнитных углеродных нанокомпозитов на основе наночастиц Fe3O4 (а) и
Fe3O4@SiO2 (б).
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Таблица 4. Результаты (нг/мл) определения пеницил-
лина G в модельных растворах методом введено–най-
дено (tтабл = 2.1, n = 5, P = 0.95)

Введено Найдено sr tэксп

50 53 ± 1 0.02 2.0
100 101 ± 4 0.01 0.8
300 305 ± 8 0.01 1.9

Таблица 5. Результаты (нг/мл) определения пеницил-
лина G в молоке и мясе (n = 5, P = 0.95)

Введено
Найдено

sr
с добавкой без добавки

Свинина
50 52 ± 9 2 ± 1 0.07

100 102 ± 11 2 ± 1 0.04
Молоко

50 55 ± 8 5 ± 1 0.06
100 108 ± 8 8 ± 2 0.03
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ность и усложняется процедура подготовки к ана-
лизу сенсора на базе УНТ из-за необходимости
послойного нанесения модификаторов для созда-
ния устойчивого слоя. Формирование подложки
на основе МУНКА под действием внешних маг-
нитных сил позволяет упростить процедуру им-
мобилизации биомолекул на поверхности элек-
трода пьезокварцевого сенсора. При этом время
подготовки сенсора к анализу сокращается в
шестнадцать раз по сравнению с покрытием на
основе УНТ (с 24 ч в случае УНТ до 1.5 ч при при-
менении МУНК). Кроме того, удаление распо-
знающего слоя после снижения его характери-
стик не требует применения агрессивных раство-
рителей, что позволяет продлить срок службы
сенсора.

Методом введено–найдено оценена правиль-
ность определения Пен G с помощью сенсора на
основе МУНКА в модельных растворах. Отсут-
ствие систематической погрешности в результа-
тах анализа подтверждено c помощью критерия
Стьюдента (tэксп < tтабл). Значения sr свидетель-
ствуют о высокой прецизионности результатов
анализа (табл. 4). Разработанные сенсоры апро-
бированы при определении Пен G в молоке и

мясе методом добавок (табл. 5). Белки осаждали
обработкой проб этанолом и насыщенным рас-
твором сульфата аммония с последующим центри-
фугированием (3 мин, 7000 об./мин) [18]. Прочие
присутствующие в матрице компоненты не меша-
ли определению антибиотика.

* * *
Предложена методика формирования рецеп-

торного слоя на основе МУНК на поверхности
пьезоэлектрического сенсора под действием
внешнего магнитного поля. Установлено влия-
ние размера и концентрации магнитных наноча-
стиц, полученных различными способами, на ха-
рактеристики распознающего покрытия сенсора.
Сенсор на основе МУНК апробирован при опре-
делении Пен G в жидких средах. Наибольший
диапазон определяемых концентраций составил
1–450 нг/мл, предел обнаружения равен
0.5 нг/мл.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ и Липецкой области в рамках научного про-
екта № 20-43-480001. В ИПТМ РАН работа выпол-
нена в рамках Госзадания 075-01304-23-00.

Рис. 4. ИК-спектр МУНКА (а) и МУНКБ (б): 1 – Пен G–БСА; 2 – МУНК; 3 – композит МУНК/Пен G–БСА.
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