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Проведена количественная оценка влияния способа иммобилизации рецепторного слоя на ана-
литические характеристики безметочных электрохимических иммуносенсоров для определения
антител к вирусу кори. Иммобилизацию рецепторного слоя – антигена вируса кори выполняли
путем капельного нанесения модельной суспензии на поверхность стеклоуглеродного электрода
электрода с последующим высушиванием на воздухе и методом ковалентной сшивки посред-
ством электрографтинга хлорида п-нитрофенилдиазония с применением в качестве сшивающего
агента глутарового альдегида. Зависимости величины тока пика медиаторной системы от кон-
центрации антител (АТ) к вирусу кори в модельных суспензиях линейны и описываются уравне-
ниями: I = –(28 ± 1)сАТ − (30 ± 4) и I = −(19 ± 2)сАТ − (15 ± 5) в случае ковалентной иммобилиза-
ции и капельного нанесения рецепторного слоя соответственно. Иммобилизация биорецептора
методом ковалентной сшивки не приводит к существенному улучшению чувствительности опре-
деления, однако позволяет расширить линейный диапазон концентраций в 10 раз и сократить об-
щую продолжительность процедуры иммуноанализа до 20 мин по отношению к иммуносенсору
с капельно-иммобилизованным антигеном.
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Дифференциальная диагностика является
первой и наиболее важной задачей при возникно-
вении инфекционного заболевания. Среди
огромного множества вирусных инфекций, од-
ной из наиболее опасных является корь. Заболе-
вание характеризуется чрезвычайно высоким
уровнем восприимчивости (близким к 100%),
развивается стремительно, поражает преимуще-
ственно слизистые оболочки верхних дыхатель-
ных путей и кожные покровы [1]. Актуально де-
тектирование как самого возбудителя – вируса
кори, так и антител к нему, концентрация кото-
рых в крови увеличивается в несколько раз через
2−3 дня после заражения [2]. Такой двойной кон-
троль позволяет судить не только о правильности
постановки диагноза, но и об эффективности
проводимой терапии. Количественное определе-
ние “антител памяти” дает информацию о состо-

янии иммунитета пациента после перенесенного
заболевания или профилактической прививки.

Лабораторные методы дифференциальной ди-
агностики недостаточно экспрессны, дороги в
обслуживании и недоступны широкому кругу на-
селения. Развитие концепции “point-of-care” ди-
агностики и биосенсоров позволяет существенно
упростить задачу экспресс-обнаружения инфек-
ционных агентов. Электрохимические иммуно-
сенсоры характеризуются простотой, надежно-
стью, портативностью, сравнительно невысокой
стоимостью оборудования, возможностью дости-
жения низких пределов обнаружения и неболь-
шими операционными объемами проб. Опубли-
ковано большое количество работ отечественных
и зарубежных авторов, посвященных разработке
электрохимических иммуносенсоров [3–10].
В электрохимическом иммуноанализе использу-
ют сигналообразующие метки – ферменты [11,
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12], наноматериалы [13–15], электроактивные ор-
ганические молекулы [16, 17], конъюгированные
с одним из компонентов иммунореакции. Однако
исследователей сегодня все больше привлекают
“безметочные” процедуры иммуноанализа, более
простые и экспрессные по сравнению с классиче-
скими “меточными” аналогами. Главный недо-
статок безметочных иммуносенсоров – невысо-
кие чувствительность и точность определения,
поскольку электрохимический отклик медиатор-
ной системы зависит от целого ряда факторов:
природы и геометрии поверхности рабочего элек-
трода, структуры иммобилизованных слоев мо-
дификаторов, матрицы пробы и др.

Важную роль в обеспечении требуемых анали-
тических характеристик иммуносенсоров, в осо-
бенности безметочных, играет способ иммобили-
зации рецептора на поверхности рабочего элек-
трода. Выделяют аффинные, физические и
ковалентные методы иммобилизации биорецеп-
тора [18–20]. Методы физической иммобилиза-
ции наиболее просты и доступны, однако не поз-
воляют достичь пространственно-ориентирован-
ного расположения биомолекул и прочного их
удерживания на поверхности электрода в течение
длительного времени. Наиболее эффективны ко-
валентные методы, основанные на химическом
взаимодействии биорецептора с линкером, пред-
варительно иммобилизованным на поверхности
электрода [21, 22].

Открытый в 1992 г. Пинсоном и коллегами метод
электроосаждения органических соединений –
электрографтинг − является экспрессным и уни-
версальным инструментом для адресной функцио-
нализации электродов [23, 24]. Опубликованы ра-
боты по электроосаждению аминов [25, 26],
карбоксилатов [27, 28], спиртов [29], винилов [30,
31], галогенидов [32, 33] и др. По данным авторов
работ [34–36] более половины всех публикаций
по электрографтингу посвящено электроосажде-
нию солей арилдиазония. Так, в работе [37] пред-
ставлен вольтамперометрический иммуносенсор
для определения β-лактоглобулина на основе уг-
леродсодержащих печатных электродов, моди-
фицированных графеном. In situ генерированную
соль 4-нитрофенилдиазония электроосаждали на
поверхности сенсора, после чего посредством
глутарового альдегида иммобилизовали антите-
ла. Электрохимический отклик от медиаторной
системы гексацианоферратов калия регистриро-
вали в дифференциально-импульсном режиме.
Разработанный иммуносенсор имеет предел об-
наружения 0.85 пг/мл и линейный диапазон кон-
центраций аналита 1 пг/мл−100 нг/мл. Безметоч-
ный электрохимический аптасенсор для определе-
ния бактериальных агентов Salmonella typhimurium
предложен в работе [38]. Авторы использовали тол-
стопленочные углеродсодержащие электроды,
модифицированные электроосажденной солью

4-карбоксифенилдиазония и аптамером. Анали-
тический сигнал регистрировали методом элек-
трохимической импедансной спектроскопии в
системе гексацианоферратов. Предел обнаруже-
ния сенсора составил 6 КОЕ/мл, линейный диа-
пазон 10−108 КОЕ/мл. В работе [39] разработан
электрохимический иммуносенсор для определе-
ния бактериофага MS2. Антитела иммобилизова-
ли посредством ковалентной сшивки с солью гид-
разинфенилдиазония, предварительно электро-
осажденной на поверхности золотого электрода.
Разработанный импедиметрический иммуносен-
сор имеет предел обнаружения 214 КОЕ/мл.

Электрографтинг позволяет создавать на по-
верхности электрода изолированные слои, содер-
жащие функциональные группы, доступные для
последующей конъюгации с биорецептором. Не-
оспоримыми преимуществами электрографтинга
являются экспрессность, прочность, адресность
иммобилизации биорецептора, отсутствие необ-
ходимости в нанесении дополнительных массив-
ных олигомерных слоев модификаторов на по-
верхности сенсора. Однако электровосстановле-
ние солей диазония – достаточно сложный и
трудоемкий процесс ввиду их крайней неустой-
чивости при хранении. Кроме того, межмолеку-
лярные взаимодействия радикалов арилдиазо-
ния, образующихся в приэлектродном слое при
электровосстановлении, неизбежно приводят к
образованию массивных олигомерных структур
на поверхности рабочего электрода [32, 40]. Это,
вероятно, затрудняет процессы переноса заряда и
массопереноса, что в конечном счете может при-
вести к снижению чувствительности и точности
детектирования.

Целью настоящей работы являлась количе-
ственная оценка влияния способа иммобилиза-
ции рецепторного слоя (капельное нанесение
или ковалентная сшивка посредством электро-
графтинга соли диазония) на аналитические ха-
рактеристики безметочных вольтамперометриче-
ских иммуносенсоров для определения антител к
вирусу кори в модельных суспензиях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и рабочие растворы. Особое внима-
ние уделяли чистоте реактивов, растворов и посу-
ды. В работе применяли реактивы квалификации
ос. ч. и х. ч. Для приготовления растворов ис-
пользовали деионизированную воду, полученную
на комбинированной мембранной установке се-
рии ДВС-М/1НА(18)-N (Медиана-Фильтр,
Москва).

Использовали следующие реактивы и раство-
ры: 4-нитроанилин (НеваРеактив, Санкт-Петер-
бург); нитрит натрия (НеваРеактив, Санкт-Пе-
тербург); глутаровый альдегид (Новохим, Томск);
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хлористоводородную кислоту (НеваРеактив,
Санкт-Петербург); бычий сывороточный альбу-
мин (БСА) (Диаэм, Москва); антиген (АГ) вируса
кори (NovO/96), концентрация 2.33 мг/мл (ГНЦ
ВБ “Вектор”, Новосибирск); антитела к вирусу
кори 1 мг/мл (ГНЦ ВБ “Вектор”, Новосибирск);
сыворотку морской свинки к Salmonella typhimuri-
um титр 1 : 5120 (ГНЦ ВБ “Вектор”, Новоси-
бирск); фосфатный буферный раствор (pH 7.4 и
7.0).

Методики эксперимента. Синтез хлорида п-нитро-
фенилдиазония: 0.17 г 4-нитроанилина растворяли в
5 мл конц. HCl и при постоянном перемешивании,
по каплям добавляли раствор нитрита натрия
(0.087 г NaNO2, растворенного в 0.33 мл воды) при
0−5°С и, продолжая перемешивать, оставляли при
0−5°С на 15 мин.

Электрографтинг хлорида п-нитрофенилдиазо-
ния на поверхности стеклоуглеродного электрода.
Стеклоуглеродный электрод выдерживали в рас-
творе нитрофенилдиазониевой соли при потен-
циале −0.4 В в течение 10 с для получения 4-нит-
рофенильной пленки на рабочей поверхности
электрода. Затем электрод тщательно промывали
водой, переносили в 0.1 М раствор KCl и подвер-
гали пятикратному циклическому вольтамперо-
метрическому сканированию от 0.4 до −1.4 В
(скорость сканирования 0.1 В/с) с целью восста-
новления нитрогрупп пленки до аминогрупп.

Капельное нанесение антигена вируса кори.
10 мкл суспензии антигена (сАГ = 2.33 × 10–2 мг/мл)
наносили на рабочую зону стеклоуглеродного
электрода с использованием микропипетки, по-
сле чего электрод высушивали на воздухе при
комнатной температуре.

Ковалентную иммобилизацию антигена вируса
кори с применением глутарового альдегида прово-
дили по известной методике [37]. В качестве сши-
вающего агента применяли глутаровый альдегид.
Аминофенильную пленку на поверхности элек-
трода инкубировали с 2.5%-ным раствором глутаро-
вого альдегида в фосфатном буферном растворе
(pH 7.0) в течение 1 ч. Далее электрод инкубировали
в суспензии антигена (сАГ = 2.33 × 10–2 мг/мл) при
комнатной температуре. Для удаления избытка
реагентов после каждой стадии электрод промы-
вали фосфатным буферным раствором с рН 7.4.
Непрореагировавшие альдегидные и аминогруп-
пы блокировали путем инкубации электрода в те-
чение 45 мин в 0.25%-ном растворе БСА.

Формирование иммунокомплекса на поверхности
стеклоуглеродного электрода. Модельные суспен-
зии антител готовили методом последовательно-
го разведения. Концентрации антител пересчи-
тывали в международные единицы (МЕ) согласно
паспорту исходного образца (выдан ГНЦ ВБ
“Вектор”, Новосибирск) и каталогу референтных
препаратов Всемирной организации здравоохра-

нения. Формирование иммунокомплекса осу-
ществляли путем погружения стеклоуглеродного
электрода с иммобилизованным антигеном в мо-
дельные суспензии антител на 10−30 мин при
комнатной температуре с последующим ополас-
киванием деионизированной водой.

Электрохимические измерения проводили с ис-
пользованием потенциостата/гальваностата μAu-
tolab type III (Metrohm, Швейцария) со встроен-
ным программным обеспечением Nova 1.11 в ком-
плекте с трехэлектродной ячейкой. Рабочим
электродом служил стеклоуглеродный дисковый
электрод (СУЭ) (Metrohm, Швейцария), в качестве
вспомогательного электрода и электрода сравнения
использовали стеклоуглеродный стержень и хлорид-
серебряный электрод соответственно. Линейные
вольтамперограммы регистрировали в 5 мМ раство-
ре K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] в нейтральной среде
(фосфатный буферный раствор с рН 7.0).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Рецепторный слой антигена вируса кори им-
мобилизовали двумя способами: путем капельно-
го нанесения модельной суспензии на поверх-
ность СУЭ с последующим высушиванием на
воздухе и ковалентной иммобилизации с исполь-
зованием электрографтинга хлорида п-нитрофе-
нилдиазония и глутарового альдегида в качестве
сшивающего агента (рис. 1).

После иммобилизации биорецептора сенсоры
инкубировали в модельной суспензии антител к
вирусу кори и затем регистрировали аналитиче-
ский сигнал – максимальный ток окисления ме-
диаторной системы K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6], ве-
личина которого закономерно снижалась с уве-
личением количества слоев модификаторов на

Рис. 1. Схема иммобилизации антигена вируса кори
на поверхности стеклоуглеродного электрода мето-
дом капельного нанесения (а) и ковалентной сшивки
с глутаровым альдегидом (б).

N=CH(CH2)3CH=N(a) (б)

Антиген вируса кори

Стеклоуглеродный электродСУЭ

СУЭ СУЭ
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поверхности рабочего электрода как в случае с ка-
пельно нанесенным, так и с ковалентно иммоби-
лизованным антигеном вируса кори (рис. 2, 3).

Рабочие условия проведения анализа – кон-
центрацию раствора хлорида п-нитрофенилди-
азония, продолжительность электролиза, кова-

лентной сшивки антигена и формирования имму-
нокомплекса на поверхности рабочего электрода −
выбирали, определяя содержание антител к вирусу
кори в модельных однокомпонентных суспензиях в
диапазоне концентраций 0.01−0.2 МЕ/мл (рис. 4).

Как видно из рис. 4а, с увеличением концен-
трации хлорида п-нитрофенилдиазония в рабо-
чем растворе закономерно уменьшается коэффи-
циент чувствительности определения антител к
вирусу кори (табл. 1). Вероятно, это связано с об-
разованием массивных олигомерных слоев на по-
верхности рабочего электрода, что весьма харак-
терно для таких молекул и широко освещено в
литературе [41, 42]. Следует отметить, что запол-
нение поверхности электрода происходит в тече-
ние первых 10 с электролиза (рис. 4б). Таким об-
разом, в дальнейших исследованиях электровос-
становление хлорида п-нитрофенилдиазония
проводили в течение 10 с, используя 0.25 мМ ра-
бочий раствор.

Зависимости на рис. 4в, 4г выходят на плато
после инкубации в течение 10 мин и 10-минутно-
го формирования иммунокомплекса антиген ви-
руса кори−антитело на поверхности СУЭ при ко-
валентной иммобилизации антигена. В случае ка-

Рис. 2. Циклические вольтамперограммы, получен-
ные на стеклоуглеродном электроде: немодифициро-
ванном (1), после электровосстановления хлорида
п-нитрофенилдиазония на поверхности (2), с кова-
лентно иммобилизованным антигеном к вирусу кори
(3) и иммунокомплексом антиген−антитело (4); (5) –
фоновый электролит (фосфатный буферный раствор
с рН 7.0). Медиаторная система − 5 мМ раствор
K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6].
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Рис. 3. Циклические вольтамперограммы, получен-
ные на стеклоуглеродном электроде: немодифициро-
ванном (1), с капельно нанесенным антигеном виру-
са кори (2), с иммунокомплексом антиген−антитело
(3); (4) – фоновый электролит (фосфатный буфер-
ный раствор с рН 7.0). Медиаторная система − 5 мМ
раствор K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6].
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Таблица 1. Градуировочные зависимости для опреде-
ления антител с использованием иммуносенсоров с
различным содержанием хлорида п-нитрофенилди-
азония

c, мМ
Уравнение регрессии

I (А) = (а ± Δа) lgcАТ + (b ± Δb) R2

0.25 I (A) = −(28 ± 1)lgcАТ – (30 ± 4) 0.979

0.5 I (A) = −(16.0 ± 0.5)lgcАТ – (6.6±0.8) 0.965

1 I (A) = −(4.0 ± 0.2)lgcАТ + (0.68 ± 0.04) 0.895
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Рис. 4. (а) – Градуировочные зависимости, полученные на стеклоуглерлдном электроде (СУЭ) после электрографтин-
га из растворов с содержанием хлорида п-нитрофенилдиазония 0.25 (1), 0.5 (2), 1 мМ (3); (б) – зависимость величины
аналитического сигнала медиаторной системы от времени электрографтинга хлорида п-нитрофенилдиазония на по-
верхности СУЭ (с = 0.25 мМ); (в) – зависимость величины аналитического сигнала медиаторной системы от времени
инкубации СУЭ с электроосажденным слоем в суспензии антигена вируса кори; (г) – зависимость величины анали-
тического сигнала медиаторной системы от времени формирования иммунокомплекса антиген вируса кори–антите-
ло на поверхности СУЭ с ковалентно иммобилизованным (1) и капельно нанесенным (2) рецепторным слоем.
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пельной иммобилизации антигена вируса кори
наблюдается общее выраженное снижение пиков
токов медиаторной системы и увеличение време-
ни формирования иммунокомплекса на поверхно-
сти сенсора до 20 мин по отношению к иммуносен-
сору с ковалентно-иммобилизованным антигеном.
Полученные закономерности, вероятно, обуслов-
лены более равномерным распределением и ориен-
тированным расположением белковых молекул
антигена вируса кори, а также формированием
более тонкого функционального слоя на поверх-
ности электрода в случае иммобилизации методом
ковалентной сшивки по сравнению с методом ка-
пельного нанесения антигена. Это подтверждают
данные спектроскопии электрохимического им-
педанса, представленные на рис. 5. Величина со-
противления переноса заряда в эквивалентной
ячейке Рэндлса на границе электрод−раствор соста-
вила 1.6 ± 0.2 кОм в случае капельного нанесения
антигена, тогда как на электроде с ковалентно-им-
мобилизованным биорецептором Ret = 1.2 ± 0.1 кОм.

Аналитические характеристики способа опре-
деления антител оценивали при выбранных рабо-
чих условиях с использованием как модельных
суспензий антител к вирусу кори, так и модель-
ных смесей, содержащих помимо целевого ана-
лита различные количества антител к бактерии
Salmonella typhimurium. Выбор состава и соотно-
шения компонентов модельных смесей обуслов-
лен близкими размерами молекул биорецепто-
ров, а также актуальностью дифференциальной
диагностики бактериальных и вирусных агентов.
В табл. 2 приведены уравнения регрессии, рас-
считанные пределы обнаружения и линейные
диапазоны определяемых концентраций антител
к вирусу кори. В табл. 3 представлены результаты
оценки правильности определения антител к ви-
русу кори в модельных суспензиях методом вве-
дено−найдено. Табл. 4 содержит результаты
определения антител к вирусу кори в модельных
смесях.

Как видно из табл. 2, градуировочные зависи-
мости линейны. В случае иммуносенсора с кова-
лентно-иммобилизованным антигеном имеет ме-
сто увеличение коэффициента чувствительности
и закономерное снижение предела обнаружения
по сравнению с иммуносенсором с капельно-на-
несенным биорецептором (9.3 × 10–6 против 1.5 ×
× 10–5 МЕ/мл). Ковалентная иммобилизация ан-
тигена вируса кори позволила на 10 единиц рас-
ширить линейный диапазон иммуносенсора. По-
видимому, посредством ковалентной иммобили-
зации удалось реализовать более тонкий слой и
достичь более равномерного распределения ан-
тигена на поверхности сенсора по сравнению с
методом капельного нанесения. Величина отно-
сительного стандартного отклонения в обоих слу-
чаях не превысила 10%.

Результаты определения антител к вирусу кори
в модельных суспензиях и смесях (табл. 3 и 4) по-
казали, что метод иммобилизации рецептора не
влияет существенно на точность определения.
Имеет место тенденция к завышению результатов
анализа модельных смесей при увеличении кон-
центрации антител к Salmonella typhimurium. Од-

Таблица 2. Метрологические характеристики способов определения антител к вирусу кори (n = 3, P = 0.95).

Способ 
иммобилизации 

рецептора

Уравнение регрессии 
I = (a ± Δа)сАТ − (b ± Δb) R2, % cmin, МЕ/мл Линейный 

диапазон, МЕ/мл

Ковалентная сшивка I = –28 ± 1)сАТ − (30 ± 4) 0.939 9.3 × 10–6 0.3−3 × 10–5

Капельное нанесение I = –(19 ± 2)сАТ − (15 ± 5) 0.983 1.5 × 10–5 0.3−3 × 10–4

Рис. 5. Диаграммы Найквиста и схема эквивалентной
электрохимической ячейки Рэндлса. Ret – величина
сопротивления переноса электрона на границе элек-
трод/раствор, C – емкость двойного электрического
слоя на границе электрод/раствор, Rs – сопротивле-
ние раствора: (1) – немодифицированный СУЭ, 2 –
СУЭ с капельно нанесенным антигеном, 3 – СУЭ с
ковалентно иммобилизованным антигеном.
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нако даже при стократном избытке антител к Sal-
monella typhimurium соотношение с1/с2 не превы-
сило 110%, что указывает на высокую точность
измерений. Стоит отметить, что в случае капель-
ного нанесения антигена расхождение величин
с1/с2 при анализе модельных смесей больше
(93−110%), чем в случае ковалентной иммобили-
зации (100−106%).

* * *

Таким образом, оценено влияние способа им-
мобилизации рецепторного слоя – капельного
нанесения и ковалентной сшивки посредством
электрографтинга хлорида п-нитрофенилдиазо-
ния с применением в качестве сшивающего аген-
та глутарового альдегида – на аналитические ха-
рактеристики безметочных электрохимических
иммуносенсоров для определения антител к ви-
русу кори. Иммобилизация биорецептора мето-
дом ковалентной сшивки позволяет незначитель-

но снизить предел обнаружения по отношению к
иммуносенсору с капельно-иммобилизованным
антигеном. Путем ковалентной иммобилизации
антигена удалось расширить линейный диапазон
иммуносенсора в область меньших концентра-
ций антител и сократить общую продолжитель-
ность процедуры иммуноанализа за счет умень-
шения длительности формирования иммуноком-
плекса на поверхности рабочего электрода.
Метод иммобилизации антигена вируса кори су-
щественно не влияет на точность определения
антител. Несмотря на улучшение аналитических
характеристик иммуносенсора с ковалентно-им-
мобилизованным антигеном по отношению к
сенсору с капельно-нанесенным рецепторным
слоем, трудоемкость процедуры в совокупности с
крайней нестабильностью солей диазония огра-
ничивает повсеместное применение электро-
графтинга хлорида п-нитрофенилдиазония для
ковалентной иммобилизации биорецепторов.
Ковалентная иммобилизация рецепторного слоя
с применением метода электрографтинга п-нит-
рофенилдиазония может быть актуальна при
определении ультрамалых концентраций антиге-
нов, когда требуется ориентированная иммоби-
лизация антител на поверхности электрода; с це-
лью адресной иммобилизации рецепторного слоя
на миниатюрных поверхностях; при изготовле-
нии проточных или повторно-используемых им-
муносенсоров. Однако вопрос стандартизации
структуры формируемой поверхности (толщина
слоя, число функциональных групп и их доступ-
ность для биоконъюгации) на сегодняшний день
остается открытым.

Работа выполнена при финансовой поддержке
постановления № 211 Правительства Российской
Федерации, контракт № 02.A03.21.0006.

Таблица 4. Результаты (сср × 102, МЕ/мл, антител к вирусу кори) анализа модельных смесей антитела к вирусу
кори + антитела к Salmonella typhimurium (сАТ к вирусу кори 0.03 МЕ/мл; n = 3, P = 0.95)

Соотношение 
концентраций 

антител 
корь/S. typhi

Ковалентная иммобилизация Капельное нанесение

найдено с1/с2, % найдено с1/с2, %

1 : 1 3.0 ± 0.2 100 2.8 ± 0.2 93

1 : 10 3.1 ± 0.2 103 3.2 ± 0.2 106

1 : 100 3.2 ± 0.3 106 3.3 ± 0.3 110

Таблица 3. Оценка правильности результатов опреде-
ления антител к вирусу кори методом введено−найде-
но (введено 3 × 10–2 МЕ/мл антител; n = 3, P = 0.95)

Ковалентная 
иммобилизация Капельное нанесение

найдено, сср, 
МЕ/мл

с1/с2, % найдено, сср × 102, 
МЕ/мл

с1/с2, %

(2.9 ± 0.2) × 10–2 97 (2.9 ± 0.2) × 10–2 97

(3.0 ± 0.3) × 10–3 100 (2.8 ± 0.3) × 10–2 93

(3.1 ± 0.3) × 10–4 103 (2.7 ± 0.3) × 10–2 90
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