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Аннотация. Разработан электрохимический иммуносенсор на основе печатных 
графитовых электродов для определения антибиотика хлорамфеникола в воде 
и образцах молока. Показано, что иммобилизация специфичных к хлорамфе-
николу антител в жидкокристаллическом слое мембраноподобного дидодецил-
диметиламмоний бромида позволяет сохранить подвижность и доступность 
активных центров антител, добавление наночастиц золота улучшает перенос 
электронов с поверхности электрода на окислительно-восстановительные цен-
тры пероксидазы хрена, используемой в качестве метки. Предел обнаружения 
хлорамфеникола в воде составил 0,02 мкг/л, в молоке – 0,04 мкг/л. Метод может 
быть использован для определения остаточного количества хлорамфеникола в 
продуктах животного происхождения.
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Хлорамфеникол (ХАФ, ([R–(R*, R*)]-2,2-
ди-хлор-N-[2-гидрокси-1-(гидроксиметил)-2-
(4-нитрофенил)этил] ацетамид, левомицетин, 
хлоромицетин, синтомицин) относится к клас-
су ароматических соединений амфениколов 
(рис. 1) и представляет собой антибиотик ши-
рокого спектра действия. Бактериостатическая 
активность ХАФ проявляется в связывании анти-
биотика с 23S рРНК субъединицей бактериальной 
рибосомы 50S, что приводит к ингибированию 
пептидилтрансферазы и нарушению процессов 
трансляции РНК. ХАФ широко используется для 
лечения инфекций, вызванных патогенными грам-

положительными и грамотрицательными бакте-
риями, для подавления риккетсий, спирохет и 
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Рис. 1. Химическая структура хлорамфеникола
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хламидий. Устойчивость микроорганизмов к 
этому антибиотику развивается относительно 
медленно. Однако применение ХАФ при лече-
нии инфекционных заболеваний человека с ис-
пользованием перорального или внутривенного 
введения сопровождается проявлением токсич-
ности, которое может приводить к развитию 
апластической анемии, необратимого подавле-
ния кроветворящей функции спинного мозга, 
лейкемия и др. [1–3]. В связи с этим ХАФ сле-
дует отнести к классу антибиотиков, потенци-
ально опасных для здоровья человека, поэто-
му в последние десятилетия его применение в 
клинической медицине ограничивается исполь-
зованием в офтальмологии и лечением поверх-
ностных воспалений кожи. Благодаря своей 
эффективности и относительно небольшой сто-
имости ХАФ продолжает активно применяться 
в ветеринарии, животноводстве и птицеводстве, 
в том числе для профилактики инфекционных 
заболеваний. Поэтому сохраняется высокая ве-
роятность попадания самого антибиотика и его 
метаболитов в продукты животного происхож-
дения. Управление по санитарному надзору за 
качеством пищевых продуктов и медикаментов 
Европейского союза, США, Китая и Республики 
Беларусь установило минимальный требуемый 
предел обнаружения ХАФ или его метаболитов в 
пищевых продуктах в количестве 0,3 мкг/кг. На 
территории Таможенного союза остаточное со-
держание ХАФ в пищевых продуктах животного 
происхождения (молоке, мясе и в продуктах на их 
основе) не должно превышать 10 мкг/кг, а в про-
дуктах, предназначенных для детского питания, 
этот показатель не должен превышать 0,3 мкг/кг 
[4, 5]. Из вышесказанного следует, что  разработ-
ка методов высокочувствительного и селективно-
го определения следового количества ХАФ в пи-
щевых продуктах является актуальной задачей. 

В настоящее время в целях сертификации и 
санитарно-гигиенического контроля сельско-
хозяйственных продуктов используются раз-
личные методы определения ХАФ: высокоэф-
фективная жидкостная хроматография, имму-
ноферментный анализ (ИФА), тонкослойная 
хроматография и микробиологические методы. 
Наиболее высокая чувствительность харак-
терна для метода ВЭЖХ с тандемной масс-
спектрометрией (предел обнаружения ХАФ со-
ставляет 0,2 мкг/кг), но при этом наблюдается 
высокое относительное стандартное отклонение 
определяемых значений концентрации в диа-
пазоне от 0,2 до 1,0 мкг/кг [4]. Ограничением в 
использовании этого метода является высокая 

стоимость оборудования. Микробиологические 
методы, напротив, достаточно дешевы и про-
сты в исполнении, однако для них характерна 
низкая чувствительность и специфичность, а 
их пределы обнаружения ХАФ выше установ-
ленных нормативов. Для скрининга образцов 
продовольственного сырья на наличие оста-
точного количества ХАФ широко используют 
методы ИФА, для которых характерны высокие 
специфичность и точность определения, они 
позволяют за короткий срок проанализировать 
большое число образцов. Предел определе-
ния ХАФ этими методами составляет 0,3–0,7 
мкг/кг в зависимости от типа продукта (яйца, 
молоко, мясо) [6]. Однако существует потреб-
ность в создании портативных аналитических 
устройств для экспресс-контроля содержания 
ХАФ в условиях небольших лабораторий.

Цель настоящей работы – разработка имму-
носенсора с электрохимической детекцией для 
определения ХАФ в водных растворах и моло-
ке. Для создания иммуносенсоров применяли 
печатные графитовые электроды, полученные 
методом трафаретной печати (ПГЭ), обладаю-
щие высокой степенью стандартизации, воз-
можностью химической модификации рабочей 
поверхности, широким диапазоном использу-
емых потенциалов, низким фоновым током и 
невысокой стоимостью [7].  В работе были по-
ставлены следующие задачи: выбор принципа 
определения ХАФ, оптимизация иммобилиза-
ции антител на поверхности ПГЭ и условий 
определения ХАФ, использование разработан-
ного иммуносенсора для  определения ХАФ в 
воде и образцах молока.

Материалы и методы

Материалы 

Для проведения исследования использовали 
дидодецилдиметиламмоний бромид (ДДАБ), 
HAuCl4·3H2O, боргидрид натрия, катехол, перок-
сидазу хрена («Sigma-Aldrich», США), пероксид 
водорода, ферроцианид, казеин, кислоты, щело-
чи и неорганические соли – компоненты буфер-
ных систем марки «ос.ч.» («Химмед», Россия). 
Для приготовления буферных растворов приме-
няли деионизованную воду («Milli-Q System», 
«Millipore», Великобритания). Поликлональные 
антитела к ХАФ предоставлены ЗАО «НВО Им-
мунотех» (Россия), конъюгат ХАФ с пероксида-
зой хрена (ПХ) получали по методике [8]. Об-
разцы молока с жирностью 3,2% приобретены в 
торговой сети Москвы. В работе использовали 
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трехконтактные электроды с графитовыми 
рабочим (диаметр 2 мм) и вспомогательным 
электродами, а также с хлоридсеребряным 
электродом сравнения (ПГЭ – печатный гра-
фитовый электрод), полученные методом 
трафаретной печати «ColorElectronics», (Рос-
сия, http://www.colorel.ru).  Спектральные ис-
следования проводили на спектрофотометре 
«UV 1602» («Shimadzu», Япония), электро-
химические измерения – на потенциостате 
AUTOLAB 12 («Metrohm Autolab», Нидерлан-
ды) с программным обеспечением GPES (вер-
сия 4.9.7). Электрохимические исследования 
проводили в 0,1 М калий-фосфатном буфере, 
содержащем 50 мМ NaCl, рН 7,4 (КФБ),  при 
комнатной температуре. Цикловольтамперо-
граммы (ЦВА) регистрировали при скорости 
сканирования от 10 до 100 мВ/с. Все электро-
химические потенциалы приведены относи-
тельно хлоридсеребряного  (Ag/AgCl) элек-
трода сравнения.

Синтез коллоидного раствора наночастиц 
золота, стабилизированного ДДАБ 

К 1 мл 0,1 М ДДАБ в хлороформе прибавляли 
при перемешивании 0,5 мл 10 мМ водного рас-
твора HAuCl4·3H2O. Далее при интенсивном пере-
мешивании медленно прибавляли 0,2 мл свеже-
приготовленного водного раствора 0,4 М NaBH4. 
Через 2 ч окрашенный органический слой от-
деляли и промывали равным объемом воды. 
Коллоидный раствор наночастиц золота (НЧЗ), 
стабилизированный ДДАБ в хлороформе, был 
охарактеризован с помощью абсорбционной 
спектроскопии. Концентрацию наночастиц зо-
лота в 0,1 М ДДАБ в хлороформе рассчитывали 
в соответствии со стехиометрией реакции. 

Приготовление иммуносенсоров и проведение 
анализа хлорамфеникола

На рабочую поверхность ПГЭ наноси-
ли 2 мкл 5 мМ коллоидного раствора золота 
в 0,1 М ДДАБ в хлороформе. После испарения 
хлороформа (в течение 10 мин) наносили 2 мкл 
раствора иммуноглобулиновой фракции антител 
в концентрации 5 мкг/мл, которую получали из 
антисыворотки двухкратным переосаждением 
сульфатом аммония с последующим диализом 
против КФБ. Электроды оставляли на 12 ч при 
+4 °С  во влажной камере, предотвращающей 
полное высыхание электродов. Затем получен-
ный электрод отмывали в проточной системе 
в течение 5 мин в растворе КФБ, содержащем 
0,5% раствора Твин-20 (КФБТ), а затем  в рас-

творе КФБ (скорость потока 1 мл/мин). После 
этого пропускали в течение 20 мин раствор, со-
стоящий из смеси стандартных растворов ХАФ 
и конъюгата  ХАФ-ПХ в буфере, содержащем 
0,5%-й раствор казеина. Стандартные растворы 
ХАФ с концентрацией 0 мкг/л; 0,05; 0,1; 0,3; 1,0; 
3,0 и 10,0 мкг/л готовили в буферном растворе 
из исходного раствора антибиотика в метаноле 
(1 мг/мл). После отмывки  электрода в раство-
рах  КФБТ и КФБ в проточной системе в течение 
5 мин (скорость потока 1 мл/мин) определяли 
электрохимическую активность ПХ, пропуская 
субстрат пероксида водорода и медиатора кате-
хола. Строили градуировочные кривые зависи-
мости регистрируемого тока от концентрации 
ХАФ.  Предел обнаружения ХАФ определяли 
как среднее значение максимального тока рас-
твора, не содержащего ХАФ, минус три значе-
ния стандартного отклонения. 

Результаты и их обсуждение

Принцип определения хлорамфеникола на 
электрохимических биосенсорах

В последние годы все большее внимание уде-
ляется разработке портативных аналитических 
устройств на основе  электрохимических мето-
дов анализа, обладающих высокой селективно-
стью, чувствительностью, совместимостью с 
программируемыми компактными регистрирую-
щими устройствами и возможностью интегриро-
вания их с мобильными устройствами и смарт-
фонами [9, 10]. Бесспорным преимуществом 
электрохимических биосенсоров является низ-
кая зависимость от влияния окружающей среды.  
Сочетание специфичности и чувствительности 
ИФА с уменьшением времени анализа и количе-
ства используемых реагентов, характерных для 
электрохимических методов детекции, откры-
вает широкие перспективы для разработки им-
муносенсоров для определения различных био-
логически активных соединений. Применение 
электродов, производимых методом трафарет-
ной печати с рабочим графитовым электродом, 
приводит к увеличению воспроизводимости 
системы, удешевлению и упрощению анализа. 
Кроме того, такие электроды имеют низкий фо-
новый ток и широкий диапазон используемых 
потенциалов [7, 11–12].

Для определения хлорамфеникола предложе-
но разработать иммуносенсор и использовать 
прямую схему конкурентного иммунофермент-
ного анализа, которая характеризуется наиболь-
шей экспрессностью (определение проводится 
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в одну стадию) и высокой чувствительностью 
определения гаптенов небольшого размера. Этот 
формат анализа основан на конкуренции натив-
ного ХАФ и конъюгата ХАФ с ПХ за ограничен-
ное число активных центров антител, иммоби-
лизованных на рабочей поверхности ПГЭ. Схе-
матические изображения ПГЭ, модификации его 
поверхности и проведения анализа на электроде 
представлены на рис. 2.

Иммобилизация антител на рабочей 
поверхности иммуносенсоров

Основным биораспознающим элементом им-
муносенсоров служат антитела, иммобилизо-
ванные на поверхности электрода. Иммобили-
зация белков на различных поверхностях может 
сопровождаться частичной денатурацией или 
недоступностью для взаимодействия с лиган-
дами [13], поэтому сохранение активности и 
конформации их активных центров, а также их 
ориентация относительно поверхности электро-
да являются ключевыми факторами, влияющи-
ми на чувствительность иммуносенсоров. Для 
улучшения стабильности и сохранения свойств 
иммобилизованных белков предложено моди-
фицировать электроды мембраноподобными 
синтетическими ПАВ, например дидодецилди-
метиламмоний бромидом (ДДАБ), дигексаде-
цилфосфатом (ДГФ), лецитином и димиристо-
илфосфатидилхолином, которые образуют на 
поверхности электрода устойчивые лиотропные 
жидкокристаллические пленки [14–17]. В насто-
ящей работе использовали ДДАБ – амфифиль-
ное поверхностно-активное соединение, кото-
рое образует на поверхности графита моделиру-

ющую биологические мембраны многослойную 
проницаемую пленку [18]. Таким образом анти-
тела помещаются в слой, образованный гидро-
фобными «хвостами» синтетического ПАВ, что 
может способствовать сохранению их биологи-
ческой активности. В качестве дополнительного 
трансдьюсера электрического сигнала в пленку 
ДДАБ вводили НЧЗ, поскольку ранее было пока-
зано, что введенные в мембраноподобные ПАВ 
наночастицы металлов могут выступать в роли 
медиаторов электронного транспорта и способ-
ствовать эффективному переносу электронов 
между редокс-центром белков и поверхностью 
электрода [19, 20]. Для исследования сохране-
ния распознающей активности активных цен-
тров антител на ПГЭ в отношении ХАФ исполь-
зованы три типа электродов: 

1) немодифицированные графитовые элек-
троды (ПГЭ); 

2) электроды, модифицированные синтетиче-
ским мембраноподобным ДДАБ (ПГЭ/ДДАБ); 

3) электроды, модифицированные ДДАБ с на-
ночастицами золота (ПГЭ/ДДАБ/НЧЗ).  

Эффективность иммобилизации антител 
определяли как величину электрохимического 
сигнала после образования комплекса иммоби-
лизованных антител с конъюгатом ХАФ-ПХ в 
фиксированной концентрации. Число комплек-
сов, образованных на поверхности электродов, 
было пропорционально электрохимической 
активности фермента-метки (ПХ) в реакции 
электровосстановления пероксида водорода. 
В качестве медиатора использовали катехол, 
окисления которого пероксидом водорода в от-
сутствие пероксидазы не наблюдали. На рис. 3 

Рис. 2. Схематическое изображение печатного графитового электрода, модификации его рабочей поверх-
ности и проведения конкурентного иммуноферментного анализа хлорамфеникола с электрохимической 

детекцией
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представлены ЦВА электродов с иммобилизо-
ванными поликлональными антителами к ХАФ 
на ПГЭ с разной модификацией рабочей поверх-
ности, полученные после инкубации с конъюга-
том ХАФ-ПХ. 

Как следует из рис. 3, наиболее высокая элек-
трохимическая активность ПХ в составе иммун-
ных комплексов наблюдалась для электродов, мо-
дифицированных ДДАБ/НЧЗ (ЦВА 3 на рис. 3). 
Интенсивность максимальной амплитуды пи-
ков электроокисления и электровосстановления 
катехола как медиатора была существенно выше 
для электродов ДДАБ/НЧЗ по сравнению с элек-
тродами, модифицированными только ДДАБ (в 
2 раза для окислительного пика и в 3 раза для 
восстановительного пика). Таким образом, при 
сравнении разных методов иммобилизации по-
казано, что применение электродов, модифици-
рованных ДДАБ и коллоидным золотом (ДДАБ/
НЧЗ), позволяет получить иммуносенсор с 
иммобилизованными антителами, сохраняю-
щими доступность и активность своих анти-
ген-связывающих центров в большей степени 
по сравнению с модификацией только ДДАБ и 
немодифицированным графитом. Можно пред-
положить, что антитела, иммобилизованные в 

жидкокристаллическом слое ДДАБ на поверх-
ности ПГЭ, лучше сохраняют подвижность 
своих активных центров, что обеспечивает 
их доступность для связи с антигеном. Вы-
сокая проницаемость слоя ДДАБ позволяет 
проникать частицам электролита и медиатора 
из объема раствора, а наличие НЧЗ улучшает 
перенос электронов с поверхности электрода 
на окислительно-восстановительные центры 
фермента.

Определение ХАФ методом прямого 
анализа без использования меток                            

на иммуносенсорах

Исследовали возможность прямого опре-
деления ХАФ на электродах с иммобилизо-
ванными антителами в слое ДДАБ с НЧЗ. Для 
этого регистрировали ЦВА электродов при 
пропускании растворов ХАФ в КФБ с разной 
концентрацией (рис. 4, а). В качестве электро-
лита использовали 5 мM K3Fe(CN)6. Наблюда-
ли изменения максимальной амплитуды пиков 
восстановления и окисления электролита в за-
висимости от концентрации ХАФ. Использова-
ние жидкокристаллического слоя ДДАБ с НЧЗ 
улучшает электрон-транспортные свойства 

Рис. 3. Циклические вольтамперограммы печатных графитовых электродов с иммобили-
зованными антителами после взаимодействия с конъюгатом хлорамфеникол-пероксидаза 
хрена. Способы иммобилизации антител: 1 – ПГЭ/Ат, 2 – ПГЭ/ДДАБ/Ат, 3 – ПГЭ/ДДАБ/
НЧЗ/Ат. Измерения проводили в 0,1 М калий-фосфатном буфере рН 7,4, содержащем                
50 мМ NaCl, 0,5 мМ пероксида водорода и 0,1 мМ катехола. Диапазон потенциалов (–0,5)–

(+0,5) В. Скорость сканирования 50 мВ/с 
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электролита. Из рис. 4, а видно, что величина 
максимальной амплитуды восстановительного 
тока зависит от концентрации ХАФ и может 
быть использована в качестве аналитическо-
го сигнала при его определении. На рис. 4, б 
приведена градуировочная кривая, получен-
ная по зависимости катодного тока при на-
пряжении 0,1 В от концентрации ХАФ. При 

увеличении концентрации ХАФ наблюдается 
пропорциональное увеличение амплитулы 
катодного тока. Предел обнаружения ХАФ 
определяли как среднее значение максималь-
ной амплитуды пика электровосстановления 
раствора K3Fe(CN)6, не содержащего ХАФ, 
плюс три значения стандартного отклонения. 
Этот показатель составил 0,2 мкг/л. 

Рис. 4. А – Циклические вольтамперограммы электродов ПГЭ/ДДАБ/НЧЗ/Ат, полученные при 
разных концентрациях хлорамфеникола, мг/л: 1 – 1, 2 – 100, 3 – 10, 4 – 1, 5 – 0,1, 6 – 0,01, 7 – 0. 
Измерения проводили в 5 мM K3Fe(CN)6), скорость сканирования 50 мВ/с; Б – градуировочная 
кривая определения хлорамфеникола в буферном растворе (0,1 М калий-фосфатный буфер, со-

держащий 50 мМ NaCl, рН 7,4)
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Определение ХАФ методом конкурентного 
анализа на иммуносенсорах

Для определения ХАФ на имммуносенсорах 
был разработан метод в формате конкурентно-
го иммуноанализа: одновременное пропускание 
через электроды с иммобилизованными антите-
лами смеси стандартных растворов ХАФ с конъ-
югатом ХАФ-ПХ в постоянной концентрации. 
В этом случае число иммунных комплексов, 
меченных ПХ, на поверхности электрода будет 
обратно пропорционально концентрации ХАФ. 
Число иммунных комплексов с ПХ определяли   
по электрохимической активности фермента-
метки в реакции электровосстановления перок-
сида водорода с использованием катехола в ка-
честве медиатора. 

На основании анализа кривых титрования 
иммобилизованных специфических антител 
конъюгатом хлорамфеникол – пероксидаза хре-
на ХАФ–ПХ на поверхности электродов, моди-
фицированных синтетическим мембраноподоб-
ным соединением ДДАБ и наночастицами зо-
лота НЧЗ (ПГЭ/ДДАБ/НЧ3), были выбраны оп-
тимальные концентрации иммунореагентов для 
проведения анализа хлорамфеникола в буфере 
и в молоке. Оптимизированы концентрации ка-
техола и пероксида водорода, а также параме-

Рис. 5. Градуировочные кривые определения хлорамфеникола в буфере (1) и в молоке 
(2) на иммуносенсорах ПГЭ/ДДАБ/НЧЗ/Ат. Измерения проводили в проточной ячей-

ке в присутствии 0,5 мМ пероксида водорода и 0,1 мМ катехола

тры и условия проведения анализа, обеспечива-
ющие его оптимальную чувствительность. 

На рис. 5 представлена типичная градуиро-
вочная кривая определения хлорамфеникола в 
буфере с использованием 0,5 мМ пероксида во-
дорода и 0,1 мМ катехола. Предел обнаружения 
ХАФ составил 0,02 мкг/л. Линейный диапазон 
значений концентрации ХАФ, определенный 
как область 20–80%-го связывания конъюгата, 
составил 0,02–40 мкг/л. Метод характеризуется 
высокой точностью и воспроизводимостью: от-
носительные стандартные отклонения опреде-
ления ХАФ в буферных растворах, содержащих 
0,1; 0,5 и 3,0 мкг/л ХАФ, составили для трех 
разных дней (n = 3, P = 0,95) 8,9;  7,6  и 7,1 % со-
ответственно. ПГЭ, модифицированные ДДАБ и 
НЧЗ, показали высокую операционную стабиль-
ность: остаточная активность электрода сохра-
няет 95% после трех часов непрерывной работы.  
Реагенты, необходимые для проведения анализа, 
стабильны не менее 6 месяцев, если их хранить 
при +4 °С.  Аналитические характеристики раз-
работанного метода превосходят по чувстви-
тельности и диапазону линейных концентраций 
стандартный метод ИФА на 96-луночных план-
шетах (табл. 1).

Так как ХАФ широко применяется в ветерина-
рии, животноводстве и птицеводстве, в том числе 



476
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2023. Т. 64. № 5
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2023. T. 64. № 5

Т а б л и ц а  1

Сравнение аналитических параметров определения хлорамфеникола на иммуносенсорах с другими 
методами иммуноанализа

Метод определения Предел обнаружения, 
мкг/л

Диапазон линейных 
концентраций, мкг/л Ссылка

Иммуносенсоры на ПГЭ                      
с электрохимической 

детекцией
0,02 0,02–40 настоящая работа

ИФА, спектрофотометрическая 
детекция 0,3 0,3–100 [6]

Т а б л и ц а  2

Результаты определения хлорамфеникола в образцах молока с использованием иммуносенсоров

Образец
Концентрация хлорамфеникола (С ± σ), мкг/л

Степень извлечения, %
введено найдено

1 0,50 0,47 94 ± 12

2 1,00 0,89 89 ± 8

3 5,00 5,8 116 ± 16

для профилактики инфекционных заболеваний, 
вероятность попадания самого антибиотика и его 
метаболитов в продукты животного происхожде-
ния довольно велика. Разработанный иммуно-
сенсор (ПГЭ/ДДАБ/НЧЗ/Антитела к ХАФ) для 
количественного анализа антибиотика был при-
менен для его определения в образцах молока. 
Для исключения влияния компонентов молока 
на результаты количественного определения 
ХАФ использовали разбавление образцов мо-
лока буфером без дополнительной подготовки 
проб. Было показано, что разбавление образ-
цов молока с жирностью 3,2% в 5 раз позволяет 
получить результаты, близкие к полученным с 
использованием стандартной градуировочной 
кривой в буферном растворе (рис. 5). Предел 
обнаружения ХАФ в молоке составил 0,04 мкг/л, 

линейный диапазон определяемых концентраций 
составил 0,04–80 мкг/л, степень извлечения ХАФ, 
определенная методом «введено-найдено» соста-
вила 89–116% (табл. 2).

Таким образом, в результате проведенного ис-
следования были показаны преимущества иммо-
билизации антител в жидкокристаллический слой 
ДДАБ, сформированный на поверхности графито-
вых электродов, и добавления в них НЧЗ для со-
хранения иммунологической активности антител 
и эффективного переноса электронов, что имеет 
решающее значение для аналитической чувстви-
тельности методики определения ХАФ. Разрабо-
тан электрохимический иммуносенсор на основе 
печатных графитовых электродов, который может 
быть использован для определения остаточного 
количества ХАФ в продуктах питания.
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