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ИММОБИЛИЗАЦИЯ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОГО СОЕДИНЕНИЯ
ИЗ Streptomyces sp. НА МНОГОСТЕННЫХ УГЛЕРОДНЫХ НАНОТРУБКАХ
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Пигмент 2,5-ди-трет-бутил-1,4-бензохинон (ДТББХ) селективно иммобилизовали на многостен-
ной углеродной нанотрубке (МУНТ) посредством электрохимического окисления. На стеклоугле-
родном электроде (СУЭ), модифицированном хинон/МУНТ, наблюдался стабильный редокс-пик
при 50 мВ отн. Ag/AgCl при рН 7. Антибактериальная активность ДТББХ, иммобилизованного на
многостенной нанотрубке (гибрид ДТББХ/МУНТ), в отношении Bacillus cereus (МТСС 1168) и
Escherichia coli (MTCC 2401) показала высокую минимальную ингибирующую концентрацию в 0.78
и 1.5 мкг/мл в отношении бактериальных патогенов. Полученные данные явно свидетельствуют о
иммобилизации ДТББХ на УНТ с выраженными откликами редокс-пиков при –0.01 В (Epa) и
‒0.2 В (Epc) отн. Ag/AgСl. Продемонстрирован новый электрохимический метод иммобилизации
веществ на МУНТ, который может найти применение в качестве средства для удаления вредных
микробов из окружающей среды.

Ключевые слова: 2,5-ди-трет-бутил-1,4-бензохинон, иммобилизация, B. cereus, E. coli, многостенная
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ВВЕДЕНИЕ
Иммобилизация или удержание электроак-

тивных веществ электрохимическим методом, по
сравнению с другими традиционными способа-
ми, такими как жидкофазный метод, доказала
свою простоту и высокоточную селективность для
формирования гибридных материалов [1]. Ги-
бридные материалы, полученные с помощью та-
ких методов, находят важное применение в обла-
сти электрохимии и электроаналитической химии
в качестве электрохимических биосенсоров для
мониторинга экологически и биологически зна-
чимых химических веществ и загрязнителей [2].
Электрохимические устройства/сенсоры, разра-
ботанные с помощью электрохимических мето-
дов, преобразуют химические сигналы в электри-
ческие сигналы для определения анализируемых

веществ [3]. Ключевым фактором в использова-
нии электрохимических методов является приме-
нение химически модифицированных электро-
дов (ХМЭ), представляющих собой электроак-
тивные монослои и толстые пленки на
проводящих подложках [4]. Существует четыре
различных метода изготовления ХМЭ, а именно
сорбция (физическая и химическая адсорбция),
ковалентно-модифицированные электроды, го-
могенные моно/мультислои и гетерогенные
мультислои [5].

Углеродные нанотрубки (УНТ) являются од-
ним из самых прочных и гибких материалов, со-
держащих ковалентную связь между атомами угле-
рода в sp2-гибридном состоянии в гексагональной
архитектуре. Они обладают многими привлека-
тельными характеристиками, такими как высо-
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кие теплопроводность и электропроводность, ме-
ханическая прочность и оптические свойства.
Эти характеристики делают их полезными мате-
риалами для потенциального применения в меж-
дисциплинарных областях, таких как молекуляр-
ная электроника, биохимические сенсоры, и в ка-
честве добавок в композиционные материалы
[6, 7]. Недавние исследования показывают, что
УНТ, закрепленные на планарных подложках,
могут способствовать прикреплению клеток,
дифференциации клеток и длительному выжива-
нию нейронов [8]. В последнее время гибридные
наноматериалы, состоящие из УНТ и терапевти-
ческих препаратов, представляют огромный ин-
терес в исследованиях и разработках нанотехно-
логий, биотехнологий, наномедицины, а также в
областях экологии и инженерии для оптимиза-
ции трансформации и транспортировки лекарств
через плотные ткани, в особенности к раковым
клеткам, и для применения функционализиро-
ванных нанотрубок в качестве синтетических
трансмембранных пор [9]. В дальнейшем инкап-
суляция и иммобилизация органических моле-
кул/фармацевтических препаратов в УНТ откры-
вает новый путь для разработки уникальных ги-
бридных наноструктурированных материалов
для перспективных технологических примене-
ний, включая системы доставки лекарственных
средств [10].

Образование гибридных наноматериалов в ре-
зультате инкорпорации органических молекул
путем инкапсуляции и поверхностной иммоби-
лизации обеспечивается полой трубчатой струк-
турой УНТ. Эти гибридные органические нано-
материалы могут быть получены либо жидкофаз-
ным методом, либо электрохимическим путем в
зависимости от их назначения. Гибридные нано-
материалы, состоящие из различных компонен-
тов, были рассмотрены в качестве перспективных
платформ для визуализации и биомедицинских
приложений [11]. Бета-каротин для улучшения
оптических и электронных свойств [12] и фулле-
рены для биологических применений [13] были
получены посредством жидкофазного метода.
Благодаря иммобилизации органических моле-
кул в УНТ и их нанесению на проводящую под-
ложку можно получить химический модифици-
рованный электрод для электрохимического при-
менения. В данной работе мы осуществили
иммобилизацию производного хинона ДТББХ,
выделенного из Steptomyces sp. VITVSK1, на
МУНТ. Впервые продемонстрировано, что ги-
бридный материал УНТ–ДТББХ проявляет по-
вышенную антибактериальную активность в от-
ношении B. сereus и E. coli.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Циклическая вольтамперометрия

Для вольтамперометрических измерений ис-
пользовалась электрохимическая рабочая стан-
ция A CHI 660C (США) с трехэлектродной си-
стемой (СУЭ) и химически модифицированные
электроды на его основе (ХМЭ) в качестве ра-
бочего электрода (0.0707 см2), Ag/AgCl в каче-
стве электрода сравнения, платиновая прово-
лока в качестве вспомогательного электрода).
Поверхность СУЭ очищалась механическим и
электрохимическим способом. СУЭ полирова-
ли 0.5 мкм алюминооксидным порошком с по-
следующей промывкой дистиллированной, де-
ионизованной (ДД) водой и подвергали ультра-
звуковому воздействию в течение 5 мин. После
процесса механической очистки методом цик-
лической вольтамперометрии (ЦВА) поляризо-
вали электрод в течение 10 циклов в диапазоне
потенциалов от –0.2 до 1 В отн. Ag/AgCl со ско-
ростью развертки потенциала 50 мВ/с при рН 7
фосфатно-солевого буферного раствора (ФБР).
СУЭ/МУНТ был изготовлен посредством ка-
пельного нанесения. Для приготовления сус-
пензии 2 мг УНТ добавляли в 500 мкл этанола,
после чего подвергали ультразвуковому воздей-
ствию в течение 10 мин. Затем на электрод на-
носили 3 мкл суспензии и высушивали элек-
трод на воздухе в течение 10 мин при комнатной
температуре. Для получения СУЭ/Х/МУНТ
СУЭ/УНТ подвергали циклированию в диапа-
зоне потенциалов от –0.6 до 0.6 В отн. Ag/AgCl
со скоростью развертки потенциала 50 мВ/с в
течение двадцати циклов (n = 20, n = № цикла).
Продукт (1 мг/100 мкл этанола) экстрагировали
путем его растворения в 10 мл ФБР с рН 7, затем
его промывали обильным количеством ДД во-
ды, а после перемещали в ФБР с pH 7 для стаби-
лизации СУЭ/Х/УНТ в диапазоне потенциалов
от ‒0.2 до 0.6 В отн. Ag/AgCl (n = 20).

СЭМ-анализ/антибактериальная активность

Качественная информация об иммобилиза-
ции производного хинона 2,5-ди-трет-бутил-1,4-
бензохинона внутри МУНТ была получена из из-
мерений СЭМ (Hitachi, CCMB). Антибактери-
альную активность ДТББХ, иммобилизованного
на многостенной углеродной нанотрубке, в отно-
шении Escherichia coli (MTCC 2401), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) и Bacillus cereus (MTCC 1168)
проверяли посредством метода дисков [14].
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Электрохимическое поведение хинона

Метод циклической вольтамперометрии (ЦВА)
широко используется в электрохимических био-
сенсорах, поскольку по своей сути является мощ-
ным инструментом исследования. На рис. 1а, со-
ответствующему ЦВА-отклику немодифициро-
ванного стеклоуглеродного электрода (СУЭ) в
ДТББХ, наблюдается пара редокс-пиков при
+0.13 В (Epa) и –0.27 В (Epc) отн. Ag/AgCl. На
рис. 1б представлен ЦВА-отклик СУЭ/Х/УНТ в
ФБР с рН 7, на котором наблюдается пара хорошо
выраженных редокс-пиков при –0.01 В (Epa) и
‒0.2 В (Epc) отн. Ag/AgCl, возникших вследствие
иммобилизации ДТББХ на УНТ. Основываясь на
предыдущих литературных данных, мы подтвер-
ждаем, что наблюдаемые пики отвечают редокс-
переходу ДТББХ (2e/2H+) (схема на рис. 1в).

Описание СЭМ

На рис. 2 показано СЭМ-изображение
ДТББХ/МУНТ. Возникновение объемных пятен
на стенках МУНТ связано с адсорбцией ДТББХ
на поверхности МУНТ. ДТББХ наблюдался на
стенках МУНТ с равномерной адсорбцией и с аг-
ломерацией некоторых пятен, представленными
желтыми кругами, как показано на рис. 2. Sor-
nambikai [15] и др. сообщали о схожей селектив-
ной иммобилизации антибиотика амоксицилли-
на на модифицированных электродах из углерод-
ных нанотрубок.

Антимикробное исследование

Антибактериальная активность ДТББХ, им-
мобилизованного на многостенной углеродной
нанотрубке (гибрид ДТББХ/МУНТ), в отноше-
нии Bacillus cereus и Escherichia coli продемонстри-
ровала более широкую зону ингибирования по

Рис. 1. Циклическая вольтамперометрия. ЦВА-отклики немодифицированного СУЭ в экстрагированном продукте (Х),
растворенном в ФБР при рН 7 и при скорости развертки потенциала – 50 мВ/с (а). ЦВА-отклики СУЭ/Х/УНТ/Х в ФБР
при рН 7 и при скорости развертки потенциала – 10 мВ/с (б). Редокс-переход ДТББХ (в).
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сравнению со стандартным антибиотиком стреп-
томицином и ДТББХ (рис. 3), что подтверждает
усиление антибактериальной активности. Зоны
ингибирования, проявляемые стандартным ан-
тибиотиком, ДТББХ/МУНТ, приведены в
табл. 1. На основании предварительных результа-
тов была определена минимальная ингибирую-
щая концентрация (МИК) в табл. 2. Для гибрид-

ного материала МУНТ/ДТББХ характерны мень-
шие значения МИК (0.78 мкг/мл в отношении
B. cereus и 1.5 мкг/мл для E. сoli) по сравнению со
стандартным антибиотиком и отдельными ком-
понентами гибридного материала. Assali и др. со-
общали, что иммобилизация препаратов на нано-
трубках значительно усиливает антибактериаль-
ную активность. В 2017 г. [16] была описана

Рис. 3. Антибактериальная активность ДТББХ/МУНТ: а – стандарт стрептомицина (10 мкг), б – многостенная нано-
трубка (5 мкг), в – ДТББХ (5 мкг), г – ДТББХ/МУНТ (10 мкг).

B. cereus (MTCC 1168)

а
а

б б

в

в

г

г

E. coli (АTCC 25922)

Рис. 2. СЭМ-изображение ДТББХ/МУНТ.
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стратегия иммобилизации одностенных углерод-
ных нанотрубок/ципрофлоксацина для значитель-
ного усиления антибактериальной активности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Успешно продемонстрирован новый электро-
химический способ высокоселективной иммоби-
лизации 2,5-ди-трет-бутил-1,4-бензохинона на
углеродной нанотрубке модифицированного
электрода. Физико-химическая характеристика
ДТББХ/МУНТ в сравнении с немодифицирован-
ными системами посредством СЭМ-анализа поз-
волила предположить, что частицы ДТББХ адсор-
бируются как на внутренних стенках, так и на
внешней поверхности МУНТ. Повышенная анти-
бактериальная активность системы ДТББХ/МУНТ
показала усиленное действие по сравнению с не-
модифицированными ДТББХ и МУНТ. Специ-
фическое радикальное взаимодействие внутри
матрицы МУНТ было дополнительной причиной
повышенной активности.
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