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Л.А. Горбач, О.О. Бровко, О.А. Слінченко, Л.А. Гончарова, Л.М. Сергеєва, Т.А. Сергеєва

КОЛОРИМЕТРИЧНІ ТЕСТ-СИСТЕМИ НА ОСНОВІ МОЛЕКУЛЯРНО-ІМПРИНТОВАНИХ
ПОЛІМЕРІВ ДЛЯ СЕЛЕКТИВНОГО РОЗПІЗНАВАННЯ МАЛИХ БІООРГАНІЧНИХ МОЛЕКУЛ*

З поєднанням технології молекулярного імпринтингу та принципу взаємопроникних полімерних сіток отри-
мано молекулярно-імпринтовані акрилат-олігоуретанакрилатні та композиційні селективні до креатиніну
полімерні мембрани. Продемонстровано можливість застосування отриманих МІП -мембран як принципово
нових полімерних колориметричних тест-систем для кількісного визначення креатиніну патологічних концен-
трацій, які працюють за принципом “лакмусового папірця”.

ВСТУП. Для своєчасної діагностики захворю-
вань важлива точна інформація щодо вмісту кре-
атиніну у крові та сечі. У практично здорових до-
рослих людей ці показники відносно постійні (62
—115 мкМ), але їх патологічне збільшення свід-
чить про наявність гострих або хронічних захво-
рювань нирок, променевої хвороби, гіпертиреозу.
У зв’язку з цим актуальним є розроблення швид-
ких та ефективних експресних методів контролю
вмісту креатиніну патологічних концентрацій, які
людина могла б легко проводити самостійно в
домашніх умовах, без залучення дорогого облад-
нання. Враховуючи вищеозначене, були створені

колориметричні аналітичні тест-системи медично-
го призначення у формі молекулярно-імпринтова-
них полімерних (МІП) мембран. Одержання полі-
мерів за технологією молекулярного імпринтингу
(матричної полімеризації) [1—6] дозволяє форму-
вати у структурі сітчастих полімерів активні сай-
ти зв’язування, які можуть моделювати дію біоло-
гічних рецепторів і селективно розпізнавати певні
молекули. Селективність при розпізнаванні моле-
кул досягається оптимальним підбором функціо-
нального мономера (ФМ), який є проміжною лан-
кою між полімерною сіткою та молекулою-мат-
рицею — шаблоном: з першою він сполучений ко-
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валентними зв’язками, а з другою, утворюючи ком-
плекс, — водневими. Отримані комплекси ФМ  та
шаблону фіксуються в певних позиціях жорсткої
полімерної сітки. Подальше видалення шаблону
шляхом екстрагування органічними розчинника-
ми, тобто руйнування зв’язків шаблон—ФМ , ве-
де до виникнення в полімері відбитків-порожнин,
комплементарних шаблону за розміром, формою
та розташуванням функціональних груп. Завдяки
„молекулярній пам’яті” отримані сайти зв’язування,
здатні до повторного селективного зв’язування з
шаблоном (аналітом) у присутності його структу-
роподібних аналогів. Треба зазначити, що в мо-
мент повторного зв’язування, при утворенні ком-
плексу, змінюються властивості його складових
— аналіту і рецепторного сайту. Відповідно до
цих змін генерується сигнал, який можна виміря-
ти у вигляді електромагнітного випромінювання
(фотохімічний відгук), струму (електрохімічний
відгук), рН , зміни кольору тощо, застосовуючи
складні прилади [6—14]. Кожен з таких методів
має свої недоліки і через це виникають труднощі
при їх використанні в реальних умовах. Саме то-
му, з метою спростити процес реєстрації молеку-
лярного зв’язування при визначенні біооргані-
чних молекул та уникнути застосування дорогих
вимірювальних пристроїв, запропоновано новий
підхід до створення тест-систем на основі МІП-
мембран, в основу якого покладена зміна забарв-
лення тонкої полімерної плівки в залежності від
концентрації креатиніну в розчині. За принципом
роботи такі тест-системи можна порівняти з дією
„лакмусового папірця”.

Запропоновані колориметричні тест-системи
отримано у вигляді мембран двома шляхами: 1 —
синтез креатинін-селективних матричних мембран за
принципом ВПС [15] та 2 — поверхнева модифі-
кація шаром молекулярно-імпринтованого полі-
меру комерційних полімерних мікрофільтраційних
мембран [16].

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Кре-
атинін, ітаконову кислоту (ІК), метакрилову кис-
лоту (МАК), 2-акриламідо-2-метил-1-пропансульфо-
нову кислоту (АМПСК), три(етиленгліколь)диме-
такрилат (ТЕГДМА), бензофенон (БФ), метанол, пік-
ринову кислоту, N,N’-метиленбіс(акриламід), 2,2-ди-
метокси-2-фенилацетофенон, гідроксид натрію бу-
ло придбано у Sigma-Aldrich (Alsi, Київ), полі(ети-
ленгліколь) (ПЕГ) ММ20000 — у Fluka та викоpи-
стано без додаткового очищення. Олігоуретанак-
рилат (ОУА) синтезували за відомою методикою [17].

Основу МІП-мембран складали напів-ВПС,
які отримували одночасним формуванням тривимір-
ної кополімерної сітки з ТЕГДМA та ОУА. Як ФМ
для синтезу селективних МІП-мембран використову-
вали ІК, МАК або АМПСК, аналітом був креатинін:

Високомолекулярним пороутворювачем був
ПЕГ ММ20000, низькомолекулярним — ДМСО,
який також відігравав роль компонента, що зни-
жував в’язкість композиції. Як фотоініціатор зас-
тосовували 2,2-диметокси-2-фенілацетофенон.

Співвідношення ТЕГДМА та ОУА складало
15:85 ваг.ч., аналіт та ФМ  вводили в мольному
співвідношенні 1:2. Вміст у полімерній суміші
аналіту становив 5.0 % ваг., лінійного компонен-
та ПЕГ ММ20000 — 15.0 % ваг., ДМСО — 50.0 %
ваг. від загальної ваги композиції.

 Полімерну композицію, до складу якої вже вхо-
див креатинін, розчиняли протягом 2 год в ульт-
развуковій бані Elmasonic S15H (Germany) (Т=
=353 К). Потім суміш опромінювали 30 хв ульт-
рафіолетовим світлом за допомогою лампи Phi-
lips TL8W/08*4, (Нідерланди) при довжині хвилі
λ=365 нм. Після завершення процесу формування
ВПС одержані мембрани екстрагували метанолом
(8 год) та інтенсивно промивали дистильованою
водою (8 год) для вилучення з поверхні мембрани
залишків мономерів, фотоініціатора і аналіту.

Склад синтезованих креатинін-селективних МІП-
мембран, основу яких складав тривимірний копо-
лімер ТЕГДМA та ОУА, наведено у таблиці.

Як пористу основу для одержання компози-
ційних імпринтованих мембран використовували
мікрофільтраційні полівініліденфторидні (ПВДФ)
мембрани з діаметром пор 0.22 мкм (Millipore, США).
В якості ФМ  для синтезу молекулярно-імпринтова-
ного полімерного шару обрали ІК, МАК та АМ-
ПСК , зшивального агенту — N,N’-метиленбіс-
акриламід. Креатинін обрали як аналіт, а бензо-
фенон застосовували як фотоініціатор.

Химия высокомолекулярных  соединений

Креатинін
МАК

ІК АМПСК
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 Перед процедурою модифікації ПВДФ
мембрани екстрагували метанолом протягом 4
год, висушували, потім вносили в 100 мМ  розчин
бензофенону в метанолі на 30 хв. Після висушу-
вання при 40 оС мембрану з нанесеним фотоіні-
ціатором переносили у водну суміш, що склада-
лась з 10—50 мМ  ФМ , 100 мМ  зшивального аген-
та та 10 мМ  аналіту та опромінювали 10 хв ульт-
рафіолетовим світлом. Після завершення процесу
кополімеризації імпринтовані мембрани екстра-
гували метанолом та інтенсивно промивали дис-
тильованою водою для вилучення з поверхні мем-
брани залишків мономерів, фотоініціатора і аналіту. 

Мембрани висушували та за різницею ваги
до та після процедури прищепленої полімеризації
визначали ступінь їх модифікації (СМ).

Особливості взаємодії креатиніну з АМПСК
досліджували методом ІЧ-спектроскопії з Фур’є-
перетворенням (спектрометр Tenzor 37, Bruker). Зра-
зки  готували в етанолі, отримуючи, після вида-
лення розчинника, біли голчаті кристали, які по-
тім для досліджень використовували у вигляді таб-
леток  з  KBr.

Візуалізацію адсорбованого креатиніну МІП-
мембранами проводили за реакцією Яффе [19, 20],
яка відбувається між креатиніном та пікриновою
кислотою в лужному середовищі. Зразки креати-
нін-імпринтованих (МІП) та контрольних поліме-
рних мембран занурювали у водні розчини креа-
тиніну різних концентрацій (від 250 до 2000 мкМ)
на 3 год, потім промивали дистильованою водою
з додаванням 5 % ацетонітрилу, рештки якої потім
видаляли з поверхні мембран за допомогою фільт-

рувального паперу. В подальшому мембра-
ни обробляли сумішшю водних розчинів
2 %-ї пікринової кислоти та 10 %-м NaOH у
співвідношенні 3:1. Адсорбований креа-
тинін під дією ПК у лужному середовищі
забарвлював мембрани в помаранчево-чер-
воний колір. Інтенсивність цього забарвлен-
ня залежала від концентрації креатиніну. Від-
носну інтенсивність забарвлення визначали
за алгоритмом програми BioRad “Quantity One”
програмного забезпечення (Bio-Rad Labora-
tories, Inc., USA).

ФМ  вибирали як оптимальні за резуль-
татом комп’ютерного моделювання [18]. Кон-
трольні мембрани синтезували за відсутні-
стю креатиніну. Вимірювання проводили
при температурі 22—25 оС. Для подальших
досліджень з модифікованих мембран вирі-

зали зразки розміром 1х1 см.
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ  ОБГОВОРЕННЯ. При син-

тезі МІП  важливо було враховувати взаємодії, які
відбуваються за участі ФМ : з одного боку, завдя-
ки ковалентному зв’язуванню, він може вбудову-
ватися в структуру сітчастого полімеру, а з друго-
го — завдяки водневим зв’язкам утворювати ста-
лий комплекс з молекулами аналіту. Утворення
зв’язку між групами молекул ФМ  і аналітом обу-
мовлює формування просторово-геометричних (ком-
плементарних аналіту за формою та розташуван-
ням функціональних груп) сайтів зв’язування в
імпринтованих полімерах, які в подальшому віді-
грають роль штучних рецепторів, здатних селек-
тивно розпізнавати молекули аналіту, тобто креа-
тиніну. Отже, синтезу будь-яких МІП  мають пе-
редувати дослідження взаємодії між ФМ  і аналі-
том — утворення сталого комплексу.

 Можливість утворення сталого комплексу з
АМПСК та його особливості вивчали методом ІЧ-
спектроскопії. На рис. 1 наведено спектри індиві-
дуальних компонентів — креатиніну, АМПСК та
їхньої суміші. ІЧ-спектр суміші креатиніну з ки-
слотою на відміну від спектрів індивідуальних ком-
понентів характеризується появою нових смуг, зо-
крема при 1710, 1767 і 1800 см–1. Смуга при 1710
см–1 може бути пояснена утворенням у суміші
–C=N+ (смуга ν C=N+ на 20—50 см–1 вище за таку
для вільної ν C=N [22, 23], для індивідуального
креатиніну цю смугу спостерігаємо при 1668 см–1).
Автори роботи [24] припускають, що у випадку
взаємодії кислот з креатиніном утворюється ком-
плекс з переносом протону та пояснюють появу

Креатинін-селективні  МІП -мембрани, синтезовані за прин-
ципом ВПС

Мембрана
Креа-
тинін ФМ1 ФМ2 ФМ3 ТГДМА ОУА

мг

  МІП1 20 69 — — 621 110
  Контрольні 1 — 69 — — 621 110
  МІП2 20 — 73 — 618 109
  Контрольні 2 — — 73 — 618 109
  МІП3 20 — — 46 641 113
  Контрольні 3 — — — 46 641 113

П  р и м і т к и. ФМ1—ІК , ФМ2—АМПСК , ФМ3—МАК . Усі
мономерні композиції містили 50 % об. ДМСО , 120 мг ПЕГ
ММ  20 000, 0.5 % 2,2-диметокси-2-фенилацетофенону.
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смуг в області 1750—1800 см–1 протонуванням імі-
ногрупи креатиніну. Отже, поява на спектрах до-
даткових смуг свідчить про взаємодію креатиніну
з кислотою. Таким чином, дані ІЧ-спектроскопії
доводять, що взаємодія між креатиніном та АМ-
ПСК  відбувається за рахунок утворення комп-
лексу з переносом протона.

Вивчення сорбційної можливості компози-
ційних матричних та контрольних мембран з різ-
ними ФМ  — ІК, МАК, АМПСК — проводили з
розчину креатиніну однакової концентрації 500
мкМ . Адсорбований поверхневим шаром мем-
бран креатинін, що визначали, як описано вище,
забарвлював тонкі полімерні плівки в помаран-
чево-червоний колір . Припускали, що утворен-
ня водневих зв’язків між креатиніном  та ФМ
відбувається вже на стадії сорбції креатиніну, їх
кількість збільшується при проведенні реакції
Яффе. В лужному середовищі встановлюється вод-
невий зв’язок між пікрат-іоном та молекулою кре-
атиніну, вже зафіксованою водневими зв’язками
з ФМ , що веде до утворення більш складного за-
барвленого комплексу ФМ—креатинін—пікрат.
З рис. 2 видно, що найбільше забарвлюються ма-
тричні МІП-мембрани, синтезовані за принципом
ВПС з МАК як ФМ , у них найвищі показники
відносних значень інтенсивності забарвлення. Зна-
чення інтенсивності забарвлення МІП  та конт-
рольних мембран наведені на рис. 3, з якого ви-
дно, що композиційні мембрани, поверхня яких
модифікована з АМПСК, найбільш відрізняються
за забарвленням від контрольних зразків цієї ж серії:
різниця забарвлення між композиційною мембра-

ною та контрольною (ФМ —АМПСК) скла-
дає 90.2 відн.од. Різниця відносного забар-
влення між матричною та контрольною МІП -
мембраною, яка синтезована з МАК як ФМ,
дорівнювала лише 81.2 відн.од. Імовірно, в
шарі молекулярно-імпринтованого полімеру
на поверхні композиційної мембрани, порів-
няно з МІП-мембраною, утворюється більша
кількість сайтів зв’язування, які можуть взає-
модіяти з креатиніном. Про що свідчить і
більш стійке помаранчево-червоне забарвлен-
ня комплексів з  креатиніном.

Порівнюючи співвідношення інтенсив-
ності забарвлення МІП та контрольних мем-
бран, можемо визначити ефективність про-
веденого імпринтингу. 

Химия высокомолекулярных  соединений

Рис. 1. Фрагменти ІЧ -спектрів поглинання в області 1400—1900
см–1 для креатиніну (- - -), АМПСК  (. . . .) і суміші креатиніну
та АМПСК  (− ).

Рис. 2. Залежність інтенсивності забарвлення креатинін-
селективних МІП  та  композиційних мембран від типу
ФМ , застосованого при синтезі: 1 — МАК; 2 — ІК; 3 —
АМПСК; 4 – композиційнa мембранa з АМПСК .

Рис. 3. Інтенсивність забарвлення МІП  та контрольних
мембран у залежності від ФМ , застосованого при син-
тезі: 1 — мембрани, синтезовані з ФМ–МАК ; 2 — ком-
позиційні мембрани, модифіковані з АМПСК .
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На рис. 4 добре видно, що найбільше відно-
сне значення ефективності імпринтингу 1.62 відн.
од. показали матричні ВПС мембрани, в які вво-
дили ІК  в якості ФМ , тоді як відносне значення
ефективності імпринтингу композиційних мем-
бран з АМПСК нижче і дорівнює 1.43 відн.од.
Але композиційні мембрани продемонстрували
більш стійке забарвлення, порівняно з синтезова-
ними МІП за принципом ВПС, які на додаток мали
невисоку  продуктивність та були крихкими. Тому в
подальших експериментах основу тест-систем скла-
ли композиційні ПВДФ-мембрани.

Щоб продемонструвати принципову можли-
вість створення тест-систем на основі МІП-мем-
бран для визначення креатиніну, необхідно було
отримати калібрувальну залежність концентра-
ція—ступінь забарвлення, за якою в подальшому
можна було б визначати концентрацію креатині-
ну, сорбованого полімерною мембраною. Тому для
отримання такої залежності досліджували водні
розчини креатиніну з концентраціями від 250 до
2000 мкМ . У кожен з них занурювали модифі-
ковану МІП-мембрану, синтезовану з АМПСК як
ФМ , і далі, як було описано вище, проводили ви-
значення креатиніну. З рис. 5 видно, як зі зміною
концентрації креатиніну в розчині змінюється за-
барвлення МІП-мембран від майже чорного до
ледь сірого. В дійсності кольорова гама забарвле-
них МІП  охоплює широкий діапазон відтінків і
змінюється від темно-помаранчевого до ледь жов-
того. При найбільшій концентрації креатиніну у
розчині (2000 мкМ) тест-системи мають найбільш
темне забарвлення помаранчевого кольору, а при

найменшій концентрації (250 мк) тест-системи
ледве забарвлені, світло-жовті. Це свідчить про
кореляцію між ступенем забарвлення МІП  і кон-
центрацією креатиніну в розчині. Отримане забар-
влення стійке, не змінюється впродовж місяців.
На рис. 6 наведено залежність інтенсивності за-
барвлення від концентрації креатиніну в роз-
чині. Для оцінки селективності креатинін-селек-
тивних тест-систем на основі МІП-мембран вико-
ристовували ряд речовин-інтерферентів, які мо-
жуть заважати визначенню креатиніну в реальних
зразках, тому що також здатні утворювати забар-
влені пікратні комплекси при проведенні реакції
Яффе. В нашому експерименті випробовували вод-
ні розчини креатиніну та інтерферентів — глюко-
зи, сечовини, креатину та саркозину, які мали ста-
лу концентрацію 500 мкМ . У кожен з них занурю-
вали композиційну МІП-мембрану, синтезовану з
АМПСК як ФМ , і далі, як було описано вище, про-
водили визначення креатиніну. Як видно з рис. 7,
умови проведення реакції Яффе підібрані таким
чином, що помаранчеве забарвлення набувають
тільки МІП-мембрани, які адсорбували з розчину
креатинін більш ефективно порівняно до його потен-

Рис. 5. Залежність ступеня забарвлення модифікованих
молекулярно-імпринтованим полімером композиційних
мембран від концентрації водних розчинів креатиніну,
з яких було проведено сорбцію.

Рис. 4. Залежність ефективності імпринтингу матрич-
них МІП-мембран від введеного ФМ : А – МАК, В – ІК,
С – АМПСК, D – композиційної мембрани з АМПСК.

Рис. 6. Залежність  інтенсивності забарвлення компо-
зиційних МІП-мембран від вмісту креатиніну у розчині.
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ційних інтерферентів (креатину, саркозину, глюкози
та сечовини).

ВИСНОВКИ. З поєднанням технологій моле-
кулярного імпринтингу та принципу взаємопро-
никних полімерних сіток отримано нові синтети-
чні колориметричні тест-системи на основі моле-
кулярно-імпринтованих полімерів для селектив-
ного визначення патологічних концентрацій кре-
атиніну. Такі системи прості у використанні і пра-
цюють за принципом “лакмусового папірця”. Ін-
тервал визначення концентрації креатиніну за до-
помогою запропонованих тест-систем знаходиться 
в межах  від 2000 до 250 мкМ .

РЕЗЮМЕ. При совмещении технологий молеку-
лярного импринтинга  и принципа взаимопроникающих
полимерных сеток получены молекулярно-импринти-
рованные акрилат-олигоуретан-акрилатные и компози-
ционные креатинин-селективные полимерные мембра-
ны. Продемонстрирована возможность использования
полученных МИП-мембран в качестве принципиально
новых полимерных колориметрических тест-систем, ра-
ботающих по принципу “лакмусовой бумажки”, для ко-
личественного определения патологических концентра-
ций креатинина. Интервал определения концентрации
креатинина находится в пределах от 2000 до 250 мкМ .

SUMMARY. Combining the molecular-imprinting
technology and formation principal of interpenetrating po-
lymer networks the molecularly-imprinted acrylate-uretha-
neacrylate and composite creatinine-selective polymer mem-
branes were developed. Possibility of application of MIP
membranes synthesized as a new polymer colorimetric test-

system for quantitative assessment of creatinine was shown.
The test-system is very easy in operating and works as a
litmus paper. The range of creatinine concentrations detec-
tion lies between 2000 to 250 мкМ .
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Рис. 7. Селективність креатинін-імпринтованих
композитних мембран.
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