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МАСИВ ФЕРМЕНТНИХ БІОСЕНСОРІВ ДЛЯ ВИЗНАЧЕННЯ КОНЦЕНТРАЦІЙ 
НЕЙРОТРАНСМІТЕРІВ ТА МЕТАБОЛІТІВ

Д. Ю. Кучеренко, І. С. Кучеренко, О. О. Солдаткін, Я. В. Топольнікова, Д. В. Книжникова, 
С. В. Дзядевич, О. П. Солдаткін

Анотація. Метою даної роботи була перевірка можливості створення масиву ферментних 
біосенсорів для одночасного визначення шістьох речовин у водних розчинах. Ферменти, се-
лективні до глутамату, глюкози, холіну, ацетилхоліну, лактату та пірувату, були іммобілізовані 
на поверхнях амперометричних перетворювачів. Досліджено вплив рН, іонної сили та буфер-
ної ємності розчину на відгуки біосенсорів; оптимізовано умови одночасної роботи всіх біо-
селективних елементів. Отримано дані про відсутність перехресного впливу субстратів всіх 
використаних ферментативних систем; показана висока селективність біосенсорів і відсутність 
впливу інтерферуючих речовин на їх роботу. Створений масив біосенсорів мав хорошу відтво-
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рюваність відгуків та стабільність при зберіганні. Використання однакових перетворювачів і 
схожих умов іммобілізації ферментів роблять біосенсорний масив перспективним для масово-
го виготовлення. Біосенсорний масив придатний для одночасного, швидкого та простого визна-
чення речовин у водних зразках.

Ключові слова: амперометричний перетворювач, масив біосенсорів, глюкоза, глутамат, хо-
лін, ацетилхолін, лактат, піруват

AN ARRAY OF ENZYME BIOSENSORS FOR THE DETERMINATION OF 
CONCENTRATIONS OF NEUROTRANSMITTERS AND METABOLITES

D. Yu. Kucherenko, I. S. Kucherenko, O. O. Soldatkin, Ya. V. Topolnikova, D. V. Knyzhnykova, 
S. V. Dzyadevych, A. P. Soldatkin

Abstract. The purpose of this work was to test the possibility of creating an array of enzyme 
biosensors for the simultaneous determination of six substances in aqueous solutions. Enzymes, 
selective for glutamate, glucose, choline, acetylcholine, lactate and pyruvate, were immobilized 
on the surfaces of amperometric transducers. The influence of pH, ionic strength and buffer 
capacity of the solution on the response of biosensors was studied; the conditions of simultaneous 
operation of all bioselective elements were optimized. High selectivity of biosensors and absence 
of influence of interfering substances on their work was found. The created array of biosensors had 
good reproducibility of responses and storage stability. The use of identical transducers and similar 
conditions of immobilization of enzymes make the biosensor array promising for mass production. 
The biosensor array is suitable for simultaneous, rapid and simple determination of substances in 
aqueous samples.

Keywords: amperometric transducer, array of biosensors, glucose, glutamate, choline, acetylcholine, 
lactate, pyruvate

МАССИВ ФЕРМЕНТНЫХ БИОСЕНСОРОВ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИЙ 
НЕЙРОТРАНСМИТТЕРОВ И МЕТАБОЛИТОВ

Д. Ю. Кучеренко, И. С. Кучеренко, О. О. Солдаткин, Я. В. Топольникова, Д. В. Книжникова, 
С. В. Дзядевич, А. П. Солдаткин

Аннотация. Целью данной работы была проверка возможности создания массива 
ферментных биосенсоров для одновременного определения шести веществ в водных раство-
рах. Ферменты, селективные к глутамату, глюкозе, холину, ацетилхолину, лактату и пирува-
ту, были иммобилизированы на поверхностях амперометрических преобразователей. Иссле-
довано влияние рН, ионной силы и буферной емкости раствора на отклики биосенсоров; 
оптимизированы условия одновременной работы всех биоселективных элементов. Получены 
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данные об отсутствии перекрестного влияния субстратов; показана высокая селективность би-
осенсоров и отсутствие влияния интерферирующих веществ на их работу. Созданный массив 
биосенсоров имел хорошую воспроизводимость откликов и стабильность при хранении. Ис-
пользование одинаковых преобразователей и похожих условий иммобилизации ферментов де-
лают биосенсорный массив перспективным для массового изготовления. Биосенсорный массив 
пригоден для одновременного, быстрого и простого определения веществ в водных образцах.

Ключевые слова: амперометрический преобразователь, массив биосенсоров, глюкоза, глу-
тамат, холин, ацетилхолин, лактат, пируват

ВСТУП

Одночасне визначення концентрації декіль-
кох речовин у зразках за допомогою швидко-
го, надійного та простого методу є бажаним 
для наукових досліджень та прикладних за-
вдань. Біосенсори є простими у використанні 
і дешевими приладами, які здатні забезпечити 
швидкий і досить точний аналіз концентрації 
речовин. За потреби, біосенсори можуть бути 
використані для безперервного моніторин-
гу концентрації в реальному часі, наприклад, 
шляхом поєднання біосенсорів із мікродіаліз-
ною системою чи використання в in vivo ана-
лізах [1]. Безумовною перевагою біосенсорів є 
можливість об’єднання декількох біосенсорів 
у масиви або мультибіосенсори, що дає змогу 
одночасно визначати декілька речовин в одно-
му зразку.

Для біологічних досліджень значний інтер-
ес має визначення концентрації нейротрансмі-
терів та метаболітів. Глутамат та ацетилхолін 
є найважливішими збуджуючими нейротранс-
мітерами у нервовій системі. Тому визначення 
їх концентрації у міжклітинній рідині мозку є 
актуальною потребою для фармакології та не-
йрохімії [2], [3].  Холін є попередником у син-
тезі ацетилхоліну, тому при нестачі холіну ви-
никає ряд нервових розладів [4], [5]. Моніто-
ринг рівня холіну і ацетилхоліну є важливим 
для виявлення нейродегенеративних захворю-
вань, таких як нервово-м’язові захворювання, 
хвороба Альцгеймера, міастенія, порушення 
холінергічної нейротрансмісії [6], [7].

Глюкоза є головним джерелом енергії для 
функціонування мозку, і займає важливе місце 
у фізіології мозку. При багатьох хворобах від-
буваються порушення мозкового метаболізму 
глюкози [8]. Піруват утворюється з глюкози як 

кінцевий продукт гліколізу, і за аеробних умов 
може бути далі окиснений до ацетил-коензи-
му А, який вступає в цикл Кребса. Підвищен-
ня рівня пірувату виникає як при підвищеному 
його утворенні при посиленні аеробних про-
цесів, так і при недостатній утилізації за до-
помогою піруватдегідрогеназного комплексу. 
Однак надлишок пірувату швидко перетво-
рюється в лактат при переважанні анаеробних 
процесів, або ацетил-КоА при переважанні ае-
робних [9]. Концентрація лактату зростає при 
гіпоксії, а також при порушеннях системи його 
утилізації (печінки та нирок). Хоча лактат вва-
жається кінцевим метаболітом у тваринному 
організмі, існують дані про використання лак-
тату у мозку як джерела енергії та залучення 
його до інших процесів, через що роль лактату 
має бути досліджена більш детально [10], [11]. 
Тому для отримання більш повної картини 
процесів, що відбуваються в організмі, важли-
во проводити одночасну оцінку концентрацій 
глюкози, пірувату та лактату.

Визначення концентрації глюкози, глутама-
ту та лактату є важливим для розуміння дина-
міки енергетичного балансу мозку [12], [13]. 
Одночасний моніторинг глюкози, лактату та 
глутамату є корисним для досліджень енер-
гетичних процесів та комунікації нейронів у 
мозку [14].

Тому метою нашої роботи було розробити 
масив біосенсорів для одночасного вимірю-
вання концентрації нейротрансмітерів (глута-
мату, ацетилхоліну) та метаболітів (глюкози, 
лактату, пірувату, холіну) у зразках біологіч-
них рідин.

Сучасні методи визначення даних речовин 
зазвичай базуються на високоефективній рі-
динній хроматографії або капілярному елек-
трофорезі, а також спектрофотометрії [15]–
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[17]. Втім, одночасне визначення декількох 
речовин даними методами неможливо, і необ-
хідно проводити визначення кожної речовини 
окремо.

На сьогодні описано декілька масивів біо-
сенсорів та мультибіосенсорів, що здатні ви-
значати деякі з вищезгаданих речовин, проте 
жоден з масивів не здатен одночасно визна-
чати всі речовини. Zhang та Wan розробили 
масив амперометричних біосенсорів на осно-
ві скловуглецевих дискових електродів та ім-
мобілізованих на їх поверхню оксидаз [14]. 
Біосенсори були призначені для визначення 
глюкози, лактату, глутамату та гіпоксантину і 
мали високу чутливість. Втім, селективність 
біосенсорів до інтерферентів було дослідже-
но недостатньо (показано відсутність впливу 
лише аскорбінової та сечової кислот), і немає 
даних стосовно зберігання біосенсорів. В ін-
шій роботі Yao та Okano запропонували  масив 
амперометричних біосенсорів для визначення 
глутамату, ацетилхоліну та дофаміну, який ба-
зувався на платинових дискових електродах 
та іммобілізованих на їх поверхню ферментах 
[2]. Дофамін визначався неселективно за до-
помогою електроду з нанесеною нафіоновою 
мембраною. Була добре досліджена селектив-
ність біосенсорів, а зберігання біосенсорів не 
перевіряли. Інший підхід був застосований 
при створенні мультибіосенсора для визначен-
ня холіну, глюкози, глутамату, лактату, лізину 
та сечової кислоти в роботі [18]. Ферменти 
були іммобілізовані на поверхню скловугле-
цевих електродів, а детектували люмінесцен-
цію, що виникала під час окиснення перекису 
водню. Втім, селективність до інтерферуючих 
речовин та зберігання біосенсорів не було до-
сліджено.

В даній роботі, описується масив ампе-
рометричних біосенсорів, призначений для 
одночасного визначення глюкози, лактату, 
пірувату, глутамату, холіну та ацетилхоліну. 
Запропонований масив може бути використа-
ний для дослідження зразків крові або інших 
фізіологічних рідин. Також можливе поєд-
нання масиву з мікродіалізною системою для 
вимірювань концентрації речовин в тканинах 
в реальному часі.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
Матеріали

В роботі використовувались наступні фер-
менти: глутаматоксидаза (ГлОД, EC 1.4.3.11) 
з Streptomyces sp. (рекомбінантна) з актив-
ністю 7 од.акт./мг фірми Yamasa Corporation 
(Японія), глюкозооксидаза (ГОД, EC 1.1.3.4) 
з Aspergillus niger з активністю 272 од.акт./
мг фірми Genzyme (Великобританія), а також 
лактатоксидаза (ЛОД, EC 1.1.3.2) з Pedicoccus 
sp. з активністю 35 од.акт./мг, піруватоксидаза 
(ПОД, EC 1.2.3.3) з Aerococcus sp. з активністю 
54 од.акт./мг, холіноксидаза (ХО, EC 1.1.3.17) 
з Alcaligenes sp. з активністю 15 од.акт./мг та 
ацетилхолінестераза (АХЕ, EC 3.1.1.7) з Elec-
trophorus electricus з активністю 426 од.акт./мг 
фірми Sigma-Aldrich (США).

Сироватковий альбумін бика (БСА, фракція 
V), гліцерол, м-фенілендіамін, HEPES, 25% 
водний розчин глутарового альдегіду, фотопо-
лімер на основі полівінілалкоголю, що містив 
стирилпіридинові групи (PVA-SbQ), нітрат 
магнію, лактат натрію, піруват натрію, хлорид 
ацетилхоліну, хлорид холіну, глутамат натрію, 
аскорбінова кислота, дофамін та сечова кис-
лота були виготовлені фірмою Sigma-Aldrich 
(США). Тіамінпірофосфат (ТПП), у формі ліо-
філізату для ін’єкцій, був отриманий від фірми 
Біофарма (Україна), а KH2PO4 – від фірми Хе-
лікон (РФ). Інші сполуки, що використовува-
лись в роботі, були вітчизняного виробництва 
та мали ступінь чистоти «х.ч.».

Будова амперометричних перетворювачів

Всі біосенсори в складі масиву містили од-
накові амперметричні перетворювачі на осно-
ві платинових дискових електродів. Пере-
творювачі виготовлялись у нас в лабораторії 
згідно з раніше описаним алгоритмом [19], 
[20]. Чутлива частина перетворювача містила 
платиновий дріт діаметром 0,4 мм, запаяний у 
кінці скляного капіляра; поверхню періодично 
поновлювали шліфуванням абразивним па-
пером та мікрочастинками оксиду алюмінію 
розміром 0,1 мкм та 0,05 мкм. Перед виготов-
ленням біосенсори, поверхню очищували ета-
нолом.
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Модифікація амперометричних перетво-
рювачів фенілендіаміном 

Запропонований масив біосенсорів призна-
чений для роботи з біологічними зразками, які 
можуть містити низку електроактивних сполук 
(аскорбінову кислоту, цистеїн, та ін.). Ці речо-
вини можуть окислюватись на поверхні пере-
творювача і призводити до хибних результатів 
біосенсора. Одним з підходів для запобігання 
цього є нанесення на чутливу поверхню пе-
ретворювача напівпроникних мембран перед 
іммобілізацією біоматеріалу. Такі мембрани 
можуть обмежувати дифузію великих молекул 
до поверхні і запобігати їх окисненню.

Простим та ефективним методом нанесен-
ня додаткових мембран є електрополімериза-
ція молекул на поверхні електроду при при-
кладенні потенціалу. Внаслідок цього форму-
ється плівка з певним розміром пор. З-поміж 
широкого класу окси- та аміноароматичних 
речовин, які здатні до електрополімеризаціі, в 
біосенсорах найчастіше використовують ізо-
мери фенілендіаміну [21], [22]. В даних дже-
релах було проведено ряд порівняльних дослі-
джень щодо властивостей полімерних мемб-
ран на основі полі(фенілендіаміну) (ПФД), 
отриманих з різних мономерів. В результаті 
виявилось, що найкращою селективністю ха-
рактеризувались перетворювачі, модифіковані 
полімерною плівкою на основі мета-фенілен-
діаміну. Відповідно, в нашій роботі цю речо-
вину і було використано в якості мономеру 
для створення додаткової мембрани на по-
верхні платинового електроду. Чистий робо-
чий електрод, допоміжний електрод та елек-
трод порівняння занурювали у 5 мМ розчин 
m-фенілендіаміну у 10 мМ калій-фосфатному 
буфері, рН 7,4, після чого отримували 10-15 
циклічних вольтамперограм (без перемішу-
вання розчину). Параметри вольтамперограм: 
початковий потенціал 0 В, кінцевий потенціал 
+0,9 В, швидкість зміни потенціалу 20 мВ на 
секунду, крок зміни потенціалу 5 мВ. Мембра-
ну наносили почергово на кожен перетворю-
вач, оскільки потенціостат не дозволяв отри-
мувати циклічні вольтамперограми одночасно 
на декількох електродах. Після цього, пере-
творювачі висушували і поверх ПФД мембра-
ни іммобілізували ферменти.

Виготовлення біоселективних елементів 
біосенсорів

Біоселективні елементи біосенсорів (за ви-
нятком біосенсора для визначення пірувату) 
отримували шляхом ковалентної іммобілізації 
ферментів і допоміжних речовин на поверхню 
амперометричних перетворювачів. Зшиваю-
чим агентом виступав глутаровий альдегід, 
який формує ковалентні зв’язки з аміногрупа-
ми ферменту та білків-носіїв.

Вихідний розчин для виготовлення глу-
тамат-чутливого біосенсора містив 8% (тут і 
дали – масова частка) ГлОД, 4% БСА та 10% 
гліцерилу в 100 мМ фосфатному буфері, pH 
6,5. Цей розчин змішували з 0,4% водним роз-
чином глутарового альдегіду в співвідношен-
ні 1:1 і одразу наносили на чутливу поверхню 
перетворювача, після чого перетворювач ви-
сушували протягом 40 хв за кімнатної тем-
ператури. Після іммобілізації біосенсор роз-
міщували у робочій комірці і відмивали від 
незв’язаних компонентів біомембрани робо-
чим буфером.

Іммобілізація ферментів при створенні ін-
ших біосенсорів (за виключенням біосенсо-
ра для визначення пірувату) проводилась за 
аналогічною процедурою, проте концентра-
ція глутарового альдегіду та час іммобілізації 
були іншими і були підібрані раніше для кож-
ного біосенсора.

Розчин для створення біосенсора для ви-
значення глюкози містив 5 % ГОД,  3 % БСА, 
10 % гліцерину у 20 мМ фосфатному буфері, 
pH 6,5. Концентрація розчину глутарового 
альдегіду становила 0,4 %, час іммобілізації 
складав 40 хв.

Розчин для створення біосенсора для визна-
чення холіну містив 8 % ХО,  4 % БСА, 10 % 
гліцерину у 100 мМ фосфатному буфері, pH 6,5. 
Концентрація розчину глутарового альдегіду 
становила 1,6 %, час іммобілізації складав 10 хв.

Розчин для створення біосенсора для визна-
чення лактату містив 8 % ЛОД,  4 % БСА, 10 % 
гліцерину у 100 мМ фосфатному буфері, pH 6,5. 
Концентрація розчину глутарового альдегіду 
становила 1 %, час іммобілізації складав 40 хв.

Для створення біосенсора для визначення 
ацетилхоліну проводили дві послідовні іммо-
білізації – спершу наносили АХЕ, а потім ХО. 
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Розчин, що містив 0,5 % АХЕ, 5 % БСА, 10 % 
гліцерину у 100 мМ фосфатному буфері, pH 6,5, 
змішували з 1 % розчином глутарового альдегі-
ду і наносили на перетворювачі на 10 хвилин. 
Після цього, розчин, що містив 8 % ХО,  4 % 
БСА, 10 % гліцерину у такому ж буфері, змішу-
вали з 1,6 % розчином глутарового альдегіду і 
іммобілізували протягом 10 хв.

Розчин для створення біосенсора для визна-
чення пірувату містив 20% ПОД, 5% БСА, 10% 
гліцеролу в 100 мМ фосфатному буфері, рН 
6,5. Його змішували з 13,3 % водним розчином 
PVA-SbQ у пропорції 1:1. Одразу після цього 
суміш наносили на чутливу поверхню перетво-
рювача і опромінювали її ультрафіолетом про-
тягом 20 хв. за допомогою УФ лампи КФ-4М 
для формування біоселективної мембрани.

Методика вимірювання

Шість амперометричних біосенсорів, допо-
міжний платиновий електрод та хлорсрібний 

електрод порівняння були під’єднані до по-
тенціостату PalmSens (Palm Instruments BV, 
The Netherlands) через восьмиканальний муль-
типлексом CH-8 цього ж виробника. Вимірю-
вання проводили за кімнатної температури у 
відкритій вимірювальній комірці об’ємом 4 
мл за постійного перемішування і при прикла-
деному потенціалі +0,6 V відносно електрода 
порівняння (методика “amperometric detec-
tion”, або  хроноамперометрія).

В якості робочого буфера використовува-
ли 25 мМ HEPES буфер, pH 7,4. Для роботи 
піруват-чутливого біосенсора до робочого бу-
фера додавали кофектори ПОД – іони магнію  
(120 мкМ), ТПП (500 мкМ) та іони фосфор-
ної кислоти (20 мМ KH2PO4). Концентрації 
субстратів у робочій комірці задавали шляхом 
додавання аліквот концентрованих розчинів 
субстратів (1-50 мМ). Всі вимірювання про-
водили щонайменше у трьох повторностях; 
результати на графіках представлені у вигляді 
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D-глюкоза + О2   D-глюконова кислота + Н2О2  (2) 

 

  АХЕ 

Ацетилхолін + H2O   холін + CH3COO- + H+   (3) 

 

    ХО 

Холін + O2  — альдегід бетаїну + H2O2    (4) 

 

ЛОД 

Лактат + О2  піруват (pyruvate) + Н2О2     (5) 

 

                                              ПОД 

Піруват + PO4
3- + H2O + О2  ацетилфосфат + H2O2 + CО2 (6) 

 

          +600 мВ 

Н2О2   2Н+ + О2 + 2е-      (7) 

 
Вплив буферної ємності на відгуки біосенсорів 

 

Властивості розчину, в якому проводять вимірювання, впливають на роботу 

біосенсорів. Зокрема, зміна концентрації робочого буферу або додавання біологічного 

зразку до біосенсорної комірки автоматично призводить до зміни  буферної ємності, що 

може впливати на роботу біосенсорів. Тому було вирішено дослідити, як зміняться 

відгуки масиву біосенсорів при різних концентраціях буферного розчину (Рис. 1, А). 
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середнього значення вимірювань ± середньо-
квадратичне відхилення.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Принцип роботи масиву біосенсорів

В основі роботи масиву біосенсорів лежать 
ферментативні реакції, що протікають в біосе-
лективних мембранах біосенсорів. Біосенсор 
для визначення глутамату працює на основі 
реакції (1); біосенсор для визначення глюкози 
– на основі реакції (2); біосенсор для визна-
чення ацетилхоліну – на основі реакцій (3,4); 
біосенсор для визначення холіну – на основі 
реакції (4);  біосенсор для визначення лактату 
– на основі реакції (5); біосенсор для визна-
чення пірувату – на основі реакції (6). В ре-
зультаті реакцій (1-6) відбувається окиснення 
субстратів (глутамату, глюкози, ацетилхоліну, 
холіну, лактату та пірувату) і утворення елек-
трохімічно-активного перекису водню. При 
прикладанні позитивного потенціалу на елек-
троді відбувається реакція розкладу перекису 
водню (7), в результаті якої утворюються елек-
трони. Ці електрони безпосередньо реєстру-
ються за допомогою амперометричного пере-
творювача.

Вплив буферної ємності на відгуки біо-
сенсорів

Властивості розчину, в якому проводять ви-
мірювання, впливають на роботу біосенсорів. 
Зокрема, зміна концентрації робочого буферу 
або додавання біологічного зразку до біосен-
сорної комірки автоматично призводить до 
зміни буферної ємності, що може впливати 
на роботу біосенсорів. Тому було вирішено 
дослідити, як зміняться відгуки масиву біо-
сенсорів при різних концентраціях буферного 
розчину (Рис. 1, А).

Як бачимо, величини відгуків всіх біосен-
сорів практично не змінювались зі збільшен-
ням концентрації буферу. Швидкість відгуків 
теж залишилась однакова. Це дає можливість 
використовувати пропонований масив біосен-
сорів в біологічних зразках, що характеризу-
ються різними буферними ємностями.

Рис. 1. Залежність величини відгуків масиву біо-
сенсорів від буферної ємності (А) та іонної сили  (Б) 
розчину. Показано відгуки на наступні субстрати: 
глутамат (1), глюкозу (2), холін (3), ацетилхолін (4), 
лактат (5), піруват (6). Вимірювання проводились у 
HEPES буфері з різними концентраціями, pH 7,4, за 
постійного потенціалу +0,6 В відносно Ag/AgCl елек-
трода порівняння. Відгуки нормалізовано відносно 

першого значення для кожного біосенсора.

Вплив іонної сили буферного розчину на 
роботу біосенсорів

Іонна сила є однією з основних характерис-
тик зразку, яка також може впливати на роботу 
біосенсорів. В розчині можуть бути присутні-
ми іони металів, а також іони органічних та 
неорганічних кислот, які є в біологічних рі-
динах. Іонна сила розчину змінюється також 
залежно від концентрації буферного розчину.
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Тому було вирішено дослідити роботу біо-
сенсорів в залежності від різних значень іон-
ної сили. В якості джерела іонів було викорис-
тано розчин NaCl, який додавали до робочої 
комірки в різних аліквотах, щоб отримати в 
робочому буфері концентрації від 0 мМ до 50 
мМ. Далі отримували відгуки біосенсорів на 
відповідні субстрати.

Результати дослідження представлено на 
Рис. 1, Б. Як бачимо, значних змін відгуків бі-
осенсорів при наявності в робочій комірці різ-
них концентрацій NaCl не спостерігалось, що 
є типовим для амперометричних біосенсорів. 
Це свідчить про можливість використання да-
ного масиву біосенсорів в біологічних зразках, 
що характеризуються різною іонною силою.

Вплив pH буферу на роботу біосенсорів

Будь-який фермент характеризується робо-
чим діапазоном  pH і оптимальним значенням 
pH. За даними виробників, оптимальне зна-
чення рН для роботи ГлОД становить 7-9; ГОД 
– 5,5 (4-7); ХО – 8,0-8,5; АХЕ – 8,0; ЛОД – 6,5; 
ПОД – 6,7. Проте pH-оптимум ферментів час-
то змінюється після іммобілізації і зсувається 
в більш лужну чи кислотну область. Інколи, 
робочий діапазон pH стає суттєво ширшим 
після іммобілізації ферменту [23]. В нашому 
випадку біосенсори містять ферменти з різни-
ми рН оптимумами, тому на початку роботи 
було необхідно визначити найкраще рН для 
одночасної роботи всіх біосенсорів.

Рис. 2. Залежність величин відгуків масиву біосенсорів від рН буферу. Вимірювання проводили у 5 мМ 
універсальному буфері, за постійного потенціалу +0,6 В відносно Ag/AgCl  електрода порівняння. Показано 
відгуки на наступні субстрати: глутамат (А), глюкозу (Б), холін (В), ацетилхолін (Г), лактат (Д), піруват (Е). 

Відгуки нормалізовано відносно максимального значення для кожного біосенсора.
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Для проведення експерименту було ви-
користано універсальний буфер («полі-
мікс»), що містив тріс-HCl (C4H11O3N*HCl),  
KH2PO4, лимонну кислоту та тетраборат на-
трію (Na2BaO7*10H2O) в концентраціях 5 мМ. 
Цей буфер має приблизно однакову буферну 
ємність у широкому діапазоні значень pH.  
Було приготовлено розчини з рН в діапазо-
ні від 4,5 до 10,5, які почергово поміщали у 
робочу комірку і отримували відгуки біосен-
сорів на субстрати. Результати експерименту 
наведено на Рис. 2. Оптимальне pH для визна-
чення глутамату було 7-9; глюкози – 7,5-9;  хо-
ліну – 7,5-9,5; ацетилхоліну – 8-8,5; лактату – 
7,3-8,5; пірувату – 7-8. Для подальшої роботи 
було обрано pH 7,4, що відповідає pH крові та 
інших біологічних рідин і знаходиться в опти-
мальному діапазоні роботи всіх біосенсорів, 
за винятком ацетилхолінового. Проте відгуки 
ацетилхолінового біосенсора при pH 7,4 є до-
статніми для роботи і те, що pH не відповідає 
оптимальному рівню, не становить проблеми.

Відтворюваність відгуків масиву біо-
сенсорів

Запропонований масив біосенсорів призна-
чений для багаторазових вимірювань, тому 
було досліджено відтворюваність відгуків біо-
сенсорів впродовж декількох годин безперерв-
ної роботи. Гарна відтворюваність відгуків є 
важливим показником якості роботи біосен-
сорів. Для точного вимірювання концентрацій 
субстратів в розчині, відгуки відповідних біо-
сенсорів повинні бути практично однаковими 
впродовж роботи, особливо, якщо потрібно 
вимірювати малі концентрації сполук.

Біосенсори ввесь час знаходились у робочо-
му буфері, що постійно перемішувався. Одне 
вимірювання субстрату займало 3 – 5 хв., про-
міжок між вимірюваннями складав близько 10 
хв.; за цей час біосенсори відмивали від суб-
стратів, кілька разів змінюючи робочий буфер. 
Концентрації субстратів були вибрані з ліній-
ної ділянки калібрувальних кривих для всіх 
перевірених біосенсорів.

Результати дослідження відтворюваності 
відгуків біосенсорів  представлено на Рис. 3. 
Всі біосенсори характеризувалися високою 
відтворюваністю відгуків; відносне середньо-

квадратичне відхилення відгуків в середньому 
не перевищувало 5 % (див. Табл. 1). Зміни ве-
личини відгуків не відбувалось, що свідчить 
про можливість ефективного використання 
масиву біосенсорів для проведення багатьох 
вимірювань впродовж дня.

Рис. 3. Відтворюваність відгуків масиву біосенсорів 
впродовж 15 вимірювань. Концентрації субстратів 
у комірці: глутамат (1) – 50 мкМ, глюкоза (2) – 100 
мкМ, холін (3) – 100 мкМ, ацетилхолін (4) – 100 мкМ,  
лактат (5) – 50 мкМ та піруват (6) – 250 мкМ. Вимі-
рювання проводились у 5 мМ HEPES буфері, pH 7,4, 
за постійного потенціалу +0,6 В відносно Ag/AgCl 

електрода порівняння.

Селективність біосенсорів

Чутливість біосенсорів до інтерферуючих 
речовин є важливим фактором при роботі з ре-
альними біологічними рідинами. В нашій ро-
боті був використаний безмедіаторний біосен-
сор з відносно високим робочим потенціалом 
(+0,6 В відносно Ag/AgCl електрода порівнян-
ня), через що на поверхні електроду можливе 
окиснення ряду електроактивних сполук. Для 
запобігання цього, на поверхню електроду 
була нанесена плівка із полі-м-фенілендіаміну. 
Ця плівка пропускала до поверхні електроду 
перекис водню, проте запобігала дифузії біль-
ших молекул. Для підтвердження ефектив-
ності плівки, необхідно було перевірити чут-
ливість біосенсорів до поширених електроак-
тивних сполук, а саме до дофаміну (6 мкМ), 
цистеїну (300 мкМ), аскорбінової кислоти 
(120 мкМ), сечової кислоти (450 мкМ) та па-
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рацетамолу (100 мкМ). Відгуки біосенсорів на 
всі ці речовини були практично відсутніми (˂ 
0,2  нА), що свідчить про високу ефективність 
захисної плівки.

Крім того, було необхідним перевірити пе-
рехресний вплив субстратів, тобто дослідити 
чутливість кожного біосенсора в складі маси-
ву до субстратів інших біосенсорів. Небажа-
на чутливість біосенсора до чужих субстратів 
може виникнути в тому випадку, якщо фермент 
у складі біоселективного елементу біосенсора 
буде каталізувати розщеплення декількох різ-
них сполук, або якщо біоселективний елемент 
складається з декількох ферментів (як у випад-
ку біосенсора для визначення ацетилхоліну). З 
цією метою у робочу комірку додавали глута-
мат, глюкозу, холін, ацетилхолін, лактат та пі-
руват в концентрації 1 мМ. Було встановлено, 
що при додаванні кожного субстрату реагує 
лише відповідний біосенсор, а інші біосенсо-
ри не дають відгуку. Єдиними виключенням 
був біосенсор для визначення ацетилхоліну, 
який був чутливий не тільки до ацетилхоліну, 
але і до холіну, оскільки біоселективний еле-
мент біосенсора містить ацетилхолінестеразу 
та холіноксидазу. Відгук даного біосенсора на 

холін становив 109% від відгуку на ацетилхо-
лін. З цієї причини для аналізу реальних зраз-
ків слід використовувати одночасно холіновий 
і ацетилхоліновий біосенсори, щоб можливо 
було роздільно визначити концентрації холіну 
та ацетилхоліну. За винятком цього факту, всі 
біосенсори були селективними до відповідних 
субстратів і можуть бути використані для ана-
лізу реальних багатокомпонентних зразків. 

Аналітичні характеристики масиву біо-
сенсорів

Типові калібрувальні криві біосенсорів для 
визначення субстратів наведені на Рис. 4, а 
узагальнені аналітичні характеристики біо-
сенсорів – в Табл. 1.

Всі біосенсори мали невеликий час відгуку 
(від 1 хв. і менше) і схожу чутливість. Найменш 
чутливим виявився біосенсор для визначення 
пірувату, ймовірно через втрату активності 
ПОД при іммобілізації. Відтворюваність від-
гуків біосенсорів впродовж дня була високою, 
що дозволяло використовувати біосенсори ба-
гаторазово для точного визначення речовин.

Рис. 4. Калібрувальні криві масиву біосенсорів для визначення: глутамату (1), холіну (2), лактату (3), глю-
кози (4), ацетилхоліну (5) та пірувату (6). Вимірювання проводились у 25 мМ HEPES буфері, pH 7,4, за по-

стійного потенціалу +0,6 В відносно Ag/AgCl електрода порівняння.
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Характеристика біосенсора 

Час 

відгуку, 
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Чутли-

вість до 

субстра-

ту, 

нА/мМ 

Лінійний 

діапазон 

визначен-

ня 

субстрату, 

мМ 

Межа 

визна-

чення 

субстра-

ту, мкМ 

Відтворю-

ваність 

відгуків 

(RSD), % 

Збері-

гання, 

міс. 

Біосенсор для 

визначення 

глутамату 

10 - 20 170 – 200 0,005 –  0,7 1 2,5 2,5 

Біосенсор для 

визначення 
20 - 30 130 –150 0,001 – 0,2 2 3 1,5 
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При дослідженні умов зберігання біосен-
сорного масиву найкращі результати спосте-
рігались при зберіганні біосенсорів у сухому 
вигляді за температури -18 °C. Найбільш ста-
більними при зберіганні виявились біосен-
сори для визначення глюкози та глутамату, а 
найменш стабільними – біосенсори для визна-
чення пірувату, лактату та ацетилхоліну. Така 
розбіжність між біосенсорами пояснюється 
різною стабільністю іммобілізованих фермен-
тів, які входять до складу біоселективних еле-
ментів біосенсорів, оскільки амперометричні 
перетворювачі можуть зберігатися практично 
необмежено довго без втрати характеристик.

Слід відмітити, що всі біосенсори базу-
ються на однакових перетворювачах і мають 
майже однакову процедуру виготовлення. Це 
спрощує їх масове виготовлення, а також по-
тенційно дає можливість виготовити мульти-
біосенсор на основі єдиного перетворювача з 
шістьома чутливими ділянками. Винятком є 
біосенсор для визначення пірувату, оскільки 
нам не вдалося розробити ефективну проце-
дуру іммобілізації піруватоксидази із викорис-
танням ГА, і довелось використати інкапсуля-
цію ферменту в фотополімері. Аналогічно, ав-
торами іншої роботи не вдалося використати 
ГА для іммобілізації піруватоксидази [24].

Таблиця 1. 
Аналітичні характеристики масиву біосенсорів.
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холіну 

Біосенсор для 

визначення 

ацетилхоліну 

60 - 150 100 – 120 0,01 – 0,3 3 5 1 

Біосенсор для 

визначення 

глюкози 

10-30 150 – 170 0,01 – 2 1 2 3 

Біосенсор для 

визначення 

лактату 

60 - 120 440 – 460 0,005 – 0,4 3 2 1 

Біосенсор для 

визначення 

пірувату 

30 - 60 35 – 40 0,01 – 2,5 5 4 1 
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оскільки амперометричні перетворювачі можуть зберігатися практично необмежено довго 
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ВИСНОВКИ

В даній роботі було вперше розроблено ма-
сив біосенсорів для одночасного визначення 
шістьох речовин: глутамату, глюкози, холіну, 
ацетилхоліну, лактату та пірувату. Досліджено 
аналітичні характеристики розроблених біо-
сенсорів, такі як чутливість, час відгуку біо-
сенсорів, лінійний діапазон та межа визначен-
ня субстрату. Розроблений масив біосенсорів 
характеризується високою селективністю та 
відтворюваністю відгуків (середньоквадра-
тичне відхилення відгуків в середньому не пе-
ревищувало 5 %). 

Було досліджено вплив параметрів робочо-
го буферу на роботу масиву біосенсорів (pH, 
іонної сили та буферної ємності). Оптималь-
не pH для роботи біосенсора для визначення 
глутамату становило 7-9; глюкози – 7,5-9;  хо-
ліну – 7,5-9,5; ацетилхоліну – 8-8,5; лактату – 
7,3-8,5; пірувату – 7-8. Для подальшої роботи 
було обрано pH 7,4, що відповідає pH крові та 
інших біологічних рідин.  Показано, що іон-
на сила та буферна ємність робочого буфера 
практично не впливає на відгуки біосенсорів, 
що дозволяє використовувати даний масив 
біосенсорів в розчинах, що характеризуються 
різною іонною силою та буферною ємністю. 
Масив біосенсорів можливо зберігати протя-
гом місяця, а біосенсори для визначення глу-
тамату та глюкози – 2,5-3 місяці. Таким чином, 
розроблений масив біосенсорів є перспектив-
ним для подальшої оптимізації та вимірю-
вання даних речовин у реальних біологічних 
зразках. Перспективне використання даного 
масиву у проточній комірці, що поєднана з 
мікродіалізною системою, для вимірювань 
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продовження таблиці 1

концентрації речовин в тканинах в реальному 
часі. Також можливе додавання інших біосен-
сорів до складу масиву для розширення спек-
тру речовин, які можливо визначати.
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сенсорні прилади нового покоління на основі 
сучасних матеріалів та технологій».
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Summary

Aim: the purpose of this work was to test the possibility of creating an array of enzymatic bio-
sensors for the simultaneous determination of glutamate, glucose, choline, acetylcholine, lactate and 
pyruvate in aqueous solutions.

Methods. The biosensor array consisted of 6 separate biosensors. For their creation, enzymes (oxi-
dases), selective to glutamate, glucose, choline, acetylcholine, lactate and pyruvate, were immobilized 
on the surfaces of amperometric transducers. During the enzymatic reactions hydrogen peroxide was 
generated, that was detected by amperometric detection at a constant potential +0.6 V vs Ag/AgCl 
reference electrode.

Results. The influence of pH, ionic strength and buffer capacity of the solution on the response of 
biosensors was studied; the conditions of simultaneous operation of all bioselective elements were op-
timized. It was shown that ionic strength and buffer capacity of the working buffer have insignificant 
influence on the biosensor responses. High selectivity of biosensors and absence of influence of inter-
fering substances on their work was found. The created array of biosensors had good reproducibility 
of responses (relative standard deviation was less than 5%). The array can be stored during 1 month, 
while the biosensors for glucose and glutamate determination – during 2.5-3 months. 

Conclusions. The biosensor array for the simultaneous determination of glutamate, glucose, cho-
line, acetylcholine, lactate and pyruvate was created and its characteristics were evaluated. The array 
is suitable for the rapid and easy determination of the substances in aqueous solutions. The use of 
identical transducers and similar conditions of immobilization of enzymes make the biosensor array 
promising for mass production.

Keywords: amperometric transducer, array of biosensors, glucose, glutamate, choline, acetylcho-
line, lactate, pyruvate
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Реферат

Мета: перевірка можливості створення масиву ферментних біосенсорів для одночасного ви-
значення глутамату, глюкози, холіну, ацетилхоліну, лактату та пірувату у водних розчинах.

Методи дослідження. Біосенсорний масив складався з 6 окремих біосенсорів. Для їх ство-
рення, ферменти (оксидази), селективні до глутамату, глюкози, холіну, ацетилхоліну, лактату 
та пірувату, були іммобілізовані на поверхнях амперометричних платинових перетворювачів. 
В процесі ферментативних реакцій продукувався пероксид водню, який визначали ампероме-
трично при постійному потенціалі +0,6 В відносно Ag/AgCl електрода порівняння.

Результати дослідження. Досліджено вплив рН, іонної сили та буферної ємності розчину 
на відгуки біосенсорів; оптимізовано умови одночасної роботи всіх біоселективних елемен-
тів. Показано, що іонна сила та буферна ємність робочого буфера практично не впливає на 
відгуки біосенсорів, що дозволяє використовувати даний масив біосенсорів в розчинах, що 
характеризуються різною іонною силою та буферною ємністю. Отримано дані про відсутність 
перехресного впливу субстратів всіх використаних ферментативних систем; показана висока 
селективність біосенсорів і відсутність впливу інтерферуючих речовин на їх роботу. Розробле-
ний масив біосенсорів характеризувався високою селективністю та відтворюваністю відгуків 
(середньоквадратичне відхилення відгуків в середньому не перевищувало 5 %). Масив біосен-
сорів можливо зберігати протягом місяця, а біосенсори для визначення глутамату та глюкози 
– 2,5-3 місяці.

Висновки. Створено масив ферментних біосенсорів для одночасного визначення глутамату, 
глюкози, холіну, ацетилхоліну, лактату та пірувату і досліджено його аналітичні характеристи-
ки. Масив придатний для швидкого та простого визначення речовин у водних зразках. Вико-
ристання однакових перетворювачів і схожих умов іммобілізації ферментів роблять біосенсор-
ний масив перспективним для масового виготовлення.

Ключові слова: амперометричний перетворювач, масив біосенсорів, глюкоза, глутамат, хо-
лін, ацетилхолін, лактат, піруват


