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Исследована возможность использования редокс-активных полимеров на основе бычьего сыворо-
точного альбумина (БСА) и хитозана, ковалентно связанных с медиаторами нейтральным красным,
тионином и ферроценом и содержащих углеродные нанотрубки (УНТ) для иммобилизации глюко-
зооксидазы. Структуру полученных полимеров исследовали методом ИК-спектроскопии, спектро-
фотометрии, атомно-абсорбционной спектроскопии и сканирующей электронной микроскопии.
Методом циклической вольтамперометрии найдены электрохимические характеристики исследуе-
мых проводящих нанокомпозитных систем: гетерогенная константа скорости переноса электронов
и константа скорости взаимодействия с глюкозооксидазой. Наиболее перспективными оказались
системы, содержащие редокс-активный полимер на основе БСА, модифицированного медиатором
ферроценом. Сформированные с использованием нанокомпозитных матриц биосенсоры имели
высокую чувствительность с нижней границей определяемых концентраций глюкозы, составляю-
щей 0.1 мМ, и характеризовались высокой корреляцией (R2 = 0.9827) с результатами определения
содержания глюкозы в крови человека стандартным методом.
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ВВЕДЕНИЕ
При решении ряда практических задач био-

сенсорный метод анализа показывает себя как
один из наиболее перспективных методов анали-
тической химии. В частности, биосенсоры для
определения глюкозы нашли широкое примене-
ние в сфере клинической диагностики и давно
стали привычным, удобным и практически пол-
ностью замещающим альтернативные методы
анализа портативным устройством [1]. Наиболь-
шее значение среди биосенсоров имеют устрой-
ства, в которых перенос электронов с активного
центра фермента на электрод осуществляется с
помощью низкомолекулярных переносчиков
(медиаторный биоэлектрокатализ) и наномате-
риалов (прямой биоэлектрокатализ). Современ-
ным и эффективным подходом к созданию меди-
аторных биосенсоров является использование ре-
докс-активных полимеров, полученных на
основе сшивки медиатора с полимерами, приме-
няющимися для иммобилизации ферментов [2].

Такие полимеры могут обеспечивать высокую
долговременную стабильность, а сам рецептор-
ный элемент не будет требовать дополнительных
реагентов [3, 4]. Акцент современных научных
исследований в этой области смещен на улучше-
ние базовых характеристик биосенсорных анали-
заторов, и в первую очередь за счет использова-
ния наноматериалов [2, 5].

Полимеры, способные к образованию редокс-
активных гидрогелей, представляют собой слож-
ную структуру, состоящую из молекул электроак-
тивных соединений, ковалентно связанных с по-
лимерной основой, которая может обладать или
не обладать электропроводностью. Молекулы ре-
докс-активных полимеров характеризуются
большой молекулярной массой, а использование
гидрогеля на их основе при создании биокатали-
затора позволяет им одновременно контактиро-
вать с поверхностью электрода и биологическим
материалом; таким образом, отпадает необходи-
мость передвижения медиатора в системе [6]. По-

УДК 602.4:628.35:664

УСТРОЙСТВА И ИЗДЕЛИЯ НА ОСНОВЕ
НАНОМАТЕРИАЛОВ И НАНОТЕХНОЛОГИЙ



66

РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ  том 17  № 1  2022

АРЛЯПОВ и др.

лимерная система сама по себе инертна и являет-
ся местом крепления электроактивных структур,
вступающих в электрохимическое взаимодей-
ствие с активными центрами ферментов и по-
верхностью электродов. В качестве основы для
создания проводящих гелей наиболее подходя-
щими являются органические полимеры, по-
скольку они обладают высокой биосовместимо-
стью, нетоксичны и биоразлагаемы. Хитозан как
природный полисахарид обладает многими по-
лезными характеристиками, такими как высокая
проницаемость и механическая прочность, до-
ступность и низкая стоимость. Благодаря нали-
чию амино- и гидроксильных групп хитозан мо-
жет легко сшиваться с различными молекулами и
наноматериалами [7]. Благодаря доступности ис-
ходного материала, стабильным методикам выде-
ления и, как результат, относительно невысокой
цене и хорошей изученности свойств бычий сы-
вороточный альбумин (БСА) также широко при-
меняется в лабораторной практике [8]. В гидроге-
лях на основе БСА происходит эффективная им-
мобилизация биоматериала, она проводится в
мягких условиях с применением нетоксичных ре-
агентов и обеспечивает хорошие диффузионные
свойства получаемой матрицы [9].

Одним из возможных путей получения ре-
докс-активных полимеров является ковалентное
связывание медиатора c полимером через основа-
ния Шиффа с последующим восстановлением
иминных связей для придания медиатору по-
движности. Данный метод использовали в [10],
где получали проводящий гель на основе хитоза-
на и ферроцена (ФЦ). Показано, что ФЦ в матри-
це хитозана сохраняет свою электрокаталитиче-
скую активность и не диффундирует из матрицы.
Редокс-активный полимер был использован в ка-
честве носителя для иммобилизации глюкозоок-
сидазы (ГО) и целых клеток Gluconobacter oxydans
на стеклоуглеродном электроде. Полученные био-
сенсоры обладали относительно быстрым време-
нем отклика, хорошей воспроизводимостью и ста-
бильностью. Бычий сывороточный альбумин, ко-
валентно связанный с медиатором ФЦ через
основания Шиффа, успешно использовали в со-
ставе биосенсора на базе бактериальных клеток
Gluconobacter oxydans и Paracoccus yeei [11, 12].

Особый интерес при создании биосенсоров на
основе редокс-активных полимеров представля-
ют наноматериалы. Наиболее часто используе-
мыми среди них являются углеродные: одностен-
ные [13–15] и многостенные [16, 17] нанотрубки
(ОСУНТ, МУНТ). Их сходство с металлами по
электронным свойствам, высокая электроактив-
ная поверхность и стабильность делают их важ-
ной областью исследования биосенсоров [18].
Введение наноматериалов в структуру редокс-ак-
тивных полимеров, как правило, приводит к
улучшению характеристик формируемых биосен-

соров, поэтому актуальными представляются по-
лучение гибридных нанокомпозитных проводя-
щих гелей на основе редокс-активных полимеров
и наноматериалов и изучение их свойств. Так, в
[19] представлен иммуносенсор на основе
ОСУНТ/хитозана. По сравнению с традицион-
ными методами установленный иммуносенсор
был более чувствительным. В [20] сформировали
биосенсор для определения глюкозы, в котором
конъюгат БСА и ферроценкарбоновой кислоты с
добавлением МУНТ использовали в качестве
проводящего полимера. Ферроценил-функцио-
нализированные ОСУНТ в полипиррольной мат-
рице, связанной с ГО, использовали для опреде-
ления глюкозы в [21]. Показано, что ферроценил-
функционализированные ОСУНТ обеспечивают
преимущественные пути для электронного
транспорта от фермента через ферроценил-груп-
пы, таким образом иллюстрируя потенциальную
возможность редокс-активных полимеров с УНТ
для разработки биосенсоров. Описана матрица на
основе хитозана, ковалентно-связанного с конъ-
югатом ферроценовых монокарбоновых кислот,
аминированными наночастицами кремния и
МУНТ [22]. Полученный конъюгат показывал
хорошие окислительно-восстановительные свой-
ства, а присутствие нанотрубок улучшало прово-
димость композитной пленки. Эта матрица обес-
печила биосовместимую микросреду для сохра-
нения активности ГО и обеспечивала доступ
субстрата к активному участку фермента. Еще од-
ним примером подобных разработок является
биосенсор на основе иммобилизации трех компо-
нентов: полимерной хитозановой сети, предвари-
тельно модифицированной окислительно-восста-
новительным медиатором ФЦ, фермента глюко-
зооксидазы и УНТ на твердом стеклоуглеродном
электроде [23].

Таким образом, современные научные иссле-
дования в области создания эффективных глюко-
метров направлены на сочетание углеродных на-
номатериалов и редокс-активных полимеров. Ги-
бридные проводящие гели для иммобилизации
биоматериала имеют большой потенциал, спо-
собны сочетать медиаторный перенос электронов
в системе с прямым биоэлектрокатализом. Одна-
ко они нуждаются в тщательном изучении элек-
трохимических свойств, которое в большинстве
описанных работ отсутствует. В [24] было прове-
дено изучение электрохимических процессов пе-
реноса электронов с редокс-активных матриц на
основе хитозана и БСА на графито-пастовый
электрод. Данная работа направлена на создание
гибридных проводящих гидрогелей на основе
биосовместимых редокс-активных полимеров и
УНТ для иммобилизации фермента ГО и ком-
плексное исследование его электрохимических
характеристик. Полученный безреагентный био-
сенсор для определения содержания глюкозы в
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крови можно использовать при создании глюко-
метров для многоразового анализа или для посто-
янного мониторинга концентрации анализируе-
мого соединения.

МЕТОДЫ
Используемые реактивы и материалы

Биосенсорные измерения проводили с ис-
пользованием фермента глюкозооксидазы (Sig-
ma-Aldrich, США) (удельная активность 15 Е/мл).
В качестве медиаторов электронного транспорта
использовали ферроценкарбоксальдегид (Sigma-
Aldrich, Германия), нейтральный красный (Диа-
эм, Россия) и тионин (Диаэм, Россия). В качестве
основы редокс-полимера использовали непрово-
дящие матрицы на основе низкомолекулярного
хитозана со средней молекулярной массой 50–
190 кДа (Sigma-Aldrich, Германия) и БСА (Sigma-
Aldrich, Германия). Для формирования редокс-ак-
тивных полимеров и проведения биосенсорных
измерений использовали натрий-калий фосфат-
ный буферный раствор с рН 6.8 (33 мМ KH2PO4 +
+ 33 мМ Na2HPO4, ООО “Диаэм”, Россия).

Синтез редокс-активных полимеров
с использованием медиатора 
ферроценкарбоксальдегида

Модификацию хитозана ферроценкарбок-
сальдегидом проводили по методике [24]. Для
формирования проводящей матрицы 0.1 г хитоза-
на растворяли в 10 мл 3%-ной уксусной кислоты,
смешивали с раствором 0.01 г ферроценкарбок-
сальдегида в 7 мл ацетона. Смесь перемешивали в
течение суток при комнатной температуре. Затем
при перемешивании добавляли 53.0 мг NaBH4.
Реакционную смесь перемешивали еще в течение
суток. Модифицированный полимер осаждали
добавлением раствора 5.0 мМ NaOH до значения
pH = 10.0. Осажденный полимер центрифугиро-
вали и очищали диализом, после чего сушили в
сушильном шкафу в течение двух часов. Для фор-
мирования электрода 2.5 мг полученного полиме-
ра растворяли в 250 мкл 1%-ной уксусной кисло-
ты. К 50 мкл полученного раствора добавляли
7.5 мкл глутарового альдегида, на поверхность пе-
чатного электрода наносили 10 мкл полученного
полимера и оставляли до полного высыхания.

Модификацию БСА ферроценкарбоксальде-
гидом проводили по методике [24]. Для формиро-
вания проводящей матрицы 0.5 г БСА растворяли
в 5 мл фосфатного буферного раствора (рН = 6.8),
смешивали с раствором 0.05 г ферроценкарбок-
сальдегида в 5 мл ацетона. Полученный раствор до-
водили до рН = 9.3 путем добавления 5% K2CO3.
Смесь перемешивали в течение часа при комнат-
ной температуре, после чего добавляли 10 мг

NaBH4. Полученную смесь перемешивали с ис-
пользованием магнитной мешалки в течение
10 мин и выдерживали при комнатной температу-
ре в течение 6 ч. Модифицированный полимер
осаждали добавлением раствора 5.0 мМ NaOH до
значения pH = 8.5. Осажденный полимер центри-
фугировали и очищали диализом, после чего су-
шили в сушильном шкафу в течение двух часов.
Для формирования электрода редокс-активный
полимер массой 3.5 мг растворяли в 50 мкл фос-
фатного буфера (рН = 6.8), затем добавляли
7.5 мкл глутарового альдегида. На печатный элек-
трод наносили 10 мкл полученной смеси и остав-
ляли до полного высыхания.

Синтез редокс-активных полимеров
с использованием медиаторов нейтрального 

красного и тионина
Модификацию хитозана нейтральным крас-

ным (НК) и тионином (ТН) проводили по мето-
дике [24]. К 500 мкл 1%-ного раствора хитозана в
1%-ной уксусной кислоте добавляли 5 мкл 0.6 М
раствора НК (или 6 мкл 0.5 М раствора ТН) и
50 мкл фосфатного буферного раствора с рН 6.8.
Полученную смесь встряхивали в течение 5 мин.
Затем к раствору добавляли 7.5 мкл глутарового
альдегида и встряхивали в течение 30 с.

Модификацию БСА нейтральным красным и
ТН проводили по методике [24]. К 3.5 мкг БСА
добавляли 5 мкл 0.6 М раствора НК (или 5 мкл
0.5 М раствора ТН) и 50 мкл фосфатного буфера с
рН 6.8. Далее формирование матрицы проходило
аналогично формированию матрицы на основе
хитозана.

Формирование редокс-активных полимеров
на основе углеродных нанотрубок

Для создания гибридных полимеров использо-
вали 0.5%-ную суспензию ОСУНТ (ООО “Угле-
род Чг”, Россия). Длина УНТ составляла 1–10 мкм,
средний диаметр 1.5 нм, внешняя удельная по-
верхность была равна 450 м2/г. Для создания элек-
трода использовали матрицу, содержащую 10 мкл
0.5%-ной суспензии УНТ, 10 мкл раствора ГО и
5 мкл редокс-активного гидрогеля БСА или хито-
зана.

Модификация углеродных нанотрубок 
карбоксильными группами

0.1 г УНТ суспендировали в 10 мл смеси кон-
центрированных кислот HNO3 и H2SO4 (1 : 3 по
объему). Смесь кислот с ОСУНТ обрабатывали
ультразвуком (частота 22 кГц, мощность 50 Вт) в
течение 3 ч при комнатной температуре, затем
разбавляли водой и нейтрализовали 1 М раство-
ром NaOH до рН 7. Окисленные ОСУНТ осажда-
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ли центрифугированием в течение 10 мин в де-
ионизированной воде на центрифуге VORTEX
ELMI (×10000 g). Затем карбоксилированные
ОСУНТ высушивали на воздухе и использовали
для формирования рабочего электрода и для по-
лучения аминированных нанотрубок.

Модификация углеродных нанотрубок 
аминогруппами

0.02 г карбоксилированных ОСУНТ смешива-
ли с 2 мл водного раствора аммиака при 25°С.
Суспензию высушивали в сушильном шкафу при
100°С, затем сухой остаток прокаливали при
200°С в течение 15 мин. В результате получили
амидированные нанотрубки. Аминирование про-
водили следующим образом: к суспензии амиди-
рованных ОСУНТ добавляли гипобромит натрия
в избытке гидроксида натрия при перемешива-
нии при 25°С. Модифицированные ОСУНТ оса-
ждали центрифугированием в течение 10 мин в
деионизированной воде на центрифуге VORTEX
ELMI (×10000 g). Высушивали на воздухе и ис-
пользовали для формирования рабочего электрода.

Электрохимические измерения
Для электрохимических измерений использо-

вали потенциостат EmStat (“PalmSens”, Нидер-
ланды). В работе использовали графитовые пе-
чатные электроды (ГПЭ) (ООО “Русенс”, Рос-
сия), выполненные по трехэлектродной схеме
(рис. 1).

Измерения проводили в калий-натрий-фос-
фатном буферном растворе с рН 6.8 при 22°С.
Объем ячейки составлял 4 мл. Перемешивание
осуществляли магнитной мешалкой (ЗАО “Эк-
рос”, Россия) со скоростью 200 об./мин. Цикли-
ческие вольтамперограммы регистрировали при
скорости развертки потенциала 20–200 мВ/с. Из-
меряемым параметром (откликом биосенсора)
являлась амплитуда выходного сигнала биосен-
сора при добавлении субстрата. После каждого
измерения электрод трехкратно промывали бу-
ферным раствором.

Определение содержания ферроцена в полученных 
образцах редокс-активных гидрогелей методом 

атомно-абсорбционной спектроскопии

Полученные образцы проводящих матриц вы-
сушивали; навеску сухого вещества массой 1.2 мг
растворяли в 10 мл деионизованной воды с добав-
лением 3 мл концентрированной азотной кисло-
ты и 2.5 мл пероксида водорода. Полученный рас-
твор упаривали в течение двух часов до объема
~2–3 мл, после чего разбавляли 50 мл деионизо-
ванной воды. Для проведения анализа раствор
разбавляли в 1000 раз; в измерительную кювету
вносили 30 мкл разбавленного раствора. Для ре-
гистрации атомно-адсорбционных спектров ис-
пользовали спектрофотометр МГА-915М (Лю-
мекс, Россия).

Определение содержания нейтрального красного
и тионина в полученных образцах редокс-активных 

гидрогелей методом фотометрии

Определение содержания НК в образцах спек-
трофотометрическим методом. К 500 мкл 1%-но-
го раствора хитозана в 1%-ной уксусной кислоте
добавляли 5 мкл 0.6 М раствора НК, 50 мкл фос-
фатного буфера (pH 6.8) и 7.5 мкл глутаральдеги-
да. Непрореагировавший НК отделяли диализом
и определяли на спектрофотометре СФ-104 (“Ак-
вилон”, Россия).

К 3.5 мг БСА добавляли 5 мкл 0.6 М раствора
НК и 50 мкл фосфатного буфера, pH 6.8. Смесь
встряхивали 5 мин. Затем в раствор приливали
7.5 мкл глутаральдегида. Непрореагировавший
НК отделяли диализом и определяли на спектро-
фотометре СФ-104 (“Аквилон”, Россия).

Определение содержания ТН в образцах спек-
трофотометрическим методом. К 500 мкл 1%-но-
го раствора хитозана в 1%-ной уксусной кислоте
добавляли 6 мкл 0.5 М раствора ТН, 50 мкл фос-
фатного буфера (pH 6.8) и 7.5 мкл глутаральдеги-
да. Непрореагировавший ТН отделяли диализом
и определяли на спектрофотометре СФ-104 (“Ак-
вилон”, Россия).

Рис. 1. Схема трехэлектродного графитового печатного электрода.

Изолятор
Редокс-активный

полимер с ГО Вспомогательный электрод
(графитовая паста)

Рабочий электрод
(графитовая паста)

Электрод сравнения
Ag/AgCl

Контакты

Подложка



РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ  том 17  № 1  2022

РАЗРАБОТКА БЕЗРЕАГЕНТНЫХ ПРОВОДЯЩИХ 69

К 3.5 мг БСА добавляли 5 мкл 0.5 М раствора
ТН и 50 мкл фосфатного буфера, pH 6.8. Смесь
встряхивали 5 мин. Затем в раствор приливали
6.0 мкл глутаральдегида. Непрореагировавший
ТН отделяли диализом и определяли на спектро-
фотометре СФ-104 (“Аквилон”, Россия).

ИК-спектроскопия

Для получения ИК-спектров использовали
ИК-фурье-спектрометр ФМС 1201 (ООО “Мони-
торинг”, Россия). Спектры снимали в таблетке
KBr (ООО “Диаэм”, Россия) в области 4000–
500 см–1 при отношении массы образца проводя-
щей матрицы к массе бромида калия 2 : 300 (мг).

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ)

На образцы печатных электродов (на различных
этапах формирования, для немодифицированного
и модифицированного состояний) напыляли тон-
кий слой платиново-углеродной смеси в вакуумно-
напылительной установке JEE-4X (JEOL, Япо-
ния). Электронно-микроскопический анализ об-
разцов проводили с помощью сканирующего
электронного микроскопа JSM-6510 LV (JEOL,
Япония) в режиме высокого вакуума при реги-
страции вторичных электронов.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Создание редокс-активных полимеров

и нанокомпозитов на их основе

В [24] были созданы редокс-активные гидроге-
ли на основе матриц хитозана и БСА, ковалентно
связанных с медиаторами ФЦ, нейтральным
красным или ТН, которые были использованы в
качестве основы амперометрического биосенсо-
ра для определения глюкозы. В настоящей работе
предложено использовать широкий спектр нано-
композитных проводящих гидрогелей, получае-
мых за счет модификации полученных ранее ре-
докс-активных полимеров ОСУНТ с различными
привитыми химическими группами. В качестве
надежных датчиков для проведения биосенсор-
ных измерений использовали печатные электро-
ды. Печатные электроды отличаются миниатюрно-
стью, многофункциональностью, а современные
разработки позволяют создавать одноразовые элек-
троды с низкой себестоимостью в промышленных
масштабах [25]. Важно отметить, что печатные
электроды в отличие от графитовых и графито-
пастовых характеризуются высокой воспроизво-
димостью и однородностью поверхности.

Выбор БСА и хитозана для синтеза редокс-ак-
тивных полимеров обусловлен их высокой биосов-
местимостью и нетоксичностью. Данные свойства
необходимы при использовании разработанных

редокс-активных полимеров в качестве матриц
для иммобилизации фермента при создании био-
сенсоров. В качестве медиаторов для получения
проводящих систем за счет наличия необходимых
функциональных групп и медиаторных свойств
использовали НК, тионин и ферроценкарбок-
сальдегид. Структуры полученных матриц, моди-
фицированных медиатором, изучали с помощью
ИК-спектроскопии. На рис. 2 представлен
ИК-спектр матрицы хитозана, ковалентно свя-
занного с ТН.

На ИК-спектре хитозана, модифицированно-
го ФЦ, отчетливо видна полоса поглощения при
волновом числе (ВЧ), равном 1654 см–1, являю-
щаяся характерной для амидной полосы хитоза-
на. Полоса поглощения валентных колебаний
группы С=О (ВЧ 1680 см–1) ферроценкарбок-
сальдегида в модифицированном полимере исче-
зает. Присутствие ферроценилов в полученной
матрице определяли по наличию полосы погло-
щения деформационных колебаний С–Н при ВЧ
816 см–1, полученные результаты согласуются с
работой, в которой исследован ИК-спектр ре-
докс-активного полимера хитозана, модифици-
рованного ФЦ [10]. Аналогичные данные получе-
ны для матрицы на основе БСА и ферроцена.
Сшивку тионина и НК с хитозаном и БСА прово-
дили без восстановления имидной связи основа-
ния Шиффа, поэтому во всех спектрах для ВЧ,
равного 1635 см–1, появляется полоса поглоще-
ния, соответствующая валентным колебаниям
С=N иминной связи основания Шиффа. Нали-
чие связи НК или тионина с матрицей хитозана
также определяли по появлению полосы погло-
щения при ВЧ 1500 см–1, характерного валентным
колебаниям “–С=С–бензольное кольцо”. Дан-
ная полоса отсутствует в исходной матрице хито-
зана, что подтверждает сшивку НК с матрицей.
Следует отметить увеличение интенсивности по-
лосы при ВЧ 2919 см–1 в модифицированном хи-
тозане; данная полоса соответствует симметрич-
ным валентным колебаниям CH3-групп, что так-
же может объясняться введением метильных
групп НК или тионина в структуру хитозана.
Синтез матрицы, образованной за счет сшивки
БСА с медиаторами тионином и НК, достаточно
сложно подтвердить по появлению новых арома-
тических пиков. Сложность обусловлена тем, что
в структуре БСА содержится большое количество
ароматических аминокислот, маскирующих этот
эффект. Отметим, что в матрицах БСА–НК и
БСА–ТН прослеживается аналогичная тенден-
ция формирования связей, что и в матрицах с хи-
тозаном: увеличение полосы валентных колеба-
ний СН3-групп (полоса поглощения при ВЧ
2919 см–1) косвенно подтверждает сшивку медиа-
тора с матрицей.
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Результаты определения содержания железа в
синтезированных матрицах на основе ФЦ, полу-
ченные методом атомно-абсорбционной спек-
троскопии, показали, что доля ФЦ в матрице
БСА–ФЦ составила 14.1 мас. %, а в матрице хито-

зан–ФЦ – 6.2 мас. %. Таким образом, несмотря
на меньшее содержание свободных аминогрупп в
белке, БСА более эффективно подвергается мо-
дификации, чем хитозан. Скорее всего это связано
с тем, что сшивка БСА с ферроценом протекает в

Рис. 2. ИК-спектры полученных редокс-активных полимеров: а – хитозана, ковалентно связанного с тионином (1) и
чистых тионина (2) и хитозана (3), б – хитозана, ковалентно связанного с ферроценом (1) и чистых ферроценкарбок-
сальдегида (2) и хитозана (3), в – БСА, ковалентно связанного с тионином (1) и чистых тионина (2) и БСА (3), г – БСА,
ковалентно связанного с ферроценом (1) и чистых ферроценкарбоксальдегида (2) и БСА (3).
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щелочной среде, что существенно облегчает реак-
цию нуклеофильного присоединения. Сшивка хи-
тозана в щелочной среде трудноосуществима из-за
его малой растворимости.

Массовые доли НК и тионина в созданных ре-
докс-активных полимерах определены методом
спектрофотометрии. В редокс-активных полиме-
рах на основе хитозана доля НК составила 3,
ТН – 12.5 мас. %; в редокс-активных полимерах
на основе БСА доля НК – 23.7, ТН – 14.2 мас. %.
Таким образом, более вероятно, что в структуре
матриц с БСА образуется больше димерных фраг-
ментов НК–НК–БСА (ТН–ТН–БСА), фрагмен-
тов БСА–НК (БСА–ТН) и незначительное коли-
чество димеров тионина и НК, которые удаляют-
ся при диализе. Обратная ситуация наблюдается
при модификации хитозана: меньше сшивок ме-
диаторов с матрицей и образование большего
числа фрагментов сшивок медиаторов друг с дру-
гом, которые вымываются в результате диализа.
С учетом различных форм глутарового альдегида,
присутствующего в растворе [26], и на основе со-
держания тионина и НК предложен примерный
вид структуры созданных редокс-активных поли-
меров (рис. 3).

Физическая структура исследуемых проводя-
щих гидрогелей была изучена методом СЭМ. По-
лученные изображения представлены на рис. 4.
Видно, что используемый печатный электрод
имеет высокоразвитую поверхность (рис. 4а), что
обеспечивает большую площадь контакта фер-
мента и проводящей матрицы и позволяет до-
биться высокой чувствительности биосенсоров
на основе разработанных электродов. На рис. 4в,
4г можно видеть пористую структуру редокс-ак-

тивных полимеров. Полученные гидрогели име-
ют размер пор ~10–15 мкм. Таким образом, при
нанесении полученного геля на электрод суще-
ственно увеличивается площадь рабочей поверх-
ности, пористая структура позволяет ГО встраи-
ваться в данный полимер и обеспечивает легкую
диффузию субстрата. При использовании УНТ
(рис. 4б–4г) происходит их равномерное распре-
деление в структуре синтезированных матриц,
что способствует значительному облегчению пе-
реноса электронов от фермента на электрод.

Определение электрохимических свойств 
полученных редокс-активных полимеров

и нанокомпозитных материалов

В исследуемой электрохимической системе в
отсутствие УНТ можно выделить две стадии:
“прыжковый механизм” (ПМ) – процесс перено-
са электронов между ковалентно связанными мо-
лекулами медиатора, поверхностную реакцию –
перенос электронов от медиатора на электрод
(рис. 5).

В случае, если расстояние между ковалентно
связанными медиаторами большое, то скорость
прыжковой составляющей переноса электронов
может снижаться. За счет внедрения УНТ в струк-
туру редокс-активного полимера эффективное
расстояние между молекулами медиаторов
уменьшается (рис. 5б); УНТ играют роль мости-
ков, по которым электроны переносятся по ре-
докс-активному полимеру на электрод. Кроме то-
го, введение нанотрубок увеличивает площадь
контакта проводящей матрицы с поверхностью
электрода.

Рис. 3. Предполагаемая структура получаемых редокс-активных полимеров: а – редокс-активный полимер на основе
хитозана, модифицированного тионином, б – редокс-активный полимер на основе БСА, модифицированного тиони-
ном.
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Электрохимические свойства полученных
проводящих гелей исследовали методом цикли-
ческой вольтамперометрии. Данный метод удо-
бен для нахождения лимитирующих стадий элек-
трохимических процессов, так как в случае мед-
ленного ПМ предельный анодный ток прямо
пропорционален квадратному корню из скорости
развертки. В случае, если ПМ осуществляется до-

статочно быстро и процесс лимитируется поверх-
ностной реакцией на электроде, ток пропорцио-
нален скорости развертки [27]. Типичные виды
изучаемых циклических зависимостей представ-
лены на рис. 6.

Выявление лимитирующей стадии позволило
применить модель Николсона (уравнение (1))
[27] и модель Лавирона [28] (уравнение (2)) для

Рис. 4. СЭМ-изображение рабочего электрода на разных этапах модификации: а – поверхность немодифицированно-
го печатного электрода; б – используемые для создания композитной проводящей матрицы УНТ; в – редокс-актив-
ный полимер на основе БСА, модифицированного НК; г – нанокомпозитная матрица на основе редокс-активного
полимера БСА, модифицированного НК и УНТ.

(a) (б)

(в) (г)

10 мкм 1 мкм
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Рис. 5. Перенос электронов на электрод в редокс-активном полимере на основе хитозана, модифицированного фер-
роценом: а – в отсутствие УНТ; б – в присутствии УНТ.
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нахождения гетерогенных констант скорости пе-
реноса электронов на электрод (табл. 1). Исполь-
зование моделей Николсона и Лавирона при
определении электрохимических свойств редокс-
активных полимеров можно найти в [29] и [30]
соответственно:

(1)

(2)

где ks – гетерогенная константа скорости элек-
трохимической системы (с–1 · см); ψ – параметр,
влияющий на разность потенциалов пиков (∆Е,
мВ); n – число участвующих электронов; F – чис-

= ψ π vF ,S
nk D
RT

( ) ( )

( ) ( )
= α − α + − α α −

α − α Δ− −

log( ) log 1 1 log
1

log ,
F

F
2.3

Sk
n ERT

n RTv

ло Фарадея (Кл/моль);  – скорость развертки
потенциала (В/с); R – универсальная газовая по-
стоянная (Дж · моль/K); Т – температура (K); D –
коэффициент диффузии (см2/с); π – константа
3.14; α – коэффициент переноса катодного про-
цесса; (1 – α) – коэффициент переноса анодного
процесса; ∆Е – разность потенциалов анодного и
катодного пиков (В).

Кроме того, для практического использования
проводящих систем в глюкометрах важно изучить
не только электрохимические аспекты переноса
электронов на электрод, но и особенности взаи-
модействия редокс-активных полимеров с ис-
пользуемым ферментом ГО. Для исследования
возможности применения редокс-активных поли-
меров для иммобилизации ГО были найдены кон-
станты взаимодействия фермента с ковалентно

v

Рис. 6. Электрохимические исследования печатного электрода с разработанными проводящими нанокомпозитными
системами: а – циклическая вольтамперограмма (ЦВА) на разных этапах модификации электрода; б – ответ биосен-
сора с нанокомпозитным материалом БСА–НК–УНТ на добавление разных концентраций глюкозы; в – ЦВА с на-
нокомпозитной системой БСА–НК–УНТ при разных скоростях развертки потенциала; г – зависимость для опреде-
ления коэффициентов переноса (α) в исследуемой системе БСА–НК–УНТ.
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связанными медиаторами электронного транс-
порта с использованием моделирования Никол-
сона–Шайна [31], которое широко используется
для анализа константы скорости взаимодействия
медиаторов, в том числе в составе редокс-актив-
ных полимеров, с различными ферментами [12,
32–34]. В данной модели рассматривается изме-
нение предельного анодного тока до и после вве-
дения в систему окисляемого субстрата. При из-
бытке концентрации субстрата и низкой концен-
трации медиатора скорость биохимической
стадии взаимодействия медиатора с биоматериа-
лом имеет псевдопервый порядок, а константа
взаимодействия связана с изменением предель-
ного анодного тока уравнением Николсона и
Шайна:

(3)

где Ik – предельный ток в присутствии субстрата
(А), Id – предельный ток в отсутствие субстрата
(А), kвзаим – константа скорости взаимодействия
медиатора и биоматериала (дм3/(мг ∙ с)); R – уни-
версальная газовая постоянная, Дж/(моль К); T –
температура (К); [E] – титр фермента (мг/л);  –
скорость развертки (В/с); n – количество перене-
сенных электронов; F – постоянная Фарадея
(Кл/моль). Типичный вид полученных кривых
представлен на рис. 5б, а значения рассчитанных
констант представлены в табл. 1.

[ ]=
v

взаим ,
F

k

d

k E RTI
I n

v

Наибольшую гетерогенную константу скоро-
сти переноса электронов имеет матрица БСА–
ФЦ–УНТ–NH2. Такое высокое значение кон-
станты может быть связано с образованием проч-
ной сшивки между БСА и ферроценкарбальдеги-
дом, где ферроценилы равномерно распределены
по гидрогелю, обеспечивая высокую скорость пе-
реноса электронов. Помимо этого, большое вли-
яние оказывает присутствие в матрице УНТ–
NH2, так как они сшиваются с матрицей посред-
ством взаимодействия аминогруппы глутарового
альдегида с образованием основания Шиффа.
Благодаря этому предотвращается вымывание и
десорбирование нанотрубок, а также обеспечива-
ется близкий контакт УНТ с редокс-активной
матрицей в нанокомпозите. Положительное вли-
яние аминированных УНТ можно наблюдать на
примере любой исследуемой матрицы, если срав-
нивать общее влияние УНТ на эффективность
переноса.

С точки зрения взаимодействия полученных
нанокомпозитных матриц с ГО наблюдается про-
тивоположная ситуация. Несмотря на повыше-
ние константы скорости взаимодействия анало-
гичных редокс-активных полимеров с бактерия-
ми [12, 35]. По полученным в настоящей работе
результатам можно увидеть, что наличие нано-
трубок оказывает негативное влияние на процесс
взаимодействия ГО с ковалентно связанным ме-
диатором. В [36] показано, что ГО может подвер-
гаться массивной структурной перестройке при
адсорбции на поверхности графена, что сокраща-

Таблица 1. Гетерогенные константы скорости переноса электронов и константы скорости взаимодействия кова-
лентно связанных материалов с ГО для разработанных редокс-активных полимеров и их нанокомпозитов

Примечание. Жирным шрифтом выделены максимальные значения показателей по электродам.

Редокс матрица Константа
Значения констант скорости

Без УНТ УНТ УНТ–NH2 УНТ–COOH

БСА–ФЦ ks, с–1 · см 0.78 ± 0.04 0.82 ± 0.04 1.7 ± 0.1 0.87 ± 0.04

kвзаим, см3/(моль · с) 500 ± 30 0.21 ± 0.01 0.9 ± 0.4 0.9 ± 0.3

БСА–НК ks, с–1 · см 0.0119 ± 0.0006 0.0004 ± 0.0001 0.23 ± 0.01 0.012 ± 0.001

kвзаим, см3/(моль · с) 580 ± 30 6.1 ± 0.3 4.2 ± 0.4 3.9 ± 0.5

БСА–ТИО ks, с–1 · см 0.113 ± 0.006 0.0010 ± 0.0001 0.34 ± 0.02 0.035 ± 0.002

kвзаим, см3/(моль · с) 150 ± 10 11.2 ± 0.5 10.1 ± 0.5 12.0 ± 0.7

Хитозан–ФЦ ks, с–1 · см 0.0125 ± 0.0006 0.23 ± 0.01 1.6 ± 0.1 0.76 ± 0.04

kвзаим, см3/(моль · с) 20 ± 1 1.4 ± 0.2 2.8 ± 0.4 3.9 ± 0.2

Хитозан–НК ks, с–1 · см 0.063 ± 0.003 0.23 ± 0.01 0.0013 ± 0.0001 0.0020 ± 0.0001

kвзаим, см3/(моль · с) 30 ± 2 0.48 ± 0.02 0.24 ± 0.05 0.3 ± 0.1

Хитозан–ТИО ks, с–1 · см 0.38 ± 0.02 0.020 ± 0.001 0.019 ± 0.001 0.0013 ± 0.0001

kвзаим, см3/(моль · с) 80 ± 4 22 ± 1 12.1 ± 0.6 15.5 ± 0.4
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ет расстояние от флавинадениндинуклеотида до
графена и приводит в свою очередь к инактива-
ции фермента. В то время как активный фермент
способен осуществлять реакцию, но из-за боль-
шого расстояния между активным центром и по-
верхностью графена не способен передавать
электроны. Вероятно, в данном случае происхо-
дят аналогичные процессы изменения нативной
конформации ГО под влиянием УНТ.

Исходя из значений полученных констант вза-
имодействия медиатора с биоматериалом можно
увидеть, что наиболее высокую константу скоро-
сти имеет система на основе модифицированного
нейтральным красным БСА в отсутствие УНТ.
Высокое значение константы скорости взаимо-
действия в данном случае связано с эффективно-
стью НК в системах с глюкозооксидазой [37] и его
высоким содержанием в матрице на основе БСА.

Создание биосенсоров на основе полученных 
редокс-активных гидрогелей и нанокомпозитов

Для нахождения диапазона определяемых
концентраций глюкозы строили градуировочные
зависимости отклика биосенсоров на основе со-
зданных редокс-активных гелей с лучшими элек-
трохимическими характеристиками от концен-
трации стандартного раствора глюкозы (рис. 7).
Зависимость отклика биосенсора от концентра-
ции субстрата описывается уравнением Миха-
элиса–Ментен:

(4)=
+

max

M

[S] ,
[S]

VV
K

где V – отклик биосенсора, мкА; Vmax – макси-
мальный отклик биосенсора, при котором все
молекулы фермента участвуют в образовании
фермент-субстратного комплекса, мкА; КM – эф-
фективная константа Михаэлиса, численно рав-
ная концентрации субстрата – глюкозы, при ко-
торой величина отклика биосенсора составляет
половину от максимального значения, М; [S] –
концентрация субстрата, М.

Из (4) следует, что при низких концентрациях
субстрата аналитический сигнал пропорциона-
лен концентрации глюкозы, что позволяет выде-
лить линейный участок градуировочной кривой,
ограниченный сверху значением КM. Результаты
по определению линейного участка градуировоч-
ной зависимости представлены в табл. 2.

Для биосенсора длительность единичного из-
мерения складывается из времени отклика и вре-
мени регенерации активности рецепторного эле-
мента (промывки сенсора). Время отклика био-
сенсора занимает менее 30 с. Регенерацию
биосенсора после контакта с глюкозой проводи-
ли промыванием измерительной ячейки новой
порцией буферного раствора. В среднем данная
операция занимает 2 мин. Таким образом, время
единичного анализа составляет не более 3 мин
(табл. 2).

Среднюю продолжительность работы одного
ферментного электрода определяли путем еже-
дневной фиксации величины отклика биосенсо-
ра на одну и ту же концентрацию раствора глюко-
зы. Между измерениями электрод хранили в бу-
ферном растворе при +4°С. За долговременную
стабильность биосенсора принимали время, в те-
чение которого величина сигнала составляла не

Рис. 7. Градуировочные зависимости биосенсоров на основе используемых редокс-активных матриц и их нанокомпо-
зита.
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менее 75% от начальной. Как видно из табл. 2, все
созданные биосенсорные системы стабильно
функционировали более 10 сут.

ОБСУЖДЕНИЕ
Отметим, что разработанные биосенсоры ха-

рактеризуются высокой чувствительностью к
глюкозе. Нижняя граница определяемых концен-
траций глюкозы биосенсором на основе компо-

зитного проводящего гидрогеля с УНТ–NH2 до-
статочно низка по сравнению со многими извест-
ными аналогами [10, 14, 39, 40]. Например,
биосенсора на основе ГО в металлоорганическом
каркасе на мембране из нановолокон ацетата цел-
люлозы (1 мМ) [39], биосенсора с ГО в матрице
ферроцена, ковалентно-связанного с хитозаном
(2 мМ) [10], и биосенсора на основе ГО, ферроце-
на и терморасширенного графита (0.87 мМ) [14].

Таблица 2. Аналитические и метрологические характеристики разработанных биосенсоров и их аналогов

ГО в редокс-активном геле ГО в конъюгате 
восстановленного 
оксида графена и 
наночастиц Fe3O4 

[38]

ГО в метал-
лоорганическом 
каркасе на нано-
волокнах ацетата 
целлюлозы [39]

БСА–ФЦ БСА–ФЦ–УНТ–NH2 БСА–НК

Диапазон определяемых 
концентраций, ммоль/дм3

0.25–5.3 0.1–1.8 0.6–2.7 0.05–1.0 1–10

Коэффициент чувстви-
тельности, нА · мМ–1

290 ± 10 330 ± 10 250 ± 10 5900 –

Относительное стан-
дартное отклонение 
последовательных 
измерений, %

5.32 5.08 1.6 3.98 –

Долговременная ста-
бильность, сут

19 16 12 более 30 сут –

Время единичного 
измерения, мин

1–3 1–3 1–3 – –

Рис. 8. Определение содержания глюкозы в крови с использованием биосенсоров на основе созданных проводящих
систем.
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Значения нижних границ определяемых кон-
центраций глюкозы в целом коррелируют с ре-
зультатами определения констант скорости взаи-
модействия медиатора с ГО и электродом
(табл. 1). При этом гетерогенная константа ско-
рости переноса электронов на электрод оказыва-
ет более сильное влияние на характеристики био-
сенсора, что, вероятно, связано с тем, что в со-
зданных системах лимитирует процесс
взаимодействия редокс-активных матриц с по-
верхностью рабочего электрода.

Проведены сравнительные испытания опреде-
ления содержания глюкозы в крови человека с
использованием биосенсоров на основе проводя-
щих гидрогелей БСА–ФЦ и БСА–ФЦ–УНТ–
NH2. В качестве референтного метода применяли
аттестованный глюкометр One Touch Select
(LifeSkan Inc. (Johnson and Johnson), США). Об-
разцы крови отбирали в разное время до и после
приема пищи, результаты приведены на рис. 8.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Статистическая обработка (Модифицирован-
ный тест Стьюдента) результатов показала, что
данные, полученные обоими методами, различа-
ются незначительно. Важно отметить, что био-
сенсор на основе композитного проводящего
гидрогеля БСА–ФЦ–УНТ–NH2 обладает более
высоким коэффициентом корреляции с рефе-
рентным методом, чем биосенсор на основе ре-
докс-активного полимера БСА–ФЦ. Таким об-
разом, разработанный биосенсор можно исполь-
зовать в качестве альтернативы стандартному
методу анализа и как прототип для создания чув-
ствительных и точных глюкометров.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования РФ в рамках
Государственного задания (№ FEWG-2020-0008).
Определение химической структуры редокс-по-
лимеров проведено за счет гранта ректора ТулГУ
для поддержки молодых ученых, договор № 8878
ГРР.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Mehrotra P. // J. Oral. Biol. Craniofac Res. 2016. V. 6.
P. 153.

2. Zaman F.G., Moulahoum H., Ak M. et al. // Trends
Anal. Chem. 2019. V. 118. P. 264.

3. Yang N., Chen X., Ren T. et al. // Sens. Actuators B.
2015. V. 207. P. 690. 
https://doi.org/10.1016/j snb.2014.10.040

4. Ansari S.A., Qayyum H. // Biotechnol. Adv. 2012. V. 30.
P. 512.

5. Мельников П.В., Наумова А.О., Александровская А.Ю.
и др. // Российские нанотехнологии. 2018. Т. 13.
№ 11–12. С. 47.

6. Yuan M., Minteer S.D. // Curr. Opin. Electrochem.
2019. V. 15. P. 1.

7. Jiang Y., Wu J. // Electrophoresis. 2019. V. 40. P. 2084. 
https://doi.org/10.1002/elps.201900066

8. Liang R.P., Fan L.X., Wang R. et al. // Electroanalysis.
2009. V. 21. P. 1685.

9. Qiu J-D., Deng M-Q., Liang R.-P. et al. // Sens. Actua-
tors B. 2008. V. 135. P. 181.

10. Yılmaz Ö., Demirkol D.O., Gülcemal S. et al. // Colloids
Surf. B. 2012. V. 100 P. 62.

11. Каманин С.С., Арляпов В.А., Понаморева О.Н. //
Сенсорные системы. 2017. Т. 31. С. 161.

12. Arlyapov V.A., Kharkova A.S., Kurbanaliyeva S.K. et al. //
Enzyme Microb. Technol. 2021. V. 143. № 109706. 
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2020.109706

13. Chen J., Munje R., Godman N.P. et al. // Langmuir.
2017. V. 33. P. 7591.

14. Арляпов В.А., Каманин С.С., Каманина О.А. и др. //
Российские нанотехнологии. 2017. Т. 12. С. 76.

15. Kamanina O.A., Kamanin S.S., Kharkova A.S. et al. //
3 Biotech. 2019. V. 9. P. 2.

16. Benjamin S.R., Vilela R.S., de Camargo H.S. et al. //
Int. J. Electrochem. Sci. 2018. V. 13. P. 563.

17. Singh C., Srivastava S., Ali A. et al. // Sens. Actuators B.
2013. V. 185. P. 258.

18. Le Goff A., Moggia F., Debou N. et al. // J. Electroanal.
Chem. 2010. V. 641. P. 57.

19. Zhang X., Li C.-R., Wang W.-C. et al. // Food Chem.
2016. V. 192. P. 197. 
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.06.044

20. Kandimalla V.B., Tripathi V.S., Ju H.A. // Biomater.
2006. V. 27. P. 1167.

21. Callegari A.S., Cosnier M., Marcaccio D. // J. Mater.
Chem. 2004. V. 14. P. 807.

22. Qiu J.-D., Guo J., Liang R.-P., Xiong M. // Electroanal-
ysis. 2007. V. 19. P. 2335.

23. Parra-Alfambra A.M., Casero E., Ruiz M.A. et al. //
Anal. Bioanal. Chem. 2011. V. 401. P. 883. 
https://doi.org/10.1007/s00216-011-5128-7

24. Арляпов В.А., Харькова А.С., Абрамова Т.Н. и др. //
Журн. аналит. химии. 2020. № 9. С. 820.

25. Justino C.I.L., Freitas A.C., Pereira R. at al. // TrAC
Trends Anal. Chem. 2015. V. 68. P. 2.

26. Кильдеева Н.Р., Перминов П.А., Владимиров Л.В.
и др. // Биоорган. химия. 2009. Т. 35. С. 360.

27. Nicholson R.S. // Anal. Chem. 1965. V. 37. P. 1351.
28. Laviron E. // J. Electroanal. Chem. Interfacial Electro-

chem. 1979. V. 101. P. 19.
29. Ribau I., Fortunato E. // J. Pharm. Pharmacol. 2018.

V. 6. P. 175.
30. Giarola J., Mano V., Pereira A.C. // Electroanalysis.

2018. V. 30. № 1. P. 119.



78

РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ  том 17  № 1  2022

АРЛЯПОВ и др.

31. Nicholson R.S., Shain I. // Analyt. Chem. 1964. V. 36.
P. 706.

32. Ramírez-Delgado V., Cruz-Ramirez M., Hernández-
Ayala L.F. et al. // J. Mexican Chem. Soc. 2015. V. 59.
P. 282.

33. Sekretaryova A.N., Vagin M.Yu., Beni V. et al. // Biosens.
Bioelectron. 2014. V. 53. P. 275.

34. Kharkova A.S., Arlyapov V.A., Turovskaya A.D. et al. //
Enzyme Microb. Technol. 2020. V. 132. № 109435. 
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2019.109435

35. Zaitseva A.S., Arlyapov V.A., Yudina N.Yu. et al. // Enzyme
Microb. Technol. 2017. V. 98. P. 43.

36. Liang B., Guo X., Fang L. et al. // Electrochem. Com-
mun. 2015. V. 50. P. 1.

37. Mazar F.M., Alijanianzadeh M., Molaeirad A. et al. //
Process Biochem. 2017. V. 56. P 71.

38. Pakapongpan S., Poo-arporn R.P. // Mater. Sci. Eng.
2017. V. 76. P. 398.

39. Li X., Feng Q., Lu K., Huang J. // Biosens. Bioelectron.
2021. V. 171. P. 112690.

40. Каманин С.С., Арляпов В.А., Мачулин А.В. и др. //
Журн. прикл. химии. 2015. Т. 88. Вып. 3. С. 458.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


