
MOLECULAR AND CELL BIOTECHNOLOGIES

Îïòèì³çàö³ÿ á³îñå ëåê òèâ íî¿ ìåì áðà íè
àì ïå ðî ìåò ðè÷ íî ãî åí çè ìî ñåí ñî ðà íà îñíîâ³
ãëþ êî çî îê ñè äà çè ³ç çà ñòî ñó âàí íÿì áà ãà òî øà ðî âèõ
ê àðáîíîâèõ íà íîò ðó áîê, ìî äèô³êî âà íèõ
àì³íîãðó ïà ìè

Î. À. Á³ëî³âàí, Í. Ñ. Ðî ãàëü î âà, ß. ².  Êîð ïàí

²íñòè òóò ìî ëå êó ëÿð íî¿ á³îëîã³¿ ³ ãå íå òè êè ÍÀÍ Óêðà¿ íè
Âóë. Àêàäåì³êà Çà áî ëîò íî ãî, 150, Êè¿â, Óêðà¿ íà, 03680

o.a.biloivan@imbg.org.ua

Ìåòà. Äîñë³äèòè ìîæ ëèâ³ñòü çà ñòî ñó âàí íÿ áà ãà òî øà ðî âèõ êàð áî íî âèõ íà íîò ðó áîê, ìî äèô³êî âà -
íèõ àì³íîã ðó ïà ìè (ÁÍÒ-NH2), äëÿ ñòâî ðåí íÿ ÷óò ëè âèõ åëå ìåíò³â àì ïå ðî ìåò ðè÷ íî ãî á³îñåí ñî ðà íà
îñíîâ³ ³ììîá³ë³çî âà íèõ îêñè äî ðå äóê òàç, çîê ðå ìà ãëþ êî çî îê ñè äà çè (ÃÎÄ), òà âèâ ÷è òè åëåê -
òðîõ³ì³÷í³ âëàñ òè âîñò³ îò ðè ìà íèõ ìåì áðàí. Ìå òî äè. Åêñïå ðè ìåí òè ïðî âå äå íî ç âè êî ðèñ òàí íÿì

àì ïå ðî ìåò ðè÷ íèõ ìå òîä³â çà äî ïî ìî ãîþ ïðè ëà äó mStat 200 («DropSens», ²ñïàí³ÿ).   Ôåð ìåí òè

³ììîá³ë³çó âà ëè ó âè ïà ðàõ ãëó òà ðî âî ãî àëü äåã³äó. Ðå çóëü òà òè. Îïòèì³çî âà íî ìå òîä ôîð ìó âàí íÿ
á³îñå ëåê òèâ íî¿ ìàò ðèö³ á³îñåí ñî ðà íà îñíîâ³ ³ììîá³ë³çî âà íî¿ ÃÎÄ ç ÁÍÒ-NH2 íà ïî âåðõí³ çî ëî òèõ
àì ïå ðî ìåò ðè÷ íèõ åëåê òðîä³â. Âèç íà ÷å íî îïòè ìàëüí³ óìî âè ðî áî òè á³îñåí ñî ðà íà ³¿ îñíîâ³. Âèñ íîâ -
êè. Ïî êà çà íî, ùî âêëþ ÷åí íÿ ÁÍÒ äî á³îñå ëåê òèâ íî¿ ìàò ðèö³ á³îñåí ñî ðà ïî êðà ùóº éîãî àíàë³òè÷í³
õà ðàê òå ðèñ òè êè: ñïðèÿº ï³äâè ùåííþ âå ëè ÷è íè ñèã íà ëó òà ðîç øè ðåííþ ë³í³éíî ãî ä³àïà çî íó äëÿ âñòà -
íîâ ëåí íÿ ð³âíÿ ãëþ êî çè, äàº ìîæ ëèâ³ñòü âèç íà÷àòè ñóá ñòðàò ó øè ðî êèõ ìåæ àõ çíà÷åíü ðî áî ÷î ãî
ïî òåíö³àëó). 

Êëþ ÷îâ³ ñëî âà: áà ãà òî øà ðîâ³ âóã ëå öåâ³ íà íîò ðóá êè, ìî äèô³êî âàí³ àì³íîãðó ïà ìè,  àì ïå ðî ìåò ðè÷ -
íèé á³îñåí ñîð, îêñè äî ðå äóê òà çè, ãëþ êî çî îê ñè äà çà.

Âñòóï. Îñòàíí³ì ÷à ñîì âå ëè êà óâà ãà ñâ³òî âî¿ íà -
óêî âî¿ ñï³ëüíî òè ïðèä³ëÿºòüñÿ ðîç âèò êó íà íî òåõ -
íî ëîã³é, çà âè êî ðèñ òàí íÿ ÿêèõ ìîæ ëè âèé òåõ íî -
ëîã³÷íèé ïðî ðèâ ó áà ãàòü îõ ãà ëó çÿõ íà óêè ³ âè ðîá-
íè öòâà, çîê ðå ìà, â ìå äè öèí³ òà ôàð ìà êî ëîã³¿. Çà-
ñòî ñó âàí íÿ íîâèõ êàðáîíîâèõ ìà òåð³àë³â, òàêèõ ÿê
ôó ëå ðå íè òà íà íîò ðóá êè, íå çâà æà þ ÷è íà òå, ùî ¿õí³ 
åëåê òðîõ³ì³÷í³ âëàñ òè âîñò³ ùå íå ïîâí³ñòþ îõà ðàê -
òå ðè çî âàí³ òà äîñë³äæåí³, âæå â³äêðèëî íî âèé
íàïðÿ ìîê ïðè ñòâî ðåíí³ á³î- òà õå ìî ñåí ñîð³â [1–3].
Ìîæ ëèâ³ñòü ³ììîá³ë³çàö³¿ ôåð ìåíò³â íà ïî âåð õíþ

íà íîò ðó áîê, âè êî ðèñ òàí íÿ ¿õ ÿê åëåê òðîí íèõ ìå-
ä³àòîð³â òà êî íñòðó þ âàí íÿ íà íîñ òðóê òóð íèõ ñåí -
ñîð³â – öå ëèøå äåÿê³ ïðè êëà äè åôåê òèâ íî ãî âè êî -
ðèñ òàí íÿ òàêèõ ìà òåð³àë³â ó á³îñåí ñî ðèö³. Âïðî -
äîâæ îñòàíí³õ 10 ðîê³â îïóáë³êî âà íî ÷è ìà ëî ðîá³ò
ç ðîç ðîá êè åëåê òðîõ³ì³÷íèõ á³îñåí ñîð³â ³ç âêëþ -
÷åí íÿì äî ñêëà äó á³îñå ëåê òèâ íèõ ìåì áðàí ÿê
îäíî-, òàê ³ áà ãà òî øà ðî âèõ íà íîò ðó áîê äëÿ ïî êðà -
ùåí íÿ àíàë³òè÷ íèõ õà ðàê òå ðèñ òèê ñåí ñîð³â [1–3].
Ó òà êèõ ðî áî òàõ, ÿê ïðà âè ëî, ìî äèô³êóþòü ïî -
âåðõíþ íà íîò ðó áîê ð³çíè ìè ãðó ïà ìè äëÿ çâ’ÿ çó -
âàí íÿ á³ëêà ³ íà é ó æè âàí³øîþ ç-ïîì³æ íèõ º ìî -
äèô³êàö³ÿ êàð áîê ñèëü íè ìè ãðó ïà ìè [1–5]. Ó äàí³é 
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ðî áîò³ äîñë³äæåíî ìîæ ëèâ³ñòü çà ñòî ñó âàí íÿ áà ãà -
òî øà ðî âèõ êàð áî íî âèõ íà íîò ðó áîê, ìî äèô³êî âà -
íèõ àì³íîãðó ïà ìè, äëÿ ñòâî ðåí íÿ ÷óò ëè âèõ åëå -
ìåíò³â àì ïå ðî ìåò ðè÷ íî ãî á³îñåí ñî ðà íà îñíîâ³
³ììîá³ë³çî âà íî¿ îêñè äî ðå äóê òà çè (ãëþ êî çî îê ñè äà -
çè) òà âèâ ÷åíî åëåê òðîõ³ì³÷í³ âëàñ òè âîñò³ îò ðè ìà -
íèõ ìåì áðàí. 

Ìà òåð³àëè ³ ìå òî äè. Ìà òåð³àëè. Âè êî ðèñ òî âó -
âà ëè ãëþ êî çî îê ñè äà çó (ÃÎÄ) (EC 1.1.3.4) ç Asper-
gillus niger àê òèâí³ñòþ 271 îä/ìã ô³ðìè «Gengyme
Corp.» (Í³ìå÷ ÷è íà),  D-ãëþ êî çó, áè ÷à ÷èé ñè ðî âàò -
êî âèé àëü áóì³í (ÁÑÀ) òà 50 %-é ðîç ÷èí ãëó òà ðî âî -
ãî àëü äåã³äó (ÃÀ) âè ðîá íèö òâà «Sigma-Aldrich
Chemie» (Í³ìå÷ ÷è íà), áà ãà òî øà ðîâ³ íà íîò ðóá êè,
ìî äèô³êî âàí³ NH2-ãðó ïà ìè (ÁÍÒ-NH2), ô³ðìè
«DropSens» (²ñïàí³ÿ), ïîë³â³í³ëï³ðîë³äîí (ÏÂÏ) âè -
ðîá íèö òâà ô³ðìè «Merck» (Í³ìå÷ ÷è íà), äè ìå òèë -
ñóëü ôîê ñèä (ÄÌÑ), äè ìå òèë ôîð ìàì³ä (ÄÌÔÀ) òà
³íø³ ñïî ëó êè â³ò÷èç íÿ íî ãî âè ðîá íèö òâà êà òå ãîð³¿
«õ. ÷.» ³ «÷. ä. à.».

Êî íñòðóêö³ÿ á³îñåí ñî ðà. Ó ðî áîò³ âè êî ðèñ òà íî
òðè å ëåê òðîäí³ ïå ðå òâî ðþ âà÷³ C220AT (äàë³ ïî òåê -
ñòó – «çî ëîò³ åëåê òðî äè»), âè ãî òîâ ëåí³ ìå òî äîì
òðà ôà ðåò íî ãî äðó êó, âè ðîá íèö òâà ô³ðìè «Drop
Sens» (ðèñ. 1, à, äèâ. óêëåéêó) òà á³ïî òåíö³îñòàò

mStat 200, ñóì³ñíèé ç ïåð ñî íàëü íèì êîì ï’þ òå ðîì,
âè ðîá íèö òâà ò³º¿ æ ô³ðìè. 

Óñ³ åëåê òðîõ³ì³÷í³ âèì³ðþ âàí íÿ ïðî âî äè ëè
çã³äíî ç ³íñòðóêö³ÿìè, íàä à íè ìè ô³ðìîþ-âè ðîá íè -
êîì (äå òàë³ ìîæ íà çíàé òè íà âåá-ñàéò³ http://
www.drop sens.com/en/inicio.html). Äëÿ ñòâî ðåí íÿ
ëàáî ðà òîð íèõ ìà êåò³â á³îñåí ñîð³â ÷óò ëè âó ìåì áðà -
íó ôîð ìó âà ëè íà ïî âåðõí³ ðî áî ÷î ãî åëåê òðîäà ³ì-
ìîá³ë³çàö³ºþ ãëþ êî çî îê ñè äà çè. 

Ïðè êîí òðîëü íèõ âèì³ðþ âàí íÿõ çà ñòî ñî âó âà ëè
äàò ÷è êè ÿê áåç ìåì áðàíè, òàê ³ ç â³äïîâ³äíè ìè ìåì -
áðà íà ìè áåç ôåð ìåí òó.

Ôîð ìó âàí íÿ á³îìàò ðèö³ ñåí ñî ðà. Ïå ðåä ïðî âå -
äåí íÿì ³ììîá³ë³çàö³¿ ïî âåð õíþ ðî áî ÷î ãî åëåê òðî -
äà îá ðîá ëÿ ëè õðî ìî âîþ ñóì³øøþ, ðå òåëü íî â³äìè -
âà ëè äèñ òèëü î âà íîþ âî äîþ òà âè ñó øó âà ëè åòà íî -
ëîì. Íà âàæ êó ÁÍÒ-NH2 ìà ñîþ 2 ìã ñóñ ïåí äó âà ëè â
1 ìë ÄÌÑ, ÄÌÔÀ àáî âîä íî ìó ðîç ÷èí³ ÏÂÏ
(100 ìã/ìë) ³ç çà ñòî ñó âàí íÿì óëüòðàç âó êî âî ãî ñîí³-
êà òî ðà RK 102 H («Bandelin electronic», Í³ìå÷ ÷è íà)
ïðî òÿ ãîì 30 õâ çà ê³ìíàò íî¿ òåì ïå ðà òó ðè. 

×óò ëè âó ìàò ðè öþ á³îñåí ñî ðà ôîð ìó âà ëè íà íå -
ñåí íÿì êðà ïåëü íèì ìå òî äîì íà ïî âåð õíþ ðî áî ÷î -
ãî åëåê òðîäà 1,7 ìêë â³äïîâ³äíî¿ âèõ³äíî¿ ñóì³ø³ òà
ïîä àëü øîþ ³ììîá³ë³çàö³ºþ êî âà ëåíòíèì çøè âàí -
íÿì ó á³ëêî âèé ãåëü â íà ñè ÷å íèõ ïà ðàõ ÃÀ [6]. Ìåì -
áðàí íà ñóì³ø ì³ñòè ëà 0,05 % ÃÎÄ, 6 % ÁÑÀ, 2 %
ñóñ ïåíç³¿ ÁÍÒ-NH2 òà 5 % ãë³öå ðè íó (äàë³ – «ñóì³ø
ÃÎÄ–ÁÑÀ–ÁÍÒ»). Ðîç ÷è íè á³ëê³â ãî òó âà ëè ³ç çà -
ñòî ñó âàí íÿì 25 ìÌ ôîñ ôàò íî ãî áó ôå ðà, ðÍ 7,0.
Åëåê òðî äè ç íà íå ñå íîþ ñóì³øøþ ³íêó áó âà ëè â ïà -
ðàõ ÃÀ ïðî òÿ ãîì 40 õâ çà ê³ìíàò íî¿ òåì ïå ðà òó ðè.
Ï³ñëÿ öüî ãî ìåì áðà íè âè ñó øó âà ëè íà ïîâ³òð³ âïðî -
äîâæ 30 õâ òà òðè÷³ â³äìè âà ëè 25 ìÌ ôîñ ôàò íèì
áó ôå ðîì (ðÍ 7,0). Êîí òðîëü íó ìåì áðàí íó ñóì³ø
ãî òó âà ëè çà ò³ºþ æ ïðî öå äó ðîþ, àëå áåç äîäàâàííÿ
íàíîòðóáîê (äàë³ – «ñóì³ø ÃÎÄ–ÁÑÀ»). 

Åëåê òðîõ³ì³÷í³ âèì³ðþ âàí íÿ. Âèâ ÷åí íÿ âîëüò-
àì ïåð íèõ õà ðàê òå ðèñ òèê åëåê òðîä³â ³ âèì³ðþ âàí íÿ
àì ïå ðî ìåò ðè÷ íî ãî ñèã íà ëó á³îñåí ñîð³â çä³éñíþ âà -
ëè çà äî ïî ìî ãîþ ïðè ëà äó mStat 200 («DropSens») ³ç
â³äïîâ³äíèì ïðî ãðàì íèì çà áåç ïå ÷åí íÿì, ï³äêëþ -
÷å íî ãî äî êîì ï’þ òå ðà. Åêñïå ðè ìåí òàëü íà óñòà íîâ -
êà ì³ñòè ëà òà êîæ ñêëÿ íó êîì³ðêó äëÿ ðîç ÷è íó, åëåê -
òðî ìàãí³òíó ì³øàë êó, øòà òèâ ³ ãíó÷ êèé ïå ðåõ³ä-
íèê, ÿêèé ç’ºäíóº åëåê òðè÷í³ êîí òàê òè ñåí ñî ðà ç
ïðè ëà äîì (ðèñ. 1, á, äèâ. óêëåé êó).

Âèì³ðþ âàí íÿ ïðî âî äè ëè ó â³äêðèò³é êîì³ðö³
îá’ºìîì 2,5 ìë ó 25 ìÌ ôîñ ôàò íî ìó áó ôåð³, ðÍ 7,0, 
çà ê³ìíàò íî¿ òåì ïå ðà òó ðè òà ïðè ³íòåí ñèâ íî ìó ïå -
ðåì³øó âàíí³. Ïå ðåä ïî ÷àò êîì åê ñïå ðè ìåíò³â åëåê -
òðîä íó ä³ëÿí êó á³îñåí ñî ðà âèò ðè ìó âà ëè ó ðî áî ÷î -
ìó áó ôåð³ ïðî òÿ ãîì 40 õâ. Êîí öåí òðàö³þ ñóá ñòðà-
ò³â ó êîì³ðö³ çì³íþ âà ëè, äî äàþ÷è ïåâí³ àë³êâîòè
âèõ³äíèõ ðîç ÷èí³â. Çà âå ëè ÷è íó ñèã íàëó á³îñåí ñî -
ðà, ùî â³äïîâ³äàº ïåâí³é êîí öåí òðàö³¿ ñóá ñòðà òó,
ââà æà ëè ñå ðåäíº àðèô ìå òè÷ íå ç òðüîõ âèì³ðþ âàíü.
Ïî õèá êà âèì³ðþ âàíü íå ïå ðå âè ùó âà ëà 5 %. Âîëüò-
àì ïåðí³ õà ðàê òå ðèñ òèêè åëåê òðîä³â âèç íà ÷à ëè ìå -
òî äîì öèêë³÷íî¿ âîëü òàì ïå ðî ìåòð³¿ ó 25 ìÌ ôîñ -
ôàò íî ìó áó ôåð³ òà ç äî äà âàí íÿì 0,86 ìÌ Í2Î2 àáî
20 ìÌ ãëþêîçè. Âèì³ðþâàííÿ çä³éñíþ âà ëè ïðè
øâèäêîñò³ 100 ìÂ/ñ ç ÷îòèðìà ïîâòîðàìè.

Ðå çóëü òà òè ³ îá ãî âî ðåí íÿ. Ãëþ êî çî îê ñè äà çà –
öå íà é âèâ ÷åí³øà, ñòàá³ëüíà ³ êî ìåðö³éíî äîñ òóï íà
îêñè äî ðå äóê òà çà, ÿêó øè ðî êî çà ñòî ñî âó þòü ÿê ìî -
äåëüíèé ôåð ìåíò ïðè ñòâî ðåíí³ íî âèõ òåõ íî ëî-
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ã³÷íèõ ï³äõîä³â äëÿ ðîç ðîá êè ñåí ñîð³â. Àìïåðî-
ìåòðè÷ íèé ñåí ñîð íà îñíîâ³ ³ììîá³ë³çî âà íî¿ ÃÎÄ
äîç âî ëÿº âèç íà ÷à òè ãëþ êî çó çà ïðè íöè ïîì ðåºñò-
ðàö³¿ ïå ðîê ñèäó âîä íþ, ÿêèé óòâîðþºòüñÿ âíàñë³-
äîê ðåàêö³¿

                           ÃÎÄ
Ãëþ êî çà + Î2 ––––––® Ãëþ êî íî ëàê òîí + Í2Î2.

Ïå ðîê ñèä âîä íþ ðîç êëà äàºòüñÿ íà ðî áî ÷î ìó
åëåê òðîä³ ç óòâî ðåí íÿì 2Í+, 2å– òà Î2. Âèâ³ëüíåí íÿ
åëåê òðîí³â ïðè çâî äèòü äî çì³íè ñè ëè ñòðó ìó íà
ìåæ³ ðîç ïîä³ëó «åëåê òðîä–ðîç ÷èí» ïðî ïîðö³éíî äî 
êîí öåí òðàö³¿ ãëþ êî çè.

Ïå ðåä ïî ÷àò êîì äîñë³äæåíü âèâ ÷à ëè âîëü òàì -
ïåðí³ õà ðàê òå ðèñ òè êè çî ëî òèõ åëåê òðîä³â DropSens 
áåç ôåð ìåí òíèõ ìåì áðàí. Çíàé äå íî, ùî øâèäê³ñòü
100 ìÂ/ñ º îïòè ìàëü íîþ äëÿ ïðî âå äåí íÿ âèì³ðþ -
âàíü ìå òî äîì öèêë³÷íî¿ âîëü òàì ïå ðî ìåòð³¿ (ðèñ. 2,
äèâ. óêëåé êó). 

Íà ðèñ. 3 (äèâ. óêëåé êó) ïðåä ñòàâ ëå íî òè ïîâ³
âîëü òàì ïåðí³ êðèâ³ äëÿ çî ëî òèõ åëåê òðîä³â Drop
Sens áåç ôåð ìåí òíèõ ìåì áðàí ó 25 ìÌ ôîñ ôàò íî ìó 
áó ôåð³ (ðÍ 7,0) (ðèñ. 3, à, á, êðèâ³ 1, äèâ. óêëåé êó) òà 
ï³ñëÿ äî äà âàí íÿ ïå ðîê ñè äó âîä íþ (ðèñ. 3, à, êðè âà
2, äèâ. óêëåé êó) ³ ãëþ êî çè (ðèñ. 3, á, êðè âà 2, äèâ.
óêëåé êó). Ïî êà çà íî, ùî äî äà âàí íÿ ïå ðîê ñè äó âîä -
íþ «çñó âàº» âå ëè ÷è íó ñèã íà ëó åëåê òðî äà ïðè ïî -
òåíö³àë³ 0,1–0,9 Â. Öå ñâ³ä÷èòü ïðî ïåðåòâîðåííÿ
Í2Î2 íà ïî âåðõí³ åëåê òðî äà, ó òîé ÷àñ ÿê äî äà âàí íÿ
ãëþ êî çè ïðàê òè÷ íî íå çì³íþº ôîð ìè êðè âî¿. Ïî -
òåíö³àë 0,8 Â îá ðà íî íà ìè çà îïòè ìàëü íèé äëÿ ïðî -
âå äåí íÿ ïîä àëü øèõ àì ïå ðî ìåò ðè÷ íèõ âèì³ðþ âàíü. 
Âñòà íîâ ëå íî, ùî ãëþ êî çà íå îêèñ íþºòüñÿ/â³äíîâ -
ëþºòüñÿ íà åëåê òðîä³ ïðè òà êî ìó çíà ÷åíí³ ïî -
òåíö³àëó (ðèñ. 3, á, êðè âà 2, äèâ. óêëåé êó).

Ðîç ðîá êà ìå òî äó ôîð ìó âàí íÿ á³îñå ëåê òèâ íî¿
ìåì áðà íè íà îñíîâ³ ÁÍÒ-NH2 ³ ÃÎÄ âêëþ ÷àº òðè
åòàïè:

– âèá³ð ñïî ñî áó ñóñ ïåí äó âàí íÿ íà íîò ðó áîê;
– âèá³ð ìå òî äó ³ììîá³ë³çàö³¿ íà íîò ðó áîê ³ ÃÎÄ

íà ïî âåð õíþ åëåê òðî äà;
– âèâ ÷åí íÿ åëåê òðîõ³ì³÷íèõ âëàñ òè âîñ òåé ðîç -

ðîá ëå íî¿ ìåì áðà íè.
Íà íîò ðóá êè ñóñïåíäóâàëè çà äî ïî ìî ãîþ óëüò-

ðàç âó êó â ðîç ÷èí íè êàõ ÄÌÑ, ÄÌÔÀ ³ ÏÂÏ (ÿê
îïè ñà íî â ðîçä³ë³ «Ìà òåð³àëè ³ ìå òî äè»). Ó ðàç³ çà -

ñòî ñó âàí íÿ ÄÌÑ çì³íè ñòà íó íà íîò ðó áîê íå ñïîñ -
òåð³ãàëè. Ïðè âè êî ðèñ òàíí³ ÄÌÔÀ â³äì³÷åíî
÷àñ òêî âå çá³ëüøåí íÿ îá’ºìó ÁÍÒ. Íàéë³ïø³ ðå çóëü -
òà òè îò ðè ìàíî çà âè êî ðèñ òàí íÿ ÏÂÏ. Ó öüî ìó âè -
ïàä êó îò ðè ìàíî ñòàá³ëüíó ñóñ ïåíç³þ íà íîò ðó áîê.
Êð³ì òî ãî, ÏÂÏ, ÿêèé ñëó ãóº çàì³ííèêîì êðîâ³ ³
âõî äèòü äî ñêëà äó ë³ê³â òà êîñìåòè÷íèõ çàñîá³â, º
ìåíø òîêñè÷íèì äëÿ ôåðìåíòó [7]. 

Äëÿ ñòâî ðåí íÿ ìåì áðàí íà îñíîâ³ ³ììîá³ë³çî âà -
íî¿ ÃÎÄ ³ç çà ñòî ñó âàí íÿì ÁÍÒ-NH2 íà ìè îá ðà íî
ìå òîä çøèâàííÿ çà äî ïî ìî ãîþ ÃÀ. Ðàí³øå ïî êà -
çàíî ìîæ ëèâ³ñòü ðîçðîáêè ãëþ êîç íèõ á³îñåí ñîð³â
íà îñíîâ³ âóã ëå öå âèõ âî ëî êîí çà ðà õó íîê ³ììîá³ë³-
çàö³¿ ãëþ êî çî îê ñè äà çè â á³ëêî âèé ãåëü (ÁÑÀ) ó ïà -
ðàõ ÃÀ [8, 9]. ÃÀ, ÿêèé º á³ôóíêö³îíàëü íèì àãåí -
òîì, còâî ðþº ì³æìî ëå êó ëÿðí³ çøèâ êè ì³æ NH2-ãðó -
ïà ìè ðå ÷î âèí ç óòâî ðåí íÿì øè ôôî âèõ îñíîâ. Ðå -
àêö³ÿ ïðîõîäèòü çà ì’ÿ êèõ óìîâ, ùî äîç âî ëÿº
çáå ðåã òè ôåð ìåíò ó íà òèâ íî ìó ñòàí³ [10]. Îêð³ì òî -
ãî, çâ’ÿ çó âàí íÿ ÁÍÒ-NH2 ç ìî ëå êó ëà ìè ôåð ìåíòó
ïî âèí íî ïî ëåã øóâàòè ïåðåíåñåííÿ åëåêòðîí³â ì³æ
àêòèâíèì öåíòðîì ôåðìåíòó òà ïîâåðõíåþ ðî áî ÷î-
ãî åëåêòðîäó [1, 2]. 

Íà øèìè ïî ïå ðåäí³ìè åê ñïå ðè ìåíòàìè ç ³ììî-
á³ë³çàö³¿ ñóì³ø³ ÃÎÄ ³ç ñóñ ïåíç³ºþ ÁÍÒ áåç ÁÑÀ âè -
ÿâ ëå íî, ùî òàê³ ìåì áðà íè ìà ëè íèç ü êó ôåð ìåí òà -
òèâ íó àê òèâí³ñòü, à íà íîò ðóá êè øâèä êî âè ìè âà -
ëèñÿ. Òî ìó â ïîä àëü øèõ äîñë³äàõ äëÿ ³ììîá³ë³çàö³¿
ìè âè êî ðèñ òà ëè ìåì áðàí íó ñóì³ø ç äî äà âàí íÿì
ÁÑÀ (äèâ. «Ìàòåð³àëè ³ ìå òî äè»).

Íà ðèñ. 4 ïðåä ñòàâ ëå íî çà ëåæ íîñò³ âå ëè ÷è íè
àì ïå ðî ìåò ðè÷ íî ãî ñèã íà ëó â³ä êîí öåí òðàö³¿ ãëþ -
êî çè äëÿ á³îñåí ñî ðà, ñòâî ðå íî ãî íà îñíîâ³ çî ëî òèõ
åëåê òðîä³â ô³ðìè «DropSens» ³ ìåì áðà íè ÃÎÄ–
ÁÑÀ–ÁÍÒ, ó ïîð³âíÿíí³ ç êîí òðîëü íè ìè äàò ÷è êà -
ìè. Âñòà íîâ ëå íî íà ÿâí³ñòü ôåð ìåí òà òèâ íî¿ àê òèâ -
íîñò³ ó ñåí ñîð³â, ÿê³ ì³ñòÿòü ÃÎÄ (ðèñ. 4, êðèâ³ 1, 2),
íà â³äì³íó â³ä äàò ÷è êà ç ìåì áðà íîþ íà îñíîâ³
³ììîá³ë³çî âà íî ãî ÁÑÀ òà «ãî ëî ãî» åëåê òðî äà (â³ä-
ïîâ³äíî ðèñ. 4, êðèâ³ 3, 4). ßê ìîæ íà áà ÷è òè, øàð
³ììîá³ë³çî âà íî ãî ÁÑÀ íå âïëè âàº ñóòòºâî íà âå ëè -
÷è íó ñèã íà ëó á³îñåí ñî ðà. Äî äà âàí íÿ íà íîò ðó áîê äî 
ìåì áðà íè ïðè çâî äèòü äî ï³äñè ëåí íÿ ñèã íà ëó
á³îñåí ñî ðà ó 1,5 ðàçó òà ðîç øè ðåí íÿ ë³í³éíî ãî ä³à-
ïà çî íó âèç íà ÷åí íÿ ãëþ êî çè (ç 0,1–4,0 äî 0,1–
5,0 ìÌ â³äïîâ³äíî) (òàá ëè öÿ).
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Íàñ òóï íèì åòà ïîì äîñë³äæåí íÿ ñòà ëî âèç íà -
÷åí íÿ îïòè ìàëü íèõ óìîâ äëÿ âèì³ðþ âàí íÿ àì ïå ðî -
ìåò ðè÷ íî ãî ñèã íà ëó á³îñåí ñî ðà íà îñíîâ³ çî ëî òèõ
åëåê òðîä³â ³ ìåì áðà íè ÃÎÄ–ÁÑÀ–ÁÍÒ. Íà ðèñ. 5,
à, íàâåäåíî çà ëåæí³ñòü âå ëè ÷è íè ñèã íà ëó ñåí ñî ðà
â³ä êîí öåí òðàö³¿ ðî áî ÷î ãî áó ôå ðà. Äîñë³äæåí íÿ
ïî êà çà ëè, ùî ïðè êîí öåí òðàö³¿ ôîñ ôàò íî ãî áó ôå ðà, 

âèù³é çà 25 ìÌ, âå ëè ÷è íà ñèã íà ëó á³îñåí ñî ðà
ñóòòºâî íå çì³íþºòüñÿ. Öå º õà ðàê òåðíèì äëÿ àì ïå -
ðî ìåò ðè÷ íèõ äàò ÷èê³â íà îñíîâ³ ÃÎÄ [8, 11].

Âðà õî âó þ ÷è âè ùå âèê ëà äå íå, ðÍ-îïòè ìóì ñòâî -
ðå íî ãî á³îñåí ñî ðà çíà õî äè ëè ó 25 ìÌ ôîñ ôàò íî ìó
áó ôåð³ â ä³àïà çîí³ çíà÷åíü ðÍ 6,0–8,0 (ðèñ. 5, á). ßê
â³äî ìî, íà òèâ íà ÃÎÄ çà òåì ïå ðà òó ðè 25 °Ñ íå çì³-
íþº ñâîº¿ ôåð ìåí òà òèâ íî¿ àê òèâ íîñò³ â ä³àïà çîí³
ðÍ 6,0–8,6 [12]. Âèÿâëåíî çñóâ ðÍ-îïòè ìó ìó
â³äíîñ íî íà òèâ íî¿ ÃÎÄ ó ëóæ íó îá ëàñòü ç îïòè ìó -
ìîì ïðè ðÍ 7,0, ùî ìî æå áó òè ñïðè÷èíåíî çì³íîþ
ëî êàëü íî ãî ðÍ ó ìåì áðàí³ òà äè ôóç³éíè ìè ïðî öå -
ñà ìè, âèê ëè êàíèìè íà êî ïè ÷åí íÿì ïðî òîí³â, ÿê³
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Ðèñ. 4.  Çà ëåæ íîñò³ âå ëè ÷è íè àì ïå ðî ìåò ðè÷ íî ãî ñèã íà ëó äàò -
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Ðèñ. 5. Îïòèì³çàö³ÿ óìîâ âèì³ðþ âàí íÿ ñèã íà ëó á³îñåí ñî ðà íà îñíîâ³ çî ëî òèõ àì ïå ðî ìåò ðè÷ íèõ åëåê òðîä³â òà ìåì áðà íè ÃÎÄ–
ÁÑÀ–ÁÍÒ: à – çà ëåæí³ñòü âå ëè ÷è íè â³äãó êó á³îñåí ñî ðà â³ä êîí öåí òðàö³¿ ôîñ ôàò íî ãî áó ôå ðà (ðÍ 7,0) òà á – â³ä âåëè÷èíè ðÍ 25 ìÌ
ôîñ ôàò íî ãî áó ôå ðà. Â³äãó êè âèì³ðþ âà ëè ï³ñëÿ äî äà âàí íÿ 2,5 ìÌ ãëþ êî çè çà òåì ïå ðà òó ðè 25 °Ñ



óòâî ðþ þòü ñÿ âíàñë³äîê â³äíîâ ëåí íÿ ïðî äóê òó ôåð -
ìåí òà òèâ íî¿ ðå àêö³¿ Í2Î2 íà åëåê òðîä³ [13]. Çâó æåí -
íÿ îïòè ìàëü íî ãî ä³àïà çî íó ðÍ òà êîæ ìîæ íà ïî ÿñ -
íè òè îá ìå æåí íÿì çäàò íîñò³ ³ììîá³ë³çî âà íî ãî ôåð -
ìåí òó çì³íþ âà òè ñâîþ òðå òèí íó ñòðóê òó ðó ó â³äïî- 
â³äü íà çì³íó ðÍ.

Òà êèì ÷è íîì, ïðî âå äå íè ìè äîñë³äæåí íÿ ìè ïî -
êà çà íî, ùî ñòâî ðå íà íà ìè ìåì áðà íà á³îñåí ñî ðà íà
îñíîâ³ ³ììîá³ë³çî âà íî¿ ÃÎÄ ³ç çà ëó ÷åí íÿì ÁÍÒ äàº
çìî ãó çáåð³ãà òè îñíîâí³ âëàñ òè âîñò³ ôåð ìåí òó òà º
ïðè äàò íîþ äî ðî áî òè çà óìîâ, îïòè ìàëü íèõ äëÿ íà -
òèâ íî ãî ôåð ìåí òó. Â³äòàê âî íà ìî æå çà áåç ïå ÷è òè
ïîë³ïøåí íÿ òà êèõ àíàë³òè÷ íèõ õà ðàê òå ðèñ òèê á³î-
ñåí ñî ðà, ÿê ï³äâè ùåí íÿ âèì³ðþ âà íî ãî ñèã íà ëó òà
ðîç øè ðåí íÿ ë³í³éíî ãî ä³àïà çî íó. Ó òîé æå ÷àñ îñ-
íîâí³ î÷³êó âàí íÿ â³ä çà ñòî ñó âàí íÿ íà íîò ðó áîê ïî -
â’ÿ çàí³ ç ìîæ ëèâ³ñòþ åôåê òèâ íî¿ ðî áî òè á³îñåí ñî -
ðà çà ð³çíèõ çíà ÷åíü ðî áî ÷èõ ïî òåíö³àë³â. Öå íå -
îáõ³äíî äëÿ ïðî âå äåí íÿ âèì³ðþ âàíü, çîê ðå ìà ãëþ -
êî çè, ó á³îëîã³÷íèõ ð³äè íàõ òà õàð ÷î âèõ ïðî äóê òàõ,
ùîá çìåí øè òè âïëèâ ³íòåð ôå ðó þ ÷èõ ðå ÷îâ èí, ÿê³
ìî æóòü îêèñ íþ âà òè ñÿ ÷è â³äíîâ ëþ âà òè ñÿ ïðè çíà -
÷åí íÿõ ïî òåíö³àëó, áëèçü êèõ äî 0,8 Â. Íà ðèñ. 6
(äèâ. óêëåé êó) ïðåä ñòàâ ëå íî âîëü òàì ïåðí³ êðèâ³,
îò ðè ìàí³ äëÿ ñåí ñîð³â íà îñíîâ³ ³ììîá³ë³çî âà íèõ
ñóì³øåé ÃÎÄ–ÁÑÀ (à) òà ÃÎÄ–ÁÑÀ–ÁÍÒ (â) ó
25 ìÌ ôîñ ôàò íî ìó áó ôåð³, ðÍ 7,0 (êðèâ³ à1 òà â1,
äèâ. óêëåé êó) òà  çà ïðè ñóò íîñò³ 20 ìÌ ãëþ êî çè
(êðèâ³ à2 òà â2, äèâ. óêëåé êó).  Ïî êà çà íî, ùî äëÿ
á³îñåí ñî ðà íà îñíîâ³ ÃÎÄ–ÁÑÀ–ÁÍÒ õà ðàê òåð íîþ
º çì³íà ñèã íà ëó  ó øèð øî ìó ä³àïà çîí³ ïî òåíö³àëó
(ðèñ. 6, â, äèâ. óêëåé êó). Öå òà êîæ ï³äòâåð äæå íî ðå -
çóëü òà òà ìè âèì³ðþ âàíü êàë³áðó âàëü íèõ êðè âèõ
á³îñåí ñîð³â äëÿ âèç íà ÷åí íÿ ãëþ êî çè ïðè ð³çíèõ ðî -
áî ÷èõ ïî òåíö³àëàõ, íà âå äå íèõ íà ðèñ. 6 (á, ã, äèâ.

óêëåé êó) òà â òàá ëèö³. Íåç âà æà þ ÷è íà òå, ùî àê -
òèâí³ñòü ñåí ñî ðà ïðè ïî òåíö³àëàõ –0,5; –0,2; 0,2 òà
0,5 Â âè ÿ âè ëà ñÿ çíà÷ íî íè æ÷îþ, í³æ ïðè ïî òåíö³àë³ 
0,8 Â, âî íà ìî æå áó òè äîñ òàò íüîþ äëÿ ïðî âå äåí íÿ
âèì³ðþ âàíü ãëþ êî çè. 

Äîñë³äæåí íÿ ñòàá³ëüíîñò³ ïðè çáåð³ãàíí³ ðîç -
ðîá ëå íî ãî á³îñåí ñî ðà íà îñíîâ³ ìåì áðà íè
ÃÎÄ–ÁÑÀ–ÁÍÒ ó ñó õî ìó âèã ëÿä³ çà òåì ïå ðà òó ðè
4 îÑ ïðî òÿ ãîì 35 äí³â  ïî êà çà ëî, ùî ñòâî ðå íà ìåì -
áðà íà º äî ñèòü ñòàá³ëüíîþ ³ çáåð³ãàº äî 85 % ñâîº¿
àê òèâ íîñò³. Ñë³ä çà çíà ÷è òè, ùî íà éá³ëüø³ çì³íè âå -
ëè ÷è íè â³äãó êó ðîç ðîá ëå íî ãî á³îñåí ñî ðà  ñïîñ -
òåð³ãà ëè ó ïåðø³ äâà òèæí³, íàä àë³ âå ëè ÷è íà â³äãó -
êó çà ëè øàºòüñÿ ìàé æå ïî ñò³éíîþ (ïî õèá êà âèì³ðþ -
âàíü ñòà íî âèòü áëèçü êî 7 %) (ðèñ. 7). Äîñë³äè ç ï³ä-
âè ùåí íÿ ñòàá³ëüíîñò³ á³îñåí ñî ðà òðè âà þòü. Âèð³-
øåí íÿ ö³º¿ ïðî áëå ìè ìîæ ëè âå çà îïòèì³çàö³¿ ñòà-
á³ë³çó âàëü íèõ àãåíò³â òà á³ëüø ðå òåëü íî ãî ï³äáî ðó
óìîâ çáåð³ãàí íÿ. 

Âèñ íîâ êè. Îïòèì³çî âà íî ìå òîä ôîð ìó âàí íÿ
á³îñå ëåê òèâ íî¿ ìàò ðèö³ á³îñåí ñî ðà íà îñíîâ³ ³ììî-
á³ë³çî âà íî¿ ÃÎÄ ç ÁÍÒ, ìî äèô³êî âà íèõ àì³íîãðó -
ïà ìè, íà ïî âåð õíþ çî ëî òèõ àì ïå ðî ìåò ðè÷ íèõ åëåê -
òðîä³â DropSens. Âèç íà ÷åíî îïòè ìàëüí³ óìî âè äëÿ
ðî áî òè ìåì áðà íè (25 ìÌ ôîñ ôàò íèé áó ôåð, ðÍ 7,0) 
òà ïî êà çà íî, ùî âî íè áëèçüê³ äî îïòè ìàëü íèõ óìîâ
ðî áî òè íà òèâ íî ãî ôåð ìåíòó. 

Âñòà íîâ ëå íî, ùî âêëþ ÷åí íÿ ÁÍÒ äî ìåì áðà íè
á³îñåí ñî ðà ñïðèÿº ï³äâè ùåí íþ âå ëè ÷è íè ñèã íà ëó,
ðîç øè ðþº ë³í³éíèé ä³àïà çîí âèì³ðþ âà íèõ êîí öåí -
òðàö³é ãëþ êî çè òà äàº ìîæ ëèâ³ñòü âèç íà ÷à òè ñóá -
ñòðàò ó øè ðî êèõ ìåæ àõ ðî áî ÷î ãî ïî òåíö³àëó.

O. A. Biloivan, N. S. Rogaleva, Yà. I. Korpan

Optimization of  bioselective membrane of amperometric enzyme

sensor on basis of glucose oxidase using NH2-modified multi-wall

carbone nanotubes

Summary

Aim. To investigate a possibility of application of multi-wall
carbone nanotubes modified with NH2-groups (MWCNT-NH2) for
creation of sensitive elements of the amperometric biosensor based
on immobilized oxidoreductases, in particular, glucose oxidase
(GOD). To study electrochemical properties of the membranes
obtained. Methods. Experiments were carried out with am-
perometric methods using the ìStat 200 device («DropSens»,
Spain). The enzymes were immobilised in glutaraldehyde vapour.
Results. The method of formation of bioselective matrix based on
immobilised GOD with MNP-NH2 on the surface of gold ampe-
rometric electrodes was optimised. Optimal working conditions of
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the biosensor developed were determined. Conclusion. MWCNT
integration into a bioselective matrix improves the biosensor
analytical characteristics which means: higher signal value, wider
linear range of glucose analysis, and possibility of substrate
determination in wide range of working potential. 

Keywords: NH2-modified multi-wall carbone nanotubes,
amperometric biosensor, oxidoreductase, glucose oxidase.

Î. À. Áå ëî è âàí, Í. Ñ. Ðî ãàë eâà, ß. È. Êîð ïàí

Îïòè ìè çà öèÿ áè î ñå ëåê òèâ íîé ìåì áðà íû  àì ïå ðî ìåò ðè ÷åñ êî ãî  

ýí çè ìî ñåí ñî ðà íà îñíî âå ãëþ êî çî îê ñè äà çû ñ èñ ïîëü çî âà íè åì 

ìóëü òèñ òå íî÷ íûõ êàð áî íî âûõ íà íîò ðó áîê, ìî äè ôè öè ðî âàí -

íûõ àìèíîãðóï ïà ìè

Ðå çþ ìå

Öåëü. Èññëå äî âàòü âîç ìîæ íîñòü èñ ïîëü çî âà íèÿ ìóëü òèñ òå -
íî÷ íûõ êàð áî íî âûõ íà íîò ðó áîê, ìî äè ôè öè ðî âàí íûõ àìè íî-
ãðóï ïà ìè (ÌÍÒ-NH2), äëÿ ñî çäà íèÿ ÷ó âñòâè òåëü íî ãî ýëå ìåí òà
àì ïå ðî ìåò ðè ÷åñ êî ãî áè î ñåí ñî ðà íà îñíî âå èì ìî áè ëè çî âàí íûõ
îêñè äî ðå äóê òàç, â ÷àñ òíîñ òè ãëþ êî çî îê ñè äà çû (ÃÎÄ), è èçó-
÷èòü ýëåê òðî õè ìè ÷åñ êèå ñâî éñòâà ïî ëó ÷åí íûõ ìåì áðàí. Ìå -
òî äû. Ýêñïå ðè ìåí òû ïðî âî äè ëè ñ èñ ïîëü çî âà íè åì  àì ïå ðî -
ìåò ðè ÷åñ êèõ ìå òî äîâ ñ ïî ìîùüþ ïðè áî ðà ìStat 200 («Drop-
Sens», Èñïà íèÿ). Ôåð ìåíòû èì ìî áè ëè çî âà ëè â ïà ðàõ ãëó òà ðî -
âî ãî àëü äå ãè äà. Ðå çóëü òà òû. Îïòè ìè çè ðî âàí ìå òîä ôîð ìè -
ðî âà íèÿ áè î ñå ëåê òèâ íîé ìàò ðè öû áè î ñåí ñî ðà íà îñíî âå
èì ìî áè ëè çî âàí íîé ÃÎÄ ñ ÌÍÒ-NH2 íà ïî âåð õíîñ òè çî ëî òûõ
àì ïå ðî ìåò ðè ÷åñ êèõ ýëåê òðî äîâ. Îïðå äå ëå íû îïòè ìàëü íûå óñ- 
ëî âèÿ ôóíê öè î íè ðî âà íèÿ áè î ñåí ñî ðà íà åå îñíî âå. Âû âî äû. Ïî -
êà çà íî, ÷òî âêþ ÷å íèå ÌÍÒ â ñî ñòàâ áè î ñå ëåê òèâ íîé ìàò ðè öû
áè î ñåí ñî ðà óëó÷ øà åò åãî àíà ëè òè ÷åñ êèå  õà ðàê òå ðèñ òè êè:
ñïî ñî áñòâó åò óâå ëè ÷å íèþ âå ëè ÷è íû ñèã íà ëà è ðàñ øè ðå íèþ ëè -
íåé íî ãî äè à ïà çî íà äëÿ íà õîæ äå íèÿ óðîâ íÿ ãëþ êî çû, äàåò âîç -
ìîæ íîñòü îïðå äåëÿòü ñóá ñòðàò â øè ðî êèõ ãðà íè öàõ çíà÷åíèé 
ðà áî ÷å ãî ïî òåí öè à ëà). 

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: ìóëü òèñ òå íî÷ íûå êàð áî íî âûå íà íîò ðóá -
êè, ìî äè ôè öè ðî âàí íûå àìèíîãðóï ïà ìè,  àì ïå ðî ìåò ðè ÷åñ êèé
áèîñåí ñîð, îêñè äî ðå äóê òà çû, ãëþ êî çî îê ñè äà çà.
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