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Аннотация. Постоянное увеличение загрязнения сельскохозяйственной продукции мико-
токсинами делает актуальным разработку новы х методов их сорбции, выделения и опре-
деления. Молекулярный импринтинг является перспективным методом распознавания и 
выделения целевых молекул на основе механизма специфической сорбции. Рассмотрена 
возможность получения и практического использования специфических к микотоксинам 
селективных сорбентов на основе импринтированных структур полианилина, с использо-
ванием структурного аналога микотоксина зеараленона – 4-гидроксикумарина. Проведён 
выбор оптимального носителя для получения молекулярно-импринтированных полиме-
ров. Изучена эффективность и специфичность сорбции 4-гидроксикумарина из модель-
ных растворов, а также показана практическая возможность сорбции и извлечения зеара-
ленона из искусственно загрязнённого экстракта пшеницы.
Ключевые слова: полианилин, микотоксины, зеараленон, специфические сорбенты, мо-
лекулярно-импринтированные полимеры, 4-гидроксикумарин
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Abstract. The constant increase in contamination of agricultural products with mycotoxins makes it urgent to develop new methods for their 
sorption, isolation, and determination. Molecular imprinting is a promising method for recognizing and isolating target molecules based on 
specifi c sorption mechanism. The work considers the possibility of obtaining and practical use of mycotoxin–specifi c selective sorbents based 
on imprinted polyaniline structures using a structural analogue of the mycotoxin zearalenone – 4-hydroxycoumarin. The optimal carrier for the 
synthesis of molecularly imprinted polymers has been selected. The specifi city of 4-hydroxycoumarin sorption from model solutions has been 
studied. The practical possibility of sorption and extraction of ZEA from an artifi cially contaminated wheat extract has been demonstrated.
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И. Р. Бирюков и др. Селективные сорбенты для микотоксинов на основе полианилина

Введение

Плесневые грибы поражают основные для 
сельского хозяйства культуры, в том числе 
злаковые, вызывая их загрязнение первичны-
ми и вторичными метаболитами своей жиз-
недеятельности, к которым относятся мико-
токсины [1]. Многочисленные виды Fusarium 
вызывают загрязнение злаков зеараленоном 
(ЗЕА) – нестероидным эстрогенным микоток-
сином [2]. Актуальность совершенствования 
методов экстракции и определения ЗЕА обу-
словлена его высо кой токсичностью (ЛД50 для 
мышей = 500 мг/кг [3]), а также его распростра-
нённостью среди злаковых культур, произрас-
тающих на территории Российской Федерации 
[4, 5]. В странах Евразийского экономического 
союза (ЕАЭС) предельно допустимым уров-
нем содержания ЗЕА в злаковых культурах 
является 1,0 мг/кг [6, 7]. 

Наибольшее распространение для опреде-
ления ЗЕА получили коммерческие иммуно-
химические тест-системы и различные виды 
жидкостной хроматографии [8, 9]. Несмотря на 
неоспоримые преимущества таких систем, их 
практическое применение в рутинных опреде-
лениях в значительной степени ограничивается 
высокой стоимостью и необходимостью прове-
дения трудоемких процедур пробоподготовки. 

Наиболее простым методом выделения ЗЕА 
является твердофазная экстракция (ТФЭ). Для 
сорбции и выделения ЗЕА перспективно исполь-
зование селективных сорбентов, полученных 
техникой молекулярного импринтинга. В этом 
случае в составе сорбента образуется структура 
молекулярно-импринтированного полимера 
(МИП), характеризующегося наличием сайтов 
связывания, комплементарных структуре целе-
вой молекулы [10].

По своей структуре и свойствам МИП и 
сорбенты на их основе представляют собой 
природоподобные рецепторы, преимуществами 
которых являются простота эксплуатации, воз-
можность повторного использования, низкая сто-
имость и возможность применения в достаточно 
агрессивных средах [11, 12]. К недостаткам МИП 
сорбентов относятся неравномерность распреде-
ления сайтов связывания в полимерной матрице, 
сложность очистки полимерной структуры от 
молекул шаблона и возможное разрушение сай-
тов связывания в процессе очистки [13].

Указанные недостатки могут быть в значи-
тельной степени преодолены с использованием 
подхода поверхностного молекулярного им-
принтинга, при котором специфические сайты 
связывания локализованы на поверхности сор-
бента, тем самым увеличивая эффективность 
элюирования и сорбции молекулы-шаблона 
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[14]. Широкое распространение получило при-
менение диоксида кремния в качестве носителей 
МИП сорбентов для поверхностного имприн-
тинга [15]. Частицы диоксида кремния (SiO2) 
химически стабильны, коммерчески доступны, 
характеризуются высокой удельной площадью 
поверхности [14]. Поверхность диоксида кремния 
содержит силанольные группы, позволяющие 
проводить модификацию и прививку функцио-
нальных мономеров [15].

Значительный интерес представляет воз-
можность использования проводящих поли-
меров для реализации различных тест-систем 
за счет создания полимерной матрицы МИП и 
возможности регистрации аналитического сиг-
нала как электрическими, так и оптическими 
методами. Среди различных проводящих по-
лисопряжённых полимеров одним из наиболее 
изученных и интересных является полианилин 
(ПАНИ). ПАНИ безвреден для окружающей 
среды, стабилен в течение длительного време-
ни, прекурсоры для его синтеза коммерчески 
доступны. Благодаря механизму молекулярной 
самосборки ПАНИ склонен к образованию над-
молекулярных структур с высокоразвитой по-
верхностью [16].

МИП на основе ПАНИ (ПАНИ МИП), спец-
ифичные к низко- и высокомолекулярным анали-

там успешно получены на поверхностях частиц 
SiO2, микропланшетов и мультикапилляров [17], 
[16]. При этом для получения практически зна-
чимых тест-систем привлекательными являются 
микропланшеты, поверхность которых может 
быть использована в качестве носителя для про-
ведения поверхностного молекулярного имприн-
тинга [16]. Для получения МИП сорбентов на 
поверхности носителей полимеризацию анилина 
проводят в присутствии различных окислителей, 
среди которых наиболее распространенным яв-
ляется пероксидисульфат аммония (рис. 1). Об-
разование ассоциата функциональный мономер 
анилина–молекула шаблона происходит за счёт 
водородных связей [18]. В работе [19] авторами 
показана возможность применения ПАНИ для 
получения МИП, специфичных к афлатоксину 
В1 и фумонизину В1 на поверхности стеклянных 
электродов, покрытых слоем оксидами индия-
олова. При этом в качестве молекулы шаблона 
использованы микотоксины, что является не-
желательным из-за их токсичности и высокой 
стоимости. Авторами работы [20] установлено, 
что такие микотоксины, как молекулы шаблона 
могут быть заменены на менее токсичные струк-
турные аналоги. В случае ЗЕА такими молекула-
ми являются производные кумарина, варфарин 
и кверцетин [21, 22].

Целью настоящей работы являлось полу-
чение селективного к ЗЕА сорбента на основе 
ПАНИ МИП на различных подложках: (1) на 
поверхности SiO2 (SiO2@ПАНИ МИП) в качестве 
сорбента ЗЕА в кормах для животных, (2) на по-
верхности микропланшета (ПАНИ МИП) для 
тест-определения ЗЕА. В качестве молекулы ша-
блона использовали 4-гидроксикумарин (4-ГК). 

Материалы и методы

Аппаратура. Оптическую плотность раство-
ров измеряли на спектрофотометре «Shimadzu 
UV–1800» (Shimadzu, Япония), ИК-спектры 

регистрировали на ИК-фурье-спектрометре 
FT-801 (Симекс, Россия). Модифицированные 
МИП поверхности носителей исследовали на 
сканирующем электронном микроскопе Tescan 
MIRA II LMU (Tescan, Чехия).

Реактивы. Использовали гидрохлорид ани-
лина, пероксидисульфат аммония, 4-ГК (Merck, 
Германия). Для приготовления растворов ис-
пользованы: бидистиллированная вода (БД), 
ацетонитрил (о.с.ч.), кислота уксусная (ледяная, 
х.ч. Реахим, Россия),  этанол (97,6%) и карбонат-
ный буфер (pH 9,5, ПанЭко, Россия). 

Материалы. В работе использовали Аэро-
силтм 200 (SiO2, Evonik, Герма  ния), поли-

Рис. 1. Схема химической окислительной полимеризации гидрохлорида анилина
Fig. 1. Scheme of chemical oxidative polymerization of aniline hydrochloride
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Очистку сайтов связывания МИП про-
водили в несколько этапов. Сначала раство-
ром аскорбиновой кислоты (0,57 мМ, БД, 2×, 
300 мкл /лунка) удаляли непрореагировав-
шие остатки окислителя, после чего смесью 
этанол : уксусная кислота (90:10% об., 10×, 
300 мкл/лунка) проводили статическую экс-
тракцию 4-ГК. Контроль удаления молекул 
шаблона из полимерной матрицы прово-
дили регистрацией спектров поглощения 
(250–400 нм) смеси после инкубации. После 
достижения минимальных постоянных значе-
ний оптической плотности (280 нм, 0,02) смеси 
лунки микропланшета промывали БД (3×, 
300 мкл/лунка) и использовали для твердофаз-
ной экстракции 4-ГК из модельного раствора.

Получение SiO2@ПАНИ МИП. Для полу-
чения селективного сорбента на основе SiO2 
использована модифицированная методика 

[23] (рис. 3). Навеску SiO2 (66,7 мг) и раствор 
4-ГК (20 мМ, 3,2 мг/мл, БД) добавляли в рас-
твор гидрохлорида анилина (110 мМ, БД) и 
инкубировали (1 ч, 25 °C). После чего в смесь с 
помощью шприцевого насоса (0,5 мл/ч, 8ч, 25°C) 
вносили раствор пероксидисульфата аммония 
(55 мМ, БД) при перемешивании. Полученную 
смесь инкубировали при постоянном перемеши-
вании (16 ч, 25°C). Модифицированные ПАНИ 
МИП частицы SiO2 фильтровали и высушивали 
в вакууме при нагревании (50°С). Получение 
неимпринтированных структур ПАНИ на по-
верхности SiO2 проведено аналогично, без до-
бавления молекулы шаблона.

Удаление молекул шаблона проводили 
смесью этанол : уксусная кислота (90:10% об.) 
с использованием статической, динамиче-
ской и циклической непрерывной экстракции. 
В случае статической экстракции порошок 

стирольный 96-луночный несорбирующий 
микропланшет (Биосервис, Россия) и фритту 
(Frits-3mL, 20 UM, Varian).

ПАНИ МИП на поверхности микроплан-
шета. Получение ПАНИ МИП на поверхности 
микропланшета проводили по двухстадийной 
методике [16] с незначительными измене-
ниями (рис. 2). На первом этапе проводили 
синтез удерживающего слоя ПАНИ. Для это в 
лунки микропланшета последовательно вно-
сили растворы гидрохлорида анилина (1 М, 
100 мкл/лунка) и пероксодисульфата аммония 
(1,25 М, 100 мкл/лунка) в 0,2 М HCl. Полученную 
смесь инкубировали (25 °C) в течение 90 с до 
образования слоя ПАНИ. Модифицированную 
поверхность лунок промывали раствором аскор-

биновой кислоты (5,7 мМ, БД, 300 мкл/лунка) 
и БД (3×, 300 мкл/лунка) для удаления непро-
реагировавших остатков окислителя. На втором 
этапе проводили импринтинг структур ПАНИ 
в присутствии молекулы шаблона. Для этого в 
раствор гидрохлорида анилина (15,4 мМ, 6 мМ 
HCl) вносили 4-ГК (154 мкМ) и инкубировали 
(25°C) в течение 30 мин. После чего в лунки 
последовательно вносили раствор ассоциата 
(100 мкл/лунка) и пероксодисульфата аммо-
ния (17,5 мМ, 6 мМ HCl), инкубировали (25°C, 
90 мин) и удаляли реакционную смесь из лунок. 
Получение неимпринтированных структур 
ПАНИ на поверхности лунок микропланшета 
проводили аналогично, за исключением стадии 
образования ассоциата.

Рис. 2. Твердофазная экстракция на ПАНИ МИП: 1 – синтез удерживающего слоя ПАНИ; 2 – получение анти-4-ГК 
МИП на поверхности микропланшета; 3 – внесение модельного раствора 4-ГК (5 мкг/мл, БД) в модифицированные 

лунки, проведение твердофазной экстракции; 4 – регистрация спектров поглощения надосадочной жидкости
Fig. 2. PANI MIP solid-phase extraction: 1 – synthesis of the PANI retention layer, 2 – modifi cation of microplate by PANI 
MIP, 3 – addition of a model solution of 4-HC (5 μg/mL, BW) to modifi ed wells, solid-phase extraction, 4 – recording ab-

sorption spectra of the supernatant

1 2 3 4
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SiO2@ПАНИ МИП вносили в пластиковую про-
бирку, заполняли указанной смесью (40 мл) и ин-
кубировали (30 мин, 25 °C) при примешивании 
на горизонтальном шейкере. После чего частицы 
SiO2@ПАНИ МИП осаждали центрифуги-
рованием (6000×g, 5 мин), надосадочную 
жидкость отбирали и регистрировали спек-
тры поглощения (250–400 нм). Для прове-
дения динамической экстракции порошок 
SiO2@ПАНИ МИП вносили в стеклянную 
колонку с установленной стекловолоконной 
фриттой. Колонку заполняли указанной смесью, 
проводили элюирование 4-ГК при постоянном 
объёме смеси, отбирая фракции (2 мл) и ре-
гистрируя спектры поглощения (250–400 нм). 
Циклическая экстракция проводилась с ис-
пользованием аппарата Сокслета. Порошок 
SiO2@ПАНИ МИП засыпали в бумажный 
патрон и устанавливали в экстрактор. Смесь 
нагревали до кипения и после заполнения экс-
тракционной камеры смесью отбирали фракцию 
растворителя и регистрировали спектры погло-
щения (250–400 нм). Процедуры повторяли до 
полного удаления молекул шаблона. Очищен-
ные частицы SiO2@ПАНИ высушивали (50°С, 
вакуум) и использовали для твердофазной 
экстракции 5,7-диметоксикумарина (5,7-ДМК), 
кумарина, кверцетина из модельных растворов 
и ЗЕА из экстракта пшеницы.

Сорбционные характеристики МИП. Для 
оценки эффективности и специфичности сорб-
ции на МИП проводили расчет степени извле-

чения (Извлечение (%) = 
АМИП(НИП)

ААНАЛИТ
) и импринтинг 

фактора (ИФ (отн. ед.) = 
АНИП

АМИП
).

Подготовка экстракта пшеницы. Навеску 
молотого зерна пшеницы (1 г) экстрагиро-

вали в 5 мл смеси ацетонитрил/вода (70:30) 
в течение 15 мин на горизонтальном шейкере 
(25°C). Полученный раствор центрифугирова-
ли (4000×g, 20 мин), надосадочную жидкость 
разводили в четыре раза фосфатно- солевым 
буфером (ФСБ) (конечное разведение состав-
ляло 1/20).

Результаты и их обсуждение

Анализ поверхностных характеристик 
МИП сорбентов. Исследование поверхности 
ПАНИ МИП и SiO2@ ПАНИ МИП прово-
дилось методом сканирующей электронной 
микроскопии (СЭМ). На рис. 4, 1 представлены 
СЭМ-изображения селективного сорбента на 
основе SiO2, модифицированного ПАНИ МИП, 
и поверхности лунок микропланшета после 
получения ПАНИ МИП.

Установлено, что после проведения мо-
дификации SiO2 диаметр частиц находится в 
диапазоне от 60 до 100 нм, границы отдельных 
частиц четко определены, что свидетельству-
ет о незначительной степени их агломерации 
в процессе импринтинга. На поверхности 
лунок микропланшета (рис. 4) находится 
удерживающий слой ПАНИ, сформированный 
наночастицами ~30 нм и супрамолекулярные 
структуры ПАНИ МИП. Отсутствие структур 
нанопроволок после получения МИП связано 
с отсутствием буферного эффекта белковых 
молекул при проведении импринтинга [16] и 
приводит к высокому уровню неспецифиче-
ской сорбции.

Результаты ИК-спектроскопии образцов, 
представленные на рис. 4, 2, свидетельствуют, 
что в спектрах присутствуют основные полосы 
1600 и 1493 см−1, которые соответствуют ко-

Рис. 3. Твердофазная экстракция на SiO2@ПАНИ МИП: 1 – получение ПАНИ МИП на поверхности частиц SiO2; 
2, 3 – внесение сорбента в модельных раствор 4-ГК (БД) и проведение твердофазной экстракции; 4 – регистрация 

спектров поглощения надосадочной жидкости
Fig. 3. SiO2@PANI MIP solid-phase extraction: 1 – PANI MIP forming on the of SiO2 particles; 2, 3 – adding sorbent to 

4-HC (BW) model solution; 4 – solid-phase extraction, recording spectra supernatant absorption

1 2 3 4
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лебаниям хиноидного (N=Q=N) и бензольного 
(N−B−N) колец [24], полоса 1306 см−1 относится 
к колебаниям связи C−N, а полоса поглощения 
1155 см−1 в спектре, по-видимому, связана с 
колебаниями фрагмента B−NH+−Q. Для всех 
представленных спектров интенсивность бен-
зольной компоненты немного больше, чем у 
хиноидной. Наличие обеих полос указывает на 
частично окисленное состояние полианилина во 
всех образцах, что соответствует эмералдиновой 
форме ПАНИ.

Выбор метода очистки ПАНИ МИП от 
4-ГК. Проведено сравнительное изучение мето-
дов очистки ПАНИ МИП от молекул шаблонов. 
Результаты представлены проекциями спектров 
поглощения надосадочных жидкостей и фракций 
после проведения экстракции 4-ГК из матрицы 
ПАНИ МИП (рис. 5). В случае микропланшета 
практически полное (~95%) удаление молекул 
шаблона достигается при проведении не менее 
10 стадий (2,5 мл) статической экстракции. 
Эффективное извлечение (~96%) 4-ГК из сор-
бента SiO2@МИП ПАНИ методом статической 
экстракции происходит за 16 стадий (600 мл). 
Использование метода динамической экстрак-
ции позволяет сократить объем используемого 
элюента до 250 мл и достичь максимальной 

степени очистки (~98%). Использование метода 
циклической экстракции с объёмом элюента 
250 мл и отбором фракции (45 мл) в течение 
90 мин после отбора 7 фракций позволило до-
стичь степени извлечения 4-ГК в ~92%.

Сорбционные характеристики ПАНИ МИП 
и SiO2@ПАНИ МИП. Проведено сравнение 
сорбционных свойств ПАНИ МИП, полученных 
на поверхности микропланшета и частиц SiO2 
(рис. 6). Эффективность извлечения 4-ГК из 
модельного раствора оценивали по изменению 
оптической плотности. Степень извлечения 4-ГК 
(15 мкг, БД) на модифицированную ПАНИ МИП 
поверхность лунок микропланшета составила 
28,0% (ИФ = 1,3). Низкие значения степени и 
специфичности извлечения обусловлены отсут-
ствием структур типа нанопроволок при полу-
чении ПАНИ МИП, приводящим к образованию 
меньшего количества сайтов связывания. 

Проведено изучение влияния метода очист-
ки SiO2@ПАНИ МИП на эффективность и 
специфичность извлечения 4-ГК из модельного 
раствора (30 мкг, БД). Степень извлечения умень-
шалась в ряду: статическая (95%), циклическая 
(78%) и динамическая экстракция (62%). При 
этом максимальная специфичность (ИФ = 2,4)
достигнута для образцов, очищенных методом 

Рис. 4. СЭМ-изображения (1) и ИК-фурье-спектры (2) модифицированных ПАНИ 
МИП частиц SiO2 (а) и поверхности микропланшета (б)

Fig. 4. SEM images (1) and FT-IR spectra (2) of PANI MIP-modifi ed SiO2 particles 
(a) and microplate surface (b)

1

2

а /a б/b
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динамической экстракции. Предположитель-
но данный эффект связан с наименьшей де-
струкцией сайтов связывания при проведении 
элюации.

Влияние pH. Показано, что кислотность 
среды (рис. 7) значительно влияет на степень 

извлечения 4-ГК из модельного раствора 
(15 мкг). Степень извлечения увеличивается 
с возрастанием pH, достигая максимума при 
pH ~ 6 (92%). В то же время максимальная 
специфичность сорбции достигнута при pH ~ 9 
(ИФ = 3,1). Данный эффект может быть объяс-

Рис. 5. Влияние объёма элюента на проекции спектров поглощения фрак-
ций, полученных при очистке сайтов связывания анти-4-ГК МИП на 
поверхности микропланшета (1) и частиц SiO2 (2, 3, 4). Удаление молекул 
шаблона статической (1, 2), динамической (3) и непрерывной циклической 

экстракцией (4)
Fig. 5. The infl uence of the eluent volume to absorption spectra of the fraction 
during the purifi cation of the MIP formed at the microplate (1) and SiO2 particles 
(2, 3, 4). Removal of template molecules by static (1, 2), dynamic (3) and continu-

ous cyclic extraction (4)
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Рис. 6. Влияние метода очистки МИП (статическая (а), динамическая (б) и непрерывной цикличе-
ская экстракция (в)) на степень (1) и селективность (2) извлечения 4-ГК (30 мкг/мл) с использованием 

SiO2@ПАНИ МИП (10 мг)
Fig. 6. The infl uence of the MIP purifi cation by static (a), dynamic (b) and continuous cyclic extraction (c) 

to effi centy (1) and selectivity (2) of 4-HA solid state extraction (5 μg/mL) by SiO2@PANI MIP (10 mg)
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нён нейтрализацией частично положительно 
заряженной поверхности ПАНИ отрицательно 
заряженными гидроксил ионами, что снижает 
неспецифическую электростатическую сорбцию. 

Селективность SiO2@ПАНИ МИП к близ-
ким по структуре молекулам. Установлено, что 
полученные SiO2@ПАНИ МИП способны к 
специфической сорбции структурных аналогов 
4-ГК (рис. 8, а). Это связано с тем, что физическая 
сорбция основана на гидрофобных, электро-
статических, водородных и ван-дер-ваальсовых 

силах, возникающих между целевой молекулой 
и сайтом связывания МИП. При этом возможно 
специфическое связывание не только близких 
структурных аналогов молекулы шаблона, но 
и веществ, имеющих в своем составе схожие 
комбинации структурных элементов и функци-
ональных групп.

Для оценки специфичности (см. рис. 8, б) 
полученного SiO2@ПАНИ МИП к ЗЕА прово-
дили экстракцию микотоксина из искусственно 
загрязнённого экстракта пшеницы. 

Рис. 7. Влияние pH на степень (а) и специфичность (б) извлечения 4-ГК (30 мкг/мл) с использованием 
SiO2@ПАНИ МИП (10 мг)

Fig. 7. The effect of pH to effi ciency (a) and specifi city (b) of 4-HC (5 μg/mL) solid state extraction by SiO2@
PANI MIP (10 mg)

Рис. 8. Степень извлечения структурно близких соединении из модельных растворов (а) и ЗЕА 
из экстракта пшеницы (б) до и после внесения ЗЕА (10 мкг/мл) с использованием SiO2@ПАНИ 

МИП (10 мг)
Fig. 8. The extraction effi ciency of structurally similar compounds from model solutions (a) and ZEA 
from wheat extract (b) before and after artifi cial contamination by ZEA (100 μg/ml) by SiO2@PANI 

MIP (10 mg)
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В выбранных условиях (pH 9) степень из-
влечения 5,7-диметоксикумарина составила 
65,0%, кверцетина 55,0%, кумарина 51,2% со-
ответственно. Уменьшение эффективности 
извлечения может быть объяснено различиями 
в строении молекул. Изучение сорбции ЗЕА 
из образца экстракта пшеницы и экстракта 
пшеницы, искусственно загрязнённого ЗЕА 
(10 мкг/мл), демонстрирует степень извлечения 
38 и 57% соответственно. Данный эффект связан 
со значительным содержанием в экстракте со-
единений кумаринового ряда, которые снижают 
специфическую сорбцию ЗЕА.

Заключение

Показана возможность получения и прак-
тического использования специфических к 
микотоксинам селективных сорбентов на 
основе импринтированных структур ПАНИ, 
полученных с использованием в качестве моле-
кулы шаблона структурного аналога микоток-
сина ЗЕА – 4-ГК. Характеристики полученных 
селективных сорбентов изучены в форматах 
микропланшета и модифицированного SiO2. 
Показана возможность замены ЗЕА на менее 
токсичные молекулы шаблоны. Полученные 
сорбенты продемонстрировали импринтинг-
фактор на уровне 3,1 и степень извлечения ЗЕА 
из модельного загрязненного образца экстракта 
зерна пшеницы на уровне 58%. 
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