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В останні роки спостерігаєть�

ся тенденція до збільшення

забруднення зерна, зернопродуктів

(комбікормів) та харчових продуктів

токсигенними мікроскопічними

грибами і мікотоксинами, отруйни�

ми низькомолекулярними мета�

болітами цих грибів. Навіть

мінімальні їх рівні в кормах та про�

дуктах харчування є небезпечними.

Особливо це стосується мікоток�

синів, які мають здатність до інтер�

ференції з ДНК [1].  

Виділений у 1943 році мікоток�

син патулін синтезується грибом

Penicillium expansum, що паразитує

на деяких овочах та фруктах, особ�

ливо часто він зустрічається в яблу�

ках. Патулін володіє високими му�

тагенними властивостями, у зв'язку

з чим його  рівень у фруктових соках

не повинен бути вище 50 нг/мл [2].

Зеараленон — один з  метаболітів

мікроскопічних грибів роду

Fusarium, який має високу естроге�

ноподібну активність та негативно

впливає на організм [3] і його  до�

пустимі концентрації становлять 10�

60 мкг/мл [4].

Т�2 токсин відомий своєю висо�

кою токсичністю для людини і тва�

рин; він  синтезується грибами роду

Fusarium, тому  вживання в їжу про�

дуктів переробки зерна, ураженого

цими грибами є небезпечним. Т�2

токсин застосовували  в Афганістані

як біологічну зброю. Т�2 є інгібіто�

ром  синтезу білка і негативно впли�

ває на імунну систему [5]. Відповідно

до Державного стандарту України

(ДСТУ 3768�98),  ГДК Т�2 токсину

становить  0,1 мг/кг у продуктах хар�

чування та 0,2 мг/кг у кормах. 

Токсичність мікотоксинів, за на�

явності інших токсичних речовин

біологічного та хімічного походжен�

ня в їжі та кормі нерідко має си�

нергічний характер, тому визначен�

ня  Т�2 токсину, зеараленону та па�

туліну в продуктах харчування — ак�

туальне завдання сучасності.  

Контроль вмісту зеараленону,

патуліну та Т�2 токсину в харчових

продуктах та кормах  здійснюється

методами хроматографічного та іму�

ноферментного аналізу [6], але ці

методи потребують високої ква�

ліфікації виконавців, ретельної

підготовки зразків до аналізу  бага�

тоетапного  здійснення та є довгот�

ривалими.

Синтетичні молекулярні рецеп�

тори здатні з високою селективністю

та чутливістю розпізнавати та зв'язу�

вати в супрамолекулярні комплекси

різноманітні за природою аналіти  в

водних розчинах. Штучні рецептори

легко синтезуються, мають низьку

ціну, хімічно стійкі в різних середо�

вищах. У зв'язку з цим були створені

сенсорні системи з імобілізованими

на поверхнях трансдукторів синте�

титичними рецепторами, які дозво�

ляють визначати  аналіти у розчинах

без застосування мічених антитіл  в

режимі реального часу [7].  Раніше з

метою визначення Т�2 токсину нами

була розроблена  методика форму�

вання  моношарів тетра�

алкілкалікс[4]резорциноларенів на

поверхні золотого шару трансдукто�

ра в сенсорі, дія якого заснована на

ефекті поверхневого плазмонного

резонансу (ППР) [8].  

Метою даної роботи було вивчен�

ня чутливості оптичного ППР сенсо�

ра, модифікованого тетраалкілкалікс

[4]резорциноларенами, до  патуліну,

зеараленону та Т�2 токсину.

Матеріали і методи дослідження 
В роботі використовували па�

тулін та зеараленон, отримані від

фірми Sigma, США. Патулін —

біциклічний лактон з молекулярною

масою 154,12 (Рис. 1а). Зеараленон —

лактон резорцилової кислоти з моле�

кулярною масою — 318,4  (Рис.1.б).

Т�2 є трихотеценовим мікотокси�

ном, що належить до сполук

сесквітерпеноїдного ряду (3�окси�

4,15�диацетокси�8�ізобутирилокси�

1 2 , 1 3 � е п о к с и т р и х о т е ц � 9 � е н )

(рис.1.в). Молекулярна маса — 466,5.
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Рис.1. Структура патуліна (а), зеараленона (б) та Т�2 токсина (в)
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Досліджувані мікотоксини явля�

ють собою білі, кристалічні, хімічно

стабільні та термостійкі сполуки,

погано розчинні у воді та помірно —

у полярних рідинах. Тому для  виго�

товлення їх маточних розчинів бра�

ли 50% розчин етанолу.

Досліджувані тетраалкілкалікс

[4] резорциноларени являють собою

макроциклічні сполуки чашо�

подібної форми, що містять різні за

довжиною алкільні групи на нижнь�

ому вінці та гідроксильні групи на

верхньому вінці макроциклу (рис.2).

Ці каліксарени  отримані кислотно�

каталізованою конденсацією резор�

цинолу або пірогалолу з відповідни�

ми альдегідами [9].

Дослідження процесів спе�

цифічних молекулярних взаємодій

на поверхні перетворювача проведе�

но методом кутової спектроскопії

ППР на автоматизованій установці

SPR�4M, розробленій в Інституті

фізики напівпровідників НАН Ук�

раїни. Спектроскопію ППР прово�

дили в конфігурації Кречмана з ви�

користанням He�Ne лазера з l =

632,8 нм як джерела світла,

гоніометра Г�5М, скляної призми

та фотодіода ФД 263. Для забезпе�

чення оптичного контакту між

призмою і металевою плівкою, на�

несеною на скляну основу, викорис�

товували імерсійну рідину —

поліфеніловий ефір (n = 1,62). Для

забезпечення контакту робочої по�

верхні металевої плівки з пробою

застосовували проточну кювету

(об'єм 10 мкл з герметизуючим  ша�

ром силіконової резини). 

Відомо, що при адсорбції та

взаємодії молекул на золотій по�

верхні перетворювача змінюються

діелектричні властивості ад�

сорбційного шару, що призводить до

трансформації резонансної кривої.

Таким чином, установка дає мож�

ливість одержати кінетичні криві

ППР або сенсограми, які відобража�

ють процеси взаємодії молекул на

поверхні перетворювача. При

інтерпретації даних, одержаних ме�

тодом ППР, вважали, що зміна ве�

личини кута ППР (відгук ППР) пря�

мо пропорційна поверхневій конце�

нтрації речовини, нанесеної на зо�

лоту поверхню перетворювача.

Модифікацію поверхні перетво�

рювача ППР сенсора проводили в

два етапи. На першому етапі скляну

пластинку, покриту шаром золота,

експонували у 98%�ий розчин  доде�

кантіолу на 18 год.  Далі поверхню

сенсорної пластинки відмивали 50%

етиловим спиртом.  На другому

етапі  шар каліксарену формували

безпосередньо в кюветі ППР�при�

ладу шляхом прокачування  зроста�

ючих концентрацій (від 10 до 100

мкг/мл) його розчину в 50% спирті

до припинення адсорбції, яку конт�

ролювали за відгуком ППР. Для ви�

далення надлишку каліксарену, що

не сорбувався на поверхні, кювету

промивали 50% розчином спирту та

реєстрували зсув резонансного кута

(відгук ППР). Після цього кювету

заповнювали розчином патуліну, зе�

араленону та Т�2 токсину  в

послідовно зростаючих концент�

раціях, та витримували 10 хв. Після

вимірювань, комірку щоразу про�

мивали 50% розчином спирту для

видалення аналітів, що не зв'язали�

ся, та реєстрували відгук сенсора. 

Результати та їх обговорення
Мікотоксини були проаналізо�

вані п'ятьма біосенсорами, отрима�

ними на основі   калікс[4]резорци�

ноларенів 1�5, які мають внутрішнь�

омолекулярну порожнину, стабілі�

зовану в конусоподібній конфор�

мації чотирма водневими зв'язками

між найближчими гідроксильними

групами сусідніх резорцинольних

кілець (рис.2). 

Методом рентгеноструктурного

аналізу встановлено, що в крис�

талічному стані довгі аліфатичні ра�

дикали калікс[4]резорциноларенів,

взаємодіючи між собою за рахунок

багатьох слабких нековалентних

зв'язків, утворюють щільноупако�

вані гідрофобні бішари [10]. Це мо�

же призвести до стеричної недос�

тупності молекулярної порожнини

каліксарену  для взаємодії з

досліджуваними аналітами.  Дійсно,

попередніми дослідженнями було

показано, що безпосереднє нане�

сення калікс[4]резорциноларенів на

вкриту шаром золота поверхню

трансдуктора практично не змінює

величину відгуку сенсора при кон�

такті з мікотоксином Т�2 [8].  

З метою оптимальної просторо�

вої орієнтації молекулярних порож�

нин  калікс[4]резорциноларенів, по�

верхню сенсора було модифіковано

додекантіолом, атоми сірки якого

мають високу спорідненість до зо�

лота. В результаті цього поверхня

трансдуктора стає покрита "щіткою"

із додецильних ланцюжків [11].  Об�

роблена додекантіолом поверхня

трансдуктора зв'язує тетра�

алкілкалікс[4]резорциноларени з

водно�спиртових розчинів за раху�

нок гідрофобних взаємодій з їх

алкільними групами.  Таким чином

вдається забезпечити направлене

експонування молекулярних по�

рожнин у розчин мікотоксину.

В ряду сполук 1�4 найкраще

зв'язування з усіма досліджуваними

мікотоксинами забезпечує тетрап�

ропілкалікс[4]резорциноларен 2

(рис.2). Характер ППР�відгуку при

зв'язування патуліну, зеараленону та

Т�2 токсину,  калікс[4]резорцинола�

ренами 1, 3, 4 при досліджуваних

концентраціях був практично іден�

тичним відгуку, характерному для

тетрапропілкаліксарену 2. Однак ве�

личина відхилення резонансного

Рис.2. Хімічна будова та просторова структура
тетраалкілкалікс[4]резорциноларенів 1�5.
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кута для калікс[4]резорциноларенів

1, 3 та 4 була меншою (рис.3.А, Б,

В). Це свідчить про вибіркову селек�

тивність калікс[4]резорциноларенів

1�4 до молекул   мікотоксинів.

В цілому, ефективність зв'язуван�

ня каліксаренів з мікотоксинами мо�

же залежати від конформації та гео�

метричної мобільності каліксарену,

раціонального просторового

розміщення гідроксильних груп на

верхньому вінці, а також кислотно�

основних властивостей мікотоксину.

Зв'язування досліджуваних

аналітів з поверхнею вкритою шаром

калікс[4]резорцинарену ймовірно

відбувається за рахунок комплексоут�

ворення за типом "Гість�Господар"

між мікотоксином та макроциклом.

Задля оцінки просторової будови та�

ких комплексів ми провели моделю�

вання включення токсинів в порож�

нину калікс[4]резорцинарену 2 з ви�

користанням програми "HyperChem

6.03". Для цього, на першому етапі,

напівемпіричним методом PM3 роз�

раховували структуру каліксарену

(існує у конусоподібній конформації,

рис. 2 та мікотоксину [11].  Потім

довільними шляхами зближували мо�

лекули каліксарену та мікотоксину і

розраховували оптимальну геометрію

утворених комплексів методом моле�

кулярної механіки. З поміж різно�

маніття модельованих структур кож�

ного з комплексів  була відібрана

структура з найменшою загальною

енергією Е. Просторова будова енер�

гетично мінімізованих  комплексів

представлена  на рисунках 4�6.

Можлива будова комплексу

калікс[4]резорцинарену 2 з па�

туліном наведена на рис. 4. В процесі

комплексоутворення каліксарен

змінює конформацію і утворює по�

рожнину,  витягнуту у напрямку

сплощених кілець макроциклу, тоб�

то відбувається підлаштування моле�

кули "Господаря" до геометрії "Гос�

тя". В таку порожнину входить прак�

тично плоска біциклічна молекула

патуліну. Утворений супрамолеку�

лярний комплекс стабілізується СН�

p взаємодіями між СН2 групою па�

туліну та найближчим ортогональ�

ним кільцем макроциклу (відповідна

відстань ~ 3.9   ) та дисперсійними  та

сольватофобними взаємодіями.

Атоми водню, які не беруть

участь у міжмолекулярних взаємо�

діях не показані.

Вірогідна будова комплексу

калікс[4]резорцинарену 2 з зеарале�

Рис.3. Сенсограми зв'язування патуліну (А), зеараленону (Б) та Т�2 токсину (В)
на поверхні золота, покритій каліксаренами 1�4: 1 (R=CH3), 2 (R=C3H7),  3

(R=C7H15), 4 (R=C11H23).
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ноном наведена на рис. 5. Зеарале�

нон має несиметричну просторову

будову з пласким резорциновим

кільцем та об'ємним макро�

циклічним фрагментом. Найменшу

енергію має комплекс, де в калікса�

ренову порожнину включений ме�

тильний залишок. Такий комплекс

стабілізований   СН�p зв'язками з

двома бензольними кільцями мак�

роциклу, водневими зв'язками між

гідроксильною групою одного з пер�

пендикулярних кілець макроциклу

та карбонільною групою мікотокси�

ну (відстань О...О дорівнює 3.25    ),

а також водневими зв'язками між

гідроксильними групами " Гостя" та

"Господаря" (відповідна відстань

О.О 3.17   ).

Комплекс калікс[4]резорцина�

рену з Т�2 токсином зображений на

рисунку 6. Т�2 токсин має складну

просторову будову, одна з проекцій

якої нагадує літеру Т. Токсин досить

добре включається в порожнину

каліксарену і утворює СН�p звязок

ацетильного залишку  з ортогональ�

ним кільцем макроциклу (відстань

між площиною ароматичного кіль�

ця та Карбоном метильної групи

дорівнює 4.30  ). При цьому  спос�

терігаються чотири водневі зв'язки

за участю гідроксильних груп як мо�

лекули "Господаря", так і молекули

"Гостя"  (відстані О...О варіюють в

межах 2.88�3.55  ). В одному з них

донором протону є спиртова група

мікотоксину, а акцептором  кисень

перпендикулярного кільця макро�

циклу. Три інших водневі зв'язки ут�

ворені між гідроксилами двох пер�

пендикулярних кілець макроциклу

та карбоксильними і етерними ато�

мами кисню Т�2 токсину.

Молекула патуліну, найменша за

розмірами та кількістю функціональ�

них груп для зв'язування, зумовлює

відгук ППР�сенсора у вузьких межах

концентрацій: 0,1  — 100 нг/мл і ста�

новить 6�9 кут.хв (рис.7, крива 1).

Збільшення концентрації патуліну

вище 100 нг/мл не приводить до

значного зростання отриманого сиг�

налу, оскільки відбувається насичен�

ня сенсора. Невелика молекулярна

маса  патуліну не в змозі зумовити

сильний відгук при його зв'язуванні

каліксареном. Межа виявлення па�

туліну становить 0,1 нг/мл. Вона виз�

началася тією концентрацією токси�

ну, при якій величина відгуку в 3 рази

перевищувала рівень шумів нашої

системи. Таким чином, для нашого

випадку вірогідний результат отри�

мували тоді, коли величина відгуку

була не меншою 2 кут.хв. Отримані

нами результати узгоджуються з да�

ними, отриманими іншими автора�

ми [12] при імуносенсорному

дослідженні афлатоксину В1 та охра�

токсину А. В цій роботі було показа�

но, що відносно висока  концент�

рація  виявлення (5�10 нг/мл) і вузь�

кий діапазон визначення, викорис�

таних в дослідах мікотоксинів, зу�

мовлені їх маленькою молекулярною

вагою (312.3 і 403.8, відповідно).

Рис. 4. Латеральна (а) та апікальна (б) проекція комплексу
калікс[4]резорцинарену 2 з патуліном. (HyperChem 6.03, MM+). 

Атоми водню алкільних залишків не показані

Рис. 5. Дві латеральні (а, б) проекції комплексу калікс[4]резорцинарену 2 з
зеараленоном (HyperChem 6.03, MM+).

Рис. 6. Дві латеральні (а, б) проекції комплексу калікс[4]резорцинарену 2 з Т�2
токсином  (HyperChem 6.03, MM+). Атоми водню, які не беруть участь у

міжмолекулярних взаємодіях не показані
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Мікотоксин зеараленон можна

виявляти в концентраціях  0,2�1000

нг/мл (рис.7, крива 2). Порівняль�

ний аналіз даних, отриманих для па�

туліну, зеараленону та Т�2 токсину

показує, що Т�2 токсин,  який має

найбільшу кількість груп для зв'язу�

вання з тетраалкілкалікс[4]резорци�

ноларенами,  забезпечує найбільш

стабільні та відтворювані відгуки

сенсора, які досягають середнього

значення 16 кут хв. при концент�

рації 10 мкг/мл (рис.7, крива 3). От�

же насичення каліксаренових рецеп�

торів порівняно великими молекула�

ми Т�2 токсину відбувається в шир�

шому діапазоні визначуваних конце�

нтрацій (1,2 нг/мл — 10 мкг/мл),

порівняно з меншими молекулами

зеараленону чи патуліну.

Обробка поверхні додекантіолом

для всіх досліджуваних мікоток�

синів дає значне збільшення відгуку

сенсора, як видно з рис. 8.

Відсутність алкантіолу на чутливій

поверхні  зумовлює відгук менший,

ніж межа визначення (2 кут.хв), то�

му застосування додекантіолу є

обов'язковим.

Також показано, що збільшення

кількості гідроксильних груп на мо�

лекулярній платформі калікс[4]ре�

зорциноларену від 8 (сполука 4) до

12 (сполука 5) дозволяє ефек�

тивніше зв'язувати   молекули Т�2

токсину  у стійкі комплекси типу

"гість�господар" [8]. Порівняльне

визначення патуліну та зеараленону

каліксаренами 4 та 5 показує, що ха�

рактер ППР�кривих не змінюється.

Найвищий відгук при визначенні

патуліну   каліксареном  4 становив 6

кут.хв, а  каліксареном 5 — 10 кут.хв.

Для  зеараленону ці значення стано�

вили 8  та 12 кут.хв, відповідно

(рис.9). Отриманий результат

свідчить, що функціоналізація

верхнього вінця макроциклу тетра�

алкілкалікс[4]резорциноларенів до�

датковими гідроксильними групами

є перспективним підходом для

підвищення чутливості визначення

мікотоксинів методом поверхневого

плазмонного резонансу.

Таким чином, в роботі показано

можливість детектування патуліну,

зеараленону та Т�2 токсину методом

поверхневого плазмонного резонан�

су за умов використання каліксаре�

нових модифікаторів поверхні пе�

ретворювача. Такий метод є

експресним  (тривалість 10 хв) та дає

можливість селективного виявлення

окремих мікотоксинів.

Рис.7. Сенсограми зв'язування патуліну (крива 1),  зеараленону (крива 2)  та Т�
2 токсину (крива 3) на поверхні золота,   вкритій

тетрапропілкалікс[4]резорцинолареном 2

Рис.8.  Відгуки сенсорів, покритих каліксареном № 2 на патулін (1),
зеараленон (2) та Т�2 токсин (3)  при концентрації мікотоксинів 10 мкг/мл.
Високі (світлі) стовпчики — модифікована додекантіолом поверхня; низькі

(темні) стовпчики — немодифікована поверхня

Рис.9. Сенсограми зв'язування патуліну (криві 1,3) та зеараленону (криві 2,4)
на поверхні золота,  модифікованій каліксаренами 4 і 5: 4�R=C11H23 (криві 1,2)

5�R=C11H23 R'=ОН (криві 3,4)
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О. С. Гойстер, Р. В. Родик, В. И. Кальченко, С. В. Дзядевич.,
В. И. Назаренко, А. Г. Минченко

ИЗУЧЕНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ
МИКОТОКСИНОВ С

ТЕТРААЛКИЛКАЛИКС[4]РЕЗОРЦИНОЛАРЕНА
МИ МЕТОДОМ ПОВЕРХНОСТНОГО

ПЛАЗМОННОГО РЕЗОНАНСА

Методом поверхностного плазмонного резонанса исследова�

ны субстрат�рецепторные взаимодействия микотоксинов патули�

на, зеараленона и Т�2 токсина с упорядоченными молекулярны�

ми слоями тетраалкилкаликс[4]резорциноларенов, которые на�

несены  на поверхность золота, модифицированного додекантио�

лом. Граница определения  микотоксинов в водных растворах

составляет 0,1 нг/мл  для патулина, 0,2 нг/мл � зеараленона, 1,2

нг/мл � Т�2 токсина. Проанализирована зависимость величины

отзыва ППР�сенсора от химического строения микотоксинов  и

плотности гидроксильных групп в верхней части тетраалкилка�

ликс[4]резорциноларенов.

O. S. Gojster, R. V. Rodik, V. I. Kalchenкo, 
S. V. Dzyadevych, W. I. Nasarenko, A. G. Minchenco

INVESTIGATION OF INTERACTION 
BETWEEN MYCOTOXINS 

AND TETRAALKYLCALIX[4]RESORCINARENES
BY SURFACE PLASMON RESONANCE

Substrate�receptor interaction between mycotoxins (patulin, zear�

alenone, T�2 toxin) and well�ordered molecular layers of tetraalkylcal�

ix[4]resorcinarenes deposited on the dodecanethiol coated gold surface

were studied by surface plasmon resonance method. The detection limit

for patulin, zearalenone, T�2 toxin in aqueous solutions is 0,1 ng/ml,

0,2 ng/ml and 1,2 ng/ml correspondingly.  The analysis of SPR sensor

response dependence on mycotoxin structure and density of hydroxyl

groups on the upper rim of tetraalkylcalix[4]resorcinarenes was con�

ducted
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