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Зерттеудің нысаны: полимерлік қабаттар мен ферментті микрокапсулалардың комбинациясы болып табылатын және жаңа полимерлік мультиферменттік жабынды қалыптастыратын желкек пероксидазы ферментінің микрокапсулалары, уреаза ферментінің микрокапсулалары, желкек пероксидазы мен уреаза ферментінің микрокапсулалары, биосенсорлық датчиктер.
Жобаның осы кезеңінің мақсаты: полимерлі технология негізінде жасалған және урез және/немесе желкек пероксидазы ферменттері бар биосенсорларды пайдалану принципін көрсету, сынақ ерітінділерінде тиісті субстраттарды анықтау. Биосенсорларда полимерлі технологияларды қолдану туралы әдебиеттерді талдау.
Әдістер: фермент құрамды кальций карбонаты қабығының бөлшектерін алу, фермент құрамды полиэлектролитті микрокапсулаларды алу, фермент құрамды полимерлік жабындарды алу, сутегі  асқын тотығының концентрациясын анықтау үшін спектрофотометриялық әдіс, стандартты pH электродын пайдалана отырып, несепнәр концентрациясын анықтаудың потенциометриялық әдісі, жеңіл және конфокциялық спектроскопия әдістерін полиэлектролитті микрожасуша жабынның құрылымын және оның компоненттерін зерттеу.
Жұмыс нәтижелері және жаңашылдығы:
Полимерлі технологияларды қолдана отырып және реакциялық ортада құрамында екі ферменті бар, уреаза-желкек пероксидазы биоферменттік жүйесінің мысалында микроагреакторларды құрудың негізгі мүмкіндігі көрсетілген. Үш, бес және жеті қабатты полиэлектролитті микрокапсулаларда қамтылған  уреаза және желкек пероксидасы ферменттерінің каталитикалық белсенділігі зерттелді. Ферменттердің белсенділігі ферментпен байланысқан полиэлектролит қабығының ішкі бетінің зарядының белгісіне байланысты және полиэлектролиттік қабықтың қабаттарының санына байланысты емес екенін көрсетті (3-7 қабатты капсулалар үшін, ферменттердің каталитикалық белсенділігіндегі эксперименттік қателіктердегі айырмашылықтар). Потенциометриялық әдіс көрсеткендей, полиэлектролитті полистирол сульфонатпен (микрокапсуланың ішкі қабатын қалыптастырушы және теріс зарядқа ие) байланыста капсулаланған уреаз ферменті өзінің несепнәр субстратын 2х10-4М – 10-2М концентрациясының диапазонында анықтай алды. Спектрофотометриялық әдісте ішкі қабықшасыны позитивті зарядталған микрокапсулдарда (полиэлектролитті полиалламин гидрохлориді) капсулаланған желкек пороксидаза ферменті  ферменттердің субстрат сутегі асқын тотығы үшін жақсы жақындығы бар және ПСС/ПААГ/ПИ капсулаларындағы ферментке қарағанда шамамен екі есе жоғары каталитикалық белсенділікке ие. 
Уреаза-желкек пероксидазасы биоферментті жүйесі зерттелді. Бұл екі фермент қабаттардың саны 5 және ферменттермен байланыста полиэлектролиттің (-) зарядтау белгісімен бір микрокапсулада капсулаланған. Потенциометриялық және спектрофотометриялық әдістер көрсеткендей, бұл ферменттер бір жасушада өздерінің субстраттарын кез-келген уақытта анықтай алады. Ферменттердің бір-бірінің белсенділігіне әсер етпейтіні және олардың каталитикалық белсенділігі бір ферменттік жүйенің белсенділігімен салыстыруға болатындығы көрсетілген.
Жарықты және конфокциялық спектроскопия әдісі арқылы микрокапсулалар мен полиэлектролитті микрожасушалы жабындылардың архитектурасын зерттеу жүргізілді. Бұдан басқа, нәтижесінде layer-by-layer әдісімен қарсы зарядталған полиэлектролит қабаттарымен қабаттастырылған микросферолиттердің суреттері (ферментті микрокапсулаларды жасаудағы аралық өнім) - кальций карбонат микробөлшектері ұсынылған. Микрокапсулалар мөлшерін 2-10 мкм ауқымында, тар өлшемді бөлу арқылы шығару мүмкіндігі бар екені көрінді.
Зерттеу нәтижелерін ең алдымен диагностикалық медицинада, экологияда, ауыл шаруашылығында, тамақ өнеркәсібінде, яғни әртүрлі сұйықтықтардағы заттардың концентрациясын анықтау қажеттілігі туындаған жағдайда пайдалануға болады.
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[bookmark: _Toc440978088]Объектом исследования являлись: микрокапсулы с ферментом пероксидаза хрена, микрокапсулы с ферментом уреаза, микрокапсулы с ферментами пероксидаза хрена и уреаза, биосенсорные датчики, представляющие собой комбинацию полимерных слоев и микрокапсул с ферментами и образующие новое полимерное мультиферментное покрытие.
Цель данного этапа проекта: показать принципиальную возможность с помощью биосенсоров, изготовленных на основе полимерных технологий и содержащих ферменты уреазу и/или пероксидазу хрена, определять соответствующие субстраты в тестовых растворах. Провести анализ литературы по применению полимерных технологий в биосенсорах.
Методы: получение ферментсодержащих кальций карбонатных коровых частиц, получение ферментсодержащих полиэлектролитных микрокапсул, изготовление ферментсодержащих полимерных покрытий, спектрофотометрический метод определения концентрации пероксида водорода, потенциометрический способ определения концентрации мочевины с помощью стандартного рН-электрода, методы световой и конфокальной спектроскопии изучения структуры полиэлектролитного микроячеистого покрытия и его компонентов.
Результаты работы и их новизна:
Показана принципиальная возможность создания микрореакторов, изготовленных с помощью полимерных технологий и содержащих два фермента в реакционной среде на примере биферментной системы уреаза – пероксидаза хрена. Проведены исследования каталитической активности ферментов уреаза и пероксидаза хрена, заключенных в трех, пяти и семислойные полиэлектролитные микрокапсулы. Показано, что активность ферментов  зависит от знака заряда внутренней поверхности полиэлектролитной оболочки, контактирующей с ферментом, и мало зависит от количества слоев полиэлектролитной оболочки (для 3-7-слойных капсул различия каталитической активности ферментов в пределах ошибки эксперимента). Потенциометрическим методом показано, что инкапсулированный фермент уреаза, контактирующий с полиэлектролитом полистирол сульфонат (образующий внутренний слой микрокапсулы и имеющий отрицательный заряд), был способен детектировать собственный субстрат мочевину в диапазоне концентраций 2х10-4М – 10-2М. Спектрофотометрическим методом показано, что фермент пероксидаза хрена, инкапсулированный в микрокапсулы с положительно заряженной внутренней оболочкой (полиэлектролит полиалиламин гидрохлорид) имеет лучшее сродство к субстрату пероксиду водорода и обладает каталитической активностью примерно в два раза выше, чем фермент в капсулах ПСС/ПААГ/ПИ.
Проведены исследования биферментной системы уреаза-пероксидаза хрена. Эти два фермента были инкапсулированы в одни и те же микрокапсулы с числом слоев 5 и знаком заряда полиэлектролита (-), контактирующего с ферментами. Потенциометрическим и спектрофотометрическим методами показано, что эти ферменты способны поочередно детектировать собственные субстраты в одной и той же ячейке. Показано, что ферменты не влияют на активность друг друга и их каталитическая активность сравнима с активностью  одноферментной системы. 
Проведены исследования архитектуры микрокапсул и полиэлектролитного микроячеистого покрытия методами световой и конфокальной спектроскопии. Кроме того, представлены фотографии микросферолитов (промежуточного продукта изготовления микрокапсул с ферментами) – кальций-карбонатные микрочастиц, на которые впоследствии наслаивают противоположно заряженные полиэлектролитные  слои методом layer-by-layer. Показано, что возможно получать микрокапсулы с заданным размером в диапазоне 2-10 мкм с узким распределением по размерам.
 Результаты исследований могут быть востребованы прежде всего в диагностической медицине, экологии, сельском хозяйстве, пищевой промышленности, то есть там, где есть необходимость определения концентрации веществ в различных жидкостях.
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Составные сферолиты (СаСО3-белок) – коровые сферические частицы с ферментом

























ВВЕДЕНИЕ

Разработка высокочувствительных сенсоров, способных быстро и надежно регистрировать присутствие биологически активных соединений в объектах аналитического контроля, является одним из приоритетных направлений развития современной аналитической химии. 
Соответствующие специализированные аналитические устройства - биосенсоры находят практическое применение в клиническом анализе, экологии,  сельском хозяйстве, биотехнологии, анализе генетического материала и т.д. Использование ферментов в качестве биораспознающего компонента биосенсора позволяет достичь уникальной селективности и чувствительности определения биологически активных соединений. Недостатки применения ферментов в рутинном анализе -  низкая устойчивость при хранении и высокая стоимость - могут быть компенсированы путем их иммобилизации на нерастворимых носителях.
Создание приборов – анализаторов, способных многократно в течение длительного времени использовать для определения веществ, является актуальной задачей в настоящее время.
Наиболее важный этап разработки биосенсоров – надлежащая иммобилизация ферментов на твердых носителях (подложках). На сегодняшний день при формировании чувствительного слоя биосенсора преимущественно обращаются к химическим методам иммобилизации путем ковалентного связывания фермента, что связано с подбором оптимальных модификаторов для каждого конкретного фермента. Методы весьма трудоемкие и дорогостоящие. 
Нами разработан новый способ иммобилизации ферментов при котором иммобилизованный фермент находится в практически немодифицированном,  функционально-активном состоянии. Не все вещества можно непосредственно детектировать с помощью только одного фермента. Иногда требуются два, а то и три фермента. Кроме того, одновременное детектирование нескольких веществ является необходимой задачей создателей анализаторов. Предложенный новый тип биосенсора позволяет относительно легко создавать мультиферментные системы.



ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1 Полимерные технологии в биосенсорах
1.1 Биосенсорная концепция.

Развитие современных биоаналитических методов связано с молекулярным узнаванием - способностью молекул взаимодействовать друг с другом с высокой специфичностью и большим показателем силы взаимодействия (аффинности). Интерес к разработкам и использованию аналитических устройств, для обнаружения, количественного определения и мониторинга конкретных химических элементов привел к появлению биосенсоров, получивших широкое признание и применение во многих сферах человеческой деятельности [1-3].
Биосенсор позволяет проводить надежную оценку содержания аналита, обусловленную его взаимодействием с биологическим рецептором [4]. Термин «биосенсор» относится к инновационному аналитическому устройству с участием биологического чувствительного элемента с широким спектром применений, таких как разработка лекарственных препаратов, диагностика, биомедицина, безопасность и обработка пищевых продуктов, мониторинг окружающей среды, защита и безопасность. 
Автором первого биосенсора и биосенсорной концепции считается американский профессор-биохимик Леланд Кларк. В 1956 году он опубликовал свою основополагающую работу [5], посвященную аналитическому применению изобретенного им кислородного электрода, который в дальнейшем получил название электрода Кларка. В 1962 году Кларк на выступлении в Нью-Йоркской академии наук озвучил идею совершенствования уже существующих в то время электрохимических сенсоров посредством их сопряжения с ферментами. Эту идею он подкрепил экспериментом с иммобилизованной на электроде глюкозооксидазой, которая  была использована для измерения уровня глюкозы в биологических образцах [6] с применением стратегии электрохимического обнаружения кислорода или перекиси водорода [7, 8]. С тех пор был достигнут большой прогресс [8], как в области технологий, так и в области применения биосенсоров с инновационными подходами связанными с электрохимией и нанотехнологий для биоэлектроники. 
Определение глюкозы является важным из-за его клинического и промышленного значения, а быстрое определение уровня сахара в крови важно для лечения и контроля диабета, являющееся наиболее распространенным эндокринным расстройством углеводного обмена. Концентрация глюкозы в крови является основным диагностическим критерием диабета [9] и является инструментом для мониторинга болезни. На сегодняшнем рынке биосенсоров преобладают именно биосенсоры глюкозы. В статье [10] рассматривается краткая история биосенсоров, основные принципы работы, требования к аналитическим характеристикам и нынешний статус биосенсоров глюкозы, оценка надежности тестирования в клинической практике. 
Ключевой элемент любого биосенсора - поверхность с биоэлементом, которая с чем-то взаимодействует. Различают четыре разных биоэлемента для биосенсора: 
(а). Антитела,  широко используемые в биосенсорах и в других иммуноанализах из-за наличия антител против широкого спектра мишеней; 
(b). Аптамеры - это олигонуклеотиды, которые специфически связывают и распознают различные мишени;
(c). Биосенсоры на основе ферментов. Высокая специфичность фермента для его мишени делает его очень привлекательным для применений в биосенсорах;
(d). Молекулярные импринтированные полимеры (MIP)- это биоэлемент, который синтезируется при полимеризации мономеров вокруг мишени и может быть разделен, оставляя отпечаток, который улавливает мишень с очень высокой специфичностью. 
Подробная информация дана в работах [11, 12]. Основным требованием для биоэлемента является специфичность для аналита с высоким сродством, что является ограничивающим фактором чувствительности биосенсора [13].

1.2 Ферментные биосенсоры

Широко используемыми типами биоэлементов являются ферменты, которые селективны для их субстрата (то есть аналита). При связывании субстрата с активным центром фермента, происходит химическая реакция с получением измеряемого продукта, затем следует высвобождение фермента для дальнейших реакций [14]. Часто биосенсоры на основе ферментов связаны с электрохимическим преобразователем, как, например, в случае биосенсоров на основе ферментов глюкозы. Глюкозооксидаза (GOx) окисляет глюкозу до глюконолактона, используя кислород и продуцируя H2O2. Потребление кислорода может быть измерено кислородным электродом, или образование H2O2 может быть измерено амперометрически. Основным недостатком ферментов для биосенсоров является высокая стоимость и длительная очистка, требуемая для концентрации ферментов.
Известно, что в клетках ферменты находятся не в растворённой форме, а прикреплены к определённым структурам и локализованы в органеллах. В ферментных биосенсорах фермент искусственно связывают с нерастворимым носителем, при этом  каталитические свойства его сохраняются. Иммобилизованные ферменты долговечны и в десятки тысяч раз стабильнее свободных энзимов, что обеспечивает высокую экономичность, эффективность и конкурентоспособность технологий. 
Развитие ферментных биосенсоров можно рассмотреть в работах Ф. Шеллера [15] «по трем поколениям»:
1) у биосенсоров первого поколения фермент иммобилизован на поверхности трансдьюсера и аналитическим сигналом служит убыль концентрации аналита и/или продуктов ферментативных реакций (убыль концентрации растворенного кислорода). Ферменты, используемые для этого класса биосенсоров, принадлежат к двум основным категориям: оксидазы и дегидрогеназы. Для регистрации сигнала применяют коферменты (например, НАД+ , НАДФ+ , НАДН, НАДФН, АТФ ФАД, FADH). 
2) для разработки второго класса ферментных биосенсоров, используют медиаторы электронного переноса, что позволяет исключить влияние кислорода и матрицы. Наиболее распространенные и хорошо известные медиаторы электронного переноса - это феррицианиды, ферроцен, метиленовый синий, феназины, метиловый фиолетовый, ализарин желтый, берлинская лазурь и др. [16]. 
Биосенсоры второго поколения используются реже, чем биосенсоры первого поколения, поскольку они имеют низкую устойчивость вследствие иммобилизованного медиатора. В большинстве случаев в биосенсорах такого рода, для определения аналитического сигнала применяется вольтамперометрия или хроноамперометрия. 
3) Биосенсоры третьего класса основаны на биоэлектрокатализе [17], где есть прямой перенос электронов между ферментом и трансдьюсером.
Свойства иммобилизованных ферментов определяются свойствами как фермента, так и материала носителя. Широко признано, что аналитическое восприятие на электродах, модифицированных полимерными материалами, приводит к низким пределам обнаружения, высокой чувствительности, более низкому приложенному потенциалу, хорошей стабильности, эффективному переносу электронов и более легкой иммобилизации ферментов на электродах [18].

1.3 Полимерные материалы в биосенсорах

Полимерные материалы являются важными компонентами биосенсоров, потому что большинство из них невозможно вообще построить без них. Важнейшая часть биосенсора с точки зрения материального компонента основана на органических полимерах, использование которых способствует повышению их стабильности, биосовместимости и селективности.
В медицинской отрасли и в биотехнологии они в основном применяются при изготовлении мембран (ферментные мембраны, окислительно-восстановительные мембраны, и т.д.), в рецепторах в форме полимерной матрицы, окислительно-восстановительного полимера или медиатора. Кроме того, они вводятся в преобразователи как ионоселективные мембраны (полевые транзисторы) и как оптические волокна в оптоэлектронных датчиках. Наиболее широко применяются полимерные материалы при конструировании рецепторов, где используют различные способы иммобилизации для присоединения биологически активного соединения на поверхность рецептора. Такие соединения включают ферменты, ингибиторы, антигены, антитела, клетки, микроорганизмы.
Как отмечалось выше, использование полимеров в биосенсорах повышает его стабильность, чувствительность, уменьшает время измерения, позволяет повторно использовать фермент, обеспечивает отсутствие загрязнения раствора аналита, дает возможность непрерывного измерения и, наконец, удешевляет их производство. В основном органические полимеры отвечают этим критериям по своим физическим и химическим свойствам [19]. Основы и примеры применения полимерных материалов в различных типах биосенсоров представлены и обсуждены в работе [20] с учетом их молекулярной структуры и конструкции  биосенсора. Подчеркивается роль ряда полимеров в отношении их типичного применения и их конкретных свойств, таких как чувствительность и стабильность. Намечаются будущие тенденции использования полимерных материалов для биосенсоров в области медицинских и экологических применений.
Особенности органических полимеров - это частичная гидрофобность и гидрофильность, а также гигроскопичность и электрическая проводимость. Важным аспектом является биосовместимость полимерных материалов используемых в биодатчиках [21]. Последние два десятилетия ознаменовались значительными достижениями в синтезе полимеров, особенно в области чувствительных полимеров - мягких материалов, которые могут испытывать обратимые или необратимые изменения физических свойств и/или химической структуры, реагируя на разного рода внешние факторы или их комбинации: pH, температуру, ионную силу, излучение, механические вмешательства, электрические и магнитные поля, внешние добавки (ионы, биоактивные молекулы и т.п.) [22]. Возможность легкого манипулирования растворимостью, гидродинамическим объемом, конфигурацией и устройством цепи чувствительного полимера позволили разработать целые системы чувствительных полимеров с большим количеством новых функций.
	Наибольший интерес для иммобилизации ферментов представляют проводящие полимеры (ПП), окислительно-восстановительные полимеры (RP), золь-гель и гидрогелевые материалы, хитин и хитозан [23].
Проводящие полимеры в биосенсорах
Полимеры в основном известны своими изоляционными свойствами и как диэлектрики [24]. Однако есть класс полимеров, которые могут проводить электричество, и поэтому их называют «проводящими полимерами» (ПП). Использование ПП в качестве электродных материалов становится все более распространенным для биологических применений, особенно в области биосенсоров [25], поскольку их дешевле и легче производить, чем обычные металлические электроды.
Наиболее часто используемые материалы представляют собой поли(метилметакрилат) (ПММА), циклический олефиновый сополимер (КОК) и полидиметилсилоксаны (ПДМС). Улучшение структуры, структурирования [26)] или связывания [27] этих материалов имеет важное значение для создания недорогих переносных биосенсоров. 
Проводящие полимеры в качестве электродов
Полианилин был первым ПП-полимером, который был описан в середине 19-го века Генри Летаби [28]. С тех пор были разработаны многочисленные ПП, среди которых: полиацетилен, политиофен, полипиррол. Проводящие полимеры, также называемые синтетическими металлами, нашли применение во многих областях. Они интегрированы, например, в солнечные элементы, перезаряжаемые батареи и биомедицинские устройства [29]. Проводящие полимеры также очень привлекательны для биосенсоров в качестве отличных неметаллических электродов. 
За последние 20 лет были разработаны многочисленные биосенсоры с электродами из ПП. Их изготовление довольно просто, что позволяет биосенсорам быть одноразовой системой; отсутствует риск заражения аналита и легко адаптируются к новым образцам. Они в основном биосовместимы, могут быть легко синтезированы и модифицированы для иммобилизации биоэлементов [30]. Эти проводящие полимеры называются внутренними проводящими полимерами по сравнению с внешними проводящими полимерами, которые представляют собой полимерную матрицу, в которую включают некоторые металлические частицы [31].
Проводящие полимеры являются недорогими, легко синтезируются и универсальными. Они могут быть плотно сопряжены с биомолекулами для улучшения трансдукции [25]. Их преимущества для биосенсоров включают биосовместимость, способность захватывать и контролируемо выпускать биологические молекулы (обратимое легирование), обеспечивать эффективный перенос заряда из биохимической реакции и способность настраивать электрические, физические, химические и оптические свойства с учетом конкретного применения [32].
Белково-дендримерные пленки
В последние годы в области изучения биосенсора с применением полимеров были достигнуты значительные успехи. Все больше и больше биоэлементов были разработаны, увеличивая сродство к объектам и, следовательно, селективность датчиков. В этой связи, показательна работа [33], авторы которой обнаружили, что при смешении древообразных полимеров - дендримеров и белков самопроизвольно образуются многослойные плёнки толщиной порядка 200-700 нм. Они просто формируются и сохраняют активность белков-ферментов, это определяет их потенциал в качестве материала для создания биосенсоров и медицинских изделий. 
Были проведены эксперименты по включению в состав наноплёнок различных ферментов: лизоцима, разрушающего клеточные стенки бактерий, и нескольких видов протеиназ, вызывающих расщепление белков. Экспериментально удалось выяснить, что эти белки в составе наноплёнки способны сохранять активность около двух недель. Сама же двухкомпонентная система устойчива к действию детергентов (моющих средств), к изменениям кислотности среды, да и в целом стабильна при хранении. Впрочем, основное преимущество изготовленных плёнок состоит в простоте их формирования за счёт самосборки. Считают, что белково-дендримерные плёнки являются перспективным материалом для создания биосенсоров, а также могут быть использованы в медицине в качестве биоактивных перевязочных материалов.
Полиэлектролиты и полиэлектролитные комплексы в биосенсорах
Полимерные нанотехнологии являются в настоящее время еще молодым, но быстро развивающимся направлением материаловедения, позволяющим решать многие вопросы физики, химии, биотехнологии и медицины. В число ее значимых объектов входят полиэлектролитные нанослоевые пленки и микрокапсулы.
К настоящему моменту проведен большой цикл работ по исследованию полиэлектролитных пленок, получаемых как по технологии Ленгмюра-Блоджетт (ЛБ), так и методом поочередной адсорбции (ПА) противоположно заряженных полиэлектролитов на твердых макроподложках. Технология ЛБ базируется на многократном переносе монослоев дифильных органических соединений с поверхности раздела вода-воздух на поверхность твердой подложки. 
Метод полиионной сборки состоит в последовательной адсорбции из водного раствора на твердой подложке положительно и отрицательно заряженных молекул полимеров полиэлектролитного типа, образующих заряженные адгезионные монослои [34, 35]. Планарный характер обеих технологий позволяет комбинировать эти технологии и получать органические сверхрешетки [36].
Наибольшее применение организованные органические пленки нашли в микро- и наноэлектронике, в молекулярном распознавании, а также при разработке чувствительных элементов твердотельных химических сенсоров. С помощью технологии полиионной сборки можно также получать микрокапсулы с наноразмерными оболочками, которые находят применение как микрореакторы или средства доставки лекарственных препаратов [37], при создании нового типа зондов и высокочувствительных сенсоров [38].
Полиэлектролитные нанопленки 
Современные тенденции развития в области биосенсорных технологий предъявляют повышенные требования не только к чувствительности и специфичности аналитических приборов, но и важнейшей задачей является переход к новому поколению приборов с интегрированной системой с малыми (менее 1 мкм) размерами сенсорных элементов. Интенсивно ведутся работы по разработке аналитических приборов на основе микроканальцев, микро-и-нано чипов, что требует поиска новых методов создания сенсорных элементов. Среди множества методов специалисты выделяют технологию последовательного нанесения полиэлектролитов (ПНП) – простую и эффективную технику создания многослойных ультратонких органических пленок на твердой поверхности. Метод может быть успешно использован в области создания биосенсорных электродов при их массовом производстве. Исследования аналитических возможностей биосенсоров, создаваемых на основе метода ПНП и природы взаимодействий компонентов внутри самоорганизующихся полиэлектролитных нанопленок являются одной из актуальных задач биоаналитической химии.  
Продемонстрированная авторами работ [39-43] легкость включения в структуру полиэлектролитных пленок самых разнообразных соединений - белков, нуклеиновых кислот, полисахаридов, липидов, неорганических соединений и т.д. открывает перспективы для широкого использования многослойных полиэлектролитных пленок в качестве чувствительных элементов в химических и биохимических сенсорных устройствах.
Особое место среди них занимают мультислойные пленки, содержащие нуклеиновые кислоты [44], исследования которых направлены на получение биосенсоров, чувствительных к различным ДНК- и РНК-тропным веществам: противоопухолевым антибиотикам, канцерогенам, сигнальным метаболитам.
Показано, что иммобилизация нуклеиновой кислоты в таких пленках достигается за счет электростатического взаимодействия ее с катионным амфифилом или поликатионом. Пленки имеют мультислойную структуру, построенную из поочередно расположенных слоев нуклеиновой кислоты и поликатиона или катионного амфифила, легко гидратируются, но не растворяются в водной среде, и проницаемы для низкомолекулярных соединений. 
С использованием технологии Лэнгмюра-Блоджетт получены мультислойные пленки ДНК и полицитидиловой кислоты (poly (С)) с диоктадецилдиметиламмонием (ДОДА), а методом ПА разноименно заряженных полиионов - ПА-пленки комплексов poly (С) с полиэтиленимином (PEI) и полиаллиламином (PAA). ПА-пленки [poly (С)- PEI] и [poly (С)-PAA] хорошо проницаемы для нуклеозидов и мононуклеотидов, которые связываются водородными связями с азотистыми основаниями однонитевой полинуклеотидной матрицы во всем объеме мультислойной пленки. Связывание нуклеиновых мономеров ПА-пленкой определяется не только водородными связями основание-основание, но и электростатическим взаимодействием лиганда с заряженным поверхностным слоем пленки [45]. Было продемонстрировано высокое сродство и избирательность связывания такими пленками многих ДНК-тропных лигандов-интеркаляторов, таких как некоторые красители - акридиновый оранжевый и бромистый этидий, канцерогены - 2,3- и 3,4- бензопирены, противоопухолевый препарат дауномицин и многие другие.
Предложен новый заменяемый сенсор для определения мочевины на основе карбоксилсодержащей поливинилхлоридной (ПВХ) мембранной матрицы, выступающей в качестве чувствительного к рН электрода. Карбоксильные группы придают небольшой отрицательный заряд ПВ субстрата, и отрицательные участки ПВ служат "якорем" для связывания поликатионов. Показано, что сильный полиэлектролит гидрохлорид полиаллиламина самособирается на ПВХ мембраны, после чего образуется новая ПВХ с сильным положительным зарядом. Таким образом, уреаза с отрицательными зарядами может быть иммобилизована через электростатическую адсорбцию путем контроля рН раствора уреазы ниже его изоэлектрической точки. Преимуществом подобной иммобилизации является то, что самособирающийся слой и ферментативный слой могут быть промыты солевым раствором с экстремальной рН, и ферментативный сенсор можно повторно регенерировать [46].
Развитие полимерных нанотехнологий биомедицинской направленности связано прежде всего с созданием нано- и микроконтейнеров для адресной доставки лекарств [47-52]. И в этом направлении достигнуты определенные успехи. Созданы микрокапсулы, содержащие биомакромолекулы, способные не только стабилизировать и регулировать толщину оболочки капсул, но и их проницаемость, что позволяет использовать их в качестве контейнеров и для низкомолекулярных веществ [53]. Показано, что микрокапсулы, содержащие ферменты, можно использовать для детектирования низкомолекулярных веществ в растворах  [54-56]. 
Ведутся исследования для создания высокочувствительных сенсоров на основе использования полимерных пленок, между слоями которых находятся кристаллы ферментов [57]. Разработан способ иммобилизации ферментов находящихся в  функционально-активном состоянии [58-60], новизна которого состоит в использовании в них в качестве биочувствительного покрытия полиэлектролитного наноматериала, хорошо проницаемого для низкомолекулярных веществ и непроницаемого для ферментов.
Методами зондовой микроскопии исследованы структурно-функциональные особенности поведения полиэлектролитов и белок-полиэлектролитных комплексов на поверхности твердого тела (высокоориентированого пиролитического графита),  закономерности взаимодействия ферментов с пленками полиэлектролитов и  условия проявления максимальной ферментативной активности полимер-ферментных слоев. Методом последовательной адсорбции были впервые получены высокоактивные тонкие (наноразмерные) фермент-полиэлектролитные пленки с участием диблок-сополимеров и звездообразных полимеров различного строения и исследованы их условия формирования, активность и стабильность. [61, 62]. 
Полиэлектролитные микрокапсулы (ПЭМК)
Разработка и изучение новых надмолекулярных образований является одним из направлений интенсивно развивающихся нанотехнологий. К надмолекулярным образованиям относятся, в том числе, такие коллоидные частицы, как микрокапсулы, которые находят применение в различных областях прикладной химии, биохимии и фармакологии. В 1998 году группой исследователей Института Макса Планка был предложен новый способ получения микрокапсул – послойная (Layer – by Layer) электростатическая самосборка противоположно заряженных молекул полиэлектролита на коллоидных частицах микронных и субмикронных размеров [39, 63]. Технология позволяет получать микрокапсулы определенной формы и размера, зависящих от используемых матриц-ядер, а оболочка микрокапсул обеспечивает требуемые каталитические или аффинные свойства, стабильность, проницаемость, совместимость и регулирование высвобождения внутреннего материала капсулы.   
С начала появления первых работ, посвященных получению полиэлектролитных микрокапсул (1998 г.) и по настоящее время  остаются актуальными исследования, направленные на изучение их структуры и физико-химических свойств [40, 64, 65]. Полиэлектролитные микрокапсулы (ПЭМК) получают путем поочередной адсорбции противоположно заряженных полиэлектролитов на заряженные каркасные коллоидные частицы нано - и микроразмеров (ядра) с последующим удалением каркасных частиц [66-68]. В зависимости от морфологии и состава микрочастиц, используемых в качестве каркаса (матрицы) для нанесения полиэлектролитных слоев, результатом могут являться полые полиэлектролитные микрокапсулы или микрокапсулы матриксного типа, заполненные пространственно - сложноорганизованным полиэлектролитным комплексом, повторяющим  внутреннюю структуру каркасных частиц [68, 70]. Многообразие вариантов дизайна полиэлектролитных капсул предоставляет возможность их широкого прикладного применения [70, 71]. 
От планируемой цели использования микрокапсул их оболочка может быть сформирована из синтетических полиэлектролитов (ПЭ): недеградируемых (полиаллиламингидрохлорид, полистиролсульфонат натрия, полидиаллилдиметиламмонийхлорид – далее синтетические) или биодеградируемых (декстран сульфат, альгинат натрия, полиаргинин гидрохлорид и других). Сформированные из биополимеров капсулы используют как в системе доставки биологически активных компонентов к клеткам и тканям, так и для создания пролонгированных лекарственных средств [72-76]. Наибольшее число публикаций в этой области относится к капсулированию высокомолекулярных веществ, в частности белков [77-79]. В литературе описано несколько способов успешного включения белков в ПЭМК [80, 81]. Наиболее популярным стал метод получения белоксодержащих полиэлектролитных микрокапсул, основанный на использовании биоминеральных ядер в качестве матрицы для адсорбции полиэлектролитных слоев [82, 83]. Биоминеральные ядра представляют собой коллоидные частицы, обычно микронного размера, которые являются продуктами копреципитации белков с солями щелочноземельных металлов, в большинстве случаев с карбонатом кальция [83-85]. После формирования на таких частицах полиэлектролитной  оболочки и растворения минеральной основы (подкисление среды, растворение в EDTA) получают полиэлектролитные капсулы с содержанием белка до 10 пг на микрокапсулу [68, 77, 86, 87]. 
С помощью метода просвечивающей электронной микроскопии были получены изображения срезов полиэлектролитных микрокапсул, сформированных на микрочастицах СаСО3 с применением биодеградируемых полиэлектролитов декстрансульфат (DS) и поли-L-аргинингидрохлорид (PАr), и проведен их сравнительный анализ с капсулами, сформированными на таких же карбонатных ядрах из синтетических полиэлектролитов полистиролсульфонат натрия (ПСС) и полиаллиламингидрохлорид (ПААГ) [88]. Оба типа капсул контрастировали с помощью водного раствора уранилацетата и цитрата свинца для визуализации полиэлектролитной оболочки. Оболочка биодеградируемых микрокапсул хорошо сформирована уже при шести полиэлектролитных слоях со средней толщиной 44±3.0 нм, а их внутренний полиэлектролитный матрикс был более разряжен, чем у синтетических микрокапсул. Показано, что максимальное количество белка включалось в капсулы, имеющие 6 и 7 полиэлектролитных слоев (4 и 2 пг/капсулу соответственно). 
В настоящее время наблюдается значительный прогресс в области капсулирования на микронном уровне – микрокапсулы применяются в фармацевтической, косметической, пищевой, текстильной и сельскохозяйственной промышленности. Наибольший потенциал такие системы имеют в фармацевтике, так как они способны осуществлять доставку лекарственных препаратов в нужное место организма, в заданный момент времени в адекватной концентрации. Оболочка капсулы препятствует выходу содержимого, что позволяет использовать в том числе и токсичные вещества. Определённые задачи в области капсулирования лекарств уже решены, например, защита орально применяемых лекарств с помощью желатиновых микрокапсул от воздействия кислот в желудке и до их адсорбирования в кишечном тракте [89]. 
Другой решённой задачей стало пролонгированное действие лекарства (например, анальгетика) в течение продолжительного времени за счёт медленного разложения полимера в кишечном тракте при использовании капсул из альгината и сополимера молочной, и гликолевой кислот [90]. В отдельных случаях необходима адресная доставка лекарства без потерь, а затем его активизация под действием специфического внутреннего или внешнего воздействия. В настоящее время ведутся разработки по использованию в этих целях СВЧ- или лазерного излучений [91, 92]. 
Первые полиэлектролитные капсулы были изготовлены с использованием меламинформальдегидных латексных частиц в качестве темплата [40, 67]. Однако в последующих работах было показано, что полного растворения таких ядер не происходит – внутри капсул остаётся некоторое количество олигомера, продукта разложения меламинформальдегидных молекул [93]. Для полистирольных ядер эта задача решена путём выбора тетрагидрофурана в качестве растворителя [94], однако для прикладных целей использование органических растворителей нежелательно. При использовании CaCO3 в качестве ядер растворение проводится с помощью раствора соли ЭДТА [68] – происходит удаление кальция из капсулы за счёт образования комплекса этого металла с ЭДТА, то есть, в случае неорганических коллоидных частиц для разложения не требуется органических растворителей и можно не опасаться токсического действия продуктов распада. 
При разложении CaCO3 кинетические препятствия протеканию реакции, индуцируемой комплексообразующим агентом типа ЭДТА, также являются менее трудной проблемой, чем кинетические препятствия в области полимеров. Однако, технологии получения неорганических частиц одинакового размера в микронном диапазоне недостаточно хорошо развиты для большинства потенциально пригодных материалов. Таким образом, предпочтение неорганическим или полимерным ядрам отдаётся в зависимости от требований, предъявляемых специальными применениями полиэлектролитных капсул. После удаления темплата остаётся устойчивая полая микрокапсула, проницаемость которой можно варьировать как на стадии получения (материал и толщина стенок, природа темплата), так и после формирования капсулы (изменение рН или солевого состава субфазы, добавление органических растворителей, нагревание). Такие капсулы можно использовать в качестве микроконтейнеров, а также микрореакторов [84, 95]. 
Преимуществами полиэлектролитных капсул перед другими подобными системами являются их монодисперсность при широком диапазоне задаваемых размеров; простота регулирования их проницаемости; лёгкость изменения и возможность широкого выбора материала стенок. Мягкие условия формирования микрокапсул (в пределах физиологической температуры и диапазона рН) и возможности выбрать условия среды, и состав полиэлектролитной оболочки с минимальным воздействием на белки позволяет включать различные биомолекулы с максимальным сохранением их биологической активности [96- 98]. Поэтому этот метод [99] широко используется при иммобилизации ферментов в полиэлектролитные микрокапсулы, оболочки которых можно модифицировать, включая различные типы ионов, функциональных молекул, наночастиц.
 В качестве компонентов оболочек можно использовать органические красители, поглощающие лазерное излучение. В этом случае облучение капсулы лазером может привести к её деформации или разрушению [91, 100]. 
Для применения полиэлектролитных капсул в качестве медицинских зондов  осуществляли капсулирование люминесцентных красителей, высокочувствительных к изменению окружающей среды.  В качестве люминесцентных красителей были выбраны описанная в работе [101] пиридиниевая соль 3,3'-ди-(γ-сульфопропил)-4,4',5,5'-дибензо-9-этилтиакарбоцианинбетаина,  синтезированная в Центре фотохимии РАН и коммерческий краситель 3,3'-диэтилтиакарбоцианин йодид. 
Металлические  наночастицы с плазмонным резонансом [102, 103] обладают уникальными свойствами и находят широкое применение в различных областях нанотехнологии  [104], в том числе для создания химических и биологических сенсоров [105, 106].  Для создания полиэлектролитных микрокапсул с наночастицами серебра и золота в оболочке могут быть предложены различные подходы. В зависимости от типа ядра, на котором образуется капсула, структура и свойства формирующихся оболочек могут различаться кардинальным образом. При создании полиэлектролитных оболочек на микросферолитах карбоната кальция, как восстановление ионов серебра, так и адсорбция наночастиц золота из предварительно синтезированного золя приводят к заполнению пор ядер наночастицами. После растворения ядра, оболочка капсулы представляет собой рыхлую полимерную «губку» с большим количеством встроенных металлических наночастиц. При восстановлении адсорбированных ионов серебра, полученные в оболочке наночастицы существенно полидисперсны. 
Использование в качестве ядер капсул микрочастиц полистирола, в отличие от ядер СаCO3, приводит к образованию меньшего количества больших по размерам наночастиц серебра при восстановлении адсорбированных на оболочке ионов серебра. При адсорбции наночастиц из предварительно синтезированного гидрозоля получены нанокомпозитные полиэлектролитные капсулы с равномерно распределенными по поверхности монодисперсными наночастицами. Такие объекты перспективны для создания средств доставки лекарств с дистанционным контролем за высвобождением содержимого капсул.
Основными требованиями к сенсорным структурам, использующим в качестве чувствительного слоя молекул фермента на поверхности электрохимического преобразователя, являются сохранение биокаталитической активности закрепленных молекул фермента и высокая плотность осаждения молекул на поверхности электрохимического преобразователя. Соблюдение этих требований обеспечивает рост чувствительности к аналиту. Показано [59], что упаковка фермента в полиэлектролитные контейнеры (капсулы) позволяет максимально сохранить нативное состояние молекул фермента. Полиэлектролитные микрокапсулы - это новый тип объектов, которые могут найти применение во многих областях, в частности, в биосенсорике [107]. Метод послойной адсорбции позволяет встраивать в их оболочку наночастицы, молекулы-маркеры и другие нанообъекты, что позволяет управлять чувствительностью микрокапсул к среде, их проницаемостью и адсорбционными свойствами. 
Новое быстрорастущее направление прикладной науки - полимерные нанотехнологии базируется на полиэлектролитных нано - и микрокапсулах [67, 108]. Одним из методов изготовления микрокапсул, как отмечалось выше,  является послойная адсорбция противоположно заряженных полиэлектролитов на дисперсные нано - и микрочастицы с последующей деструкцией и удалением частиц. Их можно использовать для: 
- производства  нового поколения химических и биохимических реакторов и биохимических датчиков;
- разработки новых методов для разделения различных органических и неорганических смесей [70, 109-112];
- разработки препаратов длительного действия с контролируемой доставкой и высвобождения [113-116]. Однако все эти идеи не могут быть реализованы без понимания динамики высвобождения инкапсулированных веществ и деградации оболочки.
Возможности освобождения низкомолекулярных препаратов из полисахаридных микрокапсул представлены в нескольких работах. Например, в  работах  [117-119] показано, что многослойные микрокапсулы с оболочками различной толщины и состава обеспечивают эффективное пролонгированное высвобождение таких водорастворимых препаратов, как фуросемид, ибупрофен и дексаметазон. Представлены эффекты среднего рН и толщины оболочек капсул для  высвобождения  инсулина. [120].  Высвобождение бычьего сывороточного альбумина из полиэлектролитных микрокапсул, состоящих из декстрансульфата и полиаргинина или из альгината представлено в работах [121].  Выпуск TRITC-меченый альбумин бычьей сыворотки из микрокапсул - это пример взаимоотношений между выпуском и количества слоев оболочки в микрокапсуле, объема раствора [77].
Целью  работы [122] являлось изучение динамики двух процессов: диссоциации оболочек микрокапсул, состоящих из биодеградируемых полиэлектролитов, полиаллиламина гидрохлорида (ПААГ) и полистиролсульфоната (ПСС), и выделения белка из оболочек. Полученные данные свидетельствовали, что высокие концентрации хлорида натрия разрушают оболочки микрокапсул полиэлектролита, что можно объяснить ослаблением микрокапсул за счет экранного воздействия ионов на ионогенные группы полиэлектролитов. Сравнение диссоциаций оболочки при температуре окружающей среды и при 37°С показало, что увеличение температурных задержек процесса за счет структурирования оболочки и уплотнения, вызванного нагревом. 
Микроячеистый полиэлектролитный материал
 	Использование в биосенсоре нового микроячеистого полиэлектролитного материала, ячейки которого содержат фермент, является первым в мире примером применения такой технологии в биосенсорах. Микроячеистый материал обладает рядом достоинств, недостижимых при других способах иммобилизации ферментов и, прежде всего это то, что молекулы фермента внутри микроячеек находятся в свободном состоянии, в то время как  при химических способах иммобилизации ферментов, фермент либо ковалентно связывается с поверхностью трансдьюсера, либо подвергается микрокристаллизации [123], что  ведет к изменениям свойств фермента. 
Во-вторых, при физических способах иммобилизации используют мембраны из гелей и диализные мешки для отделения ферментов от исследуемого раствора. Толщина полиэлектролитной оболочки, отделяющая фермент от исследуемого раствора, на порядки величин тоньше таких мембран и составляет десятки нанометров. Это позволяет получать ответный сигнал после каталитической реакции в значительной мере быстрее, чем в существующих сенсорных технологиях. 
В-третьих, ферменты в микроячейках полимерного материала защищены от агрессивных воздействий среды (микробов, протеаз и т.п.), что увеличивает стабильность и долговечность полимерного ферментного биодатчика, позволяет использовать одни и те же покрытия в течение  длительного времени (недели, месяцы). 
В-четвертых, предложенный способ иммобилизации ферментов единообразен для разных ферментов [59, 60, 124]. Способ иммобилизации в полимерном покрытии существенно не отличается от способа инкапсулирования биомакромолекул, что позволяет пользоваться литературными данными по инкапсулированным ферментам при создании биосенсоров [54, 125, 126]. 
Проблема создания мультиферментных систем и биореакторов  наиболее сложная тема для исследователей в биосенсорных технологиях. Первая искусственная биферментная система, включающая ковалентно связанные с носителем иммобилизованные ферменты – гексокиназу и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназу, была создана в 1970 году Мосбахом [127]. В настоящее время известно несколько десятков иммобилизованных полиферментных систем, состоящих из двух, трех, четырех и более энзимов. Эффективность таких комплексов намного выше, чем у свободных ферментов за счет локального концентрирования субстрата около второго и всех последующих ферментов, входящих в систему.
С использованием биферментных  систем оксидазы/пероксидазы были сконструированы амперометрические биосенсоры для глюкозы, этанола и биогенных аминов (путресцина) [128]. Все разработанные биосенсоры были основаны на окислительно-восстановительных гидрогелях, образованных оксидазами (глюкозооксидаза, алкогольная оксидаза или аминоксидаза), а также очищенной печеночной кислотой сладкого картофеля (SPP), сшитой с окислительно-восстановительным полимером с пероксидазой хрена (HRP). Электроды на основе SPP показали более высокую чувствительность и лучший предел обнаружения для путресцина, чем те, которые используют пероксидазу хрена (HRP), а также они сохраняют свою активность в органической фазе намного лучше, чем на основе HPR. Авторы работы [125], произвели совместное капсулирование уреазы и алкогольдегидрогеназы  в одни и те же микрокапсулы дающее  возможность создать полиэлектролитный микродиагностикум, способный одновременно проводить анализ, как на содержание мочевины, так и этанола. 
Таким образом, с различными полимерами и композитами на их основе связаны широкие возможности  [129-133]  применения в биосенсорной технологии и в биомедицине. Следует однако отметить, что результаты, полученные с помощью полиферментных систем, не всегда правильно отражают процессы, происходящие в клетках. Это объясняется тем, что в живых клетках комплексы энзимов чаще всего располагаются упорядоченно в мембранах клетки, что позволяет регулировать скорость протекания ферментативных процессов, тогда как в полиферментных комплексах иммобилизованные ферменты связываются с носителем случайным образом.
Современные методы иммобилизации позволяют создавать не только полиферментные комплексы, связывать с носителями удается субклеточные структуры и даже целые клетки. Такие системы очень удобны, поскольку можно, не выделяя чистые ферментные препараты, получать естественные полиферментные системы, осуществляющие многостадийные процессы.
Клинико-биохимические анализы относятся к числу самых распространенных методов, используемых для диагностики заболеваний человека. Такого рода исследования включают общие анализы крови и мочи, а также изучение состава ряда других биологических жидкостей организма. До недавнего времени,  эти анализы проводились химическими методами, но в связи с токсичностью многих из них, их низкой чувствительностью и другими недостатками, широкое распространение на сегодняшний день получили энзимологические методы, в которых используются свободные ферменты [134-137]. Однако, наряду с явными преимуществами, эти методы имеют и ряд недостатков, в число которых входит одноразовое их использование и неоднозначность анализа в присутствии агрессивных по отношению к ферментам других высокомолекулярных соединений, в частности, протеаз и внутриклеточных компонентов. 
Как альтернативный вариант, устраняющий многие из них, используются иммобилизованные ферменты на электрод биосенсора, покрытый полиэлектролитным слоем, что повышает их стабильность [138]. Было показано, что полиэлектролиты с высоким молекулярным весом увеличивали стабильность работы биосенсоров значительно эффективнее, чем полиэлектролиты с низким молекулярным весом. 
Так, для создания электрохимического биосенсора на электрод наносили микрокапсулы, содержащие кристаллы каталазы, на которых была сформирована оболочка из мультислоев, состоящих из пар полиэлектролитов ПАА/ПСС. Полиэлектролитные слои контролировали проницаемость оболочки и предотвращали освобождение ферментов с электрода, что также повышало стабильность биосенсора. Стабильность биосенсора, основным элементом которого являлась глюкозооксидаза, повышали путем нанесения на поверхность электрода комплекса фермента с полиэлектролитами [139]. При этом повышалась и термическая стабильность фермента. 
В одной из работ [140] последних лет, авторами описан биодатчик мочевины, изготовленный с применением полимерных технологий и представляющий собой комбинацию полиэлектролитных слоев и микрокапсул с ферментом внутри, и оболочкой из этих же полиэлектролитов. Как показали экспериментальные данные, биодатчик был вполне пригоден для определения концентрации мочевины в крови и моче.
Полиэлектролиты могут использоваться для предотвращения прямого контакта между ферментом и поверхностью электрода, что позволяет сохранять его активность. Так, был создан биосенсор для определения холестерина, содержащий фермент, иммобилизованный на электроде, рабочую поверхность которого предварительно модифицировали полиэлектролитом [141]. 
Наряду с фундаментальными исследованиями структуры, физико-химических и биологических свойств полиэлектролитных микрокапсул [69,  86, 142] все большее значение приобретают прикладные исследования, направленные на практическое использование ПЭМК в медицине, в качестве диагностических средств [55, 56, 70, 73, 109,  143]. Так, ПЭМК были использованы при создании pH чувствительного сенсора, в котором на стадии образования CaCO3–ядра совместно с ферментом инкапсулировали  pH-чувствительную флуоресцентную метку и встраивали вторую флуоресцентную метку с другим хромофором в полиэлектролитную оболочку на стадии ее формирования [143]. Эти капсулы помещали в анализируемый раствор, в зависимости от кислотности которого микрокапсула изменяла цвет. Такие сложные микрокапсулы позволяют создавать сенсорную систему, детектирующую изменение pH среды. 
В работе [73] было предложено использовать ПЭМК в качестве нового диагностического средства для определения содержания глюкозы в среде. На основе микрокапсул, содержащих флуоресцентные зонды, были разработаны хемосенсоры для определения кислорода и кальция, и биосенсоры для определения глюкозы, лактата и мочевины [70, 109]. В качестве микрореактора в потенциометрическом биосенсоре для определения мочевины в молоке и крови использовали микрокапсулы, содержащие уреазу [55, 56]. Из четырех использованных для создания микрокапсул полиэлектролитов: полистиролсульфоната (ПСС) и декстрансульфата, несущих отрицательный заряд, и гидрохлорида полиаллиламина (ПАА), и хлорида полидиаллилдиметиламмония (ПДАДМА) с положительными зарядами, ПАА являлся сильным ингибитором уреазы [144]. Ингибирование уреазы ПАА было обратимым и не сопровождалось заметными структурными изменениями молекулы фермента. В растворах моновалентных анионов (хлоридов) активность комплексов уреаза-ПАА монотонно возрастает с увеличением концентрации соли, подчиняясь уравнению корень квадратный от ионной силы. 
В присутствии дивалентных анионов (сульфатов) активность комплекса уреаза-ПАА увеличивается скачкообразно до активности нативного фермента в узком интервале их концентраций от 0.6 до 0.8 мМ. Было предположено, что образование связей между аминогруппами ПАА с сульфатом способствует обратимости ингибирования активности уреазы солями аммония, поскольку при этом увеличивается жесткость полиэлектролитной цепи и уменьшается, как следствие, влияние ПАА на подвижность активной петли уреазы. Это предположение подтверждалось данными турбодимитрического титрования уреазы ПАА в присутствии солей, которое указывало на присутствие полиэлектролит-белкового комплекса в 1 мМ Na2SO4 и (NH4)2SO4 [146]. 
В заключение отметим, что концепция распознавания определяемого вещества с помощью иммобилизованного биоматериала оказалась плодотворной, в результате чего исследователи приобрели новое средство, позволяющее быстро получить достоверную информацию о состоянии окружающей среды и здоровья человека. Некоторые биосенсоры уже получают распространение для индивидуального использования в домашних аптечках (чаще всего для определения сахара в крови) и интерес к биосенсорам непрерывно растет. Широкие возможности в технологиях разработки биосенсоров связаны с различными полимерами и композитами на их основе [129-133].
Будущее направление и развитие в области биосенсора будут сосредоточены на неинвазивные методы мониторинга здоровья пациентов и имплантируемых биосенсоров и датчиков [146], что было бы более комфортно как для пациентов, так и для врачей. Такие датчики позволят более регулярный и точный мониторинг пациента, чья терапия может быть адаптирована, идя к персонализированной медицине. Полимеры являются высокоприоритетными материалами в этой области и, в частности,  биосенсоры на их основе  обладают большим потенциалом.
Необходимость ранней диагностики сердечно-сосудистых,  инфекционных и других социально значимых заболеваний, включая диабет, требует разработки и внедрения новых мобильных высокоэффективных инструментов анализа, ориентированных на применение вне госпиталя, «у постели больного» (bed-side testing – англ.), или «на месте оказания помощи» (point-of-care diagnostics – англ.). Обзор литературы последних десятилетий по существующим подходам к разработке и применению биосенсоров  показывает, что эти устройства сегодня успешно конкурируют с традиционными методами, стандартно применяемыми в клинической диагностике и предполагающими использование дорогостоящего оборудования, специальных помещений и высокую квалификацию обслуживающего персонала. 
Переход от лабораторных моделей к массовому выпуску биосенсоров для их применения в реальных условиях встречает свои трудности, которые ограничивают масштаб их производства и поэтому очень немногие разработки нашли практическое применение и коммерциализацию. Эти ограничения связаны с невысокой термической устойчивостью биокомпонентов предложенных устройств, их быстрой инактивацией при хранении и использовании. Не решены проблемы калибровки и рекалибровки биосенсоров и надежности их показаний.  Биосенсоры не допускают пока длительного непрерывного использования и проигрывают существующим тест-методам по стоимости единичного измерения. Прогресс в нанотехнологиях, материаловедении, биохимии, безусловно, стимулирует дальнейшее развитие всех типов биосенсоров. 

2.1 Реактивы и оборудование 

В работе использовали лиофилизованные пероксидазу хрена (БиоФарм), уреазу (Sigma Aldrich), буферы MES (Sigma), Трис-НСl (Sigma), Na-ацетат. Соли CaCl2, Na2CO3, NaCl и KCl имели градацию х.ч или ч.д.а. ЭГТА (Sigma Aldrich) и ЭДТА (Sigma Aldrich). Субстраты: мочевина о.с.ч. (Реахим) и раствор мочевины из набора («Диакон-ДС»), 30% раствор перекиси водорода, бензидин (Sigma Aldrich). Полиэлектролиты: полиэтиленимин (ПЭИ), полиаллиламин гидрохлорид (ПААГ) и полистиролсульфонат (ПСС) (все – “Aldrich”) с мол. массой 60 000 – 70 000 использовали в виде растворов в 0,33 М NaCl. Все растворы солей готовили на деионизованной воде, полученной путем очистки дистиллированной воды с помощью Arium 611-UF (Sartorius). Проводимость воды составляла 1 мкС.
В работе были задействованы следующие приборы: BECKMAN COULTER №5 Submicron Particle Size Analyzer (США), спектрофотометр Beсkman UV/Vis DU 520 (США), микроскоп Nikon eclipse E200, спектрофлуориметр Perkin Elmer MPF-44B (США), лазерный сканирующий конфокальный микроскоп LSM 510 NLO (Carl Zeiss), конфокальный микроскоп LEXT OLS4000 "Olympus NDT, Inc.", США, 4-канальный потенцио-микроамперометрический аналого-цифровой усилитель «Рекорд-4» с подключением к компьютеру (разработка ИБК РАН), pH-метр Beсkman Ф 690 рН/Temp/mV/ISE Meter (CША), термостат U-1 (Германия), Vortex (прибор для встряхивания и перемешивания), ультразвуковая ванна, магнитная мешалка, центрифуга настольная, полуавтоматические микропипетки на 2-20 мкл, 20-200 мкл и 200-1000 мкл. 

2.2 Методы исследований
Получение ферментсодержащих кальций карбонатных коровых частиц
В качестве коровых микрочастиц для получения полиэлектролитных капсул использовали составные микросферолиты СаСО3 – белок (или два белка), которые по сравнению с другими возможными коровыми частицами способны химически разрушаться в мягких условиях (комнатная температура, нейтральные рН) в присутствии ЭДТА при небольшом подкисление среды.
СаСО3 микросферолиты получали по реакции ионного обмена при смешивании растворов хлористого кальция и карбоната в присутствии белка (фермента) – методом биоминерализации. Методика получения микросферолитов сводилась к следующему: к интенсивно перемешиваемому на магнитной мешалке 0,33М (или 0.5М) водному раствору СaCl2 добавляли ферменты, перемешивали в течение 1 минуты, а затем быстро добавляли равный объем 0,33М (или 0.5М) водного раствора Na2СО3. Перемешивание продолжалось в течение 30 секунд, после чего образовавшаяся суспензия выдерживалась 15 мин при комнатной температуре до полного просветления надосадочной жидкости. После завершения процесса формирования составных микросферолитов ферменты - СаСО3, преципитат тщательно отмывали от ионов Na+ и Cl- дистиллированной водой и высушивали на воздухе. Тщательная промывка имеет принципиальное значение, поскольку было обнаружено, что “состояние сферолитов” не является термодинамически устойчивым, и во влажном состоянии они постепенно переходят в классические ромбоэдрические поликристаллы, причем в присутствии NaCl процесс заметно ускоряется. В сухом состоянии микросферолиты ферменты - СаСО3 могут храниться неограниченно долго. 
Условия проведения процесса (варьируя концентрацию реагентов, температуру, гидродинамические характеристики) в существенной степени определяют размер и морфологию образующихся микрочастиц. 
Получение полиэлектролитных микрокапсул, загруженных ферментом
Полиэлектролитные микрокапсулы получали путем поочередной адсорбции противоположно заряженных полиэлектролитов на кальций карбонатных микрочастицах, содержащих соответствующий фермент. На этой стадии исследования полиэлектролиты: полистиролсульфонат (ПСС) и полиаллиламин гидрохлорид (ПААГ) (рисунок 1).
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Рисунок 1 – Полиэлектролиты, из которых формировались микрокапсулы и микроячеистое ультратонкое покрытие

К 100 мг ядер СаСО3-белок добавляли 1,5 мл раствора ПААГ (концентрация 1 мг/мл) в 0,5 М NaCl. Суспензию перемешивали в течение 10 мин на качалке, затем несвязавшийся полимер удаляли центрифугированием при 700 об/мин в течение нескольких секунд, а частицы трехкратно промывали деионизированной водой от остатков полиэлектролита с центрифугированием. Затем такую же процедуру проводили, используя раствор ПСС. 
Поочередное наслаивание противоположно заряженных макромолекул полиэлектролитов на коллоидные частицы проводили три-семь раз, получая трех/семи оболочку с архитектурой ПААГ/(ПСС/ПААГ)n., где n=1-3. Процедура формирования микрокапсул проводилась при комнатной температуре (15-25°С). В работе исследовались трехслойные полые положительно (ПААГ-ПСС-ПААГ) и отрицательно (ПСС-ПААГ-ПСС) заряженные полиэлектролитные микрокапсулы, а также трех-семислойные фермент-содержащие положительно и отрицательно заряженные полиэлектролитные микрокапсулы: ПААГ-(ПСС-ПААГ)n и ПСС-(ПААГ-ПСС)n, n=1-3. Контроль размеров микрокапсул и сферичность кальций-карбонатных частиц осуществляли с помощью светового микроскопа Nikon eclipse E200. Удаление кальций-карбонатных частиц из микрокапсул осуществляли при выдерживании раствора с микрокапсулами в диализных мешках в течение от 3 часов до 12-15 часов в 25 мМ ЭГТА или ЭДТА при температуре 4о С или 20о С при подщелачивании  среды (рН 7,2). Количество капсул в растворе подсчитывали с помощью камеры Горяева.
При формировании полиэлектролитной оболочки в качестве первого полиэлектролита предпочтительно использовали поликатион, поскольку коровые микрочастицы СаСО3 в целом отрицательно заряжены, их электрокинетический потенциал поверхности (x-потенциал) составляет –12,2 ±2,5мВ [46]. Однако было показано, что полианионы, например полистиролсульфонат, также связываются с кальций карбонатными частицами и могут быть использованы в качестве первого слоя при формировании полиэлектролитных микрокапсул. Исходя, из этих данных нами были получены микрокапсулы с последовательностью слоев ПСС/ПААГ/ПСС по описанной выше методике.
Капсулы, загруженные двумя ферментами, в нашем случае уреазой и пероксидазой хрена, были изготовлены на основе коровых частиц, содержащих в своем составе два фермента одновременно.
Удаление кальций-карбонатных частиц из микрокапсул осуществляли при выдерживании раствора с микрокапсулами в диализных мешках в течение от 3 часов до 12-15 часов в 25 мМ ЭГТА или ЭДТА при температуре 4о С или 20о С при подщелачивании  среды (рН 7,2).
Метод получения ультратонкого микроячеистого полимерного покрытия
Использованный нами метод получения ультратонкого полимерного материала был разработан и запатентован в Институте теоретической и экспериментальной биофизики РАН [59]. 
Иммобилизацию микрокапсул проводили на стенке стеклянной кюветы, шарике стеклянного рН-электрода,  поверхности рН-чувствительного полевого транзистора. На этом этапе дополнительно, в качестве первoго слоя, использовали полиэлектролит полиэтиленимин (ПЭИ), м.м. 600 000 (“Aldrich”), который по литературным данным является оптимальным прекурсором для создания наноразмерных слоев методом полиионной сборки [35]. Концентрация растворов полиэлектролитов (ПЭИ, ПСС, РАН) была 1 мг/мл. 
Боковую стенку кварцевой кюветы покрывали 1мг/ мл раствором ПЭИ (0,33М NaCl), выдерживали 20 мин, перемешивая неинтенсивно через промежуток в несколько минут (3-5), после чего двукратно отмывали 0,1М раствором NaCl. Затем кювету заполняли раствором ПСС и выдерживали в течение 15 мин, после чего также отмывали от остатков полиэлектролита 0,1М раствором NaCl. Далее поверх слоя ПСС наносили суспензию микрокапсул так чтобы, микрокапсулы ровным слоем полностью покрыли модифицируемую поверхность, подсушили при комнатной температуре, затем отмывали от лишних микрокапсул 0,1 М раствором NaCl. На этом этапе использовались неочищенные от СаСО3 частиц микрокапсулы.  Далее наносили слои ПСС-ПААГ, описанным выше образом. Поверхностный (наружный) слой был заряжен положительно, также как поверхность микрокапсул. После иммобилизации микрокапсулы очищали от СаСО3 компонента коры: кювету опускали в 0,025М раствор ЭДТА на 12-14 час. После удаления кальций карбоната раствор ЭДТА был замещен дистиллированной водой, а кювета помещалась в холодильник. 
Определение концентрации белка в капсулах
Концентрацию фермента, инкапсулированного или пришитого на стенках кварцевой кюветы, определяли методом Брэдфорда [147]. В 100 мкл раствора фермента добавляли 400 мкл реагента Брэдфорда (изначально разбавленный в два раза), выдерживали в течение 25 минут, после чего объем доводили до 1,5 мл деионизированной водой и измеряли оптическую плотность при λ=595. Концентрацию белка рассчитывали по калибровочной кривой, построенной по БСА.  
Для определения концентрации ферментов был также использован спектрофотометрический метод с использованием коэффициента экстинкции при длине волны 280 нм [8].
Потенциометрический способ определения концентрации мочевины
Процедура измерения концентрации мочевины состояла в следующем. Вначале измерительная ячейка заполнялась аналитическим раствором, содержащим определенное количество низкомолекулярной соли и буфера. Затем в нее добавляли препарат фермента в необходимых для решения текущей задачи количествах или вводили модифицированный рН электрод, а далее после ~ 5 мин. инкубации при заданной температуре, добавляли фиксированный объем раствора мочевины. Регистрируемый (в мВ) щелочной сдвиг рН выходил на насыщение примерно через 50 сек. Каждая представленная на графиках точка - результат 3-5 повторов. 
Определение активности пероксидазы хрена
Кинетику пероксидазной реакции регистрировали по изменению оптического поглощения при длине волны 590 нм, соответствующей окислению бензидина на спектрофотометре Beckman UV/Vis DU 520 (США). Начальные стационарные скорости реакции определяли по наклону линейной части кривой, накопления продукта во времени в течение 30 сек (в некоторых случаях 10 сек) от начала регистрации реакции: V = D590/30 сек.
В работе определяли зависимость начальной скорости пероксидазной реакции от концентрации субстрата при различных способах капсулирования и иммобилизации. Кинетические параметры – максимальную скорость Vmax и константу Михаэлиса Кm – находили из графиков Лайнуивера-Берка (двойные обратные координаты).  Значения рН контролировали на pH-метре Beckman F 690 pH/Temp/mV/ISE Meter (США), с точностью до 0,002 единиц.
Метод конфокальной спектроскопии
На лазерном сканирующем конфокальном микроскопе LSM 510 NLO (Carl Zeiss) и конфокальном микроскопе LEXT OLS4000 "Olympus NDT, Inc.", США получали микрофотографии микрокапсул средний размер которых 2-5 микрон, меченых   флуоресцентным зондом – мероцианин 540 (SERVA). Флуоресцентные измерения проводились на спектрофлуориметре Perkin Elmer MPF-44B (USA) при комнатной температуре и постоянном перемешивании раствора.	Рабочая концентрация зонда составляла 1 и 1,2 х10-8 М. Длина волны возбуждения  мероцианина- 540 нм.
Статистическая обработка результатов
Каждая экспериментальная точка – 3-7 повторностей. Pезультаты пpедcтавлены на pиcункаx в виде cpедниx значений ± cтандаpтное отклонение. Статистическая обработка результатов проводилась с помощью программы OriginPro 8.6. Для оценки статистической достоверности использовали метод ANOVA с вероятностью P>0.95. 

3 Результаты исследований и обсуждение результатов

Чувствительный слой полимерного биосенсора (рисунок 2), разработанного и запатентованного в ИТЭБ РАН [59,  60,], состоит из противоположно заряженных полиэлектролитов, физически адсорбированных на твердой подложке, между слоями покрытия находятся микрокапсулы из этих же полиэлектролитов содержащие функционально-активные молекулы фермента. 
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Рисунок 2 – Схематическое изображение микроячеистого полиэлектролитного покрытия, содержащего фермент или ферменты: 1 – противоположно заряженные полиэлектролитные слои;    2 – полиэлектролитные капсулы; 3 – молекулы фермента/ферментов; 4 – подложка, к которой прикреплен полиэлектролит ПЕИ, образующий первый слой покрытия
Свойства иммобилизованного нашим способом фермента определяются в значительной степени свойствами инкапсулированного фермента как составной частью микроячеистого полиэлектролитного покрытия. Поэтому часть экспериментов, таких как изучение влияния числа слоев полиэлектролитов и заряд (-,+) внутренней поверхности полиэлектролита, контактирующего с ферментом были проведены на инкапсулированных ферментах.

3.1 Исследования ферментов, помещенных в микрокапсулы с различными полиэлектролитными поверхностями, знаком заряда, числом слоев оболочки микрокапсул
3.1.1 Изучение каталитической активности инкапсулированной пероксидазы хрена
 
Краткая характеристика пероксидазы хрена
Выбор пероксидазы хрена в качестве объекта исследования обусловлен несколькими причинами. Пероксидаза — один из наиболее распространенных ферментов, содержащийся в растениях, микробах, тканях животных. Этот фермент катализирует окисление широкого спектра органических соединений пероксидом водорода с образованием токсичных пероксидов, удаляющихся из живых организмов.
В качестве модельного фермента пероксидаза хрена идеально подходит для широкого использования в молекулярно-биологических исследованиях благодаря сравнительно   небольшому размеру (мол. масса около 40 кДа), относительной стабильности и доступности (дешевизне). Пероксидаза хрена используется в биосенсорах непосредственно в качестве биокатализатора или в качестве метки [148]. 
Пероксидаза хрена относится к группе двухкомпонентных ферментов, в составе которых гемин, представленный протопорферином IX в комплексе с трехвалентным железом, и полипептидная цепь. Фермент имеет размер белковой глобулы равный 50 А°, содержащий около 43% α-спиральных участков, 3/4 полипептидной цепи пероксидазы представлены гидрофобными незаряженными аминокислотами [149]. 
В настоящем исследовании детектируемым веществом (первым субстратом) является пероксид водорода, а  вторым субстратом  пероксидазы хрена является - бензидин.
Упрощенную схема пероксидазного цикла в этом случае можно представить следующим образом: 
ПХ0  (исх.) + Н2О2→ ПХ (полуокисл.);             
ПХ (полуокисл.) + бензидин0 → ПХ (окисл.) + бензидин (окисл.); 
 ПХ (окисл.) + бензидин0 → ПХ 0  (исх.)  + бензидин (окисл.) , 
где: ПХ0  (исх.), ПХ (полуокисл.), ПХ (окисл.)  — исходная пероксидаза хрена и две ее окисленные формы, соответственно;
 бензидин 0, бензидин (окисл.) · —  исходный бензидин и его окисленная форма, соответственно.
 Переходы: ПХ (полуокисл.) → ПХ (окисл.) и ПХ (окисл.) → ПХ 0    являются одноэлектронными процессами, причем ПХ (полуокисл.)  обладает двумя окисленными эквивалентами (один на железе гема, а другой в виде π-катион радикала на порфирине по сравнению с нативной формой фермента ПХ0 , а ПХ (окисл.)  – одним. Методом спектроскопии ЯМР показано, что как в полуокисленной, так и в окисленной форме пероксидазы железо присутствует в феррильной форме, то есть имеет  формальный заряд + 4 [150].
Определение влияния полиэлектролитов полиаллиламина гидрохлорида и полистиролсульфоната на активность пероксидазы хрена 
Формирование первого слоя полиэлектролитной оболочки на кальций-карбонатные сферолиты с ферментом пероксидаза хрена имеет значение, так как этот слой будет контактировать с ферментом после удаления кальций –карбонатного ядра из микрокапсул. При формировании такой оболочки в качестве первого полиэлектролита предпочтительно использовать поликатион, поскольку коровые микрочастицы СаСО3 в целом отрицательно заряжены, их электрокинетический потенциал поверхности (x-потенциал) составляет –12,2 ±2,5мВ. [46]. Однако было показано, что полианионы, например полистиролсульфонат (ПСС), также связываются с кальций карбонатными частицами и могут быть использованы в качестве первого слоя при формировании полиэлектролитных микрокапсул [83, 85]. Поэтому нами были проведены эксперименты с целью выяснения воздействия полиэлектролитов, используемых для капсулирования пероксидазы хрена, на каталитическую  активность этого фермента. Для проведения экспериментов были выбраны полиэлектролиты, имеющие выраженные отрицательный и положительный заряды: поликатион полиалиламин гидрохлорид (ПААГ) и полианион полистирол сульфонат (ПСС).
В буферный (натрий ацетатный буфер, рН 5,3) раствор «свободного» белка добавляли раствор ПААГ или ПСС до конечной концентрации 0,5 мг/мл, выдерживали при комнатной температуре 1 час, после чего определяли активность пероксидазы хрена. Концентрация полиэлектролитов (0,5 мг/мл) была выбрана, поскольку именно эти концентрации использовались при капсулировании пероксидазы хрена. Зависимость  начальной скорости реакции пероксидазы хрена, определенной спектрофотометрически по изменению поглощения при длине волны 590 нм за 10 секунд, от концентрации перекиси водорода в присутствии полиэлектролитов показана на рисунке 3. Данные представлены в двойных обратных координатах для уравнения Михаэлиса-Ментен.
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Рисунок 3 – Зависимость начальной скорости пероксидазной реакции от концентрации перекиси водорода: 1 –  в отсутствии ПЭ, Vmax= 0,0351±0,018, Km= 0,021±0,001; 2 – в присутствии ПААГ, СПААГ= 0,5 мкг/мл, Vmax= 0,096±0,048, Km каж=0,106±0,052; 3 -  в присутсвии ПСС, СПСС = 0,5 мкг/мл, Vmax = 0,034±0,017, Ki = 0,038±0,019.
Условия опыта: Среда 0,2 М натрий ацетатный буфер, рН = 5,3, концентрация пероксидазы хрена 0,05 мкг/мл, концентрация бензидина 0,1 мМ, объем реакционной среды 3 мл

Эксперименты показали, что полианион ПСС ингибирует каталитическую активность пероксидазы хрена (рисунок 3 прямая 3). При этом ингибирование активности полианионом идет по конкурентному типу, - Ki=0,038±0,0019. Такой результат влияния ПСС на каталитическую активность пероксидазы хрена скорее всего обусловлен электростатическим взаимодействием полианиона c активным центром пероксидазы хрена, который заряжен положительно. Совсем другая картина наблюдалась по влиянию поликатиона ПААГ на активность пероксидазы хрена. Каталитическая активность фермента в присутствии в реакционной среде ПААГ повышалась, при этом максимальная скорость реакции увеличилась почти в три раза и составила Vmax = 0,096±0,0048, при  Vmax = 0,0351±0,0018 в контроле (свежеприготовленный фермент).
Промежуточный вывод из этих экспериментальных данных заключается в том, что для того, чтобы получить инкапсулированный фермент пероксидаза хрена с более высокой ферментативной активностью, первый (внутренний) слой полиэлектролитной оболочки при формировании микрокапсул предпочтительно изготавливать из поликатиона ПААГ.
Чтобы проверить данное предположение были проведены исследования каталитической активности инкапсулированной пероксидазы хрена с оболочками ПААГ-ПСС-ПААГ (положительный заряд на внутреннем слое оболочки, контактирующей с ферментом) и ПСС-ПААГ-ПСС (отрицательный заряд на внутреннем слое оболочки). На рисунке 4 показана зависимость активности пероксидазы для двух различных способов образования капсулы. 
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Рисунок 4 – Зависимость начальной скорости пероксидазной реакции от последовательности наслоения полиэлектролитов: 1 – трехслойные капсулы с последовательностью наслоения полиэлектролитов ПААГ-ПСС-ПААГ (знак заряда внутренней оболочки, контактирующей с ферментом +) , Vmax = 0,041±0.003, Km = 0,020±0,002; 2 – трехслойные капсулы с последовательностью наслоения полиэлектролитов ПСС-ПААГ-ПСС (знак заряда внутренней оболочки, контактирующей с ферментом), Vmax = 0,023±0.006, Km = 0,035±0,003
Условия опыта: Среда 0,2 М натрий ацетатный буфер, рН = 5,3, концентрация пероксидазы хрена 0,05 мкг/мл, концентрация бензидина 0,1 мМ, объем реакционной среды 3 мл

Как ожидалось по результатам предыдущего эксперимента (рисунок 4), внутренний поверхностный заряд полиэлектролитной оболочки микрокапсулы, контактирующий с исследуемым ферментом, существенно влияет на его активность. Активность пероксидазы хрена, включенной в полиэлектролитные микрокапсулы с положительно заряженной внутренней поверхностью оболочки ПААГ-ПСС-ПААГ (рисунок 4, кривая 1), примерно в два раза выше по сравнению с активностью этого фермента в капсулах с отрицательно заряженной поверхностью оболочки ПСС-ПААГ-ПСС (рисунок 4, кривая 2) и сдвинута в сторону меньших концентраций перекиси водорода. Однако, если эксперименты по влиянию растворов полиэлектролитов на активность свободного фермента показали, что пероксидаза хрена в присутствии ПСС ингибируется по конкурентному типу (рисунок 3, линии 1 и 3), то в экспериментах на инкапсулированных ферментах показано, что пероксидаза хрена ингибируется по неконкурентному (бесконкурентному) типу (рисунок 4). Вероятно, это связано с тем, что взаимодействие ферментов с отдельными полиэлектролитами отличается от их взаимодействия с упорядоченными поверхностями, образованными из этих же полиэлектролитов.
Изучение влияния растворителей кальций-карбонатного ядра полиэлектролитных капсул на ферментативную активность пероксидазы хрена 
Важным этапом технологии получения инкапсулированного функционально-активного фермента является процедура удаления кальций-карбонатной компоненты из микрокапсул. В работах [83, 85], в которых использовалась технология удаления ядер для полых капсул с использованием ЭДТА, было показано существенное  снижение  активности инкапсулированных ферментов по сравнению с активностью свободных ферментов. ехнологи удаления кальций-карбонатных ядер, используемая для полых микрокапсул, в ряде случаев не является оптимальной для удаления кальций-карбоната из двухкомпонентной (кальций-карбонат - фермент) коровой частицы микрокапсул, поскольку растворитель взаимодействует с ферментом и может изменять его активность.
Возникла необходимость подбора условий (и растворителя) удаления кальций-карбонатной компоненты коровой частицы, чтобы повреждающее воздействие растворителя на фермент в составе коровой частицы была минимальной. Поэтому нами были поставлены эксперименты по действию растворителей на составные сферолиты с пероксидазой хрена, покрытые трехслойной оболочкой (ПААГ-ПСС-ПААГ). На рисунке 5 представлен график зависимости начальной скорости каталитической реакции пероксидазы хрена от концентрации субстрата пероксида водорода. Из рисунка видно, что скорость реакции инкапсулированного фермента, очищенного от кальций-карбонатной компоненты с помощью ЭДТА (рисунок 5, кривая 1), примерно в 5-6 раз меньше скорости реакции свободного фермента (рисунок 5, кривая 2). Замена растворителя ЭДТА на ЭГТА привела к повышению каталитической активности инкапсулированной пероксидазы хрена в 2.5 раза (рисунок 5, кривые 1 и 2), при этом ее активность уже можно сравнивать с активностью свободного фермента (рисунок 5, кривые 2 и 3).
Варьирование условий растворения коровой компоненты, такие как: использование ЭДТА или ЭГТА, концентрация хелатирующего агента (2-25 мМ), длительность воздействия (2-18 часов), температура (4-25оС), перемешивание растворов, показали, что во всех случаях, использование ЭДТА в качестве растворителя кальций-карбонатной компоненты микрокапсул, приводило к заметному снижению каталитической активности пероксидазы хрена. Оптимальным для максимального сохранения активности фермента пероксидазы хрена оказалось инкубация микрокапсул в 2 мМ растворе ЭГТА в течение 16-18 часов при температуре 0-4оС. 
Это может быть обусловлено взаимодействием ЭДТА с ионами железа, присутствующими в активном центре фермента пероксидазы хрена, и, соответственно, изменению сродства фермента к  субстрату. Поэтому, нами было предложено использовать в качестве хелатирующего агента раствор ЭГТА, который в отличие от ЭДТА, связывает исключительно ионы двухвалентных металлов.
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Рисунок 5 – Зависимость начальной скорости пероксидазной реакции от концентрации перекиси водорода: 1 – фермент в растворе буфера, Vmax=0,425±0.022, Km= 0,25±0,03; 2 – капсулированный фермент, очищенный в 5 мМ растворе ЭГТА в течение 16 часов; Vmax = 0,315±0.025, Kmкаж = 0,25±0,02; 3 – капсулированный фермент, очищенный в растворе ЭДТА в течение 2 часов; Vmax =0,105±0.022, Kmкаж= 0,53±0,03
Условия опыта: концентрация свободной пероксидазы 0.87 мкг/мл, концентрация инкапсулированного фермента 1.25 мкг/мл, 0.1 мМ бензидина, 0.2 М натрий-ацетатный буфер, рН 5.3, объем реакционной смеси 3 мл. Капсулированный фермент с оболочкой ПААГ-(ПСС-ПААГ)2

При исследовании каталитической активности пероксидазы хрена, инкапсулированной в полиэлектролитную оболочку, состоящую из 3, 5 или 7 слоев, существенных различий не обнаружено.

3.1.2 Изучение каталитической активности инкапсулированной уреазы

Краткая характеристика уреазы
Уреаза это гидролитический фермент (M.w.550 тыс.) из группы амидаз, обладающий специфическим свойством катализировать гидролиз мочевины до диоксида углерода и аммиака: 
CO(NH2)2 + H2O → CO2 + 2NH3
Уреаза обнаружена в бактериях (например, у уробактерий), дрожжах, растениях (особенно много её содержится в семенах сои). Высокая специфичность уреазы в отношении мочевины (только оксипроизводное мочевины частично обладает способностью служить субстратом для уреазы) позволяет использовать этот фермент для аналитического определения мочевины в моче и крови, что является важным диагностическим тестом при заболеваниях печени и почек.

Каталитическая активность инкапсулированной уреазы
Процедура измерения концентрации мочевины состояла в следующем. Вначале измерительная ячейка заполнялась аналитическим раствором, содержащим определенное количество низкомолекулярной соли и буфера. Затем в нее добавляли свободный или инкапсулированный фермент в необходимых для решения текущей задачи количествах или вводили модифицированный рН электрод, а далее после ~ 5 мин. инкубации при заданной температуре, добавляли фиксированный объем раствора мочевины. Регистрируемый (в мВ) щелочной сдвиг рН выходил на насыщение примерно через 50 сек.
На рисунке 6 представлены данные исследований зависимости отклика стеклянного рН электрода от концентрации мочевины в измерительной ячейке для свободного (рисунок 6, линия 1) и инкапсулированного (рисунок 6, линия 2) фермента 
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Рисунок 6 – Зависимость ответа стеклянного рН-электрода от концентрации мочевины: 
1 – свободный фермент (уреаза); 2 – инкапсулированный фермент, содержащийся в  микрокапсулах с архитектурой оболочки ПСС-ПААГ-ПСС.
Среда исследования: 1 мМ Трис-HCl, 1 мМ MES, 100 мМ NаСl, начальная рН 5,3 Концентрация фермента 0,5 мкг (определяли методом Брэдфорда)

Из рисунка 6 видно, что активность инкапсулированного нами фермента сравнима с активностью свободного свежеприготовленного фермента и составляет 71+1,5% от его активности. При этом линейный участок ответа сенсора на внесение мочевины находится в пределах 3х10-4М до 10-2 М (рисунок 6, линия 2). При инкапсуляции ферменты частично повреждаются, и в первых исследованиях на капсулах с ферментом достичь высокой начальной активности инкапсулированного фермента не удавалось. Обычно наблюдалось снижение активности инкапсулированных ферментов в 6-7 раз [59, 85, 145]. Близкие результаты к нашим экспериментальным данным, представленными в данном исследовании по инкапсулированной уреазе, были получены в работе [151]. Авторамуказанной работы на примере фермента декстраназы удалось получить инкапсулированные ферменты с каталитической активностью, составляющей 80% от активности свободного фермента (капсулы формировались из альгината кальция со включением кремнезема).

3.2 Создание ферментных биосенсоров и/или микрореакторов с заданными характеристиками (число слоев, знак заряда), способных детектировать соответствующие субстраты в одной ячейке

Поскольку при измерениях, проводимых в ячейках со свободным и капсулированным ферментом, использовались немодифицированные стеклянные рН электроды, мы попробовали сравнить измерения рН при прохождении каталитической реакции уреаза-мочевина с помощью модифицированного нашим способом электрода и немодифицированного электрода, которые одновременно были помещены в измерительную ячейку. При этом реакция разложения мочевины проходила в биочувствительном слое модифицированного электрода (рисунок 7). 
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Рисунок 7 - Диаграмма опыта по измерению концентрации мочевины  с помощью немодифицированного (верхняя кривая) и модифицированного рН-электродов.
Чувствительное покрытие с уреазой  нанесено на шарик нижнего электрода. Микроячейки чувствительного покрытия с архитектурой оболочки ПААГ-ПСС-ПААГ.
Среда исследования: 1 мМ MES, 100 мМ NaCl, начальная рН 6,0

3.2.1 Изучение работы уреазного ферментного электрода

Изучение активности иммобилизованного фермента уреазы показало, что его активность по сравнению с активностью свободного фермента примерно 40-50%  ниже (рисунок 8).
[image: ]
Рисунок 8 – Уреаза, иммобилизованная на поверхности стеклянного электрода. Поверхности покрытия и капсул заряжены положительно. Среда: буфер 1мМ MES , рН 5,3 Микроячейки покрытия защищены от внешнего раствора 5-7 слоями полиэлектролитов

Таким образом, из рисунка 8 видно, что результаты исследований по подбору условий для работы пероксидазы хрена и уреазы были успешными. В ходе эксперимента варьировались следующие условия: рН, ионный состав, буфер, буферная емкость, концентрации солей NaCl  и KCl, способы удаления кальций карбоната из микроячеек и микрокапсул. 
Показано, что для этих ферментов подобраны условия, при которых инкапсулированный или иммобилизованный в новое покрытие фермент (пероксидаза хрена или уреаза) по активности может сравниваться с активностью свободного фермента. Инкапсулированная пероксидаза хрена и инкапсулированная пероксидаза хрена всего на 20-30% показали меньшую активность по сравнению со свободным ферментом. Уреаза в процессе иммобилизации потеряла до 50-60% активности, но это тоже весьма высокий показатель.

3.2.2 Изучение работы биферментного микрореактора уреаза-пероксидаза хрена

В следующей серии экспериментов проверялась способность этих ферментов диагностировать собственный субстрат в том случае, если на стенки одной и той же спектральной ячейки помещены оба фермента. Причем два фермента одновременно помещались в одни и те же микрокапсулы.
Активность пероксидазы хрена изучали спектрофотометрическим способом на уровне микрокапсул. Как видно из рисунка 9, активность пероксидазы хрена, находящегося в составе биферментной системы практически не отличается от активности фермента инкапсулированного отдельно.
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Рисунок 9  – Активность инкапсулированной пероксидазы хрена по данным ферментативной кинетики: 1 - одноферментная система - пероксидаза хрена 2 - биферментная система – пероксидаза хрена + уреаза.
В кювете: 0,1мМ бензидина, 2 мМ Na-ацетатный буфер, рН 5,3, объем реакционной смеси 3 мл

Функциональная активность уреазы изучалась по способности к определению мочевины в среде потенциометрическим способом (рисунок 10).
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Рисунок 10 – Зависимость ответа рН-электрода от концентрации мочевины. Биочувствительный слой сформирован на стенке спектроскопической кюветы из микрокапсул, содержащих уреазу и пероксидазу хрена (биферментная система); среда: 0,1мМ MES 100мМ NaCl
Показано, что уреаза, иммобилизованная в полиэлектролитном микроячеистом покрытии совместно с пероксидазой хрена и находящаяся  в одних и тех же микрокапсулах,  сохраняет высокую чувствительность к своему субстрату. Из рисунка видно, что уреаза в составе биферментной системы уреаза-пероксидаза хрена способна измерять микромоли мочевины.
Эти эксперименты свидетельствуют о том, что два фермента, в нашем случае пероксидаза хрена и уреаза,  возможно инкапсулировать вместе и помещать в полиэлектролитное покрытие.  Причем исследованные ферменты сохраняют свою функциональную активность, то есть способность детектировать собственные субстраты в растворе.
Показано, что потенциометрическим методом с помощью нового типа полимерного уреазного сенсора с помощью стеклянного рН электрода возможно проводить измерения концентрации мочевины, начиная от 10-20 мкМ и даже меньше. Верхний предел измерений зависит от концентрации уреазы, помещенной в полиэлектролитное покрытие, и от свойств электрода. Нам удавалось измерять более 100 мМ мочевины.

3.3 Изучение методами световой и конфокальной спектроскопией полиэлектролитного биочувствительного покрытия и его составных частей

Получение составных микросферолитов (СаСО3 – белок) заданного размера.
Первый этап получения инкапсулированных ферментов методом биоминерализации состоит из получения собственно составных сферолитов (СаСО3-белок) – коровых сферических частиц с ферментом. Поскольку размеры сферолитов определяют размеры будущих микрокапсул, то на этом этапе важно было отработать метод получения коровых частиц заданного размера с узким распределением по диаметру. Отработка методики получения микросферолитов заданного диаметра проводилась без добавления фермента. Варьируя концентрацию реагентов, гидродинамические характеристики процесса (интенсивность и продолжительность перемешивания реакционной смеси) можно получить микросферолиты со средним диаметром от ~2 до 10 микрон с достаточно узким распределением по размеру. На рисунке 11 показаны гистограммы распределения кальций-карбонатных сферолитов для трех типов образцов.
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Рисунок 11 – Распределение микрочастиц CaCO3 по размеру (по диаметру) для трех типов образцов: а) – гистограммы распределения микросферолитов с разными диаметрами; б) – фотографии этих же микросферолитов, полученные с помощью светового микроскопа

В настоящей работе для экспериментальных исследований в основном были использованы составные сферолиты с диаметром приблизительно 3÷5 мкм, полученные по методике, описанной в разделе «Материалы и методы». На рисунке 12 показана гистограмма распределения составных микросферолитов для одного из экспериментальных образцов.
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Рисунок 12 – Гистограмма распределения составных микросферолитов (CaCO3-пероксидаза хрена) по размеру со средним диаметром 3,62± 0,52 мкм

Исследование структуры микрокапсул проводили с помощью сканирующего конфокального микроскопа LSM 510 NLO (Carl Zeiss) представлено на рисунке 13.
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                         а)                                                                                    б)
Рисунок 13 – Исследование структуры микрокапсул проводили с помощью сканирующего конфокального микроскопа LSM 510 NLO (Carl Zeiss): а) Микрофотография полиэлектролитной капсулы с числом слоев 6, меченых мероцианином 540. Оптический срез микрокапсул на глубине 2 мкм. Длина волны возбуждения- 543 нм; б) Оценка толщины полиэлектролитные капсулы по окрашиванию зондом мероцианин 540 дает величину приблизительно 300 нм  для капсул с числом слоев 6

Исследование поверхности полиэлектролитного покрытия с единичными микрокапсулами без фермента, полученное с помошью конфокального микроскопа LEXT OLS4000 (США), представлено на рисунке 14.
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                             а)                                                                                                  б)
Рисунок 14 – Исследование поверхности полиэлектролитного покрытия:  а) прикрепленная к стеклянной поверхности пятислойная капсула (ПААГ/ПСС/ПААГ/ПСС/ПААГ) с кальций карбонатным ядром. Радиус капсулы: 2,164 мкм, высота²: 0,332мкм; б) прикрепленная к стеклянной поверхности пятислойная капсула с растворенным ядром. Тот же масштаб. Дополнительно капсулы отделены от внешней среды двумя слоями

На рисунке 15 а) и б) показаны микроячеистые полиэлектролитные поверхности, полученные с помощью светового микроскопа.
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                                 а)                                                                                     б)

Рисунок 15 – Микроячеистые полиэлектролитные поверхности, полученные с помощью светового микроскопа: а) Полиэлектролитное покрытие с микроячейками, внутренний слой которых – ПААГ (Формировались из микрокапсул ПААГ/ПСС/ПААГ); б) Полиэлектролитное покрытие с микроячейками, внутренний слой которых – ПСС (Формировались из микрокапсул ПСС/ПААГ/ПСС). Ферменты внутри ячеек отделены от внешней среды 5-ю слоями

Полиэлектролитное покрытие представляет собой многослойную пленку, между слоями которой был расположен слой полиэлектролитных капсул диаметром около 2-5 микрон. Использованное хемочувствительное покрытие построено на основе двух типов известных молекулярных конструкций: полиэлектролитных мультислоев и полиэлектролитных капсул, заполненных молекулами фермента. Их соединение в единую конструкцию образует новое, оригинальное ячеистое покрытие, устойчивое в водно-солевой среде. Наличие нескольких, не менее пяти полиэлектролитных слоев, отделявших ферменты от внешней среды, предохраняет последние от инактивирования, например, посторонними ферментами или микробами. Одной из особенностей покрытия то, что суммарная толщина полимерных слоев составляет в нем менее 2% от диаметра внутренних ячеек, причем вклад в это толщины стенок полиэлектролитных капсул составляет, в свою очередь, менее 40%.
Нанесенное покрытие стабильно в водно-солевых растворах с ионной силой менее 1 М и в области рН от 3 до 9, что соответствует литературным данным по стабильности полиэлектролитных мультислоев [85].
Как видно из рисунков, полиэлектролитные капсулы, находящиеся внутри полиэлектролитного покрытия, теряют сферическую форму под действием сил поверхностного натяжения и при соприкосновении с соседними капсулами создают геометрические фигуры разной конфигурации. Тем не менее, новый тип полимерного покрытия образует достаточно крепкую конструкцию, способную защищать ферменты от внешних воздействий  в течение месяцев.


ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведены исследования каталитической активности ферментов уреаза и пероксидаза хрена, заключенных в трех, пяти и семислойные полиэлектролитные микрокапсулы. Показано, что активность ферментов зависит от знака заряда внутренней поверхности полиэлектролитной оболочки, контактирующей с ферментом, и мало зависит от количества слоев полиэлектролитной оболочки (для 3-7 слойных капсул различия каталитичекой активности ферментов в пределах ошибки эксперимента). Потенциометрическим методом показано, что инкапсулированный фермент уреаза, контактирующий с полиэлектролитом полистирол сульфонат (образующий внутренний слой микрокапсулы и имеющий отрицательный заряд), был способен детектировать собственный субстрат мочевину в диапазоне концентраций 2х10-4М – 10-2М. Спектрофотометрическим методом показано, что фермент пероксидаза хрена, инкапсулированный в микрокапсулы с положительно заряженной внутренней оболочкой (полиэлектролит полиалиламин гидрохлорид) имеет лучшее сродство к субстрату пероксиду водорода и обладает каталитической активностью примерно в два раза выше, чем фермент в капсулах ПСС/ПААГ/ПСС. 
Изучены некоторые каталитические характеристики биферментной системы уреаза-пероксидаза хрена. Эти два фермента были инкапсулированы в одни и те же микрокапсулы с числом слоев 5 и знаком заряда полиэлектролита (-), контактирующего с ферментами. Потенциометрическим и спектрофотометрическим методами показано, что эти ферменты способны поочередно детектировать собственные субстраты в одной и той же ячейке. Показано, что ферменты не влияют на активность друг друга и их каталитическая активность сравнима с активностью  одноферментной системы. 
Проведены исследования архитектуры микрокапсул и полиэлектролитного микроячеистого покрытия методами световой и конфокальной спектроскопией. Кроме того, представлены фотографии микросферолитов (промежуточного продукта изготовления микрокапсул с ферментами) – кальций-карбонатные микрочастиц, на которые впоследствии наслаивают противоположно заряженные полиэлектролитные  слои методом layer-by-layer. Показано, что возможно получать микрокапсулы с заданным размером в диапазоне 2-10 мкм с узким распределением по размерам.
Как показали эксперименты, одним из решающих факторов, влияющих на чувствительность биосенсорного слоя является подбор условий для очистки микрокапсул с ферментом от кальций карбонатных частиц. Показано, что использование хелатирующего агента ЭГТА вместо ЭДТА, меньше повреждает ферменты во время растворения кальций-карбонатного ядра. Второй фактор, способствующий увеличению чувствительности сенсора, – это повышение концентрации фермента в капсулах полиэлектролитного покрытия. Как известно, в реакционной среде с большим содержанием фермента (при одинаковой активности фермента) ответ электрода на введение субстрата более быстрый и больший. Увеличение концентрации фермента в микроячейках полиэлектролитного слоя достигалось за счет увеличения количества добавленного фермента в раствор СaCl2 при получении составных кальций-карбонатных сферолитов. Третий фактор, непосредственно не касающийся свойств чувствительного слоя биосенсора, это состав реакционной среды исследования. Как было показано ранее [58] величина ответа модифицированного рН-электрода сильно зависит от  буферной емкости (0,1-20 мМ буфера) реакционной среды и в гораздо меньшей степени от ионной силы раствора (от 10 до 500 мМ NaCl или KCl) и температуры.  Область значений рН от 5,5 до 8,5, как мы предполагаем, является оптимальным диапазоном для исследований реакции разложения мочевины на аммиак и углекислый газ с помощью уреазного полимерного сенсора. Этот же диапазон рН подходит для инкапсулированной пероксидазы хрена. Чувствительный слой биосенсора стабильный при этих значениях рН и ферменты достаточно активны.
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Canavalia ensiformis beans of Sigma and Fluka, a urease solution from the Urea
KT(200) kit, (Deacon-DS) with an activity of 253000 U/l., Urea extra clean
(Reachim), MES buffers (Sigma), Tris-HCI (Sigma). Salts of CaCl,, Na,CO;, NaCl
and KCl had a gradation of chemically pure or pure for analysis. Ethylene
glycoltetraacetic (EGTA) and ethylenediaminetetraacetic (EDTA) acid (both
Sigma-Aldrich, USA). To form films and shells of microcapsules, domain
enzymes, polyelectrolytes were used: polyethyleneimine (PEI) weight 600000-
1000000, polystyrene sulfonate (PSS), polyallylamine hydrochloride (PAAH), (all
- Aldrich) with a mass of 60000-70000. The test substances were used as solutions
in 0.33 M NaCl. All salt solutions were prepared on deionized water obtained by
purifying distilled water with Artum 611-UF (Sartorius). The conductivity of the
water was 1 uS/cm.

The following instruments were used in the work: spectrophotometer
Bekman UV/Vis DU 520 (USA), Nikon eclipse E200 microscope, 4-channel
potentio-microamperometric  analog-digital amplifier "Record-4usb"  with
computer connection (development of IBK RAS), pH- meter Bekkman F 690 pH /
Temp/mV/ISE Meter (USA), Axiovert 200 microscope, photometer (model 680
BIO-RAD, USA), Vortex (shaking and mixing device), ultrasonic bath, magnetic
stirrer, table centrifuge, semi-automatic micropipette for 2-20 ul, 20-200 ul, 200-
1000 pl, 5000 pl, chamber Goryaev.

Preparation of enzyme-containing calcium carbonate crustal particles

Composive microspherolites CaCO; — protein were used as core
microparticles for the preparation of polyelectrolyte capsules.

CaCO; microspherolites were obtained by the ion exchange reaction when
mixing solutions of calcium chloride and carbonate in the presence of protein
(enzyme) — by biomineralization [4-7].

Preparation of enzyme-containing polyelectrolyte microcapsules

Polyelectrolyte microcapsules with urease were produced by the method of
alternate layer-by-layer adsorption with the application of polystyrene sulfonate
(PSS) and polyallylamine hydrochloride (PAAH) molecules to composite calcium-
carbonate spherulites containing urease as described in [4-6,8]

Alternate layering of oppositely charged macromolecules of polyelectrolytes
on colloidal particles was carried out three to five times, obtaining three/five shells
with the architecture of PAAH/(PSS/PAAH), and PSS/(PAGE/PSS), where n=1.2.
The procedure for the formation of microcapsules was carried out at room
temperature (15-25°C). Microcapsule size and sphericity of calcium carbonate
particles were monitored with a Nikon eclipse E200 light microscope. The removal
of calcium carbonate particles from the microcapsules was carried out while
maintaining the solution with microcapsules in dialysis bags for 3 hours to 12-15
hours in 25 mM EGTA or EDTA at a temperature of 4°C or 20°C with basic
alkalinization (pH 7.2-7.5). The number of capsules in the solution was counted
using a camera Goryaev.

Potentiometric method for determination of urea concentration with a
standard pH electrode
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Using the technique described in [1,2], a potentiometric polymer biosensor
of urea was prepared on the basis of a modified glass pH electrode (figure 1A).
Measurements of the hydrogen 1on concentration in the test solution were carried
out using a four-channel ADC — "Record 4usb". The solution was stirred with a
magnetic stirrer and maintained at 25 + 1 ° C with a U-1 thermostat (Germany).
Then, the enzyme preparation was added thereto in the required quantities or a
modified pH electrode was introduced. The alkaline pH shift recorded (in mV) was
saturated for 20-30 seconds.

Results and discussion. For the first time, the possibility of measuring the
urea concentration by a modified glass pH electrode on which an ultrathin sensitive
polymer coating with urease was deposited was demonstrated by us in [1, 2]. The
following properties of the polymer coating provided this possibility: good
permeability of polyelectrolyte multilayers for the substrate (urea) and its
decomposition products by urease; impermeability of these layers for the enzyme;
preservation of the enzyme in the cells of the coating, high activity for a
sufficiently long time; as well as significant alkalization of the medium during the
decomposition of urea to carbon dioxide and ammonia. Improving the
characteristics and properties of the polymer sensitive coating of the urea sensor is
associated with an increase in the initial activity of the immobilized enzyme, an
increase in the duration of the sensor operation, and the ability to measure urea in
biological fluids. As was shown in [9], we managed to achieve a sufficiently high
activity of the immobilized enzyme, which amounted to 40-50% of the activity of
the free freshly prepared enzyme.

In this paper, data are presented on the continuation of studies related to an
increase in the initial activity of the urease sensor. Figure 2 shows the data on the
dependence of the response of the glass pH electrode on urea concentration in the
measuring cell for the free (line 1) and encapsulated (line 2) enzyme
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Figure 2 — Dependence of the response of the glass pH electrode on the urea

concentration (0.5 pg enzyme concentration was determined by the Bradford method)
1 - free enzyme (urease)
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2 - encapsulated enzyme contained in microcapsules with the architecture of the PSS-
PAAG-PSS envelope
Study medium: 1 mM Tris-HCI, 1 mM MES, 100 mM NaCl, initial pH 5.3

It can be seen from the figure that the activity of the encapsulated enzyme is
comparable to the activity of a free freshly prepared enzyme and was about 75% of
its activity. In the encapsulation process, the enzymes are partially damaged, and in
the first studies on capsules with the enzyme, a high initial activity of the
encapsulated enzyme was not achieved. Usually, the activity of encapsulated
enzymes decreased by a factor of 6-7 [1,6,10-15]. Close results to our experimental
data presented in this study on encapsulated urecase were obtained in [16-19].
Authors, using the enzyme dextranase, obtained encapsulated enzymes with a
catalytic activity equal to 80% of the activity of the free enzyme (the capsules were
formed from calcium alginate with the inclusion of silica).

Since unmodified glass pH electrodes were used for measurements in cells
with a free and encapsulated enzyme, we tried to compare pH measurements
during the passage of the urease-urea catalytic reaction using a modified by our
method an electrode and an unmodified electrode that were simultaneously placed
in a measuring cell. In this case, the decomposition reaction of urea passed in the
biosensitive layer of the modified electrode (figure 3).

Since unmodified glass pH electrodes were used for measurements in cells
with a free and encapsulated enzyme, we tried to compare pH measurements
during the passage of the urease-urea catalytic reaction using a modified by our
method an electrode and an unmodified electrode that were simultaneously placed
in a measuring cell. In this case, the decomposition reaction of urea passed in the
biosensitive layer of the modified electrode (figure 3).
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Figure 3 — Diagram of the experiment for measuring urea concentration with unmodified
(upper curve) and modified pH electrodes
A sensitive coating with urease is deposited on the ball of the lower electrode. Microcells
of sensitive coating with the architecture of the shell of PAAG-PSS-PAAG
Study medium: 1 mM MES, 100 mM NaCl, initial pH 6.0




image45.jpeg
It can be seen from the experimental diagram that the response time after the
catalytic reaction of the enzyme-substrate with the help of the modified and
unmodified electrodes is practically the same. This is due to the fact that the
substrate - urea and the decay products of the urease-urea catalytic reaction -
carbon dioxide and ammonia easily penetrate through the nanometer
polyelectrolyte shell that separates urease from the external solution. Such
experimental results allowed us to create not only enzyme electrodes, but also
enzyme microreactors (when the recording electrode is separated from the
sensitive layer).

As a microreactor, plastic and glass cuvettes with a polyelectrolyte coating
were applied, the same as for a ball of a modified pH electrode. This coating,
which is a multilayer film, between layers of which was a layer of polyelectrolyte
capsules with a diameter of about 2-5 microns filled with urease molecules, was
applied to one of the walls of the cuvette. The presence of several, not less than
five polyelectrolyte layers separating enzymes from the external environment,
prevented the latter from inactivation, for example, by foreign enzymes or
microbes. One of the features of the coating was that the total thickness of the
polymer layers was less than 2% of the inner cell diameter 1n it.

Figure 4 presents data on the catalytic activity of the urease microreactor.
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Figure 4 — Dependence of the response of the glass pH electrode on urea concentration (enzyme
concentration 3 pg was determined by the Bradford method)

1 - free enzyme (urease)

2 - enzyme immobilized on the lateral surface of the spectrophotometric cell and
contained in the microcells of the sensitive coating with the architecture of the PAAG- (PSS-
PAGE) 2 shell

Study medium: 1 mM MES, 100 mM NaCl, initial pH 6.0
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Thus, it has been shown that by potentiometric method using a new type of
polymeric urease sensor on a glass pH electrode it is possible to measure urea
concentrations ranging from 10-20 puM. The upper limit of the measurement
depends on the concentration of urease placed in the polyelectrolyte coating and on
the properties of the electrode. We were able to measure more than 100 mM urea.
In fact, when developing a urea sensor for medical diagnosis, it 1s not necessary to
measure such high urea concentrations, since the normal urea content in the human
blood is between 1.8 and 7.5 mM, depending on the age.

Studies of the stability of a new type of urea sensor showed that when stored
in distilled water at a temperature of 4 ° C, the sensor is capable of operating for up
to 2 months. At the same time, the decrease in activity of immobilized urease is
initially 40-50%. The stability of the sensor over time can, among other things, be
due to the stability of the polyelectrolyte shells that protect the enzymes from the
external environment in the microcells of the coating. Perhaps in this case, the size
of the microcapsules, as well as the number of polyelectrolyte layers forming the
microcapsule shell, will be important for increasing the stability of the
polyelectrolyte coating. We carried out preliminary studies of the strength of 10
um microcapsules containing a calcium-carbonate core with the help of a
NanoScan-4D nanodidomer [20]. It was shown that the destruction of a single
microcapsule occurred when 1t was compressed by 1.1 um and a load value of 25
mN. Investigation of the strength of microcapsules with a remote calcium
carbonate nucleus depending on the size of microcapsules and the number of layers
of capsule shell polyelectrolytes is of interest for improving the stability of
microcapsules and a new polyelectrolyte coating.

The necessary component of research in the development of biosensors is
testing on biological fluids. Investigations of the urease polymer sensor for the
determination of urea in biological fluids were conducted using urine and blood as
an example. These experiments are presented in [9], from which it follows that if
the accuracy of measuring by our method the concentration of urea in daily urine
diluted 100 times approaches the error obtained during dilution of urine, then a
different picture 1s observed when measuring urea in serum. Blood in different
people has its own pH and buffer capacity, so when measuring urea in blood
serum, we tested the "double additives" method, which increased the accuracy of
measurements to 5%.

The sensitivity of the urease sensor can be significantly increased by using
pH-sensitive field effect transistors (figure 5).
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Figure 5 — Comparison of the response of the pH-sensitive field-effect transistor and the
glass pH electrode to the urea concentration
The sensitive coating is applied to the glass electrode ball and to the surface of the
recording element of the transistor
Study medium: 2 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, initial pH 7.8

As can be seen from the figure, the field effect transistor has increased the
sensitivity of the sensor by more than an order of magnitude. The enzyme
consumption during the creation of a sensitive field-transistor coating was 20 ul
from the 3 ml set (see Materials and Methods). This amount of enzyme 1s used for
one or two measurements in enzyme analysis by the usual spectral method in
polyclinics.

Conclusion. The urea biosensor manufactured with the help of polymer
technologies and representing a combination of polyelectrolyte layers and
microcapsules with an enzyme inside and a shell of the same polyelectrolytes, as
shown by the experimental data, is perfectly suitable for determining the urea
concentration in blood and urine. The technology of manufacturing an enzymatic
biosensor does not differ significantly from the known technology of
manufacturing microcapsules with an enzyme by the laer-by-laer method [4-6].
This allows us, when constructing a biosensor, to use the information obtained on
encapsulated enzymes by other authors. In this case, the urea biosensor 1s able to
work for a long time (up to 2 months) without significant loss of enzyme activity.
One of the significant results of this work from our point of view is two factors.
The first factor is the optimization of the conditions for the production of a
functionally active enzyme immobilized in a polyelectrolyte coating, when the
enzyme after the immobilization procedure shows an activity comparable to that of
a freshly prepared free enzyme. Such a result will allow reducing the cost of
enzymes when creating a sensitive layer of the developed urea analyzer. And the
second factor is that the polymer coating with the enzyme is able to work not only
as an enzyme electrode, but also as an enzyme microreactor, without decreasing
the rate of signal registration after passing the catalytic urease-urea reaction. This
1s due to the fact that the layers of polyelectrolytes separating the enzyme from the
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external analyte solution have a nanometer thickness and are easily permeable to
urea and decomposition products of the urease-urea catalytic reaction. Separation
of the sensitive sensor from the recording electrode provides many opportunities
for designers of urea analyzers based on a polymer ultrathin coating.
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'KopkeiT Ata aTeiHaarsr Kp3puiopaa MemiekeTTik yHusepenteti, Keissutopaa,
Kazaxcran
? Peceii FuibIM AKaieMHsICHIHBIH TeOpHsIIBIK JKoHe Toxipubernik Gnobusnka
uHCTUTYTHL, Ilymuno, Peceit

KAH JKOHE HECENTI TAJIIAY YIIIH ITOJINMEP/JIT
TEXHOJOTI'UAJIAPADBI HAUJTAJAHY APKbBLJIBI MOYEBUHA BUOJATUYMI'TH
KACAY

AHHoTanus. IlomuMepni HAHOTEXHOJOTHSIAP HETI31HAE CYHBIKTBIKTApa MOYEBUHAHBI
aHbIKTAll ajaTblH (EPMEHTTI TipKeyllTep MeH MHUKpOopeakTopjap skacanabl. PepMeHTTI
TIPKEYILITI JKacay TeXHOJOrHsICHI laer-by-laer omiciMeH pepMEHTTI MUKpOKAIICyJianap acayibIH
Oenrijai TEXHOJIOTHSCBIHAH alTapibIKTail epekimenenOeiini. byn Oisre Oacka aBTOpJIapMeH
WHKAICYJISIUsIaHFaH (PePMEHTTEPICH aJIbIHFaH MOJIMETTEpiH OMOTIPKEyill Kacayda akKmapat
perinne MyMkiHAiK Oepemi. MoueBnHa OHMOCEHCOpPBI ¥3aK YyakbIT Ooibl  (hEepPMEHTTIH
OenceHaUNiriH alTapibIKTail JKOFanTHal y3aK yakeIT Ooibl (2 aiffa neliH) >KYMBIC JKacaii
anaTelHABIFBl TaOBUIBL. [lonmumepni TexHomorus 6acka Aa yKcac 9icTepre KaparaHaa >KEHLUT
JKOHE ap3aH Oousbin TaObLIagbl. BUONOTHANBIK CyHBIKTapabl (KaH, HECeI) SKCIPECC aHBIKTAy
YIIiH mojguMepni (epMeHTTI uuri 0ap MOYEBHHA AaHAJIHM3ATOPBl YCBIHBLIAABL. Bys skymbicTa
O13miH OHBIMBI3IIA aWTapibIKTall €Ki apTHIKIWBUILIK (akTopel Oap. bipinmi ¢akrop -
MOJIMAJICKTPOJIUTTI JKaObIHFA UMMOOUIHM3AIUsUIaHFaH (PyHKIMOHAIIBI-OeNceHal (epMeHT aiy
JKaFrgaiblH OHTAWJAHIBIPY, MYHAa HMMOOWJIM3aLMsl OPEKETIHEeH KeiiH (QepMeHT KaHa
nasipiaHFaH 0oc (pepMeHTTIH OeNceHAuTIriHe yYKcac OenceHAUTiK kepceredi. MyHnail HOTHKe
MOUEBHHA aHAJIM3aTOPBI KOHMBIPFBICHIH Kacayaa ce3iMTas KadaTTsl AaibiHIayaa GepMeHTTepre
KETeTIH IUBIFBIHAAPABl ap3aHnmarangel. ExiHmi ¢aktop, ¢epmeHti Oap mnomaumepni kaOblH
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leBbIJ‘IOpHI/IHCKI/Iﬁ rocynapcTBeHHbIl yHuBepcureT uM. KopkbiT Ata, Kbizbutopra,
Kasaxcran
2 HHCcTUTYT TeopeTnyeckor 1 SKcniepuMeHTainbHOl Onodusnku Poceniickoit Akanemun
Hayk, [Iymuno, Poccus

PA3SPABOTKA BUOJATYHKA MOYEBIUHBI C IPUMEHEHUEM
MNOJIMMEPHBIX TEXHOJIOTHHU JIA AHAJIN30B KPOBH 1 MOYN

AHHoTanus. Ha ocHOBe monMMMepHBbIX HAHOTEXHOJOTUH CO3/1aHbl (PePMEHTHBIC TaTUYHKH
U MUKPOPEAKTOPBI, CIIOCOOHBIE OMPENeNsiTh MOYEBUHY B JKUAKOCTSX. TE€XHOJIOTHs N3rOTOBJICHHS
¢depMeHTHOrO OHOZATYMKA CYIIECTBEHHO HE OTJIMYAeTCs OT HW3BECTHOH TEXHOJOTHH
U3rOTOBJICHUS] MUKpOKarcysn ¢ (epMeHTOM MeroaoM laer-by-laer. DTo mo3BojsieT HaMm mpu
KOHCTPYHPOBAaHUM  OHMONATYMKAa  TOJNB30BAThCS  WH(pOpMauue, NOJIy4YeHHOW  Ha
MHKATCYJMPOBAaHHBIX (epMeHTax ApyrumMu aBropamu. llokasano, 4ro OHOCEHCOP MOYEBHHBI
criocodeH paboTaTh B TEUEHHUE [UTHTEIBHOTO BpeMeHH (10 2 MecsIeB) O0e3 3HAUUTEeNbHOMN MoTepH
aKTUBHOCTH (pepMenTa. IlommmepHast TEXHOJIOTHS U3TOTOBJICHHS TATYNKOB MEHEE TPYIOEeMKasl U
JIOPOTOCTOAIIAsE TI0 CPABHEHUIO C APYTMMH aHAJOTMYHBIMH TexHojormsMu. llpeamararorcs k
pa3paboTke OHMOCEHCOPHBIEC MPUOOPHI - AHATU3ATOPBI MOYEBHHBI ¢ MOJUMEPHBIMU (PEPMEHTHBIMH
YUIMaMU I SKCIPECC-TUarHOCTUKN OMONIOTMYECKUX SKUAKOCTEH (KpoBb, Moua). OmHUM H3
CYIIECTBEHHBIX PE3yJIbTATOB HAcTosied padoThl ¢ Haled TOYKU 3pPEHHs SIBISIFOTCS /1B
dakropa. Ilepmblii (akTOop — 3TO ONTUMHU3ALMS YCIOBUN TOJNYYEeHUS (HYHKIUOHAIBHO-
aKTUBHOTO (hepMeHTa, UMMOOMIM30BAHHOTO B TMOJHMAJIEKTPOJUTHOE TOKPBITHE, KOTAA (pepMeHT
nociie Mpouenypsl MMMOOMIM3ALMN TOKAa3bIBAET AKTUBHOCTb CPABHUMYIO C AKTHBHOCTBIO
CBEKETIPUTOTOBJIEHHOTO CBOOOAHOTO (epmeHTa. Takol pe3ynbTaT MO3BOJIUT YIEIIEBHTH
pacxonpl Ha (epMEHTHI MPH CO3aHUHM YYBCTBUTEIBHOTrO Closi paspadaTeiBaeMoro mpubdopa-
aHanmu3aTopa MO4eBUHBL. U BTOpOH (akTop, 3TO TO, UTO MOJUMEPHOE MOKPHITHE C (PepMEHTOM
crocoOHO padoTaTh HE TONBKO Kak (EePMEHTHBIH OJJEKTPOA, HO M Kak (PEepMEHTHBIH
MHUKPOPEAKTOpP, MPU 3TOM HE YMEHbIIass CKOPOCTh PETHCTPALIMM CHUTHAJA TOCHE MPOXOXKISHHS
KaTAJIUTHYECKON Peakny ypea3a-MOUEBHHA.
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The Influence of Simple Phenols on Collagen Type I Fibrillogenesis
in vitro
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Abstract—The influence of phenolic compounds with different numbers of hydroxy groups (phenol, pyro-
catechol, resorcinol, and pyrogallol) on the kinetics of in vitro fibrillogenesis of collagen and on fibril struc-
ture has been studied. It has been shown that these phenols accelerate fibril formation mainly by shortening
the lag phase, presumably facilitating the tormation of collagen dimers and their subsequent association to
linear aggregates. The accelerating activity of phenols is proportional to the number of hydroxy groups in the
molecule. It increases in the series: phenol < resorcinol < pyrogallol. Therefore, the ability of phenols to
accelerate tibril formation is likely to stem from the formation of hydrogen bonds with amino-acid residues
in collagen chains. The hydrogen bonds may stabilize the structure of the intermediates, facilitating their

interaction during fibrillogenesis.

Keywords: type 1 collagen, fibrillogenesis, phenol, pyrocatechol, pyrogallol, resorcinol
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Phenols are aromatic compounds whose molecules
contain a benzene ring with one or several hydroxy
groups [1]. They are classified into simple phenols and
polyphenols. This classification is based on the num-
ber of phenyl groups in the molecule [2]. Phenols have
different numbers of hydroxy groups; this may influ-
ence their physicochemical properties and biologic
activities [3, 4]. Polyphenolic compounds isolated
from plants are of special interest. Flavonoids are the
largest class of plant polyphenols [5, 6]. Their mole-
cules have a certain number of structural units that
resemble simple phenols [6, 7]. Natural phenols often
have a high level of biologic activity [8, 9]. Their most
noticeable effects are antioxidant, antitumor, cardio-
protective, and neuroprotective [10—12].

Phenols can interact with protein molecules by
forming hydrogen bonds between hydroxy groups of
the aromatic ring and carboxy groups of polypeptide
chains [5]. The interaction between phenols and fibril-
lar proteins, including collagen, has attracted special
attention. In this case, phenolic molecules can act as
binders, forming cross links and thereby affecting the
mechanical and thermal stability of fibrils [13, 14]. In
addition, it has been shown that phenols act on already
formed fibrils and that polyphenols of the flavonoid
type may affect the self-assembly of fibrils of type I
collagen by enhancing or entirely arresting it [15, 16].
These variations are related to the type of interaction
between phenols and protein molecules. These are

determined by the numbers and positions of the
hydroxy groups in ring B, which affect polyphenol
lipophilicity and the possibility of the formation of
hydrogen bonds with amino-acid residues. To under-
stand the details of the effect of plant polyphenols on
fibril self-assembly, we chose phenols with one aro-
matic ring that differs in the number and positions of
hydroxy groups. This approach eliminates the disguis-
ing effects of other aromatic rings (flavonoids have
three [6]) and highlights the role of hydroxy groups.

MATERIALS AND METHODS

Experiments were carried out with phenol, pyro-
catechol, resorcinol, and pyrogallol (Fig.1). These
compounds contain different numbers of hydroxy
groups: one in phenol, two in the ortho position in
pyrocatechol, two in the meta position in resorcinol,
and three in pyrogallol.

Calculation of lipophilicity coefficients. We calcu-
lated theoretical partition coefficients in the #-octa-
nol/water system to assess the lipophilicity of the mol-
ecules. This parameter was chosen on the basis of ear-
lier data [16], which revealed a correlation between
lipophilicity and the number of hydroxy groups in ring
B of molecules of flavonoids (plant polyphenols) on
the one hand and the effect of these polyphenols on
fibrillogenesis on the other hand. Calculations were
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Fig. 1. The structures of the phenols tested in the study.

performed with the ChemBioOffice 2015 and ACDlab
10.0 software packages.

Collagen isolation. Type I collagen was isolated
from tail tendons of young rats (45 g). The tendons
were carefully washed with distilled water and stored in
280 mL of 0.2 M acetic acid at 4°C for several days.
The solution was neutralized with aqueous ammonia
to pH 7.0, and 70 mL of cold 96% ethanol was added
at constant stirring. All manipulations were done at
4°C. Next, 2 h later, the solution was centrifuged twice
in a K-24 centrifuge (5000 rpm, 30 min). The super-
natant was carefully removed. The pellets were resus-
pended in 280 mL of 0.2 M acetic acid and stored in a
refrigerator for 12 h. After centrifuging, the pellet was
resuspended in 100 mL of 0.2 M acetic acid and stored
in a refrigerator overnight. The solution was ultracen-
trifuged at 140000 g, and the presence of impurities
(cell and tissue remnants, unwanted proteins, etc.) was
tested by microcalorimetry on the basis of the pres-
ence of extrancous peaks in melting thermograms.
Protein concentrations were determined from the dry
weight.

Variation in the optical density of collagen solutions
(turbidimetry) was recorded with a Specord M40 spec-
trophotometer (German Democratic Republic) at
313 nm in a 2-mL quartz cell [17].

All measurements were performed in buffer con-
taining 30 mM Na,HPO, and 135 mM NaCl. The
final pH was 7.4. Kinetic curves were recorded with
Specord M40 software on a computer attached to the
device. The curves were processed with OriginPro 9.1
software. The wavelength of 313 nm was chosen fol-
lowing Silver and Trelstad’s paper [18], where in vitro
formation of type I collagen fibrils was studied.

Differential adiabatic scanning microcalorimetry.
The temperature dependence of specific excessive
heat absorption (thermograms) of collagen solutions
and forming fibrils were recorded with a DASM-4 dif-
ferential adiabatic scanning microcalorimeter (Insti-
tute of Biological Instrumentation, Russia). All mea-
surements were conducted at the heating rate of
2018
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1 K/min in buffer containing 30 mM Na,HPO, and
135 mM NaCl. The final pH was 7.4. Thermograms
were recorded with Wscal software and processed with
OriginPro 9.1.

Determination of particle size by the photon-cor-
relation method. The sizes of fibrils and collagen
aggregates were measured by photon correlation spec-
trometry (dynamic light scattering) with a Zetasizer
nano ZC system (Malvern, UK). Fifty microliters of
collagen solution were added to a cell with 2 mL of
buffer containing 30 mM Na,HPO, and 135 mM
NaCl (T'=30°C) to the final concentration of the pro-
tein 0.12 mg/mL. Phenol was added to the final con-
centration 10 pM. The pH value after mixing was 7.4.
Prior to the measurement, the solution was filtered
through a 10 um pore size membrane or filter to
remove dust particles.

Electron microscopy. The structures of fibrils that
spontancously form at room temperature were visual-
ized by transmission electron microscopy. Collagen
samples in buffer 30 mM Na,HPO, and 135 mM
NaCl were incubated at room temperature for 24 h
and loaded onto formvar-coated EM grids. The prepa-
rations were stained first with 1 wt % uranyl acetate
and then with 1wt % sodium phosphotungstate
(pH 7.4) by exposure to each reagent for 2—3 min. The
preparations were examined under a JEM-100B elec-
tron microscope (JEOL, Japan) at the magnification
of 30000x.

RESULTS

Turbidimetry. The spontancous formation of colla-
gen fibrils was assessed from the time variation of opti-
cal density at the wavelength 313 nm [18]. It is known
that in vitro formation of collagen fibrils is a multistage
process. [tis roughly divided into three phases (Fig. 2).
In the lag phase, the optical density increases insig-
nificantly. In the growth (exponential) phase, the
optical density increases significantly in a sigmoid
manner and fibrils form [18]. In the termination
phase, the fibril-formation curve achieves a plateau to
indicate fibrillogenesis completion [19]. The following
parameters were deduced from the experimental opti-
cal-density curves: the duration of the lag phase (4,,),
corresponding to the nucleation step, when mono-
mers form dimers, which, in turn, form linear aggre-
gates; the half-growth time (7, ,); the time of achieving
the plateau of the light scattering curve (7,); and the
maximum rate of light-scattering increase (V).

Figure 3a illustrates the variation of collagen solu-
tion optical density in the presence of phenol, resorci-
nol, and pyrogallol. Figure 3b shows the numerical
values of the parameters of the kinetic curves pre-
sented in Fig. 3a.

The data shown in Fig. 3b indicate that the dura-
tion of the lag phase becomes significantly shorter as
the number of hydroxy groups in the phenolic mole-
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Fig. 2. Measurement of the parameters of the light-scatter-
ing curves shown in Fig. 3. The following parameters were
measured: the duration of the lag phase (tlag), the time of
the half-maximum optical density (# /2), the time of
achieving the plateau of the light-scattering curve (¢,), and
the maximum rate of increase of light scattering (V.-

cule increases. This observation may point to an accel-
eration of collagen-dimer formation and their subse-
quent aggregation. We can also see an increase in the
maximum lateral growth rate; that is, phenols with
greater numbers of hydroxy groups may also facilitate
the aggregation of thin fibrils into true fibrils.

To test the hypothesis of the influence of the posi-
tions of hydroxy groups in phenols on their ability to
accelerate fibrillogenesis, we compared the action of
pyrocatechol and resorcinol on the process. The pyro-
catechol and resorcinol molecules each have two
hydroxy groups, which differ in their relative positions:
ortho in pyrocatechol and meta in resorcinol. Resorci-
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nol accelerates fibril formation more than pyrocate-
chol (data not shown). Hence, the arrangement of
hydroxy groups in the ring, as well as their number,
determines the ability of a phenol to accelerate fibril-
logenesis. The location of the second hydroxy group of
resorcinol in the metfa position facilitates fibril forma-
tion, probably owing to the lower steric hindrance in
the formation of hydrogen bonds between phenolic
hydroxy groups and residues of, e.g., hydroxyproline
in collagen chains.

Lipophilicity. We calculated theoretical partition
coefficients in the octanol/water system. These were:
1.48 = 0.19/1.5 for phenol, 0.88 = 0.2/0.87 for pyro-
catechol, and 0.29 + 0.22/0.21 for pyrogallol. The first
and second values were calculated with ChemOffice
2015 and ACDIlab 10.0, respectively. It is worth noting
that the ability to accelerate fibril formation increases
with decreasing lipophilicity of the tested phenols,
which, in turn, is related to larger numbers of hydroxy
groups. The difference between the actions of simple
phenols and plant polyphenols considered in our pre-
vious study [16] is obvious.

Microcalorimetry. Microcalorimetric analysis pro-
vides qualitative information on the state (monomer
or fibrils) of the dissolved protein (Fig.4) and
allows determination of thermodynamic parameters
of melting.

Thermograms of melting of the monomeric protein
in an acidic medium with the maximum melting tem-
perature of approximately 39.5°C are shown in Fig. 4a
(curve I). In neutral medium, this protein sponta-
neously forms fibrils with the melting temperature
approximately 50°C (curve 2) [20]. All the melting
curves of the samples in an acidic medium had one
maximum each; thus, all of the protein was mono-
meric. In a neutral medium, a small portion of pro-
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Fig. 3. The effects of various phenols on the kinetics of fibrillogenesis. (a) Kinetic curves of the optical density changes of collagen
solutions (0.2 mg/mL) with 10 uM phenols: () control (collagen only); (2) with phenol; (3) with resorcinol; (4) with pyrogallol.

(b) Parameters of the kinetic curves determined as in Fig. 2.
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Fig. 4. Characterization of the forming fibrils in the experiments. (a) Melting thermograms: (/) monomeric collagen in 0.2 M
acetic acid; (2) fibrillary collagen in phosphate-buffered saline. (b) Microphotograph of fibrillary collagen.
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Fig. 5. The effects of the phenols on the thermal parameters of the forming fibrils. (a) Melting thermograms of collagen fibrils:
(1) 0.2 mg/mL; (2) with phenol; (3) with resorcinol; (4) with pyrogallol. All phenols were taken at the concentration 10 uM.

(b) The parameters of the thermograms shown in panel (a).

teins remained monomeric (Fig. 4a, the small peak in
curve 2), whereas the majority were in the fibril form
(the peak at 49.8°C in curve 2).

‘We employed electron microscopy to prove that the
aggregates that melted at S0°C were fibrils. Type I col-
lagen is a helical protein, capable of self-assembly to
D-periodic striated fibrils (D is the index of collagen
axial periodicity, 67 nm in this case) that are visible
under an electron microscope [21].

The microphotograph in Fig. 4b shows striation
with a period of approximately 64—67 nm, typical of
BIOPHYSICS  Vol. 63

No.2 2018

collagen fibrils. Thus, the aggregates that form in our
experiments are fibrils.

Figure 5a shows melting thermograms of collagen
samples incubated at room temperature overnight in
the presence of the studied phenols, while the calcu-
lated thermogram parameters are shown in Fig. 5b.

The heat absorption of the control sample reaches
its maximum at 49.5°C. This temperature corresponds
to the melting point of the fibrillar protein. The pres-
ence of phenols at the concentration 10 UM in colla-
gen samples lowers the melting temperature of the
formed fibrils insignificantly. It is apparent from
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Fig. 5b that the increase in the number of hydroxy
groups in phenols increases the half-width of the melt-
ing peaks of the fibrils. As well, the melting enthalpy of
the fibrils increases.

Photon-correlation spectroscopy was used to inves-
tigate the effect of phenols on the size of the forming
aggregates. Bar graphs that illustrate the sizes of the
aggregates at the beginning of experiments (before
fibril formation) and 30 min later in the control sam-
ple and in the sample with 10 uM phenol are shown in
Fig. 6. This time span was sufficient to complete fibril-
logenesis.

The experiment indicates that aggregates that form
in the presence of phenol are larger than in the control
sample. The addition of phenol before the start of the
experiment exerts practically no effect on the size of
aggregates in the solution; thus, the interaction
between phenols and collagen occurs during the for-
mation of dimers or linear aggregates in the lag phase.

DISCUSSION

Our previous study showed that the ability of plant
phenols of the flavonoid series to accelerate fibrillo-
genesis correlated with high lipophilicity of the mole-
cules and with fewer hydroxy groups in ring B [16]. In
contrast, the predictions of partition coefficients in the
octanol/water system and the experimental data
obtained in this work demonstrate that the ability of
the tested phenols to accelerate (fibrillogenesis
decreases with increasing molecule lipophilicity. This
discrepancy may be related to the structures of the fla-
vonoid molecule, in particular, the greater number of
planar aromatic rings and predominant effects of other
interactions (e.g. stacking [22]) compared to simple
phenolic molecules.

Collagen is characterized by inner hydrogen bonds
between individual polypeptide chains. There is evi-
dence that these bonds involve proline and glycine res-
idues but not residues of the unique amino-acid
hydroxyproline [23]. Nevertheless, it has been shown
that hydroxyproline residues contribute to the stability
of the triple collagen chain [24]. Another feature of
collagen is the presence of hydrogen bonds between
amino-acid residues of two tropocollagen molecules.
These bonds are involved in the stabilization of fibril
structure; the tendency toward their formation may be
considered as one of the fibrillogenesis factors [25].
The arrangement of phenolic rings is favorable for
forming noncovalent bonds with proteins. Specifi-
cally, phenolic molecules can form bonds with colla-
gen. As an example, epigallocatechin gallate is highly
affine to collagen [26], presumably, owing to the
abundance of hydroxy groups in this polyphenol. The
action of phenols is mediated by Van der Waals and
electrostatic interactions with amino-acid residues
[27], including proline. As an example, it has been
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Fig. 6. The measurement of fibrils in the control and in the
presence of 10 uM phenol.

shown that gallic acid preferably binds to proline and
hydroxyproline [28].

The presence of hydroxyproline explains the ther-
mal stability of collagen fibrils [23]. As calorimetric
analysis revealed no substantial changes in the thermal
stability of collagen, it is conceivable that the studied
phenols do not interact with this amino acid but form
bonds with other residues. The presence of additional
bonds may be responsible for the increase in peak half-
width and transition enthalpy [13], as well as for the
increase in aggregate size revealed by photon correla-
tion spectroscopy. A similar aggregate size increase
has been shown for another plant phenolic com-
pound, that is, oleuropein [29].

The formation of hydrogen bonds between colla-
gen chains and polyphenol molecules may involve not
only hydroxyproline but also glycine, alanine, and
proline, with the contribution of hydroxyproline being
the smallest. Of eight putative binding sites found by
molecular simulation, four were glycines, two were
prolines, one was alanine, and only one was hydroxy-
proline [30].

The driving force of collagen molecules aggrega-
tion is noncovalent interactions, including electro-
static ones [31]. Hydrophobic interactions also partic-
ipate in fibrillogenesis [32, 33]. Phenols probably
compete with water molecules for binding sites by
forming hydrogen bonds with collagen amino-acid
residues [34]. They thus induce the removal of the sol-
vent from the surface of the protein molecule, lower
the free energy, and favor spontaneous fibril forma-
tion. This assumption satisfactorily explains the direct
relationship between the number of hydroxy groups in
the phenolic molecules and their ability to accelerate
fibrillogenesis. Fibril assembly is characterized by
decreasing entropy in the system. This decrease is
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compensated by shrinkage of the free surface as a
result of solvent-molecule loss [35]. This supports our
hypothesis.

In phenols with equal numbers of hydroxy groups,
the ability to accelerate fibrillogenesis depends on the
location of these groups. As an example, the hydroxy
groups of resorcinol are located in the mefa position
with regard to each other, while in pyrocatechol they
are in the ortho position. For the former compound,
the 7,, and 7, values were lower than in the latter one
and V,,, was larger. The cause of this phenomenon
may be that the formation of hydrogen bonds with col-
lagen amino acids is sterically hindered. This hin-
drance may be related to the repulsive interaction of
hydroxy groups [1] or the formation of intramolecular
hydrogen bonds in case of ortho-arranged hydroxy
groups [36]. The presence of an intramolecular hydro-
gen bond may hamper the formation of intermolecular
bonds (with collagen) [37].

These phenols exert the largest effect during the lag
phase of fibrillogenesis. They shorten this phase con-
siderably, by a factor of three in the case of pyrogallol.
As described above, the lag phase corresponds to the
nucleation process. Studies of this process indicate
that the nucleation stage, at which dissolved collagen
monomers aggregate to form a nucleus (an active cen-
ter), dominates over the growth process; therefore,
fibril size is determined in the lag phase [18]. The
change in collagen aggregate size revealed in photon-
correlation spectroscopic measurements can be
explained by the influence of phenols on the nucle-
ation stage. It is thought that nucleation starts with the
formation of dimers. It is followed by linear associa-
tion of dimers and the linear dimers enter lateral
aggregation to form so-called thin fibrils. The thin
fibrils then aggregate by wrapping around each other
[18]. Hence, the studied phenols may favor dimeriza-
tion or subsequent dimer aggregation.

CONCLUSIONS

(1) Simple phenols can accelerate the self-assembly
of collagen type I fibrils.

(2) Among the studied phenols , the ability to
accelerate fibrillogenesis increases with the number of
hydroxy groups in the phenolic molecule in the series
phenol < pyrocatechol < pyrogallol, while their lipo-
philicity coefficients change in the opposite order.

(3) For molecules with equal numbers of hydroxy
groups (pyrocatechol and resorcinol), a higher rate of
fibrillogenesis was observed with the compound that
has the second hydroxy group in the mera position.
This fact may be related to the lower steric hindrance
during hydrogen-bond formation.
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ITOMCKH ITY TEU TTOBBIIIIEHUA KAT AJTATUYECKON AKTUBHOCTHU
WHKAIICYJIMPOBAHHOM ITEPOKCHUIA3EI XPEHA
M.I". ®omkuna, I M. Munkabuposa, A.M. Moutpens, 'U6anymiaesa C. K-
DenepanbHOE rocyIapcTBEHHOE OI0KETHOE yUpekaeHne Haykn MHCTUTYT
TEOPETHUECKON U SKCIIEPUMEHTaIbHON Onodu3ukn Poccuiickoli akaneMun Hayk,
leBbIJ‘IOpHI/IHCKI/Iﬁ rocynapcTBeHHbIl yHuBepcuteT uM. KopkbIT Ata, r. Kpizbutopra,
Pecniybnuka Kazaxcran
mfomkina@mail.ru
AHHOTALMS
B pabore paccmarpuBaercs cmoco0® WHKANCynupoBaHUs (DEPMEHTOB METOIOM
noouepenHoii ancopOuuu  (ITA) NPOTHUBOMONONKHO 3aPSKEHHBIX TOJIMAJIEKTPOJIUTOB  HA
cocraBabie cdepomutrel (CaCO; — 0enok) ¢ MOCHEAYIOUUM PAaCTBOPEHUEM  KaJIbIIHii-
KapOOHATHOW KOMIIOHEHTHI, KOTOPhIA ObuT mpemnoxken B 2004-2005 rr. [Volodkin et al.,2004,
Sukhorukov et al, 2004, Petrov, Volodkin, Sukhorukov, 2005]. OcHoBHas uenb pabOTBI
3aKJIr0YaNach B moadOpe YCIOBUN MHKAICYJIMPOBaHUS (pepMeHTa MepOoKCHAa3a XpeHa AaHHBIM
METOZOM, dYTOOBl MONy4YaThb HWHKAINCYJIMPOBAHHYKO NEPOKCHIA3y XPEHa, HMEIOMIYIO
KaTAJIMTHYECKYI0 aKTHUBHOCTH CPAaBHUMYIO C aKTHBHOCTBIO CBOOOAHOrO (epmeHTa. B mpormecce
BBITIOJIHEHHs Pa0OThI ObUIN MCCIIEIOBAHBI 3TANbl METOIUKUA M3TOTOBJICHUS MOJUAJIEKTPOIUTHBIX
MUKpPOKaIicyn ¢ wucciaenyeMbiM ¢epmeHToM. OtpaboTaH MeTOA TOJNYYEeHHS COCTaBHBIX
ceponuToB 3amaHHOTO pasMepa B auamnasoHe 2-10 mkwm. Iloka3zaHo, 4TO KaTajaUTUYECKas
AKTUBHOCTB MEPOKCHIA3bl XPEHA, TOMEIIEHHON B MUKPOKAIICYJIbI C TIOJIOKUTEIBHO 3apsKEHHON
BHYTPEHHEH TIOBEPXHOCTBIO 000JOYKH (BHYTpEHHHI CiOH 000NOYKH W3 TOJMKATHOHA
noJajuMiaMuH  ruapoxiopuna, ITAAIY),  nmocroBepHO — BbIIIE, 4YE€M  aKTUBHOCTb
WHKAICYJUPOBAHHON MEPOKCUAA30M XpEeHa C OTPHULATENBHO 3apspKeHHOW BHYTPEHHEH
MOBEPXHOCTBIO OOOJIOUKH MHKPOKAICyJ (MOJIMaHUOH mosnucTupoicynbdonar Hatpus, I1CC).
YCTaHOBJIEHO, YTO HCIIOJIb30BAHUE PACTBOPHUTENS ATHJICHIJIHKOJIBTETPAYKCYCHAsT KHCIIOTa
(OI'TA) ana ynanenuss CaCOs B MHKpOKArcysax ¢ MEPOKCHUAA30W XpeHa ropasio MEHbIIe
noBpexkaaer (GEepMEeHT, YeM HCIOJIb30BaHUE STWIeHIuaMuHTeTpaykcycHas kuciora (3/ATA).
[TokazaHo, 4YTO KaTaJUTUYECKas aKTUBHOCTh IEPOKCHIA3bl XpPEHA, TIOMEIIEHHOW B
MUKPOKANCyibl co cTpykTypoit obonouku [TAAT/TICC/ITAAT (C MONOKUTENBHO 3apsSKEHHON
BHYTPEHHEH TMOBEPXHOCThIO 000soukn) cocraBisier 60-70% OT aKTUBHOCTH CBOOOIHOTO
depmenta (mpu yoaJeHUH KaJbIUH-KapOOHATHON KOMIIOHEHThI COCTAaBHBIX C(epoNHuTOB C

nomoteio I TA).
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XPEeHa, TIOJIUAJIEKTPOJIUTHI, KaTAJTUTHYECKAsT aKTUBHOCTD, Onocencopsl, DJITA, DI'TA

Beeaenue

Co3naHne BBICOKOUYBCTBUTENIBHBIX CEHCOPOB, CHOCOOHBIX OBICTPO W HAIEXKHO
pPEerucTpuUpOBaTh TNPUCYTCTBUE  OHOJOTMYECKH AaKTHBHBIX COENMHEHHH B  OOBeKTax
AQHAIUTUYECKOTO KOHTPOJIS, SIBJIIETCS OOHUM U3 MPUOPUTETHBIX HAMPABICHUN pa3BHUTHUS
COBPEMEHHOH  aHanUTU4YeCKOH  xumuu.  HMcmomp3oBaHne  (epMEHTOB B KadecTBe
OMOPACMO3HAIOIIEr0 KOMIIOHEHTa OMOCEHCOpa MO3BOJISIET TOCTUYb YHUKAIBHON CEJIEKTHBHOCTU
U YyBCTBUTEIBHOCTH OINpENEICHUs OHMOJOTMYeCKH aKTUBHBIX coeauHeHuil. Huskas
yCTOWYUBOCTh (PEPMEHTOB TMpPH XPAHEHWH M WX BBICOKAsT CTOWMOCTH, SIBJISIFOIIIHECS
HenocTaTkaMu  (pepMEeHTHOro  aHajnM3a NIl LIMPOKOrO  NPUMEHEHHUs, MOTIyT  OBIThb
KOMIIEHCUPOBaHbl MyTeM HMMMOOWIM3anuu (EPMEHTOB Ha HEPACTBOPHMBIX HocuTensx. llpu
3TOM ocoboe 3HaueHne mnpuodperaer crnocod BBEACHHUS HUMMOOHMIN30BAHHOTO (epMeHTa B
coctaB OMOCEHCOPA, MOCKOJIBKY aKTHBHOCTh (PEPMEHTOB, KaK MPABHIIO, CYIIECTBEHHO CHIDKAETCS
PU UMMOOHITU3 AL

B 2007-2008 rr. 6bu1 paspaboraH MeTon MMMOOWIM3anuKd (PEePpMEHTOB Ha TpUMEpe
ypeasbl B TOHKOIUIEHOYHBI MHUKPOSYEUCTBIM MOJHMMEPHBIA MaTepHall, COCTOSALIUN W3
MIPOTHBOIIOJIOKHO 3aPsDKEHHBIX TOJM3JIEKTPOIUTOB, (Pr3HUecKr ancopOMpOBaHHBIX HA TBEPIOM
NOJUIOKKE. MeXy CIIOSIMH TOJHU3JIEKTPOIUTOB HAXOIATCA MHKPOKAICYJbI W3 3THUX JKe
MOJIM3JIEKTPOJIUTOB COieprKaline (PyHKIMOHAIBHO-aKTUBHBIE MOJIEKYJIbI (epMeHTa [MoHTpenb
u 1p., 2008, TepHosckuii u np., 2007]. JlanHOE OMOCEHCOPHOE MOKPHITUE MPEACTABISET UHTEPEC
KaKk MaTepual sl CO3JaHWs MYJbTU(EPMEHTHBIX CHUCTEM, [OCKOJBKY TEXHOJOTHS
U3TOTOBJICHUs] ~ MHMKPOKAICyJl HE  HAKJIagblBA€T HUKAKOTO  OrPAaHUYEHHMs] Ha  THI
WHKATCYJINPOBAaHHBIX coenuHeHnid. Crnoco® umMoOmmm3anmu (epMEHTOB C NPUMEHEHUEM
MOJIMMEPHBIX TEXHOJIOTHH B Ka4yeCTBE IPOMEXKYTOYHOrO STara IMPEANoNaraeT BKIOUYSHHE
(bepMEeHTOB B TMOJIMAJIEKTPOJUTHBIE MHKPOKAINCYJbl. MeTOoN HHKANCYJINpOBaHUS (EPMEHTOB
IyTEM MOOYEPETHOrO HACIAWBAHUS MPOTHBOIOJOKHO 3aPsDKEHHBIX MOJHAJIEKTPosuTOB (layer-
by-layer) Ha coctaBHBIe CEpOUTHI ¢ MOCICAYIOIUM PACTBOPEHHEM KaJbIUH-KapOOHATHOM
koMrioHeHThI cojisimu DJITA Obin npemioxken B padorax [Volodkin et al.,2004, Sukhorukov et
al., 2004, Petrov, Volodkin, Sukhorukov, 2005]. Karamutudeckass akTUBHOCTb (HepMEHTOB,
MOJBEPrIIUXCA MPOLEAYype HWHKANCYJIUPOBAHUS, CHIDKAETCS JOBOJIbHO 3HAYUTENBHO IO
CPaBHEHHIO C aKTHBHOCTBIO CBEKEIPHUIOTOBJIEHHOTO cBOOOAHOTrO (hepmeHTta [MoHTpens U 1p.,
2006, Petrov, Volodkin, Sukhorukov, 2005, CyxopykoB u ap., 2007]. ITlosToMy B HacTosIIein
paboTe craBmiIach 3a7ada TOJYYEHHUS WHKAICYJIMPOBAHHOIO (pepMeHTa € KaTaIUTHYECKOU

AKTUBHOCTBIO CPAaBHUMOW C aKTHBHOCTBIO CBOOOAHOTO (epMeHTa. 3amavya pernajach MyTeM
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MOCIIEIOBATEIBHOTO PACCMOTPEHHUS HTANOB N3y4aeMOro METO/A C IIEJIbI0 BBISIBJICHHUS KIIFOUEBBIX
MOMEHTOB, BIUSIOIINX HA CBOWCTBAa WHKAICYJIHPOBAHHBIX (PEPMEHTOB. BBUIM MOCTaBJIEHBI
SKCMEPUMEHTBl O TMOAOOPY YCIOBHH H3TOTOBJIEHHUS TMOJHSJIEKTPOJUTHBIX MHUKPOKAICYT C
(dbepMeHTOM MepoKcHaa3a XpeHa B 3aBUCHMOCTH OT pa3MepoB MHUKpokarcyd (2-10 Mkm), ot
criocoba pacTBOpPEHHs KaNbLUH-KapOOHATHBIX CEpONUTOB M OT 3HAKa 3apsiia BHYTPEHHEH
MOBEPXHOCTH TOJIHIIEKTPOJUTHON 000JIOUKH, KOHTAKTHPYIOLIEH ¢ (hepMEHTOM.

OKCHEPUMEHTAJIBHASA YACTb

MartepuaJjibl H METOABL.

Peaxmuewst u 06opyoosanie.

JInopunmnzoBaHHasl MEPOKCHIA3a M3 KOPHEH XpeHa ¢ MOJeKysipHoi maccoil 40 x/la
(buo®apwm), 30% pactBop mepokcuaa somopoaa, bersuans (4,4'-nuamuHogudenmn, Gopmyna-
Ci2Hi2Ny) («Sigmay, CIIIA), Oydepsr: MES, Tris (06a — «Sigma- Aldrich», CIIIA) u aunerar
HaTpus (kiaaccudukaruu 4.1.a.). [omusnekrponuter: nommamnamud ruapoxmnopun (ITAAD) u
nosuctuposicyiabponar Harpus (IICC) (Bce — «Aldrichy, CIIA) ¢ MonexkymsipHOH Maccoi
60 +70 x[la. DTunenrmukonsrerpaykcycHast (I TA) u stunenanamunTerpaykcycHas (DTA)
kucioTel (00e — «Sigma- Aldrich», CIIIA). Huskomonexymspasie conu: CaCly, Na,COs u NaCl
KJaccupuKaMy X.4. WId 4.j.a. Bce pacTBOpel  TOTOBMJIM Ha [EHMOHHU30BAHHOW BOJE,
MOJIY4E€HHOH ¢ moMomieio ycranoBku Arium 611-UF («Sartoriusy, I'epmanus).

Anamuzatop yactuy «Beckman Coulter NeS5 Submicron Particle Size Analyzer»
(«Beckman Coulter. Inc.», CIIIA), cnektpodoromerp Beckman UV/Vis DU 520 (CIIA),
ceroBoil Mukpockon Nikon Eclipse E200 (Amonust), 4-X KaHaJbHBIH MOTEHIHMO-
MUKpOoaMIepoMeTpudeckuii aHaioro-mugposoit ycunmrens «Pexopa-4USBy» ¢ moaxmoueHneM
Kk koMmmbroTepy (paspadorka ®IT'BYH Huctutyra 6uodusuku kierku Poccuiickoli akameMuu
Hayk), pH-merp «Beckman» @ 690, pH/Temp/mV/ISE Meter (CIIA), Vortex Sky Line
(«kELMl», JlatBust) (mpubop st BCTPAXMBAHUSA M TNEPEMEIINBAHUS), YIBTPA3BYKOBas BaHHA
(«Milliporey, CILA).

TexHoIOTHST M3rOTOBJIEHHS TOJIMAIJIEKTPOJHUTHBIX MHKPOKANCYJd H METOAbI
HCCTeTOBAHHUS.

Lonyuenue cocmasnvix muxpocgeporumos CaCQOjz — 6enox

B kauecTBe KOPOBBIX MUKPOYACTHUI] HCIIOJIb30BANN cocTaBHbIe MUKpochepoauTsl CaCOs
— Oenok. CocraBHbIE MHKPOC(EPOSUTH MOJNy4YaNId TO PEAKUUH HMOHHOrO OOMeHa Ipu
CMEIIMBAHUHM PACTBOPOB XJIOPUCTOTO KalbLUsl M KapOOHAaTa HATPUsl B NPHUCYTCTBUU Oenka
(pepmenta) —meronom Omomuuepanuszauuu [Sukhorukov et al., 2004, Petrov, Volodkin,

Sukhorukov, 2005]. VYcnoBusi mnpoBenmeHHs MpoLecca HW3TOTOBJIEHHS  MHUKPOYACTHI]
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(KOHLIEHTpALMsl ~ PEareHTOB, TEMIIepPaTypa, THIPOAMHAMUYECKHE  XapaKTEePUCTHKH) B
CYUIECTBEHHOU CTENIEHU OMPENENSIIOT pa3sMep U MOPQoIoTHio 0Opa3yroImuxcst ChepoTUTOB.

OCHOBHasi METOAMKA TMOJYYEHHsI COCTABHBIX C(PEPOIUTOB CBOAMIIACH K CIEIYIOIEMY: K
0,33 M pactsopy CaCl,, conepxxamemy no | mMr/mi 6eka 1 UHTEHCUBHO NEPEMEIINBAEMOMY Ha
MAarHUTHOHN Memiasike ¢ o0pa3oBaHreM HeOOJbIIONH BOPOHKH, ObICTPO TOOABIISIIN paBHBINA 00beM
0,33 M pactBopa NayCOs. IlepemermnBanue npoaoskaioch B TedeHHe 30 cek, Mocie 4ero
oOpa3oBaBIasicst CyCIeH3Us BBIASPKUBAIACH 15 MUH. MPU KOMHATHOH TeMIepaType A0 MOJHOTo
NPOCBETIICHUsT  HAAOCAIOYHOW kuakocTd. llpomecc  «co3peBaHus»  MHUKPOCHEPOIUTOB
KOHTPOJIUPOBAJIM C TIOMOLIBI0 OMHOKYJsIpa. 3aTeM HaTOCAaHOYHYIO KHIKOCTh YIAJSIIH, OCaJ0K
TINATENHHO TPUIKABI OTMBIBATN OT HOHOB Na' u Cl 1eHOHH3MpPOBaHHON BOJOH W CYNIMIM MpHU
KOMHaTHOH Temneparype. [Ipu coOmoaeHnn AaHHOW METOMUKH TOJy4YalIuch cdepuueckue
MUKPOCHEPOIUTEI C AMAMETPOM 3+5 MKM.

Lonyuenue nOMUINEKMPOIUMHBIX KANCYJI, 3ACPYICEHNBIX (PepMeHmom

ITo crangapTHON METOMUKE TOYYEHHS MOJIUAJIEKTPOIUTHBIX IeHoK [Sukhorukov et al.,
1996] u3 uepenyrouuxcs CIOE€B MPOTHUBOIMOJIOXKHO 3apsDKEHHBbIX MonudsiekTpoiutoB ITAAIL u
IICC coznaBany MHOTOCIIONHYIO «oexny» Ha chepuueckux yactunax. K rHaBecke (m=100 mr)
cocTaBHBIX MUKpocheponmmTos nobdasmsiim 1,5 mi pactsopa ITAAI (1 mr/mi) B 0,5 M NaClL
CycneH3uro mepeMelmuBaid B T€UEHHE 15 MHMHYT Ha Kadaske, 3aTeM M3JIMIIKH TOJHMepa
OTHENSIN OT 4YacTull ueHTpudyrupoBanueM mpu 700 ob6/mur B TeueHue 20-30 cexkyHA.
[lonyueHHbIE YaCTULIBI TPEXKPATHO MPOMBIBAIIN ACMOHU3UPOBAHHOM BOAOH OT ocTaTKOB [TAAT
HeHTpuyrupoBaHueM. 3aTeM TaKyK K€ MPOLeAypy NPOBOAWIH, HCmonb3ys pactsop IICC
(xonnentpamust 1 mr/mi) B 0,5 M NaCl. Tlpu arperaumu dHactui] B mpoiiecce aacopOuuu
MOJIM3JIEKTPOJIUTOB, CYCHEH3HI0 MHUKpodacTul oOpadaThiBajiM yJIbTPa3BYKOM B TeueHue 1-3
cekyHH (MpoOUpPKU C CyCneH3uel MoMeInaiu B yJIbTpa3BykoByro BaHHy, 35 I'm). Ilpomnenypa
dbopmMupoBaHus MHKPOC(HEPOTUTOB MPOBOIMIACH MTPU KOMHATHOH Temmeparype. B pesynbrare
ObuTM TONTy4YeHbl KapOOHATHbIE MHKPOUYACTHLBIL, COoAepkamme B cede (epMEHT, U TOKPBITHIC
CBEpXy MHOTOCJIOHHBIMH mosuMepHbIMH obonoukamu — ITAAT/(IICCTIAATD), wmm
ICC/(ITAAT/TICC),, toe n=1-2.

[TonyueHHBIE TOMUAJEKTPOJIUTHBIE KAICYJbl TOMEINAIH B JHAINU3HbIE MEIIKH,
OoCBOOOKIAMH OT KalblHiH-KapOOHATHBIX simep ¢ momoimblo coseir DJATA wmu I TA pasHoi
MOJIIPHOCTH M OCTaBJISUTH B pacTBOpe Ha 2-18 4acos (B 3aBUCUMOCTH OT 3a/1a4d SKCIIEPUMEHTA)
OpU TepeMelIMBAaHMM HAa MAarHUTHOW Memanke u  0Oe3 mNepeMeImuBaHus.  3aTreM
MOJIM3JIEKTPOJIUTHBIE  KarCyJbl € (EepMEHTOM OTMBIBAJIM OT pAcTBOPOB, IOMEINAIH B

neroHu3oBaHHy0 Boay uik pactsop 0,1 M NaCl u xpanunu B xonoaunsHuke npu 4°C.
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Onpedenenue axmusHoCmu U KAMATUMUYECKUX XAPAKMEPUCIIUK UHKANCYTUPOBAHHO2O
Gepmenma

AKTHUBHOCTh MEPOKCUIA3HON peakLUH XapakTepU30BalIM IO H3MEHEHUIO HadalbHOU
CKOpocTH peakuuu. KHHETHKY peakuuu perucTpupoBald MO M3MEHEHUIO ONTHYECKOIo
NOMJIOIIEHUs] TPU JUIMHE BOJHBI 590 HM, COOTBETCTBYIOIIEH OKHCJIEHUIO O€H3MAWHA C
MOSIBJICHHEM CUHEro okpainBaHus. HadanbHble cTallMOHApHbIE CKOPOCTH PEaKLUU OIpenessiv
10 HAKJIOHY JIMHEWHON 4aCTH KPUBOW HAKOIUICHMs MPOAYKTA PEAKLUU BO BpeMeHU B TeueHue 10
win 30 cek. oT Havana peructpauuu peakuun: V = Dsoo/30 cek. mmm V = Dsgo/10 cek

B pabore onpenensiu 3aBUCMIMOCTb HaYaJIbHOM CKOPOCTH MEPOKCHIA3HOW PEaKLIUuu OT
KOHIIEHTpauuu cyOcrpata. KuHeTnueckue mnapaMeTpbl — MaKCHUMAJBHYIO CKOPOCTb Vmax U
KOHCTaHTYy Muxasnmuca-Menten K, Haxomunmm u3 rpaduxos JlalinyuBepa-bepka (aBoiiHbie
obparupie koopauHathbl, 1/[S], 1/[Viad]). IlocKodbKy W3 BHIA MONyYEHHBIX TPaQUKOB IS
OTIENbHBIX 3KCIEPUMEHTAJbHBIX TaHHBIX CIEAO0BAJO, YTO MPOUCXOAUT WHTHOMpPOBAHHE
depmenTa, kKaxymascs Km kak HM3MEHsAETCS B 3aBUCHMOCTH OT THIIA TNOJHAJIEKTPOJIUTA
BHYTpeHHe# obosouku karcyn, Ki onpenensuii o ¢popmyie:

K; = Kp,*I/(Kpkax — Kyy)

KoHnuenrpammo mHKancyanpoBaHHOro ¢epmenrta onpenessuin metonoM bpandopna no
KagTuOpPOBOYHOW  KpUBOHM, MOCTpOoeHHOUW ot koHueHTpauun bCA [Bradford, 1976].
KoHneHTpanmio TepeKkucH BOAOPOAAa ONPEAessUTH, WCIoNb3ysd kodddummer >SKCTHHIMH
€240=43.6 Mlem™.

OKCreprMEHThl OBLTH TIOCTAaBJIGHBl B TPEX-ISITH TMOBTOPHOCTsX. CraTHcTHYecKas
o0paboTka pe3yNbTaTOB MPOBOAMIACH ¢ TOMOIIBID mporpammbl OriginPro 8.6.  Jlns oueHku
CTaTUCTHYECKOH AOCTOBepHOCTH wHcmonb3oBaiu Meron ANOVA (a0 < 0.05). Pesymbrarsl

MIPEACTABJICHB] HA PUCYHKAX B BUJE CPEIHUX 3HAYEHUN = CTAHJAPTHOE OTKJIOHEHHE.

PesyabTaTel H 00cy:KaeHHE

IIpouecc nHkancyanpoBanus HepMEHTOB, NpeayoxkeHHbIi [leTpoBeiM ¢ coast., [Petrov,
Volodkin, Sukhorukov, 2005], MOXHO YCJIOBHO pa3nejINTh HAa TPU HE3aBUCHMBIX 3Tara:
1) monyueHue cocTaBHBIX Kanmbluii-kapboHaTHbIX cheponutos (CaCOs; — dpepment), 2) co3nanue
MHOTOCJIOHHON  MOJMAJICKTPOIUTHOH 000NMOYKM Ha  ceponauTax MyTeM HaclauBaHUE
MPOTHBOIIOJIOKHO 3apPsDKEHHBIX TOJIMAJIEKTPOJIMTOB METOAOM IMOOYepenHON aacopOmuu Ha
cocraBHble ceponutel, 3) yoaneHue KajbIUi-kapOOHATHON KOMIOHEHTBHl. B pesymbraTe
MOJIYHAIOTCSl  TIOJTURJIEKTPOJIUTHBIE MHKpPOKAancynsl ¢ (epmentom BHyTpH. Hccnenmyemebrii B
HacTosIel padore (epMEeHT — MePOKCUAa3a XPEHa.

Kpamrxas xapakmepucmura nepoxcuoasst xpenda
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Beibop mepokcuaasel XpeHa B KadecTBe 0OBEKTa MCCIENOBaHMSA il OTPabOTKH METona
MHKATCYJINpOBaHus (pepMEHTOB OOYCIOBJIEH HECKOJbKUMH NMpuunHaMu. llepokcunasza — oauH
u3 HanOoJiee PacrpoOCTPAHEHHBIX (PEPMEHTOB, COAEPIKALIUIICA B PACTEHHSIX, MUKPOOax, TKaHAX
JKUBOTHBIX. ODTOT (PEPMEHT KaTaIU3HPYeT OKHCISHHE IIHPOKOTO CIEKTpa OPraHHYeCKHX
COEIMHEHUH MEePOKCHUAOM BOJOPOaa ¢ 00pa30BaHUEM TOKCHUYHBIX MEPOKCHIOB, VIAISIOMNXCS U3
JKUBBIX OpraHu3MOB. B kadecTBe MOIENBHOTO (pepMEeHTa MEePOKCHAa3a XpeHa LIUPOKO
UCTIOJNIB3YETCS B  MOJIEKYJSIPHO-OMOJIOTMYECKHX HCCIIEAOBAHUSAX Oyarogapsi CpaBHUTENBHO
HebonpIioMy pasmepy (mos. macca okojio 40 k/la), oTHOcHTENnbHOW CTaOMIBHOCTH U
nocTynHocTd. B OnoceHcopax mepoKcHaa’y XpeHa HCHOJb3YIOT HENMOCPEICTBEHHO B KAueCTBE
OunokaTanusaTopa uian B kadectse MeTkH [IIpecHoBa, Pybuosa, Eropos, 2008].

ITepokcnaasa xpeHa OTHOCHTCSI K TPYIINE JABYXKOMIIOHEHTHBIX (DEPMEHTOB, B COCTaBe
KOTOPBIX TE€MHUH, NPEACTaBJICHHbIH mnporonopdepuHoM IX B KOMIUIEKCE C TPEXBaJEHTHBIM
JKEJIe30M, U MoJIMMNenTuanas 1enb. PepMeHT uMeer pasmep OenkoBoil rnolyisl paBHbIA SO A°,
coaepxauii okoso 43% o-CupaNbHBIX YYaCTKOB, >/, TONMUIENTHAHON IemnH MEePOKCHUIA3BI
npeacTaBieHbl TUAPoGOOHBIMU He3apsDKEHHBIMH aMUHOKUCHOTaMH [["asapsiH, XyIImyunbsH,
Tumkos, 2006].

B Hacrosimem wuccnenoBaHMM JAETEKTHPYEMBIM BEIIECTBOM (TIEPBBIM CyOCTpaTOM)
SBJIIETCSI TIEPOKCHZ BOJOPOAA, a BTOPBIM CyOCTpaTOM  NEpPOKCHIA3bl XPEHa SIBJISETCS -
OeH3UANH.

VYHOpoIieHHyr0 cxXeMa MNEePOKCHIA3HOTO IHKJIA B 3TOM CIIy4ae MOJKHO IPEICTaBHTH
crenyromuM odpasom:

X’ (ucx.) + Hy0,— IIX (mosyokuca.);

IIX (monyokucit.) + 6ensunus’ — ITX (Okuci.) + GeH3UANH (OKHUCIL );

IIX (okucn.) + Gersuann’ — IIX ° (ucx.) + Gersuaus (OKuCIL) ,

rie: ITX° (ucx.), ITX (monyokwcn.), IIX (OKHCIL) — HCXOIHAs [IEPOKCH/IA3a XPEHA H IBe
€€ OKUCJIEHHBIE (POPMBI, COOTBETCTBEHHO;

Gersumun’, GeHsuanH (OKHCIL) — MCXOMHBIA GEH3HIMH M ero OKHCIeHHas dopma,
COOTBETCTBEHHO.

Hepexoner: ITX (monyokuen) — IIX (oxmen) u ITX (okmen) — IIX° sBmsrorcs
OJTHO3JIEKTPOHHBIMU TIporieccamu, npuuem [IX (mosmyokucn.) obnamaer OBYMsI OKHCICHHBIMH
SKBHUBAJICHTaMHU (OJUH Ha JKeje3e remMa, a APYyrod B BUIE M-KAaTHOH paaukana Ha nmopupuHe
[Hanson, Chang, Davis., 1981]) no cpasHenmio ¢ HatuBHOH Qopmoii depmenra I1X°, a TIX
(oxuci.) — onauM. Meroaom criektpockornuu AMP mokasaHo, 4TO KaK B MOJYOKHUCIEHHOW, TaK U
B OKHCJIEHHOH (popMe MepoKCHIa3bl JKeIe30 MPUCYTCTBYET B heppribHOH Popme, TO eCTh uMeeT

¢dopmanbhelii 3apsin + 4 [Poroxus, 2004].
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LHonyuenue cocmaenvix muxpocgeporumos (CaCOj; — benox) 3aoanno2o pasmepa.

IlepBrii  sTan MIOJTy4eHUs MHKATICYJINPOBAHHBIX bepmeHTOB METO0M
OMOMHHEpaIM3allii COCTOUT U3 TMOJydeHUus: cOOCTBEHHO cocTaBHbIX cdepouro (CaCOs-
0enok) — KOpoBBIX chepuueckux yactull ¢ (epmeHTOM. IlOCKONMBKY pa3Mepbl CPepoUTOB
OTIPENEISIIOT pasMepbl OyAyIIMX MHUKPOKAICYJ, TO Ha 3TOM 3Tale BaXHO OBLIO OTpaboTaTh
METOJI TMOJTyYeHHsI KOPOBBIX YACTHII 33JaHHOTO pa3Mepa ¢ Y3KHM PaclpeneeHueM 110 AHAMETPy.
OTtpaboTka METOAMKH TOJYyYEHHs] MUKPOC(HEPOJUTOB 3aJaHHOTO JHAMETpa MPOBOAMIACH Oe3
nobasneHust  ¢epmeHTa. Bappupys  KOHLEHTPALMIO  PEAreHTOB, THAPOJUHAMHYECKHE
XapaKTEePUCTHKH Tpolecca (MHTEHCHBHOCT M IMPOJOJDKUTENBHOCTb — MEPEeMEIINBAHUS
PEAKLIMOHHON CMECH) MOKHO TOJyYUTh MUKPOC(HEPOIUTEI CO CPEOHUM ITUaMETPOM OT ~2 1o 10
MHUKPOH C AOCTaTOYHO Y3KHM pacrpenesieHneM mno pasmepy. Ha puc.] mokaszaHbel THCTOrpaMMbI

pacripeneneHus Kaibluii-kapOOHATHBIX C(PEPOTUTOB IS TPEX THIIOB 0OPA3LIOB.
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Puc.1 Pacnpenenerne mukpodactur; CaCO; mo pasMepy (o JHaMeTpy) UK TPEX THIIOB 00Pa3LoB.

A - THCTOTpaMMBI PACTIPSACICHHSI MUKPOC(CPOIUTOB C PA3HBIMH THAMCTPAMHE
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b — ¢ororpadmu 3THX 38€ MUKPOC(EPOIUTOB, OIYUCHHBIC C MOMOIIBIO CBETOBOTO MHKPOCKOIIA

OTtpaboTtap MeTOJ MOJyueHUs MUKPOCHEpOTUTOB Oe3 hepMeHTa 3aAaHHOTO pasMepa, MbI
NPUCTYIIIA K M3TOTOBJICHHIO COCTaBHBIX C(EPOIUTOB C MEPOKCHAAa30i XpeHa. B Hactosmieit
paboTe I MoyueHUs] HHKATCYJINPOBAHHOTO (pepMEHTa UCIOIB30BAIN B OCHOBHOM COCTABHBIE
cepoUThl ¢ AMAMETPOM MPHONUZUTEIBHO 3+5 MKM, MOJYYEHHBIE TI0 METOAMKE, OMUCAHHOM B
pasnene «Marepuansl 1 MeToabsy. Ha puc.2 mokasaHa ructorpaMMa pacnpeneneHusi COCTaBHbIX

MUKPOCHEPOIUTOB IJIS1 OJHOTO M3 SKCIIEPUMEHTAIBHBIX 00Pa31oB.
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Puc.2. T'mcrorpamma pacmpenencHus cocTaBHEIX MHKpochepomuToB (CaCO;-mepokcuaas’a XpeHa) Mo
pasMmepy co cpeaHuM JuaMeTpoM 3,62+ 0,52 Mxm
Ha puc.3 NpeacTaBieHa doTtorpadus MATUCITONHBIX MHUKPOKAICYI

ITAAT/(IICC/TTAAT),, kKOTOpBIE OBLIM TMOJYYEHBI M3 COCTaBHBIX C(HEPOIUTOB M C KOTOPBIMHU

MPOBOAUIINCH UCCIICOOBAHUA.
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Puc.3. ®ororpadua muxpoxancyn [TAAT/(TICC/TTAAT),, HAHCCCHHBIX HA MOKPOBHOC CTCKJIO B CBCTOBOM

MHKpOCKomne. MeTka 75 MKM.

U3 pucyHka BHIHO, YTO TOJyYEHHBIE MUKPOKAIICYJbl OJHOPOIHBI MO pasMepam. Kak
MOKAa3aJIu HAIIK JajJbHEHIINEe UCCIEAOBAHMS, pa3sMepbl MUKPOKAICY B npenenax 2-10 Mkm He
BJIVSUTH Ha (PEPMEHTATHUBHYIO aKTUBHOCTb MHKATICYJIMPOBAHHON NMEPOKCHIA3bl XpEHa B Mpeaeax
OUOKH SKCIIEpUMEHTa. Pa3Mepbl MUKPOKATICYJI, MPEANOIOXKUTEIBHO, MOTYT ONPENeNATh TaKue
XapPaKTEPUCTHKH KaK MPOYHOCTh, YCTOHUYNBOCTh MUKPOKATICYJL.

Onpedenenue  enuaAnus — NOIUIIEKMPONUMOE  NOTUATUIAMUHA  2UOPOXAOPUOd U
HOTUCMUPOICYTbHOHAMA HA AKMUBHOCHIb NEPOKCUON3bI XPEHA

Bropoii sTan monyueHus MHKANCyJIUPOBAHHBIX (PEPMEHTOB MaHHBIM METOAOM — 3TO
dbopMupoBaHHE TONHUANEKTPOJIUTHOW O0ONOYKH. MeTox  mpenmosaraeT  IMoOYepenHoe
HACJIAaBAHHE TPOTHBOMNOJIOXKHO 3apPSIKEHHBIX ITOJUAJIEKTPOJIUTOB Ha COCTaBHBIE C(HEPOIIHTHI.
[Ipu GopmupoBarnU Takoi 0OOIOUKH B KQUECTBE MEPBOTO MOJIHIJICKTPOIUTA MTPEAIOYTHTEIBHO
HCTIOJIB30BATh MOJUKATHOH, TOCKOJIBKY KOpOBbIe MUKpodacTHIBI CaCO3 B LIE€I0OM OTPHULIATENEHO
3apSKEHBL, MX JJIEKTPOKMHETUYECKUH MOTEHLHAN MOBEPXHOCTH (X-TIOTEHLMAN) COCTaBISIET —
12,2 £2,5MB. [Zhaoyang et al., 2002]. OgHako OBLJIO TOKA3aHO, YTO MOJIMAHUOHBI, HAIPUMEP
noymctuposcyibdonar (IICC), Takke CBA3BIBAOTCA C KaNblIHi KapOOHATHBIMHU YaCTHIIAMH U
MOTYT OBITh UCIIOJIB30BaHbI B KAUECTBE MIEPBOTO CJIOS MPHU (POPMHUPOBAHNHN MOJTUIIEKTPOTUTHBIX
mukpokaricyn [Cabyposa u nap., 2008, Idybposckuit u ap., 2008, CyxopykoB u np., 2008,
HyO6posckuii u ap.,2016]. B atux xe pabotax ObIJIO MOKAa3aHO, YTO KATATUTHYECKAS aKTHBHOCTD
UHKATCYJIMPOBAHHBIX (PEPMEHTOB 3aBHUCHUT OT 3apsiia MOJUAJIEKTPOIUTOB (+ wimm  -),
00pa3yrImux BHYTPEHHIOI-000JI0YKY MUKPOKATICYJIBI.

ITostomy HamMu ObUIM TIPOBEINECHBI SKCIEPUMEHTBl [0 HM3YYEHUIO BO3ACHCTBHS
MOJIM3JIEKTPOJIUTOB HA KATATUTHYECKYI0 AaKTUBHOCTb MEPOKCHIa3bl xpeHa. s mpoBenenus
SKCMEPUMEHTOB ObUTM BBIOPAHBI MOJIMAJIEKTPOJIUTEL, IMEIOIINE BBIPAKEHHBIE OTPUIIATEIBHBIN U
MIOJIOXKUTENbHBIN 3apsiAibl. MOJMKATHOH mojmammiamua rugpoxiopun (ITAADY) u nonmanuoH
nosctupon cynedponar (IICC). B Oydepnsiii (Hatpuit aneratHsiii 6ydep, pH 5,3) pacrsop
«cBobomnoro» Oenka nmobasysmu pactBop [TAAD mmu IICC no KOHEUHOH KOHIEHTpAIH
0,5 Mr/mi, BBIIEPKUBAJIM TP KOMHATHOW Temmepatype | wac, mocje 4Yero OMpenessuiv
aKTUBHOCTb TepokcHaa3bl xpeHa. KonneHtpauust nommsiekrponauroB (0,5 wmr/mi) Oblia
BbIOpaHa, TMOCKOJBKY HMEHHO 3TH KOHLEHTPALUH HCIOJb30BAINCh TPH  KaIlCyJIMPOBAHUU
NEPOKCHIA3bl XPEHA METOJIOM MOOUEPETHON ancopOLnu.

3aBHCHMOCTb ~ HAYaJIbHOM CKOPOCTH PEaKIMU IEPOKCHUAA3bl XPEHA, OINpeneNeHHON
CHeKTPO(YOTOMETPUUECKH TI0 M3MEHEHHIO TIOTJIOLICHHSI TIPU JUTHHE BOJHBI 590 HM 3a 10 cexyHp,

OT KOHLIEHTPALMK MEPEKUCH BOJOPOAA B MPUCYTCTBUM MOJIUJIEKTPOIUTOB MOKAa3aHa Ha puc. 4.
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JlaHHbIE TIpPEenCTaBlieHbl B JBOWHBIX OOpPaTHBIX KOOpPAMHATAX MJsl ypaBHEHUs Mmuxasmuca-
MenTeH.
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Puc.4. 3aBHCHMOCTD HAYATBHOM CKOPOCTH MCPOKCHIAZHON PCAKIHH OT KOHIICHTPALHMH MCPCKUCH BOAOPOAA
1 - B orcyrcrBum [13, V.= 0,0351+0,018, K,;= 0,021£0,001;

2 - B mpucytcTBuA [TAAT, Craar= 0,5 MKT/MIL, V= 0,096+0,048, K, kaxx=0,106+0,052;

3 - B mpucyrceut [ICC, Cpce = 0,5 MKT/MIL, Vi = 0,034+0,017, K; = 0,038+0,019.

VYcnosust ombita: Cpena 0,2 M Hatpuit aneratabi Oydep, pH = 5,3, KOHIEHTpanus MEPOKCHIA3HI XPEHA

0,05 Mxr/mi, koHUCHTpanusa OcH3uauHA 0,1 MM, 00BEM PCAKIHOHHON CPEABI 3 MIL

OkcnepuMeHThl mokasand, uro mnomuaHuoH [ICC wHrubupyer KaTaauTHYECKYIO
aKTUBHOCTb TEpOKcHaasbl xpeHa (puc.4 npsmas 3). Kak BUIHO U3 pUCYHKA, WHTHOMpPOBAHHE
aKTUBHOCTH (DepPMEHTA MOJIMAaHHOHOM HIET MO KOHKypeHTHoMy Tumy,-Ki=0,038+0,0019. Taxkoii
pesyabpTaT BausHUA [ICC Ha kaTanuTHYeCKyl0 aKTHUBHOCTh MEPOKCHAA3bl XpEHa CKOpEe BCEro
00yCJIOBIIEH 3JIEKTPOCTATUYECKHM B3aUMOJEHCTBHEM TOJHMAHHOHA C AaKTHBHBIM LIEHTPOM
NEePOKCUIa3bl XPEHA, KOTOPBIN 3apsiKeH MoJokuTenbHo. CoBceM npyrast KapTHHA HaO0aanach
no BiausHuro nonukaruoHa ITAAIT Ha akTUBHOCTH mepokcuaasbl xpeHa. Karamutudeckas
aKTUBHOCTb (pepMeHTa B MPHUCYTCTBUH B peakunoHHOH cpene ITAAIT moBeimanace, mpu 3TOM
MaKCUMaJbHasl CKOPOCTb pEAKLUU YBEIMYUJIACh MOYTH B TPU pPa3a U COCTABUIA Vmax =
0,096+0,0048, mpu Viax= 0,0351+0,0018 B KOHTpOJIE (CBEIKEMPUTOTOBJICHHBIN (PEPMEHT).

IIpoMexyTOYHBIN BBIBOJ U3 3THUX SKCHEPUMEHTAIbHBIX JaHHBIX 3aKJII0YAETCS B TOM, YTO
Ui TOTO, 4YTOOBI TOJNYYUTh HHKAICYJIUPOBAaHHBIA (EPMEHT MepoKcHaaza xpeHa ¢ Ooljee
BBICOKOW (DepMEHTATHBHOH aKTHUBHOCTBIO, MEPBBIA (BHYTPEHHMI) CIIOH TMOIHMANIEKTPOIUTHON
obomoukn mpu  (HOPMUPOBAHMM MHUKPOKAIICYJ TMPENNMOYTUTENBPHO HW3rOTaBIMBATH U3

nosmkatuoda [TAAT.
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UroObl mpoBepUTH [AaHHOE TMPEANONIOKEHHE OBLTH  TPOBENEHBI  HCCIETOBAHHS
KaTAIUTHYECKON aKTUBHOCTU WHKANCYJUPOBAHHOW MEPOKCHIA3bl XpeHa ¢ O0OJoYKaMu
IMAAT/TICC/TIAAT (noiosKUTENbHBIN 3apsi] Ha BHYTPEHHEM CJI0€ 000JI0YKH, KOHTAKTUPYIOIEH
¢ pepmentom) u IICC/ITAAI/TICC (oTpuuarenbHbIil 3apsa Ha BHYTpeHHEM ciioe obonoukn). Ha
puc.5 TmOKa3aHa 3aBUCHMOCTb AKTHBHOCTH NEPOKCHAA3bl I IBYX Pa3IMYHBIX CIIOCOOOB

00pa3oBaHuUs KarCyJIbl.
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Purc.5 3aBHCHMOCTS HAYATBHON CKOPOCTH NEPOKCHOA3HOH PEAKIMH OT MOCICIOBATEIBHOCTH HACIOCHUS

TIOJTUIJICKTPOJIUTOB

1 - TPEeXCIOHHBIC KATICYIBI C MOCICAOBATCIHHOCTREO HACIOCHHSA mOMmdIeKkTpouToB [TAAT/TICC/TIAAT
(3HaK 3apsAma BHYTPCHHCH 000IOYKH, KOHTAKTHPYIOWICH ¢ (JepMEHTOM +) , V.. = 0,041+0.003, K, = 0,020+0,002

2 - TPEXCIOHHBIC KaIlCYJBI C ITOCIEAOBATENFHOCTHIO HacnmoeHms mommdiekrpomuros [TCC/TTAAT/TICC
(3HaK 3apsAma BHYTPCHHCH 000I0YKH, KOHTAKTHPYIOIICH ¢ (DEPMEHTOM --), V. = 0,023£0.006, K, = 0,035+0,003

VYcnosust ombita: Cpena 0,2 M Hatpuid aneratHbiid Oydep, pH = 5,3, KOHIEHTpanus MEPOKCHIA3HI XPEHA

0,1 mxr/mn, koHIeHTparma ocr3uauaa 0,1 MM, 00beM PEaKIHOHHOMH CPEeabl 3 MIT.

Kak oxupanoce 1o pe3ynbraraM MNPEAbIAYLIEr0 SKCIEPUMEHTa, BHYTPEHHUUN
MOBEPXHOCTHBIN 3apsil MOJUAIEKTPOIUTHON OOOJOYKH MHUKPOKAICYJIbI, KOHTAKTHPYIOIUNA C
uccienyeMbIiM (epPMEHTOM, CYIIECTBEHHO BJIMSET HA €r0 AKTUBHOCTb. AKTHUBHOCTH MEPOKCHIA3BI
XpeHa, BKJIOYEHHOW B TMOJHUAJEKTPOJIUTHBIE MHUKPOKAINCYJIbl C TMOJOKUTEIbHO 3apsiKEHHOMN
BHyTpeHHe# nmoBepxHOCThIO 0Oosouku [TAAT/TICC/TIAATL (puc.S, kpusasi 1), mpuMepHO B aBa
pa3a BbIIE TIO CPAaBHEHHIO C AKTUBHOCTBIO 3TOTO (pepMEHTa B Karcyjiax ¢ OTPHUIATEIbHO

3apsbkeHHON moBepxHOCThI0 obomouku TICC/TIAAI/TICC (puc.S, xpuBast 2), U CABUHYTa B
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CTOPOHY MEHBIINX KOHLEHTpauui mnepekucu Bomopona. OOHAKO, €ClU 3KCIEePHMEHTHI MO
BJIMSTHUIO PACTBOPOB TOJMAJIEKTPOJIUTOB HA aKTMBHOCTb CBOOOMHOrO (hepMEHTa MOKa3aiH, YTO
nepokcuaaza xpeHa B mpucyrctBuu [ICC uHruOupyercs mo KOHKypeHTHOMy Tumy (puc.4,
auaud 1 ¥ 3), TO B ODKCIEPUMEHTAaX Ha HMHKAICYJIMPOBAHHBIX ()epMEHTaxX MOKAa3aHO, YTO
nepokcunasa xpena uaruounpyercst [ICC nmo HekoHKypeHTHOMY THIy (pHc.4 U puc.S).

Jns ompeneneHuss OTIAMYUN KATaTUTUYECKUX XapaKTEPUCTHUK WHKATICYJIHPOBAHHOTO
depmenTa ¢ mommanexkrpoautHoilt obosnoukoi ITAAI/TICC/TIAAT u cBobomnoro ¢epmeHnra

OBLIN MPOBEACHBI NOTIOJHUTENIbHBIE UCCITe0BaHUS (PUC.0).

—& cBoGogHasi M KancynupoBaHHas
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11V (30cek)

r / T v T 1
-100 -50 10 100

1/[H202]
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Puc.6 3aBHCHMOCTP HAYANBHOH CKOPOCTH PCAKIHH OT KOHICHTPAIMH CyOCTpaTa MEPEeKHCH BOAOPOAA B
JTBOMHBIX 0OpATHBIX KOOPIHHATAX.
1 - cBOOOAHAS IEPOKCHAA3A XPCHA: Vi = 0.043£0,002 MM/30 cek, K= 0.016+0,001MM
2 - NMEPOKCHAA3a XPCHA, 3aKIFOYCHHAS B KAICYJbl C IOJIOKHTEIBHO 3apSKCHHOM BHYTPEHHEH MOBEPXHOCTBIO
MMAAT/(TICC/TTAAT )2: Ve = 0.027+0,0013 MM/30 cek, K xax = 0.012+0,006.

VYcnosust ombrta: IMM Oydep MES | pH 5,3, 1MM OeH3unmHa, 0OBEM PEaKIHOHHOH cMecH 3 MI,
roHIeHTpanus (pepmenta 0,05 MKr/min

U3 rpaduka 3aBHCUMOCTH Ha4yaJbHOW CKOPOCTH MEPOKCHAA3HON peakiuu OT
KOHIIGHTpaLMU CyOCTpaTa MEePeKUCH BOIOPOJA B JBOWHBIX OOpaTHBIX KOOPAWHATAX BUIAHO
CHIDKEHHE MAaKCHUMAJIBHOW CKOPOCTH KAaTAJIUTHYECKOW peakUuu M KOHCTaHThl Muxasnuca-
MeHTeH ansl KamnCyJMpOBaHHOTO (PEPMEHTa, XapakTepHoe misi OECKOHKYPEHTHOTO THIIA
UHTUOMPOBAHUSI.

Takum o00pa3oM, T™OKa3aHO, YTO B3aMMOACHCTBHE (EPMEHTOB C OTHEJIbHBIMU
MOJIMDJIEKTPOIUTAMU OTJIMYAETCST OT UX B3aUMOJEHCTBHS C YIOPSAOYEHHBIMU MOBEPXHOCTAMH,
00pa30BaHHBIMHU U3 3THX K€ MOJU3JIEKTpoanuToB. st Gonee TouHOro mopdopa MmepBOro Ciost

NPU HMHKANCYJINPOBAHUM (PEPMEHTOB B KA4ECTBE TECTOBBIX OHKCIEPUMEHTOB IpeNjiaraercs
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no0aByATE B PAcTBOPHI C M3Y4aeMBbIMU CBOOOAHBIMH (PEPMEHTAMH TOJbIE MHKPOKATICYJBI C
HYKHBIM TIOJIM3JIEKTPOJMTOM BO BHEIIHEM CJIO€ TaK, KaK ObLIO B HAIIMX HKCHEPUMEHTAX I10
u3y4ueHno pepMenTa riroko3ookcuaasza [@omkuHa u ap., 2011].

H3yyenue enuanus pacmeopumeneii Kanoyuil-kapOOHamuo2o A0pa noAUINeKmMpONUmMHbIX
KAancy na gpepmenmamusHyIo akmueHOCHb NEPOKCUOA3bI XPeHd

BaHBIM 3TarmoM TEXHOJIOTUH TIOJNYYEHHsI WHKAICYJIHMPOBAHHOTO (PYHKIIMOHAIBHO-
aKTUBHOTO (epMEHTa SBISIETCSA MpOLEenypa yAaJeHHUs KaJblHi-KapOOHATHONW KOMIIOHEHTHI U3
mukpokancyi. B padorax [Sukhorukov et al, 2004, Petrov et al, 2005, Cabyposa u mp.,2008],
OBUIO TIOKA3aHO CYIIECTBEHHOE CHIDKEHHE AKTUBHOCTH HMHKAICYJIHPOBAHHBIX (PEPMEHTOB IO
CPaBHEHHIO C aKTUBHOCTBIO CBOOOAHBIX (epMeHTOB. TEXHONOrW yHalneHUs KaJbIIHii-
KapOOHATHBIX sA7ep, NPUMEHSIEMOE U MOJIbIX MHKPOKAICYJ, B psAAe CIy4aeB MOXKET He
SIBJIATBCS] ONTUMAJIBHBIM ISl YIAJIEHUS KalbLUH-KapOOHaTa U3 IBYXKOMIIOHEHTHOTO (KaJIbLIHii-
kapOoHaT - (epMeHT) KOpPOBOrO  sApa MHKPOKAINCYJ, TIOCKOJBKY  PacTBOPUTEIND
B3aUMOJIEHCTBYET ¢ (PEPMEHTOM M MOXKET U3MEHSTh €r0 aKTUBHOCTh. BO3HMKIIa HEOOXOAMMOCTh
nondopa ycinoBui (M pacTBOPUTENSI) yOAJICHHS KaJbIHI-KapOOHATHOW KOMIIOHEHTBI KOPOBOM
YacTUIBl W3 MHKpPOKANCYJ C TMEPOKCHAAa30i XpeHa, 4YToObl MOBpPEXKAAIoIIee BO3ACHCTBHUE
pactBoputenss Ha pepmeHT ObuTO MuHUMAaNbHBIM. B pabdote [Pomkuna, Mbanynnaesa, 2018]
ObuTO TOKa3aHo, uto mpuMeHeHne I TA misa ynaneHus: kanbuuhi-kapOOHATHOH KOMIIOHEHTHI U3
MUKPOKAICYJl C ypea3od TMOBBICHJIO aKTUBHOCTh 3TOro ¢epmenrta a0 70% akTHBHOCTH
cBoOoaHOTO (hepMeHTa.

ITosromy Hamu ObUTM TMOCTaBJEHbI 3KCIIEPHMEHTHI 1O ACWCTBUIO PACTBOPUTENEH Ha
cocTaBHble C(EpoNUTBI ¢ TMEPOKCUAA30M XPEeHA, TMOKPBIThIE MSATUCIONHONW 000JIOYKON
ITAAT/(IICC/TTAAT),. BappupoBanue ycioBuii pacCTBOPEHHsI KOPOBOH KOMITOHEHTBI, TAKHE KaK:
ucnions3oBanne DATA wmm OI'TA, koHHeHTpauusi Xejatupyromero areHra (2-25 MM),
JJIMTELHOCTL BO3MelcTBust (2-18 yacos), Temnepatypa (4-25°C), nepemernnBaHue pacTBOPOB,
MOKa3aly, YTO BO BCEX clydasx, ucrosib3oBaHue JDJITA B kadecTBe pacTBOPUTENS KajbLUil-
KapOOHATHOW  KOMITIOHEHTBl ~ MHKPOKAICYJ, TPUBOAMIO K  3aMETHOMY  CHH)KEHHUIO
KaTAJIMTHYECKON aKTMBHOCTH MEPOKCHa3bl XpeHa. Ha puc.7 npencrasiieH rpaguk 3aBUCHMOCTH
HAYaJbHON CKOPOCTU KaTaJUTUYECKONH peakUUM IMepOKCHAa3bl XpeHa OT KOHLEHTpaluuu
cyOctpara mepokcupa Bomopona. M3 pucyHka  BHAHO, UYTO  CKOPOCTh  PEAKIHUU
MHKATCYJIMPOBAHHOTO (PepMeHTa, OUYMINEHHOrO OT KaJbIHi-KapOOHATHOW KOMITOHEHTBI C
nomotpio DJTA (kpusas 1), mpuMmepHO B 5-6 pa3 MeEHbIIE CKOPOCTU PEaKUMU CBOOOIHOTO
depmenta (kpuBast 2). 3amena pacteopurenss JJITA wa OI'TA npuBena K MOBBIIICHUIO

KaTAJIUTHYECKON aKTHBHOCTH MHKAICYJIUPOBAHHON MEpOKCHAa3bl XpeHa B 2.5 pasa (kpusble 1 u
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2), Ipu 3TOM €€ aKTHUBHOCTb YK€ MOXKHO CPaBHHUBATh C aKTUBHOCTBIO CBOOOIHOTO (epMeHTa

(xpuBble 2 1 3).

V., 590/30s

T
1,0

Concentration H,0,, mM

Puc.7 3aBHCHMOCTS HAYAIEHOH CKOPOCTH MCPOKCHIAZHOH PCAKIHH OT KOHIICHTPAIIMH MTEPCKUCH BOAOPOAA:
1 - pepmenT B pacTBOpe Oy(epa; Vi—=0,425+0.022, K= 0,25+0,03
2 - KancCyJUpOBaHHBI ()epMEHT, OUMIICHHBIH B 5 MM pacteope S TA B TeueHne 16 4acoB; V. = 0,315+0.025,
Kykax = 0,25+0,02
3 - KancynupoBaHHBIN (DepMEHT, OUHMINCHHBIH B pacTBope DATA B TeueHue 2 4aCcoB; Vi =0,105+0.022, K kax=
0,53+0,03

VYcnoBust  OmbITa:  KOHIEHTpAamus  cBOOOJHOH — mepokcmiassl  0.87  MKI/Mi,  KOHICHTpALMS
HHKATICY THPOBAHHOTO (hepMmenTa 1.25 mxr/mi, 0.1 MM Oensmanna, 0.2 M Harpuit-aneraTHeii Oydep, pH 5.3, 00pem

peaxmorHol cmecH 3 Mt Kancymaposarnrsiit ()epmeHT ¢ 000m0uroit [TAAT/(TICC/TIAAT),.

CHuXeHHe aKTUBHOCTH WHKaICynupoBaHHO# (oummenHoil ot CaCQOz ¢ momomsro
OATA) nepokcunasbl XpeHa MOKHO 0OBsCHUTH B3aumonelictsuem DJITA ¢ noHamu xenesa,
MPUCYTCTBYIOIIUMH B aKTUBHOM IIeHTpe (hepMeHTa MEepPOKCHAA3bl XPEHAa, U, COOTBETCTBEHHO,
U3MEHEHUIO CpoAcTBa depMmenTta k cybcrpary. IloaToMy, HaMH MpeniaraeTcsi HCIOIb30BaTh B
KauecTBe xenarupyromiero areHta pactsop DI TA, xoropeiii B otnuune ot I/ATA, cBsizbiBaeT
UCKJIFOYUTENIbHO HWOHBI JBYXBAJICHTHBIX METAJUIOB M OO0JaJaeT MEHBIINM TOBPEKIAIMNIM
BO3ACHCTBUEM Ha (PEPMEHTHI..

BpIBOaBI

IIpoBenensl  uccnenoBaHUs  KATAIUTHYECKOW  aKTUBHOCTU  MHKAMCYJUPOBAHHOMH
MEPOKCHIA3bl XPEeHa B 3aBUCHMOCTH OT THUIIA TOJHUAJIEKTPOJIUTA, OOpasyroIlero BHYTPEHHUMN

CJION MUKPOKAaIICyJbl, KOHTakTHpyromeil ¢ ¢epmenrom. IlokazaHo, uTOo (epmeHT,
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‘ KOHTAKTHPYIOIIUH C BHYTPEHHEH OOO0JIOUYKOH MHKPOKAICYJIbI, 3apsDKEHHOH IOJIOKUTENBHO,

UMeeT JIydllee CPOICTBO K CyOCTpaTy MHEepOKCHIy BOAOpOAa M OONajgaeT KaTauTHYeCKON

AKTUBHOCTBIKO TMPUMEPHO B JBa pPasa BbILIC, YEM (I)epMeHT B Karicyjgax € OTpULATCIIbHbBIM

‘ BHYTPEHHUM CJIOEM OOOJIOUKH.

Ilokazano, yro wmcnonwpzoBanne I TA Bmecto DJATA B kauecTBe XenaTUPYIOIIETO

arcHra AJjid yaaJIiCHUA KaHbL[PIfI—Kap6OHaTHOI>'I KOMIIOHETBI U3 MHKPOKAIICYJ TOpasgo MCHBIIC

nospekaaer (epMeHT mepokcuaasa xpeHa. [Ipm 3TOM aKTHBHOCTb HWHKAICYJIHPOBAHHOTO

(dbepMeHTa CTAHOBUTCS] CPABHUMOM C aKTUBHOCTBIO HATUBHOTO (hepMeHTa.
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MunncrepcTBo 06pazoBanus u Hayku Pecny6nuku Kazaxcran

KbI3bIJIOPIMHCKUM I'OCY JAPCTBEHHBIN YHUBEPCUTET UMEHU KOPKBIT ATA

YK 57.081.23:57.088.1 «YTBEPX]JIAIO»

MPHT 34.05.00, 34.17.05 ITpopexTop no y4e6Hoit pabore —

Ne roc. peructpanuu 0118PK00301 nepseii npopextop PI'TI va [TXB
WuB. No «KBI3BUTOPIMHCKHI TOCY TapCTBEHHBIH

A.T. Xynucon
2018 .

OTYET O HAYUYHO-UCCJEJIOBATEJIbCKOM PABOTE

II0 TeMeE:

PA3PABOTKA MVYJIBTUPEPMEHTHBIX BUOCEHCOPOB HA OCHOBE ITOJIMMEPHOI'O
HAHOMATEPHAJIA. I3I'OTOBJIEHUE SKCIIEPUMEHTAJILHOTO OBPA3LIA [TPUBOPA-
AHAJIM3ATOPA C ITOJIMMEPHBIMU ®EPMEHTHBIMY CEHCOPAMU JULA OITPEAEJIEHI S
ABYX METABOJIUTOB B BUOJIOT MUECKIX XUIKOCTSIX

(TTPOMEXXYTOUHBIIN )

BrouxeTnast mporpamma: 217 «Hayunast u/umu HayYHO-TEXHUYECKAs IeATEILHOCTE)
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[Tpunoxkenune 1.2

k JloroBopyNeg s0otr 79 ©3 2018r.
Ha rpaHToOBOE (PMHAHCHPOBAHHE

TEXHUYECKAS CIEITHOUKALIUS U
KAJIEHIAPHBIA IIVIAH PABOT

Ilo noroopy NeJ03 or L 9. O 3 . 2018 rona

1. Pecny0iHMKaHCKOe rocyapcTBeHHOE NPeINPHATHE HA NPaBe X03AHCTBEHHOT 0
BeeHHs «KbI3bLI0PAHHCKHI TOCyAapCTBeHNbIH YHHBepcHTeT HMeHH KopkeiT
Ata» Munucrepcrsa odpaszoBanus H naykn Pecmy6auxu Kazaxeran

1.1 [lo mpuopuTteTy: Hayku o *H3HH U 3[10pOBbE
1.2 Tlo noxnpuopurery: HayuHo-HHHOBAIMOHHAA OHOMEIMIMHA. - bHOTEXHONOTHH B
MEMITMHE ¥ HAHOMEIUIIHA
1.3 Ilo Teme mpoekta: NeAP05134201 «Paspaborka My/IbTHQEPMEHTHBIX OHOCEHCOPOB Ha
OCHOBE IIOJMMEPHOTO HAHOMATEpHANA. VI3rOTORNEHHE 3KCIEPHMEHTATLHOrO obpasia mpubopa-
aHATHM3aToOpa C TONMMEPHBIME (EPMEHTHBIMM CEHCODAMH VI ONpECNCHHS NBYX METabONHTOB B
OHOJTOrHYECKIX KHIKOCTSIX?
1.4 Obmas cymma mpoexta 30 000000 (TpHAUmaTs MHJUIHOHOB) TEHIE€, B TOM YHCIE C
pa3OUBKO#f 110 roaM, T BEIOTHEHHA paboT COrnaco mynkry 3:
-Ha 2018 rox - B cymme 10 000 000 (mecaTh MHJUTHOHOB) TEHIE;
-Ha 2019 rox - B cymme 10 000 000 (mecaTs MH/UTHOHOB) TEHTE,
- Ha 2020 rox - B cymme 10 000 000 (mecaTh MHIUTHOHOB)TEHTE.

2. XapaKTepHCTHKA HAYIHO-TeXHHIECKOil MPOXYKIHH 110 KBATHPAKANHOHHBIM
NPH3HAKAM H YKOHOMHYECKHE NM0Ka3aTeIH
2.1 HampaBnerue paGoThl: paspaboTKa IMMpOKOi FayMEI EPMEHTHBIX H My THTH(EPMEHTHBIX
GHOCEHCOPOB HA OCHOBE IOJMMEPHBIX HAHOTEXHOJIOTMH JUIS JMAarHOCTHKM DPasiiHBIX BEINCCTB B
YHJIKOCTSX ¥ 00/1aIAI0IIMX KOHKYPEHTHBIM: IIPSHMYITIECTBAMH NIEPe]] CYIIECTBYFOLIHMH aHAIOTaMH.
2.2 Obnacts mpuMeHeHHA: MeauIHHCKas AHarHOCTHKA.
2.3 KoHeuHsli pe3ynbTar:

- 3a 2018 rox: MetomamMu OITHYECKOH CHEKTpocKormell OymyT IMOMyYeHbl HOBBIC JAHHBIC C
MHKPOKAIICYJTAMH, COTCPXKAIMMH (epMeHTEL Byer n3ydeHa 1:aboTa HHKAMNCYMPOBAHHBIX (hepMeHTOB ¢
pasTMYHBIMA TIApaMeTpaMH (YHCNIO C/10eB O0ONOYKH, MOBEPXIIOCTHBIH 3apar, KOHTaKTHPYIOLIHI C
(hepMeHTOM) TIO CTIOCOOHOCTH IETEKTHPOBATH COOTBETCTBYIONTHE CyOCTparsL. [Tomy4eHE! KHHETHYICCKHE
xapakrepucTky. [lono6pans! cpempl i HCCIeNOBaHMH BylyT H3roTORNEHE! (pepMEHTHBIC CeHCOpbI
/HTH MUKPOPEAKTOPBI ¢ 33IaHHBIMH XapaKTePHCTHKaMH. By/TyT Onpezie/ieHb! HAIa30Hb! JCHCTBYFOLITHX
KOHUEHTpaIii CcyOCcTpaToB, MOMYYEHbl KHHETHYCCKHE XapaKTEePHCTIKH. [TonoOpanb! cpepl Uil
Wcc/IeoBaHki. MeTonaMu cBeToBoii H KOH(OKAIBHOH MHKpOCKomici GyayT nomydens! (ororpadun
MHKPOKAIICYJI H IIOJMMEpHOro Mokpbithsa. O630p JHTEparypLl IO TEME HCCIC/OBAHNSA, BKIIO9AA
GHOCEHCOPHBIE Pa3pabOTKH M TIONMMEPHBIE TEXHOIOTHH B Giocencopax. [Tomroroska nyGimkaimyii i
pabora ¢ peraxusvi Byner omybnukopaHsl JiBe CTaTLH B PELEN3HPYEMBIX 3apyOexHBIX H
OTeYeCTBEHHBIX HAyYHBIX H3JaHHAX C HEHyJIEBbIM HMmakT-gakTopom. Byner omybmukosaHa I
cratbs W TomaHa 1 CTAThd B peLEH3HUPYeMBIX 3apyOeXHBIX HAyYHBIX H3JaHHAX,
HHJeKcHpyeMbIX B Gasax nanubix WebofScience wim Scopus ¢ HeHyJIeBbIM HUMIakT-pakTopoM.
ByzeT moAroToBJEH MPOMEXKYTOUHBIA OTYeET. '

- 32 2019 rox: ByayT momydeHs! MEKpOKAICYJIBL, cofepxangie 2-3 depmenta. M3ydena ux padora
0 CIOCOGHOCTH JIETEKTHpOBATh COOTBETCTBYIONIME CYOCTparbl, MOIy4YeHbl —KHHETHISCKHE
XapaKTeDUCTHKH. DyZer mNpoBeeHO cpaBHeHHe paboTHl (DEPMEHTOB, HHKANCYIMPOBAHHBIX 10
OTJIETBHOCTH B BMeCTe. By/IyT momyseHE! hepMenTIIbie (U1 panee He MMMOOHII30BAHIIBIX (PePMEHTOB)
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U MYTBTHQEPMEHTHBIE GHOCEHCOPEL BymyT ompeneneHsl muanasoHbl JCHCTBYFOIMX KOHIICHTPALIA
cyOcTparoB, nonoOpaHel Cpempl I HCCIEIOBAHHMN 1 YCIIOBHS XpaHeHHs. Byner wu3rotomnen
TOTH(EPMEHTHBIA MHKPOPEAKTOP, 00ECTIEYHBAIOIIHI [IPOXOXKICHHE COIIPSDKEHHBIX peaKiuii. [Tomygens
JIAHHBIC O BOMOXHOCTH JIETEKTHPOBATH META0OMUTHI B TECTOBBIX pacTBopax. 1o pesynsTaram paboTsI
Oyner omyGrmikoBasa 1 crares W moxana 1 cratss B PELICH3HPYEMBIX 3apyOeHBIX HAYyIHBIX H3JaHHISX,
HHICKCHPYeMBIX B Oasax nanubix WebofScience wm Scopus ¢ HeHyleBbIM HMIIaKT-pakTopoM. Byzner
T10/1aHa 3aBKa Ha MaTeHT.byieT oroToRnen nmpoMesxyTOUHEL OTYeT

- 32 2020 rox:Bymyr onpenenens wmremsHOCTS PaGOTHI GHONATIHKOB (Hemem1, Mecsiip),
BO3MOXHOCTb JETEKTHPOBATh METabONMTHI B KPOBH M MOYE. ByneT HM3roromien nomgepMeHTHBIA
MHKPOPEAKTOp, 00ECHeYMBAIONTHI POXOXKIEHHE COMPSDKEHHBIX (epmerTaTIBHBIX peaxtmii. Bymyt
OMpC/ICNICHBI  MANa30Hbl JCACTBYIONMX KOHIEHIPALWii, MON0OpaHbl CPelbl il HCC/ICIOBAHHIL
Tlomy4eHs! KHHETHYECKHE XapaKTePHCTHKH. Byzer onpoGoBaHBI HECKOIBKO THIIOB sTaeex (1o pazmepy,
00BEMy HCCTIETYeMO JKHIKOCTH) JUTT H3MEPeHHs 00pa31oB GHOJIOTHYECKHX KHIKOCTell, B TOM YHCe
H3TOTORNEHHBIX € MOMOLIEIO 3D-mpuxTepa. OnpoGoBaHEI 2-3 THNA 3MEKTPONOB C Pa3HBIMH
XAPAKTCPHCTUKAMH T10 IMAMA30HY HCCIICAYEMBIX KOHIEHTPAIWH, TOYHOCTH H3MepeHus H T.a.Bymyt
BBIOpaHBI (PEPMEHTBI I CO3NAHHA GHONATIMKA K paspabateBaemoMy TIpHGOpY-aRam3aTopy (2-3
tepmenTa). BytyT BBIOPAHEI METO/IBI PETHCTPALWH CHTHATIOB, PaspaGorano T3 na OKP. Byzer upoeenena
KOPPCKTHPOBKA 3afBKH HA NMATEHT. VYCTpaHEHHe HENOCTATKOB 3afBKH HA TATEHT B COOTBETICTBHE C
TpeOOBAHMSMM TIATCHTHBIX —OpraHmsampi. IIpoBeleHHE —OTONHUTE/BHBIX HCCIIENoBaHuH  (Tpr
HeobxomumocTH). To pesysbTaraM IPOBEEHHBIX HCCTIEIOBAHMIT OyZeT MOATrOTOBIIEH 3aKIOUHTE/LHBLA
oryer.byner omybmukorana 1 crates u momana 1 crares B PELICH3UPYEMBIX 3apyOEKHBIX HAYYHEIX
HM3/IAHASX, HHICKCHPYEMBIX B Gazax narbx WebofScience wm Scopus ¢ HeHynieBsm HMIIaKT-(haKTopoMm.

2.4 TTateHTOCIIOCOGHOCTE: da

2.5 Hayuno-texnmdeckuii yposenb (HoBH3Ha):HoBmsna u NPHHIMAIHATEHOE OTIIHYHE OT
CYIIECTBYIOLIMX aHATIOTOB IPEVIAracMOr0 TI0IX0/Ia K CO3/IaHHI0 GHOCEHCOPOB COCTOHT B HCTIONB30BAHHH
B HAX B Ka4yecTBC OMOYYBCTBHTEIBHOIO IOKDHITHS TOMHNEKTPOIHTHONO HAHOMATepHana, XOpOLIO
TPOHHIIAEMOTO JUT1sl HH3KOMOJIEKYJIIPHBIX BELIECTB H HEMPOHHLAEMOTO TS (JepMEHTOB.

2.6 Hcnomb3oBaHne HAayYHO-TEXHHYECKOH IIPOAYKIHH OCYUIECTBISETCH: MEHKO-
ZTHArHOCTHYCCKHE MPENTIPHATHA.

2.7 Bua HCHONB30BaHHA pe3yNbTaTa HAYYHOH W (W) HayYHO-TEXHHYECKOH
mestenbHOCTH: Co3Nanve (PEPMEHTHBIX CEHCOPHBIX JATIHKOB JUIA IIMPOKONO CHEKTpa JIeeRkIX,
TOPTAaTHBHBIX, JIETKAX B YNPABICHHH OHOCCHCOPHBIX YCTPOHCTB-AHANM3ATOPOB PAdIMYHEIX BEIIECTB B
HATKOCTSX. HeKoTOpbIe 113 aHA30B, BBIONHSBLLIECS paree B CTIENHATIBHPOBAHHBIX THATHOCTHYECKIX
LEHTpax, MOXHO Oy/IeT POH3BOIATE B HECTIEITMATH3HPOBAHHEIX KITHHHEKAX H IAKE B TTOJIEBEIX YCIIOBHSIX.

3. Haumenosauue paGoT, CPOKH HX PeaIH3AIHH H Pe3YALTATHI
Mludpp | Hammenomanwme paGor mo | Cpok BEIIONHEHHS OnxunaeMelit pesysrar
3amaHus, | JloroBopy H OCHOBHEIE Havano OKOHYa
srana 3TAIBl €T0 BEINONHEHUS HHE ,

1 Wsroropnenne u mydenue | deppans no 1 | Byzer iBroTorneH 1 m3yuyesa
paBoTEl tepmenroro | 2018r. | HosGps | pabora depmenTHOrO
MHKpOPEaKTOpa, 2018 r. | MHKpOpeakTopa,
IIPEACTARIISIONIEN0 NPEHCTABIIAIOLIETO coboii
NPE/CTARIAOMETO  CoBOi KOMOHHAIIO
KOMOHHAIIO nwnBJIempomg{;:c CIIOSB H

EKTPOHTHEIX MHKPOKAIICYJI C (pepMEHTaMH.
gmman MHEKpOKAIICY.T c:noez. Io pesynsraram paGotsi Gyaer
dbepve _ Harmcan 0030p JITepaTypsl 10

TCME HCCJIE/IOBAHHS, KOTOPBIH
BOHJIET B [IPOMEKYTOYHBIH OTYeT.
Byner omyGimKoBans! 1B cTaten
B PCLEH3UPYEMBIX 3apYOSKHBIX H
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OTEYECTBEHHBIX Hay49HbIX
M3JIAHHAX C HEHYJICBBIM HMIIAKT-
¢axropom. Byner omyOGmaxosara
1 cratest 1 1 crares noaroToRICHa
K T€YaTd B  peleH3HpyeMEIX
3apYOEKHBIX HAyUHBIX W3JAHHSX,
HHJIEKCHDYEMBIX B 0azax JaHHBIX
WebofScience wm Scopus. ¢

HEHYJICBBIM  HMIIaKT-(paKTopoM.

Byner TIO/INOTOETZH
, , IIPOMESKYTOYHBI OTYCT ‘
1l Hccnenosamia  depmentos, | Deppans no 1 | Byayr npoBeneHs! neenenopasis
TIOMEILEHHBIX B| 2018r. | Hos6ps | (hepMeImnB, MOMEIEHHBIX B
MHKPOKAICYJIbI c 2018 r. | MHMKPOKANCYJILI C PA3THYHBEIMA
PavTHIHBIMA TIOJMANIEKTPOHTHEIMH
TIOJH/IEKTPOTHTHBIMA TIOBEPXHOCTAMH, 3HAKOM 3apsi/ia,
MIOBEPXHOCTAMH, 3HAKOM UHCIIOM CJIOEB 000JIOUKH
3apaa,  YHCIIOM  CJIOEB | MHKPOKAICY.T MHKPOKAIICY 1.
OGONIOYKH  MHKpOKAICyI Meronamur orrrgeckoi
MHKDOKAIICYJT CHEKTPOCKOMHH GY/TyT NOJTy4eHLI
‘ HOBBIE JIAHHEIE C
MITKPOKAIICYTIaMH, COOCPIKALIGTMIT
¢epmermneL Eyner myuena paboia
HHKAIICY/THPOBAIHEIX (hepMEHTOB
C PasNIHYHBIMH NapaMeTpaMH
(umciIo croes 060moYKH,
TIOBEPXHOCTHEIH 3apsi,
KONTAKTVPYIONIH C pepMeHTOM)
10 CIIOCOOHOCTH ACTEKTHPOBATE
COOTBETCTBYIOLIHE CYOCTPaThL
BynyT nomydens! kuHeTHYecKkue
XapaKTePHCTHKA. Bynyt
NOOOPaHEI CPeBI VIS
: HCCJICIOBaHHH. ,
1.2 Cozmanme Gepmermaex | Hions no | | Dynyt rRroToRncier GepmeHTHL:2
GHOCEHCOPOB wwm | 2018r. | HosaGps | Guocercops! 1W/mwm
MHKpPOPEaKTOPOB c 2018 r. | MHKPOPEAKTOPLIC 3a/IaHHBIMH
33JaHHBIMH XapaKTePHCTHKAMH (MHCJIO CJI0EB,
XapaKTEepHCTHKAMH  (4HCIIO 3HAK 33PA/a), CIIOCOOHBIX
CIOEB,  3HAK  3apsua), JCTEKTHPOBATH COOTBETCTBYIONIC
CTIOCOGHBIX  JIETEKTHPOBATS CyOCTpaTE! B OZTHOIT ageliKe.
L Ee%umx Konluempam;ib x
cybcTpaThl B OIHOIT sT9eiike. CyGCTATOR, TIOMySEHEI
KHHETHYECKHC XAPAKTEPHCTHKH.
-| BymyT moxoGpans! cpems! st
. HCCJIEXOBAHITH. ,
1.3 Hzyuenue METOIAMH Hions mo 1 Bynyt msydensr MeTomanu
CBETOBOH H KoH(okamsHOH | 2018r. HOSOps | CBETOBCH H KOH(POKATLHON
CIIEKTPOCKOITHEH 2018 r. | CHIEKTPOCKOIHH .
TIOJIHIIEKTPOIHTHOTO TIONHYICETPOIATHOTO
GHO4YBCTBHTEIHOO OHOYYBCTBHTEJIHOIO IOKPEITHS H
€ro COCTaBHEIX YacTeil.

TIOKDHITHA H €r0 COCTABHBIX

Meronamu cBeTOBOI B
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KOH(OKATLHOI MHKPOCKOIHEH
OyzyT nomydeHs! Gororpadm
MHFPOKAIICYJT H TIOTAMEPHOIO
TIOKPBITHS

1.4

O630p mreparypel 10 TeMe
HCCIIE/IOBAHHS, IIOAIOTOBKA
myommkampit.  Iloarotoeka
IIPOMEKYTOYHOIO OTYETA

Oxkta6ps
2018 r.

1ol
HOADOps
2018 r.

Byner nposezien 0630p
JHTEPaTypsI I10 TEME
HCCJIEIOBAHKSA, BKTIOYAs
OHOCEHCOPHEIE paspafoTKH 1
TIOJIMEPHBE TEXHONIOTHH B
Guocericopax. Bymyr
TIOATOTORJIEHE! ITyOTHKAINH X
NIpoBeZEHa paboTa ¢ peNaKIUsIMIL
Io pesysmbaram pabots: Gyzer
TIOTOTORIIEH IPOMEXKYTOSHbIH
oTyeT

PaspaGorka TEXHOJIOTHH

H3TOTORJICHHS
MYJIBTH(EPMEHTHOTO
MHKPOpeaxTopa,
COZIEpIKaIIero B

OGHOYYBCTBHTEILHOM
TIOKPEITHH 2-3 (hepmenTa

®eppans
2019r.

o1
HOAOps
2019r.

Byner paspaGorana Texnomnorus
IBIOTORJICHIIS
MYJIETH(EPMEHTHOrO
MHKpPOPEAKTOpa, CONEPAAIIIETO B
GHOYYBCTBHTEITHHOM NOKPBITHH 2-
3 depmenTa.

Pesymerate: pabor Gyayr
JOTOMEHB] Ha MEXTyHAPOTHOM
KoHpepenmur Byner

onyGrmkosana 1 crameau 1 crates

| monana peneH3HpyeMBIX

3apyOeKHBIX HayIHBIX H3IAHHIX,
HHJICKCHPYCMBIX B 0a3aX JaHHBIX
WebofScience wmi Scopus ¢
HEHYJIEBLIM HMITAKT-(akTopom.
Byner noznana 3asBka Ha narent
Byner noarotornen

[IPOMENYTOMHBL OTYET,

2.1

IIposenenue
IIONOTOBHUTE/THHBIX
HCCIIEOBAHHMH 110 CO3/IAHHIO
MYJIETA(QEPMENTHRIX
CEHCOPOB €  TOMOLIBIO
MUKPOKAIICYJI, CONEPKAIITIX
OT OIHOTO JI0 HECKOJBKHX

(epmenTOB

Qeppans
2019r.

1o 1
HOs0pA
2019r.

Bynyr nipopenenw
HOTTOTOrIITCIIBHBIC HCCTIEI0BAITHS
TIO CO3IAITAIO MYETH(EPMEHTHBIX
CEHCOPOB C IIOMOIIIBIO
MIKPOKAIICYJI, COTEPIKAIIAX OT
OZIHOTO 1O HCCKOJEKHX ,
()SPMEHTOS.

BynyT nomyucHL MUKpOKaricys:,
comepkamue 2-3 depmenta. Byner
u3yuena ux pabora 1o
CIIOCOGHOCTII IETEKTHPOBATH

COOTBETCTBYIOLIHE CyOCTpaTE],
TIOJTy YEHLI KHHETHYECKHE
XapaKTepHCTHKI. Byner
TIPOBEZICHO CpaBHEHHE pabOTHI
(epMEHTOB, HHKATICY THPOBAHHBIX
IO OTJENIEHOCTH H BMECTE,

At

Cozmanue (epMenTHBIX M
MYIBTH()EPMEHTHBIX

(comepalyIX  HECKOJLKO
HE3aBHCHMBIX  (pepMEHTOB)

®eppans
2019r.

Jo |
HOSAOpst
2019r.

Bymyr cosnansl epmenTHbIe 11
MYNbTIHEDMEITHEIE
(comepxalmyie ICCKOIBKO
HE3aBHCHMLIX (hepMEHTOB)
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OHOCEHCOPOB C 3aJIaHHBEIMH
XapaKTepHCTHKAMH

OHOCEHCOPEI ¢ 3aAHHBIMH
XapaKTCPHCTHKAMH.

BymyT nomydens! pepmenTHEIE
(s paHee He
MMMOOHTH30BAHHBIX (DePMEHTOB)
H MyJIETH(EPMEHTHEBIE
Grocerncopsl. ByayT onpenenersr
JHAana3oHbI IEHCTBYIOMHX
KOHLEHTpalHi cybcTparos,
H0ZOOpaHBI CpeIbl it
HCCIIEIOBAHMI U YCIIOBHSA
XpaHeHws.,

23

Waroroniienue
noMEpMEHTHOTO
MHKPOpeaKTopa,
obecnieynBaroLLEro
IPOXOXKIEHHUS CONMPSDKEHHBIX
(hepmenTaTHBHEIX peaximit

I/Ifbab
2019r.

o 1
HOA0pA
2019r.

Byner mrorornen
OJH(EPMEHTHBIH MEKPOPEAKTOp,
00eCIIeUHBAFOIIHH POXOKICHHE
CONPSDKEHHEIX peakiyid, ByxyT
TIOJTy9EHBIIAHHbIE 0 BO3MOKHOCTH
JIETEKTHPOBATL METabOIHTEI B

TECTOBBIX PacTBOpax

24

ITogrotoBka  myOmiKarmi.
IlogrotoBka 3asBKM Ha
TIaTEHT. [TorroToBka
[IPOMEIKYTOYHOIO OTYEeTa

Centabps
2019r.

no 1
HOSIOpsI
2019 r.

Ilo pesynbraram pabots! Gyner
onybmukoBanal ¥ onana | crames
B PELICH3UPYEMBIX 3aPYOeKHBIX
HayYHBIX IB3IAHHSX,
HHIEKCHPYEMBIX B 6a3ax JaHHBIX
WebofScience rwm Scopus ¢
HEHYJIEBBIM HMIIaKT-(paKTopom.
Byner nojiana 3asBKa Ha IaTenT.
Io pesynbraram pabors! 6yner
TIOZITOTORJIEN! IIPOMEKYTOYHEIH
OTHeT

IIposenenue
HCCIIEIOBATEIECKUX  paboT
no paspabotke mpuGopa-
aHa/m3aropa b1yl
ONpe/ierieHUs] METabOHTOB B
OMOMOTHYECKHX  JKHIKOCTIX
Ha OCHOBE HOBOIO THIIA
TOMMEPHOTO OHOAATIHKA

®eBpaib
2020 .

1o 1
HOS0ps
2020,

Byny nposezieHs!
HCCIIEZIOBATENIBCKHE paboTEI 110
paspaboTie nprGopa-aHamAzaTopa Y1
ornpezesieHHs METabOTHTOB B
OHOMOTHYECKHX SKHIKOCTIX Ha OCHOBE
HOBOIO THIIA NOTHMEPHOIO
GronararKa.
Io pesymbTaram pabor Gynet
TEXHHYECKOE 3/{aHHe 1ia
OIBITHO-KO) pabotei
(T3 na OKP) 1a m3roTosneHue
nprbopa-anamsaropa. Byner
ormyGHKkoBaHa 1 crates B
PELIEH3HPYEMBIX 3apyOEMKHBIX
HAY4HBIX H3IAHHAX,
HHJIEKCHPYEMBIX B 6a3ax TaHHbIX
WebofScience wm Scopus ¢
HEHYJIEBBIM HMIIAKT-(HaKTOpoM.
Pesynerare! pabor 6ymyT

| AOTIOXKEHBI HA MEXKIYHAPOIHOH

KOH(epeHI .
INomyden 1 narenr

TloaroToBneH 3aKHOYHTETEHEL
OTYeT

3.1

Wzyuernne paboTsl

Despansb
2020 r.

o 1

BynyT m3yyens1 paboTs
(pepMEHTHBIX 1
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(bepMerTHBIX H HOAOpS | MyJIBTHDEPMEHTHBIX
MYJIETH(EPMEHTHBIX 2020 r. | (comepkanpix 2 u 60r1ee
(comepkarmux 2 u Gomee (epmerTOB) GHOCEHCOPOB C
(epmMeRTOB) GHOCEHCOPOR ¢ 3aJaHHBIMH XapaKTEPHCTHKAMH 110
3aIaHHbIMH JUMTELHOCTH paboThl H
XapaKTePUCTHKAMH o BO3MOKHOCTH OTIPEIEIICHHS
IUHTEEHOCTH  paboThl | COOTBETCTBYIONIHMX CYOCTPATOB B
BO3MOXHOCTH  OTPEIE/ICHEIS Ouonorieckix xamocrsx -
COOTBETCTBYIOX Bynyr onpenenens: ymrensrocts
cy6eTparos & paboTbI )Gnonartuncon (Henmemm,

, MECSIILI), BOBMOXKHOCTS
GHOJIOrHYEeCKHX HHIKOCTIX NCTeKTHPOBATE MeTAGOMTEIB

KpPOBH H MOYe

32 H3yaenne pabotel | Despans no 1 | Bynermyuena pabora
HoM(pepMERTHOrO 2020 r. HOF6pg | TOIH(bePMENTIIONo MHKpopeakTopa
MHKpOpeaKTopa 2020 r. °6°°"°‘“'Ba'°m£$ POXOIEHIS

COMPKEHHBIX MCHTATHBHEBIX
0 o peaxupii. Byner u3rorornen
SPOXOE/ISHAL COUPAHCHHBIX ro/mbepMENTHLI MAKPOPEaKTOp,
(pepMEHTATHBHEIX peaKiyii. obecrie HBAIOLIHI NPOXOHKTIEHHE
CONPSDKCHHLIX (PCPM 2HTATHBHBIX
peakipii. ByayT onpenenens
JHanasoribl ACHCTBYHOLLMX
KOHUCHTDALIA, TI0O00PaHbI Cpebl
ZU1sl HCCTIeNIOBaHHIA. By myT nosmydeHs!
KMHETHYSCKHE XAPAKTEPHCTHKH.

3.3 PaspaGorka 6ronaranka s | Deppais Jo 1 | Byzer paspa5oran 6uopardin ayis
ompefenicHus  cyberparo | 2020r. HOs1Ops1 | OmpeseneHtst CyGeTparos ,
MOTEHIMOMETPHYCCKHIM 2020 r. | HOTEHINIOMEIPHYECKHM IV/HITH
WWIH  aMIIepOMETPHYECKAM aMIIEPOMETPHYECKHM METOZIOM,
METOZIOM ByzyT orpoGobans! HecKoJbKO

THIIOB 5TIeeK (110 pasMepy, 00BeMy
HCCIIE/yeMOM HHMIKOCTH) VISt
H3MepeHIisa o0pasiion
OHOMOTYECKIIX JKHAKOCTE L, B TOM
YHCJIE H3TOTORIICHHBIX C OMOLIBIO
3D-npunrepa. BynyT ompo6osass!
2-3 Tvna MEKTPOIOB C PASHBIMII
XapaKTEPHCTHKAMH T10 JUAIA30ITy
HCCIIETYeMBIX KOHLICHTpAITIIi,
TOYHOCTH H3MEPEHIIS U T.II.

3.4 PaspaGorka  Texmmdeckoro | CenTsa6ps 1o 1 | Byner paspaborano TexHmdeckoe
3anamms  Ha  omerrHO- | 2020T. | mHosaOps | 3anmamue :
KOHCTPYKTOPCKHE pabOoThI Ha 2020 r. | Ha ONMBITHO-KOHCTPYKTOPCKHE
H3TOTOBNEHHE  npHOOpa- PalOTBI Ha M3TOTORNEHHE
aHayM3aTopa  MeTaGOoJIHTOB 1HOOpa-aHAIBaTepa
GHOJOrHYSCKIX HHIKOCTER MeTabO0MTOB GHOIONIYSCKIX

HHIIKOCTET

Bynyt BLiGpanL (bepuemm s
CO3OAHIIY OHOMATYMKA K .
paspabaTLiBacMOMy 1TpaGOpY-
anamsaropy (2-3 depmenra).
BynyT BEIGpaHb METOIEL
PCTHCTPALIH CHTHAJIOB.

Pazpaboranc T3 na OKP
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Koppekrupopka 3asiBkun  Ha
MaTexT. ITogroroska
SAKIOYHTEITEHOIO OTYETA

OxTa6pb
2020r.

Jo 1
HOSOpst
2020 r.

byier nposeiena koppekTHpoBKa
BASIBKH HA [TATCHT.

bymyt yerpanenst veocrarku
3AABKH HA [IATCHT B COOTBETCTBHE C
TpeOOBAHUSIMH TTATCHTHBIX
opraiusanuil. by ayT nposeneHnbl
JIONOJIHHTEIILHBIC MCCICTOBAHMS
(1pu HeoOxomIMocTH). [To
pesyiIbraraM MPoRe/ICHHbIX
HCCIieZIoBaHHi OY/IeT MOATOTORIIEH
3AKIMOYHTEIIBHBIH OTYET,

Or 3akazuuka:
[lpencenarens

I'Y «Komurer nayku Munucrepersa oGpasosanus

H Hayku PKy

Ot Ucnonnurens:

Q@PCTL,- HMbanynnaesa C.K.

(noan PICI:V
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I'panToBoe punaHcHpOBaHHE
(pe3ynbrathl 32 2018 rox)

ITonHoe HaHMeHOBaHHe Homep Bua HccnenoBanui HaumeHoBaHHe JlaTa Hayana JaTta
OpraHH3alHH- rpaHTa NpoeKTa NpoeKTa 3aBepUICHHS
HCMOJIHHTEJIS MPOEKTa

Pecry6nukanckoe AP05134201 TIPUKJIAJHBIE Paspabotka 01.02.2018 31.12.2018
IOCYJapPCTBEHHOE MYTBETHEPMEHTHBIX
NpEeNpHATHE Ha TpaBe 6HOCCHCOPOB HA
XO39HCTBEHHOTO BEJICHHS OCHOBE MOIMMEPHOIO
Kb13p110p AMHCKHIH HaHOMaTepHa/Ia.
rocyapCTBEHHBIH Hrotosnenne
YHHBEPCHTET HMEHH SKCIIGPUMEHTATEHOIO
KopksiT ATa MuHHCTEpCTBA obpasua nputopa-
06pa3oBaHus U HAYKH aHaIM3aTopa ¢
Pecny6imuku Kaszaxcran TIOJIMMEPHBIMU
(hepMEHTHBIMU
CEHCOpaMH 1A
OINpEZCTCHNA IBYX
METabOJTHTOB B
6HONOTHYECKHX
HHUIKOCTIX.

Konuuectso

Bua nomyueHHoro pesynsrara

TIpoBeneHs! uccnenoBanus GuGEPMEHTHOM CHCTEMBI ypeasa-NepOKCHIa3a XpeHa. TH JBa (hepMeHTa GbLIH MHKAICy/IMpOBaHbl B OTHU K
TE€ K€ MMKDOKANCylbl C YHCIOM CIO€B 5 M 3HAKOM 3apaja MONMINEKTPONMTa (-), KOHTAKTHPYIOWEro ¢ (hepMEHTaMH.
[ToTeHUHOMETPHYECKHM H CIEKTPO(OTOMETPHYECKHM METOIAMHU MOKA3aHO, YTO 3TH (hEPMEHTHI CIIOCOGHBI II00YEPEHO JETEKTHPOBATD
CoGCTBEHHBIE CYGCTpaTEl B OHOM M TOM e sdekike. ITokasaHo, YTO (pePMEHTEI HE BIMAIOT HA aKTHBHOCTh ADYT APYra H HX
KaTaINTHYeCKast AKTHBHOCTb CPABHHMA C AKTHBHOCTBIO OZIHO(EPMEHTHOMH CHCTEMBL.

Konuuectso

Konuuectso

KonuuectBo

MHHOBALIMOHHBIX MIATEHTOB | Ka3aXCTaHCKH €BPa3HICKOro MEKITYHAPOIHBIX HHBIX naTeHTa
HITH aBTOPCKHX X MTATEHTOB naTeHTa narexroB OBCP MEXyHapOJHBI
CBHJIETEIBCTB X NIATEHTOB
(npooadica
nhamexma-
3aKaoueHue,
JAUYEH3UOHHOE
coznawenue,
omcymcmeyem)
BHe/[peHHe pe3yJIbTaToB
Homep HauMeHOBaHHE BHEAPEHUA Tun BHeOpeHus MecTo BHEIPEHHA (32 HCKITIOUCHHEM OpraHH3aLMH
(TexHOMNOTHA, MCTIONHHTENA)
CTaHIapT,
PEKOMEHIALWA,
METOJIMKA, JPYroe)

Konuuecto 0Hy6J'lHKOBaHHBIX JOKJIaZIOB H CTAaThH IO pE3yJibTaTaM
MCCIIEOBAHUH Ha MEXAYHAPOAHBIX KOH(DCPCHL[HHX, HMECIOLIUX

UMNakT-(hakTop

_
KonuuecTso OlTyﬁJ'lHKOBaHHLIX JIOKJIaIOB H CTATbH IO
pe3yJsibTaTtaM HCCIIeIOBAaHUH HA PErAOHAJIBHBIX U MECTHBIX

KOH(epeHLMAX

OAINOTOBKA a/IpOB

2

KoumuecTBo HCTIOHUTEIEH, MMEIOLIMX YYEHBIH CTereHb

Koumyectso 3apyOeiHbIX yueHbIX, MpUBNeueHHbIX k HAP

VYyactue PhD CTyzeHTOB, MardCTpaHTOoB B nponezlemm KCCTIEIOBAHHH B paMKax IIOATOTOBKH CBOHX

87242231041

ksu@korkyt.kz

XKynucos A.T.

)
R /‘\
A\ Ka*@“ C

BIB

3HAYEHHE B OTAENBHOM Aueiike
MO PHJIOXKHTH KOHH JOKYMEHTOB NOATBEPHKIAIOMIMX HH(OPMALIHIO
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PABOTDBI C KOH®EPEHIINN

HAVUYHOE IIPUHOPOCTPOEHHE, 2018, mom 28, Ne 3, ¢. 3643

PASPABOTKA BUOJATYUKA MOYEBHUHbBI C IPUMEHEHUEM
HOJMMEPHBIX TEXHOJIOTHU UIAA AHAJIM30B KPOBU U MOYH

Ha ocnoBe TIOJIMMCPHBIX HAHOTEXHOJIOTHI CO3/IaHbI q)epMeHTHI)Ie JaTIUKA U MUKPOPCAKTOPEL, CIIOCOOHEBIE olpese-
JBITE MOYCBUHY B KUJAKOCTIX. HOKaSaHO, qTo 6I/IOCGHCOp MOYCBHHEI CIIOCOOEH pa60TaT1> B TCUCHHUC JIIHUTCIBHOTO
BpEeMCHHN (Z[O 2 MGC.) 0e3 3HAYHTEILHON TIOTEpU aKTUBHOCTHU @epMeHTa. HOJ'II/IMepHaH TCXHOJIOIUA U3IOTOBJICHUA
JaTINKOB MCHEC TPYAOCMKas 1 JOPOTOCTOMAIAA 11O CPAaBHCHUIO € JIDYI'UMHU aHAJIOTUIHBIMU TCXHOJIOTNAMU. Hpe/:[na-
TaroTCAa K pa3pa60TKe 6I/IOCGHCOpHLIe HpI/I60pI>I - aHaJIn3aTOPLI MOYCBUHEI € ITOJIMMCPHBLIMHI CI)epMeHTHI)IMI/I qUIIaMHA
JUIS DKCIIpecC-TMarHOCTUKI OHOIIOTHIECKIX KUAJKOCTEH (KpOBI), MO‘Ia).

K. ca.: depMeHTHEIE GHOCEHCOPHI, MOMMMEPHBIM HaHOMaTeprall, HOPTaTHBHEINA aHAIN3aTop, MUKPOPEaKTop,

MUKPOKAIICYJIbI, MOUYCBHHA

BBEJEHUE

O6beM MPOBOIUMBIX JTAOOPATOPHBIX HCCIICAOBA-
HUH BO BCEM MHpPE HEYKIOHHO PacTeT MU JOCTHUTAcT
45 MApA. aHATU30B B TOA, NPUYEM B IMPOMBILIUIEHHO
Pa3BUTHIX CTPaHaxX KOJIMYECTBO aHATHM30B Ha | xuTe-
1a gocruraet 40-60 exeromHo. YHUBCpPCaTbHBIC OHO-
XUMHYECKHE aHAIN3aTOPbl TPOM3BOMAT aHAIH3 JIEO-
ObIX OHONOTHYECKUX JKUAKOCTCH (CyOcTpartsl, ¢ep-
MEHTBI, JIAITHABL, JICKAPCTBEHHBIE TIPETIapaThl, TOPMO-
HbI, OCIKH, 3ICKTPOIUTHI, HAPKOTHKH). VX BhIMyCKa-
10T 0koo 60 (hUpM, OCHOBHBIMH MPOU3BOAUTEIIMH
apsores  pupmer  "26601" (CLHA), Siibullxeiil
(Asctpus), "Koue" (Ounmanmus), "Hosa" (CILA),
"Kopuunr" (Aurmms), "bekman" (CIHA), "Paawmo-
metp" (Jlanus). bombimuM crpocoM MONB3YKOTCS TO-
TOBBIE HAaOOpPBI PEAKTHBOB. PBHIHOK WX COCTaBILICT
puMepHO 27 MIIpA. AOMUIAPOB HPH MHPOBOM PBIHKE
1a60paTOPHBIX TPUOOPOB B 6 MIPA, A0

Jma OuoXuMHYCCKUX WCCICAOBAHUHN (ompeacic-
HHE OPTraHHYECKMX W HEOPTaHWYECKUX XHMHYECKHX
BEINECTB, TAKUX KaK WOHBI KaJHd, HATPHUA, KaJbIHA,
MarHHd, JHTHA, XJIopa, CyOCTpaTel, MCTaOOJHTHI,
(epMeHTEl OHOXMMHYECKUX MPOLIECCOB B  KPOBH
U JApYyrux OHOMOIMYECKHX JKUAKOCTIX HYCIOBCKA)
MIPUMEHSTIOTCS  CIIEKTPOCKOMMYIECKUE  aHAIM3aTOPHI.
IlepcniekTHBHBIMI TIPHU3HAHBI VHUBEPCAJIbHBIE OHO-
XUMHUECCKHE aHATM3aTOPBI, C TIOMOINBIO KOTOPBIX
MIPOM3BOANTCS aHAIM3 JIFOOBIX OHOIOrMYIECKHUX JKHA-
KOCTEH Ha COJCPKaHHE Pa3NHIHBIX KOMIIOHCHTOB.
Onnakxo B HacToAIIEe BPEeMs OTCYTCTBYIOT ITOPTATHB-
HBIC TTPUOOPEI JAHHOTO KJIACCA.

Pa3zpaboTtka mopTaTHBHBIX MPUOOPOB AT MPOBC-
JICHHUA aHAJIN30B OMONOTHIECKUX JKHIKOCTEH SBJIACT-
Cs aKTyanbHOH 3a1adyell COBPEMEHHOW MEAMIIMHCKOMU

36

guarHocThkd. OcoObIi MHTEpEC Cpead TOPTATHBHBIX
AHATH3AaTOPOB  PA3NMUYHBIX BCLICCTB HECOMHCHHO
MPEACTABISIOT AHATH3aTOPbI HA OCHOBE OHOCCHCOPOB.
Jro6oit GroceHCOp COCTOMT M3 ABYX (PYHKLIMOHAIIB-
HBIX 3JICMCHTOB. OMOmATIMKA, COACPKaImero Omoce-
JEKTHUPYIOIMM Mareprat, u (U3HIeckoro mpeodpa-
30BATCIIA, TPAHCHOPMUPYIOIICTO MHOOOH reHepUpye-
MBI CHrHajl (KOHLCHTPALMS HMOHOB, MAacca, LBET
U T. 1.) B 3JeKTpudeckuii. B pomu Guocenekrupyro-
[ICr0 MaTepHana BBICTYMAIOT BCE THUIBI OHONOTHYE-
CKUX CTPYKTYP — (DCPMCHTBI, aHTUTS/IA, PELCIITOPI,
HYKJIICUHOBBIC KHUCJIOTBI HW JaKC KHUBBIC KIICTKU.
B 6roceHcopax MpUMEHSEOTCSI caMble pasHble (hU3u-
YecKue MmpeoOpa3oBaTely. aMICPOMETPHICCKHE, KOH-
AYKTOMCTPUYICCKUC, ONTHYCCKUC, JTFOMHUHCCLICHTHBIC,
(pIIyopecleHTHBIC, AKYCTUUCCKHE, TPABHTALIUOHHEIC
HT. .

Paspaborka 6roceHCOpOB — KpalHe TPYIOEMKHH
mporecc. Hambonee BaxHbIM aTanm paspaborku (ep-
MCHTHBIX CCHCOPOB — HAJIC/KAIIAST MMMOOMITH3AIIIS
(DCpMCHTOB HAa TBCPABIX HOCHUTCIAX (TIOTOMKKAX).
Hamu paspabotan cnocod ummobunmsanuu (epMeH-
TOB C NMPUMCHCHUCM ITOJIMMCPHBIX TeXHOHOFHﬁ, npu
KOTOPOM HMMOOWIM30BAaHHBIH (JepPMEHT HaXOAUTCS
B (pYHKIMOHAIBHO-aKTUBHOM cocTosHuu [1-3]. Mm-
MoOuIH3a|s (PEPMCHTOB MPOBOIUIACH B OHOCCH-
COPHOM YYBCTBUTC/IBHOM TIIOKPBITUH, MPCACTABIIAO-
meM co0oW KOMOHMHALIMIO HAHOMETPOBBIX IONHAJICK-
TPONHUTHBIX CJIOCB M MHUKPOKAIMCYI ¢ (hepMEeHTOM, MO-
MECIICHHBIX MEXKIY 3TUMU CI0siMu (puc. 1).

Kak 0pL10 mokazaHO B 3THX paboTax, (pepMEeHTHI
B MHKPOSYCHKAX MOIUMEPHOIO MaTepHana HaIeKHO
3AIUIIEHBl OT AarpecCUBHBIX BO3JACHCTBUI Cpeapl
(MHKPODOOB, TIPOTEA3 U T. IL); CITOCOOHBI JCTCKTHPO-
BaTh CyOCTpaThl AIMTEIBHOS BpeMs (40 3 Hemenb
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1 - NONUBNEKTPONUTHLIE CINOU

2 - NONUANEKTPONUTHLIE
Kancynbo

3 - monekynel gepmeHTa

4 - OANOXKa

Puc. 1. DepMeHTHBIH 3IEKTPOJT ¢ TYBCTBUTEIBHBIM OHOCEHCOPHBIM ITOKPLITHEM.

a — CTEKIBIHHBIN pH-pIeKTpo/ ¢ HaHECEHHBIM TYBCTBUTENBHBIM ITOKPHITHEM, COJIEp)armmM GpepMeHT ypea-
3y; 6 — m300pakeHNE HOMUAICKTPOIUTHOTO HOKPHITHSI ¢ MUKPOSICHKaMi B CBETOBOM MUKPOCKOIIE, B —
cXeMaTHIecKoe M300pakeHNE TyBCTBUTEILHOTO TIOKPHITHS ¢ (hepMEHTOM

B YCJIOBHSX XPAaHCHUS MPH KOMHATHOH TEMIICPAType).
B Hacrosmem HCCIEAOBAHMM NPOJOLKEHBI PAaGOTHI
10 YIYYIICHUIO XapaKTePUCTHK pa3paboTaHHOro Gmo-
CEHCOPA MOYCBUHEL

MATEPHAJIBI U METO/1bI

PeakTuBb1 11 000pyIOBaHNe

Hdna  momyueHwss  (epMEHTHBIX  OHONATIUKOB
U (JEpPMEHTHBIX MHKPOPEAKTOPOB HCTIOIb30BATH JTHO-
¢umuzoBannyto yvpeady (EC 3.5.1.5) u3 60608 kaHa-
Baquu MmeueBuanon (Canavalia ensiformis) dupm
"Sigma" wu "Fluka", pactBop ypeassl uz Habopa "Mo-
gepuna KT(200)" (BAO "/uakon-JIC") ¢ akrtuBHO-
ctpro 253000 ex./n, moueBuny o.c.u. (Peaxum), Oyde-
per MES ("Sigma"), Tpuc-HCI ("Sigma"). Comu
CaCl,, Na,COs, NaCl u KCI umenu rpagaumro X.q
UMM 4.4.a. A TaKKe: STHICHIIIHKONBTCTPAYKCYCHAS
(OI'TA) u stuneHanamuuTeTpaykeycHas (O TA)
kucjotel (06¢ "Sigma-Aldrich", CIIIA). s dopmu-
POBaHMSA TUICHOK W 0O0OJIOUCK MHKPOKAICYI, COAep-
KAy (hepMEHTHI UCTIOIB30BAH TTOTHAICKTPOIHTHL:
nommTaneHuMuH (I1OU) ¢ mon. maccoit 600 000—
1000 000, nonuctuponcynsdonar (I1CC), nomanm-
aamun tugpoxiopun (ITAAD), (sce or "Aldrich™)
¢ mom. maccort 60 000-70000. Uccneayemeie Bemmect-
Ba UCNOb30Banu B BUae pactsopos B 0.33 M NaCl.
Bce pacTBOpBI Ol rOTOBUINM Ha JASHOHU30BAHHOU
BOJC, MONYYCHHOH MyTEeM OYHCTKH JUCTH/LUTUPOBAH-
HOHM Bompl ¢ momomeio Arium 611-UF ("Sartorius").
[pooaumocts BoAbl cocTaBisuia 1 MkCm/cM.

HAYYHOE ITPUBOPOCTPOEHHMUE, 2018, Tom 28, Ne 3

B pabote Oblm 3aeHCTBOBAHBI CIIGAYIOUINE MIPH-
ooper: cnekrpodoromerp Beckman UV/Vis DU 520
(CIITA), mukpockon Nikon eclipse E200, 4-kanasb-
HBIH TOTCHIHO-MUKPOAMIICPOMETPHUICCKUM aHAJIOTO-
uudposoii yeuurens "Record-4usb” ¢ mogxmoueHu-
eM k kommeioTepy (paspadorka UBK PAH), pH-merp
Beckman @ 690 pH/Temp/mV/ISE Meter (CILA),
mukpockon Axiovert 200, dotomerp (Mozmeme 680
BIO-RAD, CIIA), Vortex (mpubop Amd BCTpsAXUBa-
HHS W TICPEMCIOMBAHUSA), YIABTPA3BYKOBas BaHHA,
MarHWTHAs MEIIAKa, HCHTPH(yra HACTOIbHAS, TIONY-
aBTOMaTHdeckue MUKpormreTku Ha 2-20 mxa, 20—
200 mxor, 200-1000 mxor, 5000 M1, kamepa [opscea.

Mertoap! Bccjie0B aHUI

Honyuenue hepmenmcooepyucaiux Kaivyuil
KapOoOHamuvix KOpoewix yacmuy,

B kagecTBe KOPOBBIX MHKPOYACTHIl JUIA IOTyUe-
HUA TONHAIEKTPOIMTHBIX KarCyJl HWCIOIb30BAIH CO-
ctaBHbIe MUKpocdepomutel CaCO;—06emok.

CaCO;-MHUKPOCHEPOTUTHL TIOAYIATH [0 PCAKLHH
HMOHHOTO O0OMEHa NpPH CMEIIMBAHHM PacTBOPOB XJIO-
pHCTOrO Kamblyd M KapOOHATa B NPHUCYTCTBHH OCJIKa
(depmenTa) meTomom OuoMmuHEpaau3auuu [4—06].

Honyuenue hepmenmcoodeprcaniux
ROUITEKMPOTIUMIH BIX MUKPOKANC).JL

[lonmm3 neKTPOIUTHBIE MHKPOKAICYNBI C ypea3oH
MOAyYaId METOAOM moouepeaHoi aacopOuuu (layer-
by-layer) ¢ HaHCCEHHEM MOJICKYJ MOTHCTUPOJICYIb-
¢ponata (IICC) m nommaniuiaMuH THOPOXIOPUAA
(ITAAT") Ha cocraBHbIC Kamblui-KapOOHATHBIC Che-
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POJIUTHI, COACpKAIIUE Vpea3y, KaK OmucaHo B pabo-
Tax [4-6].

[loouepeanoe HacrmaviBaHWE MPOTHBOIOIOXKHO 3a-
PSDKCHHBIX  MAKPOMOJICKYN MONTH3JICKTPOIUTOB Ha
KOJUTOWAHBIC YACTULBI MPOBOIUIH 3—5 pa3, momydas
3- / S-cmolinyro obomouky ¢ apxurektypoi [IA-
AT/(TICC/MAAT), u IICC/ITAAT/TICC), rae n =
=1, 2. Ilpoueaypa (opMHUPOBAHHS MHUKPOKAIICYJT
MpOBOMIAChE TPH KOMHATHOH Temmepatype (15—
25°C). KonTpone pazMepoB MHKpPOKAIICYI U cepud-
HOCTh KaJbLIUH-KapOOHATHBIX YACTHL OCYINECCTBILSLIN
¢ moMOIIBpI cBeToBOro Mukpockomna Nikon eclipse
E200. YgancHme kamplui-KapOOHATHBIX YACTHI W3
MHKPOKAICYJ OCYIICCTBISTH TPH  BBEIACPKHBAHUH
pacTBOpa ¢ MHKPOKANCYTaMH B JHATH3HBIX MEIIKAX
B TeucHue oT 3 A0 12-15 B 25 MM OI'TA wmm O/1-
TA npu temmepatype 4 °C i 20 °C npu moauiena-
qusaann  cpensl (pH 7.2-7.5). KommuecTso karcyi
B PacTBOpPE MOACYUTHIBAIM C MOMOIIBIO Kamepbl ['o-
pscBa.

Tomenvyuomempuueckuii cnoco6 onpedenenus
KOHUEeHmpayuu Mouesunvl ¢ ROMOWBIO
cmanoapmuozo pH-2n1exmpooa

ITo meroauke, ommucanHol B padotax [1, 2], momy-
qaau TOTCHIUOMCTPHUYCCKAN TONMMMCPHBIN OHomat-
YUK MOYCBUHBI HA OCHOBE MOAM(HUIMPOBAHHOIO
crexsiHHOro pH-snexktpoaa (puc. 1, a). Mamepenus
KOHIIGHTPAIMH HOHOB BOJOPOAA B MICCIEAYEMOM pac-
TBOPC MPOBOTIIM C TIOMOIIBIO UCTHIPCXKAHATBHOTO
ALIT "Pekopa 4usb". Pacteop nepemernvBaim Mar-
HUTHOM MEIIATKOM W NOAACPKUBATH TEMIIEPaTypy
25 £ 1°C ¢ momomsro Tepmoctata U-1 (T'epmanus).
3ateMm B Hee A00aB/SUTH mpenapat pepMeHTa B HEOO-
XOAMMBIX KOJHYECTBAX WM BBOJUIH MOAHDUIIUPO-
BaHHBIM pH-3nektpon. Peructpupyemenii (B MB) me-
JOYHOM caBUr pH BEIXOAWMIT HA HACHIINICHUC B TCUICHUC
20-30c.

Craructiueckasi 06padoTKa pe3yjbTaToB

Kaxznasa sxcnepuMeHTanibHas ToOUKa momydeHa 3—7
noBTOpaMu. Pe3yiabTaTel NMPeACTaBICHB Ha PUCYHKAX
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KoHueHTpauns moyesuHbl, M

B BHJAE CPEIHUX 3HAUCHWH + CTaHZAPTHOS OTKIJIOHE-
unue. CratucTudeckas o0paboTKa PE3yJIbTaTOB MPO-
BoxMIach ¢ momompio mporpammsl  OriginPro 8.6.
s OLleHKM CTaTUCTHYECKOM JOCTOBEPHOCTH UC-
moie3oBam Merox ANOVA ¢ BepositHOcTRIO P >
>0.95.

PE3YJIbTATBI 1 OBCYKJAEHUE

BriepBeie BO3MOKHOCTE U3MEPCHUS KOHLICHTPALIUH
MOYEBHHBI MOIU(PHIIMPOBAHHBIM CTEKISSHHBIM pH-
3JCKTPOAOM, HA KOTOPBIH HAHOCHIIOCH YJIbTPATOHKOS
YYBCTBUTE/IBHOC MOTUMEPHOS MOKPHITHE C YPEa3oid,
Obuta mokaszaHa Hamu B pabortax [1, 2] Creayrompue
CBOWCTBA MOJUMEPHOTO TMOKPBITHS OOCCIICUUIN ITY
BO3MOXKHOCTB. XOPOIIas MPOHULIACMOCTh O3 JICK-
TPONUTHBIX MYJIBTHCIOCB s cyOcTpaTa (MOYCBUHBI)
¥ MPOAYKTOB €r0 Pa3jmKEHUS yPea3oil; HenpoHuUIlae-
MOCTh 3THX CIOEB s (pepMeHTa; coxpaHeHue ¢ep-
MCHTOM, HAXOMSIIMMCS B SIYCHKAX MOKPBITHS, BBICO-
KOM aKTHBHOCTH JOCTAaTOYHO [UTUTCIBHOC BPEMs; a
TAKKE CYIICCTBCHHBIM 3aICIaYHBAHUCM CPCIbl TPH
Pa3JIoKCHUH MOYCBHHBI HA VIJICKUCIIBIN ra3 U aMMH-
aK. YIydIIeHHE XapaKTCPUCTHK W CBOWCTB MOIUME-
HOT'O YyBCTBUTEIBHOTO MTOKPBITHS JATYUKA MOUYCBHHBI
CBSI3aHO C TOBBILICHUEM HAYabHONH aKTHBHOCTH HM-
MOOHTH30BaHHOTO (DEPMEHTA, YBCIHUCHUCM TUTS/Ib-
HOCTH PaboTBHl CCHCOPA U BO3MOKHOCTBIO M3MCPCHHUS
MOYEBHHBI B OHOJOrMUECKHUX JKHUAKOCTIX. Kax ObLIo
MOKa3aHo B padote [7], HaM vAaI0Ch JOOUTHCI AOCTA-
TOYHO BBICOKOH aKTHBHOCTH HMMMOOHTH30BaHHOTO
(depmenTa, xotopas cocraswia 40-50 % axTuBHOCTH
CBOOOAHOIO CBEKCIPUTOTOBICHHOTO (DSPMEHTA.

B mHactosmeit paboTe MPCOCTaBICHBI JTAHHBIC
MO MPOJODKCHHUIO HCCICAOBAHUM, CBA3aHHBIX C M0-
BBIIICHUCM HAYaIbHONW AKTHBHOCTH YPEAa3HOTO CEHCO-
pa. Ha puc. 2 npeacraBieHsl JaHHBIC WCC/ICIOBAHUM
3aBHCUMOCTU OTKIIMKA CTCKIBIHHOrO pH-3mexTpona
OT KOHLICHTPAIU MOUYEBUHBI B U3MEPUTEIBHON A4eii-
Ke A1 ¢cBoOOAHOro (vHus 1) M MHKANCYTUPOBAHHO-
ro (nmunus 2) epMeHTa.

Puc. 2. 3aBucuMocTh OTBETa CTEKISIHHOrO pH-siek-
TpOAa OT KOHIICHTPAITMH MOYEBHHBI (KOHIICHTPAITHIO
depmenta 0.5 MKT onpeensui MeTogoM bpaadopaa).

1 — cBobomumIt hepMenT (ypeasa), 2 — WHKAICYTH-
pOBaHHBIH (PEpMEHT, COAEPKAIIMMCS B MHKPOKAIICY-
nax ¢ apxurekrypoit odonouku [ ICC-ITAAT-TICC.
Cpena nccnepoBamus: 1 MM Tpue-HCL, 1 MM MES,
100 MM NaCl, raganeras pH 5.3
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k] PUCYHKAa BUAHO, YTO AKTUBHOCTb HWHKAIICyJIA-
POBaHHOTO (pepMEHTA CpaBHMMA ¢ AKTHBHOCTBIO CBO-
00IHOTO CBCKCOPUTOTOBICHHOTO (JCPMCHTa U CO-
crapuia 71+1.5 % ot ero akrueHOCTH. B mpomecce
WHKANCy BN (PEPMEHTBI YaCTHIHO MOBPEIKIAROTCS,
U B ICPBBIX HCCICAOBAHUAX HA Karcynax ¢ (epMeH-
TOM JOCTHYb BBICOKOM Ha4daabHOM AKTUBHOCTHU HH-
Karcy/IMPOBaHHOrO (pepmeHTa HE yaaBanock. OObMHO
HaOM0ATI0Ch CHIDKCHUE AKTUBHOCTH HHKAICYJIHPO-
BaHHBIX (pepmeHTOB B 67 pa3 [1, 6, §]. bouskue pe-
3YJbTAThl K HAMIUM 3JSKCICPUMCHTAJIbHBIM JTAaHHBIM,
npeaACTaBJICHHBIMU B JAHHOM HCCJICAOBAHHUU IO HH-
KaIlCyJIMPOBAHHOM ypease, ObUTH TOJIVICHHEI B paboTe
[9]. ABTopam Ha mpumepe (pepMeHTa JEKCTpaHAa3bl
YJAJNOCh TONYYUTh WHKAIICYTUPOBAHHBIC (JepPMEHTEHI
C KaTaJUTHYCCKOH AaKTUBHOCTBIO, COCTaBILIIOLICH
80 % ot akTMBHOCTH CBOOOTHOTO (h)epMCHTA (Karcy-
761 (JOPMHUPOBATINCH U3 albIMHATA KAJIbLIHS CO BKITIO-
YCHUEM KPEMHE3eMa).

[lockoapKky HpU  H3MEPEHUSX, MNPOBOAMMBIX
B SYCHKaX CO CBOOOJAHBIM M KaIiCyTHPOBAHHBIM (hep-
MCHTOM, HUCITOIBb30BAJIUCH HCMO,Z[I/ICI)I/ILII/IpOBaHHLIe
CTCKIAHHBIC pH-31IeKTPOaBI, MBI MOMPOOOBATH CPaB-
HUTH m3Mepenua pH mpu npoxokaeHnn KaTaauTHye-
CKOU PeaklyH ypea3a—MOYCBHHA C IIOMOIIBIO MOJH-
(PMLMPOBAHHOTO HAIMM CIOCOOOM BJICKTPOAA M He-
MOAM(HIIPOBAHHOTO 3JEKTPOAA, KOTOPHIE OJHOBPE-

MEHHO OBLTH TIOMEINCHBI B H3MEPUTEIBHYIO TICHKY.
[lpn sTOM peakuys pa3ioKeHHA MOYCBHHBI TIPOXOIH-
Ja B OMOYYBCTBHUTEIBLHOM CIIOE MOAM(DHITIPOBAHHOTO
anekrpona (puc. 3).

[lokazano, 4TO MOTECHIMOMETPHUYECKHUM METOAOM
€ TOMOINBIO HOBOTO THIIA TOIMMEPHOTO YpPEa3HOro
CeHCcOopa Ha CTEKIIHHOM pH-37eKkTpose BO3ZMOXKHO
MPOBOJUTE HM3MCPCHUS KOHLICHTPALMH MOYCBUHBI,
HaunHadg ot 10-20 MxM. Bepxuuit npenen m3MepeHui
3aBHCHAT OT KOHLICHTPAIIMM Ypeasbl, TOMEIICHHOH
B TIOJIM3JIEKTPOIUTHOE TIOKPBITHE, U OT CBOMCTB 3JICK-
tpoma. Ham ymaBanocs m3mepsate 6omee 100 MM mo-
4yeBHHBL, M3 amarpaMMel OMBITA BHIHO, YTO BPEMS
MOJIyIEHH OTBETa TIOCIE KAaTAJUTHYECKOH PEaKLH
(hepMEHT—CYOCTpPaT ¢ MOMOIIBIO MOTHU(DUIIUPOBAH-
HOTO W HeMOAU(HUITHPOBAHHOTO 3NIEKTPOJOB IPAKTH-
YeCKH HE OTIMYAIOTCS JPYT OT APyra. JTO CBA3aHO
¢ TeM, 4TO CyOCTpaT (MOUCBHHA) M MPOAYKTH pacria-
Ja KaTATMTHYCCKON peakLiH ypeaza—MOUCBHHA (Y-
JICKUCTIBIA Ta3 M aMMHAaK) JIETKO NMPOHHKAIOT depe3
HAHOMETPOBYIO TIOJIMAIEKTPOINTHYIO O0OIOUKY, OT-
JENAIOIYI0 ypeady OT BHEIIHero pacteopa. Taxwe
PE3YIBTATH IKCIEPUMEHTOB ITO3BOIMIN HaM CO37a-
BaTh HE TOJBKO (JEPMECHTHBIC 3JICKTPOABL, HO U (ep-
MCHTHBIC MHKPOPCAKTOPHI (KOrAa PErUCTPHPYIOLIUN
3JICKTPOA OTACNICH OT YYBCTBHUTEIBHOTO CIIO).
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Puc. 3. ,Z[I/IaI‘paMMa OlBITa TI0 U3MCPCHUIO KOHIICHTpalun MOYCBUHLI € IIOMOIIBIO HGMOZ[I/ICI)I/H_[I/IpOBaHHOFO

(BepxHs KpuBasi) ¥ MoJMHUIMPOBaHHOTO pH-271€KTPOIOB.

UyBCTBUTETHHOE TIOKPHITHE € Ypea3oll HaHeCeHO Ha IMapyK HUKHETO HIICKTPOa.
Cpena uccnenoranmsa: 1 MM MES, 100 MM NaCl, ragansrag pH 6.0
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B kauectBe MHKpOpeakTOpa HCHONb3OBAIH ILIA-
CTUKOBYIO U CTCKIIIHHYIO KHOBCTHI C HAHCCCHHBIM I1O-
JIUDJICKTPOJIUTHBIM TIOKPBITUCM, TAaKUM KC, KaK Ha
mapuke MmoxuduimposantHoro pH-amextpoma. 310
ITOKPBITHE, TPEACTABIAIOMEe CO00H MHOTOCIOHHYIO
IJICHKY, MEXKIY CIOSIMH KOTOPOH OBLT PacIONOKECH
CJIOW TONMHMB3ICKTPOIUTHBIX KaICyll JUAMETPOM OKOJIO
2-5 MKM, 3aTOTHCHHBIX MOJICKYTaMH ypeassl, HaHO-
CHIIOCh Ha OJHY W3 CTCHOK KOBEThl. Hammume He-
CKOJIbKUX, HE MCHEE ITITH, MOIU3JICKTPOIUTHBIX CJIO-
B, OTACIBIINX (JEPMEHTHI OT BHEIIHEH CPEbl, Ipe-
JOXPAHANO TMOCTCAHHE OT WHAKTHBALMH, HAIPHMED,
MOCTOPOHHUMH (pepMeHTaMu win Mukpodamu. OaHOM
13 0COOSHHOCTEH MOKPHITHA OBIIIO TO, YTO CyMMAapHAasd
TOJIIMHA TIOJMMEPHBIX CIOCB COCTABISIA B HEM Me-
Hee 2 Y% oT [uaMeTpa BHYTPSHHHX SHCEK.

Ha puc. 4 mpeacrasieHs! JaHHBIE IO H3YYEHHIO
KaTaJUTIICCKOM aKTUBHOCTH YPCa3Horo MHUKpPOpCaK-
TOpa CIyCTA MATh AHSH HOCTE ero (POPMUPOBAHUSL.

Hccnenosannsa cTaOMIIBHOCTH HOBOTO THITa CEHCO-
pa MOYCBUHBI IIOKAa3alv, YTO IIPU XPaHCHUU Cro
B MUCTHIMPOBAHHOM Boxe mpu Temmepatype 4°C
ceHCop crmocoOeH padorate A0 2 Mmecsnes. [Ipu stom
CHIDKCHHAC AKTUBHOCTH HUMMOOHIN30BAHHOM YpCasbl
10 CPAaBHCHUIO C TICPBOHAYATBHON cocTtaBmsier 40—
50 %. CtaGunpHOCTH CEHCOpPA BO BPSMEHH MOMKET
B TOM 9HCJIe O0YCIIABINBATECH CTAOMIBHOCTBIO TIOJIH-
3JICKTPOIUTHBIX 000NOUCK, 3AIIUIIAKIMUX (HEPMCHTEI
OT BHEIIHEH CpeAbl B MUKPOSIUEHKaxX MOKphITHA. Bo3-
MOXKHO, B 3TOM CIy4ae, pa3Mepbl MHKPOKAICYIL,
a TaKKe YUCIO TOJHMIJICKTPOIUTHEIX CIOCB, 0oOpa-
3VIOLUX 00O0IOYKY MHUKPOKAICYJ, OVAYT HMETh 3Ha-
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YCHUE [T YBEIUUCHHUS CTAOHIBHOCTH IMOIHMAIICKTPO-
JUTHOrO MOKpbITHA. Hamu ObUTH MpOBEICHBI TICPBHY-
HBIC HCCIICIOBAHHUS MPOYHOCTH MHKPOKAICYT pazMe-
pom 10 MKM, coxmeprKamuxX KaibIHH-KapOOHATHOS
Spo, ¢ ToMoIpo HaHoTBepAoMmepa "HanoCxan-4D"
[10]. Beuto moxazaHO, 9TO Pa3pyLICHHC CANHITHOH
MHKPOKAICYbl MPOUCXOANIO IMPU €€ CXKATHH Ha
1.1 MxM m BenmuwHON Harpysku 25 MH. Hccnenosa-
HHE IPOYHOCTH MUKPOKATICY C Y IAJICHHBIM KaTbIIHH-
KapOOHATHBIM SIJPOM B 3aBUCHMOCTH OT Pa3sMEpOB
MHKPOKATICYT W YHCAA CJIOCB TOMHAJICKTPOINTOB
000MOYKH Kamncys HNPeACTaBISICT HHTEPEC IS MOBBI-
LICHUA CTaOMIBHOCTH MHUKPOKAICYN U HOBOTO IOIH-
3JICKTPOIUTHOTO TIOKPBITHSL.

HeobxoapMoii cocTaBismoLIe HeCIeA0BaHUH TIPH
paspaboTke OHOTATINKOB — 3TO HCIBITAHUA Ha OHO-
JOTHYECKUX KUIKOCTAX. MccmemoBaHus ypeasHOro
MOTUMEPHOTO CEHCOpa AT ONPEACIICHHUS MOYCBHHEI
B OHONOTHYECCKUX JKUAKOCTIX OBUIM MPOBCIACHBI
Ha NpUMEPE MOYH W KPOBH. OTH SKCICPHMCHTHI
MPCACTABIICHH B padoTte [7], M3 KOTOPOH CICAVET, 9TO
€CIIH TOYHOCTh HM3MCPECHHS HALIMM CIIOCOOOM KOH-
LCHTPAllMd MOYCBUHBI B CYTOYHOH MO4YE, pa3BEACH-
HoW B 100 pa3, nmpubmokaercs K omwuoOKe, MOIydac-
MOH NP pa3BeJCHUH MOYH, TO WHAS KapTHHA HAaOIO-
JacTcs MNP H3MEPCHHSIX MOYCBHHBI B CHIBOPOTKE
kpoBH. KpoBb y pasHBIX MHOACH UMEET COOCTBCHHYIO
pH u 6ydepHyro eMKOCTB, TOITOMY IPH H3MEPEHHIX
MOYCBHHBI B CHIBOPOTKE KPOBH HaMH ObLT OMpOOOBaH
METOJ "ABOWHBIX M00ABOK", KOTOPBIA TIOBBICHII TOY-
HOCTBb U3MCPCHUH 10 5 %o.

Puc. 4. 3aBUCHMOCTb OTBETA CTEKILTHHOTO
pH-a1exTposa OT KOHIEHTpAIlUd MOYEBU-
HBEl (KOHIIEHTpaIrio (epMenTa 3 MKT Oll-
penensiu MeTooM bpaadopna).

1 — cBoGoxmEIit epMent (ypeasa), 2 —
(hepMeHT, UMMOOIIM30BAHHEI Ha OOKO-
BOHl IOBEPXHOCTH CHEKTPOdOTOMETpHIC-
CKOH sMelKn W cozepikaruicss B MHKPO-
sigefkaxX TyBCTBHTEIBHOTO ITOKPHITHS € ap-
xurektypol  obomouku  [TAAT-(TICC-
TTAAT),.

Cpena uccienopanust: 1 MM MES, 100 MM

NaCl, magansras pH 6.0
100.0
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Puc. 5. CpaBuenue szaBucumocreit orsera pH-
YYBCTBUTEIHHOTO IIOIEBOTO TPAH3UCTOPA U CTEK-
JISIHHOTO pH-371€eKTposa OT KOHIICHTpaIid MOde-
BHHBL

UyBCTBUTENBHOE MOKPHITHE HAHECCHO Ha IMApHK
CTEKJISTHHOTO DIICKTPO/Ia M Ha OBEPXHOCTH PErH-
CTPUPYIOITETO DIEMEHTa TPaH3UCTOPA.

Cpena uccaenopanms: 2 MM Tpuc-HCI, 200 MM
NaCl, ravansras pH 7.8

KOHUeHTpaLMa MoYeBUHbl, MM

YyBCTBUTEIBHOCTD YPEA3HOTO JATYHKA MOKHO
CYILICCTBCHHO IIOBBICUTH IIPHU HCIIOIB30BAHUNU pH-
YYBCTBUTEIBHBIX MOJICBBIX TPAH3UCTOPOB (pHC. 3).

Kax BumHO U3 prCYVHKA, MTONCBOM TPAH3UCTOP VBC-
JIMIWIT IYBCTBUTCIIBHOCTE CCHCOPA, OOIbBIIC YEM Ha
nopsaok. Pacxon ¢epMeHTa MpH CO3AaHUH YYBCTBH-
TEMBHOTO TOKPHITHS HA TOICBOM TPAH3UCTOPE COCTa-
Bun 20 mxi1 w3 Habopa Ha 3 mu (cM. "Matepuansl
¥ METOABI"). ITO KOJIUYICCTBO (PSPMEHTA HUCTIONB3YECT-
Csl IS OAHOTO-ABYX H3MEPCHHI B (DCPMCHTHOM aHa-
JIM3¢ OOBITHBIM CIICKTPAJIbHBIM crocoOOM B MOJTHKIIH-
HHKax.

3AKJIIOYEHHUE

bromatunk MOYCBHHBI, W3TOTOBICHHBIM C TIOMO-
IOBI0 HOJUMEPHBIX TEXHOIOTUW U NPEACTABIJIAOIIMNMI
co00Ol KOMOWHALMIO TIONHAICKTPOIHUTHBIX — CJIOCB
Y MHKPOKAIICYJ ¢ (PSpPMEHTOM BHYTPH M OOOJIOYKOH
N3 3THX K¢ TOTMIJICKTPOIUTOB, KaK IMOKA3aIH YKCIIC-
PUMCHTAIBHBIC JAHHBIC, BIOJHC MPUTOACH IS Ompe-
JCICHIS KOHICHTPALMM MOYCBHHBI B KPOBU U MOUC.
TexHoMOrHS M3rOTOBICHUS (PSPMECHTHOrO OHONATUH-
Ka CYIICCTBCHHO HE OTIIMYACTCSA OT U3BCCTHOH TCXHO-
JOTMH  M3TOTOBJCHMS MUKPOKAMNCYJ ¢ (pepMeHTOM
meroaom laer-by-laer [4-6]. D10 mo3BOMACT HaM TPU
KOHCTPYHPOBAHUM OHOJATIWKA MONB30BATHCA HH-
(dopManyicH, TOMTYICHHOW HA WHKAICYTHPOBAHHBIX
(depmenTax apyrumu aBropamu. [lpu stom GuoceHcop
MOYCBUHEI CIIOCOOCH PaboTaTh B TCUCHUC JTUTCIIEHO-
ro BpemeHHu (1o 2 mec.) 0¢3 3HAYUTCIBHON MOTCPH
aktuBHOCTH (pepmeHTa. OTHUM M3 CYIICCTBCHHBIX
PE3YIBTAaTOB HACTOAIICH paboThI ¢ HAINCH TOYKH 3pC-

HAYYHOE ITPUBOPOCTPOEHHMUE, 2018, Tom 28, Ne 3

HUA SBIOTCA ABa (haktopa. Ilepsriit (hakTop — 310
ONTUMM3ANHA YCJIOBUH NONy4YeHNUA (PYHKIIMOHATIBHO-
AKTHBHOTO (JepMCHTA, HMMOOHUIM30BAHHOTO B MOJH-
3JICKTPONIUTHOE MOKPHITHE, Koraa (pepMeHT mocrie
MPOIEAYPEl  UMMOOPUTM3AIINM  TTOKA3BIBAET AKTHB-
HOCTh, CPAaBHUMYIO C aKTHBHOCTBIO CBEKEIPHUIOTOB-
JeHHOro cobomHoro (epmeHta. Takol pesympTat
MO3BOJIMT YJACLICBUTh PAcXOAbl Ha (JEPMCHTH IPH
CO3/ITaHUH YYBCTBHUTEIBHOTO CJIOS pa3pabaTbiBagMoro
npubopa-aHaIM3aTopa MoueBHHBL M BTOpOU (hakTop,
3TO — TO YTO HOIHUMEPHOE TOKPHITHE C (JEPMEHTOM
crnocobHO paboTaTk HE TOMBKO Kak (DepMEHTHBIN
3JIEKTPOJ, HO M KaK (PepMEHTHBIH MUKPOPEAKTOp, TIPH
9TOM HE YMEHBINAS CKOPOCTh PErHCTPALlM CHUTHANA
OCJIe MPOXOXKACHUA KaTATUTHIECCKOW PeaKIvy ypea-
3a—MOYCBHHA. JTO OOVCIOBICHO TCM, 9TO CJIOH TO-
JIVRIICKTPOIIUTOB, OTACILIIOIIHE (PSPMEHT OT BHELIHE-
r0 aHATM3UPYEMOTO PacTBOpa, 0014 af0T HAHOMETPO-
BOM TOJIIMHON U JETKO MPOHULAEMBI JJI1 MOUECBHUHBI
W TIPOAYKTOB pacmhaja KaTaJMTHYECKOH PEaKLiu
ypeasa—wmoueBuHa. OTaeneHHE UYBCTBUTEITBHOTO
JATINKa OT PETUCTPUPVIOLIETO JISKTPOJA 1AaeT MHOTO
BO3MOXKHOCTEH 1A KOHCTPYKTOPOB  IPHUOOPOB-
AHATM3aTOPOB MOYEBHHBI HAa OCHOBE IOJIMMEPHOTO
VJIBTPATOHKOTO ITOKPBITHA.

Paboma ewinonnena npu gpunarcoeoii noooepacku Ko-
mumema Hayxu MOH PK no npoexmy AP05134201
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DEVELOPMENT OF UREA BIOSENSOR USING POLYMER
TECHNOLOGIES FOR BLOOD AND URINE TESTS

M. G. Fomkina', S. Zh. Ibadullaeva®

Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, RAS, Pushchino, Moscow Region, Russia
*Korkyt Ata Kyzylorda State University, Kyzylorda city, Republic of Kazakhstan

Based on polymeric nanotechnologies, enzyme sensors and microreactors have been developed that can de-
termine urea in liquids. It is shown that urea biosensor is able to work for a long time (up to 2 months) without
significant loss of enzyme activity. Polymer technology for manufacturing sensors is less laborious and expen-
sive compared to other similar technologics. We propose to develop biosensor devices - urea analyzers with po-
lymer enzyme chips for express diagnostics of biological fluids (blood, urine).

Keywords: enzyme biosensors, polymeric nanomaterial, portable analyzer, microreactor, microcapsules, urea
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DEVELOPMENT OF A BIOSENSOR OF UREA WITH THE
APPLICATION OF POLYMER TECHNOLOGIES FOR BLOOD AND
URINE ANALYSIS

Abstract. Based on polymeric nanotechnologies, enzyme sensors and microreactors have
been developed that can determine urea in liquids. The technology of manufacturing an
enzymatic biosensor does not differ significantly from the known technology of manufacturing
microcapsules with an enzyme by the laer-by-laer method. This allows us, when constructing a
biosensor, to use the information obtained on encapsulated enzymes by other authors. It is shown
that urea biosensor is able to work for a long time (up to 2 months) without significant loss of
enzyme activity. Polymer technology for manufacturing sensors is less laborious and expensive
compared to other similar technologies. We propose to develop biosensor devices - urea
analyzers with polymer enzyme chips for express diagnostics of biological fluids (blood, urine).
One of the significant results of this work from our point of view is two factors. The first factor
is the optimization of the conditions for the production of a functionally active enzyme
immobilized in a polyelectrolyte coating, when the enzyme after the immobilization procedure
shows an activity comparable to that of a freshly prepared free enzyme. Such a result will allow
reducing the cost of enzymes when creating a sensitive layer of the developed urea analyzer. And
the second factor is that the polymer coating with the enzyme is able to work not only as an
enzyme electrode, but also as an enzyme microreactor, without decreasing the rate of signal
registration after passing the catalytic urease-urea reaction.

Keywords: enzyme biosensors, polymeric nanomaterial, portable analyzer, microreactor,
microcapsules, urea.

Introduction. The volume of laboratory research worldwide is steadily
increasing and reaches 45 billion analyzes per year, and in industrialized countries
the number of analyzes per person reaches 40-60 per year. Universal biochemical
analyzers analyze any biological fluids (substrates, enzymes, lipids, drugs,
hormones, proteins, electrolytes, drugs). They are produced by about 60
companies, the main producers are Abbott (USA), ABCl (Austria), Koné
(Finland), Nova (USA), Corning (England), Beckmann (USA), "Radiometer"
(Denmark). Ready-made sets of reagents are in great demand. Their market is
about 27 billion dollars in the world market of laboratory instruments in 6 billion
dollars.

Spectroscopic analyzers are used for biochemical studies (determination of
organic and inorganic chemicals, such as potassium, sodium, calcium, magnesium,
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lithium, chlorine, substrates, metabolites, enzymes of biochemical processes in
blood and other human biological fluids). Universal biochemical analyzers with the
help of which an analysis of any biological fluids for the content of various
components are recognized as promising. However, at the present time there are no
portable devices of this class. The development of portable devices for the analysis
of biological fluids is an urgent task of modern medical diagnostics. Of particular
interest among portable analyzers of various substances undoubtedly represent
analyzers based on biosensors. Any biosensor consists of two functional elements:
a biosensor containing a bioselective material, and a physical converter that
transforms any generated signal (ion concentration, mass, color, etc.) into an
electrical signal. In the role of biosecting material are all types of biological
structures - enzymes, antibodies, receptors, nucleic acids and even living cells. In
biosensors are used a variety of physical converters: amperometric,
conductometric, optical, luminescent, fluorescent, acoustic, gravitational, etc.

The development of biosensors is an extremely time-consuming process.
The most important stage in the development of enzyme sensors is proper
immobilization of enzymes on solid supports (substrates). We have developed a
method for immobilizing enzymes using polymer technologies, in which the
immobilized enzyme is in a functionally active state [1-3]. Immobilization of
enzymes was carried out in a biosensor sensitive coating, which is a combination
of nanometer polyelectrolyte layers and microencapsulated enzymes placed
between these layers (figure 1).

. s
+— T
@t 1 - polyelectrolite layers
— 2 - polyelectrolite capsules
3 - molecule enzyme
4 - substrate
A B C

Fig. 1. Enzyme electrode with sensitive biosensor coating
A - is a glass pH electrode with a sensitive coating containing the enzyme urease
B — image of a polyelectrolyte coating with microcells in a light microscope
C —is a schematic representation of a sensitive coating with an enzyme

As 1t was shown in these works, enzymes in microcells of a polymeric
material are reliably protected from aggressive influences of environment
(microbes, proteases, etc.); able to detect substrates for a long time (up to 3 weeks
in storage at room temperature). This work continues to improve the characteristics
of the developed urea biosensor.

Materials and methods. For the production of enzymatic biosensors and
enzyme micro-reactors, lyophilized urease (EC 3.5.1.5) was used from the




