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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы. С развитием принципов «зелёной химии» появля-

ется всё большая необходимость использования молекул биологического про-

исхождения, например белков при проведении реакций и анализа. Однако, су-

ществует ряд ограничений, обусловленных нестабильностью белковых моле-

кул, их денатурацией в экстремальных условиях и сложностью повторного ис-

пользования. Одним из подходов к улучшению стабильности белков является 

иммобилизация. Применение полимерных материалов с высокоразвитой по-

верхностью в качестве материалов–носителей для молекул белковой природы 

позволяет [1] обойти ряд ограничений при работе с ними, а также улучшить не-

которые свойства молекул белковой природы: стабильность, удобство обраще-

ния, активность. 

Целью данной работы является выбор оптимальной морфологии ПА-

НИ для получения биокомпозита ПАНИ–импринтированная глюкозооксидаза. 

Для достижения поставленной цели поставлены следующие задачи:  

— синтез микрочастиц ПАНИ и плёнок ПАНИ на полистирольной под-

ложке (МТП) и на поверхности микрочастиц SiO2 

— изучение влияния условий полимеризации на свойства частиц и плё-

нок ПАНИ;  

— сравнение эффективности иммобилизации импринтированной глюко-

зооксидазы (ИБ ГО) на композитных сорбентах на основе ПАНИ. 

Краткая характеристика методов исследования. Для решения задач, 

поставленных в работе, применяли комплекс физических методов исследова-

ния: спектрофотометрия, спектрофлуориметрия, сканирующая электронная 

микроскопия, динамическое рассеяния света. Объектам исследования являлись 

различные структуры ПАНИ: плёнки ПАНИ на поверхности полистирольной 

подложки, плёнки ПАНИ на поверхности микрочастиц SiO2, микрочастицы 
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ПАНИ, синтезированные в присутствии поверхностно-активных веществ 

(ПАВ). 

Описание структуры работы. Работа состоит из введения, трёх глав 

(литературного обзора, экспериментальной части и обсуждения результатов), 

заключения, списка использованных источников, инструктажа по охране труда 

и технике безопасности. В тексте работы содержатся рисунки, таблицы и гра-

фические иллюстрации. Общий объем работы составляет 52 страницы, вклю-

чающих 3 таблицы и 17 рисунков. Проанализировано 70 литературных источ-

ников. 

Научная значимость работы: 

— Проведён и охарактеризован синтез плёнок ПАНИ на поверхности 

МТП и на поверхности микрочастиц SiO2, а также синтез микрочастиц ПАНИ в 

присутствии ПАВ 

— Выбрана оптимальная морфология ПАНИ для получения биокомпози-

та ПАНИ–ИБ ГО — ПАНИ@SiO2 

— Проведено сравнение эффективности иммобилизации ИБ ГО на ком-

позитных сорбентах на основе ПАНИ двумя методами — спектрофлуоримет-

рически и колориметрически по реакции Бредфорда. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Во введении описана актуальность темы исследования, раскрыта научная 

новизна работы и определены основные цели и задачи. 

В первой главе рассмотрены основные подходы и методы синтеза ПА-

НИ, приведено влияние условий полимеризации на свойства конечного продук-

та, рассмотрены существующие материалы–носители биомакромолекул, описа-

ны основные методы определения концентрации белков, приведены их досто-

инства и недостатки.  
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ПАНИ является одним из наиболее изученных представителей проводя-

щих полимеров, поскольку характеризуется высокой устойчивостью к воздей-

ствию различных факторов окружающей среды, низкой стоимостью, простотой 

и адаптивностью синтеза, низкой растворимостью в различных растворителях, 

высокой удельной площадью поверхности [2–4]. Существует два основных ме-

тода синтеза ПАНИ: электрохимический и химический [5,6]. Химическая окис-

лительная полимеризация анилина позволяет проводить синтез на любом типе 

носителя, а также в его отсутствии, что существенно отличает её от электрохи-

мической полимеризации, в которой получение ПАНИ возможно только на по-

верхности электрода. В зависимости от условий синтеза и самоорганизации за-

родышей ПАНИ, происходит образование различных морфологических струк-

тур: плёнок, гранул, нановолокон, нанотрубок, коллоидных частиц [7].  

Важными структурными характеристиками, обеспечивающими потенци-

ал использования ПАНИ в качестве сорбирующего материала являются боль-

шая удерживающая способность, в сочетании с отсутствием пор в структуре и 

наличием реактивных групп на поверхности ПАНИ [8]. Иммобилизация на по-

верхности материалов–носителей является наиболее простым и универсальным 

методом. Возможна различная природа иммобилизации, например физическая 

посредством гидрофобных и Ван-дер-ваальсовых взаимодействий, ионная или 

ковалентная. Наиболее оптимальным вариантом иммобилизации является обра-

зование монослоя белковых молекул на поверхности носителя. 

По результатам анализа литературы показана и обоснована возможность 

использования ПАНИ в качестве материала-носителя для иммобилизации 

ИБ ГО. Проведен анализ методов синтеза ПАНИ, выбран метод соответствую-

щий цели работы.  

Во второй главе приведена информация об используемых реагентах, ма-

териалах, оборудовании, и методам синтеза ПАНИ и подходам к стабилизации 

наиболее оптимальной формы ПАНИ для проведения иммобилизации ИБ ГО. 
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Синтез ПАНИ на поверхности микротитровального планшета (МТП) 

проводили по стандартной методике [9] с незначительными изменениями: для 

синтеза первого слоя ПАНИ смешивали 100 мкл раствора гидрохлорида анили-

на (C6H8ClN) (1,00 моль, HCl 0,2 М) и 100 мкл пероксидисульфата аммония 

((NH4)2S2O8) (1,25 моль, HCl 0,2 М), Синтез проводили при температуре 20 °С, 

постоянном перемешивании в течение 1,5 мин, затем образцы дважды промы-

вали бидистиллированной водой (БД) (300 мкл), трижды раствором аскорбино-

вой кислоты (300 мкл, 568 мМ) для удаления непрореагировавшего окислителя, 

а затем промывали раствором ФСБ до нейтральных значений кислотности и 

высушивали в сушильном шкафу. Синтез второго слоя ПАНИ проводили ана-

логично в течение 1,5 часов, с использованием более низких концентраций мо-

номера и окислителя: C6H8ClN (15,5 ммоль, HCl 0,6 × 10−3 М) и (NH4)2S2O8 

(17,5 ммоль, HCl 0,6 × 10−3 М). 

Синтез микрочастиц ПАНИ проводили по адаптированной методике [2] с 

незначительными изменениями в двух растворителях: БД и HCl. К растворите-

лю (10 мл) добавляли навеску одного из ПАВ в концентрациях, соответствую-

щих критической концентрации мицеллообразования: ТХ–100 — 0,24 мМ; 

ЦТАБ — 0,89 мМ; ДДС — 8,3 мМ, смесь интенсивно перемешивали при 20 °C 

в течение 20 мин, после чего вносили навеску гидрохлорида анилина (1 ммоль). 

Затем в течение 3 часов добавляли 1 мл раствора (NH4)2S2O8 (15 мкмоль) и про-

должали перемешивание в течение ночи. Образцы центрифугировали (10 мин, 

10 000 g), удаляли надосадочную жидкость, осадок промывали аналогично 

плёнкам ПАНИ на поверхности МТП. 

Синтез плёнок ПАНИ на поверхности SiO2 проводили по адаптированной 

методике [10]: в растворе HCl (0,6·10−3 М, 9 мл) ультразвуковой обработкой 

диспергировали 50 мг SiO2 и добавляли 1 мл C6H8ClN (1 моль, HCl 

0,6 × 10−3 М), перемешивали в течение 15 мин для адсорбции молекул мономе-

ра на носителе. Затем при постоянном перемешивании вносили 0,2 мл 

(NH4)2S2O8 (17,5 ммоль, HCl 0,6 × 10−3 М). Для завершения синтеза смесь ос-

тавляли на ночь при перемешивании. Образцы центрифугировали (10 мин, 



6 
 

10 000 g), удаляли надосадочную жидкость, осадок промывали аналогично 

плёнкам ПАНИ на поверхности МТП. 

Иммобилизацию ИБ ГО (200 мг/мл, ФСБ, pH 7,4) проводили в течение 

1,5 ч на поверхности различных форм ПАНИ. Изменение концентрации белка  

контролировали спектрофотометричесеим методом - по реакции Бредфорда ис-

пользованием красителя Кумасси G–250 [11], и флуоресцентной спектроскопи-

ей [12]. 

В третьей главе обсуждаются полученные результаты и устанавливается 

наиболее оптимальная форма ПАНИ для иммобилизации ИБ ГО 

Синтез ПАНИ на поверхности МТП из полимеризационной смеси, со-

держащей низкие концентрации компонентов затруднен ввиду низкой удержи-

вающей способности мономера на поверхности МТП — рисунок 1, использова-

ние высоких концентраций для предварительной модификации позволяет 

сформировать плёнки ПАНИ на поверхности МТП.  

  
а б 

Рисунок 1 — (а) Поверхность МТП после синтеза ПАНИ@МТП 1, ПА-

НИ@МТП 2 и ПАНИ@МТП 1 + 2, (б) СЭМ-изображения структур ПА-

НИ@МТП 1 + 2  

Присутствие ПАВ различных типов (анионогенные, катионогенные и не-

ионогенные) и кислотность среды влияют на морфологию и цвет растворов 

ПАНИ, что продемонстрировано на рисунке 2. Кроме того, полученные микро- 

и наночастицы ПАНИ характеризуются различными выходами реакции и сте-

пенью осаждения. Наибольшее количество ПАНИ получено при синтезе в HCl 
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в присутствии ДДС (додецилсульфат натрия) и синтезе в водной среде в при-

сутствии ЦТАБ (цетилтриметиламмония бромид). Наилучшее осаждение при 

центрифугировании наблюдалось для ПАНИ@ЦТАБ H2O, ПАНИ@ЦТАБ HCl, 

ПАНИ@Тритон Х–100 HCl.  

Средний размер микрочастиц, синтезированных в присутствии ПАВ, по-

лученный методом динамического рассеяния света составил для ДДС H2O — 

250±20 нм, ДДС HCl — 200±10 нм, для ТХ–100 H2O — 50±5 нм, Тритон Х–100 

HCl — 100±20 нм, ЦТАБ H2O — 200±30 нм, ЦТАБ HCl — 150±10 нм. 

      
а б в г д е 

Рисунок 2 — Растворы микрочастиц ПАНИ, синтезированных в присутствии 

различных ПАВ при различной кислотности: (а) ДДС H2O, (б) ДДС HCl, 

(в) Тритон Х–100 H2O, (г) Тритон Х–100 HCl, (д) ЦТАБ H2O, (е) ЦТАБ HCl 

Синтез на поверхности материала–носителя, например SiO2, характери-

зующихся хорошей осаждаемостью, высокой удельной площадью поверхно-

стью, а также возможностью выбора начального размера частиц для проведения 

синтеза позволил получить частицы ПАНИ@SiO2, представленные на рисунке 

3 со средним размером 39±5 нм. 

  
а б 

Рисунок 3 — СЭМ-изображения структур ПАНИ@SiO2 при увеличении 50×103 

(а) и 100×103 (б) раз 
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Cпектрофлуориметрия является надежным и универсальным методом оп-

ределения концентрации белка, характеризующимся высокой чувствительно-

стью, широким линейным диапазоном, воспроизводимостью, недеструктивно-

стью, быстротой и специфичностью. На рисунке 4 представлена градуировоч-

ная зависимость, построенная по значениям максимума интенсивности испус-

кания (λисп) = 345 нм и длине волны возбуждения (λвозб) = 280 нм растворов ГО 

с известной концентрацией, а также значения концентрации ИБ ГО, рассчитан-

ные по уравнению градуировочного графика. 

0 50 100 150 200
0

160

320

480

640

800

50 75 100
150

200

250

300

350

 ГО
 ПАНИ@SiO2
 ПАНИ@ЦТАБ HCl
 ПАНИ@ЦТАБ H2O
 ПАНИ@MTП 1
 ПАНИ@MTП 1 + 2И

нт
ен
си
вн
ос
ть

 (a
.u

.)

С (ГО), мг/мл

Ур-е y = a + b*x
a -6,25788 ± 16,55937
b 3,51397 ± 0,14032
R2 0,99524

 

Рисунок 4 — Градуировочная зависимость ГО со значениями интенсивности 

ИБ ГО после иммобилизации   

Наибольшая степень сорбции, рассчитанная по изменению интенсивно-

сти флуоресценции, наблюдается для ПАНИ@SiO2 — 69 %, наименьшая — для 

частиц ПАНИ@ЦТАБ H2O — 57 % 

Проведение реакции Бредфорда с использованием Кумасси G–250 явля-

ется более распространенным методом определения концентрации белков и 

ферментов в анализируемой среде, что обуславливается быстротой образования 

комплекса комплекса Кумасси–белок, происходящее в течение нескольких ми-

нут и характеризующееся сдвигом полосы поглощения красителя в длинновол-

новую область. Реакция комплексообразования является чувствительной по от-
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ношению к большому количеству белков, необходимые реактивы для проведе-

ния анализа являются коммерчески доступными, немаловажным фактором яв-

ляется возможность проведения анализа в микропланшетном формате, позволяя 

снизить требуемые объёмы образца и реагентов. Результаты изменения концен-

трации ИБ ГО после иммобилизации, определённые методом Бредфорда пред-

ставлены на рисунке 5 
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a 0,12889 ± 0,01125
b 0,35211 ± 0,00708
R2 0,99879

 

Рисунок 5 — Градуировочная зависимость поглощения стандартных растворов 

ГО и ИБ ГО после иммобилизации при λмакс = 595 нм 

Наибольшая степень сорбции составляет 74 % — ПАНИ@SiO2, что соот-

ветствует результатам, полученным флуоресцентной спектроскопией. Однако 

на результаты анализа могут влиять загрязняющие агенты, например детерген-

ты, восстановители или липиды, которые могут связываться с красителем и 

мешать комплексообразованию. 

Заключение: 

1. Изучено влияние условий полимеризации на морфологию ПАНИ и на 
значения степени сорбции импринтированных белков 

2. Установлена оптимальная форма ПАНИ для иммобилизации имприн-
тированных белков — ПАНИ@SiO2 
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3. Степень сорбции импринтированной ГО на поверхности ПАНИ@SiO2 
составила 74 % по реакции Бредфорда и 69 % согласно данным флуориметрии 
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