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Изучены условия формирования распознающего слоя пьезоэлектрического сенсора на основе 
углеродных нанотрубок для высокочувствительного определения рактопамина в прямом формате 
иммуноанализа. Показано, что предварительная обработка углеродных нанотрубок концентрирован-
ными азотной и серной кислотами, а также активация карбоксильных групп карбодиимидным мето-
дом обеспечивают их прочное связывание с аминогруппами подложки на основе  
2-меркаптоэтиламина и аминогруппами моноклональных антител к рактопамину, применяемых в ка-
честве распознающих элементов сенсора. Установлены концентрации коллоидных растворов двух 
видов углеродных нанотрубок в диметилформамиде, обеспечивающие максимальные значения кон-
центрационной чувствительности пьезоэлектрического сенсора при определении рактопамина.  Диа-
пазон определяемых содержаний рактопамина с помощью пьезоэлектрического сенсора составляет 
(нг/см3) 0.09-25, предел обнаружения 0.03. 

Ключевые слова: пьезоэлектрический иммуносенсор, поверхностные ансамбли, монокло-
нальные антитела, рактопамин, многостенные углеродные нанотрубки. 
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The article proposes piezoelectric immunosensors based on surface ensembles of multi-walled car-
bon nanotubes (CNTs) for the determination in a direct format of an immunoassay of trace concentrations of 
ractopamine banned to be used in the Russian Federation as a feed additive to increase the productivity of 
livestock and a fat-burning agent for producing lean meat, Content on the health of consumers. The condi-
tions for the formation of a recognition layer of a piezoelectric sensor based on carbon nanotubes for the 
highly sensitive determination of ractopamine in direct immunoassay format have been studied. The recogni-
tion layer was formed in several stages, including the modification of the sensor electrode by  
2-mercaptoethylamine, the formation of ensembles based on multi-walled carbon nanotubes, and the immobi-
lization of monoclonal antibodies to ractopamine on their surface. Preliminary treatment of carbon nanotubes 
with concentrated nitric and sulfuric acids, as well as activation of carboxyl groups by carbodiimide method, 
provides their strong binding to amino groups of a substrate based on 2-mercaptoethylamine and amino 
groups of monoclonal antibodies to ractopamine used as recognition elements of the sensor. The concentra-
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tions of colloidal solutions of two types of carbon nanotubes in dimethylformamide are established, which 
ensure maximum values of the concentration sensitivity of the piezoelectric sensor when determining racto-
pamine. The increase in the concentration of CNTs at the stage of formation of the recognition layer leads to 
a simbatic change in the mass and thickness of the film coating, in the case of using colloidal solutions of 
CNTs with a concentration of 500 mg/dm3, the oscillation of the sensor oscillations is observed. The maxi-
mum value of Sc was noted when using solutions of CNT 1 and CNT-2 100 mg/dm3 and 144 mg/dm3, re-
spectively. The influence of concentration of monoclonal antibodies used in the immobilization stage was 
studied. The choice of the working concentration of antibodies was carried out at the maximum saturation of 
the sorption layer, with the concentration of monoclonal antibodies equal to 3.2 ng/cm3, the limiting density 
of the active binding sites on the surface of the sensor electrode is reached. Surface topography is estimated 
by atomic force microscopy, a significant increase in the average arithmetic roughness Ra of the CNT-based 
recognition layer as compared to the substrate based on 2-mercaptoethylamine is established, which indicates 
the possibility of placing more detectable molecules of monoclonal antibodies on the sensor electrode. The 
range of detectable contents of ractopamine by means of a piezoelectric sensor is (ng/cm3) 0.09-25, the detec-
tion limit is 0.03. 

Keywords: piezoelectric immunosensor, surface ensembles, monoclonal antibodies, ractopamine, 
multiwalled carbon nanotubes. 

Введение 

В качестве аналитического сигнала пьезоэлектрического иммуносенсора вы-
ступает увеличение массы распознающего слоя при взаимодействии с определяемым 
соединением (прямой формат иммуноанализа) или антителами к нему (конкурент-
ный формат иммуноанализа) [1]. Для получения распознающего слоя сенсора при-
меняются, как правило, многостадийные способы, включающие модификацию по-
верхности электрода электрогенерированными пленками полимеров или самоорга-
низованными монослоями тиолов (силанов) [2-9], активацию бифункциональным 
реагентом и иммобилизацию антител или белковых конъюгатов аналита. Высокая 
адгезия слоя к поверхности металлического электрода сенсора обеспечивает сохра-
нение постоянного значения массы при длительной эксплуатации в жидкости и оп-
ределяется характером подложки, а чувствительность детектирования зависит от 
концентрации и пространственной доступности поверхностных «сайтов» связыва-
ния. Для повышения чувствительности пьезоэлектрического иммуносенсора при 
формировании распознающего слоя предложено использовать различные наноком-
позиты [10], применение которых, например, позволило проводить определение про-
статического специфического антигена на уровне пмоль/дм3 [11]. 

Для детектирования низкомолекулярных соединений с помощью пьезоэлек-
трического сенсора обычно используется конкурентный формат иммуноанализа, не-
достатком которого является узкий линейный диапазон определяемых содержаний, 
необходимость синтеза и очистки гаптен-белкового конъюгата [12], иммобилизуе-
мого на поверхности его электрода. Определение низкомолекулярных соединений в 
прямом формате требует применения распознающего слоя с высокой поверхностной 
концентрацией «сайтов» связывания, позволяющей проводить регистрацию присое-
диненной массы в ходе иммунохимической реакции на уровне 10-12 

г. Увеличение 
удельной поверхности распознающего слоя возможно при применении многостен-
ных углеродных нанотрубок.  

Целью настоящего исследования являлась разработка пьезоэлектрического 
иммуносенсора на основе поверхностных ансамблей многостенных углеродных на-
нотрубок (УНТ) для определения в прямом формате иммуноанализа следовых кон-
центраций рактопамина, запрещенного к использованию в РФ в качестве кормовой 
добавки для повышения продуктивности животноводства и жиросжигающего сред-
ства для получения постного мяса, вследствие негативного воздействия остаточных 
содержаний на здоровье потребителей.  
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Эксперимент 

Реагенты. Рактопамина гидрохлорид, моноклональные антитела к рактопами-
ну («Sigma-Aldrich»); органические растворители – этанол, 96%, ацетон, диметил-
формамид (ДМФ) («Quimica», Испания); неорганические реактивы: соляная (ρ=1.198 
г/см3) серная (ρ=1.8356 г/см3), азотная (ρ=1.513 г/см3) кислоты. Фосфатный буфер-
ный раствор (PBS, рН 7.2), готовили растворением в 1 дм3 дистиллированной воды 
следующих реагентов (г): NaCl (8.0); KCl (0.2); Na2HPO4·12H2O (2.9); КH2PO4 (0.2). 

В работе использовали два вида многостенных углеродных нанотрубок, полу-
ченных в Институте проблем технологии микроэлектроники и особо чистых мате-
риалов РАН, (Черноголовка) методом каталитического пиролиза паров этанола при 
400-550°C. В качестве катализаторов использовали железо (УНТ-1), а также никель 
(УНТ-2). В случае никеля предкатализатором служил нитрат никеля, который непо-
средственно перед осаждением УНТ термически разлагали до металла. При катали-
тическом разложении паров этанола УНТ осаждались на поверхности катализатора, 
который после синтеза отмывали кислотами. После отмывки катализатора образцы 
промывали дважды деионированной водой, высушивали, просеивали через сито [13].  

Для формирования распознающего слоя использовали: 2-меркаптоэтиламин; 
N-гидроксисукцинимид (NHS), N-этил-N’-(3-диметиламинопропил) карбодиимид 
гидрохлорид (EDAC) («Sigma-Aldrich»). 

Подготовка углеродных нанотрубок. К 1 мг УНТ добавляли 2 см3 смеси кон-
центрированных азотной и серной кислот в соотношении 1:3 и обрабатывали ультра-
звуком в течение 1 ч при температуре 30–50 °С, далее центрифугировали и промы-
вали водой до нейтрального значения рН [14]. Полученную взвесь высушивали до 
постоянной массы. Углеродные нанотрубки растворяли в воде в следующих пропор-
циях: 1:2 (500 мг/дм3), 1:5 (200 мг/дм3), 1:7 (144 мг/дм3), 1:10 (100 мг/дм3), 1:20 (50 
мг/дм3), добавляли диметилформамид для перевода в коллоидное состояние и обра-
батывали ультразвуком (ультразвуковая ванна «ПСБ-Галас», Россия) в течение 40 
мин. Активацию наночастиц осуществляли карбодиимидным методом [15]. Выбор 
растворов для активации УНТ осуществляли по значению оптической плотности с 
учетом реакции активных атомов азота с нингидрином: 2 мг нанотрубок помещали в 
микропробирку с 1 см3 5%-ного спиртового раствора нингидрина и в течение 5 мин 
обрабатывали ультразвуком, затем реакционную смесь в течение 10 мин нагревали 
при 100°C, после чего центрифугировали и измеряли оптическую плотность при 
длине волны 570 нм. 

Подготовка сенсора и проведение измерений. В качестве сенсора использова-
ли пьезокварцевые резонаторы AT - среза с собственной частотой колебания 10 МГц 
с электродами диаметром 10 мм (ЗАО «ЭТНА», Россия). Исследования проводили на 
установке, описанной ранее [12], состоящей из схемы возбуждения, перистальтиче-
ского насоса К-120 (Knauer, Германия), частотного модуля «ДиСкоп» («Бафика», 
Москва) и ПК.  

Для формирования подложки на предварительно обезжиренную поверхность 
электрода сенсора наносили каплю 5%-ого этанольного раствора 2-меркапто-
этиламина, высушивали при 80°C в сушильном шкафу в течение 20 мин, а затем на 
сенсор помещали 2 мкл карбоксилированных УНТ, проводили активацию с помо-
щью EDAC (5 мг) и смеси EDAC (2.5 мг) и NHS (5 мг) и в течение 90 мин наносили 
5 мкл антител к рактопамину, выдерживали 12 ч при 4°C во влажной камере, после 
чего распознающий слой промывали и высушивали. 
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В качестве аналитического сигнала сенсора использовали уменьшение часто-
ты колебаний сенсора (∆f) при увеличении массы распознающего слоя (∆m) за счет 
образования гетерогенного иммунокомплекса: ∆f = k·∆m. 

Качество полученных покрытий оценивали по следующим параметрам [5]:  
- массе биослоя (мкг), рассчитанной по уравнению:  

'23,1 fmпл ∆⋅=∆ , 
- толщине распознающего слоя, нм 

'043,0 fh ∆⋅=∆ , 
где ∆f' разность частот колебания сенсора до и после иммобилизации, 

- числу устойчивых циклов измерений N (аналитический сигнал не снижается 
более чем на 5%),  

- концентрационной чувствительности (Sc, Гц·см
3/мкг) сенсора, показываю-

щей изменение частоты колебаний иммуносенсора:
 

 

где С – концентрация рактопамина в пробе, мкг/см3. 
Изучение морфологии поверхности распознающего слоя осуществляли с по-

мощью атомного силового микроскопа SOLVER P47-Pro (ЗАО «Нанотехнология-
МДТ», Зеленоград, Россия). 

Обсуждение результатов 

Распознающий биослой пьезоэлектрического иммуносенсора должен иметь 
хорошую адгезию к поверхности металлического электрода, что влияет на устойчи-
вость его сигнала при многократном применении в жидких средах, высокую поверх-
ностную концентрацию и равномерное расположение «сайтов» распознавания по 
всей площади электрода, минимальную масса и толщину. Изучены условия создания 
распознающего слоя пьезоэлектрического иммуносенсора для высокочувствительно-
го определения рактопамина в прямом формате иммуноанализа. Формирование рас-
познающего слоя осуществляли в несколько стадий, включающих модификацию 
электрода сенсора 2-меркаптоэтиламином, образование ансамблей на основе много-
стенных углеродных нанотрубок и иммобилизацию на их поверхности монокло-
нальных антител к рактопамину (рис. 1). 

 
Рис. 1. Схема иммобилизации антител к рактопамину на подложке  

из 2-меркаптоэтиламина и УНТ 
 
Для этого было необходимо изучить: 
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- условия активации карбоксильных групп многостенных углеродных нанот-
рубок УНТ-1 и УНТ-2 для повышения эффективности связывания как с аминогруп-
пами подложки, так и с моноклональными антителами к рактопамину; 

- влияние концентрации коллоидных растворов УНТ и моноклональных анти-
тел на характеристики распознающего слоя сенсора; 

- изменение морфологии поверхности распознающего слоя сенсора на основе 
углеродных нанотрубок; 

- возможность пьезоэлектрического иммуносенсора для определения ракто-
памина в прямом формате иммуноанализа. 

Ранее было установлено, что предварительная модификация золотого элек-
трода пьезоэлектрического сенсора 2-меркаптоэтиламином, обеспечивающим высо-
кую адгезию к поверхности золотого электрода за счет образования координацион-
ных связей между атомами серы и Au, способствует формированию плотного и лег-
кого покрытия с высокой концентрацией поверхностных аминогрупп [4]. Увеличе-
ние удельной поверхности сенсора может быть достигнуто за счет формирования 
ансамблей на основе многостенных углеродных нанотрубок, способствующих бла-
годаря возникновению 3D граничного слоя существенному возрастанию его связы-
вающей способности, что особенно важно при определении соединений с молеку-
лярной массой<500 Da в прямом формате иммуноанализа. Для повышения устойчи-
вости распознающего слоя предложено осуществлять ковалентное связывание УНТ 
с аминогруппами подложки и белковыми молекулами антител после их обработки 
смесью активных серной и азотной кислот, приводящей к образованию на их по-
верхности карбоксильных групп, и последующей активации последних карбодии-
мидным методом [17]. 

Выбор состава раствора для активации УНТ осуществляли с учетом оптиче-
ской плотности, пропорциональной концентрации нингидрина, израсходованной на 
реакцию с активными атомами азота после обработки углеродных нанотрубок вод-
ным и спиртовым растворами EDAC, или EDAC/NHS в этиловом спирте. Эффектив-
ность активации оценивали по величине S, ммоль/г, показывающей удельное содер-
жание активных атомов азота на поверхности УНТ (табл. 1), рассчитанной по мето-
дике, описанной в [15, 16]. Более высокая концентрация активных групп азота отме-
чается при использовании EDAC/NHS для обоих типов углеродных нанотрубок. 
 
Таблица 1. Удельное содержание активных атомов азота на поверхности УНТ 
(n=3; P=0.95) 

№ Тип активации 
S, ммоль/г 

УНТ-1 УНТ-2 
1 EDAC/NHS (спирт) 0.24 0.27 
2 EDAC (водн) 0.09 0.09 
3 EDAC (спирт) 0.11 0.13 

 
На характеристики распознающего слоя пьезоэлектрического сенсора также 

существенное влияние оказывает концентрация моноклональных антител, приме-
няемая на стадии иммобилизации. Выбор рабочей концентрации антител осуществ-
ляли по максимуму насыщения сорбционного слоя (рис. 2). Таким образом, при 
применении на стадии иммобилизации концентрации моноклональных антител, рав-
ной 3.2 нг/см3, достигается предельная плотность активных «сайтов» связывания на 
поверхности электрода сенсора. 
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Рис. 2. Зависимость сигнала сенсора от концентрации антител 

 
Для выбора концентрации УНТ, обеспечивающей максимальную удельную 

поверхность, измеряли аналитический сигнал сенсора при его контакте с раствором 
рактопамина с концентрацией 10 нг/см3 (табл. 2). Увеличение концентрации УНТ на 
стадии формирования распознающего слоя приводит к симбатному изменению мас-
сы и толщины пленочного покрытия, в случае использования коллоидных растворов 
УНТ с концентрацией 500 мг/дм3 наблюдается срыв колебаний сенсора. Максималь-
ное значение Sc отмечено при использовании растворов УНТ 1 и УНТ-2 100 мг/дм3 и 
144 мг/дм3 соответственно. 
 
Таблица 2. Влияние концентрации УНТ на характеристики пьезоэлектрического сен-
сора для определения рактопамина (Р=0.95; n=5) (Сантител 3.2 нг/см3) 

Вид УНТ С, мг/дм3 ∆m,мкг ∆h,нм Sc, Гц· см
3/мкг 

УНТ-1 

50 20.01 0.70 155 
100 23.15 0.8 504 
144 26.13 0.91 368 
200 42.91 1.50 204 
500 - - - 

УНТ-2 

50 25.45 0.89 204 
100 40. 78 1.43 232 
144 67.45 2.36 692 
200 116.28 4.07 505 

500 - - - 

 
При оценке топографии поверхности методом атомно силовой микроскопии 

установлено существенное увеличение средней арифметической шероховатости Ra 
распознающего слоя на основе УНТ по сравнению с подложкой на базе  
2-меркаптоэтиламина (рис. 3), что свидетельствует о возможности размещения на 
электроде сенсора большего количества распознающих молекул моноклональных 
антител. 

Пьезоэлектрические иммуносенсоры применены для определения рактопами-
на в модельных растворах в прямом формате анализа (табл. 3). Следует отметить бо-
лее широкий диапазон определяемых содержаний по сравнению с конкурентным ме-
тодом определения рактопамина и более низкий предел обнаружения [18]. Распо-
знающий слой сенсора проявляет устойчивость в жидких средах, что позволяет осу-
ществлять до 36-37 циклов измерения на одном покрытии. 

 



 

 
Фарафонова и др. / Сорбционные и хроматографические процессы. 2017. Т. 17. № 4 

554

 

 
Рис. 3/ Морфология и профиль поверхности слоя 2-меркаптоэтиленамина до 

(Ra=83нм) и после(Ra=331нм) нанесения УНТ-2  
 
Таблица 3. Метрологические характеристики определения рактопамина в прямом 
формате анализа (Р=0.95; n=3) 

УНТ 
Сmin. 
нг/см3 

Диапазон определяемых 
содержаний, нг/см3 

Уравнение градуировочно-
го графика 

R2 N 

УНТ-1 0.04 0.1-22 y= 4.9x + 50.6 0.99 36 
УНТ-2 0.03 0.1-25 y = 7.2x+ 86.4 0.99 37 

 
При применении УНТ-1 и УНТ-2 сенсоры демонстрируют практически оди-

наковые Сmin и диапазоны определяемых содержаний. Однако в случае УНТ-2 отме-
чается более высокий коэффициент чувствительности при определении рактопами-
на, это связано с условиями синтеза на никелевом катализаторе.. Ранее установлено, 
что трубки, полученные данным способом, обладают максимальной способностью к 
модификации и, соответственно, максимальной сорбционной ёмкостью. Разработан-
ные сенсоры могут быть рекомендованы для определения рактопамина в реальных 
объектах.  
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