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Разработана методика синтеза высокоселективного сорбента на основе импринтированного белка
(ИБ) – глюкооксидазы (ГО) – и коммерчески доступных микрочастиц SiO2 для сорбции микоток-
сина зеараленона, продуцируемого грибами вида Fusarium. Впервые предложено использование 3D
флуоресцентной спектроскопии для контроля процесса очистки ИБ. Оценена возможность замены
молекулы зеараленона в качестве молекулы шаблона на структурные аналоги, обладающие более
низкой токсичностью. Определены аналитические характеристики определения зеараленона с ис-
пользованием импринтированной ГО в качестве рецепторного элемента в иммуноферментном ана-
лизе: предел обнаружения – 5 нг/мл, линейный диапазон определяемых концентраций – 11–112 нг/мл.
Показаны высокие сорбционные характеристики синтезированного сорбента на основе ИБ (сорб-
ционная емкость – 7.6 мкг/мг сорбента, импринтинг фактор – 2.5).
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Микотоксины – вторичные метаболиты, про-
дуцируемые грибами, принадлежащими к родам
Aspergillus, Fusarium, Penicillium [1]. В настоящее
время зарегистрировано более 500 микотоксинов,
среди которых наибольшую опасность для сель-
ского хозяйства, здоровья человека и животных
представляют группы афлатоксинов, охратокси-
нов, фумонизинов, а также патулин, вомитоксин
и зеараленон (ЗЕА) [2]. Зеараленон – нестероид-
ный эстрогенный микотоксин, продуцируемый
несколькими видами грибов Fusarium, преиму-
щественно известный как патоген зерновых куль-
тур [3]. Структура ЗЕА аналогична природным
эстрогенам, что обусловливает высокое сродство
связывания с сайтами эстрогенных рецепторов
клеток и, как результат, приводит к снижению
уровня прогестерона и сывороточного тестосте-
рона в кровотоке. Это является причиной много-
численных клеточных изменений, бесплодия, сни-
жения частоты беременностей у животных (свиней,
овец, свиней и крупного рогатого скота), а также ги-
перактивных эстрогенных нарушений у человека
[2, 4].

На территории РФ контроль уровней мико-
токсинов проводится в зерне, используемом в
пищевых и кормовых целях [5], и продуктах пита-
ния [6]. Предельно допустимое содержание ЗЕА в

зерне злаковых (пшеница, ячмень, кукуруза),
применяемых в пищевых целях, составляет 1
мг/кг, для зернобобовых и масличных культур
предельные значения не установлены. Для всех
видов зерна кормовых культур предельно допу-
стимое содержание ЗЕА установлено на уровне 1
мг/кг. Согласно нормам [6], предельно допустимые
уровни ЗЕА для ферментных препаратов грибного
происхождения и продуктов, содержащих пше-
ничную, ячменную и кукурузную муку, составля-
ют не более 5 мкг/кг; в крупе, толокне, хлопьях,
муке, макаронных изделиях, хлебе и хлебобулоч-
ных изделиях пшеничного, ячменного и кукуруз-
ного происхождения – 0.2 мг/кг. Предельно до-
пустимые уровни содержания ЗЕА в кормовых
культурах, установленные Европейской комис-
сией [7], составляют 2 мг/кг, за исключением ку-
курузы (не более 3 мг/кг), а в продуктах питания
аналогичны требованиям законодательства РФ.

Негативное воздействие ЗЕА и его производ-
ных на здоровье человека и животных, проявляю-
щееся в различных иммунотоксических и геноток-
сических эффектах, обусловливает необходимость
разработки эффективных методов концентрирова-
ния, определения и инактивации ЗЕА в природ-
ных матрицах [8, 9]. По сравнению с химическими
и физическими подходами биологические методы
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детоксикации и инактивации, предусматриваю-
щие биотрансформацию микотоксинов в менее
токсичные метаболиты, как правило, являются бо-
лее продуктивными [2]. В работах [2, 10] рассмотре-
ны различные методы разложения и биодеграда-
ции микотоксинов, в том числе ЗЕА, с использо-
ванием ферментов микробного происхождения.
Среди этих методов наибольшее распростране-
ние получил метод, основанный на расщеплении
лактонового кольца, катализируемом фермента-
ми гидролазами. Разрушение структуры ЗЕА при-
водит к нарушению эстрогенной активности и
устранению воздействия на клетки живых орга-
низмов. Другим путем инактивации ЗЕА является
использование высокоселективных сорбентов на
основе молекулярно импринтированных поли-
меров (МИП), позволяющих эффективно выде-
лять микотоксины из биологических матриц [11].
В этом плане определенный интерес представля-
ют импринтированные белки (ИБ), обладающие
большей биосовместимостью по сравнению с
МИП на основе органических полимеров. К пре-
имуществам ИБ следует также отнести высокую се-
лективность к молекулам-шаблонам [12–15] и воз-
можность использования доступных реагентов –
белковых молекул и сшивающих мономеров [16].

Авторами работ [13, 14, 17] показана возмож-
ность создания ИБ, специфичных к ЗЕА, на основе
альбумина из белка куриных яиц (овальбумина) и
бычьего сывороточного альбумина, характеризую-
щихся достаточно высоким значением имприн-
тинг фактора (ИФ) 2.2. Возможным путем повы-
шения сорбционной емкости ИБ является исполь-
зование матричной белковой молекулы с большой
площадью поверхности, например глюкозоокси-
дазы (ГО) [15]. Альтернативным способом стаби-
лизации ИБ и расширении области их практиче-
ского применения может являться их иммобили-
зация на поверхности носителей, в частности
неорганических наночастиц [17–21].

В настоящей работе изучены свойства ИБ, спе-
цифичных к ЗЕА (анти-ЗЕА ИБ), на основе ГО,
синтезированных с использованием в качестве мо-
лекул шаблона ЗЕА и его структурных аналогов
(4-гидроксикумарин, кумарин), проявляющих бо-
лее низкую токсичность. Оценена возможность
иммобилизации анти-ЗЕА ИБ на поверхности на-
ночастиц SiO2, модифицированных полианилином
(ПАНИ), и их использования в качестве селектив-
ного к ЗЕА сорбента.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и методы. Использовали ГО из As-

pergillus niger, (Тип 7, 1000 U/мг), ЗЕА, 4-гидрокcику-
марин (4-ГК, 98%), кумарин (98%), глутаровый аль-
дегид (ГА, 25% водн.), анилина гидрохлорид и пе-
роксидисульфат аммония (Merck KGaA, Германия),
ультрафильтрационные пробирки 30000 MWCO
(JET Bio-Filtration Co. Ltd., Китай), диализные

мешки 10000 MWCO (Thermo Scientific Inc., США).
В качестве носителя использовали наночастицы
Аэросилтм 200 (SiO2, Evonik GmbH, Германия). Для
приготовления буферных растворов использовали
NaH2PO4⋅2H2O и Na2HPO4⋅12H2O (ООО “РеаХим”,
Россия). Для приготовления всех растворов исполь-
зовали бидистиллированную воду (БД) с удельным
сопротивлением ~18 МОм/см.

Спектры флуоресценции растворов регистри-
ровали на флуориметре Cary Eclipse (Agilent Tech-
nologies Inc., США), спектры поглощения – на
спектрофотометре UV–1800 (Shimadzu Co., Япо-
ния). рH растворов измеряли с помощью pH-мет-
ра AB33PH (Ohaus Co., США) с применением
электрода ST310.

Ферментативную активность ИБ и неимприн-
тированных ИБ (нИБ) оценивали по тушению лю-
минесцентного субстрата, состоящего из коллоид-
ного раствора квантовых точек, стабилизированных
дигидролипоевой кислотой (CdZnSeS/ZnS@ДЛК),
в глюкозе (1 мг/мл в БД) [22]. Измерение скоро-
сти (t = 60 мин) изменения интенсивности люми-
несценции квантовых точек (КТ) (λисп = 530 нм)
проводили в микропланшетном ридере Synergy
H1 (BioTek Instruments, США).

Аналитические характеристики синтезирован-
ных ИБ определяли методом иммуноферментного
анализа (ИФА) с заменой анти-ЗЕА антител на
анти-ЗЕА ИБ согласно методике [13]. Для иммо-
билизации использовали растворы ИБ с концен-
трацией 20 мкг/мл и коньюгата зеараленон-пе-
роксидаза хрена (ЗЕА-ПХ, 1/100000) в фосфат-
ном буферном растворе (ФСБ) с pH 7.4, (0.1 М).

Сорбционные свойства анти-ЗЕА ИБ, иммо-
билизованных на поверхности частиц SiO2 (анти-
ЗЕА ИБ@SiO2), и частиц SiO2, модифицирован-
ных ПАНИ (анти-ЗЕА ИБ@ПАНИ@SiO2), оцени-
вали методом ВЭЖХ с УФ-детектором (LC–20AD
Shimadzu, Япония) на колонке Waters Spherisorb
ODS2 C18 Column (150 мм × 4.6 мм, 5 мкм) в режиме
термостатирования (25°C) со скоростью потока
1.0 мл/мин. В качестве подвижной фазы использо-
вали 0.1%-ный водный раствор H3PO4 и ацетонит-
рил в соотношении 60 : 40 (по объему), элюиро-
вание осуществляли в изократическом режиме.

Для математических расчетов использовали
программное обеспечение OriginPro 2022 (Origin-
Lab Co., США).

Синтез и очистка анти-ЗЕА ИБ. Синтез
антиЗЕА ИБ проводили по известной методи-
ке [12, 14] с незначительными изменениями. В
водный раствор ГО (1 мг/мл, 15 мкМ) вносили
0.1 М HCl до pH 3.0, перемешивали в течение
10 мин и добавляли 0.1 мл 640 мкМ раствора мо-
лекулы шаблона (ЗЕА, 4-ГК, кумарин). Реакци-
онную смесь перемешивали в течение 10 мин, до-
бавляли 0.1 М раствор NaOH до pH 9.0 и вносили
0.1 мл 1%-ного водного раствора ГА. Полученный
раствор перемешивали в течение 30 мин и выдер-
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живали 12 ч при 4°C. нИБ синтезировали по ана-
логичной методике, но вместо раствора молекулы
шаблона вносили равный объем этанола.

Синтезированные анти-ЗЕА ИБ и нИБ очищали
методом диализа против ФСБ с pH 6.5 (0.1 М) в те-
чение 6 ч с заменой диализата каждые 60 мин, за-
тем против ФСБ с pH 7.4 (0.1 М) в течение 18 ч.

Растворы ИБ и нИБ концентрировали центри-
фугированием в ультрафильтрационных пробир-
ках (30000 MWCO) при 3000 g и 4°C в течение 7 мин.
Полученные образцы хранили в стеклянных виа-
лах из темного стекла при 4°C.

Синтез анти-ЗЕА ИБ@ПАНИ@SiO2. Наноча-
стицы SiO2 (50 мг) диспергировали в 10 мл 0.01 М
раствора анилина гидрохлорида в HCl (pH 4) с ис-
пользованием ультразвуковой обработки в тече-
ние 10 мин. В полученный раствор при постоянном
перемешивании в течение 4 ч при 0°С по каплям
вносили 0.2 мл 0.05 М раствора пероксидисульфата
аммония, раствор выдерживали 12 ч. Модифици-
рованные частицы ПАНИ@SiO2 осаждали центри-
фугированием при 5000 g в течение 15 мин, промы-
вали БД для удаления непрореагировавших ком-
понентов, сушили в вакууме при 50°С в течение
24 ч. ИБ иммобилизировали на поверхности ча-
стиц массой 5 мг SiO2 и ПАНИ@SiO2 методом фи-
зической адсорбции по известным методикам
[23–25]. Частицы, модифицированные ИБ, оса-
ждали центрифугированием при 5000 g в течение
5 мин и после удаления надосадочной жидкости ис-
пользовали для изучения их сорбционных свойств.

Изучение сорбционных свойств анти-ЗЕА
ИБ@SiO2 и анти-ЗЕА ИБ@ПАНИ@SiO2. Полу-
ченные частицы вносили в 1 мл раствора ЗЕА с
концентрацией 50 мкг/мл в 0.1 М ФСБ с pH 7.4 и
перемешивали на орбитальном шейкере в тече-
ние 30 мин (50 об/мин). Концентрацию ЗЕА в
надосадочной жидкости определяли методом
ВЭЖХ-УФ после осаждения частиц центрифуги-
рованием при 5000 g в течение 5 мин. ИФ находи-
ли как соотношение площадей хроматографиче-
ских пиков надосадочной жидкости, после сорб-

ции на ИБ и нИБ:  [26].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор сорбционной системы. Методика синте-

за ИБ основана на предложенном в работе [16]
способе синтеза импринтированного овальбуми-
на для придания белку ферментативных свойств
глутатионпероксидазы, успешно примененном
при создании сенсорных систем для определения
микотоксинов в модельных и реальных объектах
с ИФ ~2.4 [12–14]. Дальнейшие исследования [27]
показали, что набольший ИФ (~3.1) достигается
при использовании иммуноглобулинов G в каче-
стве матричного белка. В то же время при созда-
нии рецепторного элемента на основе ГО, специ-

нИБ

ИБ

ИФ S
S

=

фичного к высокомолекулярной молекуле-шаб-
лону (овальбумину), достигнут ИФ ~4. Эти факты
свидетельствуют о возможности повышения сорб-
ционных свойств ИБ при использовании матрич-
ной белковой молекулы с большой площадью по-
верхности, что и обусловило выбор ГО для наших
исследований.

Для стабилизации ИБ использовали их иммоби-
лизацию на поверхности наночастиц SiO2. Выбор
наночастиц SiO2 обусловлен следующими фактора-
ми: (1) высокими эксплуатационными характе-
ристиками материала, в том числе соответствие
требованиям “зеленой” химии; (2) наличием раз-
личных протоколов модификации поверхности
SiO2, в том числе ПАНИ [28]; (3) возможностью
физической адсорбции молекул ГО на поверхно-
сти SiO2 до и после модификации. Немаловаж-
ным фактором является и возможность снижения
стоимости сорбента при использовании коммер-
чески доступного продукта.

Применение 3D флуоресцентной спектроскопии
для контроля процесса очистки импринтированного
белка. Одной из важных стадий синтеза ИБ явля-
ется очистка матричной белковой молекулы от
молекул шаблонов. В случае низкомолекулярных
молекул шаблонов для этого применяют диализ
[12, 13, 16]. Однако влияние времени и количества
диализных циклов на процесс очистки ИБ ранее
не изучали. Нами показана возможность контро-
ля процесса очистки ИБ в процессе диализа пу-
тем регистрации флуоресценции ГО и ЗЕА в рас-
творе при разных λвозб (3D флуоресцентная спек-
троскопия). Результаты представлены на рис. 1.

Установлено, что через 5 ч после начала диали-
за в ФСБ с рН 6.5 достигается стабилизация ин-
тенсивности сигнала флуоресценции ГО, что мо-
жет быть обусловлено удалением из раствора ами-
нокислотных остатков, образовавшихся на стадии
денатурации ГО при синтезе ИБ. В то же время
полное удаление молекул шаблона наблюдается
только после смены диализата (ФСБ с рН 7.4) и
дополнительного диализа в течение 18 ч.

Аналитические характеристики импринтирован-
ного белка. Синтезированные ИБ использовали для
определения ЗЕА конкурентным ИФА (ИБ-ИФА).
Градуировочные зависимости для определения
ЗЕА при использовании ИБ, синтезированных с
ЗЕА (анти-ЗЕА ИБ) и его структурными аналога-
ми 4-ГК (анти-4-ГК ИБ) и кумарином (анти-ку-
марин ИБ) в качестве молекул-шаблонов, пред-
ставлены на рис. 2. Линейные диапазоны опреде-
ляемых содержаний и пределы обнаружения
(cmin) ЗЕА при использовании анти-ЗЕА ИБ, ан-
ти-4-ГК ИБ и анти-кумарин ИБ составляют 11–
112 нг/мл (cmin = 5 нг/мл, 100 мкг/кг), 30–142 нг/мл
(cmin= 12 нг/мл, 240 мкг/кг) и 54–183 нг/мл (cmin =
= 25 нг/мл, 500 мкг/кг) соответственно. Таким об-
разом, аналитические характеристики анти-ЗЕА ИБ
показывают их перспективность для определения
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ЗЕА в зерне различного назначения и продуктах
питания, а анти-4-ГК ИБ и анти-кумарин ИБ – в
зерне, предназначенном для кормовых и пище-
вых целей на уровнях, рекомендуемых в РФ.

Ферментативные свойства импринтированного
белка. Стадии синтеза ИБ предполагают суще-
ственное изменение кислотности среды, что мо-
жет приводить к снижению ферментативной ак-
тивности ГО из-за изменения конформационной
структуры белка как на вторичном, так и на тре-
тичном уровнях [29]. В связи с этим изучали вли-
яние синтеза ИБ на ферментативную активность
ГО, которое оценивали по тушению КТ на основе
твердых растворов [30].

Ферментативную активность ГО, ИБ и нИБ
(50 мкг/мл) определяли в 0.01 М ФСБ с pH 6.5, что
соответствовало оптимальным условиям проявле-
ния активности фермента [31]. На рис. 3 представ-
лены кинетические кривые тушения люминес-
ценции субстрата КТ (λисп = 530 нм) в присутствии

нативной и импринтированной ГО. Согласно полу-
ченным данным, ферментативная активность ИБ
составила 1081 U/мг, а нИБ, 1177 U/мг, что на 8.1
и 17.7% выше, чем у исходной ГО. Это подтвер-
ждает тот факт, что белковая структура ГО не разру-
шается в процессе синтеза и очистки ИБ, при этом
увеличение ферментативной активности, скорее
всего, обусловлено увеличением степени очистки
ГО вследствие многостадийного процесса очистки
и концентрирования фермента при синтезе ИБ.

Иммобилизация импринтированного белка на
поверхности наночастиц. Физическая сорбция яв-
ляется самым простым методом иммобилизации
фермента на SiO2 [24, 32]. Сорбция ГО на SiO2 обу-
словлена слабыми Ван-дер-Ваальсовыми взаимо-
действиями, образованием водородных связей,
а также электростатическими взаимодействия-
ми между молекулами фермента и силанольны-
ми группами на поверхности наночастиц [24]. Син-

Рис. 1. (а): Спектры флуоресценции глюкооксидазы и зеараленона, (б): результаты 3D флуоресцентной спектроско-
пии до очистки (области локализации сигнала глюкооксидазы и зеараленона выделены линией и пунктиром соответ-
ственно), (в): спектры флуоресценции раствора импринтированного белка во время диализа.
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Рис. 2. Градуировочные зависимости для определе-
ния зеараленона методом ИБ-ИФА для анти-ЗЕА ИБ
(1), анти-4-ГК ИБ (2), анти-кумарин ИБ (3).

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
0.1 1 10 100 1000

A/
A 0

, a
. u

.

c(ЗЕА), нг/мл

1
2
3

Рис. 3. Кинетические зависимости интенсивности
люминесценции субстрата КТ в присутствии глюко-
оксидазы (1), импринтированного белка (2), неим-
принтированного белка (3) и в отсутствие фермента (4).

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0 10 20 30 40 50 60

+8.1%

+17.7%

1
2
3
4

Время, мин

A/
A 0

, a
. u

.



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 9  2023

СЕЛЕКТИВНЫЕ СОРБЕНТЫ 811

тез ПАНИ на поверхности SiO2 позволяет увели-
чить эффективность сорбции носителя за счет
высокоразвитой заряженной поверхности.

Иммобилизацию ИБ и нИБ проводили в тече-
ние 3 ч при 20°C в 0.01 М ФСБ с pH 5.5 и 7.4 на по-
верхности наночастиц SiO2 и ПАНИ@SiO2 соот-
ветственно [23, 25]. Степень иммобилизации ИБ
и нИБ на поверхности носителя оценивали по из-
менению интенсивности флуоресценции раство-
ров до и после иммобилизации. Для ПАНИ@SiO2
и SiO2 степень иммобилизации составила ~85 и
75% соответственно.

Сорбция зеараленона из модельных растворов.
Сравнили сорбционные свойства наночастиц
SiO2 и ПАНИ@SiO2, модифицированных ИБ и
нИБ (рис. 4). Эффективность сорбентов оценива-
ли по изменению площади хроматографического
пика ЗЕА в модельных растворах до и после сорб-
ции. Установили, что степень извлечения на сор-
бентах на основе ПАНИ@SiO2 больше по сравне-
нию с SiO2. В зависимости от молекулы-шаблона
при синтезе ИБ степень извлечения возрастает в
ряду анти-кумарин, анти-4-ГК, анти-ЗЕА ИБ.
При этом рассчитанный ИФ составил 1.5, 2.0 и 2.4
для анти-кумарин, анти-4-ГК и анти-ЗЕА ИБ со-
ответственно. Иммобилизации ИБ на поверхно-
сти носителей позволяет значительно повысить
сорбционную емкость ИБ (до 7.6 мкг/мг) по срав-
нению с известными данными [14].

* * *
Синтезирована импринтированная ГО, спе-

цифичная к ЗЕА, изучена возможность замены
ЗЕА на менее токсичные структурные аналоги
при синтезе ИБ. Проведено сравнение фермента-
тивной активности нативной и импринтирован-
ной ГО и показано, что импринтинг существенно
не влияет на активность фермента. Синтезиро-
ванные ИБ успешно применены для аналитиче-
ского определения ЗЕА методом ИБ-ИФА. Полу-
ченные аналитические характеристики позволя-

ют рассматривать возможность использования
ИБ для определения ЗЕА в зерне и продуктах пи-
тания. Предложена схема создания селективных
сорбентов на основе наночастиц SiO2 и ИБ, им-
мобилизованных на их поверхности.

Работа выполнена при поддержке Российского
Научного Фонда (грант № 22–16–00102). П.С. Пи-
денко благодарит Совет по грантам Президента
РФ (стипендия № СП-1690.2022.4).
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