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Зерттеудің нысаны: бір ферментті микрокапсулалар, екі ферментті микрокапсулалар, полимерлі қабаттар мен ферментті микрокапсулалардың комбинациясынан тұратын, жаңа полимерлі ферментті және мультиферментті жабынды құрайтын биосенсорлық датчиктер. Жұмыс барысында желкек пероксидазасы, уреаза, глюкозооксидаза, креатиндеиминаза, ацетилхолинэстераза ферменттері капсулаланды және иммобилизацияланды.
Жобаның осы кезеңінің мақсаты: биологиялық сұйықтықтардың метаболиттерін анықтау үшін полиэлектролиттер қабаттарының арасында орналасқан ферментті микрокапсулалар негізінде дайындалған мультиферментті жүйені дайындау технологиясын әзірлеу; бірнеше тәуелсіз ферментті және мультиферментті микрореакторларды (ферментті сенсорлардың сезімтал қабаттары тіркеуші электродтан бөлінген) жасау; бір ферменттің каталитикалық реакциясының өнімі екінші ферментке арналған субстрат(каскадтық реакция) болып табылатын ферменттермен микрокапсулалар негізінде ұштасқан полиферментті жүйелердің жұмысы бойынша бастапқы деректерді алу.
Әдістер: кальций карбонатты құрамды қабықты бөлшектер алу; ферментті полиэлектролитті микрокапсулаларды алу; ферменттері бар ферментті полимерлі жабындарды дайындау; глюкоза концентрациясын анықтаудың амперометриялық әдісі, несепнәр, креатинин, ацетилхолин концентрациясын анықтаудың потенциометриялық тәсілі; глюкозооксидаза - желкек пероксиді ферменттерінің буы болған кезде каскадтық реакцияда сутегі пероксидінің және глюкоза концентрациясын анықтаудың спектрофотометриялық әдісі.
Жұмыс нәтижелері және жаңашылдығы:
Жобаны орындаудың осы кезеңінде полиэлектролитті капсулаларға және уреаз ферменттері мен желкек пероксидазына енгізілген тиісті субстраттарды анықтау қабілетін зерттеу бойынша бірінші кезеңде орындалған зерттеулер жалғастырылды. Глюкозооксидаза, ацетилхолинэстераз және креатининдеиминаз ферменттерімен қосымша зерттеулер жүргізілді. Үш ферменттен тұратын мультиферменттік жүйе құрылды: микрореактор болып табылатын ацетилхолинэстераза креатининдеиминаз және уреаза, себебі осы жүйеде тіркеуші электрод биосенсорлық жүйенің сезімтал қабаттарынан бөлінген. Әртүрлі ферменттері бар сезімтал қабаттар спектрофотометриялық ұяшықтың қабырғаларына жағылды, ал өлшеу электроды спектрофотометриялық ұяшықты толтыратын тест ерітіндісіне енгізілді. Потенциометриялық әдіспен осы ферменттердің өлшеу ұяшығында өз субстраттарын біртіндеп анықтау қабілеті көрсетілген. Амперометриялық әдіспен глюкозооксидаза ферментін зерттеу жүргізілді. Әлемдік тәжірибеде алғаш рет бір микрокапсулада глюкозооксидаз және желкек пероксидазы ферменттерінің булары бірге инкапсурленген зерттеулер жүргізілді. Глюкоза оксидазасы - желкек пероксидазасының жұбын қамтамасыз ететін конъюгацияланған каталитикалық реакцияны қолдану арқылы глюкозаны спектрофотометриялық әдіспен өлшеудің негізгі мүмкіндігі көрсетілген.
Жоба нәтижелерінің мақсаты және қолданылу саласы
Жүргізілген зерттеулер қолданбалы мәнге ие, себебі болашақта ферментті микрокапсулаларды иммобилизациялау бойынша әзірленетін технологияның негізгі мақсаты сұйықтықтағы әртүрлі заттардың биосенсорлық анализатор-құрылғыларын басқаруда арзан, портативті, жеңіл кең спектр үшін ферментті сенсорлық датчиктерді құру болып табылады. Биосенсорларға қажеттілік әлемде жыл сайын денсаулық сақтау, экологиялық қауіпсіздік, тамақ өнеркәсібі, ауыл шаруашылығы сияқты салаларда өсуде.
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Объектом исследования являлись: микрокапсулы с одним ферментом микрокапсулы с двумя ферментами, биосенсорные датчики, представляющие собой комбинацию полимерных слоев и микрокапсул с ферментами и образующие новое полимерное ферментное и мультиферментное покрытие. В работе были инкапсулированы и иммобилизованы ферменты пероксидаза хрена, уреаза, глюкозооксидаза, креатининдеиминаза, ацетилхолинэстераза.
Цель данного этапа проекта: разработать технологию изготовления мультиферментной системы, изготовленной на основе микрокапсул с ферментами, помещенных между слоями полиэлектролитов для определения метаболитов биологических жидкостей; создать ферментные и мультиферментные микрореакторы (чувствительные слои ферментных сенсоров отделены от регистрирующего электрода) с несколькими независимыми ферментами; получить первичные данные по работе сопряженных полиферментных систем на основе микрокапсул с ферментами, когда продукт каталитической реакции одного фермента является субстратом для второго фермента (каскадная реакция).
Методы: получение составных кальций карбонатных коровых частиц; получение полиэлектролитных микрокапсул с ферментами; изготовление ферментсодержащих полимерных покрытий; амперометрический метод определения концентрации глюкозы, потенциометрический способ определения концентрации мочевины, креатинина, ацетилхолина; спектрофотометрический метод определения концентрации пероксида водорода и глюкозы в каскадной реакции при создании пары ферментов глюкозооксидаза - пероксидаза хрена. 
Результаты работы и их новизна:
На данном этапе выполнения проекта были продолжены выполненные на первом этапе исследования по изучению способности детектировать соответствующие субстраты, включенных в полиэлектролитные капсулы и полимерное микроячеистое покрытие ферментов уреаза и пероксидаза хрена. Дополнительно были проведены исследования с ферментами глюкозооксидаза, ацетилхолинэстераза и креатининдеиминаза. Была создана мультиферментная система, состоящая из трех ферментом: ацетилхолинэстераза креатининдеиминаза и уреаза, представляющая собой микрореактор, поскольку в этой системе регистрирующий электрод был отделен от чувствительных слоев биосенсорной системы. Чувствительные слои с разными ферментами были нанесены на стенки спектрофотометрической ячейки, а измерительный электрод вносился в тестовый раствор, заполняющий спектрофотометрическую ячейку.  Потенциометрическим методом показана способность этих ферментов последовательно детектировать собственные субстраты в измерительной ячейке. Амперометрическим методом были проведены исследования фермента глюкозооксидаза. Впервые в мировой практике были проведены исследования инкапсурированных вместе в одни и те же микрокапсулы пары ферментов глюкозооксидаза и пероксидаза хрена. Показана принципиальная возможность измерения глюкозы спектрофотометрическим методом с использованием сопряженной каталитической реакции, обеспечивающей парой глюкозооксидаза – пероксидаза хрена. 
Назначение и область применения результатов проекта
Проводимые исследования имеют прикладное значение, поскольку, в перспективе, основной целью разрабатываемой технологии по иммобилизации микрокапсул с ферментами является создание ферментных сенсорных датчиков для широкого спектра дешевых, портативных, легких в управлении биосенсорных устройств-анализаторов различных веществ в жидкостях. Потребность в биосенсорах неуклонно растет в мире с каждым годом в таких сферах как здравоохранение, экологическая безопасность, пищевая промышленность, сельское хозяйство. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
ПЭ – полиэлектролиты
ПМНК – полиэлектролитные нано- и микрокапсулы
ПЭИ – полиэтиленимин
ПСС –  полистиролсульфонат
ПААГ - полиаллиламин гидрохлорид
Vнач – начальная скорость реакции
Vmax – максимальная скорость реакции
Km – константа Михаэлиса-Ментен
ЭГТА- этиленгликольтетраацетат
ЭДТА – этилендиаминотетраацетат
Составные сферолиты (СаСО3-белок) – коровые сферические частицы c ферментом
Метод layer-by-layer (lbl) – метод послойной адсорбции 
ПХ –пероксидаза хрена
ГОД – глюкозооксидаза
АХЭ - ацетилхолинэстераза

ВВЕДЕНИЕ

Ключевым моментом в медицинской диагностике, экологии и пищевой промышленности является необходимость детектирования и измерения концентрации веществ, природными сенсорами которых являются ферменты (биосенсорная технология). Разработка биосенсоров – крайне трудоемкий процесс. Разработка и создание мультиферментных систем и биореакторов еще более сложный процесс. 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. 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). В настоящее время существуют два основных направления по способам иммобилизации ферментов при создании биосенсоров: 
· Химическая модификация молекул фермента с переводом его в нерастворимое состояние. 
· Физическая иммобилизация фермента на инертных матрицах таких,  как крахмал, полиакриламидный гель и т.д. или просто механический захват фермента в диализную ячейку. 
В обоих случаях свойства иммобилизованного фермента отличаются от свойств фермента в свободном состоянии. Нами разработан новый способ иммобилизации ферментов при котором иммобилизованный фермент находится в практически немодифицированном,  функционально-активном состоянии [1, 2]. Сущность способа заключается в следующем: на твердую подложку наносится тонкопленочный микроячеистый полимерный наноматериал, состоящего из противоположно заряженных полиэлектролитов. Между слоями нанопокрытия находятся микрокапсулы из этих же полиэлектролитов, содержащие функционально-активные молекулы фермента. Нанослои полиэлектролитного покрытия проницаемы для низкомолекулярных веществ, таких как субстраты (детектируемое вещество), и не проницаемы для макромолекул, в нашем случае - ферментов. Преимущества такого способа иммобилизации в первую очередь в том, что в микрокапсулах ферменты находятся в растворимом состоянии и их свойства мало отличаются от свойств свободного фермента, что позволяет пользоваться известными литературными данными о ферментах. Новый полиэлектролитный наноматериал позволяет относительно легко создавать мультиферментные системы и биореакторы. Метод иммобилизации ферментов мало отличается от метода инкапсуляции с применением методов биоминерализации и, что весьма существенно, единообразен для многих ферментов.
Научная цель настоящего проекта состоит в создании мультиферментных систем и биореакторов на основе нового микроячеистого полимерного наноматериала, которые можно будет использовать в качестве биодатчиков для разрабатываемого в настоящем проекте прибора-анализатора двух метаболитов биологических жидкостей.  
Главными задачами научных исследований проекта являются:
1.  Разработка технологии инкапсулирования и иммобилизации исследуемых ферментов для создания мультиферментных систем, содержащих функционально-активные ферменты, способные катализировать соответствующие субстраты – метаболиты биологических жидкостей.
2. Создание полиферментных биосенсорных систем, которые могут обеспечивать прохождение сопряженных каталитических  реакций (каскадных реакций). 
В соответствии с целями и задачами настоящего проекта на первом этапе работы проведены теоретические и экспериментальные исследования по изучению функциональных свойств создаваемых мультиферментных сенсоров и микрореакторов. Теоретические исследования включают в себя  обзор современной научно-технической, методической литературы, затрагивающей научно-технические проблемы создания биосенсорных устройств и полимерных нанотехнологий биомедицинской направленности за последние десять лет.
Для решения поставленных научных задач на первом этапе данного проекта были 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.
Были 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. 
Были 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 (lbl). 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 элемента 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. 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. Как было показано нами ранее [1] 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 5,3 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 элемент биосенсора стабильный при этих значениях рН, и ферменты достаточно активны. 


ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1 Мультиферментные биосенсоры

Появление первого биосенсора глюкозы [3] стимулировало исследования для повышения их эффективности и широкого применения в диагностических целях. Биосенсоры глюкозы преобладают на сегодняшнем рынке этих устройств, и является основным диагностическим критерием диабета [4], поскольку эта болезнь  наиболее распространена в мире.  Краткая история биосенсоров, основные принципы работы, требования к аналитическим характеристикам и нынешний статус биосенсоров глюкозы рассматривается в статье [5], а также оценка их надежности тестирования в клинической практике. 
 Повышение эффективности биосенсоров тесно связано с задачами повышения чувствительности, селективности и расширения диапазона анализируемых веществ, которые могут быть определены. Одной из задач является также введение каскадной мультиферментной реакции в биосенсоры. 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 г. К. Мосбахом  [6]. В настоящее время известно несколько десятков иммобилизованных полиферментных систем, состоящих из двух, трех, четырех и более ферментов. Эффективность таких комплексов намного выше, чем у свободных ферментов, за счет локального концентрирования субстрата около второго и всех последующих ферментов, входящих в систему. В этом кратком обзоре литературы будут рассмотрены основные принципы разработки биосенсоров на основе каскадных мультиферментных реакций и их применение на практике.
Искусственные мультиферментные комплексы, в которых ферменты ковалентно связываются с полисахаридными структурами, активированными мочевиной и формальдегидом [7] получены путем иммобилизации на целлюлозную ткань двойных комплексов глюкозооксидазы и каталазы-глюкозооксидазы и инвертазы. Кроме того, каталаза ковалентно связывалась с растворимым декстраном. Полученные мультиферментные системы были высокоактивными и стабильными, что делало их пригодными для измерения глюкозы и сахарозы в растворах, с использованием амперометрического кислородного электрода и мультиферментных мембран, содержащих глюкозооксидазу и каталазу для первого субстрата, а также глюкозооксидазу, связанную с сырной тканью и ‘жидкую’ мембрану декстранно-связанной каталазы. Электроды могут быть использованы для измерения концентрации сахарозы и глюкозы как в ферментационных бульонах, так и в пищевых продуктах
Мультиферментная система, содержащая β-глюкозидазу, манделонитриле-лиазу и пероксидазу хрена, сшитую в BSA-геле на поверхности анион-чувствительного полевого транзистора (ISFET) [8], использовалась для измерения цианогенного гликозида амигдалина, потенциально присутствующего в продуктах питания растительного происхождения. Полученный биосенсор позволял измерять концентрацию амигдалина в диапазоне 100–300мМ и могла быть использована для рутинных измерений амигдалина в пробах пищевых продуктов, где допустимая концентрация цианогенных гликозидов не превышала 7 мМ.
Электрохимический биосенсор для мониторинга холестерина описывается в статье [9]. Датчик представлял собой мультиферментную систему, в которой пероксидаза хрена и холестериноксидаза одновременно были иммобилизованны в полимерные пленки, на поверхности пиролитического графитового электрода. Из полученных вольтамперометрических и амперометрических данных обсуждаются эффективность, воспроизводимость и стабильность системы. Полученные результаты, представляющие интерес для фундаментальной и прикладной биохимии, представляют собой первый шаг к построению биосенсора без медиаторов с возможностями успешного применения в области биосенсоров.
Биферментная система оксидазы / пероксидазы была использована в конструкции амперометрического биосенсора для глюкозы, этанола и биогенных аминов (путресцина) [10]. Все они 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 высокую чувствительность и лучший предел обнаружения для путресцина, чем те, которые используют пероксидазу хрена (HRP), а также они сохраняли свою активность в органической фазе намного лучше, чем на основе HRP. 
Две различные конфигурации биосенсоров: одна на основе глицеролдегидрогеназы/диафоразы (GDH/DP) и другая с использованием глицеринкиназы/глицерол-3-фосфат оксидазы/пероксидазы (GK/GPOx/HRP)  для определения глицерола, представлена в статье [11]. Обе ферментные системы были иммобилизованы вместе с медиатором тетратиафульвалином (ТТФ) на 3-меркаптопропионовой кислоте (МПА) самосборным монослоем, модифицированным золотым электродом с использованием диализной мембраны. Электрохимическое окисление ТТФ при +150 мВ (против Ag/AgCl) и снижение ТТФ(+) при 0мв были использованы для мониторинга ферментных реакций соответственно для биферментной и триферментной конфигураций. В обоих случаях получена хорошая повторяемость измерений без потребности чистки  биосенсоров. После 51 дня использования биосенсор GDH/DP по-прежнему демонстрировал 87% первоначальной чувствительности, в то время как биосенсор GK/GPOx/HRP давал 46% первоначального ответа через 8 дней. Расчетные пределы обнаружения составили 4.0x10-7 и 3.1x10-7 М, соответственно. Биосенсоры показали большую чувствительность в анализе вин. 
Для обнаружения фосфористых и фторид-ионов использовалась мультиферментная биосенсорная система [12], в которой  исследованы влияния концентрации и константы скорости реакции ингибитора с двумя ферментами в динамическом режиме. В данной работе изучены стационарные показатели работы системы мультиферментных ингибиторов, выполняющих гидролиз глюкозо-6-фосфатов в различных условиях. Аналитическое выражение для концентраций и тока получено с использованием модифицированного метода декомпозиции Адома. Обсуждается влияние параметров внутреннего массопереноса и кинетических параметров ингибитора.
Конструкция оптического биосенсора на основе одновременной иммобилизации ферментов ацетилхолинэстеразы и холиноксидазы для обнаружения остатков пестицидов описана в работе [13]. Синтезированы различные виды новых гибридных мембран SiO2, подходящих для оптических биосенсоров с использованием золь-гель методов. Биоактивный компонент датчика состоял из мультиферментной системы, включающей ацетилхолинэстеразу и холиноксидазу, ковалентно иммобилизованные на новых гибридных мембранах. Датчик показал линейную реакцию на ацетилхолин в диапазоне концентраций 2,5 - 30 мМ. Были исследованы факторы, влияющие на построенные оптические биосенсоры.
Обнаружение пестиидов с помощью волоконно-оптических биосенсоров на основе измерений кислорода является более универсальным, чем применение электрохимических биосенсоров, благодаря своей гибкости в конструкции и преобразовании сигналов. Оптические датчики имеют преимущества по таким показателям как время на ответ, цена и размер. Их преимущества включают фактическое потребление кислорода датчиком, способность измерять газообразный кислород также, как растворенный. Целью приведенной работы было построение волоконно-оптического биосенсора на основе одновременной ковалентной иммобилизации ферментов ацетилхолинэстеразы и холиноксидазы на новых гибридных мембранах для обнаружения остатков пестицидов.  Разработанный оптический биосенсор на основе новой гибридной мембраны продемонстрировал высокую стабильность (25 дней), короткое время  ответа ( 90 сек), и широкую линейность диапазона для ацетилхолина (2.5 - 30 мм). 
Амперометрический мультиферментный биосенсор для определения триглицеридов (ТГС) был сконструирован [14] путем установки трех связанных мембраной ферментов желатина на стекловидный углеродный электрод (рабочий электрод), а затем подключения его к электрометру вместе с электродом сравнения Ag/AgCl и вспомогательным электродом Pt.  В ходе оптимизационных исследований для компонентов биоактивного слоя  биосенсора,  оптимальные количества желатина, бычьего сывороточного альбумина (БСА) и глутаральдегида рассчитывали соответственно 1 мг/см2, 1 мг/см2 и 2,5%. Оптимальные рН и температура реакции биосенсора определялись соответственно 7,0 и 40 °С. Линейный диапазон триолеина для биосенсора был найден по калибровочной кривой между несколькими концентрациями подложки и током. После оптимизации биосенсора была также проверена его работоспособность в триглицеридах.
Трехэлектродный амперометрический биосенсор для обнаружения двух различных сахаридов (лактозы и глюкозы) в водных растворах описан в работе [15].  Глюкозоксидаза и β-галактозидаза были ко-иммобилизованы в графитовый рабочий электрод посредством ковалентных связей. Исследована реакция биосенсора в зависимости от концентрации двух иммобилизованных ферментов и определены наилучшие условия работы путем измерения чувствительности и линейного диапазона реакции. Рабочие параметры  биосенсоров были  значимы по сравнению с другими биосенсорами, разработанными для определения концентрации двух сахаридов, исследованных в  работе. Биосенсор был испытан на  реальных  образцах - фруктовые соки, обезжиренное молоко, и сыворотка.
Амперометрический биосенсор, использующий мультиферментный каскад, состоящий из киназы глюконата и креатинкиназы, саркозин оксидазы и пероксидазы для определения глюконовой кислоты разработан авторами работы [16]. Ферменты были обездвижены между слоями хитозана на поверхности  плоского нанокомпозитного электрода, содержащие многостенные углеродные нанотрубки. Измерительная среда, содержащаяся аденозинтрифосфата, креатинфосфата и гексацианоферрат(II) в качестве редокс-медиатора и токовый отклик измерялся при постоянном потенциале -50 мВ против опорного электрода Ag/AgCl. Биосенсор показывал линейность в диапазоне от 4 до 620 мкм с пределом обнаружения 2.6 мкМ, чувствительность 45.3 на мкМ-1см-2 и время на ответ 70 с. Рабочая стабильность без потери чувствительности после 30 последовательных измерений была выше 90 % после 3-х дней использования. Все эти ферменты доступны, дешевы, очень стабильны. Результаты определения глюконовой кислоты в сусле и винах хорошо соответствовало с результатами ВЭЖХ в качестве эталонного метода.
[bookmark: baep-author-id10]Авторами работы [17] был разработан интегрированный многофункциональный мембранный реактор для биоконверсии модельного соединения лигнина с ферментативным катализом. Мембранные биореакторы были изготовлены методом послойной сборки для иммобилизации трех различных ферментов (глюкозооксидазы, пероксидазы и лактазы) в рН-чувствительные мембраны. Мембранные реакторы, включенные в мультиферменты, были активны более 30 дней при температуре хранения 4 °C. В течение этого периода было продемонстрировано многократное использование мембранного реактора, включающее 5-6 ч рабочего времени для каждого цикла. Мембранный реактор показал обнадеживающие результаты, потеряв только 12% своей первоначальной активности после нескольких циклов работы.
При создании мультиферментных систем, большое внимание исследователи уделяют улучшению способов регистрации сигналов, что также весьма актуально и важно. В ссылке приведены лишь несколько работ посвященных этой проблеме [18-22].
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. 
В заключение следует отметить, что результаты, полученные с помощью полиферментных систем, не всегда правильно отражают процессы, происходящие в клетках. Это объясняется тем, что в живых клетках комплексы ферментов 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.


2 Материалы и методы исследований.
2.1  Реактивы и оборудование 

В работе использовали раствор уреазы из аналитического набора «Мочевина КТ(200)», (ЗАО «Диакон-ДС»), лиофилизованные пероксидазу хрена (БиоФарм), уреазу и креатининдеиминазу (MP Biomedicals), ацетилхолинэстеразу и глюкозооксидазу (Sigma Aldrich); флуоресцентный зонд N-((4-(6-phenyl-1,3,5- hexatrienyl)propyl)trimethylammonium p–toluenesuifonate (TMA-DPH) (Sigma Aldrich); ,буферы MES (Sigma),  Трис-НСl (Sigma), Na-ацетат, таблетизированный буфер PBS (Phosphate buffered saline,). Соли CaCl2, Na2CO3, NaCl и KCl имели градацию х.ч или ч.д.а. ЭГТА и ЭДТА (Sigma Aldrich). Субстраты: мочевина («Диакон-ДС»), 50% раствор перекиси водорода, бензидин, ацетилхолин бромид (Gee LAWSON), креатинин, D-глюкоза (MERCK). Полиэлектролиты: полиэтиленимин, полиаллиламин гидрохлорид и полистиролсульфонат (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/см.
В работе были задействованы следующие приборы: Спектрофотометр Beсkman UV/Vis DU 520 (США), микроскоп Nikon eclipse E200, 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), спектрофлуориметр Perkin Elmer MPF-44B, Vortex (прибор для встряхивания и перемешивания), ультразвуковая ванна, магнитная мешалка, центрифуга настольная, полуавтоматические микропипетки на 2-20 мкл, 20-200 мкл, 200-1000 мкл и 200-5000 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 или ЭГТА.
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 водному раствору СaCl2 добавляли ферменты, перемешивали в течение 1 минуты, а затем быстро добавляли равный объем 0,33М 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 [23] на кальций карбонатных микрочастицах, содержащих соответствующий фермент. На этой стадии исследования использовали полиэлектролиты: полистиролсульфонат (PSS) и полиаллиламин гидрохлорид (РАН) 
К 100 мг ядер СаСО3-белок добавляли 1,5 мл раствора РАН (концентрация 1 мг/мл) в 0,33 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 PSS. Такое поочередное наслаивание противоположно заряженных макромолекул полиэлектролитов на коллоидные частицы проводили три-пять раз, получая трех/пяти/шести/семи и двенадцатислойную оболочку с архитектурой PAН(/PSS/PAН)n (или PSS/(PAН/PSS)n) , в случае четного количества оболочек, добавлялся еще один слой противоположно заряженого полиэлектролита. При агрегации частиц в процессе адсорбции полиэлектролитов, суспензию микрочастиц обрабатывали ультразвуком в течение 1-3 секунд (пробирки с суспензией помещали в ультразвуковую ванну, 35 Гц). Процедура формирования микрокапсул проводилась при комнатной температуре (15-25°С). 
При формировании полиэлектролитной оболочки в качестве первого полиэлектролита предпочтительно использовали поликатион, поскольку коровые микрочастицы СаСО3 в целом отрицательно заряжены, их электрокинетический потенциал поверхности (ƺ-потенциал) составляет –12,2 ±2,5мВ. 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 PSS/PAН/PSS по описанной выше методике.
Капсулы, загруженные двумя ферментами, в нашем случае уреазой и пероксидазой хрена, а также уреазой и креатининдезаминазой были изготовлены на основе коровых частиц, содержащих в своем составе два фермента одновременно.
Последующее растворение карбонатного компонента коровой частицы проводили в 0,025 растворе ЭДТА при подщелачивании  среды (рН 7,5).

Метод получения ультратонкого микроячеистого полимерного покрытия
Использованный нами метод получения ультратонкого полимерного материала был разработан и запатентован в Институте теоретической и экспериментальной биофизики РАН [2]. 
Иммобилизацию микрокапсул проводили на стенке стеклянной и кварцевой  кюветах для спектроскопических исследований, шарике стеклянного рН-электрода, тефлоновой пленке, политиленовой пленке, специальной цилиндрической пластиковой поверхности.  На этом этапе дополнительно, в качестве первoго слоя, как правило (за исключением тефлоновой пленки), использовали полиэлектролит полиэтиленимин (PEI), м.м. 600 000 (“Aldrich”), который по литературным данным является оптимальным прекурсором для создания наноразмерных слоев методом полиионной сборки [24]. Концентрация растворов полиэлектролитов (PEI, PSS, РАН) была 1 мг/мл. 
Боковую стенку кварцевой или стеклянной кюветы покрывали 1мг/ мл раствором PEI (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 PSS и выдерживали в течение 15 мин, после чего также отмывали от остатков полиэлектролита 0,1М раствором NaCl. Далее поверх слоя PSS 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 PSS-РАH, 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 ночь. После удаления кальций карбоната раствор ЭДТА был замещен дистиллированной водой, а кювета помещалась в холодильник. Похожие манипуляции проводили с другими поверхностями (тефлоновой и полиэтиленовой пленками, цилиндрической пластиковой поверхностью).

Определение концентрации белка в капсулах
Концентрацию фермента, инкапсулированного или пришитого на стенках кварцевой кюветы, определяли методом Брэдфорда [25]. 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.
Количество капсул в растворе подсчитывали с помощью камеры Горяева.

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. 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) [26]. Значения рН контролировали на pH-метре Beckman F 690 pH/Temp/mV/ISE Meter (США), с точностью до 0,002 единиц.

Амперометрический (полярографический) метод определения активности глюкозооксидазы
Кинетические свойства глюкозооксидазы определяли по скорости реакции ее ферментативного окисления, регистрируемой по снижению концентрации кислорода. Измерения осуществлялись в термостатируемой ячейке с перемешиванием с помощью закрытого электрода Кларка амперометрическим способом. При постоянном напряжении (650 мВ) изменение концентрации кислорода в среде вызывало изменение тока, который регистрировался, и результаты измерений фиксировались и обрабатывались на персональном компьютере с помощью четырехканального компьютерного интерфейса (АЦП) – «Рекорд 4». В ходе эксперимента в среду (2 мМ MES, pH=5,3, 10 мМ NaCl) добавляли свободную или инкапсулированную глюкозооксидазу, реакцию ферментативного окисления запускали введением глюкозы в концентрации 5,55 мМ. Для установления влияния взаимодействия глюкозооксидазы с полиэлектролитами или их комплексами на ее ферментативную активность в среду (2 мМ MES, рН 5,3, 10 мМ NaCl) вносили полиэлектролиты РАН или PSS или собранные на их основе полые трехслойные положительно (PAH-PSS-PAH) и отрицательно (PSS-PAH-PSS) заряженные микрокапсулы или дистиллированную воду (в случае контроля). Затем добавляли глюкозоксидазу (конечная концентрация 10 мкг/мл) и инкубировали не менее 5 мин. до запуска кинетической реакции. Температура (25°С) в экспериментальной ячейке с исследуемым раствором, общим объемом 3мл, поддерживалась с помощью термостата U1 (Германия).

Флуоресцентный метод измерения рН среды
Флуоресцентные измерения проводились на спектрофлуориметре Perkin Elmer MPF-44B при комнатной температуре и постоянном перемешивании раствора. Длины волн возбуждения и флуоресценции 350 и 430 нм соответственно. измерения рН среды продились по флуоресценции гидрофобного зонда N-((4-(6-phenyl-1,3,5- hexatrienyl)propyl)trimethylammonium p–toluenesuifonate (TMA-DPH), включенного в оболочки полиэлектролитныхе микрокапсул. Молекулы зонда TMA-DPH при введении в среду с полиэлектролитными микрокапсулами из полистиролсльфоната (ПСС) и полалиламина (ПААГ) спонтанно включались в слои оболочек. При взаимодействии с интактными покоящимися клетками в водной суспензии молекулы зонда TMA-DPH включаются в мембраны согласно закону распределения, т. е. количество включенного зонда пропорционально доступной поверхности мембраны [27]. Катионное производное дифенилгексатриена-TMA-DPH используют в качестве флуоресцентного зонда для исследования полярной области мембран [28]. Рабочая концентрация флуоресцентного зонда TMA-DPH (Molecular probes) составляла 2,0 × 10-6 М.
Спектры флуоресценции белка измеряли на спектрофлуориметре Perkin Elmer MPF-44B (США) в термостатируемой кювете при температуре 25оС.

Метод хемилюменисцентного анализа по концентрации перекиси водорода. 
Для количественного определения Н2О2 использовали высокочувствительный метод усиленной хемилюминесценции в системе люминол – 4-йодфенол – пероксидазы хрена по методике [29, 30].   Интенсивность хемилюминесценции измеряли с помощью жидкостного сцинтилляционного счетчика Бета-1 («Медаппаратура», Украина). Калибровку измерений осуществляли с помощью известной концентрации перекиси водорода.






















3 Результаты исследований и обсуждение результатов

3.1 Проведение подготовительных исследований по созданию мультиферментных сенсоров с помощью микрокапсул, содержащих от одного до нескольких ферментов 
3.1.1 Краткое описание ферментов, с которыми проводились исследования на втором этапе выполнения проекта

Одним из основных достоинств разработанного нами способа иммобилизации микрокапсул с ферментами в новое ультратонкое полиэлектролитное покрытие является то, что этот метод должен быть  пригоден для разного типа ферментов практически без модификаций. Существующие на сегодняшний день перспективные методы иммобилизации ферментов требуют специфического подхода к каждому ферменту, учитывают структурные особенности молекул и весьма трудоемки. При этих способах иммобилизации меняются свойства ферментов, что требует особых тщательных исследований. Поэтому исследователи в биосенсорных технологиях, как правило, ограничиваются изучением работы одного, максимум трех ферментов. Наши исследования ферментов не ограничены по способу иммобилизации. 
На первом этапе настоящего проекта были проведены экспериментальные работы с ферментами уреаза (рисунок 1) и пероксидаза хрена (рисунок 2). 
[image: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/d2/Helicobacter_Pylori_Urease.png/800px-Helicobacter_Pylori_Urease.png]
Рисунок 1 – Уреаза. Молекулярная модель уреазы бактерии Helicobacter pylori
Уреаза - гидролитический фермент из группы амидаз, характеризуется специфическим свойством катализировать гидролитическое расщепление мочевины на углекислоту и аммиак:
Уреаза
                                      CO (NH 2) 2 + 2H 2 O ------ H 2 O + CO 2 + 2NH 4+	    (1)


[image: HRP-xray.png]
Рисунок 2 – Пероксидаза хрена

Пероксидаза хрена представляет собой идеальный фермент для многих методик, так как имеет относительно небольшой размер, относительно стабильна и более дешева, чем альтернативы — например, щелочная фосфатаза. HRP имеет большее количество оборотов в единицу времени и потому обеспечивает развитие достаточно сильного сигнала за относительно небольшой период времени. Фермент, выделенный из хрена, широко применяющийся в молекулярно-биологических методиках для усиления слабого сигнала до уровня, необходимого для детекции. Пероксидаза хрена имеет молекулярную массу около 44173.9 Да, представляет собой гликопротеид и имеет четыре остатка аминокислоты лизина для соединения с молекулой, которую требуется пометить.
Продукт активности пероксидазы хрена представляет собой цветное или люминесцентное соединение, подходящее для детекции и количественного анализа. HRP часто используют в составе конъюгатов для детекции определенных молекул. Например, в случае вестерн-блоттинга используют конъюгаты HRP с антителами против заданных белков или молекул; в данном случае антитело обладает специфичностью к заданной мишени, а HRP образует детектируемый сигнал. Пероксидазу хрена также используют в таких методиках, как ИФА и для иммуногистохимического анализа.
Пероксидаза хрена относится к группе двухкомпонентных ферментов, в составе которых гемин, представленный протопорферином IX в комплексе с трехвалентным железом, и полипептидная цепь, которая включает от 203 до 308 аминокислот, формирует компактную третичную структуру, представленную двумя доменами (большим и малым). Фермент имеет размер белковой глобулы равный 50 А°, содержащий около 43% α-спиральных участков, 3/4 полипептидной цепи пероксидазы представлены гидрофобными незаряженными аминокислотами, рI равна 1,6. Гемин нековалентно закреплен в углублении полипептидной цепи между доменами, и удерживается там за счет гидрофобных связей и солевого мостика, образованного между остатком пропионовой кислоты гемина с одной из аминогрупп апобелка. Нативный фермент имеет в составе нейтральные и аминосахара в количестве до 20%  общего веса. Углеводные цепи предохраняют фермент от инактивации радикалами и увеличивают термическую стабильность. В состав молекулы пероксидазы включены два иона кальция, участвующие в стабилизации третичной структуры молекулы пероксидазы хрена. Упрощенная схема пероксидазного цикла выглядит следующим образом: 
Е + H2O2 → E1; k1
                  E1 + АH2 → E2 + АH·; k2              (2)
E2 + АH2 → Е + АH·; k3
Е, Е1, Е2 — соответственно исходная пероксидаза и ее окисленные формы; АН2, АН· — соответственно исходный субстрат и его окисленная форма. 
В реакции пероксидазного окисления, помимо пероксида водорода, в качестве окислителя (первого субстрата) могут выступать органические субстраты — алкилгидропероксиды, пероксибензольные кислоты и др. По отношению ко второму субстрату пероксидаза проявляет меньшую специфичность, поэтому целый ряд электронодонорных соединений могут использоваться в качестве субстратов пероксидазы [31]
На втором этапе исследований были проведены экспериментальные работы с ферментами глюкозооксидаза (рисунок 3), ацетилхолинэстераза (рисунок 4) и креатининдеиминаза.
[image: 077-GlucoseOxidase-1gpe-composite.png]
Рисунок 3 – Глюкозооксидаза

Глюкозооксидаза, D-глюкозо-1-оксидаза —  фермент, окисляющий β-D-глюкозу до глюконо-1,5-лактона, который спонтанно гидролизуется до глюконовой кислоты. При этом образуется пероксид водорода.
       [image: baliabina12]      (3)

[image: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8c/Acetylcholinesterase-1EA5.png]
Рисунок 4 – Ацетилхолинэстераза
Ацетилхолинэстераза (сокр. АХЭ, англ. AChE, КФ 3.1.1.7) — гидролитический фермент из семейства эстераз, который содержится в синапсах и катализирует гидролиз нейромедиатора ацетилхолина до холина и остатка уксусной кислоты.
Креатинин деаминаза, синоним креатининдеиминаза (структурная формулы отсутствует). В энзимологии креатинин-деаминаза (EC 3.5.4.21) - это фермент, который катализирует химическую реакцию
      (4)
Таким образом, двумя субстратами этого фермента являются креатинин и H2O, тогда как его двумя продуктами являются N-метилгидантоин и NH3. Этот фермент принадлежит к семейству гидролаз, которые действуют на углерод-азотные связи, отличные от пептидных, особенно в циклических амидинах. Систематическое название этого класса ферментов - креатинин-иминогидролаза. Другие названия в общем использовании включают креатинин гидролазу и креатинин десиминазу. Этот фермент участвует в метаболизме аргинина и пролина.

3.1.2 Проведение дополнительных исследований с ферментом пероксидаза хрена. Сравнение работы свободных, инкапсулированных и иммобилизованных ферментов.

На первом этапе выполнения настоящего проекта были проведены исследований свободных и инкапсулированных ферментов уреаза и пероксидаза хрена в зависимости от их способности детектировать собственные субстраты (мочевину, пероксид водорода). Было показано, что активность этих ферментов зависит от типа растворителя (ЭДТА или ЭГТА) при удалении кальций-карбонатной компоненты составных сферолитов из микрокапсул и от вида полиэлектролита, контактирующего с ферментами внутри микрокапсул.
Новые кинетические данные, полученные для свободной (а) и капсулированной (b) пероксидазы представлены на рисунке 5.
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Рисунок 5 – Зависимость начальной скорости реакции, катализируемой пероксидазой  хрена от концентрации фермента (концентрацию фермента определяли методом Брэдфорда): а) свободный фермент,  b) свежеприготовленный капсулированный фермент в микрокапсулах с архитектурой (PAH-PSS-PAH); Среда исследования:  Na-ацетатный буфер, рН 5,3, 0,1мМ бензидина, 0,088 мМ раствор перекиси водорода, объем реакционной смеси 3 мл.

На рисунке 6 представлены данные, полученные для свободной и инкапсулированной пероксидазы хрена в зависимости от концентрации пероксида водорода.

Рисунок 6 – Зависимость начальной скорости реакции, катализируемой пероксидазой  хрена от концентрации пероксида водорода Ряд 1 - свободный фермент,  ряд 2 - свежеприготовленный капсулированный фермент в микрокапсулах с архитектурой (PAH-PSS-PAH); Среда исследования:  Na-ацетатный буфер, рН 5,3, 0,1мМ бензидина, концентрация фермента 3 мкг/мл, объем реакционной смеси 3 мл.

Как видно из рисунков, удалось добиться весьма высокой активности инкапсулированной пероксидазы хрена, сравнимой с активностью свободного фермента.
3.1.3 Определение концентрации глюкозы амперометрическим (полярографическим) методом с применением капсулированной глюкозоксидазы

Предварительные эксперименты предполагают проведение исследований с капсулированными ферментами. Первоначальная задача по изучению фермента глюкозооксидаза была в том, чтобы подтвердить возможность измерения физиологических концентраций глюкозы с применением капсулированной глюкозоксидазы. В этом разделе предполагалось установить принципиальную возможность определения концентраций глюкозы с помощью капсулированной глюкозоксидазы и подобрать условия измерения физиологических (наблюдающихся в крови) концентраций глюкозы с использованием капсулированной глюкозоксидазы. Концентрация глюкозы определялась по скорости реакции ее ферментативного окисления, регистрируемой по убыли кислорода. Измерения осуществлялись в термостатированной (25°С) ячейке с перемешиванием с помощью закрытого электрода Кларка, как описано в разделе «Материалы и методы».
В ходе экспериментов в среду исследования добавляли свободную капсулированную глюкозоксидазу, реакцию запускали введением глюкозы. Диаграмма опыта показана на рисунке 7.
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Рисунок 7 – Вид полярографической кривой (снижение силы тока обусловлено снижением в среде кислорода).
Среда исследования: 0,1 мМ MES, 10 мМ NaCl, свободная глюкозооксидаза, концентрация 10мкг/мл. Реакция запускалась 5,55 мМ глюкозы.
На первом этапе была построена кривая зависимости (рисунок 8) скорости реакции при различных концентрациях глюкозы с помощью свободной, свежеприготовленной глюкозооксидазы. В ячейку объемом 1200мкл вносили 0,4ед. глюкозооксидазы. Было установлено, что эта кривая линейна на достаточном протяжении концентрации глюкозы.
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Рисунок 8 – Зависимость скорости реакции от концентрации глюкозы.

Условия опыта: среда 0,1 мМ MES, 10 мМ КCl или NaCl, в среде глюкозооксидаза (0,4 ед. активности, 10мкг/мл). 
Ось абцисс – концентрация глюкозы, мМ; 
Ось ординат – скорость поглощения кислорода (нг атомов), мкА/мин.

Аналогичную кривую (рисунок 9) мы построили, используя капсулированную глюкозоксидазу (100 мкл капсулированного фермента). Она также линейна для физиологических концентраций глюкозы и может служить для калибровки при определении концентрации глюкозы. 
[image: ]
Рисунок 9 – Зависимость скорости реакции от концентрации глюкозы.

Условия опыта: среда 0,1 мМ MES, 10 мМ КCl или NaCl, в среде инкапсулированная глюкозооксидаза (100 мкл) (~ 5 мкг/мл).
Ось абцисс – концентрация глюкозы, мМ; 
Ось ординат – скорость поглощения кислорода (нг атомов), мкА/мин.

Сопоставление скоростей окисления глюкозы капсулированным и свободным ферментом, измеренные двух различных средах (2 мМ MES, pH 5,3 и 2 мМ Трис-НСl, pH 7,2 0,9% NaCl), показало, что капсулированный фермент работает в 2–4 раза медленнее, чем свободная глюкозооксидаза (во всех случаях концентрация белка 10 мкг/мл). Но при этом инкапсулированная глюкозооксидаза, по крайней мере, неделю сохраняла свою активность (хранение при Т=4оС в дистиллированной воде), в то время как свободная глюкозооксидаза при хранении в тех же условиях уже на следующий день не проявляла активности. Для сравнения: в работе [32] активность инкапсулированной глюкозооксидазы уменьшилась в 24 раза.

3.1.4 Исследование возможности определения концентрации мочевины флуоресцентным методом с помощью инкапсулированной уреазы

Флуоресцентный гидрофобный зонд TMA-DPH, включенный в полиэлектролитные микрокапсулы, был использован для регистрации изменения pH среды. В водной среде с полиэлектролитными микрокапсулами при рН ниже 5,0-5,1 введение зонда TMA-DPH в используемой концентрации не приводило к его свечению, т.е. молекулы зонда не включались в полиэлектролитные комплексы. При изменении рН раствора выше указанных значений появлялась флуоресценция (рисунок 10 а), интенсивность которого увеличивалось с ростом значений рН (рисунок 10 б). 
Эту особенность в поведении молекул зонда мы использовали для регистрации изменения рН среды в результате реакции мочевины с уреазой, инкапсулированной в полиэлектролитные микрокапсулы.
На рисунке 10 б представлена кинетика роста интенсивности флуоресценции зонда в водной среде с полиэлектролитными микрокапсулами, в которые инкапсулированы молекулы уреазы, после добавления мочевины различной концентрации. Молекулы уреазы вступают в реакцию с мочевиной, в результате которой происходит защелачивание среды инкубации. Последнее приводит, по-видимому, к встраиванию молекул зонда в гидрофобные области полиэлектролитных микрокапсул, в результате которой наблюдается увеличение интенсивности флуоресценции. 
Как видно из рисунка 10 б, кинетические кривые роста интенсивности флуоресценции при взаимодействии с микрокапсулами состоят в основном из двух частей – быстрой фазы роста флуоресценции и медленной.
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Рисунок 10 а – Спектр флуоресценции TMA-DPH (2,0 × 10 -6 М) в водном растворе полиэлектролитных микрокапсул (5,0 × 10 6 , 7 слоев), содержащих уреазу. рН раствора 8,0, длина волны возбуждения 350 нм; б – Кинетика включения флуоресцентного зонда ТМА-DPH в полиэлектролитные микрокапсулы с числом слоев 7 при рН 8,5 (1),  рН 7,2 (2) и рН 5,7 (3). Длина волны возбуждения 350 нм, флуоресценции - 430 нм.

На рисунке 11 а представлена кривая зависимость начальной скорости роста интенсивности флуоресценции от концентрации мочевины. Для определения зависимости интенсивности флуоресценции TMA-DPH в водном растворе с микрокапсулами от величины pH среды, значение рН раствора изменяли введением соответствующего количества NaOH из 0,01М и регистрировали флуоресценцию. Одновременно на рН- метре регистрировали значение рН раствора при тех же количествах NaOH. Затем амплитуду сигнала флуоресценции соотносили к кинетическим кривым на 30-35-й минуте. 
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       Рисунок 11 а – Зависимость начальной скорости роста интенсивности флуоресценции от концентрации мочевины; б – Значения рН раствора через 30-35 мин после добавления мочевины различной концентрации в образец с полиэлектролитными микрокапсулами (ПСС-ПААГ, 7 слоев, 5,0 × 106) с включенными молекулами уреазы (зависимость построена по величине интенсивности флуоресценции зонда на 30-35-й мин после добавления мочевины) в полулогарифмическом масштабе.
Как следует из приведенного русунка 12, регистрация изменения pH раствора с помощью флуоресцентных зондов аналогична традиционному способу с помощью стеклянного электрода. Можно предположить, что такой способ может быть использован после усовершенствования метода, например, для определения pH с помощью одной сенсорной капсулы.
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Рисунок 12 а – Кривая роста рН в водном растворе полиэлектролитных капсул (ПСС-ПАА, 7 слоев, 5,0 × 106) с включенными молекулами уреазы после добавки мочевины       1 мМ. (Запись сделана на рН-метре); б - Кривая роста интенсивности флуоресценции зонда TMA-DPH (2,0 мкМ) в водном растворе полиэлектролитных капсул (ПСС-ПАА, 7 слоев, 5,0 × 106) с включенными молекулами уреазы после добавки мочевины 1мМ. (Запись сделана на флуориметре одновременно с записью на рН метре образца одного и того же приготовления).

Следует отметить, что метод обладал рядом недостатков – это                                                 необходимость соблюдения постоянства параметров, таких, как концентрация вводимого зонда, концентрация микрокапсул, активность инкапсулированного фермента. При изменении одного из параметров результаты могут быть другими и необходима новая калибровочная кривая. Нет полной уверенности, что изменение рН раствора соответствует
полностью и линейно изменению интенсивности флуоресценции зонда, поскольку не известен сам механизм флуоресценции.

3.2 Создание ферментных и мультиферментных (содержащих несколько независимых ферментов) биосенсоров с заданными характеристиками 

Следующим этапом настоящей работы было получение и исследование не только микрокапсул с ферментами, но и ферментные электроды и ферментные микрореакторы. Микрореакторы, представляющие собой биочувствительный элемент, отделенный от регистрирующего электрода можно изготавливать на различных поверхностях. В качестве микрореактора использовали пластиковую и стеклянную кюветы с нанесенным полиэлектролитным покрытием с микрокапсулами, содержащими ферменты. Кроме того, были использованы микрореактроры, нанесенные на специально приготовленные пластиковые покрытия цилиндрической формы, а также на гибкие плоские тефлоновую и пластиковую пленки. Биочувтвительное покрытие наносили также на шарик стеклянного рН-электрода. В этом случае, если измерения проводились с помощью модифицированного стеклянного электрода, то мы имели дело с ферментным электродом. Если же измерения проводились с помощью немодифицированного электрода, а реакция проходила внутри ячейки в микрокапсулах или в микроячеистом полиэлектролитном покрытии (прикрепленном к стенкам ячейки или на шарик другого стеклянного электрода), то такую систему можно назвать микрореактором.  Полиэлектролитное покрытие представляло собой многослойную пленку, между слоями которой был расположен слой полиэлектролитных капсул диаметром около 2-5 микрон. Использованное биочувствительное покрытие было 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, предохраняло последние от инактивирования, например, посторонними ферментами или микробами. Одной из особенностей покрытия было то, что суммарная толщина полимерных слоев составляла в нем менее 2% от диаметра внутренних ячеек, причем вклад в это толщины стенок полиэлектролитных капсул составлял, в свою очередь, менее 40%.
Нанесенное покрытие было 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 [33].

3.2.1 Изучение работы уреазного микрореактора в зависимости от рН,  буферной емкости среды, температуры.

Возможность измерения концентрации мочевины стеклянным рН-электродом обусловлена следующими свойствами чувствительного покрытия: хорошей проницаемостью полиэлектролитных мультислоев для субстрата (мочевины) и продуктов его разложения уреазой; непроницаемостью этих слоев для фермента; сохранения ферментом, находящимся в ячейках покрытия, высокой активности; существенным защелачиванием среды при разложении мочевины на углекислый газ и аммиак. 
Как видно из рисунка 13 величина защелачивания среды в анализируемом растворе при аналогичных концентрациях мочевины была выше в слабокислой среде, это доказывает, что фермент в полиэлектролитных капсулах сохраняет нативные свойства, т.к. известно, что для свободной уреазы величина рН-оптимума равна 5,8 [34]. Работа уреазного микрореактора исследовалась в стеклянной и пластиковой спектрографических кюветах, на стенках которых были нанесены полимерные слои с уреазой.

Рисунок 13 – Зависимость ответа уреазного микрореактора от концентрации мочевины при различных рН среды: 1 мМ MES, 1мМ Трис, 150 мМ NaCl

Для сравнения приведен график ответа свободной уреазы на такие же концентрации мочевины. Измерения проводились в стеклянной кювете без покрытия аналогичным образом (рисунок 14).

Рисунок 14 – Ответ стеклянного рН электрода на введение мочевины в присутствии свободной уреазы (в концентрации в среде 2 мкг/мл) и уреазы в микрореакторе (1мкг/мл) 0,5 мМ MES, 0,5 мМ Трис, 150 мМ NaCl, рН среды 6.0

Как видно из рисунка, в микрореакторе наблюдается снижение чувствительности иммобилизованного фермента уреаза по сравнению со свободным ферментом (в 3,5 раз для концентрации 5 мМ). Следует отметить, что для капсулированного фермента, как показано в отчете за первый год настоящего проекта, были получены результаты, что активность капсулированного фермента составляла ~ 70% от активности свободного фермента. В данном случае концентрация уреазы в микрореакторе в 2 раза меньше, чем свободной уреазы, тем не менее, возможно сравнивать два этих значения.
На рисунке 15 представлены калибровочные кривые ответа электрода в микрореакторе на присутствие в среде мочевины для растворов с различной буферной емкостью. Видно, что ответ при отсутствии буфера в растворе наиболее близок к прогнозируемому [35], и с увеличением буферной емкости чувствительность системы снижается, однако при измерении в растворе без буфера выявлено большое количество помех. Например, приходилось достаточно долго после каждого измерения и отмывки электрода выводить начальное значение рН. Замечено, что имеется некоторый лаг-период, для ответа электродов, который увеличивается с увеличением числа полиэлектролитных слоев, отделяющих ферменты в микрореакторе от внешней среды.
Температурная зависимость величины ответа уреазного биосенсора была слабо выражена при изменении температуры от 25 до 36°С, хотя кинетика ответа несколько возрастала с ростом температуры. Это свидетельствует об избытке фермента в составе биосенсора и ограничении уровня сигнала только концентрацией субстрата, однако, длительное нахождение при комнатной температуре постепенно снижает активность фермента. Очевидно, что хранение биосенсора при 4°С способно увеличить время его работы.

Рисунок 15 – Чувствительность уреазного микрореактора в зависимости от буферной емкости среды. Начальная рН среды 6,0

3.2.2  Изучение работы мультиферментных биосенсоров

В этом разделе отчета описываются эксперименты по изучению совместной работы нескольких микрореакторов в одной ячейке. Изучается работа пары уреаза-пероксидаза хрена, тройки уреаза-ацетилхолинэстераза-креатининдеиминаза. 
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 первом этапе настоящего проекта. Было показано, как видно из рисунка 17, что активность пероксидазы хрена, находящегося в составе биферментной системы практически не отличается от активности фермента инкапсулированного отдельно.
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Рисунок 17 – 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 18). 
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Рисунок 18 – Зависимость ответа рН электрода от концентрации мочевины в среде исследования: 1 мМ Трис, 1 мМ Мес , 100 мМ соли, начальная рН 7.5

Показано, что уреаза, иммобилизованная в полиэлектролитном микроячеистом покрытии совместно с пероксидазой хрена и находящаяся  в одних  микрокапсул,  сохраняет высокую чувствительность к своему субстрату. 
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.

3.2.3 Изучение работы мультиферментного реактора (уреаза, ацетилхолинэстераза, креатининдеиминаза)

Изучение работы мультиферментного реактора проводилось с помощью рН электродов в спектроскопической стеклянной ячейке, на трех стенках которой были нанесены полимерные покрытия, которые содержали каждый свой фермент (рисунок 19). 
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Рисунок 19 – Спектрофотометрическая кювета с нанесенными на нее биочувствительными покрытиями, содержащими разные ферменты.

Эксперименты проводились следующим образом: сначала в реакционную среду с рН=6,0 добавлялся креатинин (субстрат креатининдеиминазы), который вызывал защелачивание раствора. Затем, когда рН раствора становился около 8.0-8,5, последовательно добавляли увеличивающиеся концентрации ацетилхолина (субстрата ацетилхолинэстеразы). После снижения рН раствора можно добавлять в среду мочевину. 
Оказалось, что последовательное добавление в один и тот же раствор сначала креатинина, а затем ацетилхолина нецелесообразно, потому что, как видно из рисунка 20,  креатининдеиминаза продолжает перерабатывать креатинин и, соответственно, увеличивать рН среды. То есть, как видно из диаграммы опыта, добавление ацетилхолина сначала вызывает снижение рН, а затем рН повышается за счет работы креатининдеиминазы. Аналогичные результаты были получены при добавлении в среду исследования сначала мочевины, а затем ацетилхолина.


Рисунок 20 – Диаграмма измерения потенциометрическим  способом концентраций креатинина и ацетилхолина при исследовании нового типа ультратонкого покрытия, содержащего три фермента.
Среда: 2мМ MES 100мМ NaCl, начальная рН 6,0.
 
Поэтому, рекомендуется проводить исследования по определению одного субстрата с последующей отмывкой ячейки. Только после смены раствора возможно определение других субстратов. 

Ацетилхолинэстеразный микрореактор.
Изучение работы полимерного микрореактора, содержащего в своих ячейках фермент ацетилхолинэстеразу, на внесение в среду исследования метаболит ацетилхолин проводилось в ячейке, содержащей также на других стенках полимерное покрытие с ферментами уреаза и креатининдеиминаза. Полимерное покрытие наносилось на стенку стеклянной или кварцевой ячейки. Реакция разложения ацетилхолина связана с изменением рН среды. Ацетилхолин в присутствии ацетилхолинэстеразы распадается с образованием уксусной кислоты, которая вызывает закисление среды. График зависимости ответа рН электрода ( Δ.рН) представлено на рисунке 21.
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Рисунок 21 – Зависимость ответа ацетилхолинэстеразного микрореактора от концентрации ацетилхолина в среде исследования 1 мМ MES, 1 мМ Трис, 150 мМ NaCl, начальная рН среды 8.0

Ось абцисс – концетрация субстрата ацетилхолин бромида
Ось ординат – Δ рН
Как видно из рисунка 21, увеличение в среде исследования ацетилхолина достоверно вызывало снижение рН среды. 

Креатининдеиминазный микрореактор.
Реакция разложения креатинина в присутствии креатининдеиминазы происходит так же, как и в случае реакции разложения мочевины в присутствии уреазы, с образование аммиака. Увеличение концентрации аммиака в тестовом растворе вызывает увеличение значений рН среды, которое можно зафиксировать с помощью рН электрода. На рисунке 22 представлены результаты исследований креатининдеиминазного микрореактора на внесение в среду креатинина.















Рисунок 22 – Зависимость ответа креатининдеиминазного микрореактора от концентрации креатинина в среде исследования 1 мМ MES, 1 мМ Трис, 150 мМ NaCl, начальная рН среды 6.0

Ось абцисс – концетрация субстрата креатинина
Ось ординат – Δ рН

Как и в предыдущих двух случаях, внесение креатинина в кювету с нанесенным покрытием, содержащую на одной стороне ячейки креатининдеиминазу, вызывает защелачивание среды исследования.
В этих экспериментах было показано, что с помощью полимерного мультиферментного покрытия возможно последовательное определение концентрации соответствующих субстратов – метаболитов биологических жидкостей в одной и той же ячейке.  
Таким образом, установлено, что технология формирования полимерного покрытия позволяет иммобилизовать  ферменты разных типов на одном носителе, при котором ферменты пространственно изолированы друг от друга и сохраняют субстратную специфичность.

3.3 Изготовление полиферментного микрореактора, обеспечивающего прохождения сопряженных ферментативных реакций   

Изучение одного из самых сложных задач настоящего этапа, а именно, создание сопряженной ферментативной системы, когда продукт реакции одного фермента является субстратом для другого фермента. В качестве такой биосенсорной системы нами была выбрана пара глюкозооксидаза – пероксидаза хрена. 
Глюкозооксидаза является сложным ферментом, состоящим из простетической группы (две молекулы ФАД) и гликопротеида. Молекулярная масса фермента равна 150 кДа. Изоэлектрическая точка находится  в области рН = 4,7÷4,8, оптимальный рН для действия фермента — 5,6–5,8. Действие глюкозооксидазы является дегидразным: отщепляя водород от глюкозы, гидрированный флавопротеин отдает водород кислороду, восстанавливая последний до перекиси водорода. 
Глюкозооксидаза высокоспецифична по отношению к β-D-глюкозе. В водных растворах глюкоза находится в λ-форме (36%) и β-форме (64%). Окисление глюкозы при участии глюкозооксидазы требует превращения λ- в β-форму, которое ускоряется под влиянием фермента мутаротазы. Некоторые образцы глюкозооксидазы содержат фермент мутаротазу, обеспечивающий превращение этих форм. В противном случае требуется увеличение времени инкубации, что способствует самопроизвольному переходу λ-формы в β-форму. Некоторые препараты глюкозооксидазы могут содержать фермент каталазу в виде примеси, которая разрушает  перекись водорода.
Пероксидаза хрена относится к группе двухкомпонентных ферментов, в составе которых гемин, представленный протопорферином IX в комплексе с трехвалентным железом, и полипептидная цепь, которая включает от 203 до 308 аминокислот, формирует компактную третичную структуру, представленную двумя доменами (большим и малым). Фермент имеет размер белковой глобулы равный 50 А°, содержащий около 43% α-спиральных участков, 3/4 полипептидной цепи пероксидазы представлены гидрофобными незаряженными аминокислотами, рI равна 1,6. Гемин нековалентно закреплен в углублении полипептидной цепи между доменами, и удерживается там за счет гидрофобных связей и солевого мостика, образованного между остатком пропионовой кислоты гемина с одной из аминогрупп апобелка. Нативный фермент имеет в составе нейтральные и аминосахара в количестве до 20%  общего веса. Углеводные цепи предохраняют фермент от инактивации радикалами и увеличивают термическую стабильность. В состав молекулы пероксидазы включены два иона кальция, участвующие в стабилизации третичной структуры молекулы пероксидазы хрена. Упрощенная схема пероксидазного цикла выглядит следующим образом: 
В реакции пероксидазного окисления, помимо пероксида водорода, в качестве окислителя (первого субстрата) могут выступать органические субстраты — алкилгидропероксиды, пероксибензольные кислоты и др. По отношению ко второму субстрату пероксидаза проявляет меньшую специфичность, поэтому целый ряд электронодонорных соединений могут использоваться в качестве субстратов пероксидазы. 
[image: baliabina12]
                          ПХ + H2O2 → ПХ1; k1				(5)
ПХ1 + АH2 → ПХ2 + АH·; k2
ПХ2 + АH2 → ПХ + АH·; k3
ПХ, ПХ1, ПХ2 — соответственно исходная пероксидаза и ее окисленные формы; АН2, АН· — соответственно исходный субстрат и его окисленная форма. 
Изучение работы сопряженной системы проводили двумя независимыми методами: 1) с помощью хемилюменисцентного анализа по концентрации перекиси водорода 
2) спектральный метод определения пероксида водорода. 

3.3.1 Определение концентрации глюкозы методом хемилюменисцентного анализа

Для количественного определения Н2О2 использовали высокочувствительный метод усиленной хемилюминесценции в системе люминол – 4-йодфенол – пероксидазы хрена по методике, описанной разделе «Материалы и методы». Интенсивность хемилюминесценции измеряли с помощью жидкостного сцинтилляционного счетчика Бета-1 («Медаппаратура», Украина). Калибровку измерений осуществляли с помощью известной концентрации перекиси водорода.
На дно ячейки для хемилюменисцентных исследований наносили микроячеистое полимерное покрытие с глюкозооксидазой. В ячейку добавляли разбавленный в 10 раз натрий-фосфатный буфер (PBS), рН 7,4. Затем вносили D-глюкозу, выдерживали 5 минут, а затем измеряли концентрацию перекиси водорода, образовавшуюся в результате каталитической реакции в присутствии иммобилизованной глюкозооксидазы.
Следующая серия экспериментов была точно такой же, только в ячейку с раствором перед добавлением глюкозы вносили тефлоновую пленку или цилиндрическую пластиковую поверхность с нанесенным на них хемочувствительным покрытием,  содержащим в микроячейках молекулы пероксидазы хрена. Результаты экспериментов представлены в таблице 1. 
Как видно из таблицы 1, внесение пленки или цилиндричекой пластиковой поверхности с нанесенной на нее иммобилизованной пероксидазой хрена существенно снижало содержание перекиси водорода в среде исследования.

Таблица 1 – Определение концентрация Н2О2 (нм) хемилюминесцентным методом
	ГОД
	15,4
	5,6
	4,2
	6,9
	7,8
	8,0±1,9

	ГОД+ ПХ
	0,5
	1.1
	0,2	
	0.0
	2,2	
	0,8±0,4



	Таким образом, продемонстрирована работа сопряженной мультиферментной системы, когда продукт реакции (Н2О2) одного фермента (глюкозооксидазы) является субстратом для другого фермента (пероксидазы хрена). 

3.3.2 Спектрофотометрический способ определения концентрации глюкозы с помощью сопряженной биферментной системы  

Эксперименты по определению работы сопряженной системы глюкозооксидаза-пероксидаза хрена проводили в два этапа. Сначала в буферный раствор (натрий ацетатный буфер, рН 5,3) добавляли микрокапсулы, содержащие сразу два фермента глюкозооксидазу и пероксидазу хрена, и бензидин. Зависимость начальной скорости каталитической реакции пероксидазы хрена определяли от концентрации пероксида водорода по поглощению при длине волны 590 нм за 1 мин. После того, как убедились, что фермент пероксидаза хрена, инкапсулированный вместе с глюкозооксидазой работает, провели эксперименты с добавлением глюкозы. А именно, вместо пероксида водорода добавляли метаболит D-глюкозу. На рисунке 23 показаны первичные данные по работе сопряженной системы по определению концентрации глюкозы.

Рисунок 23 – Зависимость начальной скорости пероксидазной реакции от добавления субстрата в среду исследования (натрий-ацетатный буфер, рН 5,3). В среде четырехслойные микрокапсулы с архитектурой ПААГ/ПСС/ПААГ/ПСС, содержащие ферменты глюкозооксидаза-пероксидаза хрена (~30мкг/мл).

1. – добавление глюкозы 
2. – добавление пероксида водорода

Следует отметить, что исследования по измерению концентрации глюкозы и пероксида водорода проводились  на пятый день получения микрокапсул с сопряженной системой.

3.3.3 Изучение стабильности рабочих характеристик ферментов, заключенных в полиэлектролитные микрокапсулы и покрытия

Результаты исследования стабильности каталитических свойств пероксидазы хрена, заключенной в полиэлектролитные микрокапсулы показали, что капсулированная пероксидаза в растворе в течение двух недель сохраняет достаточно высокую активность (рисунок 24).  В течение первой недели скорость (Vmax=0,044±0,0022) пероксидазной реакции остается практически равной первоначальной скорости (Vmax=0,045±0,0023). В течение второй недели активность пероксидазы хрена немножко упала и составила 77,54% (Vmax=0,035±0,0017).
[image: ]
Рисунок 24 – Изменение активности пероксидазы хрена, иммобилизованной в полиэлектролитные микрокапсулы в течение двух недель. Условия хранения: 0.1 М NaCl при температуре 4ºC.

Активность ацетилхолинэстеразы и креатининдеиминазы, иммобилизованных в составе полиэлектролитных микрокапсул, сохранялась достаточно высокой в течение не менее 1 месяца. 




ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты исследований, проводимые в ходе выполнения второго этапа проекта, представлены в научно-техническом отчете в полном объеме. Успешно иммобилизованы ферменты глюкозооксидаза, ацетилхолинэстераза и креатининдеиминаза в  ультратонкий  микроячеистый наноматериал, которые сохранили свою каталитическую активность и были способны детектировать собственные субстраты в тестовых растворах. 
В ходе выполнения исследований были использованы следующие методы регистрации сигналов: к потенциометрическому и оптическому методу регистрации, используемыми нами ранее, добавились амперометрический, флуоресцентный и хемилюминесцентный методы. 
Продемонстрирована возможность одновременного измерения концентраций субстрата мочевины (для уреазы) флуоресцентным и потенциометрическим способами в одной ячейке. 
Показано, что биочувствительное покрытие с ферментами можно наносить на разные материалы (пластик, стекло, кварц) и разной формы (шарообразной, плоской, цилиндрической). 
Проведены исследования по изучению работы мультиферментной системы, состоящей из трех ферментов (креатининдеиминаза, уреаза, ацетилхолинэстераза). При этом мультиферментная система одновременно представляла собой микрореактор (когда биочувствительные элементы системы были отделены от регистрирующего электрода).  Показана возможность последовательного детектирования субстратов в реакционной среде с использованием этой мультиферментной системы. 
Проведены исследования по повышению чувствительности покрытий, содержащих уреазу или пероксидазу хрена. Показано, что можно увеличить каталитическую активность этих ферментов до 60-80%  активности свободных ферментов. 
Показано, что при хранении биочувствительных покрытий при температуре 4оС в дистиллированной воде или 0,1 М NaCl, активность ферментов в микрокапсулах и ультратонких покрытиях изменяется во много раз медленнее, чем активность свободных ферментов в растворе. Например, активность инкапсулированной глюкозооксидазы сохранялась на высоком уровне в течение пяти дней при хранении при t=4oC в 0,1 М растворе NaCl, в то время как свободная глюкозооксидаза теряла свою функциональную активность на следующий день при хранении в тех же условиях, что и капсулированная глюкозооксидаза. 
За отчетный период исполнители настоящего проекта немного превышают нормативные показатели, взятые на второй этап выполнения проекта. Участниками проекта опубликована одна статья, цитируемая базой данных Scopus, одна статья выйдет в печать в журнале, цитируемом базой данных Web of  Sciense и Scopus, две статьи вышли в сборниках работ по материалам конференций.  По результатам работ получен патент РК. Представлены доклады на двух международных конференциях. Подготовлен промежуточный отчет по второму этапу выполнения проекта.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Перечень и оттиски опубликованных работ по результатам исследований:
Статьи в журналах:
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2 Ибадуллаева С.Ж., Аппазов Н.О., Тараховский Ю.С., Замятина Е.А., Фомкина М.Г., Ким Ю.А. Амперометрические мультиферментные биосенсоры: разработки и применение (краткий обзор) // Биофизика. 2019. Т. 64. № 5. С. 869-882. 
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2  Ягольник Е.А., Фомкина М.Г., Замятина Е.А., Аппазов Н.О., Ибадуллаева С.Ж., Ким Ю.А. Определение рН среды по флуоресценции молекул гидрофобного зонда, включенных в полиэлектролитные микрокапсулы // В кн.: Труды XIX международной конференции по науке и технологиям Россия-Корея-СНГ, Москва, 2019. С.89-94.
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Tpunoxenne 1.2

k JloroBopyNeggsor 7§ 03 2018r.
Ha rPaHTOBOE (PHHAHCHPOBAHHE

TEXHUYECKAS CIENU®HUKAIIASA W
KAJIEHJIAPHBIN IUIAH PABOT

To norosopy Ne303 or £ 9. O 3 . 2018 rona

1. PecrnyGamkaHcKoe rocyapcTBeHHOe NPeINpHATHE HA NpaBe X03iCTBEHHOT0
Befenns «Kb3bLI0PAHHCKHIA rocy1apcTBeHnbI yauBepcuTeT HMenn Kopkeir
Ata» Munucrepcersa ofpasoBanus v naykn Pecny6ankn Kazaxeran

1.1 I'lo npuoputeTy: Hayku 0 H3HH U 37I0pOBBE
1.2 Tlo noampuopurery: HaydHO-HHHOBAUMOHHAS OHOMeIMIMHA. - BHOTeXHONOrHH B
Me/IMIMHE X HAHOMETHITMHA
1.3 ITo Teme mpoekta: NeAP05134201 «Paspabotka MymsTH(EPMEHTHBIX GHOCEHCOPOB Ha
OCHOBE TOMMEPHOTO HAHOMATEpHANA. VI3rOTORNEHHE SKCIIEDHMEHTAIBHOIO o0pasua mprbopa-
aHATM3aTOpa C TIONMMEPHBIMA (DEPMEHTHBIMH CEHCOPaMH IUIA ONPEHCIICHHS JBYX METaGonMToB B
GHONOTHYECKIX HKHIKOCTIX)
1.4 O6mas cymma mpoexra 30 000000 (Tpuanarh MH/UTHOHOB) TEHTE, B TOM YHCIE C
pa3OMBKOI 110 roJiam, JUTA BEITOTHEHHS PaGoT COrNaclo Mynkry 3:
-Ha 2018 rox - B cymme 10 000 000 (recsiTh MHUTHOHOB) TEHTE;
- Ha 2019 rox - B cymme 10 000 000 (zecATh MHITHOHOB) TEHTE;
- Ha 2020 rox - B cymyme 10 000 000 (ecsaTh MHIUTIIOHOB)TEHTE.

2. XapaKTepHCTHKA HAYYHO-TEXHHIECKOMH NPOTYKIHH 0 KBATHPHKANHOHHBIM
NpH3HAKAM H YKOHOMHYECKHe M0KA3aTe
2.1 Hanpasnenne paGoTe: paspaboTKa IIHPOKOH FAMMEI ()ePMEHTHBIX H My/TETH()EPMEHTHBIX
GHOCEHCOPOB HA OCHOBE INOJHMEPHBIX HAHOTEXHONOTHH JUISl JIMATHOCTHKH PAavIHYHBIX BEIICCTB B
JKHJIKOCTSX H 06/AAIONIHX KOHKYPEHTHBIMH PEHMYIIIECTBAMH TePE]l CYIIECTBYIOMAMH aHATIOTaMH.
2.2 O6nacTb npuMeHEeHHA: MeMIMHCKAs AMarHOCTHKA.
2.3 Koneunblii pe3ysibTar:

- 3a 2018 rox: MeronaMu ONTHYECKOH CIEKTPOCKOImEH OGYIyT IOMydYeHB! HOBbIC [AHHEIC C
MHKPOKAIICY/IAMH, COICPKAIAMI (epMeHTBL By/eT i3ytena :aboTa HHKAICYMMPOBAHHBIX thepmeHTOB ©
PasTMYHBIMH TIapaMeTpaMH (IHCJIO CI0eB OGOMOHUKH, MOBEPXIIOCTHBIH 3apal, KOHTAaKTHDYIOIIHH ¢
(DePMEHTOM) TIO CIOCOGHOCTH JIETEKTHPOBATH COOTBETCTBYFOIHE CyOeTpatst. TToMyuenb! KHHETHHICCKHCE
XapakrepucTKi. [10/106paHEI Cpebl Ul MCC/ICIOBAHKI BYTyT H3rOTORNEHET (DepPMEHTHBIE CeHCOpbI
F/HITH MEKPOPEAKTOPHI € 33/[AHHBIMH XapaKTePHCTHKAMH. BY/TYT Onpe/ie/ieHb! IMAIas0Hb! NCACTBYOLIMX
KOHIGHTpaIpHit CyGCTPaToB, NONYYeHB! KHHETHUCCKHE XapakrepucTHKH. I[lojoGpanbl cpemsl i
vicere10Banyi. MeTozami cBeToBoii H KOH(OKANBHOMH MHKpICKomisH GyyT nomysesl (ororpadun
MHKDOKANICY/I H TOJMMEPHOro Mokperrus, OG30p JMTeparypLl IO TEME UCCIIC[OBAHMSA, BKIOYAi
GHOCEHCOPHBIC Pa3pabOTKH M TOMMMEPHbIe TeXHOOMHH B Guocencopax. [Toxroroska nyOmmKaimii 1
pabora ¢ perakusvu.Byner omy6muKkopans! JiBe CTAaTLH B PELCH3HPYEMBIX 3apyOexHBIX H
OTeueCTBEHHBIX HAYUIHEIX H3JAHHSX C HEHYJICBEIM HMIaKT-(akTopoM. Byner omyGnmkoana 1
crathst M mTojaHa | CTAaTh B PELEH3HPYEMBIX 3apyOeXHBIX HAyYHBIX MW3IAHHAX,
HHeKcHpyeMbIX B Gazax nannsx WebofScience mimr Scopus ¢ Heiy/iessM HMIAKT-(QakTopos.
ByZeT N0AroTOBIIEH MIPOMEXYTOUHBIH OTYET. '

- 32 2019 rox: By/yT nomyueHs! MEKpOKArCyJIsL, cofepxannie 2-3 depmenta. Mzygena ix padora
[0 CIOCOGHOCTH JIETEKTHPOBATh  COOTBETCTBYIOINME — CYOCTpaTl, MOIy4eHBI —KHHETHYECKHE
XAPAKTEDUCTHKA. DByJeT TNpOBENeHO CpapHerme paGOTsI (JePMEHTOB, HHKAICY/THPOBAHHBX IO
OT/ICTBHOCTH H BMeCTe. By/IyT nomysess!: depMerTbie (U1 panee He HMMOOHI3OBAHIIBIX (epmerToB)




image24.jpeg
2

H MyJbTH(EPMEHTHBIE GHOCEHCOPBL BYTyT ONpeleeHE! IManasoHsr JICHCTBYIOIMX KOHIICHTpAIWi
cyberpatos, nonoGpaHbl CpemBl WA WCCHENOBAHMN H YcnoBHs XpaHeHus. Byner msroromnmen
TIOJTH()EPMEHTHBI MUKPOPEAKTOp, 00ECIETHBAIONTHIA TIPOXOXICHHE CONPSDKEHHBIX peaKiii. [Tomyderst
AAHHbIE O BO3MOXKHOCTH JIETEKTHPOBATH METAbOMHTEI B TECTOBBIX pacTBopax. [1o pesymbTaram paboTs! -
Oyzmer omyGimkoBana 1 crates u mojasa 1 cratss B PEleH3HPYEMbIX 3apyOeXHBIX HAYYHBIX H3/IAHHSX,
HMHIEKCHPYeMBIX B Gasax manHbx WebofScience wm Scopus ¢ HenysiesbmvM AMnakT-pakropoM. Byzmer
T0/1aHa 3a5[BKA Ha IIATeHT. By IeT OIMOTORIIEH IPOMEXKY TOUHEIIH OTYeT

- 32 2020 romByayr ompeleNeHbl NTHTENBHOCTS PabOTH GHONATYHKOB (Henem, Mecsiupl),
BO3MOXHOCTb NIETEKTHDOBATH META0ONHMTHI B KPOBH M MOYe. ByleT M3roromien TIOMH(EPMEHTHBIH
MHKPOPEAKTOP, 0GECICHBAIOLIHY TIPOXOXK/ICHAE COMPSDKEHHBIX ()epMEHTATHBHELX peaktmii. Bymyr
ONPE/ENICHBI MANasOHbl JISHCTBYIONMX KOHLICHTDALH, MOXOGPAHBI Cpelbl I8 HCCIIeNOBAHM,
Toryens! KuHeTHYeCKHe XapakTepucTHiH. Byer OIPOGOBAHEI HECKOJBKO THIIOB sT9eek (IO pasMepy,
00BEMY HCCIIETyeMOM JKHIKOCTH) VIS H3MEPEHHsT 00pasLoB GHOJIOTHYECKHX XKHKOCTell, B TOM Wrc/e
H3MOTORIEHHBIX € MOMOIEI0 3D-npunTepa. OmpoGoBaHb! 2-3 THNA 3MEKTPOXOB C PasHBIMH
XApAKTEPHCTHKAMH 10 JIMANASOHY HCCICAYeMbIX KOHLEHTpaIuii, TOYHOCTH M3MepeRus H T.aLBymyr
BEIODaHBI (hePMEHTHI Ui CO3NAHMS GHOJATIHKA K paspalarsBaeMOMy TpHOOpY-aHAH3aTOpy (2-3
(epmerTa). BytyT BEIGPAHEI METO/TBI PErHCTPAIHH CHIHATOB, PaspaGorano T3 na OKP. Byzer uposeziesa
KOPPCKTHPOBKA 3a4BKH HA NATEHT. YCIpaHEHHe HENOCTATKOB 3asBKH HA MATCHT B COOTBEICTBHE C
TpeCOBAHMAMA TIATEHTHEIX OpraHm3amit. [IpoBeleHHe JOMONHHTE/BHBIX HCCIIeoBaHkl  (TIpr
Heo0xoumocTH). TTo pesyJIsTaTaM POBE/ICHHBIX HCCIIEIOBAHHIT GyJIeT MOATOTOR/EH 3AKITIOMHTE/EHBLH
oryer.Byner omybmikosara 1 crates u momasa 1 crares B PELICH3UPYEMBIX 3apyOEHKHBIX HAYIHBIX
H3/IAHIIX, MHIEKCHPYeMBIX B Gasax marrbx WebofScience mmt Scopus ¢ Henynessv HMTIaKT-(aKTopom.

2.4 TTateHTOCIOCOGHOCTE: Oa

2.5 Hayumo-TexHuuecknit ypoBenb (noBm3na):HoBmza u NPHHIMIHATEHOE OTIIHYHE OT
CYIECTBYOIIX AHATIOTOB IPE/IIAraeMOro NOAX0/1A K CO3/AHHEO GHOCEHCOPOB COCTOHT B HCTIONE30BAHHH
B HAX B KAYeCTBE GMOYYBCTBHTENBHOIO IOKPBITHS MOJHAIEKTPOIHIHOO HAHOMATEpHANA, XOPOLIO
TPOHHI{AEMOTO /Y1l HH3KOMOJIEKYJISPHBIX BEIIECTB H HENPOHHIIAEMOTO 1St hePMEHTOB.

2.6 Hcnonp3opaHue Hay4YHO-TEXHHYECKOH TPOTYKIHH OCYIIECTBIIAETCA: MEIHKO-
JHArHOCTHYECKHE NPENPUATHS.

2.7 BHA HCIONB30BAHHS pe3yNbTaTa HAydHOH M (W) HAYYHO-TEXHHYECKOH
nestenbHOCTH: Cosfanne (JePMEHTHBIX CCHCODHBIX JATMHKOB JUIA IIHDOKOIO CIIEKTpa JIeIIEBBIX,
TIOPTATHBHBIX, JIETKHX B YNPAR/ICHHH GHOCCHCOPHBIX yCTPONCTB-AHAH3ATOPOB PAXIHYHBIX BEIECTB B
KAIKOCTSX. HeKOTOpbIe M3 aHATH30B, BIOMHSBIIMECS paree B CIIEIMATH3IPOBAHHBIX ATHOCTHYECKHX
LEHTPaX, MOXKHO Oy/IeT POH3BOMTHTE B HECTIELHATH3HPOBAHHBIX K/THHHKAX H JAKE B TONICBBIX YCIOBHSIX.

3. HaumenoBanme paGoT, CPOKH HX PeAJH3ALMI H Pe3y/ILTATHI
ludp | Hammenosanme paGot mo | Cpok BHIOTHEHHS OsnaeMBIit pesystsTar
3aanus, | JIOroBOpY H OCHOBHBIE Hayalo | OKOHYa
sTana 9ITanbl €ro BHIOTHEHHS HHE
1 Wsrorornenue u mu3ydenue | Despans no 1 | Byner msroromnen u usydena
paboTs tepvenToro | 2018r. | HosGps | pabora pepmerrHoro
MHKPOPeaKTopa, 2018 r. | MHKpOpeaKTOpa,
TNPE/ICTARIISIONIEN0 TIPEICTABRIAIOLIETO COO00H
TIPEICTARIIOWEro  coboi KOMGHHAIIHIO
KOMOHHAIIIO TIOJIHAJIEKTPOJIHTHEIX CJIOSB H
TIO/HAMEKTPOIHTHEIX  CJI0EB MIKDOKAIICYI C (hepMHTAME.
5 MHKpOKATICY.T P Tlo pesymraram paGors! Gyzer
P — Harmcan 0030p JHTEpaTyphI 10
TEME HCCJIEI0BAHHS, KOTOPBIH
BOMJIET B IPOMEXKYTOYHBIA OTYET.
Byner onyGmkoBaHE 1Be cratsn
B PEIEH3NPYEMBIX 3apyOEKHBIX H
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OTEYeCTBEHHBIX Hay9HBIX
H3J]AHUSX C HEHYJIEBBIM HMIIAKT-
¢axropom. Byzer omy6maxosara
1 crarest 1 1 cratss noaroToRncHA
K I€YaTd B  PeleH3HPYeMEIX

Byner TIO/INOTORTZH
TPOMESKYTOUHBII OTYCT
Ll Hccnenosanmsa  depmentos, | ®eppars no 1 | Bynyr ipoBeneHs! necnenoasis
TIOMEIIEHHBIX B 2018r. HOs6pst | (PepMeIrIos, OMEICHHEIX B
MHKPOKAIICYJIbI 0 2018 r. | MHKPOKANCYJILI C PASTHIHBIMA
Pa3ITHYHBIMHA TIOJHTEKT PO THEIMH
TIOJHANEKTPOTHTHEIMH TIOBEPXHOCTSIMH, 3HAKOM 3apsizia,
TIOBEPXHOCTAMH, ~ 3HAKOM YIHCIIOM CII0EB 0GOTIOHKH
3apAia,  GHCIOM  CIOEB MHKPORHIICYT] MEKDOKAIICY L.
P MHKpOKATICYIT Meronamu orrrugeckoit
MHEKpOKAIICYT CIIEKTPOCKOMHH GY/TyT Oy 4eHLI
HOBBIE JIAHHEIE C
MIKPOKAIICYIIAMH, COTIEPIKAIIETMH
(epmernL Eyzer n3ysena pabota
HHKAIICYTHPOBAIHEIX (DEPMEHTOB
€ PATHIHBIMH NApaMETPaMA
(amcII0 CI1oeB 060MOUKH,
TIOBEPXHOCTHEIH 3aps7I,
KOITAKTWPYIONNIH ¢ hepMerToM)
TI0 CI0SOGHOCTH ACTEKTHPOBATH
COOTBETCTBYIONIHE CYOCTPaThL
BynyT nomydens! KuHeTHYeCKHE
XapakTepHCTHKH. Bynyt
TI0/I00paHBI CPe/Ibl YISt
HCCIIEIOBAHHH. .
1.2 Cosnanme Gepmerrmiex | Hions no | | Gymyr r3rotomiciEr depmerTHLI2
6HOCEHCOpOB wwm | 2018r. HOsi6ps | Guocercops! 1w/wm
MHKPOPEAKTOPOB c 2018 r. | MHKPOPEAKTOPLIC 3aJJAHHBIMH
3JIAHHBIMH XPAKTEPHCTHKAMH (THCTIO CII0ED,
XapaKTepHCTHKAaMI  (YHCII0 3HAK 3aPAa), CII0COGHEIX
CloeB,  3mak  3apsya), JISTEKTHPOBATE COOTBETCTBYIOLLIE
CIIOCOGHBIX  JICTEKTHPOBATE gg‘;’qum B OIIHOIT sideike. =
COOTBETCTBYIOIIIHE MIpEIETICHB JHAasol
cyGcTpars! B O/HOI sraeiike. ACHCTBYIOUHX KORNeHTpaLt
CybCTpaToB, moNy4eHs
KMHETHYECKHC XaPAKTePHCTHKH.
.| BymyT monoGpassI cpens! st
. HCCJIEOBAHITH. .
1.3 HWzyuernue METOIaMH HUrons mo 1 BymyT my4eHs MeTonaMu
CBETOBOH M KoH(OKanbHOH |  2018r. HOAGps | CBeToBCH 11 KOH(POKATBHOR
CIIEKTPOCKOIHeH 2018 r. | CHEKTPOCKOMHH
TIOJTHIEKTPOIHTHOTO TIOJHAICKTPO/IATHOTO
GHOUYBCTBHTEITEHOTO GHOUYBCTBHTEITEHOIO TIOKPEITHS X
€0 COCTABHBIX YacTei.

TIOKPBITHA H €10 COCTABHBIX

Meroname cBeToBo# H
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JacTed

KOH(OKATEHO# MHKPOCKOHEH
GynyT nosyders! dororpadm
MHFPOKAIICYJT H TIOIHMEPHOTO

TIOKPBITHS

14

OG30p mareparypsI o Teme
HCCIIEIOBAHMS, TIOATOTOBKA
nyommkampmis.  TlogroToska
TIPOMEKYTOYHOIO OTYETa

OkTs6ps
2018r.

nol
HOAOps
2018 .

Byner nposezies o63op
JHTEpATypPBI 110 TeMe
HCCIE/IOBAHHA, BKIOYAT
GHOCEHCOpHEIE paspaboTKy i
TIOJIMEPHER: TEXHOJIOTHH B
6Guocencopax. Byayr
TIO/rOTORJICHB! ITYO/IHKAIH B
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Abstract—We consider a previously proposed method for encapsulation of enzymes, which employs the layer-
by-layer adsorption of oppositely charged polyelectrolytes onto composite spherulites (calcium carbon-
ate/protein) followed by dissolution of the calcium carbonate support. The goal of this work is to choose con-
ditions for encapsulation of the enzyme horseradish peroxidase by the method so that the catalytic activity of
the encapsulated enzyme would be comparable with that of the soluble one. The steps of the fabrication of
polyelectrolyte microcapsules with the studied enzyme have been tested. A protocol for obtaining composite
spherulites of the desired size ranging from 2 to 10 um has been developed. It is shown that the catalytic activ-
ity of horseradish peroxidase encapsulated in a microcapsule with a positively charged inner surface of the
microcapsule envelope (the inner layer modified by polycation polyallylamine hydrochloride) is significantly
higher than that of the enzyme encapsulated in a microcapsule with a negatively charged inner layer (modi-
fied by polyanion sodium polystyrene sulfonate). At the support dissolution step, ethylene glycol bis-(B-ami-
noethyl) tetraacetic acid (EGTA), a decalcifying agent used to dissolve CaCO; from horseradish peroxidase
microcapsules, is significantly less detrimental to enzymes than ethylene diamine tetraacetic acid. The cata-
Iytic activity of horseradish peroxidase encapsulated in polyallylamine hydrochloride/sodium polystyrene
sulfonate/polyallylamine hydrochloride microcapsules (with positively charged inner surface of the micro-
capsule envelope) is 60—70% of the activity of the soluble enzyme (in experiments where the calcium-car-
bonate support of the composite spherulites is dissolved with EGTA).

Keywords: encapsulation, microcapsules, horseradish peroxidase, polyelectrolytes, catalytic activity, biosen-
sors

DOL: 10.1134/S0006350919010068

The development of highly sensitive sensors that
are able to rapidly and reliably detect biologically
active compounds in monitored items is a topical field
in modern analytical chemistry. Enzymes as detecting
components of biosensors provide unique selectivity
and sensitivity in assays of bioactive compounds.
Broad application of enzymes in analysis is deterred by
their poor storage stability and high prices. These
drawbacks can be overcome by enzyme immobiliza-
tion on solid supports. Methods for introducing an
immobilized enzyme into a biosensor are of special
significance, as the activity of an enzyme is generally
reduced considerably by immobilization.

In 2007—2008, an exemplary method for embed-
ding urease into thin-filmed microcellular polymer
consisting of oppositely charged polyelectrolytes

Abbreviations: PAAH, polyallylamine hydrochloride; SPS,
sodium polystyrene sulfonate; EGTA, ethylene glycol bis-(B-
aminoethyl) tetraacetic acid; EDTA, ethylene diamine
tetraacetic acid.
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adsorbed on a solid support was developed. Microcap-
sules of the same polyelectrolytes housing functional
enzyme molecules were located between the polyelec-
trolyte layers [4, 5]. This biosensor coating is promis-
ing as a material for multienzyme systems, because the
microcapsulation technology does not restrict the
range of compounds that can be encapsulated. Incor-
poration of enzymes into polyelectrolyte microcap-
sules is an intermediate step in enzyme immobilization
by polymer technologies. Encapsulation by lamina-
tion of oppositely charged polyelectrolytes onto com-
posite spherulites followed by dissolution of the cal-
cium carbonate support with ethylene diamine
tetraacetic acid (EDTA) was proposed in [1-3]. The
catalytic activity of encapsulated enzymes was reduced
considerably compared to the activity of the freshly
isolated soluble enzyme [3, 5, 6]. Therefore, in this
study we attempted to prepare an encapsulated
enzyme whose activity would be comparable with that
of the soluble form. We examined the steps of the
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method to elucidate key points that affect the proper-
ties of encapsulated enzymes. Experiments were con-
ducted to optimize conditions for the production of
polyelectrolyte microcapsules with the enzyme horse-
radish peroxidase with regard to microcapsule size (2—
10 pum), the method of calcium carbonate spherulite
dissolution, and the charge sign of the inner layer of
the polyelectrolyte envelope adjacent to the enzyme.

MATERIALS AND METHODS
Reagents and Equipment

Experiments were conducted with lyophilized per-
oxidase extracted from horseradish roots, MW 40 kDa
(BioFarm, Russia); 30% hydrogen peroxide, benzi-
dine (4,4'-diaminodiphenyl C;,H;;N,) (Sigma,
United States); MES, Tris, ethylene glycol bis-(f3-
aminoethyl) tetraacetic acid (EGTA), and ethylene
diamine tetraacetic acid (EDTA) (Sigma-Aldrich,
United States); Analytical Grade sodium acetate;
Chemical or Analytical grade calcium chloride,
sodium carbonate, and sodium chloride. Polyelectro-
Iytes with MW 60—70kDa were purchased from
Aldrich, United States: polyallylamine hydrochloride
(PAAH) and sodium polystyrene sulfonate (SPS). All
solutions were prepared with water deionized in Arium
611 UF (Sartorius, Germany).

The following equipment was used: the No. 5 Sub-
micron Particle Size Analyzer (Beckman Coulter Inc.,
United States), a DU 520 UV/Vis spectrometer
(Beckman, United States), an Eclipse E200 light
microscope (Nikon, Japan), a Record-4USB four-
channeled analog/digital potentiometer—microam-
meter integrated with a computer (designed at the
Institute of Cell Biophysics, RAS), a ® 690,
pH/Temp/mV/ISE Meter pH meter (Beckman,
United States), Sky Line shaker (ELMI, Latvia), and
ultrasonic bath (Millipore, United States).

Preparation of Polyelectrolyte Microcapsules
and Examination Methods

Preparation of composite CaCO;—protein micro-
spherulites. Composite CaCO;—protein microspheru-
lites were used as core microparticles. They were
obtained by mixing calcium chloride and sodium car-
bonate solutions with the presence of protein (the
enzyme) by the biomineralization method [2, 3].
The size and shape of the resulting spherulites were
considerably influenced by the process conditions:
reagent concentrations, temperature, and hydrody-
namic indices.

The main protocol was as follows: to a 0.33 M
CaCl, solution containing up to 1 mg/mL protein, an
equal volume of 0.33 M Na,CO, was added rapidly at
vigorous stirring forming a small swirl. The mixture
was stirred for 30's, and the resulting suspension was
stored at room temperature for 15 min until complete

clearing of the liquid. The maturation of microspheru-
lites was monitored with a binocular microscope. The
supernatant was removed. The precipitate was washed
from Na' and CI- ions with three portions of deion-
ized water and dried at room temperature. The proce-
dure yielded spherical microspherulites 3—5 um in
diameter.

Preparation of enzyme-loaded polyelectrolyte cap-
sules. Spherical particles were coated with alternating
layers of oppositely charged polyelectrolytes PAAH
and SPS by the conventional protocol described in [7].
To a 100-mg weight of composite microspherulites,
1.5 mL of PAAH solution (1 mg/mL) in 0.5 M NaCl
was added. The mixture was shaken for 15 min and the
polymer excess was removed by centrifuging at
700 rpm for 20—30 s. The sedimented particles were
washed three times with deionized water with centri-
fuging. The same procedure was applied to the SPS
solution (1 mg/mL in 0.5M NaCl). As particles
aggregated in the course of polyelectrolyte adsorption,
the microparticle suspension was sonicated at 35 Hz
for 1-3 s by placing the tubes into an ultrasonic bath.
Microspherulites were formed at room temperature.
We obtained carbonate microparticles housing the
enzyme and coated with multilayer polymer enve-
lopes: PAAH/(SPS/PAAH), or SPS/(PAAH/SPS),,
where n was 1 or 2.

The resulting polyelectrolyte capsules were placed
into dialysis bags and the calcium carbonate cores
were removed with EGTA or EDTA solutions of vari-
ous concentrations. The capsules were left in the solu-
tion for 2 to 18 h, depending on the experimental tasks,
with or without stirring. The enzyme capsules were
then washed from the solutions, placed to deionized
water or 0.1 M NaCl, and stored at 4°C.

Assay of the activity and catalytic properties of the
encapsulated enzyme. Peroxidase activity was assessed
from the change of the initial reaction rate. The kinet-
ics was recorded by measuring absorbance at the wave-
length 590 nm, characterizing benzidine oxidation by
the appearance of blue color. The initial stationary
reaction rates were assessed from the slope of the lin-
ear range of the product accumulation curve within
10 or 30 s after the beginning of record: V'= Dsy,/30 or
V= Ds40/10.

The dependence of the initial peroxidation rate on
substrate concentration was determined. The kinetic
indices, that is, the maximum rate V,, and the
Michaelis—Menten constant, were found from Line-
weaver—Burk (double reciprocal, 1/[S], 1/[Vinil)

plots.

Encapsulated enzyme concentrations were assayed
by the Bradford method with reference to a standard
curve constructed from bovine serum albumin con-
centrations [8]. Hydrogen peroxide concentrations
were assessed by using the molar attenuation coeffi-
cient £,5 =43.6 M~' cm™.
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RESULTS AND DISCUSSION

The enzyme encapsulation protocol proposed in
[3] includes three separate steps: (1) preparation of
composite calcium carbonate spherulites (CaCO;—
enzyme), (2) formation of a multilayered polyelectro-
lyte envelope on the spherulites by alternating absorp-
tion of oppositely charged polyelectrolytes, and
(3) removal of the calcium carbonate support. Finally,
we have polyelectrolyte microcapsules housing the
enzyme inside. The enzyme studied in this work is
horseradish peroxidase.

A brief characterization of horseradish peroxidase.
This enzyme was chosen for our study for several rea-
sons. Peroxidases are among the most widespread
enzymes present in plants, microbials, and animal tis-
sues. They catalyze the oxidation of a wide range of
organic compounds by hydrogen peroxide to yield
toxic peroxides, which are removed from the body.
Horseradish peroxidase is a commonly used model
enzyme in molecular studies, because its molecular
weight, approximately 40 kDa, is rather small and it is
relatively stable and readily available. It is used in bio-
sensors either directly, as a catalyst, or as a label [9].

Horseradish peroxidase is a complex enzyme. It
includes hemin, which is protoporphyrin 1X coordi-
nated with Fe(lll), and a polypeptide chain. The
enzyme globule is 50 A in size. o-Helices constitute
approximately 43% of the polypeptide; 75% of the
chain are hydrophobic uncharged amino acids [10].

In our study, the analyte (first substrate) is hydro-
gen peroxide and the second substrate is benzidine.

The peroxidase cycle can be presented in an
abridged form:

HP"(start.) + H,0, — HP (semiox.),

HP (semiox.) + benzidine” — HP (ox.)
+ benzidine (ox.),

HP (ox.) + benzidine’ — HP'(start.)
+ benzidine (ox.),

where HP(start.), HP(semiox.), HP(ox.) are the
starting horseradish peroxidase state and its oxidized
forms, respectively; benzidine® and benzidine(ox.) are
the starting benzidine and its oxidized form, respec-
tively.

The HP(semiox.) — HP(ox.) and HP(ox.) — HP?
transitions are single-electron processes, where
HP(semiox.) has two oxidation equivalents (one in the
heme iron and the other in the form of a n-cation-rad-
ical on porphyrine [11]) in comparison to the native
enzyme HP?, and HP(ox.) has one. Nuclear magnetic
resonance studies show that iron is present in both
semioxidized and oxidized peroxidase forms as a fer-
ryl; that is, its formal charge is +4 [12].

Hydrogen peroxide reduction involves iron(111) of
proporphyrin 1X and two key distal amino acid resi-
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Fig. 1. (a) Size (diameter) distributions of CaCO3 micro-
spherulites in three samples. (b) Light microscopic images
of the same microspherulites.

dues: His42 and Arg38 [10]. First, an H,0, molecule
is bound to hemin iron. A peroxide proton migrates to
histidine, which acts as a base. Arginine 38 supports
the redistribution of electron density between oxygen
atoms, allowing heterolytic cleavage in the hydrogen
peroxide molecule.

Preparation of size-defined composite microspheru-
lites (CaCO;—protein). The first step of the prepara-
tion of encapsulated enzymes by biomineralization
furnishes composite spherulite CaCOs;—protein,
spherical core particles that carry the enzyme. As the
spherulite sizes determine the sizes of the desired
microcapsules, it was essential to optimize the prepa-
ration of core particles of specific sizes with a narrow
diameter distribution. Experiments on the preparation
of specified-size microspherulites were conducted
without the enzyme. By varying reagent concentra-
tions, hydrodynamic indices of the process (the vigor
and duration of mixing), one can obtain microspheru-
lites with medium diameters from 2 to 10 um and sat-
isfactorily narrow the size distribution. The distribu-
tions of calcium carbonate spherulites in samples of
three types are shown in Fig. 1.

After the development of the protocol for obtaining
size-defined microspherulites, we began the produc-
tion of composite spherulites with horseradish peroxi-
dase. In our studies, enzyme capsules were produced
mainly from composite spherulites of 3 to 5um in
diameter prepared as in the Materials and Methods
section. The distribution of composite microspheru-
lites in one of the experimental samples is shown in
Fig. 2.
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Fig. 2. The size distribution of composite microspherulites
(CaCO4 + horseradish peroxidase) with the mean diame-
ter 3.62 £ 0.52 um.

An image of five-layered PAAH/(SPS/PAAH),
microcapsules, obtained from composite spherulites
and used in further studies is shown in Fig. 3. It is
apparent that the microcapsules are uniform in size.
Our subsequent studies showed that the effect of
microcapsule sizes within 2—10 um on the enzymatic
activity of encapsulated horseradish peroxidase was
within the limits of the experimental error. Presum-
ably, microcapsule sizes influence microcapsule rigid-
ity and stability.

Analysis of the influence of polyallylamine hydro-
chloride and polystyrene sulfonate on horseradish per-
oxidase activity. The second step in the preparation of
encapsulated enzymes by this method is the formation
of the polyelectrolyte envelope. This step involves
alternating adsorption of oppositely charged polyelec-
trolytes onto composite spherulites. Use of a polyca-
tion as the first polyelectrolyte is preferable, as the
core calcium carbonate particles are negatively
charged and their electrokinetic potential is 12.2 +
2.5mV [3] (& that polyanions, in particular, polysty-
rene sulfonate, are also bound to calcium carbonate
particles; thus, they can be used as the first layer in
polyelectrolyte microcapsules as well [13—16]. The
same authors showed that the catalytic activity of
encapsulated enzymes depends on the charge of poly-
electrolytes that form the inner layer.

This fact motivated us to investigate the effect of
polyelectrolytes on the catalytic activity of horseradish
peroxidase. We chose polyelectrolytes with clearly
negative and positive charges: polycation PAAH and
polyanion SPS. Solutions of PAAH or SPS were
added to buffered (sodium acetate buffer pH 5.3) sol-
uble enzyme to the concentration of 0.5 mg/mL. The
mixtures were incubated at room temperature for 1 h,
and peroxidase activities were assayed. The concentra-

Fig. 3. A light microscopic image of a cover slip slide of
PAAH(SPS/PAAH), microcapsules.

tion was chosen as 0.5 mg/mL because this concentra-
tion was used in encapsulating horseradish peroxidase
by alternating adsorption.

The dependence of the initial rate of the horserad-
ish peroxidase reaction measured spectrophotometri-
cally by change of absorbance at 590 nm after 10 s on
hydrogen peroxide concentration with the presence of
polyelectrolytes is shown in Fig. 4. The results are pre-
sented in double reciprocal coordinates for the
Michaelis—Menten equation.

The experiments showed that SPS inhibited the
catalytic activity of horseradish peroxidase (Fig. 4,
curve 3). It is apparent that the enzyme is inhibited by
the polyanion in a competitive manner, K; = 0.380 =
0.019. This influence of SPS on horseradish peroxi-
dase activity is likely to be determined by the electro-
static interaction between the polyanion and the posi-
tively charged active site of the enzyme. The opposite
situation occurred with the polycation PAAH. The
catalytic activity of the enzyme increased with the
presence of PAAH, with the maximum reaction rate
being three times as high, V,,,, = 0.0960 £ 0.0048 vs.
Viax = 0.0351 = 0.0018 in the control mixture (with
freshly prepared enzyme).

An intermediate inference from these data is that
the formation of the innermost layer of the polyelec-
trolyte envelope of microcapsules from polycation
PAAH is preferable, as it provides higher activity of the
enzyme.

To test this inference, we studied the catalytic
activity of horseradish peroxidase encapsulated into
PAAH/SPS/PAAH (positive charge in the inner layer,
contacting with the enzyme) and SPS/PAAH/SPS
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Fig. 4. The dependence of the initial rate of the peroxidase
reaction on hydrogen peroxide concentration: (/) without
polyelectrolyte, V., = 0.0351 + 0.018, K, = 0.021 £
0.001; (2) with PAAH, Cpaapg = 0.5mg/mL, Vo =
0.096 £ 0.048, K, p, = 0.106 + 0.052; 3, with SPS,
Csps = 0.5mg/mL, Vo = 0.034 + 0.017, K; = 0.38 +

0.019. Experimental conditions: 0.2 M sodium acetate
buffer pH 5.3, horseradish peroxidase 0.05 pig/mL, benzi-
dine 0.1 mM, reaction volume 3 mL.

(negative charge in the inner layer). The dependence
of peroxidase activity on these two encapsulation ways
is shown in Fig. 5.

As expected from the results of the previous exper-
iment, different charge signs of the inner layer, con-
tacting with the enzyme, differently modify its activity.
The activity of horseradish peroxidase in polyelectro-
lyte microcapsules with the negatively charged inner
layer PAAH/SPS/PAAH (Fig. 5, curve 1) was approx-
imately twice as high as in capsules with the negatively
charged SPS/PAAH/SPS layer (Fig. 5, curve 2) and
the curve was shifted towards lower hydrogen peroxide
concentrations.

Additional experiments were conducted to eluci-
date the differences between the catalytic indices of
encapsulated and soluble horseradish peroxidase
(Fig. 6).

The dependence of the initial peroxidase-catalyzed
reaction rate on substrate (hydrogen peroxide) con-
centration is presented in double reciprocal coordi-
nates. It demonstrates a decrease in the maximum
reaction rate and the Michaelis—Menten constant of
the encapsulated enzyme, as is typical of noncompet-
itive inhibition; that is, PAAH as the constituent of the
inner surface of the microcapsule contacting the
enzyme inhibits its activity in an uncompetitive man-
ner: plots / and 2 in Fig. 6 are nearly parallel. Horse-
radish peroxidase enclosed in capsules with a nega-
tively charged inner layer PAAH/(SPS/PAAH), shows
a decrease in the maximum rate ¥, = 0.016 *
0.003 mM and an increase in KX =0.032 + 0.002.

m app
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Fig. 5. The dependence of the initial rate of the peroxidase
reaction on the sequence of polyelectrolyte layers:
(1) three-layered capsules with the layer sequence
PAAH/SPS/PAAH (positive charge of the inner layer,
adjacent to the enzyme), V. = 0.041 £ 0.003 mM)/30 s,
K, app= 0.007 £0.002; (2) three-layered capsules with the
sequence SPS/PAAH/SPS (negative charge of the inner
layer). Vg = (0.023 £0.006 mM)/30s, K, gpp = 0.026 +
0.003. Experimental conditions: 0.2 M sodium acetate
buffer pH 5.3, horseradish peroxidase 0.05 pg/mL, benzi-
dine 0.1 mM, reaction volume 3 mL.

Therefore, we presume a mixed type of inhibition by
SPS forming the inner surface of the microcapsule.

To sum up, we showed that the interaction of
enzymes with certain polyelectrolytes differs from
their interaction with ordered surfaces formed by the
same polyelectrolytes. For better design of the first
layer in encapsulation of enzymes, we propose that
void microcapsules with an appropriate polyelectro-
Iyte in the outer layer be added to solutions with solu-
ble enzymes in question in test experiments, as we did
in our studies of glucose oxidase [17].

Study of the effect of calcium carbonate dissolvents
on the enzymatic activity of horseradish peroxidase.
The removal of the calcium carbonate support from
microcapsules is an important step in the preparation
of functional encapsulated enzyme. A considerable
decrease in the activity of encapsulated enzymes in
comparison to soluble enzymes was shown in [2, 3,
13]. Use of the protocol of calcium carbonate removal
applied to void microcapsules may not necessarily be
appropriate for CaCO; removal from the two-compo-
nent (CaCOs/enzyme) microcapsule core, because
the dissolvent interacts with the enzyme, modulating
its activity. Therefore, it was necessary to optimize the
conditions and dissolvent for calcium carbonate
removal from horseradish peroxidase microcapsules in
order to minimize the damaging effect of the dissol-
vent. It was shown in [I8] that the use of EGTA for
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Fig. 6. The dependence of the initial rate of the peroxidase
reaction on hydrogen peroxide concentration presented in
double reciprocal coordinates: (/) soluble horseradish per-
oxidase Vi = (0.043 £ 0.002 mM)/30's, K,, = 0.016 +
0.001; (2) horseradish peroxidase in capsules with the pos-
itively charged inner layer PAAH/(SPS/PAAH),, ¥y =
(0.027 £0.0013 mM)/30 s, K,,, 51, = 0.012 £ 0.006. Exper-
imental conditions: | mM MES buffer pH 5.3, 1 mM ben-
zidine, reaction volume 3 mL, enzyme concentration
0.05 pg/mL.

removing the calcium carbonate support from micro-
capsules with urease increases the activity of the
enzyme to 70% of the soluble enzyme activity. We
undertook experiments on the action of solvents on
composite spherulites with horseradish peroxidase
covered by the five-layered PAAH/(SPS/PAAH),
envelope. Dissolution conditions were varied: use of
EGTA or EDTA, chelating agent concentration (2 to
25 mM), exposure duration (2 to 18 h), temperature (4
to 25°C), and mixing regime. In all cases, use of
EGTA as a dissolvent of the calcium—carbonate
microcapsule support provided higher horseradish
peroxidase activities than with EDTA. The depen-
dence of the initial rate of the horseradish peroxidase
reaction on the concentration of hydrogen peroxide as
the substrate is presented in Fig. 7. It shows that the
reaction rate with the encapsulated enzyme purified
from calcium carbonate with EDTA is five to six times
lower than with the soluble enzyme (curve 7). The
replacement of EDTA with EGTA increases the activ-
ity of encapsulated horseradish peroxidase by a factor
of 2.5 (curves 2and 3), and its activity becomes com-
parable with that of the soluble enzyme (curves /
and 3). Experimental conditions: soluble peroxidase
concentration 0.87 ug/mL, encapsulated enzyme
concentration 1.25 pg/mL, 0.1 mM benzidine, 0.2 M
sodium acetate buffer pH 5.3, reaction volume 3 mL.
The envelope of the encapsulated enzyme:
PAAH(SPS/PAAH),.

The decrease in the activity of horseradish peroxi-
dase encapsulated and purified from CaCO; with

0.5

0.4

0 0.5 1.0 1.5 2.0
[H;0,], mM

Fig. 7. The dependence of the initial rate of the peroxidase
reaction on hydrogen peroxide concentration: (/) enzyme
in buffered saline, V. = 0.425£0.022, K,, = 0.25 +
0.03; (2) encapsulated enzyme purified in EDTA for 2 h,
Vinax = 0.105 £ 0.022, K, 4pp = 0.53 £ 0.03; (3) encapsu-
lated enzyme purified in 5 mM EGTA for 16 h, V. =

0.315 £0.025, K, gpp = 0.26 £ 0.02.

EDTA can be explained by the interaction of EDTA
with iron ions present in the active site of the enzyme
and the resulting change of the enzyme affinity to the
substrate. Therefore, we propose an EGTA solution as
the dissolvent. In contrast to EDTA, it selectively
binds bivalent metal ions and damages enzymes to a
lesser extent.

CONCLUSIONS

The catalytic activity of encapsulated horseradish
peroxidase was studied with regard to the type of the
polyelectrolyte that forms the inner layer of the micro-
capsule, adjacent to the enzyme. The enzyme contact-
ing with a positively charged inner layer shows better
affinity to the substrate hydrogen peroxide and aprox-
imately two times higher catalytic activity as the same
enzyme in capsules with the negatively charged inner
layer.

Use of EGTA instead of EDTA as a chelator dis-
solving the calcium carbonate support of microcap-
sules causes much less damage to horseradish peroxi-
dase. In this case, the activity of the encapsulated
enzyme is comparable with that of the soluble enzyme.
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B nocaennee aecsTUaACTHE OBl JOCTUIHYT 3HAYMTEIBHBIH IIporpece B pa3paboTke HEPMEHTHBIX OMOCEH-
COPOB, KOTOPBIE HAXOMAT IPUMEHEHHE B (HapMAKOJIOTMH, KJIMHUIECKOM TIPAKTUKE, B CEICKOM XO3s1ii-
CTBC, B KOHTPOJIC KA4YCCTBA IMUUICBBIX IMPOJAYKTOB, MOHUTOPUHIC BOHGy,LlMTCACI\/‘l Mlid]CKLlMUHHhIX 3aboJe-
BaHWUM 1 pacrnpoCcTpaHCHUA d)aKTOpOB 3arpsAi3sHCHUsT Opr)K?lEO"lCﬁ Cpeabl. CDYHKIIHOHHDOBH.HHC aMIIEpO-
METPHYCCKHMX MYIBTH(DEPMEHTHBIX GHOCCHCOPOB OCHOBAHO HA IPUPOIHBIX MEXAHU3MAX PACIIO3HABAHMS.
}lJ’[H TIOBBITIICHUST f)ll)d)eKTV[BHOCTVI KOHCTPYKITUsT 6I/IUC€HCODH JOJIKHA TTO3BOJISATH AHAJIM3UPYEMBIM BEIIIC-
CTBaM OECIPENSATCTBEHHO B3AUMOIEHCTBOBAT ¢ (DEPMEHTAMM, YIACTBYIOIIMMU B KATAJTUTHYECKUX PEaK-
MHAX, 9TO Tpeﬁye’r 3HAHMWI KaK O CBOMCTBAxX MCC,‘ICI[YEZMU!‘/‘I Cpeapl, TAK U O CBOMCTBAX caMUX AHAJIM3HUPYEC-
MBIX BEMIECTB. JUJIsl BBIABJIEHMS, PACIIO3HABAHMS U OLIEHKHM KOHIIEHTPAIIMK BEIIECTB B CPEE TpedyeTcst
TAKXKC YUYUTHIBATH (I)aKTUpH, CITOCOOHBIC TIOAABJIATH MJIM MCKAXATHh CUTHAJI, YTO MOXET OBITh CBSI3AHO C
B3aUMOJIEHCTBMEM KOMITOHEHTOB GMOCEHCOPA JIPYT € IPYTOM M ¢ MOJIEKYJIAMM UCCIIENYEMOi Cpeibl. YKa-
3aHHBIC lIJ'dKTOpb] MOTYT MEHSITBCSI HE TOJIBKO B ITPOIIECCE XPAHCHMSI WJIM T10CJIC MHOTOKPATHOIO MCITOJIb=
30BaHUsT GVIUCSHC()DH, HO TAKXKE B TCYCHUC CITMHUIHOTIO U3MEPCHUS. B TIPOLIECCE Pa3BUTUS UBMEPUTE]IH-
HOU TEXHUKH ObLIN JIOCTUTHYTBI 3HAUYUTEIBHBIC YCIICXU B COBEPIICHCTBOBAHUH KOHCTPYKIITUH BUOCEHCO-
poB. B 0030pe paccMaTpuBacTCsl PasBUTHEC HAMOOJICE MHTEPECHBIX M TEPCIICKTMBHEIX TCHACHIUN B
Pa3sBUTUU AMIICPOMETPUUCCKHUX MyJ]LTHIIJCpMCHTHHX GMOCGHCOQOB‘ HAMCTUBIINXCS B ITOCIACIHUEC IO/,

Karouesvie crosa: Guocencop, myrbmugpepmermuvie KOMRACKCHL, KACKAOHAS peaKyus, MemaGoaumoL.

DOI: 10.1134/S80006302919050XXX

MyneTiepMEeHTHBIE OMOCEHCOPBI — 3TO Pa3HO-
BUIHOCTb (DEPMEHTHBIX OMOCEHCOPOB, B KOTOPBIX
cucTeMa pacHo3HaBaHMSI COCTOMT U3 IBYX U Goiee
(bepMEHTOB, MCMOMB3YIOMIMX KacKaabl (pepMeHTa-
TUBHBIX peakuuii [1—6]. Ux nosieiieHue 6bUI0 BBI3BA-
HO HOTDCGHOCTBIO YBEJIMYUTE YYBCTBUTCIBHOCTD,
CCJICKTUBHOCTE M AMAla30H aHaJIM3UPYEMBIX BC-
IEeCTB. B HEKOTOPEIX Ciyyasix, OMOCEHCOPHI OCHO-
BaHHbIE HAa OZIHOM (DEPMEHTE, HE MOTYT OBITH IIPUME-
HEHBI U151 0OHAPYXEHUSI AaHATTM3UPYEMOTO COEINHE-
Hus.  TloaToMy MCCIEmOBaTeNM WMCMOJNB3YIOT B
OGUOCEHCOPAX CUCTEMEI, COCTOSIIINE M3 HECKOIBKIX

Cokpawenus: HAI™ HUKOTHHAMUAANEHUHINHYKIEOTH]L,
HAJTH — Boccranosnennas (hopMa HUKOTHHAMMIATEHHHI-
Hykiaeornaa, Xor.OKe. — xoaecTepuHoKcnaasa, Xom.Jer, —
xoxecrepundcTepasa, PINP — nanogacruns: miatusst, 1TO —
OKCHI MHIMst ¥ os1oBa, ITPX — nepokcuiasa xpeHa.

(GepMEeHTOB, KOTOPHIE 00ECTIEIMBAIOT TPOXOXKIAECHUE
MyIBTU(EPMEHTHBIX KaCKagHBIX peakuuii. [To psaay
TIoKa3aTeNneil UCMONb30BAHUE MYIbTU()EPMEHTHBIX
KacCKaIHBIX PeakIii B GHOCEHCopax o0IagaeT 3Ha-
YHUTEJBHBIM IPEUMYLIECTBOM HaJ OUOCEHCOPAMH,
COIEPXKALUIMMH TOJIBKO OIUH (hepMeHT [7]. MyabTi-
(epMEeHTHbIE 6MOCEHCOPHI HAXOAST MIUPOKOE TPaK-
THYECKOe NMPHUMEHEHNe B (hapMaKOJOTHI U KIMHU-
Yeckoii AuarHoctuke [5,6,8,9], aHajm3e MUILEBLIX
mpoaykToB [10—14], MOHMTOpMHTIE OKpyXarowumeit
cpensl [15,16]. Pa3paGoTaHBI 3JEKTPOXMMUYECKUE
OUMOCEHCOPHI TSI KOTMYECTBEHHOM OLIEHKY KOHLICH-
Tpauuu OGMOXMMMYECKUX MeTabonuToB [7]. PaHHsas
JIMATHOCTHKA 3a00JeBaHUIl, HAIpuMep, OoJe3Heil
TTapxuHCOHa 1 AnbliTeiiMepa, TMabera U pa3InaHbIX
THUIIOB PaKa, a TAKXX€ MOHUTOPUHT PEAKUWU MALUUCH-
TOB Ha TCPATTUIO UTPAIOT PEUIAIOLIYIO POJIb B JICUCHUN
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Puc. 1. OCHOBHbIEC IPUHITAITB YCTPOI{CTBA GHOCEHCOPOB. 3aMMCTBOBAHO C H3MEHEHUSIMI U3 PaGoTHI [26].

Oomne3Heil. B muiieBoil NMPOMBIIIIEHHOCTH AaHAIN3
TINTATeJBHBIX BEILECTB B MPOAYKTAX MMEET BAXKHOE
3HAYEHME JUIsl KOHTPOJIsi KauecTsa. Imokan, L-nax-
Tat [17], momudenon [ 18] u cyabduTsi [19] siBsiroTcst
TUMMYHBIMU LIEJIEBEIMU AHATIUTAMU JUISI MyJIbTU(DEp-
MEHTHBIX GMOCEHCOPOB B aHAJIM3€ MUIIEBHIX MPO-
JIyKTOB.

BuoceHcopsl, B KOTOPBIX HCITOJIB3YIOTCSI YIIEPO-
HBIe HAHOMATEPUAIIBI, CTAIN BaXHBIMI UHCTPYMEH-
TaMH B PACIIO3HABAHMM OMOMApKEpPOB, B KOTOPBIX
3JIEKTPOIHBII MATEPUaJl M APXUTEKTYPa UTPAIOT pe-
IAIOIIYIO POTh. Braromapst MpeBOCXOIHEIM MEXaH! -
YECKNM, SJIEKTPOHHBIM M ONTUYECKMM CBONCTBAM
YIJIEpOIHBIE HAHOMATEpUaJbl B (hOpME JHUCTOB, Ya-
CTHL WIN TOYEK, TPYOOK WIIU TIPOBOJIOK B TIOC/IEIHEE
BpEMsI CTAIM HE3aMEHUMBIMU 3JIEMEHTAMU OMOCEH-
copHbix Ttwiarhopm [20—25]. B mpencTaBIeHHOM
KpPaTKOM 0030pe 00CYXIal0TCs OCHOBHBIE TTPUHIIM-
TIBI Pa3pabOTKN OMOCEHCOPOB HA OCHOBE KACKATHBIX
MYJIBTH()EPMEHTHBIX PEaKLMii ¥ UX MPUMEHEHUE Ha
TIPAKTHKE.

NPUHLUITBI PABOTbI BUOCEHCOPOB

B ocHOBe ycTpoiicTBa GMOCEHCOPOB JISKUT €CTe-
CTBEHHAs CITOCOOHOCTB AHTHTEN M (PEPMEHTOB pac-
TMO3HABAaTh Pa3IMIHBIC MOJICKYJIBI, PACTBOPCHHBIC B
OKPYXAIOLIel cpee WM B KIIKOCTSIX BHYTPH XKI-
BOTHBIX ¥ PACTEHMIA, BKITIOYAsI KJIETKU U TKaHu. [Tpu
CO3IaHNU GMOCEHCOPOB UCTIONB3YIOTCS AETEKTOPEL,
TIO3BOJISIIOIINE TIPE0OPA30BEIBATE CUTHAM PACTIO3HA-
BaHWSI B (DM3MYECKHE JUIH XMMHWIECKIE IPOLECCHI,
KOTOPBIE MOTYT OBITh 3aPETUCTPUPOBAHBI CIIEIINAII -
3MPOBAHHBIMU JETEKTOPAMM, IIPEIHA3HAYEHHBIMH
JUIST TIPEOOPa30BaHMsI PETHCTPUPYEMBIX N3MEHEHMIT
B JIEKTPUIECKUI TOK (puc. 1).

Tlpu BeIIENEHUM TETUIa MCTIOJIB3YIOTCSI KAJIOpH-
METPUUYCCKHUE HACTEKTOPBI B KaJTOPUMETPUUCCKHUX
6uocercopax [27], Mpu TEPEMELIeHUH 3apsiioB —
2JIEKTPOXUMHUYECKHE TETEKTOPHI B AJMEKTPOXIMITIE-
CKMX OuoceHcopax [28], mpu BbIIENIEHUM KBAHTOB
CBETa — 3JIEKTPOHHOONTHYECKHE AeTeKTOPHI B ONITH-
YeCKMX OmoceHcopax [29], a mpu BO3HUKHOBEHUM
MEXaHHIECKIX BO3IEIICTBIII — ITbe303JIEKTPHIECKITe
JIETEeKTOPHl B ITbE303JIEKTPHUYECKUX OHOCEHCOpax
[30]. TTomyyeHHBIE SMEKTPHUECKUE CUTHAIBI YCUITH-

BalOTCA, TIOCJIE Yer0 OHM MOAJIEKAT aHAJIM3Y, BU3ya-
JIM3alIMU U XPAHCHUIO.

AMIIEPOMETPUYECKHUE BUOCEHCOPBI

BuoceHncops!, padoTa KOTOPEIX OCHOBAaHA Ha UC-
TIOJIb30BAHUM 3JICKTPOXUMMUYCCKUX peaKuMﬂ. BJIUSI-
IOIINX HA BEJIMYNHY 3IEKTPUIECKOTO TOKA B CUCTeE-
Me, Ha3hIBAIOTCSI aMIIEPOMETPUYECKUMH. B mocnen-
HUE TOABI BEAYTCSI OOIIMPHBIE UCCJIEAOBAHUSI B 3TOI
obmactu. Co3gaHo G0JIbIIOE Pa3HOOOpa3Hue GMOCEH-
COpOB, KOTOPHIE YCJIOBHO MOXKHO Pa3IelIUTh KAK MU-
HUMYM Ha TPU MOKOJICHHUA B COOTBETCTBUM CO CITOCO-
60M TIepeHoca 3MEeKTPOHOB, MCIONB3YEMBIX B HX
KOHCTPYKLMH.

B nepBoM MOKOJIEHUU aMIIEPOMETPUISCKHX O10-
CEHCOpPOB (hepMEHT MMMOOWIN30BAaH HA MOBEPXHO-
CTH TpoOpa30BaTessi, KOTOPHIl CIOCOOEH OOHApy-
JKUTh IIPEBPAILEHNE CyOCTPaTa B SMEKTPOAKTUBHBLT
TIPOAYKT B PE3YIBTATE YETO 0OPA3yeTCsl ePEeKICh BO-
nmopoxa (puc. 2). B mporecce OKMCIUTETBHO-BOCCTA-
HOBUTEIBHOM PpeakMM 3JEKTPOHBI TEPEHOCITCS K
KHCI0pOAay, B pE3YyJbTATEC YCro U3MCHACTCA KOHLICH-
Tpaluus MEpeKUCH BOAOPOAA, YTO MOXKHO OOHapy-
KUTH IO BEJIMYMHE 3JICKTPUICCKOTO TOKA. Bﬂar(ma-
Ppst 3TOMY OCYILIECTBIISICTCA M3MEPEHUE KOHLECHTpa-
LMY AaHAJTM3MPYEMBIX coeinHenui [7,31,32].

OOBIYHO MCHOJB3YIOTCSI BA OCHOBHBIX Kjacca
(epMEHTOB — OKCHMIA3BI M JETHAPOTEHA3BL. Y 3THX
(hepMeHTOB B KauecTBe KOepMeHTa UCTIONB3YIOTCS

HUKOTUHAMUAAAEHUHANHYKIEOTH (HA,Z[J') WIN
HUKOTHHAMUIAMHYKIIeoTuadocdaT, aneHO3UHTPU-
docdat, praBUHATEHUHAMHYKIEOTU, a TAKXKE €ro
BOCCTAHOBJIEHHAsI (DOPMa, KOTOPHIE MOABEPTAIOTCS
LIMKJIMIECKNM TIPOIECCAM OKMCIIEHMSI—BOCCTAHOB-
JIeHUSI, HEOOXOOMMBIM TSI 00ECTIeUeH s TIPOLIECCOB
M3MEPEHHSL.

B ©moceHcopax MepBOTO MOKOJEHUsI, OCHOBAH-
HEBIX Ha MCTIOJTb30BAHMN OKCHIA3, HAnboJee pacipo-
CTPaHEHHBIM KO(DaKTOpoM siBisieTCsl (hIaBUHAIE-
HUHIMHYKJICOTHA. DTH OMOCEHCOPBI MOTYT OTCIIe-
KMBAaTh TPOAYLMPOBAHME TEPEKUCH BOAOPOAA,
MCIIOJNB3Ys MoTeHUMan Ha aHoae +0,7 B mportus
xJyopcepedpstHHoro anekrpona (Ag/AgCl), nwmm no-
TpeOJIEHHE KUCIOPOJA, UCIONB3ys MOTEHLMAl Ha
xaroge —0,7 B mpotuB Ag/AgCl. DT 6MOCEHCOPHI
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Puc. 2. CxeMaTHaecKoe M300paKEHME TPEX MOKOJIECHHI aMIIEPOMETPHIECKMX (DEPMEHTHBIX GHOCEHCOPOB, MPEOGPA3YIONINX
CHTHAI OT IMMOGMIN30BaHHBIX (hepmenTos (MMD) B 31eKTPHUECKHIT TOK. B MEPBOM MOKOJICHNH MCIIOIB30BAHBI MPOIECCH
OKHCJICHHSI-BOCCTAHOBJICHHST TICPEKKCH BOIOPO/IA, BO BTOPOM MOKOICHHH — MEIHATOPOB (Men), a B TPeTheM MOKOICHHA
MCTIONB3YETCS MPSAMOI NEPEHOC SICKTPOHOB MEXKILY PEIOKC-aKTHBHBIMI GHOMOJICKYIAME I 3ICKTPOIOM IPEOGPA30BATEIIS.

3auMCTBOBAHO C U3MCHEHUsiMK 13 padoT [7,31,32] .

3aBHCSIT OT TIPUCYTCTBYSI B CPEIe KUCIOPOaa B Kave-
CTBE aKLENTOPA JIEKTPOHOB, YTO MOXKET NMPUBOAUTH
K OIMOKAM M3MEPEHYs, eC/IH KOHLEHTPALMSI Pac-
TBOPEHHOTO B Cpee KMCiopoaa maMeHsiercst. Ilo-
3TOMY OHM Ma03(dOEKTUBHEL TIPH M3MEPEHHsX B
aQHA3POOHBIX YCIOBHSIX, HATIPUMED, TIPY HIIEMHH.

BuoceHCoOpsI MEpPBOTO TIOKOJIEHNUS, OCHOBAHHEBIE
Ha IETMIPOTeHAa3ax, 3aBUCAT OT MPUCYTCTBHUS HUKO-
TUHAMMIAIEHUHIMHYKJIEOTHIA B BOCCTAHOBJIEHHOI
dopme (HAAH), KOTOPBIiT HEOOXOAMM MJIsI TIPOIY-
LIMPOBAHMSI CUTHAJIA, YTO CTAHOBHUTCS ITPOOIEMATHI-
HBIM TIPU UCTIOJB30BAHUHN UMIUTAHTUPYEMBIX CEHCO-
POB. JIOCTOMHCTBOM CEHCOPOB MEPBOTO MOKOJIEHHS
SIBJISIETCSI MAJIO@ BPeMsI 0TBeTa (0KOJIO 1 CeK) M BBICO-
Kasi YYBCTBUTEIbHOCTb. Ozu-xaxo JUIsL TIOBBILLICHMST
BOCIPOU3BOIMMOCTU JAHHBIX 3TH OUOCEHCOPHI Ya-
CTO HYXJAalOTCS B TIPEIBAPUTENBHON 00paboTKe
3JIEKTPOJIOB TIepe/l paboToil, a TAKXKE MOTYT ITOIBEP-
TaThCSl BIMSTHAIO TIOCTOPOHHMX (haKTOPOB, BCIHEI-
CTBHE 4€r0 MOXKET ObITh HEOOX0IMMA KOPPEKLISI IO~
JIyJaeMBbIX BEJIMYUH. Ot HEI0CTaTKM MOTYT B Hau-
OonbLIeit MEpe MPOSIBISATBCS TPU M3MEPEHUSIX B
CJIOKHBIX OMOJIOTMIECKUX cpenax [33].

buoceHcops! BTOPOTO MOKONEHUsSI UCTIONB3YIOT B
KAa4yecTBE OKMCIIUTENSI MEAUATOPHL, (DYHKIIMOHUPYIO-
IMe B Ka4eCcTBe MEPeHOCYMKOB 3JIEKTPOHOB. DTO
TI03BOJISIET PabOTaTh C MCTIONIb30BAHIEM HIU3KHX MO~
TEHIHAJIOB, MCKITIOYAeT BISHHIE KUCIOpOaa M MH-
Tep(epeHLNIO C APYTUMU XUMUUECKUMH aTeHTAMU.
Cpenu MeanaTopoB Haubosee M3BECTHHI (bepporra-
HMA ¥ peppoueH. CemayeT ymoMsIHYTh TAKKe METH-
JIGHOBBIIT CHMHMII, METUJIOBBIIl (hMOJIETOBBII, aTn3a-
PUH XKEeJTHIi, OepPIMHCKYIO JIa3yph, THOHUH, JTa3ypU-
Tl A 1 C, TONYUIUHOBBIH CUHUIA [34].

B OMOCEHCOPAX TPETHETO MOKOJIEHMSI UCIIOJIB3Y-
€TCsI BJIEKTPOKATaIN3, 61arogapst 4eMy IMPOUCXOIAUT
HEMOCPEACTBEHHBII TMEPEHOC 3JIEKTPOHOB MEXIY
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depmeHTOM M 3MEKTpoAOM. JUIS 3MEKTPHIECKOTO
TIPOBEIEHHS CUTHAA OT MECTA PEIOKC-PeaKkluy Ha
(epMeHTe K TTOBEPXHOCTH 37EKTPOAA MCTIONbB3YIOTCS
PEIOKC-TIONIMMEPEL. B HacTosee BpeMst Takue 61o-
CEHCOPBI HAXOAATCS HA CTATMU Pa3pabOTKU M Mo
TIPUMEHSIIOTCS B MPAKTUYECKOU padorte [32], xoTs
U3BECTHBI MHOTOYUCIICHHBIC na60paTopume uccie-
nosanud. Hanmpumep, HepaBHO ObLT CO30aH GMOCEH-
cop st OOHApYXKeHMsl OmomapKepa 3a00JieBaHMI
MOYEBOII CUCTEMBI — Tapa-ruapoKcHGeHmIaneraTa
B KOTOPOM (hepMEHT GaKkTepuasibHast peayKrasa Obut
3aKJII0UEH B 3JIEKTPOTIPOBOISIIMIL PEIOKC-TOIMMED,
YTO TO3BOJIMJIO TIPOU3BOAUTE HANEKHBIC M3MEPEHUS
KOHLEHTPALNH UCCIEIyeMOTO aHATN3HPYEMOTO CO-
enuHeHus [35]. B apyrom uccienoBaHUM, JUIsl BBISIB-
JneHust (pocopopraHNIECKUX MEeCTULUIOB OBLT CO-
3aH BBICOKOUYBCTBUTEJILHBIII AMITEPOMETPUUYECKUIA
AUETHIXOJIMHACTEPA3HbIIl 6MOCEHCOP HAa OCHOBE CO-
TIPSDKEHHOTO TOJIMMEPA M METAJUTOCOAEPXKAIIETo Ha-
HOKOMTO3uTa [36].

MYJIbTUDEPMEHTHbIE
AMITEPOMETPUYECKHUE BUOCEHCOPBI

BuoceHcopsl MOTYT comepxKaTh OIWH WIM He-
CKOJIBKO (pepMeHTOB. BMOCEHCOpHI, coxepxkamiie
JBa Wi 60j1ee (DePMEHTOB M HA3BIBAEMBIE MYJIBTH-
epMeHTHBIMU, Oostee 3(hdeKTUBHBL, YeM MOHODEp-
MeHTHBIe. OCHOBHOI TIPUHIIUIT PAOOTH MyabTH(DED-
MEHTHBIX 3JIEKTPOXMMHUYECKUX OMOCEHCOPOB 0asu-
pYyeTcsi Ha KacKaJHBIX MyJIbTU(hEepdEepMEHTHBIX
peakumsix [37], comepKalIuX Mapsl PEIOKC- U He pe-
JIOKC-(PEPMEHTOB, CIOCOOHBIX NpPEBpALIaTh AHAIU-
3MpYeMEIE BELIECTBA B OMPEAETEHHYIO (hopMYy, KOTO-
pas MOXET OBITh OKHCJIEHA CJIEAYIOLIeHl peakumei
penokc-depmenTa [37]. B xauecTBe He penokc-dep-
MEHTA JUISl PeaKLMU MPEeBPalIeHHs aHATM3UPYEMOTO
COEIMHEHMsI MOIYT WCIOJb30BATECS JIIOOBIE BO3-
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MOXHBIE (DEPMEHTHI, TAKME KaK KMHA3BI, TpaHChe-
pa3bl, MHBEpTa3el M ruaponassl. Kackaaueie dep-
MCHTAaTUBHBIC PEAKIIMU 3TUX «PEIOKC—HE PEHOKC»
(EepMEHTHBIX Map MPUBOIST K 00pPa30BaHUIO TEpe-
KHCH BOAOPOJAA B KAYECTBE 3JICKTPOAKTUBHOIO ITPO-
JYyKTa, CIIOCOOHOTO T€HEPUPOBATh 3JIEKTPOXUMUYC-
CKHE CUTHAJIHI (puc. 3).

Kak u mapa «oKcumasa—mepokcumasa», HA -
3aBUCHMAST JETHIPOTEHA3a, HATPUMEp, JAKTAKIe-
THIPOTEHA3a, MOXET COYeTaThCsI ¢ mmadopasoii, Ko-
Topast okucisier HA/TH. B pe3ynbTate peakiumu ae-
THIPOTEHA3H C AHAMMTAMHU 00PA3YIOTCST OKICIEHHBIE
cyoctparel 1 HATH. Inacopa3za moBTOPHO OKUCIISI-

er HAJTH B oxuciennyio hopmy HAL™ 1 renepupy-
€T BJICKTPOXUMUYECKUE CUTHAJBI HA 3JIEKTPOAC. B
3TOM CIIy4ae MCIIOIb3yeMasi peaxiust auadopassr
addexTuBHO permpkymupyer HAIY/HAJIH u, Ha-
KOHEII, 00eCHeunBaeT YCHICHHBIT 3IEKTPOXIMITIe-
CKMUIii CUTHAJI. B GOJBIIMHCTBE pa3paboTOK MYyJIbTH-
(epMEHTHBIX 6MOCEHCOPOB C IPUMEHEHMEM KacKa-
HBIX  XUMHYECKMX  DPEaKUMii  MCIIOJIBb3YIOTCS
3JIEKTPOXUMUYECKIE METOABI PErMCTPALlMM CUTHAIA
[38].

IlepBast uCKycCTBeHHast OM(EPMEHTHASI CUCTEMA,
BKITIOYAIOIIAsT KOBAJEHTHO CBSI3AHHBIE C MOIMMEp-
HEIM HOCHTEJIEM MMMOOMIN30BAaHHBIE (DEPMEHTHI
TEKCOKMHA3y M IIIK030-6-hochartaernaporeHasy,
6bu1a coznana K. Moc6axom B 1970 1. [39]. Beuto mo-
Ka3aHo, 4TO 3(P(PEeKTMBHOCTH MPOCTPAHCTBEHHO OpP-
TAHW30BAHHOW (DEPMEHTHON CHCTEeMBI BEIIE IO
CPaBHEHHIO C ()epPMEHTAMU, HAXOMSIUVIMHUCS B pac-
TBOPE B CBOOOIHOM BU/E. DTHMMU XK€ aBTOPAMU BIIEP-
BEIE OBUIA TIPEUTOXKEHA TPEX(PEepMEHTHAsT CHCTeMa
«B-TamakTo3maa3a—TreKCOKMHa3a—IIIoKo3a-6-doc-
datnernaporenaza» [40] (puc. 4), KoTopasi, Kak
TIPEANOJIATAM, MO3BOJUT HAOMIOAATH KYMYJISITHB-
HBlit 3(heKT.

Tpu depMeHTa ObLTH MOBEPXHOCTHO CBSI3aHBI C
VKPEIUIEHHON TTOTIePEYHO-CLIINTON  ITOJMMEPHON
Marpuieii [41]. Beuto mokaszaHo, YTO KWHETHIECKOe
TOBEICHNE CBSI3AHHOII C MaTpHLEeill TpexdepMeHT-
HOM CUCTEMBI 110 CPABHEHMIO C AHAJIOTMYHOI CUCTEe-
MO, COCTOSIILEH U3 TPeX HECBA3aHHBIX M HAXOMs-
IIUXCsI B pacTBOpe (hepMeHTOB, 66110 Goee ek~
TuBHO. Ilpm 3TOM yBenmueHme 3(hQHEeKTUBHOCTH
CBSI3aHHOM CUCTEMBI CTAHOBUTCSI 3aMETHEE C VBN -
YEHHMEM YMCJIa yJACTBYIOIINX (DePMEHTOB. B HacTOsI-
11e€ BPpEMs M3BECTHO HECKOJIBKO AECITKOB MUMMOOHU -
JIN30BAHHBIX MYJIBTH(EPMEHTHBIX KOMILUIEKCOB, CO-
CTOSIIMX M3 JABYX, TpeX, 4eTeipex u Oosee
bepMeHTOB, 3P HEKTHBHOCTH KOTOPHIX HAMHOTO BBI-
1€, 4eM Y CBOOOIHBIX (DEPMEHTOB, 32 CUET JIOKAJIb-
HOTO KOHLIEHTPUPOBAHMSI CYOCTPAaTOB, BXOASLIMX B
cuctemy [42—44].

(2)

COHPH)I(BHHC PENOKC- U HE ]’)E;{OKC—Q’)C]’)MCHTOB

1) DepMeHTHI peakIuit KOHBEPTHPOBAHWS

O-O—( I~ (<)

2) ®epMeHTHI pelloKC-peaKiuit
00-©-0

©)
Conpspkerne perokc-epMeHToB:
napa «OKCHja3a—TIePOKCHIa3a XPeHay

Cy6cerpar & g
Oxuen. Boccer.
TPX
Okcu;{a’xa

Tpoxyxr H,0, H,0,

(®

ConpsiKeHHe PeoKe-hepMEHTOB:
,uem,u'poreﬂa3a—:[ua¢)opa3a

Cy6erpar

Oxuce. . Bocer.  Okmen. ‘—)e*

TIponyxkr <~ Jlernapo- HAJIIH Juadopaza
TeHasa

Puc. 3. Turb! KACKATHBIX MYIbTH(EPMEHTHBIX PEAKIIHIA:
(a) — KACKamHAs PEAKINs HE PEIOKC-BOCCTAHOBHTEITh-
HOIl M PEIOKC-BOCCTAHOBUTEIBHOM (DEPMEHTHBIX T1ap;
(6) — xackamHasi peakims GEPMEHTHOIT aphl «OKCHIA-
3a-TIEPOKCHIA3a XPEHA»; (B) — KACKAAHAS PeaKust (hep-
MEHTHOH Iaps! «aeruaporeHasa—auadopasar). O603ma-
4YeHMsi: @ — cyOcTpar (aHanuT), b — HEPMEHTH KOHBEP-
CUM, ¢ — TIPOMEXYTOUHBII peareHT, d — PpeIoKC-
depmenTsr, EP — 5ICKTPOAKTUBHBINH HPOIYKT. 3aMM-
CTBOBAHO C U3MEHEHUsIMY 13 paboTsi [37].

HOBEWILIMWE PA3PABOTKH B OBJIACTU
MYJIbTUDEPMEHTHbIX
AMIIEPOMETPUYECKHUX BUOCEHCOPOB

TexXHOJIOTUN WCITIONB30BaHMsT GHOCEHCOPOB, OC-
HOBAHHBIX HA MCIIOJIB30BAHMH PENOKC-(hepMeHTOB,
SIBISIIOTCSL OTHOM M3 Haubosiee OBICTPO Pa3BUBAIO-
1IMXCS 00J1aCTelt AaHATMTUIECKOM XMMUH, UTO CBsI3a-
HO C UX BBICOKOI1 CEJIEKTUBHOCTBIO, YYBCTBUTEJIBHO -
CTBIO, OBICTPOTOI M HATEXKHOCTBIO U3MEPEHUSI, KOM-
TTAKTHOCTHIO M CPABHUTETEHO HEBEICOKOI IIEHOI [2].
Hioke mpuBomarcss paGoOTHI 1O MCCIETOBAHMSIM M
pazpaboTKaM MyIbTH()EPMEHTHBIX OMOCEHCOPOB IS
MOHUTOPUHTA HCKOTOPBIX KIMHUYCCKHN BaXHBIX MC-
Tab0IMTOB 3a mocaeaHue 10 Ter.
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Puc. 4. CxeMaTHIeCKOE H300paKeHNE MATPUKC-CBA3aHHOI TpexdepMenTHO#M cicrembl. Cokpamienust: 3-T'ax — B-raxakro3u-
nasa, 'K — rekcokuHasa, I-6-D/II" — rmoko30-6-docdaraernaporenasa. 3anMCTBOBAHO C H3MEHEHUSIME 13 paGoTHI [39].

Onpenenenne conepXanusi X0/1eCTePHHA B KPOBH.
BrIcOKOE cOmepXKaHUE XOJIECTEPHHA B KPOBH TECHO
CBSI3aHO C MILIEMIYECKOI GOJIE3HBIO CEpALIa, aTepo-
CKJIEpPO30M, MH(DAPKTOM MHOKapaa, TPOMO030M ro-
JIOBHOTO MO3Ta, HapyLIEHWEeM JIMITMIHOTO OOMeHa,
THIIEPTOHMEH M T. I. M TI03TOMY Pa3paboTKa YyBCTBU-
TENBHBIX METONOB €T0 ONPEAETIEHUS] HUMEET BaXHOE
3HAUYCHME B IMATHOCTUYECKUX Lemsix [45]. Pannue
Pa3paboOTKH 3MEKTPOXUMIIECKOT0 OMOCEHCopa At
OTIpEIeIIeHMSI XOJIECTEPUHA OB OCHOBAHBI HA TIPSI-
MOM TIEpPEeHOCE NMEKTPOHOB MEXAY XOJIECTePHHOK-
crnasoit (Xon.OKC.) U MOBEPXHOCTHIO 3JIEKTPOIOB
[46,47]. OmnpeneneHue XOJECTEPUHA OCYLUIECTBIISI-
JI0Ch (PEPMEHTAMH XOJIECTePHHOKCHIA30i U XOJe-
crepuHaCcTepas3oit (Xom.Dcr.).

TTo3xe ObLT co3maH GUOCEHCOP, B KOTOPOM ISt
OTIEIEICHNSI XOJIECTepHHA WCIOIBb30BAIUCH (ep-
MEHTBI XOJIECTePUHOKCHIA3a U XOJIECTepUHACTEpasa,
KOBUIEHTHO MMMOOWIM30BaHBIE HAa rpadutoBOM
3JIeKTpoAe, (DYHKIMOHAIM3MPOBAHHOM TpaeHoM
[48]. TIpu ompeneneHNN CBOOOTHOTO XOJECTEpPHHA,
anektpon  «Xos.Okc.—rpaden/rpadur»  moxazan
4YBCTBUTENBHOCTH OT 50 10 350 MkM (R = —0,9972)
C TpeaesioM OOHApyxKeHUsl XoJecTepuHa S MKM, a
JUTSI OGIIETO XOJIeCTePHHA COBMECTHASI MMMOOMIII3a-
st Xom.Ocr. n Xom.OKe. Ha MOAMMDUIIMPOBAHHBII
amekTpon  «(Xom.Ocr./Xon.Oke.)—rpadeH/rpadpur»
TIOKA3aJl JIMHelHbIi Auama3oH ot 50 mo 300 MxM
(R= —0,9982) ¢ mpenenoM obHapyxeHust 15 MkM.
Tpu 5TOM IITI0K03a, ACKOPOMHOBASI KMCIIOTA U MOYE-
Bast KICJIOTA HE BHI3BIBATN KAKVX-JIHOO0 TIOMEX H3-3a
MCIIOJIL30BAHNUSI HU3KOTO Pab0OYero MOTEHIINANIA.

J171s1 O1IeHKM yPOBHSI OBILET0 XONECTePUHA MYJTb-
TU(EPMEHTHBIM OMOCEHCOPOM TUTAHOBBIIT 3IEKTPO
OBUT MOAMGULIMPOBAH TpeMsT (hePMEHTAMM — XOJIe-
CTepUHACTEPa30ii, XOJIECTePUHOKCHIA30i M TIepOK-
cupasoii xpena (ITPX) [49]. KackanHast pepmeHTa-
TUBHAsI PEAKLIVsI IS OTIPENEIEHHUsI XOJIECTEPHHA CO-
CTOMT M3 Tap <«PEJAOKC—HE PEHOKC» U <«PEAOKC—
penokc»-(HepMeHTOB (pucC. S).

BuroceHcop 6bUT U3TOTOBJIEH MyTEeM COBMECTHOI
MMMOGHIM3ALMU TPeX (DEPMEHTOB Ha HAHOMOPHU-
CTBIX CETKAX 30JI0T4, HETOCPEACTBEHHO BBIPAILECH-
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HBIX Ha TUTaHOBOI ownoxke (Ti/NPAu/Xor.Oxkc.—
TTPX—ChE). DneKTpoXuMHUIECKNe XapaKTepUCTUKN
OMoCceHcopa «Ti/NPAu/Xox.Oxc.—ITPX—ChE»,
M3yJEHHbIE C MOMOLIBIO LMKIMYECKON BOIbTAMITE-
POMETDHH, TI0KA3aJI! €T0 BEICOKYIO CEIEKTHBHOCTB 1

YyBCTBUTENBEHOCTH (29,33 MKA - MM CM’Z). Buo-
CEHCOp GBUI MPOTECTUPOBAH HA PEANbHBIX 00pasLax
MaprapiHa, CIMBOYHOTO MacJjia ¥ PHIOBETO XKHpa, 110~
Ka3aB BO3MOXKHOCTB MCTIOJIb30BAHMSI €T0 B KAUeCTBE
MHCTPYMEHTA JUIsi OOHAPYXEHUsI XOJNeCTepUHA MPU
KOHTPOJIE KAa4€CTBA MUILUEBBIX MTPOAYKTOB U J]O68.BOKA

Kpome 3t0T0, ObLIA CIETAHA MOMBITKA pa3pabo-
TaTh TpeXCHOﬁHy]O HAHOKOMITIO3UTHYIO TUICHKY Ha
ocHOBe HaHouacTuu riatuHsel (PtNP) 1 momumup-
POJIa ISt OLIEHKU OOIIETO XONECTEPUHA C MCHIOIB30-
BaHMEM MMIIEIAHCHOU criekTpockomuu [50]. U3me-
HEHHUE MMIegaHca HAHOOMOKOMITO3UTHBIX BJIEKTPO-
JIOB MCIIOJIB30BAJIN TSI U3MEPCHUA KOHLUECHTpALUN
oneara xojectepuHa. Mmmenmmerpuyeckuii 6mo-
CEHCOp OBUI M3rOTOBIEH HA OCHOBE HAHOYACTHIL
TUITATHHEL M MHOTOCJIOIHOTO HAaHOKOMITO3HUTHOTO
9NIeKTpoAa M3 monummppona. Ero mpemmymectoM
6puta mpocrota usrotosieHust [S0]. HaHowacTuie
Pt, 311€KTPOXUMMYECKM OCAXKIAECHHBIE MEXIY IBYMS
CIIOSIMM TIOJTUTTMPPOJIA HA CTEKJISTHHBIX TUTACTUHAX U3
okcupa wHamMs u onosa (ITO) (PtNP/momumup-
pon/ITO), o6MamanM BBICOKOM 3JIEKTPOAKTHBHON
TIJTOLIAABIO TIOBEPXHOCTH M CIYXKHJIM GIaronpusiT-
HOI1 MUKpOCpeaoil utst uMMoomM3atuu Xom.OCT. u
Xon.0kc., uTo mMpUBOAWIO K 3(hPeKTUBHOMY Tepe-
HOCY 3JIEKTPOHOB MeX1y (DEPMEHTHOI CHCTeMO# 1
9JIEKTPOnOM. Dmektpon «Xom.Dcr.—Xom Oke./Pt-
NP/ITO» 0OHapyKMBaJ JMHEITHOCTb NPAMETPOB B

Juana3oHe OT 2,5'10’4 10 6,5'10’3 M/n, Huzkwuii mo-

POT 4yBCTBUTEIBHOCTU (2,5'10’4 M/n), ©wicTpoe
BpPeMsI OTKJIMKA (25 ¢) ¥ BBICOKYIO UYBCTBUTEIBHOCTD

(196 Q /MM/cM™2). VHHKAIBHBIE OCOGEHHOCTH
HaHOOMO3mekTposa  «Xoi.0kc.—Xon.Dcr./PINP/
noummuppos/ITO» 3aKIoYanuch B ACIICBU3HE U3-
TOTOBJICHUSI, TIPOCTOTEC U3MEPEHUs, BO3MOXKHOCTHU
MHOTOKPATHOTO MCIOJb30BAaHUA, MUHUMAIA3ALUNA
TIOMEX ¥ OU€Hb HU3KUM 3HAYEHNEM KOHCTAHTHI Mu-
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Puc. 5. CxeMaTMuecKoe NpPEICTABICHUE KACKAIHOM TPEX(DEDMEHTHOH DEAKIMM M 3ICKTPOXMMUYCCKOH CHIHATM3ALMMA.

3auMCTBOBAHO C M3MEHEHHAMH 13 paGoTHI [49].

XasJjmca. ABTODBI OTMEYAIOT, YTO OTPAHUYCHUEM HU3-
MEPEHUsI MMIIElaHCa SBJISIETCS MONyJorapumuye-
CKasl 3aBUCMMOCTb IPafyupPOBOYHOI KPUBOIl U BBI-
OOp pPENpe3eHTATUBHONM CXeMBI M3 Pa3INYHBIX
tpadukoB HaiikBucta (ammumuryaHO-ba3oBast 4a-
CTOTHASI XapaKTEPUCTHUKA).

Kax oT™Meuanocs BEIIE, pa3paboTKK 3TeKTPOXH-
MITIECKOTO OMOCEHCOpPA XONECTEPUHA HA TIPSIMOM
TEPEHOCE 3MEKTPOHOB MEXIY XONECTEPHMHOKCUIA3BI
Y IIOBEPXHOCTBIO JIEKTPOAOB OrPAHNYMBAJIO AHAJIM-
TUYECKYI0 3((EKTUBHOCTh IaTYMKOB. Bosipramme-
POMETPUS KaK aHAJIUTUUCCKAsI TCXHUKA obecrieunBa-
T 60]":[“)710 TOYHOCTB, YEM aMIICPOMETPUICCKUC
MeTons! [46,47]. Micrionb30BaHKe TIEPOKCHIA3HI Xpe-
Ha MO3BOJISIET MPOU3BECTU KOHBEPTUPOBAHUE OKUC-
JIEHHOTO COCTOSIHMsI B BOCCTAHOBJIEHHOE M 0OPAaTHO C
yJacTieM remoBoii rpymmer I1PX [45].

Jlns ompenesnenust obuero xomecrepuHa [S1]
BOJILTAMIIEPOMETPUYECKUI JATYUK OBLT U3TOTOBJIEH
TIyTeM COBMECTHOI MMMOOMIN3aLNH JBYX (hepMeH-
TOB — XOJIeCTepuHOKCcHAA3bl U [TPX — Ha mopucrom
rpacdute. JaTuuk ObUT M30MpATEIeH M TOKa3bIBal
YCTOIUMBOCTB K ITOMEXaM, TAKUM KaK aCKOPOUHOBAsT
KICJIOTA, TIII0KO3a, MOTOYHASI M MOYEBAsT KMUCIOTEL,
001a1aJ1 BEICOKO# CTaOMIIBHOCTBIO, UYBCTBUTEIBHO-
CThIO (16 MKA * MM CM’Z) W JIMHEIHBIM Juanaso-
HoM 10 300 MOJ‘[L/,E[M3 B YCJIOBMSIX, OJIM3KMX K (H-
suosornyeckimM (pH 6,86), 4To ompeaensuio ero mep-
CIIEKTUBHOCTH JUIsI MCIIOJIB30BAHUS B KIIMHUYECKOH
TIPAKTHKE.

H3sectHO, uyto JIHK 1m1MpoKo Mcronb3yercs: B Ka-
UECTBE JIEMEHTOB OMOPACTIO3HAHMSI B OMOCEHCOPaX,

a TaKXKE€ B KQ4YECTBC CTPOUTCIBHBIX OJIOKOB B HAHO-
yerpoiictBax [52]. Momudummposannsie JHK ma-
TepUaNbl ULl MMMOOHIM3AUMK (DEPMEHTOB, TAKMX
KaK TMepoKcHaas3a XpeHa [53] ¥ OkCHaa3a TOKO3BI
[54] MCHOMB3YIOTCS TS M3TOTOBIEHMSI GMOCEHCO-
POB.

B uccnenoBanum [55] ObUIM CHHTE3MPOBAHBI TTO-
KDBITBIE ~ CepebpOM  MarHWTHBIE ~ HAHOYACTHIIBI
«Fe;0,——Ag-NPs», B xoTopsix Fe;O4NP (Marne-
TUT) CIIYKWI siApoM, a Ag-NP (HaHOYaCTULIBI cepe6-
pa) — 000104KO0¥ [55]. YPOBHM XOJIeCTEPHHA OTpe-
JIeJISUTY LIMKJIMYECKOIl BOJIbTAMITEPOMETPHEIt C mpe-
aenoM  obHapyxeHust 5,0 Mr/mt M JIUHEHHBIM
auranaszoHom ot 5,0 o 195 mr/mr. Beuto oGHapyxke-
HO, YTO MOMEXH, BBI3BAHHBIC ITPUCYTCTBUEM TTHOKO-
3bI, aCKOPOMHOBOI KHMCIIOTH M alleTaMMHO(DeHa, He
OKAa3BIBAJIM CYLIECTBEHHOTO BIIMSIHHUsI HA GHOCEHCOP,
YTO CBUIETENILCTBOBAJIO O €T0 BEICOKOM CEIEKTUBHO-
CTH. BBICOKAs YyBCTBUTENIBHOCTh OMOCEHCOPA OBLIA
00yCJI0BJIEHA GOJIBIION TTOIIAIBIO0 MOBEPXHOCTH IS
adbdexTrBHOIT 3arpy3ku (epmeHToB. HaHOKOMIO-
3ut «Si0,/Fe;04—Ag-IHK» o6nanan xopoueii cos-
MECTHMOCTEIO C (DePMEHTAMMI, MMeJI XOPOIIYIO TPO-
BOAUMOCTb. B HeIaBHO OMyOIMKOBAHHOM 0030pe
[56] GbUIM OGCYKAEHBI PA3TMYHbIE THIBI, 4 TAKKE
TIEPCTICKTUBBL LLaJ]bHeﬁ]J.[el"O COBEPLICHCTBOBAHUS U
KOMMEPIHAIN3AIHMI OOCEHCOPOB XOJIECTEPHHA.

Buocencopbl KpeaTHHMHA. B KJIMHMYECKOM aHa-
Jn3e KPeaTMHUH, OOpa3yeMBlil B pe3yJIbTaTe pac-
LIETIEHUs KpeaThHa 1 (pochokpeaTrHa, MOXKET CITy-
KWTh BAXHBIM MHIMKATOPOM (DYHKLMOHUDPOBAHMS
mouek [57,58]. TpanuLMOHHBIE METOABI OIpesese-
HMS KPEATUHUHA, TAKME KAK KOJOPUMETPUUYECKMUIA,
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Puc. 6. Cxema KackamnHoil TpexhepMEHTHOI PEAKIINH, TIPHMEHAEMOH B DIEKTPOXMMHIECKOM OGHOCEHCOPE KPEaTHHHHA.

3aMMCTBOBAHO ¢ H3MCHEHISIME H3 PaGOTHI [62].

CIeKTpoOTOMETPUYECKHMIT U XpoMaTorpadude-
CKWUif, IMEIOT ST HEOCTATKOB, B YACTHOCTH, TPYIO-
€MKOCTh, HEOOXOIMMOCTh MPEeIBAPUTENBHON 00pa-
60TKM 06pa31I0B, JOPOTOCTOSILIAS ATINAPATYPA U BbI-
COKME TPEOOBAHMSI K KBATM(MUKALIMU CTIELIMAINCTOB.
Hanpotus, 61M0CEHCOPHbIE JaTYMKM TIPOCTHI B MC-
TOJIB30BAHUH, 3KOHOMHWYECKH 3(1)(1)CKT]/IBHBI W BBI-
COKOYYBCTBUTEBHEI [58—60].

Jns co3maHus OMOCEHCOpAa KpeaTMHMHA TpU
(depMeHTa — KpeaTMHMH-aMHMIOTHApOJa3a, Kpea-
TUH-aMMIMHOTHAPONA3a M CAPKO3MHOOKCHIA3a —
OBUTM MMMOOMJIM30BAHbI HA TTATUHOBOM 3JIEKTPO-
A€, TOKPBITOM TUIEHKOW M3 HAHOYACTUL <«OKCHUI
1LIMHKA/XUTO3aH/KapOOKCUIMPOBAHHbBIE KapOOHO-
BBIE HAHOTPYOKH/TIONMaHWINH» [61]. DnexTpox 00-
HAPYXKWBaJI  yPOBEHb  KpEaTUHUHA, PaBHBIIT
0,5 MxM, B Teuenne 10 ¢ mpu pH 7,5 n 30°C, xapax-

Tepu3oBaicst pabounMm auanazoHoM 10—650 MxM,

YyBCTBUTEINBHOCTBIO 0,03 MKA - MM~ - oM 2 u

TOJIBKO 15%-11 TOTepeil BeIMYMHEI TEPBOHAYATBHO-
TO OoTBeTa B TeueHMe 120 CyTOK Mpu XpaHEHUH TIPU
4°C. YCTpOWCTBO OBUIO YCIEIIHO MCIIOJB30BAHO
JUISI OTIPEIENIeH s KpeaTHHIHA B CHIBOPOTKE KPOBH
4YeI0BeKa. DTUMM Xe aBTOpaMH B APYToii padoTe
[62] ObLT pa3paboTaH OMOCEHCOD KpeaTHHUHA C MC-
TIOJTE30BAHNEM KapOOKCHIMPOBAHHON MHOTOCTEH-
HOI1 yrepoaHoii HaHOTPYOKu (c-MYHT) u nmonma-
HWIMHOBOTO MOAMMHUIIMPOBAHHOTO  3JIEKTPOJA.
J1st M3roTOBICHUSI MYJIBTU(DEPMEHTHOTO MOAU(pH-
LOUPOBAHHOTO BJICKTpOJA, HAHOKOMITO3UTHAasI
mieHka «c-MYHT/nonuanuiaua» OblIa 3JE€KTPO-
OCaxacHa HAa MOBEPXHOCTH IUIATUHOBOTO 3JICKTPO-
ga. st ompeneneHns KpeaTHHHHA Ha aKTUBUPO-
BAHHOM 3JIEKTPOAC OBLTU KOBAJIEHTHO MMMOOWIIH-
30BaHbl (PEPMEHTH (KpEaTMHMHAMMUAOTUIPONA3a,
KpeaTMHAMUIMHOTHAPOIA3a U CAPKO3MHOKCHIA3a)
C WCTIONB30BAHUEM 1-3THII-3-(3-TMMeTHIaMIHO-
TIpOTIIT)KapooanuMua/ N-THapOKCUCYKIIMHUMHU-
na. Jis 3JIeKTPOXMMMYECKON CHIHATHM3AIMU HC-
TIOTBE30BAJIN TIPSIMOE OKUCIIEHHE TIEPEKHICH BOXOPO-
Ja, KOTopas TEHepupoBajach B pe3ysibTaTe
KACKamHOI (pepMEHTATHUBHOM peakuuu (puc. 6).

BroceHcop XapakTepu30BaICs JMHEHHBIM AMa-
ma3oHoM oteera oT 10 1o 750 MKM kpeatuHuHa C
nipeaesnom ooHapyxeHust 0,1 MKM, GBUT YCITELIHO HC-
TIOJIB30BAH JUISI ONPEJIEICHNsT KPEaTHHIHA B 00pa3-
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LIax CEIBOPOTKY 4eJI0BeKa. B xpyroii padore [60] aTu-
MM e aBTOpaMM OBLT pa3paboTaH GMOCEHCOP, B KO-
TOPOM KOMMepYeckue (DepMEHTHl — KPeaTMHUHA3a
u3 Pseudomonas sp., xpeatuHasa u3s Pseudomonas sp.,
capKo3ookcuaasa u3 Bacillus sp. — OBUTM COBMECTHO
MMMOOUIN30BAHbI HA HAHOYACTULIAX «OKCHUI XKeJIe-
3a/xuto3aH—Tpadr—TommanmmH»  (Fe304—NPs/
CHIT-g-PANI). BrHoceHCcop XapaKTeph30BaJlICsl OT-
KJIMKOM B TeyeHue 2 ¢ ipu pH 7,5 u 30°C, muneitHoit
3aBUCUMOCTBIO OT KOHLECHTpAUMM KpCaTWHWHA B
auanasoHe oT 1 1o 800 MKM, 4yBCTBUTEIBHOCTBIO

3,9 MKA - MKM ' - oM 2 ¢ TipenenioM oGHapyKeHUs
1 MKM (S/N = 3) u 10%-ii TOTepH B CBOEM IIEPBOHA-
yajabHOM OTBeTe TMocye 120 ucrnonb3oBaHMit B Teue-
Hue 200 cyrox npu xpaHeHuu npu 4°C.

ViydiueHHBI aMITEPOMETPUYECKUIT OUOCEHCOD
Uit OOHApYKeHUsI KpeaTMHMHA OBUT pa3paboTaH B
pa6ote [59] Ha OCHOBE MMMOOMIM3ALIUU HA CTEKIIO-
VIJIEPOIHOM 3JIeKTPOJE HAHOYACTHII, COAEPNKALINX
KpEaTHMHHHA3Y, KPeaTHHA3y ¥ CapKo300KcHaasy. Ot-
KJIMK 6uoceHcopa coctaisit 2 ¢ ipu pH 6,0 8 0,1 M
Hatpuii-¢ocdaTaoMm Gydepe n 25°C. BuoceHcop 06-
Jajay IIMPOKUM JIMHEHHBIM IHANa3oHOM — OT
0,01 MxM 1o 12 MKM c mpemenomM OGHApyKeHHs
0,01 MmxM. Ha6monanach Xopouasi KOppessius

(R2 = 0,99) Mmexay 3HAUYEHMUSIMM CHIBOPOTOUYHOTO
KpEaTHMHWHA B CHIBOPOTKE 3MOPOBBIX JIOAEH M JIIO-
Jei, CTpPajaloliMX TOYEYHOW M MBILIEYHON AucC-
(pyHKLIMEN, MOTYYeHHBIMU CTAHIAPTHBIM (hepMEH-
TAaTUBHBIM KOJIOPUMETPUYCCKHUM METOJIOM U TTIPU MC-
Mosib30BaHUM OuoceHcopa. B teuenue 240 cyTox
TIOCJIE PETYJIIPHOTO MCITOJIb30BAHWSI U XPAHCHM A NPH
4°C moTepst MepBOHAYATBHOI AKTUBHOCTH 3JIEKTPO-
na cocrasisuia Beero 10%.

Onpenelienne COAEPKAHNS TPHIITMIEPHIOB B KPO-
BH. TPUITULIEPUIBI SBIISIOTCS. OCHOBHBIMU TIEPEHOC-
YMKAMU KUPOB B KPOBU. [TOMUMO TPaHCTIOPTUPOBKU
K¥pa TPUITIMLEPUABI TAKXe JAEHCTBYIOT KaK HAKOI-
JIEHHBII{ XKUP B XKUPOBOM TKaHU, KOTOPAst UCIIOJIB3Y-
€TCS TIPU HEAOCTATOYHOM TTOCTYIUICHUM YIJIEBOAOB.
IepeHOCYMKAMU KUPOB SIBISTIOTCS JIMIIOIIOINCAXA-
puabl KpOBU. TTOBBIIEHHEI YPOBEHb TPUTIULIEPU-
JIOB B KPOBU, TIpeBHIIatomnii 500 Mr/u1, MOXeT yBe-
JINYUTH PUCK CEPASYHO-COCYAMCTHIX 3a00JTeBaHUIT
[63]. cocyaucToit neMenumu u auabera [64], mosro-
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Puc. 7. AmniepoMerpraeckuit Guocencop rpuriunepunos. Cokpamenns: I'K — raumneponkunasa, DO — rmnepondocda-
TOKCHAA3a. 3aMMCTBOBAHO C H3MEHEHISIMU U3 PAGOTHI [79].

My ONpPEACICHUE TPUDIMLEPUAOB B KPOBH MMEET
OYEHb BAXXHOE 3HAYEHWE B KJIMHWYECKON AMArHO-
CTUKE. BUOCEHCOPHI TPUITULIEPUIOB, BEIIOJIHECHHBIE
HA OCHOBE HAHOMATEPUAJIOB, CIIOCOOHBI M3MEPSITh
YPOBEHb TPUIIIMLEPUIOB B (DPYKTOBBIX COKaxX, Ha-
TUTKAaX, 00pa3Lax CIBOPOTKH U MOuM [65]. B HacTo-
SIIIEe BpEM: YKa3aHHBIC 6I/IOCeHCop]>I HEAO0CTAaTOYHO
COBECPLICHHBI TSI IUPOKOTO MPAKTUYECKOTO MpU-
MEHEHMS, TPeOYIOTCS NaJbHENIINe MCCAeTOBaHMS
JUI TIOBBILLIEHS UX HAACKHOCTH U SQJ(IJCKTI/IBHOCTI/I

166,67].

Jlns ompeneneHus TPUITTMLEPUIOB HMCIOJIB3YIOT
PasIMIHBIE METOABI, TAKME KaK KOJOPUMETpUYC-
ckuit [68], cnexTpodoTomeTprueckuii [69], xpoma-
Torpacdwmueckuit [70], dmyopomerpuueckmii [71] u
PSIL APYTUX, B TOM YMCIIE U U3MEPEHHEe GMOCeHCOpa-
MH KaK HaO0JIee IPOCTOM, OBICTPBIL M SKOHOMMY-
HBIIi METOA. B 0CHOBE pabOTHI GMOCEHCOPOB HA TPUT-
JIMLIEPUIBI JIEKUT TIPUHLMIT TEHEPALMH 3IEKTpHYE-
CKOTO CHUTHaja, MPOMOPUMOHATBHOTO KOJUYECTBY
. Cpenu pasHbIX
KJIACCOB OMOCEHCOPOB, HANIPHMEpP, OCHOBAHHBIX HA
TIPOBOASILIMX TMOJMMEPAX, OKCHAAX METAJUIOB, UC-
TIOJIB3YIOIINX OMOTATIMKHI C HH(PAKPACHBIM BOJIOK-
HOM, MHKPOTEJIEBbIE ONTUYECKHUE OUOCEHCOPHI, HAU-
6oyee YyBCTBUTENBHBIMU, TIPOCTHIMU, CHeLM(pHI-
HBIMU H 9KOHOMUYHBIMU OBUTH 3IEKTPOXUMHUIECKIE

AHATM3UPYEMOTO COeTMHEHuUs [72]

OMOCEHCOPEI [73—76].

DIEKTPOXUMHUYECKIE OGMOCEHCOPHI HA TPUIJIMLIE-
PUIBI KIACCU(DULMPYIOT B COOTBETCTBUM C TIPHMHLIN-
TTaMH MX M3MEPEHHST Ha MOTEHIIMOMETPIIECKIE, aM-
MEePOMETPUYECKHE, MMIEAUMETPUUECKHE, KOHIYK-
TOMETPUYECKHE NATYMKM, OMOCEHCOP HAa OCHOBE
OKCHJA METaJUIa, OMTUYECKUIl OMOCEHCOp, OMOCEH-
COp Ha OCHOBE MMKPOTEJISI i GHOCEHCOP Ha OCHOBE
HaHOovacTUL (hepMeHTa.

IToTeHLMOMETpUYECKHUE OMOCEHCOPHI HA TPUIIIU -
LepUIBl OCHOBAHBI HA KaTaJM3MPYeMOM JIMMAa30it
TUAPOIHM3e TPUOYTUPUHA B IJTMLIEPUH M CBOOOIHYIO
JKUPHYIO KMCIIOTY (MacisiHast kucioTta). ITponssoa-
CTBO KMPHBIX KUCJIOT BbI3BIBAET U3MCHECHUE pH pe-
AKIMOHHOTO Oydepa, KOTOPHIl M3MEpsSIeTCs: C MUC-
TOJIb30BAHMEM TIOTEHLMANA PA30MKHYTON LIemn
[77]. B aTuX 6GMOCEHCOpaX TEHEPUPYETCsT TIOCTOSTH-
HBIl TOTEHIMAN, 3aBUCHMBI OT KOHIIEHTPAIIMU
AHAIN3UPYEMBIX COSANHEHMIT [78].

B amMmepoMeTpiuyecKoM MEeTOJe TOK IIPSIMO TIPO-
MOPLUMOHANEH KOHUEHTPALMU aHATIM3UPYEMOTO CO-
equHeHus (TpuruiepunoB) |79]. a GuoceHcop co-
JIEPXKUT IBA MM TP 3JIEKTPOAA, Ha KOTopex H,0,
TeHEePUPYeTCsl U3 TPUITULIEPUIOB B KACKAIHOM peak-
LMK «INUMA3a, DIMLEePOIKUHA3A ¥ DIMLepos-3-gdoc-
(aToxcunasza/neruaporenasa». [poaykr H,O, pas-
JIaraeTCsi MPH BBICOKMX HATIPSDKEHMSIX, YTOOBI TeHe-
PUPOBATH AMEKTPOHHI (puUC. 7).
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Puc. 8. Cxema M3MEpEHMs] METHJICATMIMIATA C MCHONB30BAHHEM MYIBTH(HEPMEHTHOTO aMIIEPOMETPHIECKOTO AATIMKA.

Coxpamenns: DC
[87.88].

acrepasa, CI'

Ha ocHOBe COBMECTHOI MMMOOMIN3ALIMYU JIMTA-
3B, TIMLEPOJIKMHA3E M TIIMLEepOo-3-dochaTokcn-
a3kl Ha HAHOYACTHIBI «OKCHJI HUKEISI—XUTO3aH»
[80], Ha xuTo3aH M HaHoYacTHUH ZnO (ZnONPs)
[81], Ha XMMMYECKM CHUHTE3HMPOBAHHBIC YACTULBI
«AU/HAaHOKOMMO3UT ~ TOMN(3,4-3TUICHANOKCUTHO-
eH)mommcTupeH cyrbhoHaT» [82] 6BUTH M3TOTOBIE-
HEI aMIIEPOMETPHIECKIE GMOCEHCOPHI HA TPUIJIMLIE-
juiiian

DNEeKTPOXMMUYECKUIT OMOCEHCOD HA TPUTIIMLIS-
puaBl OBUT pa3paboTaH IyTeM HAHECSHUsI JIMIA3bl,
TIMLEPOJIKMHA3B U DIHLEepo-3-dochaTokeunasst
HAa TOJMMEPHbIE MATPULBI MOCPEACTBOM 3JIEKTPO-
CTaTHYECKMX CHJI M Jajiee CTaOWIIN3NPOBAH TTOCPeI-
CTBOM KOBaJIEHTHOTO curmBaHust. OH ITO3BOJISIT
M3MEpHUTh YPOBEHb TPHINMLEPUIOB B CHIBODOTKE
KPOBU TALIMEHTOB, CTPANAIOIINX KOXHBIMU 3a06071€-
BaHUAMU [83], OBUT IPOCT B U3TOTOBIECHUH, 00Magan
CTaOWIBHOI anre3ueit (DepMEHTOB, UTMTEIBHBIM
CPOKOM CIyxOBI 3ekTpona. K Hemocratkam Omo-
CEHCOpAa MOXHO OBLIO OTHECTH HEOTHODOIHOCTH
JIMCTIEPCHH MPOBOISILETO MOJMMMEpPA, XUMIYECKYIO
HECTAaOMJIBHOCTh U HHU3KYI0 TEXHOJIOTMYHOCTh IpU
M3TOTOBJICHHUN.

DhbdexTUBHBII 3IEKTPOXUMUIECKUIT GUOCEHCOD
Ha TPUTIIMLIEPUIBL, B KOTOPOM (DEPMEHTHI OBUTH KO-
BAJICHTHO KO-MMMOOMJIM30BAaHBI Ha MOL[MQ)M’HHDO»
BaHHBII  CTEKJIOYDJIEPOAHBIN  anekTpox (MNP-
CHIT/ZnO-ZnHCF/GCE), mnpeacTaBisul 3Hauu-
TEJBHBIN UHTEPEC, CBSI3AHHBII CO CIIOCOOHOCTBIO K
3HAYUTEIBHOMY YCUJICHUIO CUTHAJIA U BBICOKOI CTa-
OMJIBHOCTBIO TIPU XpaHeHUN [84].

B ammepoMeTpuuecKoM GMOHAHOCEHCOPE TPHT-
JIMUIEPUIOB arperaTbl HAHOYACTHILL JIMTIA3BI U3 TIOA-
JKeJTYIOYHOIT JKeJIe3bl CBHHBH, IIMIIEPOJIKHHA3H U3
Cellulomonas sp. v tnuuepos-3-docdaTokcuaassl U3
Aerococcus viridanss CIUMBaIM TIyTapaJbIeTUIOM M
(YHKUMOHAIM3UPOBANY LMcTeaMUHOM. IlomydeH-
HBIE (IJCDMCHTHHC HaHOYaCTHU1IBI KOBAJIECHTHO UMMO-
OIIIM30BaTIM HA TOJMKPHCTAJUIMYECKOM Au-3JeK-
TpOJIe uepe3 THOJMPOBAHHYIO CBsI3b [85]. buoceHcop
TI0Ka3aJl ONTUMANIbHBII TOK Tpu 1,2 B B Teuenue 5 c,
mpu pH 6,5 u 35°C. Kpome T0r0, GbUIA OJIyIeHa JIN-
HeiTHast 3aBUCHMOCTD MEXIY TOKOM (MA) ¥ KOHILIEH-
Tpalyeii TPHOIeHHA B IMMPOKOM JMANa30He HU3KHX
KOHLEeHTpauwii. IIpenen OoGHAPYKEHMSI TPUIJIMIIE-
punos coctasstt 1,0 Mxr/Mi1. Beuta mosmyueHa Xopo-
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THPO3MHA3A. 3aMMCTBOBAHO C M3MEHEHHSIMH 13 paGoT

1asi KOppeJsiust (R2 = 0,99) Mexny 3HAYEHUSIMU
COACPKAHUS TPUIIMULUEPUAOB B CBIBOPOTKAX, U3ME-
PEHHBIMU OMOCEHCOPOM, M CTAHZAPTHHIM (hepMeH-
TATHBHBIM KOJIODMMETPUYECKMM METOIOM. DIeK-
TPOJ MCTIONTb30BaIH 180 pa3 B TEUEHUE TPEX MECSILIEB
¢ motepeit 50% OT ero MepBOHAYAIBHOTO 3HAYEHUSI
TIpU XPaHEHUH B CyXoM MecTe npu 4°C.

VIyqiIeHHBIt  aMIepOMETPUUECKH  GMOCEHCOp
TpUTIMALIEpHAA, ]'lOJ'Iy‘IeHBIﬁ C UCITOJTB30BAHUEHM HAHO-
4aCTHLI KOMMepYecKoii iunassl u3 Candida rugosa, r-
ueponkuHassl u3 Cellulomonas, a Taxxe IIULEPOI-3-
ocdaroxcunassr u3 Aerococcus viridans, IMMOOWIN30-
BaHHX Ha 3JIEKTPO/IE KAPaHAIIHOrO rpaura, mokasan
ONTUMATBHBIN OTKIMK B TeueHue 2,5 ¢ mpu pH 7,0 n
Temneparype 35°C. DneKTpos MokKas3ajl BBICOKYIO YyB-
CTBUTEIILHOCTH (1241 + 20 MA - oM 2- MM’I); HU3KUI
nipenen o6Hapyxenust (0,1 HM) u xopormii ko3ddu-
1eHT Koppesin (R = 0,99) OLEeHMBAEMbIiL CTAH-
JApTHBIM (hepMEHTATUBHBIM KOJIOPUMETPUIECKUM Me-
TOTOM. BHOCEHCOp WCTIONMB30BAMM [UTSI OTIPEIEICHMST
TPUIIMLIEPUIOB B CHIBOPOTKE 3IOPOBOIO CYOBEKTA M
JIML, CTPaZAIOLIMX TUnepTpunmiiepyaemueii. Iotepst
€r0 MEePBOHAYATBHON AKTUBHOCTH IIOCHE IPOXOJIKH-
TEJIBHOTO MCHMOJB30BaHMSI B TeueHne 240 CyTok mpu
xpanenyn nipn 4°C coctasmsuia scero 20% [86].

JleTeKkTHpoBanue MeTwIcaaunuiara. Jletyaue op-
TAHUYCCKUEC COCAMHCHMA MPU3HAHBI BAXKHBIMU Map-
KEPHBIMU XUMMYCCKUMU BEIICCTBAMHU TSI BBISIBIC-
HU O0JIE3HEI PACTEHNIH, BEI3BIBAEMBIX TATOTEHAMMU.
MeTwIcamiunIaT — OXHO U3 HaOoIee BaKHEIX Jie-
TYYUMX OpPraHMYECKMX COC,E[MHCHl/lﬂ, BBIACJISIEMBIX
PACTEHUSIMU BO BPeMsi OMOTUYECKOTO CTPECca, TaKo-
T0 KaK MH(EKLMsI MATOTeHHBIMU TPUOKAMMU.

Pa3paboTka GBICTPOro, JOCTATOUHO YYBCTBUTEIb-
HOTO ¥ HAJEXKHOIO, HEepa3pyLIAlOIIero OOBEKT U
TIPUTOAHOTO AJIst PAGOTHI B IMOJIEBBIX YCIOBUSIX METO-
12 OOHAPYXKEHMS] METWICATMINIATA B 3aPAsKEHHEIX
PaCTEHUSIX OUYEHBb BA’KHO IS BBISIBJICHUST I/IHQ)SK]_U/WI
Ha paHHei craguu. /st oOHapyXKeHUs MeTHIICAIN-
ouIaTa OBUI M3TOTOBJIEH MYNBTH(EDPMEHTHEIT aM-
nepomeTpuueckuii natuuk [87,88] Ha ocHoBe Oudep-
MEHT-MOAU(DULIMPOBAHHOTO TPahapeTHOTO 3JIeK-
Tpoma. Tak, i TPSIMOTO OGHAPYXKEHMST METII-
CAJIMITHJIATA, BELIEISIEMOTO 3apaKeHHBIMI PACTECHM-
SIMU, OBUT IIPEJTOKEH JaTINK, OCHOBAHHBII HAa TPeX-
depMeHTHOI cucteme (puc. 8).
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Puc. 9. CxemMaTHueckoe M300paxkeH e 1-1akTar-ceJeKTMBHOTO MMIIGANMETPHYECKOTO GHOCEHCOPa HAa OCHOBE GHOCEICKTUB-
Hoit MemOpanbl. Cokpamennsi: A — ruyrapossiit anbiern, ITnpOke — mapysatokcunasa, BCA — Gbramii ChIBOPOTOYHBIIT
anmpOymu, JIIT — makraTiernaporeHasa. 3anMCTBOBAHO C H3MEHEHHSIMA U3 paboTe [97].

Hcnonp3oBaHne MyIbTU(PEPMEHTHBIX 3IE€KTPO-
XUMHMYECKMX JATYMKOB METWICAJIMLIMIaTa UMEET, IO
CPaBHEHMIO C ADYIMMM METOJAMM, PsAI TpEeuMy-
1IecTB Garogapsi UX HaJAEXHOCTH, YYBCTBUTEIBHO-
CTU U BO3MOXHOCTM KOJMYECTBEHHOTO AaHAIN3a
[87.89]. B mpemtoxkeHHO# KOHCTPYKIIMU OMOCEHCO-
pa MeTWICATMIIMIAT, BHICBOOOXKIAEMBI 3apakeH-
HBIMM PAaCTEHMSIMM, TMIPOIM30BAJICS 3CTEpas30ii 10
MeTaHoJa M canmuumnoBoii kucnotel (I), a o6paso-
BABIIASCS CATUIIMIOBASI KHMCTOTA OBLTA 3aTeM Tpe-
BpALIEHA B KATEXOJI C TOMOIIBIO CATMIIMIATIHIPOTIA-
3BI, TAKXKe MMMOOMIM30BAaHHOII Ha TpadapeTHOM
snekrpone (II). 3arem mosmyyeHHBIl KaTexosa ObuT
OKHCJIEH TUPO3MHA30ii C 06pa30BaHUEM 3JIEKTPOAK-
TUBHOTO coeauHeHus 1,2-6ensoxunona (111), koTo-
poe jajee BOCCTAHABIMBAJICS A0 KaTeXWHA Ha TI0-
BEPXHOCTH TpahapeTHOTO 3/IEKTPOAA, CHOCOOCTBYIO-
LeTo TeHepalun 3JeKTpudeckoro Ttoka (IV).
KonuenTpamusi MeTuiacaIuumiaTa 6bpU1a 00paTHO
TIPONOPIUOHAIBHA BEIMUUHE TOKA Ha KaTtozxe. UyB-
CTBUTEIBHOCTE OGMOCEHCOPA, OTPEENsieMast C TIOMO-
IIBI0 TUKJIMIECKOI BOJBTAMIIEPOMETPHI 1 AMITepO-
METPUM C MOCTOSIHHBIM TTOTEHLMAIOM, COCTABJISLIA

112,37 1 282,82 MKA - om 2 MM’], a Tpeaessl 00Ha-
pyxenust — 22,95 u 0,98 MKM COOTBETCTBEHHO.

Onpenenenne colepKanus CAXapoB U HX NPOU3BOI-
HbIX. L-JTAaKTaT SIBJISIETCST KITIOUEBBIM aTeHTOM, 00pa-
3YIOLINMCSI B PE3yJIbTATe AaHADPOOHOTO METab0IM3Ma
ITIOKO3BI B OPraHU3MeE, M €r0 ONPENEICHUE OYeHb
BaXHO B KJIMHUYECKOM nuarHoctuke [90,91], B criop-
TUBHOIT MeanyHe [92,93], B aHaIM3e KayecTBa M-
IEeBBIX TPOAYKTOB [94,95]. Cpean pa3IMIHBIX aHA-
JIMTUYCCKUX METOL0B, UCTTOJIB3YEMBIX JUTA OTIPEACIIC-
HMs JIaKTaTa, SJCKTPOXUMUYECKUE 6MOCEHCOpbl
00/1a1a10T MHOTUMM NIPEUMYLLECTBAMU, TAKMMU KaK
OBICTPOTA, BEICOKASI CIIeLM(DUYHOCTD, HU3KAsI CTOU-
MOCTB ¥ BO3MOXHOCTh MHHHUATIOPU3AIIHI/HHTETpa-
MU B CXEMBI JUIS BBIIOJHEHUS aBTOMAaTHYECKOTO
30HaMpoBaHus [73,96].

Ha ocHOBe JMaKkTaTaernaporeHassl ¥ MMpyBaTOK-
cumassl OBUT pa3paboTaH MPOCTON M UYBCTBUTEIb-
HBIII MMIIEHZAHCOMETPUYECKHT OudepMeHTHBIH
6uocencop [97], mpoaeMOHCTPUPOBABILIHIA BHICOKYIO
CTaOWIJIBHOCTB ITPU PAbOTE M XPAHEHUM, a TAKXKE BBI-

COKYIO CEIEKTUBHOCTB C TIpe/iesIoM oOHapyxkeHust 17
¥ 20 MKM ISt CIOSI JIAKTATAETHAPOTEHA3Bl M CJIOST
TIMPYBAaTOKCHIA3EI COOTBETCTBEHHO (PHC. 9).

BbUTa MPeAIOXeHa OPUTMHATIBHASL METOIMKA CO-
YeTAHHS JIAKTATASTHAPOTEHA3El U MAPYBATOKCHAA3HI
JUIST OTIpefieNieHnst L-yiakTaTa, B KOTOpOil GHOCEHCOP
TOTOBIJIM METOZOM KaIleJIbHOTO MOKPBITHSI JIAKTAT-

nernaporenasst, HA/I" n nupysatokcumass! Ha Tio-
BEPXHOCTH AJIEKTPOIOB TpaapeTHO MevaThIo, C UC-
MOMB30BAHMEM TIAPOB DIIOTAPOBOTO AMANBIETHIA.
Ompenenexne L-rakraTa B CIOKHBIX MATPUIIAX 0~
Kasajo  IPUMEHUMOCTb  MMIEAMMETPUYECKOTO
MyabTU(EPMEHTHOTO GHOCEHCOpa /Ul aHATIM3A Ka-
YeCTBa NMULIEBBIX ITPOAYKTOB U B KJIMHUYECKOM qua-
THOCTHKE.

J11s1 OTHOBPEMEHHHOTO AETEKTHPOBAHMSI KUCIIO-
poJa, TIOKO3BI U JIAKTATA C UCIIOJIb30BAHIEM OJHOTO
CeHCOopa, (PePMEHTHI JTAKTATOKCUAA3A, TIePOKCHAA3A
M DITIOKO300KCHIA3a OBLIM MHKATICYTMPOBAHBI B MO~
JIN3JIEKTPOJIMTHEIE KATICYJIBl MUKPOHHOTO pa3Mepa
[98]. MuKpoKarncyisl TOTOBWJIM HMOCJIOIHBIM OCa-
XKIEHHEM IPOTUBOIOIOXHO 3apSDKEHHBIX IOJIH-
3MEKTPOINTOB: TOMHAUIMIAMUAH THAPOXIOpHAA M
moymcTuponcynbdonata Ha yactuisl CaCOj3, B pe-
3yJIbTaTe YEro 0OPa30BHIBANACH 000TI0UKA «TTOJIUCTU-
poncynb(poOHAT/MOMUATTUIAMUHA — TUAPOXIOPUI».
DepMeHTHI HaXOAWINCH BO BHYTPEHHEIT YacTh Kam-
CYJIBI, B TO BpeMsI KaK Ha IOBEPXHOCTH OBLIN IPH-
KPETUIeHHI (PIIyOpeceHTHBIE KPACUTENN, YASPKIBa-
€MBIE 32 CUCT 3JEKTPOCTATHIECKUX U THAPOGDOOHBIX
B3aMMOJEUCTBUIL C TOMUINEKTPOIUTHBIMU MHOTO-
CIOWHBIMHU 0600uKaMu [98].

ITI0KOHOBASI KUCTIOTA, POIYKT OKUCIEHNSI IJIOKO-
3B, IIMPOKO PACIIPOCTPAaHEHA B TIPUPOIE U TIPUCYTCTBY -
€T B PA3TMYHBIX TTMILEBEIX MPOayKTax [99]. st ompeme-
JIEHMSI IIOKOHOBOM KMCJIOTHI OBUT pa3paboTaH aMIepo-
METPMYECKMIT OMOCEHCOpP, MCIOMB3YIOIIUI  MYJIBTH-
(bepMEHTHBIIT KacKal, COCTOSIIINIT 13 ITIIOKOHATKUHA3BL
M KPEATHHKIHA3EL, CAPKO3NHOKCUIA3EL M IIEPOKCHIA3EL
[12]. ®epMeHTHI OBUT MMMOOWITM30BAHEI MEXIY CIIOSI-
MH XITO03aHA HA TTOBEPXHOCTH IUTOCKOIO HAHOKOMIIO-
3UTHOTO JIEKTPOZA, CONEPKALIETO MHOTOCTEHHBIE YITIe-
PpomHbIe HAHOTPYOKH. M3MepuTenbHast cpesia conepkana
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anenosuntpudocdar, kpearrHdocdar 1 rexcalmaHo-
deppart(Il) B xauecTBe pemokc-meamaropa. OTKINK Ha
TIPUCYTCTBHE B CPEIE TITIOKOHOBOM KMCIIOTHI TIPOSIBIISLIT-
Cs B BUIC M3MCHCHMSI BEJIMMMHBI TOKA, M3MEPSIEMOro
TIPU ITOCTOSTHHOM HanpspkeHun — 50 MB. BuoceHcop 06-
JIANaJT JIMHeHHOCTHIO B AMAnas’oHe oT 4 10 620 MxM ¢
TIPEnesIoM OGHApYKeHHsI 2,6 MKM, 4yBCTBUTEIEHOCTBIO

453 1A - MkM ' M2 1 Bpemenem otsera 70 ¢. JlocTo-
WHCTBO JAHHOI KOHCTPYKLMH 3aKITIOYATIOCh TAKXke B
TOM, UTO MCIIONIE3yeMBIe TIDH CO3TAHWH OMOCEHCOpa
(bepMeHTBI ObUTH JOCTYITHBI, ASLIEBbI, CTAOMITBHBI U 3(h-
(eKTUBHO (DYHKLIMOHUPOBAIA B TIOAXOMSIIMX PAGOUMX
VCJIOBHSIX, UTO TIO3BOJISUIO M3TOTARTMBATE YYBCTBUTEIb-
HbIE, HATGXKHBIC M CTAOWIBHBIE OMOCEHCOPHL YKa3aH-
HBIIT MYJIBTH(DEPMEHTHBII OMOCEHCOP OBUT TIPUMEHEH
JUTSI aHAJIM3A IIOKOHOBO# KMCJIOTHI B PATIYHEIX CYCJIAX
¥ BUHAX 0€3 KaKOU-JIMO0 MpeaBapUTEIbHOIN 00pabOoTKH.
TlomyueHHHBIE C UCTIOTE30BAHNEM OHOCEHCOPA Pe3yIb-
TaThl M3MEPEHWHl He OTIMYAINCh OT pPe3YJIETaToB
STAIOHHBIX M3MEPEHHIT METOIOM JXIMIKOCTHOM XpoMa-
Torpadun. brdepMeHTHBII GMOCEHCOP HA OCHOBE Ie-
POKCHIA3BI XPEHA U TTIOKO300KCUAA3bI ObUT CKOHCTPYHU-
POBAH MyTeM THOPUIM3ALIMHM i1 Sifit KOBATIEHTHO CBSI3aH-
HOIl  OpraHMKO-HEOPTaHMYEeCKOW OMOKOMITO3UTHOM
TUICHKH, KOTOpast 06Majaa BEICOKOI CTaOMIIBHOCTEIO B
KUCTOTHOM pactsope [100]. st oGHapyKeHWsI B BOI-
HBIX PACTBOPAX ABYX PAITUYHBIX CAXaPHIOB — JIAKTO3BI 1
TIOKO3BI — B TPEX3TEKTPOTHOM aAMITEPOMETPIUECKOM
OMOCEHCOpe IIIOKO300KCHAA3a U 3-TalaKTo31na3a Obumt
KO-MMMOOWITH30BaHBI Ha TpacMTOBOM paboyeM 3JieK-
Tpoze [11]. JIJaKkTO3HbII GUOCEHCOP MOKA3aT JIMHEeHHBII
muarna3oH g0 0,010 MM ¢ mpenenoM OGHAPYXEHUSI U
JYBCTBUTEJTEHOCTHIO PpaBHOI 0,001 MM u
850 £ 81 MKA/MM COOTBETCTBEHHO, ¥ OBUT MCITHITAH HA
peaTbHBIX 00pasiax — (DPYKTOBBIX COKAX, 00E3KUPEH-
HOM MOJIOKE ¥ CHIBOPOTKE.

APYTUE MYJIbTUDEPMEHTHbIE
BUOCEHCOPbL

TlepCneKTUBHBIM HATIPABIEHUEM Pa3BUTHS OMO-
CEHCOPOB SIBJISIETCSI MCIIOJIb30BAHUE (DIIyOPECLIEHT-
HBIX KPACHUTENei, KOTOPHe OOBIYHO 3aKIIOYAIOT B
KAarcyJibl, B pasauyHbie MaTpuusl [101,102] wmu o6o-
moukn [103], CMpPOEKTHMPOBAaHBIE TAKMM 0Opa3oM,
YTOOBI 0OJIETYUTH B3aUMOJCICTBUE MEXIY aHAJIN3U-
PYEMBIM COTMHEHNEM 1 YyBCTBHTEIBHBIM MaTepha-
sioM. HIMpOKO pacTipOCTPAaHEHHBIIT TTOAXO MPU U3-
TOTOBJICHHUSI JATYMKOB TAKOTO TUIA COCTOMT B MH-
KarCyJMpOBaHUMU YYBCTBUTEJIBHOIO MaTe€puanga B
MHOTOCJIOITHBIE HAHOCTPYKTYPHI, ITOJIYYaeMbIe ITy-
TeM TOC/e0BaTeNbHOM aACOPOLHMHM TIONOXKHUTENBHO
M OTPHMUATEIBHO 3aPSIKEHHBIX MOJIMAIEKTPOIUTOB,
9TO BHEPBHIE OBUTO OmucaHo B Havare 2000-x Togos
[104,105], B manpHeiIeM TOMYYWIO 3HAUYUTEIBHOE
pPa3BUTHE M HALLIO Pa3sHOOOpa3HOe IPUMEHEHWe
[106—109].

Taxk, GbUIA TTOKA3aHA BO3MOXHOCTH COBMECTHOTO
MHKATCYTUPOBAHHsI (DePMEHTOB C YyBCTBHTEIBHBI-
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MU KPACHTEJSIMH B IOJMBJIEKTPOJIUTHBIE KaTCYJIbI
MUKPOHHOTO pasmepa [98]. MHOTOKOMIOHEHTHBIE
CTPYKTYpHI Karicy [ 110] mo3BosmIm M3roTOBUTH XH-
MITIECKIE OMOCEHCOPHI JUIst O0HAPYKEHMSI KICI0PO-
JIa ¥ TJIIOKO3BI, MCTIONB3YsT OXHY Karcyny [98]. Tlo-
TCHUMWAJIBHO, KariCyJbl MOTYT HAaXOAWTBCS BHYTPU
etk [111,112] u oTciaexuBaTh U3MEHEHUsI KOH-
LIEHTPALIMU METAaOOJIUTOB HA MPOTSDKEHUM KU3HEH-
HBIX IMKJIOB KJIeTOK. Mccnenosanus mokasanm, uyro
MMWITMMOJISIDHBIE KOHLIEHTPAllMM TaKWX BELIECTB,
KaK IIIIOK03a M JIAKTAT, MOTYT OBITh HAJEXKHO 3aperu-
CTPUPOBAHBI C MOMOILBIO (prryopecueHuyH. Takum
00pa3oM, COBMECTHOE MHKATICYTHPOBaHMe (hepMeH-
Ta ¥ (DIYOPEeCHEHTHOIO KPacUTelsl, MO3BOJISIONIee
OCYILIECTBJISITh ONTHYECKUiT MOHUTODHHT GHOJIOTU-
YECKU BAXKHBIX METAOOIUTOB B OJHON MUKPOKAIICY-
JIe, SIBJISIETCST YHUKATBHOI CHCTEeMOI ITIs ICCIIEI0BA-
HHUS B pCaJIbHOM BPEMCHU MHMKPOCPEABI B LIUTO-
TIasme.

W3BeCTHBI MCCIENOBAHMS MYJIBTH(EPMEHTHBIX
61OCEHCOPHBIX CHCTEM ULl M3MEPEHMsI KOHLIEHTpa-
1w ¢propa u pocatos [113,114], aas oGHapyReHUsT
auerwixoiuHa [ 115], aprununa [116], acnaprarrpas-
CaMHWHAa3bl M AJITAHWHTPAHCAMHWHA3BI C MCITOJIb30Ba-
HHUEM MyJbTH(DEPMEHT-MOAUMDULIMPOBAHHON TO-
BEpXHOCTH 3nekTpoxa [117,118], TpaHcaMMHa3 B CHI-
BOpoTKe KpoBu [117], cexperopHoit (ocdonumassr
rpynmsl 2-11A, 6oMapkepa 6aKkTepUaIbHOI CeTcuc-
HoIi nHbekuun [119], mu3nHa, Kak moKa3aTesis Kaye-
CTBa MUILEBBIX MPOAYKTOB [120], mist oOHapyXeHUs:
M KOHTPOJISI HYKJIe031IoB [121], u aHAIOroB HyKJI€O-
3MIO0B MPEACTABILIIOIINX YHUBEPCAIBHOE CeMENHCTBO
JIEKapCTB IIMPOKOTO CTIEKTpa AeitcTaust [122].

CoBpEMEHHBIE METOABl MMMOOIIM3ALUU TT03BO-
JISI0T CO3JaBaTh HE TOJNBKO MYJIbTU(EPMEHTHbIE
KOMILIEKCBI, HO ¥ CBSI3bIBATh UX C LICJABIMU KJICTKA-
MM, CYOKJIETOUHBIMU CTPYKTYpami [ 123] 1 MUKpoOp-
raHusmMamu [124]. HMcnonp30oBaHHE WMMOOMIM30-
BAHHBIX KJIETOK IO3BOJISIET UCKITIOYMTH HEOOXOZU-
MOCThb BBIACIICHUS " OYUCTKHN TpesyeMLIX
depmeHTOB. ZKuBast KJIeTKa, B OTJINYME OT BBIICTICH-
HOTO (hepMeHTa, TIPEACTABIISIET COOO0IT TOTOBBII OMO-
TEXHOJIOTUYECKHII PEaKTOP, B KOTOPOM PEaU3yIOTCs.
TIPOLIECCHI, TIPUBOASIINE K 00Pa30BAHUI0 KOHEYHOTO
TIPpOAYKTA. OHM MO3BOJISIIOT noJiydyaTb €CTECTBEHHBIC
MYJAbTH(EPMEHTHBIE CUCTEMBI, OCYIIECTBIISIOIINE
MHOTOCTaIMITHEIE XUMHIYeCcKue mpeodpasosannmst. C
MCTIOJIB30BAHNEM JKMBHIX KJIETOK CO3JaHO MHOTO
PasIUMIHBIX GUOCEHCOPOB [125,126], B KOTOPBIX KITIO-
YE€BBIM BOTIPOCOM SIBJISICTCSI METOL I/[MMOGPUIPIE)&HI/II/I
KyeTox [127,128].

3AKJIIOYEHUE

B nocneanue roasl HAGMIOAANIOCH GBICTPOE Pa3BU-
THE TEXHOJOTHIA CO3JaHUSI MYJIBTH(EPMEHTHEIX
6I/IOCCHCODOB, MNpeAHAa3HAYCHHBIX U1 MCIOJIB30Ba-
HUsIT B OmomenuuuHe, (hapMakoIOTHM, TMHILIEBOI
TIPOMBILJIEHHOCTH, CEJILCKOM XO3SICTBE, MOHHUTO-
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PUHTE OKDYXKAIOIIel Cpefbl. DTH yCTPOIicTBa OT/IU-
YarT KOMIIAKTHOCTE M TOPTATMBHOCTH, BBICOKASA
YYBCTBUTCIBHOCTh U CEJICKTUBHOCTb, IMPOCTOTA W
YZOGCTBO B MCTIOJIb30BAHMM, TIOCKOJIBKY OHH HE Tpe-
OYyIOT MPOBEACHUSI CIOKHBIX TOATOTOBUTEIBHBIX Pa-
00T 111 UBMEPEHMSL.

BuoceHcopsl Ha OCHOBE KacKamHBIX (epMeHTa-
TUBHBIX PEAKIMii 06/1aa10T PSIIOM TIPEUMYILECTB B
CPaBHEHUM C MOHO(MEPMEHTHBIMU OMOCEHCOPAMU.
Baxnuemm (pakTopom B pa3padorke 3(HEeKTUBHBIX
61OCEHCOPOB, OCHOBAHHEIX HA KACKATHBIX PEaKIIM-
X, SBJISETCS MOAOOP TOAXOMANIMX (DEPMEHTHBIX
Tap, JUIsl KOTOPBIX TPEOYIOTCSI OTHOCHTEIBHOE CXOJI-
CTBO YCJIOBUIT (DyHKIIMOHHPOBAHYSI, BKJIIOYAst CXOI-
CTBO ONTMMAJIBHBIX 3HaueHMii pH, TemMmepaTypHBIX
npoduIeil, KOHIEHTPALMHI METa00IUTOB.

CoBpeMEHHbIE TeHACHLMM Pa3BUTUSI YKa3aHHOM
TEXHUKU HATIPABJICHBI HA HaJ]bHEﬁmle MMHUMM3A-
MO UX pasMEPOB, MOBBIIICHUEC X HAACXKHOCTHA YYB-
CTBUTEJIBHOCTH, I/I36]/IpaTEJTBHOCTI/I, yCTOﬁ‘{V{BOCTI/I K
JIEUCTBHIO TIOCTOPOHHMX areHTOB M (DAKTOPOB, CHU-
JKAIOIINX BPeMsI CIyKObI 3TUX YCTPOHCTB. BaxkHbIM
ACTICKTOM SIBJISICTCS TAKXKE CHUKEHME CTOMMOCTH U3~
TOTOBJICHUS UM PACIIMPEHUE ACTICKTOB NMPUMCEHEHUSI
HM3MEPHTEIBHBIX YCTPOICTB.

PUHAHCHUPOBAHHME PABOTbI

Pa6ota BeIOIHEHA PU (PUHAHCOBOI MOAAEPKKE
KomuTtera Hayku MuHKUCTEpCTBAa 00pPa30BAHMSI U HA-
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Amperometric Multi- Enzyme Biosensors: Biosensors: Design and Applications
(Short Review)
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M.G. Fomkina**, and Yu.A. Kim***
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In the last decade, significant progress has been made in the development of enzyme biosensors which are
used in pharmacology, clinical practice, agriculture, in food quality control, monitoring of infectious diseases
and of the environment for the presence of pollution. Amperometric multi-enzyme biosensors are based on
natural pattern recognition mechanisms. To increase the efficiency, the biosensor design should allow analytes
to freely interact with enzymes involved in catalytic reactions, that requires knowledge of both the properties
of the medium investigated and properties of analytes themselves. In order to detect, recognize and estimate
the concentration of analytes in the medium, it is also necessary to take into account factors that can suppress
or distort the signal, which may be due to the interaction of the biosensor components with each other and
with the molecules of the studied medium. These factors may change not only during storage or after repeated
use of the biosensor, but also during a single measurement. In the process of development of measuring
technology, significant progress has been made in improving the design of biosensors. In this short review, we
discuss the most interesting and promising trends in the development of amperometric multi-enzyme

biosensors to emerge in recent years.

Keywords: biosensor, multienzyme complexes, cascade reaction, metabolites
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Xumuveckue nayxu

XUMHYECKHE HAVKH
VJIK 543.4

MNOJIUDJIEKTPOJIMTHBIE MUKPOKAIICYJIbI
C UHKATICYJIMPOBAHHOI YPEA3O0#i: U3BSMEPEHUME pH CPE/IbI
I'nPO®OBHbBIM ®J1YOPECHEHTHBIM 30H/IOM

E.A. Sronbuuk, M.I'. ®omkuna, E.A. 3amaruna, H.O. Annasos,
C. K. Ubanynnaesa, FO.A. Kum

THokasana 6o3modcnocms onpedenenust pH cpedvr no gyopecyenyuu 2uopoghoono-
20 30moa N-((4-(6-phenyl-1,3,5-hexatrienyl)propyl)trimethylammonium  p-toluenesuifonate
(TMA-DPH), 6K1104eHH020 6 NOIUSIEKMPONUMHbIE MUKPOKANCYIbI, A 0I5l UCCAeOOBAHIUS XA~
PAKMEPUCIUKY MUKPOKANCYNbL U 6U3YAIU3AYUU ¢¢ 00010YKU U3 NONUINEKMPOIUMOE HA iy-
opecyenmnoM MUKPOCKORe npumenen 3010 aM@uuibnoi npupoost mepoyuanun 540
(M540). Honusnexmponummnsie MUKPOKANCYJisl, MOTWUHA 0CONOUKU KOMOPLIX Obiaa Nput.ai-
sumenvno 400 uy (O Kancyn ¢ uucaom cnoes 6), nonyuanu MemoooM noouepeonol aocopo-
YUU HPOMUCONOIONCHO 3APHNCEHHBIX NONUINEKMponumos nonucmupoacyrsgponama (IICC) u
nomannunamuna (IIAA) na uvacmuyor CaCO3 unu 6uomunepansiuvie sopa CaCO3/6enok.
Kntoueesbie cnoea: 6uoceHcop, pH, nonusnekmpoaumHole MUKpPOKArcysael, gayopecyeHmHoie

30HObI.

Beenenue

INokazarens pH — 3TO BakHEWIIW MapaMeTp MHOTHX XHUMHYECKHX U
OUOIOTrHYECKHX MPOLECCOB, MPOTEKAIONHUX B IPUPOJE U B JKUBBIX OPraHU3Max,
B KIIMHUYECKOM aHAJIM3€, KOHTPOJIE KQueCcTBA NPOAYKTOB M T.A., JUIA U3MEPEHUS
KOTOPOrO HCIIOJB3YIOTCA Ppa3IM4HBIe CEHCOPHBIE ycTpoictBa. Hapsny c
TPAAUIHOHHBIMH METOAAMH HM3MepeHus pH cpeapl ¢ MOMOIIBIO XHMHYECKHX
WHIUKATOPOB M aMIIEPOMETPHUYECKIX HJIH MOTEHIHOMETPHIECKHX yCTPOMCTB, B
KOTOPBIX HCIIONB3YeTCA CTEKIAHHBIN OJJIEKTPOA, U1 OHPENETICHHBIX 3ajad
pa3paboTaHbl W BEAYTCS MCCIEAOBAHMS MO Pa3pabOTKe HOBBIX YCTPOKMCTB H
METOJIOB ONpPEAENICHUs OJTOH BeNWUMHBL. Tak IIpU aHaIM3e OOBEKTOB
OKpY>KatoLled Cpesibl MPUMEHAIOTCS ONTHYECKUE BOJIHOBOJBI, MO3BOJISIOLINE
JIOKAJIbHO JI€TeKTUPOBATh CHTHAJI C BBICOKHM pa3pelleHHeM, a CEHCOPHBIE
MHKPOIUIAHIIETH AAI0T BO3MOXKHOCTh OJJHOBPEMEHHOTO CKPHHHUHIA OOJIBILIOTO
yucna o6pasLos.

Jlns  neTeKTHpOBaHHSA IPOCTPAHCTBEHHOTO pacmpepeneHuss pH B
obpaszue pa3paboTaHbl IJIAHAPHBIE CEHCOPHbIE MeMOpaHbl. 3HAYUTENbHBIN
HCCIIEIOBATENILCKUI WHTEPEC COCPENOTOUCH Ha Pa3paboTKe XMMHYECKUX HIIH
OUOIOTMYECKHX NATYAKOB C HCHONIb30BaHHEM (DYHKIIMOHAIBHEIX MOJIUMEPOB [1]
M, KOHKPETHO, METOJO0B, Mcnojib3yeMbix mia pH usmepenuit [2]. Usmepenune
ypoBHeit pH ocHOBaHBI Ha MONUMEPHBIX MaTepuaiax [3] K KOTOPBIM OTHOCSTCS
MOKPBITBIE MOJIMMEPOM  BOJIOKOHHO-ONTHYECKHE JATYHKH, YCTPOHWCTBA C
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9NEKTPOJaMH, MOAU(PHUIMPOBAHHBIME  PH-4yBCTBUTENBHBIMU  [OJMMEPAMH,
(yopecLeHTHBIME MHMKaTOpaMu pH, moTeHuoMeTpryeckue qaTauku pH.

IToBepxHOCTH C  OHMOPIEMEHTOM, KOTOpas B3auUMOAEHCTByeT ¢
AQHAIN3UPYEMbIM OOBEKTOM, (DOPMHUPYIOTCSA IyTEM MPSIMOTO  BKIIFOYEHHS
WHIUKATOpa B MATPHIYY WM NPEIBAPUTEIHHEIM BKIIOUEHHEM €r0 B MHKPO- HITH
HAHOYACTHIIBI C MOCIEAYIOIINM BKIIOUSCHHEM B MaTpuity [4-6 |.

ITpu coznannn pH-ceHCOpOB B KadecTBe MHIMKATOPOB, HanboJee Jalie
uenons3yrorest  (peHonosblid  kpacHsii, OpomrumonoBeiii  cunuit  (BTC),
npou3BoAHbIe (iyopecienHa, TMAPOKCHKYMapyHbl 1 ap. [7, 8]. ¥V GonblunHcTBa
ONTHUYECKUX MATYMKOB Y3KHH JWHAMUYECKWH [uama3oH u3Mepenus pH u
CHTHAJI 3aBHCUT OT HOHHOM crutbl o6pasna [9, 10]. 3ToT HemocTaTOK NMpeoaoneH
npuMeHeHneM  JunodmwibHOrO  ddupa  Quiyopecienna, HeCymme — OAWH
OTPULATENbHBIA  3apAd, KOTOpble OBUIM BCTPOGHBI B  HE3apSIKCHHBIM,
MIPOHUIAEMBIH Ul MPOTOHOB ruaporens [11]. B pesymprare Obul momyuen
onTuueckuil gatuuk pH ¢ nuHamuueckuM auanasonom pH ot 4.5 1o 8.

Onruueckne  gatdyukd  pH,  OCHOBaHHBIE  HAa  HM3MEPEHHH
(oromomuHeceHInH 001aaal0T GONBIUIMMH JOCTOMHCTBAMHM IPUMEHHUTENBHO B
OouotexHomorn u OmomemuuuHe [12]. OCHOBHAs KOHIETIMS ONTHYECKUX
MeTo0B M3MepeHust pH ommpaercst Ha TOT (haKT, 4TO MAAOLIMKA Jyd CBETa
MPOXOAWT Yepe3 CBETOBOA K AaKTMBHOMY KOHIly JaT4MKa, TA€ OH
B3aHMOJICHCTBYET ¢ XUMHUECKUAM BELIECTBOM HHIMKATOPA, KOTOPBIA U3MEHSAET
HMHTEHCHBHOCTD IMyYka OOBIYHO MyTeM MorioieHus umm ¢uyopecueHuun [13].
[Tpumepsl onTHueckoro Merona mimepeHus pH B dusnonorndeckux obpasmax
omucansl B paborax [14, 15].

Bonbmioit wWHTEpeC NPEACTABISET KaICyIUPOBAHHE OHOIIOTHYECKOrO
Martepuana, B TOM unciie (JOTOMETPUYECKHX M JIFOMMHECLICHTHBIX OPraHUYECKUX
PEareHTOB B IOJUAJIEKTPOIUTHBIE MHKPOKAICYJIbI, KOTOPbIe OBUIM BIIEpBBIE
nonyueHs! [16, 17] myTem ynaneHus KOJJIOWAHOW 4acTHLbI (Sapa), MOKPHITOM
TOJIM3IEKTPONIUTHOR ~ obonoukoif.  TexHomorus  mo3BoNsa  TIONTyYaTh
MHKpPOKAIICYJIbl  OMpeAcaeHHOH (opMbl M pasMmepa, 3aBHCSLIMX  OT
HCHOJIb3yEMbIX MaTpHI-Aep, NpuyeM o0oJiouKka MUKpOKarcys obecreunsana
TpeOyemble KaranuTHueckue wid ad@duHHBIE CBOWCTBA, CTAOMIIBHOCTS,
MPOHULIAEMOCTh, ~ COBMECTMMOCTh M PEryJIMPOBaHME  BbICBOOOXKACHHS
BHYTPEHHETO MaTepuasa KarcyJibl.

Marepuajbl 1 METOAbI

B Hacrosimedt paboTe Mbl MCCIEIOBAIM BO3MOXKHOCTh M3MepeHus pH

cpensl no (uyopecuenuuu ruapodobHoro 3ouma  -((4-(6-p -1,3,5-

P p) l P )pp ((C - H),
BKJIIOYEHHOTO B OOOJIOYKH IMOJIMANICKTPOIMTHBIXE MHUKPOKANCyi. Moekysist
30H7a - H npu BBemeHMM B Cpely C TOJMAJIEKTPOIMTHBIMA

MuKpokaricyaamu u3 nomucruponciabdonara (IICC) n nomammnamuna (ITAA)
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CIIOHTAHHO BKJIIOUAIMCh B cion obonouek. [Ipu B3aumopeiictBum
WHTAKTHBIMHU TOKOSILIMMHUCS KJIETKAMH B BOJHOM CYCIIEH3WH MOJIEKYJBI 30HIAA

- H Brmowarorcss B MeMOpaHBI COTJIACHO 3aKOHY PaclpeNesieHHs, T. €.
KOJIMYECTBO BKIIFOYECHHOI0 30HJAAa MPONOPLUUOHAIIBHO ZlOCTyHHOﬁ TMOBEPXHOCTH
mem6pansl [18]. Karmonnoe npowmsBomHoe IudeHUITEKCATpHEHA- - H
HCHOIB3YIOT B Ka4eCTBE (hTyOPECLEHTHOr0 30H/A VTS HCCIISIO0BAHHS TIOIAPHON
ob6mactu memOpan [19].

Pabouas  koHmeHTparms  (IyOPECIIEHTHOTO  30HIA - H
( p ) cocrapmsna 2,0  10° M. dnyopecueHTHbIE M3MEPEHHUs
MPOBOJWINCHE Ha  crekTpoduryopumerpe -44  npu

KOMHATHOW TeMIepaType M MOCTOSHHOM IepEeMELIMBAaHUM PacTBOpa. J[THHEI
BOJIH BO30YxaeHus u ¢yopecuentmu 350 u 430 HM COOTBETCTBEHHO.

Mepouuanun 540 (M540) Hamu OblT UCMONIB30BAH U1 UCCIIEIOBAHUSA
XapaKTePUCTHKA MUKPOKANCYJbl W BU3yaIH3alUH €€ OOOJOYKH W3
TMOJTMIEKTPOIUTOB Ha (hly OPECLIEHTHOM MHUKPOCKOIE. DTO reTePOLMKIMYECKIH
XpoMoop €  JIOKATBHBIM  OTPHLATENBHBIM  3apsigoM, HHTEHCHBHOCTB
(ryopecueHInE KOTOPOrO 3aBUCHUT OT KOJMYECTBA MOJICKYJI, CBS3ABIIHXCS C
MeMOpaHaMH KJIETOK, MEMOPAHHOTO MOTEHIHATA i OPHEHTALMH MOJIEKYJI 30HAa
OTHOCHTENBHO (hoCOMUMUAHBIX MONEKYI. B CBsI3M ¢ 3THM €ro HMCmomb3yoT
4acTo JUIsl TECTHPOBAHUS YHAKOBKM (HOCHOIMITMAHBIX MOJEKYJ BO BHELIHEM
mmictke MeMOpaHsl. [20]. CrexTpanbHBIE CBOMCTBA 30HAA 3aBHCST OT CBOMCTB
MHKPOOKPYXKEHHUs B rHAPOPOOHOM MUKPOOKPYIKEHHH 30H] CYILECTBYET B BHIE
MOHOMEpOB, TOJSIPHOE MHKPOOKPY)KCHHE BBEI3BIBAET ACCOLMALMIO MOJIEKYIT
30H7a, mpudeM (IIyopecuupyIoT ToJIpK0 MoHOMepEI 30Haa [21]. [Ipu BBeaeHHM
MOJEKYJ 30HJa B CPeAy H3MEPEHHs, COJCPIKALIYIO IONUAIEKTPOIUTHBIE
MMKPOKAIICYJIbl, HOABJISAETCS (ITyOPECLICHLINUSL.

Busyanuzanuss MHKpPOKArcysl ¢ HMMOOHIM30BAaHHBIMH MOJIEKYJIaMH
Kpacutess Oblia BHIMOJIHEHA HA KOH(OKATBHOM JIa3€PHOM MHKPOCKOIE
510 ( ). B kadectBe mcTOuHMKAa BO30YXKICHHS HCIOJB30BAIH
J1a3epel 2 (pymmna BostHBl 477 HM) U H 1 (umHa BomHBI 543 HM).
O6paboTka H306pakeHUH MPOU3BOAUIOCH ¢ TIOMOLIBIO MPOrPAMMBbL 510 m

5.

[Tonu>1eKTPOINTHBIE MUKPOKAIICYJIBI TIOTyYal METOAOM MOOYEPEAHOM
ancoponun TIPOTHBOTIOIOKHO 3apsHKESHHBIX TIOJTADIIEKTPOITUTOB
nonuctupoincynsdonara (IICC) u nonmanmmunamuna ([TAA) xa gactums CaCOs
wm  O6uomuHepanbabie siapa CaCOs Genok. [lomyueHHble MO CTaHIAPTHOM
Meroauke [22] MUKpoWacTHIBI KapOOHATa KaabLUsl HMETH ChEepUIecKyIo
opmy u pasmep 3-6 mxm. Ilocne QopmupoBaHHMsA ONPEAETEHHOrO YMCIA
MOJUAIEKTPONIUTHBIX CJIOEB MMHEPAIBHYIO COCTAaBIAIOINYIO SIEp YAALUIA
pacTtBopoM sTrieHamMuHTeTpaanerara (O1TA), pH 7.4.
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PesyabTaTsl u 00cy:xaeHne

BxmoueHne  (yOpecLEHTHBIX  MOJEKYJl B MOJHIJICKTPOIHTHBIC
MHKPOKAIICYJIbl MOKHO TIPOU3BOJMTH HEMOCPEJCTBEHHO BHECEHHEM pPacTBOpa
KpacuTeas B BOJHYIO CYCHEH3HIO KalCyjl WIM INPEABAPHTEIBHO HA CTAuUH
(opmupoBanus 0060104ku. J[pyruM crnocoGoM SBIAETCSA MCMOJIB30BAHUE HX
KOHBIOTaTOB C BBICOKOMOJIEKYJIAPHBIMH BEIECTBAMHU (OeIKaMK, MOJIMMEPaMH)
ais  GOPMHPOBAaHMS  sAAep MyTEM  COBMECTHOW  KOMPELMMHUTALMH  C
HEOPraHUYeCKUMHI KOMIIOHEHTaMH M Hocjedylomeil  mpouemypoi
(OpMHPOBaHMS ~ HOJMMAICKTPOIUTHOW  00omoukn.  DYHKIMOHMPOBAHHE
TMOJTMJIEKTPOIUTHOH MUKPOKAIICYJIbI B KAYECTBE CEHCOPA BO3MOXKHO Oarojgaps
TMOJTYIPOHHULIAEMOCTH €¢ MeMOpaHbl OHA MPOHHLAEMA [T HU3KOMOJIEKYJIIPHBIX
BEIECTB W HENpPOHMIaeMa IS BBICOKOMOJICKYJISIPHBIXK. 3arpy3ka Karcyi
(IyOpeCUeHTHBIMH ~ MHAMKATOPAMH, UYBCTBUTENBHBIMH K ONpPEICTCHHBIM
WOHAM W MOJIEKYJIaM, BEJET K CO3JaHMI0 XEMOCEHCOPOB, a MX KOMOMWHauus ¢
OUOJIOTHYECKHMH KOMITIOHEHTaMH, Hampumep (epMeHTaMu, - OHOCEHCOPOB.
Takum oOpa3oMm, Ha OCHOBE MOJMAIEKTPOIUTHBIX MHKPOKAINCYJI BO3MOXKHO
KOHCTPYHMPOBATh OHOCEHCOPEHI TS ONPEACIICHUS PA3IMUHBIX METa00IUTOB.

OKCIEpUMEHTH 10  MOAOOpPY (IIyOPEeCHEHTHOrO 30HOA MOKa3aid
BO3MOXKHOCTh HCIOJIb30BaHHUS 30HAOB aM(UQUIBHOW TPHPOABI, K YHCIY
KOTOPBIX ~ OTHOcHTCS ~ MepormanmH  540. 3oH;g  BKmouaercs B
MOJIMAJIEKTPOIIMTHBIE ~ MMKPOKAICYJlbl B PE3yJbTaTeé HE  KOBAJICHTHBIX
B3aMMOJCHCTBIH THAPO(OOHBIX H IIIEKTPOCTATHYECKHX, (iyopecuupyer B
ruapooOHOM  OKpY)KEHMM UM ObUI  WCMOJB30BaH JUISL  HCCIEAOBAHHSA
XapaKTEePUCTHK IMOJBIX MOIUMIEKTpoauTHEIX Mukpokancyn [ICC u ITAA [23]
Ha (IyopecHeHTHOM MHUKpockorne (puc. 1, a), a - H nna peructpauuun
n3MeHeHns pH B pacTBOpe ¢ MHKpOKAINCyJaMH, COAEPKAIMUMH ypeasy, IpH
JIeHiCTBUM MOYEBHHBI.

B Bome M540 dayopecuupyer o4yeHb cnabo, a NpU BKIIOUEHHH B
MMKPOKAIICYJIbl HHTEHCHBHOCTb €ro pe3ko Bo3pacraer. Ha puc. 1 npeacrasneHa
MHKpodoTorpadust MHKPOKAICYIbl € YHCIOM CII0eB 6 U paclpeienieHue
HMHTEHCHBHOCTH (hIyOPECLCHIIMH MOJIEKYJ 30HAa MO CEUYCHHI0 MUKPOKAICYJIBI
Ha riryOuHe 2 MK.

OmneHka TONMUHEL 000IOYKH MHKPOKAIICYJIBI IO OKPAIINBAHHUIO 30HIOM
M540 nano Benuuuny npudnusutensHo 400 HM 1A Karcys ¢ YUCIOM CI0€eB 6.
Kak nokazanmu skcnepuMmeHTsl, nocie BBeaeHus MS540 B BoaHyio cpeny ¢
MHKPOKAIICyJIaMi HHTEHCUBHOCTD (DIIyOpECIIEHIINH yBEIUUUBAIACH C TEUCHHEM
BPEMEHH M JOCTHraja HEKOTOPOTrO PaBHOBECHOro cocrosHMsA (puc. 2, 6). C
YBEJIMUCHUEM UHCNIA MOIMAICKTPOIUTHBIX CJIOEB B Kalcyje HaOmoancss pocT
HMHTEHCHBHOCTH ()IyOPECLICHIIMH 30HA.
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florescence intensity, relative units

Puc. 1. a - Mukpoghomozpagpus MuKkpokancyasi ¢ Huciom cioee 6, MeueHbix
Mmepoyuanunom 540, 6 - Pacnpeoenenue uHmMeHCUSHOCMU (yopecuenyuu
MONEKY]I 30HOA NO CeUeHUI0 MUKPOKANCYIbl HA 21y0uHe 2 MK
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7, relative units

florescence intensity.

florescence intensi

0 200 400 600 80 1000 1200

w0 s0  em e e0 @
a 6

Puc. 2. a - Cnekmp ¢ayopecyenyuu mepoyuanuna 540 (10° M)
¢ nonunekmponumusvix mukpokancynax u3 IICC u IIAA ¢ uucnom cnoes 9.
/lnuna eonnvt 6030yxcoenus 540 um; 6 - Kunemuxa exnwuenusn
dayopecyenmnozo 30n0a mepoyuanun 540 6 nonuIeKmponumusie
MUKPOKANCyasl (@ — MUKPOKANCYIAA ¢ YUCI0OM clloe6 9, b — mukpokancyna
¢ yucnom cnoee 6). Cmpenkoil yKa3an MOMeHm 66e0eHus 30H0a. /[nuna
60J1HbI 8030yHcOeHUA 540 HMm, (hayopecyenuuu - 580 Hm

Ha »KCepUMEHTaNbHBIX KPUBBIX MOJKHO BBIIACIMTH JBa y4yacTkKa
ObrcTpas cragus ( C) W MEUICHHBIH 3Tan B3aMMOJCUCTBHUSA, MIAILMHCA
JECSATKH M coTHH cekyHn (puc. 2, 0). CymectBoBaHHE IBYX CTOJb Pa3HBIX
MIPOLIECCOB  00YCIIOBIEHO OCOOCHHOCTSIMH CTPOCHHS MHKPOKArcCylsl. Buictpas
(haza, BO3MOXKHO, OTpakaeT MPOLECC CBS3bIBAHUS (DIyOPECLUEHTHONM METKH C
OJJHOHHUTEBBIMH KOMIUIEMEHTAPHO HECBSI3aHHBIMHU y4aCTKaMH
MOJTMAJIEKTPOJIMTOB, @ MEICHHAas — npouecc Auddy3un MoIeKys1 30Haa B Ty 0b
000JIOUKH KarcyJl, pa3pylIeHHsi KOMIUIEMEHTAPHO CBSA3aHHBIX KOMIIJIEKCOB U3
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MOJMKATHOHOB M TOJMAHMOHOB M CBsA3biBaHHE MS540 NpeuMyIIeCTBEHHO C
PpacnyeTeHHbIMH MOJHAIEKTPOIUTHBIMU HUTAMH [23].

ITo pesynabratam ()IIyOPECUEHTHBIX HCCICAOBAHWM W  aHAIW3a
Mukpodororpaduii Mbl MPEATONOKHIN, YTO OOOJOUYKH MOJUIIECKTPOTUTHOM
MUKPOKAIICyJIbl COCTOAT B OCHOBHOM Hu3 HUHTEPNOJIHNIIIEKTPOJIUTHBIX
KOMIUIEKCOB M HMEIOT HAa CBOGH MOBEPXHOCTH YYAaCTKH  MOJIEKYJI
MOJTMAJIEKTPOIINTOB, HECBA3AHHBIE KOMIUIEMEHTADHO C  IPOTHBOIIOJIOMKHO
3aPAKCHHBIMHU  TIOJIUDJICKTPOJIMTHBIMU HUTAMHA. VBennueHne WHTEHCHBHOCTHU
¢dnyopecueHIMM  30HAA C yBENMYCHHEM 4YHCIa CJI0eB B 00OJOYKe
MHUKPOKAIICYJIbI CBA3aHO C POCTOM YHCJIa MECT CBA3bIBAHUA. BCTpaHBaHHe 30HIa
B O6OJTO'-IKy MHUKPOKAICyJ HacT BO3MOXHOCTb 1A HUX H3YUCHHA Ha
(yopecuentaom mukpockorne (puc. 1). Cpsi3biBaHME MOJIEKYT 30HAQ C
MHKDOKAICyTaMi HPOMUCXOIHUT c TIOJIOKUTENTBHO 3apsHKEHHBIMH
HECKOMIIEHCHPOBaHHBIMHU (pparMenTamu [IAA Ha MOBEPXHOCTH MHKPOKAIICYJI U
¢ ruaApo(hOOHBIMU yYaCTKAMH TTONHAIEKTPOIIUTHBIX €€ CTPYKTYP. AHAIOTHYHBIM
06pa30M, BO3MOJKHO, BKJIIOHAIOTCA B IIOJIMIJIEKTPOJIMTHBIE MHUKPOKAICYJIbI
3apspKeHHbIE THAPO(OOHBIC KPACHTENH.

dnyopecueHTHbIH THAPODOOHBIH 30HA TMA-DPH, BKIIIOYEHHBIH B
TIOJTMIJICKTPOJIUTHBIE MHUKPOKAICYJIBI, OBLT HCITOJIB30BAH JUIA  PETUCTPALN
uniMeHenus pH cpexpl. B BomHOW cpeae ¢ MOMMANEKTPOIMTHBIMU
Mukpokancynamu npu pH Hwke 5,0-5,1 BBemenue 3onga TMA-DPH B
HCHOJ’[b3yeMOﬁ KOHUCHTPAalUKU HE MPUBOAUIIO K €ro CBCYCHUIO, T.C. MOJICKYJIbI
30HJa HE BKIIIOYAJIUCh B MOJIUBJIEKTPOJIMTHBIE KOMIIJICKCHI. an HU3MCHCHUHN pH
pacTBOpa BhIIIE YKAa3aHHBIX 3HAYEHHUH MOsBIAIAch (uyopecueHnus (puc. 3, a),
HMHTEHCHBHOCTH KOTOPOTO yBEIUUUBAIOCH ¢ pocToM 3HaueHuit pH (puc. 3, 0).

3Ty 0COOEHHOCTh B MOBEACHUU MOJIEKYJ 30HAA MbI MCIOJIb30BAIA UIA
perucrtpaiiu U3MCHCHHUS pH Cp€apl B PE3YJbTATE PEAKIUU MOUYECBUHBI C
ypeasol, MHKAICyIMPOBAHHON B MONUAIEKTPOJIUTHBIE MUKpOKancy sl Ha puc.
3 6 mpexacTaBlieHAa KWHETHKA POCTa MHTEHCHBHOCTH (hIyopecleHIMH 30HIa B
BOAHOM cpene C MOMUAICKTPOJUTHBIMM MHUKPOKAICyJIaMH, B KOTOpBIE
WHKAICyJIMPOBAaHbl ~ MOJIEKYJIbI ~ ypeasbl, TIOCIe JOOaBICHUA MOUYECBUHBI
pasnMuHOM KOHUEHTpauuu. Monekysabl ypeasbl BCTYNAOT B PEAKLUIO C
MOUYEBUHOW, B pE3yJbTaTe KOTOPOH MPOUCXOAUT 3allleNauyuBaHUE CPE/b
I/IHKy6aI_[I/H/I, HocnenHee NPUBOOUT, TMO-BUAUMOMY, K BCTPAUBAHHIO MOJICKYJI
30HAA B TUAPodoOHbIE 00JaCTH MONHAICKTPOIUTHBIX MHKPOKAMNCYN, B
pesysibTare KOTOPOi HalOmoaeTcst yBEITMYEHHE WHTEHCHBHOCTH
(yopecueHmy.
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Puc. 3. a - Cnexmp ayopecuyenyuu TMA-DPH (2,0 % 10 - M) ¢ 600Hom
Pacmeope noauIIeKmpoIUmHsIX MUKpokancyi (5,0 x 10°°, 7 croes),
cooepxcamux ypeasy. pH pacmeopa 8,0, onuna eonuvi 6030yxcoenus 350 um;
0 - Kunemuxka exniwouenua gayopecyenmnozo 3onoa TMA-DPH
6 NOJIUINIEKMPONUMHbIE MUKPOKANCYbL ¢ yucaom caoeg 7 npu pH 5,7 (3),
PH 8,5 (1) u pH 7,2 (2) .Cmpenkamu yKa3aHvi MOMeHmMbl
86€0€HUA MUKPOKANCYl U 30HOA COOMEEMCMEeHHO. /[IUHA 607IHbI
6030ysicoenun 350 um, gayopecyenyuu - 430 Hm

Kak BugnO u3 puc. 3, 6, KHHETHYECKHE KPUBBIE POCTa HHTEHCHBHOCTH
(yopecueHInY IPH B3aUMOICHCTBHN ¢ MUKPOKAICYJIaMH COCTOSIT B OCHOBHOM
U3 JBYX 4acreit — ObicTpoit a3l pocta duiyopecteHmu u MeieHHoi. Ha puc.
4, a mpexcTaBleHa KpHBasg 3aBHCHMOCTh HAUaJbHONH CKOPOCTH pOCTa
HMHTEHCHBHOCTH ()IyOPECLCHIIMH OT KOHIEHTPALMHA MOYECBHHBI.

Jlost onipeienieHnst 3aBUCHMOCTH HHTEHCHBHOCTH (iyopecuenimi TMA-
DPH B BOAHOM pacTBOpe € MHKpOKamncyidamMu OT BenuuuHsl pH cpensl,
3HaueHne pH pacTBopa M3MEHSUIM BBEICHHEM COOTBETCTBYIOIIETO KOIUUECTBA
NaOH u3 0,01M u perucrpuposanu ¢iyopecuenimio. OnHoBpeMenHo Ha pH-
MeTpe PErucTpHpOBaIM 3HaueHHe pH pacTBopa HpH TeX ke KOJMUYECTBAX
NaOH. 3arem ammmutyay curHaga (uyopecueHmHH COOTHOCHIH K
KMHETUYECKHM KPUBBIM Ha 30-35-i MuHyTe.

Kak cnemyer u3 mpuUBEOEHHOTO pUC. 5, perucrpaums usMeHeHus pH
pacTBopa ¢ MOMOLIBIO (hITyOPECUEHTHBIX 30H0B aHAJOTHYHA TPAAULIMOHHOMY
croco0y ¢ MOMOMIBIO CTEKIAHHOTO AIEKTPoAa. MOXKHO NPEANONOXKUTh, 9TO
TakoW crnocod MOXKEeT ObITh MCHOJIB30BAH MOCIE YCOBEPLIEHCTBOBAHMS METOJA,
HanpuMep, U1 OnpeaeneHns pH ¢ moMOIIbIo 0JJHON CEHCOPHOM KarCybl.
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Puc. 4. a - 3asucumocmsb HAUANLHOI CKOPOCMU POCMA UHMEHCUEHOCHIL
¢yopecyenyuu om Konyenmpayuu moueuHsl; 6 - 3Hauenua pH pacmeopa
uepes 30-35 MuH nocie 000as1eHUA MOYEGUHDI PAIUYHOI KOHIeHmMpauuu
6 odpaszey ¢ nonunekmporumusimu muxkpoxkancyramu (IICC-I1A, 7 cnoes,
5,0 x 10°) ¢ 6K1I0UEHHBIMU MOLEKYAMU YPed3bl (3A6UCUMOCIb ROCMPOEHA

no éenuyUHe UHMEHCUeHOCmIL (hryopecuenyuu 30H0a Ha 30-35-it mun
nocie 000asneHuA MOUEGUHDI) 6 NOJIYI02apUPMUYECKOM Macuimade

64
62

60;

pH

58;
Urea, 1mM
1mM Urea
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1104

fluorescence i:

56;

54

105 T T T T T

Puc. 5. a - Kpueaa pocma pH 6 600HOM pacmeope nou3neKmpoiumuolx
kancyn (IICC-ITAA, 7 cnoes, 5,0 x 10°) ¢ 6K110UeHHBIMU MOLEKYIAMU
ypea3svl nocie 0ooagku mouesunvl 1 mM. (3anucw coenana na pH-mempe);
0 - Kpueaa pocma unmencugnocmu ayopecyenyuu 3onoa TMA-DPH
(2,0 MmKkM) 6 600HOM pacmeope nOAUINEKMPOSIUMHBIX KANCY
(IICC-TIAA, 7 cnoes, 5,0 x 10°) ¢ 6K110UeHHBIMU MOJIEKYIAMU YPeasbl NOCIE
0o6asku mouesunvt IMM. (3anuco coenana na giyopumempe 00HOBPEMEHHO
¢ sanucvro Ha pH mempe 00pazua 00H020 U Mo2Zo Jce NPUZOMOEICHUA)
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Crnemyer OTMETHTB, 4TO MeTOJ OONmajam pAJOM HEAOCTAaTKOB - 3TO
HEOOXOJUMOCTh  COOMIOZICHHUS  TMOCTOSIHCTBA — NMApaMeTpoB, TaKHX, Kak
KOHIIGHTPAIMsI BBOJMMOTO 30HMA, KOHIEHTPAUWS MHKPOKAICYJ, aKTHBHOCTbH
MHKAINCyJIMpoBaHHOTO (epmeHTa. [Ipy M3MeHEeHMHM OMHOrO W3 MapaMeTpOB
pe3yabTaThl MOTYT OBITh APYTHMH M HeoOXoauMa HOBas KalHOpOBOYHAS
kpuBasd. Het monHoli yBepeHHOCTH, UTO H3MeHEeHHe PH pacTBOpa COOTBETCTBYET
TIOJTHOCTBIO WM JIMHEIHO W3MEHEHWI0 MHTEHCHBHOCTH (DTyOpECLEHIMH 30H/a,
MOCKOJIbKY HE U3BECTEH CaM MeXaHHU3M ()TyOpECLeHIINH.

Tem He MeHee, OGHOCEHCOPBI HA OCHOBE (DIyOPECLECHLMH CTAHOBATCS
B)XHBIMH HHCTPYMEHTAaMH COBPEMEHHOH OHOJIOTHH, MO3BOJSSA OCYIIECTBIIATH
MOHHTOPHHT OHMOJIOTHYECKHX MPOLECCOB B IJKUBBIX KIETKaX B PEATHHOM
BpeMeHH. BHyTpukierounsie duyopecuenTHbie 30H1bI pH cOCTaBiIAIOT OfHO U3
HanboJiee MIMPOKO HCHOB3yEeMBIX CEMEHCTB OMOCEHCOPOB B MHKPOCKOITHH.
[upokuii acCOPTUMEHT OPraHMYECKUX Kpacutened ¢ pH-3aBUCUMBIMU
ONTHUYECKUMHU CBOWCTBAMH AOCTYHeH it pH MOHHMTOPHMHra ¢ HOMOILIBIO
(yopecrieHTHOH MHKDOCKOTIMM WM JPYTHX METOAOB, OCHOBAHHBIX Ha
(nyopecuenunn kaetok [24-27].

Artopsl  paGotel  [28] co3mamu  HabOp HOBBIX T'€HETHUECKH
KOJMPOBAHHBIX O1OCEHCOPOB Ha OCHOBE F ET (Ha3BIBAEMBIX
(nyopecuenTHbiME  Ouocencopamu  ia pH wm FluBpH), B koTopbix
HCIIOJIB3YIOTCH ¢nasun  mononykneotnn  ((FMN)-cBs3biBatoruit
(nyopecuenThbiii  6enok EcFbFP B kauectBe goHOpHOro paomena. Jlns
neMoHcTpanun npuMmeHuMoctd FluBpH in vivo 6sumi m3mepenst pH ¢
TOMOILBIO PaTHOMETPHH B KiieTKax E.coli BO BpeMst KHCIOTHOTO cTpecca.

B03MOXHOCTb BKIIOYEHHS KHCIIOTHO-OCHOBHBIX HHIMKATOPOB (JIAKMYCa,
6pomtumonosoro cunero (BTC) u merunosoro kpacHoro (MK)) B cTpyKTYpbl
«a1po—060I0UKa», a TaK:Ke B MHKPOKArCyJbl, c(HpOpPMHPOBAHHBIE METOIOM
MOJIMMOHHON COOPKM Ha OCHOBE siiep KapOoHaTa KajbLWs U MAPOKCHANATHTA
nuccnenoBana B pabore [28]. OueHeHo BimsAHHE crocoba MMMOOHIH3ALUA
WHAMKATOpOB  (copOumMs  MOJEKyJl ~ Ha  «dApax»,  BKIIOYEHHE B
nomuanextponutHeie ([13) crnow, MHKancynmupoBanue B momnoit [10 kamncyne) u
pasnmuuHbIx  (pakTopoB  Ha  3(deKTHBHOCTH  CBs3bIBAHMA.  [loiydeHHbIE
MHKPOKAICYJIbl ObLTH HMCMONBb30BaHbl s onpenenenusi pH B OydepHbix
pacTBOpax, a TaKiKe BBEACHBI B COCTaB 3yOHOH TacThl B KauecTBE 30HIA
KHCJIOTHOCTH.

Pabora BhmonHeHa mpu ¢uHaHcOBOU moanepixkke Kommrera Hayku
MuHucrepctBa oOpazoBaHuss M Hayku Pecny6muku Kasaxcran (mpoekt
AP05134201)

CnucoK JiuTepaTypbl
1. Adhikari B., Ma umdar S. Polymers in sensor applications // Progress
in Polymer Science (Oxford) 2005. . 29.P. 699-766.

11




image62.jpeg
Hssecmus Tynl'Y. Ecmecmesennvie nayku. 2019. Buin. 2

2. u ing M., ianrong C., eming F. New technology for the detection
of pH // ournal of Biochemical and Biophysical Methods. 2005. . 63. P. 1-9.

3. A. eview on State-of-the-art in Polymer Based pH Sensors / O.

orostynska, h. halil Arshak, E. ill [et al.] / Sensors. 2007. . 7. P. 3027-
3042.

4. Hanson .M., Behne M. ., Barry N.P. Two-photon fluorescence
lifetime imaging of the skin stratum corneum pH gradient / Biophys. .2002.
83(3). P. 1682-1690.

5. Characteri ation of microtiterplates with integrated optical sensors for
oxygen and pH, and their applications to en yme activity screening,
respirometry, and toxicological assays / S. Arain, .T. ohn, C. rause [etal.]//
Sensors and actuators b-chemical. 2006. . 113(2). P. 639-648.

6. Arain S., Ley B. H., Ben . Online Monitoring of Oxygen and pH
during Cell Cultivation in Multiwell Plates // Tissue engineering. Part A. 2009.

. 15(3). P. 728-729.

7. Optical pH sensor based on the absorption of antenna generated
europium luminescence by bromothymolblue in a sol-gel membrane / A.
Lobnik, N. Ma cen, . Niederreiter [et al.] // Sensors and actuators b-chemical.
2001. . 74(1-3). P. 200-206.

8. Liu Z. H, Liu . F., Chen T. L. Phenol red immobili ed P A
membrane for an optical pH sensor with two determination ranges and long-
term stability / Sensors and actuators b-chemical. 2005. . 107(1). P. 311-316.

9. Fluorescent pH sensors with negligible sensitivity to ionic strength /
B. M. eidgans, C. rause, . limant [et al.] / Analist. 2004. . 129(7).
P. 645-650.

10. Lin . ecent development and applications of optical and fiber-
optic pH sensors // Trends Anal. Chem. 2000. . 19.P. 541-552.

11.  olfbeis O. S. Fiber-optic chemical sensors and biosensors //
Analytical chemistry. 2002. . 74. Ne. 12. P. 2663-2678.

12. Optical pH sensing using spectral analysis / M. Frit sche, C.
Barreiro, B. Hit mann [et al.] / Sensors and Actuators, B: Chemical. 2007.

. 128.P. 133-137.

13. anata, . Do optical sensors really measure pH // Analytical
Chemistry. 1987. .59.P. 1351-1356.

14. Temperature-dependent changes in energy metabolism, intracellular
pH and blood oxygen tension in the Atlantic cod / F. . Sartoris, C. Bock,
Serendero [et al.] / ournal of fish biology. 2003. . 62. Ne. 6. P. 1239-1253.

15. Characteri ation of microtiterplates with integrated optical sensors
for oxygen and pH, and their applications to en yme activity screening,
respirometry, and toxicological assays / S. Arain, .T. ohn, C. rause [etal.]//
Sensors and Actuators B: Chemical. 2006. . 113. Ne. 2. P. 639-648.

12




image63.jpeg
Xumuveckue nayxu

16. Layer-by-layer self assembly of polyelectrolites on colloidal particles
/ G. B. Sukhorukov, E. Donath, H. Lichtenfeld [et al.] // Colloids and Surfaces
A: Physicochem. Eng. Aspects. 1998. V. 137. P. 253-266.

17. Novel hollow polymer shells by colloid-templated assembly of
polyelectrolytes / E. Donath, G.B. Sukhorukov, F. Caruso [et al.] / Angew.
Chem. Int. Ed. 1998. V. 37(16). P. 2202-2205.

18. A Fluorescent Hydrophobic Probe Used for Monitoring the Kinetics
of Exocytosis Phenomena / Ch. Bronner, Y. Landry, P. Fonteneau [et al.] //
Biochemistry. 1986. Ne 25. P. 2149-2154.

19. Physical properties and lipid composition of brain membranes from
ethanol tolerant-dependent / R.A. Harris, D.M. Baxter, M.A. Mitchell [et al.] //
Mol. Pharmacol. 1984. Ne. 25. P. 401-409.

20. Lagerberg JW.M. Factors influencing binding and efficacy of
merocyanine 540 and other photosensitizers / Cell. Mol. Life Sci. 1997. V. 53.
P.257-262.

21. Sikurova L., Cunderlikova B. pH dependence of merocyanine 540
absorption and fluorescence spectra // Specrtrochimica Acta Part. 1997. Ne 53.
P.293-297.

22. Matrix polyelectrolyte microcapsules: New system for
macromolecule encapsulation / D. V. Volodkin, A. 1. Petrov, M. Prevot [et al.] //
Langmuir. 2004. V. 20. P. 3398-3406.

23. Development of a Novel GFP-based Ratiometric Excitation and
Emission pH Indicator for Intracellular Studies / R. Bizzarri, C. Arcangeli, D.
Arosio [et al.] / Biophysics Journal. 2006. V. 90. P. 3300-3314.

24. Hai-Jui L., Herman P., Jakowicz J. R. Fluorescence lifetime-resolved
pH imaging of living cells // Cytometry Part A. 2003. V. 52A. P. 77-89.

25. Fluorescence imaging method for in vivo pH monitoring during
liposomes uptake in rat liver using a pH-sensitive fluorescent dye / S. Begu, S.
Mordon, T. Desmettre [et al.] / Journal of Biomedical Optics. 2005. V. 10.
P. 4008-4014.

26. Characterization of dualwavelength seminaphthofluorescein and
seminapthorhodafluor dyes for pH sensing underhigh hydrostatic pressures / M.
Salerno, J. J. Ajimo, J. A. Dudley [et al.] / Analytical Biochemistry. 2007.
V.362. P. 258-267.

27. A novel FbFP-based biosensor toolbox for sensitive in vivo
determination of intracellular pH / Ch. Rupprecht, M. Wingen, J. Potzkei [et
al.] // Journal of Biotechnology. 2017. V. 258(20). P. 25-32.

28. CIpykTypbl sAAp0-000J0YKa ¥ MOJIMAIEKTPOIUTHBIE KAaICyJbl C
AMMOOHIIH30BaHHBIMKM ~ KHCJIOTHO- OCHOBHBIMH MHAuKatopamu / H. A.
Bypmuctposa, O. A. Kononraesa, T. 1O. Pycanosa [u 1p.] // U3B. CapaToBckoro
yH-Ta. Cep. Xumus. buonorusa. Oxonorusa. 2013. T. 4. C. 1-8.

Heonvnux Enena Anopeeena, rkano. 6uon. mayk, ooy., yea 88@mail.ru, Poccus,
Tyna, Tyneckuit 2ocyoapcmeennviii ynusepcumemn,

13




image64.jpeg
Hseecmus Tynl'Y. Ecmecmsennvie nayku. 2019. Buin. 2

Domxuna  Mapua 1 pucopvesna, kamo. 6uon. HAayk, 6eoyw. Hayy comp.,
mfomkina@mail.ru, Poccus, Ilywuno, Hucmumym meopemuueckoil u 2KCnepumMenmanbHoli
ouousuxu PAH,

Samsamuna Enuzasema Anexcanoposua, mazucmpanm, sonyorul62(@gmail.com,
Poccus, IIywuno, Ilywpunckuii 20cy0apcmeennsiii ¢CcmecmeeHHO-HAY YHbITE UHCIMUMYN,

Annazoe Hyp6on Opweinbacapynel, Kawo. Xum. HAyK, npogh., pykosooumeis
anabopamopuu,  nurasar.82@mail.ru,  Kasaxcman, — Keissuiopoa, — Keizviiopounckuii
2ocyoapecmeennwiii ynusepcumem um. Kopxoim Ama,

Héaoymaesa Canmanam Kapuinkacsinoeua, o-p 6uon. nayk, npog., salt_i@mail.ru,
Kaszaxcman, Koizvinopoa, Keizeuiopounckuii eocyoapemeennsiii ynusepcumem um. Koproim
Ama,

Kum FOpuii Anexcanopo6uy, 0-p us.-mam. Hayk, 6eoyuy. Hayy comp., npog.,
vuk0l@rambler.ru, Poccus, IIywuno, Huncmumym 6uogusuxu knemxu PAH

POLYELECTROLYTIC MICROCAPSULES WITH ANTIMATED UREASIS:
MEASURING THE pH OF THE MEDIUM HYDROPHOBIC FLUORESCENT
PROBE

E.A. Yagolnik, M.G. Fomkina, E.A. Zamyatina, N.O. Appazov,
S. Zh. Ibadullaeva, Yu.A. Kim

The possibility of determining the pH of the medium by the fluorescence of a hydro-
phobic  probe  N-((4-(6-phenyl-1,3,5-hexatrienyl)  propyl)  trimethylammonium  p-
toluenesuifonate (IMA-DPH), included in polyelectrolyte microcapsules, and for studying the
characteristics of microcapsules and visualizing its polyelectrolyte shell on a fluorescent mi-
croscope, using an amphiphilic nature probe merocyanin 540 (M540). Polyelectrolyte micro-
capsules with a shell thickness of approximately 400 nm (for capsules with 6 layers) were 0b-
tained by alternately adsorbing oppositely charged polyethylene polystyrene sulfonate (PSS)
and polyallylamine (PAA) ktroliths for CaCO3 particles or CaCO3 / protein biomineral
cores.

Key words: biosensor, pH, polyelectrolyte microcapsules, fluorescent probes

Yagolnik Elena Andreevna, candidate of biological sciences, associate professor,
vea_88@mail.ru, Russia, Tula, Tula State University,

Fomkina Mariya Grigor'evna, candidate of biological sciences, Senior Researcher,
mfomkina@mail.ru, Russia, Pushchino, Institute of Theoretical and Experimental Biophysics
of Russian Academy of Sciences,

Zamyatina  Elizaveta  Aleksandrovna, undergraduate, sonyorul62(@gmail.com
Russia, Pushchino, Pushchino State Institute of Natural Sciences,

Appazov Nurbol Orynbasaruly, candidate of chemical sciences, professor, head of
the laboratory, nurasar.82(@mail.ru, Kyzylorda, Kazakhstan, Korkyt Ata Kyzylorda State
University,

Ibadullaeva Saltanat Zharylkasynovna, doctor of biological sciences, professor,
salt_i@mail.ru, Kyzylorda, Kazakhstan, Korkyt Ata Kyzylorda State University,

Kim Yurij Aleksandrovich, doctor of physical and mathematical sciences, professor,
yuk0I@rambler.ru, Russia, Pushchino, Institute of Cell Biophysics of Russian Academy of
Sciences

14




image65.jpeg
Hssecmus Tynl'Y. Ecmecmesennvie nayku. 2019. Buin. 2

COJEPXXAHUE
XUMHYECKHE HAYKH

Heonvnux E. A., @omxuna M. I'., 3amamuna E. A., Annazose H .O.,

Héaoymnaesa C. JK., Kum O. A.

[TOTHAIEKTPOIMTHBIE MHKPOKATICYJIBI ¢ HHKATICYTMPOBAHHOMN ypeasoii:
n3mepenue pH cpenst ruapodoOHBIM (ITyOpECHEHTHBIM 30HIOM ......................... 3

bnoxun U. B., Ampowenxo FO. M., [Llaxxenvosin 1 . B.,

bnoxuna H. Y., Hukuwuna M. b.

KBaHTOBO-XMMHYECKOE MOJETHPOBAHHE OTHOCHUTEIIBHON CTAOUIIBHOCTH
MHTEPMEIMATOB PEAKIMU TUAPUHBIX aIyKTOB M-AMHUTPOOCH301a

C KATHOHOM (DEHVITITHABOHHES. ............c.o.eeeeeeeeeeeeseeeeeee e e e 15

BHOJIOTHYECKHE HAYKH

Masoe B. B., Heanuwyes B. B.
DopmMupOBaHHE POPOCTKOB MIICHULBI B MPHUCYTCTBHHU CyJb(dara HHKa
B CPCIIC ....eeeeeeie ettt ettt et ettt ettt ettt at ettt n ettt et 23

Pyyrun C. B., Heanuwes B. B.
Brnusinue npucyTeTBuUs cynbdara jxenesa B cpee
Ha (HOPMHUPOBAHHE MPOPOCTKOB MIEHHIIBL .............c.o.eeveveeeeeeseeeeseseeseeeseeee e eeseee e 31

Kacnep C. B., Apanos A. B., Cabaesa H. A.
PesynbTaThl HCCACI0BAHKS OCTEOJOIHYECKOr0 MaTepHraa HaCeJICHHOTO
nyHkra KonecoBka

Mamonmoe C. H.
Hossle cBenenns o Haxoakax ckoynmu-ruranta Megascolia maculata (Drury,
1773) B Tynbckoii obmacti

50




image66.jpeg
Hayqﬂoe H31aHUuEC

MN3BECTHSA
TYJbCKOI'O TOCYJJAPCTBEHHOI'O YHUBEPCUTETA

ECTECTBEHHBIE HAYKHA

Boimyck 2

Peoaxmop U.B. broxun

Vupeoumens:

DI'BOY BO «Tyabckuii rocy 1apcTBEHHbIH YHHBEPCUTET»
300012, Tyna, npocn. Jlenuna, 92

W3a. auu. JIP Ne 020300 ot 12.02.97. IToanucano B neyats 17.06.19.
Jlata Bbixona B ceer 21.06.19.
Dopmar Gymaru 70x100 1/8. Bymara opcerHast.
Ven. meu. n. 21,2,
Tupax 500 sk3. 3aka3 075
Llena cobonHas

Anpec penakuuu U U3AaTeNns:
300012, r. Tyna, npocrn. Jlenuna, 92

OtneyaraHo B Uspnarenscree Tyal'yV
300012, r. Tyna, npocrn. Jlenuna, 95




image67.jpeg
KASAKCTAH PECNYBJIUKACHI PECMNYBNUKA KA3AXCTAH

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

MATEHT
PATENT

Ne 4173
FOR UTILITY MODEL

(21) 2019/0251.2
(22) 14.03.2019

Kasaxcran Pecniy6imkacs! [Taiinass: Monenbaep MeMekeTTik Tisinimitge Tipkey
KyHi / lata peructpauum B [0cy1apcTBEHHOM peecTpe MoJlesHbIx Mozenei
Pecny6maku Kasaxcran / Date of the registration in the State Register of Utility
Models of the Republic of Kazakhstan: 16.07.2019

(54) Wnkancynsiunsianran skaHe MMMOOMIN3ALMAIAHFAH (epMeHTTepiH KaraTUTHKaIbIK GeCeHTimirin JKOFaphLIaTy TaCiai
Croco6 noBbILICHHS KATAIHTHYECKOH AKTHBHOCTH MHKAINCyIMPOBAHHBIX 1 MIMMOOMIIM30BaHHBIX (JepPMEHTOB
Method for increasing catalytic activity of encapsulated and immobilized enzymes

(73) "Kasakcran PecryGnukackl Biim %oHe Fbiibiv MuHKCTPAirinin "KopkbiT Ara arbinaarst Kpssriopaa Memiiekertik YHHBEpCHTETI"
WaApYAUIBUILIK KYPri3y KYKbIFbIHAAFbI PECyGIMKaNbiK MEMICKETTIK Kkacinopubt (KZ); Peceit FouibiM akazemusicsl "TeopHSIIBIK KaHe
IKCTIEPHMEHTTiK GHO(U3HKa HHCTHTYThI" DeaepaiIbk MEMIIEKETTIK OIOIUKETTIK FhITbIM MEKEMEC (RU)

Pecny61ukaHCKoe roCY1apCTBEHHOE NPEANIPHATHE Ha npaBe X03AMCTBEHHOTO Beaens "Kbi3blIOPAMHCKMIA rOCY1apCTBEHHbIH YHUBEPCHTET
uMeHn KopkbIT-Ata" MHHHCTEpCTBA 06Pa3OBaHHs M Haykn Pecnynmku Kasaxcran (KZ); ®enepanshoe rOCYAapCTBEHHOE OIOIKETHOR
yupesiaeie Haykn "MHCTHTYT TeopeTHUeCKo# 1 IKCIEPUMEHTATBHOH Onopusnkn” Poccuiickoit akazemuu Hayk (RU)

"Korkyt Ata Kyzylorda State University" Republican State Enterprise on the Right of Economic Management of the Ministry of Education
and Science of the Republic of Kazakhstan (KZ); "Institute of Theoretical and Experimental Biophysics of the Russian Academy of
Sciences" Federal State Budgetary Institution of Science (RU)

(72) M6anynnaesa Canranar JKapbuikacsinoua (KZ) Ibadullayeva Saltanat Zharylkasynovna (KZ)
Anmnasos Hyp6on OpbinGacapysist (KZ) Appazov Nurbol Orynbasaruly (KZ)
Domkuna Mapus Ipuropbesna (RU) Fomkina Maria Grigoryevna (RU)

Kum [Opuii Anekcanaposuy (RU) Kim Yuri Alexandrovich (RU)

Monrpesb Anekcanap Muxaiinosuu (RU) Montrel Alexandr Mihaylovich (RU)
JKannasnerosa Paiixan bynarosua (KZ) Zhandavletova Raikhan Bulatovna (KZ)
HKycynosa Jiina Axutaesna (KZ) Zhussupova Leilya Azhibayevna (KZ)
ApsictanoBa Acem Tanrarosna (KZ) Arystanova Assem Talgatovna (KZ)

E. OcnakoB
Y. Ospanov

«¥NTTHIK 3UATKEPIiK MEHILIK HHCTHTYTE» PMK IMPEKTOPbI
Hupextop PITI «HaumosanbHelit HHCTHTYT MHTEITEKTyaIbHON COBCTBEHHOCTH?
Director of the «National Institute of Intellectual Property» RSE





image68.jpeg
KP OM «¥ ATThIK 3USTKEPITiK MEHIIK HHCTHTYTh PMK
PI'TT «<HaumoHanbHblit HHCTHTYT

MHTEJUIEKTYaIbHOM cobeTBeHHOCTIHY MIO PK

National Institute of Intellectual Property,

Ministry of Justice of the Republic of Kazakhstan

Hyp-Cyarran kanacel, Kopramikeis Tac %o1bl, 35 Fumapars
ropoa Hyp-Cyaran, wocce Kopramkeiy, 31anve 35
Nur-Sultan, Korgalzhyn highway, 3B Building

Tenedon / Telephone number: +7 (7172) 62-15-15

E-mail: kazpatent@kazpatent.kz
http:// www.kazpatent.kz

[arenTTi Kywinze ycTay akbiChl yakbITbLIbI TOCHIeH Karaaiza,
nareHTTiH Kywi Kasakcran PecryGaukachinbii OyKin aymMarbiHaa KOUIaHbLIAbE.
JleiicTBre natenTa pacnpoCTpaHseTCs Ha BCo TeppuTopuio PecryGimnku Kasaxcran
TIPH YCAOBUH CBOEBPEMEHHOT OMIATBI NI0UICPHKAHMS NIATSHTA B CH®
Subject to timely payment for the maintenance of the patent in force
the effect of the patent extends to the entire territory of the Republic of Kazakhstan.

«¥3MH» PMK BeG - nopransinia Kasakeran PecnyGiukachi TTaiiiaib MOIETbIeD MEMACKTTIK
Tisinimi Getiminze naiiaibl MOEb NATCHTIHE TOMBIK CHITATTAMACH! KOKETINL.
TomTHOE ONMCAHKE T0IE3HOH MOIE/H K ATEHTY
aoctyno Ha eb-noprasne PITI «<HUHAC» B pasnene «TocynaperBentbie peectpbi
nosie3HbIX Mozieneit PecnyGauku Kasaxcramy.
Full description of the patent is available on the NIIP web portal in the State Register of Utility Models
of the Republic of Kazakhstan section.

ted by Universal Document Converter





image69.jpeg
PECITYBJIMKA KA3AXCTAH

(19)KZ (13)U(11) 4173
(51) C12Q 1/58 (2006.01)
BO5D 1/36 (2006.01)
GOIN 33/48 (2006.01)
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(72) Hbanymnaesa Canranar Xapbuikacsinona (KZ7):
AnmasoB HypGon Opsabacapyinsr (KZ), ®omkuna
Mapus I'puropreBna RU); Kum IOpnit
Anexcanapopna  (RU);  Monrpens  Asiexcanjp
Muxaitnosma (RU); XKanpnapierosa Paiixan ByraroHa
(KZ). Kycynosa JIviinsa AxnGaesna (KZ); ApeicTanoBa
Acewm Tanrarosna (KZ)

(73) Pecrry GMkancKoe ToCy1apCTBEHHOE NPEIPUATHE
HAa TIpaBe Xo3siicTBeHHOTO BeaeHus "KbI3butopAnHCKuit
rocylapcTBeHnbii  ynuBepenrer umenn Kopxbir-Ara"
MunncrepeTBa  obpasoBaHus u Hayku PecrryGimkn
Kasaxcran (KZ): @exepanbHoe — rocy/apcTBEHHOE
GloJuKETHOE yUpeskIeHUE HayK{ "Hucruryr
TeopeTHdecKoif M sKCHepuMeHTalTbHON OGuodusmkn”
Poccniickoit axagemun Hayx (RU)

(56) RU 2567320, 15.10.2015

(54 CIIOCOB TIOBBIIIEHUS
KATAJIMTUYECKOM AKTUBHOCTH
HUHKAIICYJIMPOBAHHBIX u

HUMMOBWIN30BAHHBIX ®EPMEHTOB

57 Tlonesnast mojens  «CrocoG — TOBBIMICHHS
KATQIHTHYECKON aKTMBHOCTH MHKAICYJIMPOBAHHBIX H
MMMOGHIH30BAHHBIX (bepmenToB, TOJTY Y€ HHBIX
METOJIOM ITOOUEPE/HOM aIcOPOIHH MOMMAICKTPOIHTOR
HA  COCTaBHbIE  CHEPONMTHI ¢ IOCIEIYIOIHM
PacTBOpPEHHEM  MHHEPAILbHOM — KOMIOHEHTHI  sjep»
OTHOCHTCSl K CO3JIAHMIO  BHICOKOUYBCTBHTEIBLHBIX
CEHCOPOB, ~ CHOCOOHBIX — OBICTPO M HAJEKHO

PErHCTPUpPOBATD TPHCYTCTBHE GHOJIOTr MY ECKH
AKTHBHBIX COC/IMHEHHH B OOBEKTAX AHAIMTHIECKOTO
KOHTPOIISL,  SIBISIETCSL  OJHHM M3 IPHOPHUTETHBIX
HanpapjieHuii pasBUTHA COBPEMEHHON aHaIuTHYECKOH
xumud. Hcnonp3oBanne DI'TA  (3THICHIIIHKOIL-0HC
(B-ammHOOTIIOBEIE  5¢up)-N.N,N'N'-rerpaykcycras
xuciora) BMecto DJTA (OruienimaMuaTeTpayKeycHas
KHC/IOTA) B KAa4ecTBE XEIATHPYIOINEro areHra Juls
yAaleHHs —Kalblui-KapOOHATHOM —KOMIIOHEHTHI W3
MHKPOKAIICYJI TOPa3/[0 MEHBIIE NOBPEKIaeT PepMEHTEH!
TIEPOKCHJIA3y XPEeHa W ypeasy.

Tlonyuenue (yHKIHOHANLHO-AKTHBHOTO (hepMenTa,
MMMOGHIH30BAHHOTO B HOIMAJIEKTPOIMTHOE IOKPHITHE,
¢ KATAIMTHYECKOM — aKTMBHOCTBIO — CPaBHMMOH ¢
AKTHBHOCTBIO  CBEXKENPHTOTORICHHOTO  CBOGOJIHOTO
(depMenTa SBJISETCS BaXHBIM HTOIOM IIPOJICTaHHOM
paGorel.  Takolf pesyabTaT MO3BOIMT  YJEHIEBUTH
pacxojel Ha (EPMEHTHI IIPH COIaHHH GHOJATIHKOB
paspabarbiBaeMBIX HpHGOPOB-AHATH3ATOPOB
MeTaboNHTOB KPOBH U MOYH,

DKCIEPUMEHTEI GBLTI HOCTaBJICHB c
HCIOJIL30BAHUEM KalbIui- KapOOHATHBIX CEpOIHTOB.
Tem He wMeHee, npumenenme pacrBopurenst DI'TA
BMecto DJITA Oyner NOBBINATL KaTaTHTHYECKYIO
AKTHBHOCTH (DEPMEHTOB, HHKAIICYIMPOBAHHEIX IO 5TOMH
TEXHOJOIMH ¢ MCHOJIL30BAHHEM  JIPYIHX — HOHOB
METAUIOB, TAKHX KaK Mapramer, KajMmii # T.JI., B
KauecTBE KOMIIOHEHTHI COCTABHBIX SI/IEp ¢ hepMEHTAMM.

ey D zien
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Ilonesnast  Mojenb  OTHOCHTCS K CO3IaHHIO
BBICOKOUYBCTBUTEIBHEIX CEHCOPOB, CIIOCOGHBIX GBICTPO
u HaJIKHO PErHCTPHPOBATH TPHCYTCTBHE
GHOJIOIMYECKH  aKTHBHBIX COEIMHEHMH B 0ObeKTaX
AHATATHICCKOTO  KOHTPOJISL,  SIBISICTCS  OJIHHM W3
TPHOPUTETHBIX HANPABJICHHH PasBUTHS COBPEMEHHOM
AHATHTHICCKOM XHMIH.

HenonbsoBanue (depmenTon B KayecTBe
GHOPACTIO3HAIONETO KOMITOHEHTA Grocencopa
TO3BOMAET JOCTHIbL YHHKAIBHOM CETeKTHBHOCTH U
YYBCTBHTEILHOCTH  OHpPEIENeHUs  OMOJOIHYECKH
aKTHBHBIX  coejmHenmit.  Hmskas  ycroifamBocth
(epMEHTOB IPH XPAaHEHHH M HMX BBICOKAs CTOMMOCTD,
SIBJISIONINECS HelocTaTKaMu (hePMEHTHOTO aHajIu3a Ul
IMUPOKOTO MPHMEHEHHS, MOTYT OBITh KOMIICHCHPOBAHEL
Ty TeM MMMOGHIM3AIHE (HEPMEHTOB Ha HEPACTBOPHMBIX
nocurensix. Ipu sToM ocoGoe 3Hauenne npruodperaer
croco6 BBEJICHHS MMMOGHIN30BAHHOTO (epMeHTa B
cocraB Grocencopa, TIOCKOIBKY AKTHBHOCTH
(bepMeHTOB, KaK INPABHIO, CYIIECTBEHHO CHIKACTCS
TIPH AMMOOHITH3AIHH.

H3BecTHEI COCOGE MMMOGHIM3AINH (hEPMEHTOB B

TOHKOILIEHOYHBIH MHKpOSYEHCTbIH TIOJIMMEPHBIi
Martepua, COCTOAIHAN u3 TPOTUBOTOIOKHO
3apsKEHHBIX TIOJIMAJIEKTPOIHTOB, dusmIeckn

ajlcopOUpOBaHHBIX Ha TBepIof moioKkke. Mexy
CITOSIME TIOITHAJICKTPOIINTOB HAXO/ATCSI MEKPOKATICY JIBI
M3 OTHX  OKe  IONMDIEKTPOIMTOB  COJEPIKAIINES
(YHKIMOHANLHO-aKTHBHBIE MOJIEKYJIL  (pepmenta [a)
Tepuosekuit B.M., Yeproxsocrop 10.B., ®omxuna
M.I"., Mourpens M.M. Tlorennmonmerpudeckuii cencop
HA  OCHOBE  ypeashl, HMMOOWIM30BaHHBIH B
TOJMDJIEKTPOIUTHBIX  MUKpOKancylax.  buodusnka,
2007. T.52, Ne5. C.825-829; 6) ITarent P® No 2333231
Ha  m3o0pereHme.  YIBTPATOHKOE  IOIMMEPHOE
TIOKPBITHE, ¢noco6 ero H3TOTOBICHHS u
(epMeHTaTHBHEL GHOCCHCOp Ha ero ocHose // Brom
Ne25. Jlata omyGir. 10.09.2008. Monrpeas M.M.,
Tepuoscknit B.M., ®omkuna MI., Tlerpor AH.; B)
Ilarenr P® Ne2567320 ma wusoGperenme. Cmocod
TOJIYYEHHS TIO/UI0KEK ¢ MHOTOCIORHBIM IOKPHLITHEM Ha
OCHOBE HOJHAIEKTPOIHTHBIX MHKPOKAIICY I,
COJIepXKAIUX GHOJIOTHIECKH AKTHBHBIC Marephaibl //
Bromn. Ne31. Jlara omy6u. 15.10.2015. ®omxuna M.I".,
Momnrpens  AM., Munkabupoa I'M.]. Jlannoe
GHOCEHCOPHOE TOKPHITHE IHPEJICTABISCT MHTEpPEC Kak
MaTepHal JUls CO3JaHMs MyJIbTHPEPMEHTHBIX CHCTEM,
TIOCKOJILKY TEXHOJIOTHSI H3TOTOBICHHS MHKPOKAIICYJI He

HakJIa/IbIBacT HHUKaKOTO OrpaHuvYCHUs Ha THIT
HHKAIICYJINPOBAHHBIX COEJMHSHMﬁ.
Taxxe — m3BecTHBl  c1OCOG  MMMOGHIM3AIAK

(EepMEHTOB ¢ NPUMCHCHHEM HOIHMEPHEIX TEXHOJIOTHIT
B KadeCTBE MPOMEKYTOUHOIO HTama IIpejnoiaractT

BKIIOYEHHE  (DEPMEHTOB B IOIHAICKTPOIUTHBIC
MUKPOKATICYJIBL. Karamuruaeckas AKTHBHOCTH
(depMeHToB, HO/IBEPIIIHXCS Hporeype
MHKAICY IMPOBAHHS, CHUIKACTCS JIOBOJILHO

3HAYATEILHO 110 CPABHEGHHIO ¢ AKTHBHOCTBIO
CBEKCIPHTOTOBICHHOTO CBOGOAHOrO (epmeHTa [a)
Tlarenr P® Ne 2333231 Ha  wu3o0pereHHe.
VIBTpaTOHKOE IOJTHMEPHOE MOKPHITHE, CHOCOG ero
M3rOTOBICHUs U (hepMEHTATUBHEI GHOCEHCOp Ha €ro

ocHoBe // Bromr Ne25. Jlara omyGr 10.09.2008.

2

Mounrpens MM., Tepnosckuii B.M., ®omxuna M.I™.,
TletpoB  AM.; 6) Petrov AlL, Volodkin D.V.
Sukhorukov  G.B. Protein - Calcium Carbonate
Coprecipitation: A Tool for Protein Encapsulation.
Biotechnology Progress, 2005. V.21. Ne3. P.918-921; B)
CyxopykoB B.M., Tuxomenko C.A., CabypoBa E.A
Jly6poscknii A.B., Jle6oBekas FO.H., ITTaGapunna JLH.
Buodusuka, 2007. T.52. Ne6. C.1041-1048].

HenocrarkaMu  BBIMICIIPHBEJICHHBIX  CIIOCOGOB
SIBJISIETCA  CHIDKGHHE — KATaJIHTHYECKOH —aKTMBHOCTH
(bepmenToB, TOJIBEPIIIHXCS nporeype

HMHKAINCYJIMPOBaHUS IO CPAaBHEHHIO € aKTHBHOCTHIO
CBEKEIPUTOTOBICHHOTO CBOGOAHOTO hepMeHTa.

B Hacrosiineli monesHolt Mojien cTaBmiIach 3ajada
TMONYYCHHsT  MHKAICYJIMPOBAHHBIX  (JEPMEHTOB ¢
KaTaIuTHIECKO AKTUBHOCTBIO CpaBHUMOIT c
AKTHBHOCTBIO CBOGO/IHOTO Q)epmema. 3agava pemaiack
IyTEM IIOCJIEJOBATEILHOTO  PACCMOTPEHHs  OTaloB
HM3y9aEMOrO METO/Ia C IEIBIO BBHIIBICHHS KIFOYEBBHIX
MOMEHTOB, BIHSTEOTIHX Ha cBoifcTBa
MHKaINCY JIUPOBAHHBIX lbepmen'ron B wactHOCTH GBLTH
TIOCTABICHBl SKCHEPHMEHTHl 110  TOAGOpPY  ycinoBmit
HM3IOTOBJICHUS TIOJIMAJIEKTPOIHTHLIX MHUKPOKAICYJI ¢
(epMeHTOM TIEpOKCHa3a XpeHa B 3aBHCHMOCTH OT

crocoba pacTBOpEHHS KaTbIMi -KapOOHATHBIX
cheporuToB M OT  3HMaKa 3apsja  BHYTpEHHelH
TIOBEPXHOCTH TIOJTHDIIEKTPOTHTHON 06OIOUKH,

KOHTaKTHpyIomel ¢ hepmeHTamu.

TIpumepni ocy mECTBICHHS TOJIE3HOH MOJIEH:

Tlpumep 1. Ilonyuenue depMeHTCONEPKAIIUX
KaybItHii KapGOHATHEIX KOPOBBIX 9aCTHIL.

B kaecTBe KOPOBBIX MHKPOYACTHIL JUIsl TOJIY YSHIsI
HOIUIEKTPOIMTHBIX KAlCYJl HCHOIB30BAIN COCTABHbIE
mukpocepomntsl CaCOsz - Genmok (wim aBa Gerka),
KOTOPBIC 10 CPABHCHHIO C JPYIHMH BO3MOXHBIMH
KOPOBBIMH ~ YaCTHIIAMH  CHOCOGHBI  XMMHYECKH
paspyImathcsi B MSTKHX — YCIOBHSX — (KOMHATHAs
TeMIeparypa, Helfrpaibusie pH) B npucyrersun DITA
TIPH HEGOIBIIOM TIOIKHCIICHIE CPE/IBL

CaCO;3 MHKpOCGHEPOIHTHl IOIYYATH 1O PEAKIIHI
HMOHHOTO ~ OOMEHa IpPH  CMEIIMBAHMM  PACTBOPOB
NJIOPHCTOIO KajbIlusl M KapOoHara B IPHCYTCTBHU
Genka (depmenTta) - MeTOIOM OHOMHHEPATM3AITAN.
Metoka HOMyYeHHs] MHKPOC(HEPOIHTOB CBOIMIACH K
CHEJYIOMEMY: K HHTEHCHBHO IEPEMEIIMBAEMOMY Ha
MarHaTHOM Memanke 0,33M (umm 0.5M) BojgHOMY
pacrBopy CaCl, goGaBisimn hepMEHTEL, epeMeNnBaIn
B TeyeHue | MHHYTBL, a 3areM OBICTPO J00aBIIsIIM
paBubi o6beM 0,33M (i 0.5M) BojHOTO pacTBOpa
Na,CO;. [lepememuBanue npooikatoch B reuenue 30
CeKyHJI, HOocjie 4Yero oOpasoBaBIIascs —CyCHEH3us
BBIICPKUBATACH 15 MUH IIPH KOMHATHOM TeMIeparype
JI0 TIOJIHOTO HPOCBETICHHS HA0CATOTHOM IKIIKOCTH.
Tlocne  saBepmenms — mporiecca  HOpMHpOBaHHS
cocTaBHBIX MuKpochepomutoB pepmentsr — CaCOj,
TpENHIATAT TIMATETLHO OTMBIBATH oT noHos Na' u CI°
JIMCTIJLIMPOBAHHOM BOJIOM 1 BBLICYIIMBAIM Ha BO3LYXNe.

TmatenpHas TpPOMBIBKA —HMeeT — NPHHIMINATLHOES
3HAaUEHHE, MOCKOIBLKY OBUIO  OOHapyKeHO, 4TO
«COCTOSAHIE ceponuToBy HE SABJISETCS
TEPMO/IMHAMUYECKA  YCTOWYMBBIM, H BO  BIaXHOM
COCTOAHHU OHH TIOCTENEHHO TIEPEXOAT B
KJIaCCHYCCKUE pom’m‘)ﬂpuqecme TIOJIMKPUCTAJIIBL,
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npmaem B mpueyrerBuu  NaCl mporece  3amerHO
yekopsiercs. B cyxoMm cocrosnum  MHKpOcdepouTh
depmentsr — CaCO3 MOTYT XPaHHTHCSI HCOTPAHHICHHO
JI0IITO.
Venosus
KOHIEHTPAIIO

HpOBECHHST  mporiecca  (BapbHpYst
PEareHToB, TEMIIEPATy Py,
THAPOMHAMHYCCKHE XapaKTEPUCTHKH) B
CYIIECTBEHHOM ~ CTENEHH ONPEIENSIOT — pasMep U
MOp(OIOTHIO 0GPasyIOIIIXCS MHKPOYACTHIL.
Ilpuvep 2. IlomydeHnme  NOIHAIEKTPOIHTHBIX
MUKPOKAIICYJI, 3aIPy KEHHBIX (PePMEHTOM.
TToMMHIeKTPOIUTHBIE  MUKPOKAICYIIBl  TOJydain
IyTeM I00YepeHOl  ajcopOIHMH  HPOTHBOIOIOKHO
3apsDKCHHBIX  nomdIekTpoiautoB  [Sukhorukov G.B.,
Montrel MM., Petrov Al et al. Multilayer films
containing immobilized nucleic acids. Their structure
and possibilities in biosensor applications. Biosensors &
Bioelectronics, 1996. V.11 Ne9. P.913-922] Ha xanbumii

KapGOHATHEIX MHKPOYACTHIIAX, COJIepIKAIIIX
coorBercTBytomuit  depment.  Ha  stoit  craaum
HCCIICIOBAHUA TIOJTHDIIEKTPOIHTHL

TOJTHCTHPONICY TH(POHAT
rugpoxiopui (ITAAT).

K 100 mr sauep CaCOs-Genok jpoGapmsuma 1,5 M
pacropa ITAAT" (xommentparmst 1 mr/mim) B 0.5 M
NaCl. Cycnensmo nepeMemusajii B Tedenne 10 Mun
Ha KauajKe, 3aTeM HECBS3ABIMMIICS MOIUMED yAISUIH
nentpudyruposannem npu 700 ob6/MHH B TedcHHE
HECKOJILKMX — CEKYHJ, 4  YacTHIbl  TPEXKpPaTHO
NPOMBIBAIH JICHOHU3UPOBAHHON BOJIOH OT OCTaTKOB
TOJMANIEKTPOIATA ¢ HeHTpH(YrHpoBaHHEeM. 3aTeM
TAKYIO K€ NPONEAYPY HPOBOJILIH, HCIOIB3Ys PacTBOP
Tice.

Tlooduepesoe — HACHAMBAHHE  HPOTHBOIOIOKHO
3aPSUKEHHBIX  MAKPOMOJIEKYJ  IOJHIIEKTPOIHTOB  Ha
KOJUIOMJHBIE  YaCTHIBI  NPOBOJIMWIM  TPH-IATH  pas,
oIy das TPEX-TATHCIONHYIO 060I0Ky c
apxurextypoit ITAAI/(IICC/AIAAD),, rae n=1.2.
TIponeypa pOpMHPOBAHFST MEHKPOKATICYJT IPOBOIHIACE
npn KoMHaTHOH Temmeparype (15-25°C). B paGote
HCCIIEI0BATHCH TPEX-ISTUCIIONHHbIE
(bepMenTCoIepIKaIHe NOJOKHTEILHO H OTPUIATEILHO
3APSUKCHHBIC  TIOMHDICKTPOTHTHBIE  MHKPOKATICYJIB:
TIAAT/IICCAIAATL), u IICC/ITAAT/TICC),, n=1,2.
Konrpoas pasMepoB MHKpOKacysl H  chepHIHOCTD
KaTbIHii-kapGOHATHBIX ~ YACTHII  OCYINECTBISITH
TOMOIIBIO ¢cBeToBOrO MuKpockomna Nikon eclipse E200.
Vianenue  Kalblmi-KapOOHATHBLIX — YacTHIl U3
MHKPOKAICY ~ OCYIICCTRIISUIM  NPH  BBIICPKUBAHUH
pacTBOpa ¢ MHKPOKAIICYJIAMH B JIHAJH3HBIX MEIIKaxX B
Teuenue ot 3 yacos jo 12-15 wacos B 2-25 MM DI'TA
(OTWICHIIHKONL-0iC  (B-aMHHOSTHIOBBIH  5dup)-
N.N.N'N',  Ne-rerpaykcycnass kuciora) mmn DJ[TA
(STWICHTHAMHHTETPAYKCY CHAST KHCIOTA) pI
Temueparype 4°C wm 20°C npu HojuIeIaqHBaHUE
cpeqsl (pH  7.2). KommdecTBo Kamcyl B pacTBope
TOJICYMTHIBAIIH C TIOMOIIBIO KaMephl I opsieBa.

TIpn dopmupoBanuM TOJHDIIEKTPOJTHTHO M
OGONIOYKH B KadeCTBE IIEPBOTO  IOIHAJICKTPOINNTA
ucnoab3oBain noxmaekTponutsl [ICC mmm [TAAT

Kancyupr, sarpyxennbie jByma  depmentamu, B
HaIeM clIydae ypeasolf i mepokcuaasoif XpeHa, Ghutn
M3TOTOBIEHBl ~ HA  OCHOBE  KOPOBBIX  HacTHIL,

(Ice)

U HOTHAIMIAMHH

COJIEPKAIAX B CBOEM COCTaBe JIBa
OJIHOBPEMEHHO
Ilpumep 3. Cnoco6 mONyYeHHs YIBTPaTOHKOTO

MHKPOSYEHUCTOIO TIOJMMEPHOIO HOKPBITH.

tdepmenta

Henonb3oBannbii METOJ Oy YCHHS
VIBTPATOHKOTO  HOMMMEPHOTO — MarepHaia  ObLI
paspaGoran W 3amateHToBan B HmcrutyTe

TeopeTHuecKoll M HKCIEpUMEHTalbHON  Guopu3MKM
PAH [a) Tlarent P® Ne 2333231 na msoGperenue.
VILTPATOHKOE IMOIHMEPHOE IHOKPHITHE, CIOCOG ero
M3rOTOBICHUs M (hepMEHTATHBHbLI GHOCEHCOp Ha ero
ocHoBe //Bromr. Ne25. Jlara omy6a 10.09.2008.
Mounrpens M.M., Tepnosckuit B.W., ®omxuna M.I".,
TletpoB  AHM.. ©) Ilatenr PO Ne2567320 ma
usobperenne.  CrnocoG  MONYYEHHS INOUIOKEK €
MHOTOCIOMHBIM TOKPBITHEM Ha OCHOBE
HOMMOJIEKTPOIMTHBIX  MHKPOKAICYJI,  COJEPIKAIIMX
GHOIOrHICCKH aKTHBHBIC Martepranbl // Bromr Ne31.
Jara omyGm. 15.10.2015. ®omxuna M.I"., MonTtpens
AM., Munkabuposa I"M.].

HIMMoOmiIn3anuio  MHKpPOKAICyJ IPOBOJMIM  Ha
CTEHKE CTEKIISIHHOM KIOBETBI, Mapuke CTEKISHHOro pH-
anexTpota. Ha 5ToM srane JIONOMHATENBHO, B KauecTBe
TEPBOrO  CIIOSI,  WCTONB30BAIM  MOIMDICKTPOIHT
nommriienuyu (11DW), mam. 600 000 (“Aldrich™),
KOTOPBIH 10 JIMTEPATYPHBIM  JIAHHBIM  SABJISIETCS
ONTHMATBHBIM TPEKYPCOPOM JUIst CO3IaHus
HAHOPA3MEPHBIX CJIOEB METO/IOM MOIMHOHHOH cOOpKH
[Slmenox AM., T'opun JILA., TTauxkun K.E., JlomoBa
M.B., IlItsikos C.H., Knumor B.H., Kypoukuna I"H.,
Tpawes M.K. Koospdumment mnepeHoca IUICHOK
Jlenrmiopa-biokeTT Kak HMHIHKATOP IIOBEPXHOCTH
MOHOKPHCTJLUIHYECKOTO KPEMHHUS,
MO UIMPOBAHHOM MOTHHOHHEIMH clIosiMH. Pu3MKa I
TEXHHKa HOJNyIpoBojuuKoB, 2007. Ne6. C.706-710].
Konnenrparmus pacrBopos nosmiexrpoauros (ITOH,
TICC, TTAAT) 6bura 1 mr/mir

BoxoByio cTeHKy KBapleBolf KIOBETHI HMOKPBLIBAJIM
Imr/ M pactBopom TT9U (0,33M NaCl), BeiiepxuBaiu
20 MHH, HepeMelmHMBas ~ HEHHTEGHCHBHO  uepes
TPOMEKYTOK B HECKOJILKO MuHYT (3-5), mocie uero
asykparHo orMbiBann 0,1M pactBopom NaCl. 3arem
KIOBeTY 3anoiusn pactBopoM IICC u BeIepKUBaTH B
TeYeHHe 15 MMH, IOCIE Hero TaKkKe OTMBIBAIH OT
ocrarkoB nojmtexrpoiuta 0,IM pacrBopom NaCl.
Jlanee mopepx croa IICC  HaHOCHIHM  CYCICH3MIO
MHKDOKAIICYJI TaK 9TOOBL, MHKPOKAIICYJIBI POBHBIM
CIOEM  NOIHOCTBIO — NOKPBLUIM  MOJU(HIHPYEMYIO
TIOBEPXHOCTh, TOJICY ITHITH pu KOMHATHOI
TEMIepaType,  3aTeM  OTMBIBAIH ~ OT  JIHIIHHX
mukpokancys 0,1 M pacrBopom NaCl. Ha stom srane
HCIONB30BATNCh  Heounmennsle or CaCO; wactuiy
MuKpokareysl. Jlanee Hanocuan cion TTCC- TTAAT,
ONIMCaHHBIM ~ Bble  oOpasoM.  IloBepxHocTHBII
(HapyKHBIH) cJI0} GBI 3apsUKeH TONOKATENLHO, TAKkKe
KaK HOBEPXHOCTD MHKPOKAICY L. TToce
MMMOOHIM3AIHE MUKpOKaIcy bl ounmain or CaCOs
KOMIIOHEHTa KOpHI: KioBery omyckamn B 0,025M
pactBop DJTA ma 12-14 wac. Ilocne ynameHus
Kanpimii kapGonara pacrBop DJITA Obur 3aMerneH
JUCTHJITHPOBAHHOM BOJIOM, a KioBeTa IoMermnanach B
XOJIOUMIBHHUK.
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Ilpumep 4. Onpejenenue KoHIEHTpanuu Oeilka B
Karcyax.

Konnenrparmo ¢depmenTa, HHKANCYTHPOBAHHOTO
WIH NUPUIIMTOrO Ha CTEHKAaX KBApUEBOH KIOBETHI,
onpejensin MetogoM bpoadopaa [Bradford MMM, A
rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle
of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 1976.
V.72, Nel-2. P.248-254]. B 100 wMk1 pacTBOpa
depmenra gobasmsumn 400 Mk pearcura bpsadopaa
(M3HagaIbHO pasGaBieHHbIil B /Ba pasa), BhIIECPKUBAIH
B TeUCHHE 25 MUHYT, TOCJIEe 9ero oGheM JOBOIN JI0
1,5 M JeHOHM3HpOBaHHOM BOjOH M W3MEpsIH
OITHYECKYIO IUIOTHOCTL 1pH A=595. Kouuenrparuo
Gelka  PacCUMTHIBAIIA 110 KAaIMOPOBOYHOM KPHBOIA,
nocTpoeHHol mo BCA.

Jls onpejieniennst KOHUEHTpauu GepMenTon Gbut
TaKKe MCHONBL30BAH CIEKTPOPOTOMETPHICCKIH METO
C HCIOJIL30BAHHEM KOX(GQHIHEHTa SKCTHHKIMH IIPH
JUTHHE BOJHBL 280 HM.

Ilpumep 5. TloreHnmomerpudeckuit
OIPE/ICNICHAs] KOHIICHTPAIHH MOYCBHHEL

Ilponesypa m3MepeHust KOHIEHTPAIMH MOYEBHHEI
cocrosla B ciejyiomeM. Buadane u3MepurenbHas
sMelika  3alONHIACH — AHAMTHYIECKHM  PAacTBOPOM,
CoJIepKAITHM OIpPEICIEHHOE KOIMYECTBO
HU3KOMOJIEKYIApHOH comn u Oydepa. 3arem B Hee
JM06aBISLIN Tperapar (epMeHTa B HEOGXOMMBIX /UL
pelenus TeKyIelt 3a/1auu KOJIMYECTBAX WIH BBOJIN
MotuuIpoBanHbii pH H1ekTpos, a Jjatee mocie ~ 5
MHMH  MHKyOalMM TpH  3aJaHHOM  TemIepatype,
nobaBmsin  QUKCHPOBaHHBLIT ~ 0GbeM  pacTBOpa
MoueBHHBL Perncrpupyempiii (8 MB) menounoit csur
pH BBIXO/UUI HA HACHINEHHE NPUMEPHO depe3 50 cek.
Kaxaas mupeicrapieHHass Ha rpadukax TouKa -
pesyJIbTaT 3-5 HOBTOPOB.

TIpumep 6. Onpeienenne KOHICHTPAITIH TIEPOKCH A
BOJOPO/IA CEKTPOGOTOMETPHIECKIM METOIOM.

Kunernky [EPOKCH/Ia3HOU
PETHCTPHPOBAIM 10 H3MEHEHHIO  ONTHYECKOrO
HOIVIOIEHUs npu  JUIMHE  BOIHBI 590 HM,
COOTBETCTBYIOIEH — oKkMCaeHMIO  OeH3WjMHa  Ha
crekrpodoromerpe Beckman UV/Vis DU 520 (CIIIA).
HauanbHble  CTAIMOHAPHBIC — CKOPOCTH  PEaKIUH
oNpeelsM 110 HAKIOHY JHHEHHOM uacTu KpuBOM
HaKOILIEHHs IPOJyKTa Bo BpemenH B Tedenue 30 cek (B
HEKOTOPBIX cIydasx 10 cex) OT Hauama PErHCTpaIun
peaximu: V =D590/30 cek.

B pabore onpesensuin 3aBHCHMOCTH HAYATBHOM
CKOPOCTH NEPOKCH/IA3HOM Peakiuu OT KOHIEHTPAIUH
cyGerpata IpH PasIMIHLIX CHOCOOGAX KalCy IMPOBAHMUS
u uMMoOmmm3army.  KHHeTHUeckHe mapaMeTpel -
MaKCHMAIBHYIO  CKOPOCTb ~ Vipgx M KOHCTAaHTY
Muxasmuca K, - Haxomum u3 rpaduxos JlaitHyneepa-
Bepka (zBoitupie oGparHbie koopuHAaTh). 3Hadenus pH
KxoHTposMpoBatn Ha pH-merpe Beckman F 690
pH/Temp/mV/ISE Meter (CIIIA), ¢ TOYHOCTBIO 10
0,002 exunum.

TIpnmep 7. Cratuctideckast oGpaboTKa pe3yIbTaToB

Kaxmas osxcnepumenraabHas —Touka —  3-5
nopropHocTeif.  Pesyabrarhl  mpeicraBienbl  Ha
PUCYHKAX B BH/E CPEIHHX 3HAUeHMH + cTaHjapTHOE
orkionenne. Crarncrnueckas o0paboTKa pesyJbTaToB

€noco6

peaKiuun

4

TPOBOIMIIACH ¢ HOMOMIBIO 1porpammbl OriginPro 8.6.
JUis  ONEHKM  CTaTHCTHYECKOH  JIOCTOBEPHOCTH
ucnonb3oBatn Metot ANOVA ¢ BeposTHOCTEIO & < 0.

BaxHEIM  5TAaloM  TEXHOIOTMH  INOJIyHEeHHs
MHKAIICY THPOBAHHOIO (DYHKIHOHAIBHO -aKTHBHOTO
(epMeHTa SBISETCS NPONEAYPa YAAICHHS KabIumii-
KapOOHATHOM ~ KOMIIOHEHTHI ~ M3 MHKPOKAICYJL
Texnomornn yjaneHns: KalbIHi-KapGOHATHBIX sijiep,
HPUMEHSIEMOe  JUl  HOJBIX MHUKPOKAICYJ, B psie
CIyYacB MOXET He SBIATHCS ONTHMAIBHBIM JUIS
yAaleHns KajlbIi-kapGoHaTa U3 JIBY XKOMIIOHEHTHOIO
(kamplmii-kapOoHaT - (epMeHT) KOpOBOrO  sapa
MHKPOKAIICY I, TIOCKOJIBKY PpacTBOpHTENh
B3aUMOJleliCTBYET ¢ PEPMEHTOM M MOXKET H3MEHSTH €ro
aKTHBHOCTH.  BosHHKIa — HEOOGXOJUMOCTH — N0ojA00pa
yenoBuit (M pacTBOPHTENs) YAANCHMS — KaJbIHii-
KapOOHATHOM ~KOMIIOHEHTBI KOPOBOM —4acTHIbl M3
MHKDOKAICYI ¢ NEPOKCHAa30lf  XpeHa,  4TOOHI
TOBpEKJIAIONMEe  BO3/CHCTBHE  PAacTBOpHTENS — Ha
(depMenT GbLI0 MHUHMMATBHBIM. [1o5TOMY Hamu ObuIH

TOCTABIICHB HKCHEPUMEHTBI o JeticTpiio
pactBoputeneif  Ha  cocraBHBIE  CEpOIHTHI
IIEPOKCHIa30if  XpEeHa,  IIOKPBITBIE  ISITHCIONHOI

oGomouxoit  TTAAT/(IICC/TIAAT),.  Bapbupopanne
yenoBuit PacTBOPEHHS KOPOBOI KOMIIOHEHTHI, TaKHe
xak: ucnonbzoBanne DJITA mm DI'TA, xoHnenrpanus
XelaTHpylomero areuta (2-25 MM), JIATEILHOCTD
Bo3ztelicrBus  (2-18 wacoB), Temmeparypa (4-25°C),
TIEPEMEIIMBAHME PACTBOPOB, IOKA3AIH, YTO BO BCEX

ciaydasx, npu ucnoibzoBanmu OI'TA B kauecTBe
PacTBOpHUTENS  KalbIHif-kapOGOHATHOH — KOMIIOHEHTBI
MHKPOKATICY I, KaTaTHTHICCKAs aKTHBHOCTh

MHKAIICY IMPOBAHHOM MepOKCH/1ashl XpeHa Oblia BhINE,
geM npu npumenennn DJTA.

Ourypa 1 - 3aBHCHMOCTH Ha4aIbHOM CKOPOCTH
TEPOKCHJIA3HON PEAaKIMU OT KOHLEHTPAIMH NEPEKHCH
BOJIOpOJIA:

1 - bepment B pactBope Gydepa; Vi,=0,425+0,022,
K= 0,25+0,03

2 - KalCyJHpOBaHHBI (JEPMEHT, OUMINCHHEI B
pacrBope  DJITA B Tewemme 2 wacoB, Vmax
=0,105+0,022, Kykan= 0,53+0,03

3 - KalcyJMpoBaHHBIM (epMeHT, OYMINEHHBIH B 5
MM pactBope DI'TA B teuenne 16 wacoB: Vi, =
0,315£0,025, Kykask = 0,26+0,02

VeanoBus  ombITa:  KOHNEHTpamus — cBoGOJHOM
TIEPOKCH/Ta3BI 0.87 MKT/MIL, KOHIIGHTPAITHsI
HHKaICyIpoBaHHoro depmenra 1.25 mxr/wur, 0.1 MM
Gemsnmna, 0.2 M marpwmii-anerarnsiit 6ygep, pH 5.3,
oObeM peaknuoHHOM cMecn 3 mi KamcymnpoBaHHBIH
depment ¢ oGooukoit [TAAT/(TICC/IIAALD ).

Ha d¢urype 1 mnpescraBien rpadik 3aBHCHMOCTH

HA4albHOH  CKOPOCTH — KATAIHTHYCCKONW — peaKimn
NEPOKCHA3kl XpEHAa OT KOHIEHTpamunm cyGerpara
nepokeuia Bojopopa. M3 duryper 1 Buamo, uTO

CKOPOCTh PEaKIi HHKAICY IMPOBAHHOTO (pepMeHTa,
OUHINEHHOTO OT KaJIbIif-KapOOHATHON KOMIIOHEHTHI C
nomombio DJITA (xkpusas 2), npumepuo B 5-6 pa3
MEHBINE CKOPOCTH PEakImi CBOGOIHOTO  (hepMeHTa
(xpuBast 1). 3amena pacrBopurens DJITA ma DI'TA
HpUBEJa K MOBBINEHUIO KaTATHTHIECKOH aKTHBHOCTH
MHKAICY IMPOBAHHOM IIepOKCHIa3kl XpeHa B 2.5 pasa
(kpuBbi€ 2 U 3), IPH STOM €€ aKTHBHOCTb yiKe MOXKHO
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CpaBHUBATL € AKTHBHOCTBIO CEOﬁO}lHOl‘O EpepMCHTﬁ
(xpuBble 1 1 3).

CHmkeHHE — AKTHBHOCTH — MHKAIICYJIHPOBAHHOM
(oummennodt  or CaCO; ¢  momomsio  DJTA)
TIEPOKCHA3EI XpeHa MOXKHO OOBSICHATE
Biaumojeiicreuem  DJITA ¢ wmoHamm  Kelesa,

NPUCYTCTBYIOIMMH B aKTHBHOM IEHTpPe (pepMeHTa
TEPOKCH/IA3hI XPEHA, M, COOTBETCTBEHHO, H3MEHEHUIO
cpozietBa (epmenta Kk cyGerpary. Ilostomy, Hamu
Tpe/iIaraeTest HCIIOJIB30BATH B KavecTBe
XejraTupylomero arenra pacrop DI'TA, xoropbiii B
ormmaue oT DJITA, cBA3BIBACT HCKIIOUATEILHO HOHBI
JIBYXBAICHTHBIX METAUIOB M OONAMaeT MEHBIIHM
TOBPEHIAIONMM BO3IeHCTBHEM Ha (DEPMEHTEL.

Ourypa 2 - 3aBHCHMOCTh OTBeTa CTCKISHHOTO pH-
SIEKTPOJIA or KOHIEHTPAITMI MOYEBUHEI
(xonnentpanmio  depmenta 0,5 MKr  onpeeIsn
MmerozoM Bpoadopaa).

1 - cBoGOHEI (epMeHT (ypeasa)

2 - MHKAICYJIHPOBAHHBIN (epPMEHT, cojepKaruiics
B MHKpOKAICyJaX ¢  apXHTeKTypoll — oGosiouku
TICCMTIAAI/TICC

Cpena nccaenopanms: 1 MM Tpue-HCI, 1 MM
100 MM NaCl, navansnas pH 5,3

M

AHaJIOrM4HBIE  PE3YABTATH ObLUIM TOJYHEHB! JUIs
MHKaNcyJupoBanHoit  ypeassl. Ha  ¢urype 2
TPE/ICTABICHE! JIAHHBIC HCCIICIOBAHMN 3aBHCHMOCTH
OTKJIHKA CTEKISTHHOrO pH 2iIeKTpojia 0T KOHIEHTPAIHH
MOYCBHHBEI B H3MEPHTEIBHOI stueiike Juisi cBOGOIHOTO
(mEma 1) W MHKancyJupoBaHHOro (MMHHA  2)
(epmenTa.

Vs duryper 2 BWIHO, YTO  AKTHBHOCThH
MHKAICYJIMPOBAHHOTO  (epMeHTa  CpaBHHMa ¢
AKTHBHOCTBIO ~ CBOGOJHOTO  CBEKEIPHIOTOBJICHHOTO
(depmenTa 1 cocraBiiia 72% OT €ro aKTHBHOCTH.

DOPMYIIA ITOJIE3HOH MOAETH

Croco6 MOBBIMEHHST KATATHTHUCCKON aKTHBHOCTH
MHKAIICY IMPOBAHHBIX " MMMOGHIN30BAHHBIX
(epMEHTOB, BKIIOYAIONIHMI HCIIONB30BAHAE B Ka4eCTBE
XEIATHPYIOMET0  areHTa JUIS  yJalCHHs KalbIlii-
KapOOHATHON KOMIIOHGHTH M3 MuKpokamcyn DJ[TA
(STWICHIMAMUHTETPAY KCY CHAst KHCIIOTA),
omauuarowuiica teM, 4ro BMecto DJTA ucnonssyior
OI'TA (3THICHITHKOML-0HC (8-aMHHOSTHIOBBIH Sup)-
N.N,N',N'-rerpaykcycHasi KHCIIOTa)
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Tlosienenne nepporo GuoceHcopa rmokozsl [1]  crumysnposano
HCCIICIOBAHMS [T OBBIICHHS X S()eKTHBHOCTH H IIHPOKOTO MPUMEHEHHS
B JIMATHOCTHYECKMX [ensX. bBuocencopel rmokossl mpeobnaaior Ha
CEroJHAIIHEM  PhIHKE ~ OTHX  YCTPOICTB, W SBIISETCS  OCHOBHBIM
JIHaTHOCTHYEeCKHM KpHTeprem nnadeta [2], mockomeky 9Ta GonesHs Hanbonee
pacnpocTpaHeHa B Mupe. Kpartkas ucTopus GHOCEHCOPOB, OCHOBHBIE
MPUALMTEL  PaboTel, TpeGOBAaHWS K aWaTHTHIECKWM XapaKTepucTHKaM W1
HBIHEUIHUIT cTaTyc GMOCEHCOPOB [IIOKO3bI paccMaTpuBaercs B crathe [3], a
TAIOKE OLEHKA MX HAJeKHOCTH TECTHPOBAHUSA B KIMHHYECKOI IIPAKTHKE.

Mosbimenne 3¢deKkTHBHOCTH  GHOCEHCOPOB  TECHO  CBA3AHO €
3aNavaMW TIOBEIICHVA TYBCTBATENEHOCTH, CETEKTHBHOCTH W PACIIHPEHHS
JIMaNasoHa aHAIM3HPYEMBIX BEIECTB, KOTOpHIE MOTYT ObITh ONpejieNeHbl.
Onroit W3 321" ABIETCS Takke BBEIEAWe KacKaIHOM MYIBTHEpMeHTHON
peakiu B Grocencopsl. [Tpobriema co3manus MyNbTHHEPMEHTHBIX CHCTEM 1
OHOpeaKTOpoB, HamGonee CHOKHAZ ~TeMa IS MCCleAoBaTeneii B
GHOCEHCOPHBIX TEXHOIOTHSAX.

TMepBas wmckyccrBeHHas OudepMeHTHas CHUCTEMa, BKITHOUAKOIIAsT
KOBANIGHTHO CBA3AMHBIE C HOCWTENeM WMMOOWTH30BaHHEE (epMeHTH —
reKCOKMHA3y M MII0K030-6-ocaracruaporeHasy, Obia cozzana B 1970 r.
K. Moc6axom [4]. B nacTosiuee BpeMsi M3BECTHO HECKONLKO ECATKOB
MMMOOMITH30BAHHBIX MOMH(EPMEHTHBIX CUCTEM, COCTOSILUMX W3 IBYX, TPex,
geTsIpex U Goree pepMenToB. DPPEKTHBHOCTh TAKHX KOMIUIEKCOB HAMHOrO
BBILIE, 4eM Y CBOOO/IHBIX (DEPMEHTOB, 33 CHET JIOKAIIBHOIO KOHIEHTPHPOBAHHS
cybcTpaTta OKONIO BTOPOTO W BCEX TOCTEAYIOWNX (ePMEHTOB, BXOAIINX B
crcreMy. B 3tom kpatkoM of30pe NHTEpaTYpEl  OYAYT PAcCMOTPEHBI
OCHOBHbIC MPUHLMMBI Pa3paboTKH GHOCCHCOPOB HA OCHOBE KaCKaIHbIX
MYTBTHOEPMENTHBIX peakumii W HX NMpUMeHerne Ha TIpaKkTHEke.

HckyccTBenHble  MyAbTH(EPMEHTHbIC ~KOMINICKChl, B KOTOPbIX
(epMEeHTBI KOBAJICHTHO CBS3BIBAIOTCA C TOJMCAXapHIHBIMU CTPYKTYpPaMu,
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AKTMBMPOBAHHLIMH MO4YEBHHON 1 (opManbaernaoM [5] momyueHbl myrem
MUMMOOWIM3ALIMA  HA  LEUNONO3HYI0  TKaHb  JIBOHHBIX — KOMIIIEKCOB
TIIFOKO300KCHIA3bI 1 KATAIA3bI-MIIFOKO300KCH a3kl 1 uHBepTasbl. Kpome Toro,
KaTaNa3a KOBAIGHTHO  CBA3bIBANlACh € DACTBOPHMBIM  JECKCTPAHOM.
MonyueHuble  My;TLTHPEPMEHTHBIC CHCTEMBI  OBIIM  BBICOKOAKTHBHBIMH 1
CTAOWNBHEIMI, WTO MENano WX MPUTOAHBIME JUTS M3MEPEHIS TIOKO3BI W
caxaposbl B PaCTBOpPAX, ¢  MCHO/b30BAHHEM  aMNEPOMETPHYECKOro
KHCIIOPOIHOTO  37ICKTPOAA M MYIbTH(OEPMEHTHLIX MeMOpaH, comepKallnx
[UIOKO300KCHIA3y M KaTamasy Juis  nepsoro  cyOcrpara, a  Takoke
TIIFOKO300KCHIA3y, CBA3AHHYIO C CBIPHOH TKAaHBLIO H (GKIAKYIO» MeMOpamy
JIEKCTPaHHO-CBA3AHHOM KaTanasbl. DNEKTPOAbl MOTYT ObITh WCMONb30BAHBT
JUIA W3MEPEeHWs  KOHIEHTPAIWH  caxapo3sl W TIOKO3Bl, Kak B
(epMeHTaLHOHHBIX OyIbOHAX, TAK U B HLLEBBIX MPOIYKTAX

MynpTudepmentnas  cucrema, — coaepxkawias  [p-raoko3uaasy,
MaHJETOHUTPHIIENHA3Y W TepOKCHAa3y XpeHa, cuuTyid B BSA-rene Ha
MOBEPXHOCTH AHHOH-UyBCTBUTENBHOrO moseBoro tpamsuctopa (ISFET) [6],
HCTIONB30BANACE [UIA W3MEPEHHs IMaHOTEHHOTO TIMKO3HIa aMuTIalnHa,
MOTEHIHATTBHO TIPHCYTCTBYIOIIET0 B MPOAYKTAX MHTAHAA PACTHTENBHOrO
TIPOUCXOKACHNS. Ilonywennerit  GHOceRcop  MO3BOMAT  M3MePATH
KOHIEHTpaUMi0 amuraanuia B auanazode 100-300 MM 1 morna GbiTh
WCTIONB30BaNa T PYTHHHBIX W3MEPEHHit aMuTIaiia B mpodaX MHIIeBLIX
NPOJYKTOB, IJle JIONYCTUMAs KOHLIEHTPalHs UHMAHOTEHHBIX IJIHKO3UMAOB HE
npesbiwana 7 MM.

DrexTpoXuMHYeCKuii GHOCEHCOP A MOHHTOPHHIA XOJECTEpHHA
ommckBaeTes B cTathe [7]. Jatuuk mpenctarsan cofoit MymsTHHEPMEHTHYIO
cHCTeMy, B KOTOpOii  NepoKcHiasa XpeHa W XOJleCTepHHOKCH/a3a
OTHOBPEMEHHO GBI WMMOOWITH30BAHHE B  TIONMMEpHEle  TUTCHKW, Ha
TIOBEPXHOCTH TIHPOINHTHYECKOr0 TpaduToBOro 37iekTpoaa. M3 momydeHHBIX
BOJILTAMNEPOMETPHYECKHX M AMAEPOMETPUUECKMX NaHHBIX O0OCYKIarTCA
9pDEKTHBHOCTb,  BOCTIPOM3BOJMMOCTE M CTabWIBHOCTH  CHCTEMBIL.
TlosyueHHBIe Pe3yNbTAThI, MPEICTABIMONIAE WHTEPEC JUTS QyHIaMeHTaTbHOI
W TIpUKITATAOH OWOXAMWH, TIPEZICTABNIAIOT Co00H TIepBLIi mar K MOCTPOSHHIO
Guocencopa 6e3 MEAMATOPOB ¢ BO3MOKHOCTAMM YCMELIHOTO MPUMEHCHUS B
obnacti GUOCEHCOPOB.

BudepMeHTHas cHcTeMa OKCHIA3hl/MepoKCeH a3kl Oblia MCTIONb30BaHa
B KOHCTPYKLMH aMIIEPOMETPHIECKOro GHOCEHCOpa Ml ITHOKO3BL, TAHONA U
Oonorennbix  amMnuoB  (myTtpecuuna) [8]. Bee onm Obumt ocHOBaHBI Ha
OKHCITHTETEHO-BOCCTAHOBHTEILHEIX THAPOTENAX, 00pa30BaHHBIX OKCHIA3aMU
(rMOKO300KCH/Ia3a, ANKOTONbHAS OKCH/Ia3a WITH aMWHOKCHA3a), a Takike
OUULIEHHOI NeYeHo4HOI KuenoToli cnaakoro kaptodens (SPP), cuuroii ¢
OKHCITHTETbHO-BOCCTAHOBHTETLHLIM - TIOJTMMEPOM ¢ TIepOKCHIA30i  XpeHa
(HRP). Dnektpoabl Ha ocHoBe SPP nokasamu BRICOKYIO YyBCTBHTEILHOCTb U
nyuinmii  npenen  oOHApYMKEHMS NS [YTPECLUMHA, HYEM T€, KOTOphIe
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ucnonb3yloT nepoxcumasy xpena (HRP), a Taxke omm coxpansnu cBoio
AKTUBHOCTH B OPraHnYeckoii (ase HaMHOro Ny4ue, yem Ha ocHoe HRP.

JlBe paznuudbie KoHpurypaunn GUOCCHCOPOB: OHA HA OCHOBE
riaueposgeruaporesassy/anadopassl (GDH/DP) 1 apyras ¢ ucnosis3oBaHueM
TILEPHHKHHA3BI/TIMIEepon-3-dochar OKCH1a3bl/TIePOKCHIa3hI
(GK/GPOx/HRP) nns onpernenieHns TIHueporia, NpejcTariena B crathe [9].
OGe (epMeHTHBIE CHCTEMBI OBUTH WMMOOMITH30BAHE! BMECTe ¢ MeIHaTOPOM
rerparnadynssanuaoM (TT®) ma 3-mepkanTonpormonosoii kuciore (MITA)
caMOCGOPHLIM MOHOCTIOEM, MOTUDHIMPOBAHHBIM 30TIOTHIM 3NIEKTPOTIOM €
HCIONb30BAHMEM IHAM3HOI MeMOpanbl. DIEKTPOXMMHYECKOE OKMCIeHHE
TT® npu +150 MB (npotue Ag/AgCl) u camxenue TTD(+) npu 0 MB 6
WCTIONB30BAHBI [UT MOHHTOPHHTA (PEPMEHTHBIX PeaKLHil COOTBETCTBEHHO TS
ondepmenTroi W TpudepMenTHOH KondWrypamwmit. B ofowx cmyuwasx
TOJTyUeHa XOpOolas TOBTOPAEMOCTb H3MepeHuii Ge3 NHoTpebHOCTH HYHCTKI
6uocencopos. Iocne 51 mus mcrnonp3opanms Ouocencop GDH/DP mo-
HpekHeMy AeMOHCTpUpoBat 87% nepBOHAYAILHOH 4yBCTBUTENBHOCTH, B TO
Bpemst kak onocercop GK/GPOx/HRP paBan 46% nepBoHayanbHOro oTBeTa
uepes 8 aweil. Pacuetnie mpenensi obmapyxerws coctarmm 4,0 < 107 u
3.1 107M,  cooTBeTCTBeHHo.  BWOCEHCOPH — TOKasami  GONGBIIYIO
TYBCTBUTEIILHOCTh B AHAJI3E BHH.

Tl oGHapysxenns GocdopucThix 1 (TOPHI-HOHOB HCIOJIB30BANIACH
mysbTHdepMenTHas Guocencopuas cucrema [10], B KOTOpOii HccIenoBaHb!
BIMAHMA KOHUGHTPALMM M KOHCTAHTBI CKOPOCTH peakuMu uHrnbutopa ¢
ABYMs (hepMEeHTaMH B AMHAMUYECKOM pexume. B nanmoii pabote usyueb
CTAalMOHApHble  NoKasatend  padOTbl  CHCTEMbl  MYAbTH(EPMEHTHbIX
MHTAGUTOPOB, BBLITOHAIOUIMX THAPONH3 TIMOK030-6-GochaTon B pasmHIHBIX
YCNOBHAX. AHATUTHIECKOE BHIPAKEHHE 1A KOHICHTPALWH W TOKa TOJTyqeHo
C HCMOIIB30BaHHEM MOAW(HUHPOBAHHOIO METOda XeKOMIO3WuuH AJoma.
OfcyknaeTcs  BIWAHAE MApaMeTpoB  BHYTPEHHEro  MaccomepeHoca
KHHETHYECKUX MapaMeTpoB HHIrHGUTOpa.

KoHCTpyKUms onTHYECKOrO GMOCEHCOPA HA OCHOBE OJIHOBPEMEHHOI
UMMOGUIM3aLMH (HEPMEHTOB ALETUIXOJIHHICTEPa3bl H XONHMHOKCHAA3b Tt
0GHApYKEANA OCTATKOB TIECTHIMIOB ofcana B pabote [11]. CunTesnpoBansr
pasiiYHBle BHABI HOBBIX THOPWIHBIX MeMOpan SiO,, NOIXOAAMNAX s
ONTHYECKUX ~ GHOCEHCOPOR  C  WCMONBL30BAHWEM  307b-TENh  METOJIOB.
BHOAKTHBHbIH KOMIOHEHT JATYHKA COCTOAI H3 MYJIbTH(EPMEHTHOI CUCTEMbI,
BKIOYAIOWIEN  AUETHIXOMMHICTEPasy M XOJMHOKCHAA3y, —KOBANEHTHO
HUMMOGMJTH30BAHHbIE HA HOBBIX TMOPMAHLIX MemOpaHax. JlaTdumk mnokasasn
THHEHHYIO  peakuMio Ha  auCTHIXOMHH B JIMANa3oHe  KOHUEHTpauwii
2,5-30 MM. Beum WecrleloBaHB!  (JaKTOPBI, BIHAKIINE Ha TIOCTPOEHHBIE
OnTHYECKHE BHOCEHCOPBI.

OGHapyXeHHe TECTHIHAOB ¢ TOMOIIBIO BOIOKOHHO-OMTHYECKHX
GHOCEHCOPOB  HA  OCHOBE  H3MEpPeHMit  Kuciaopoma —spigercs  Goiee
YHUBEPCATbHBIM, HeM TNPUMEHEHHE JMEeKTPOXHMHUYECKHX —GHOCEHCOPOB,
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Gnaronaps cBoel THOKOCTH B KOHCTPYKIWH W TIpeoOpa3OBAHUN CHTHAJIOR.
OnTiveckWe MaTINKA WMEIOT TIPEWMYIIeCTBa TO TaKWM TIOKa3aTensM Kak
BpeMA Ha OTBeT, LeHa W pasmep. Mx npenmyuiectsa BKodalor dakriyeckoe
noTtpebierne KUCTOPoOa JATIHKOM, CMOCOGHOCTh M3MEPATH Traz008pasHbIit
KHCIIOPOJ TAIOKE, KAK pacTBOpeHHbiil. [lenbio npuBeaeHHoil paboTsl Gbl10
nochneHwe BOJIOKOHHO-ONTHYECKOT O GHUCCHCUPB Ha OCHOBE OﬂHDEpEMEHHOﬁ
KOBANIGHTHOI ~ MMMOOMITM3AMM  (EPMEHTOB  AUCTHIXONMHICTEpashl 1
XO/MHOKCHIA3bl Ha HOBbLIX ruGpuaublx MemOpanax i oGHapyKeHus
0CTaTKOB TecTHUMIOB. PaspaboTaHHblii onTiyecknii GUOCECHCOP Ha OCHOBE
HOBOW THOPVIHON MeMOpaHsT TIPOIEMOHCTPHPOBAT BHICOKYIO CTAOHITEHOCTE
(25 nmeit), koporkoe Bpems oTBeTa (90 ¢), M IMHPOKYHO JIMHEHHOCTE JIHaNa3oHa
1A auernxonuna (2.5-30 MM).

AMICpOMETPUYCCKU  MYIbTHGEPMEHTHBI  OMOCEHCOp  ans
onpenenenns Tpuranuepunos (TI'C) Ol ckoncrpyuposad [12] myrem
YCTAaHOBKH ~ TPeX CBA3aHHBIX MeMmOpaHoll  hepMeHTOB JkenaTHa Ha
CTeKNOBWIHENA  YTNepodneri omekTpon (padoumif anekTpoa), a 3aTem
MOJIKITFOYEHHA €T0 K 2IeKTPOMETPY BMecTe ¢ aiekTpojiom cpaprenns Ag/AgCl
U BCMOMOTaTeNbHBLIM  3rekTpooM Pt. B Xoje  onTHMH3AUHOHHBIX
HCCTIENOBAHMA  1NMA  KOMIOHEHTOB  GMOAKTHBHOIrO c7l0s  GuoceHcopa,
ONTUMA/IbHBIE KOJIMYECTBA JKEJIATHHA, OblUbEro ChIBOPOTOUHOIO albOyMUHA
(BCA) u rnyTapanbaernaa paccuuThbiBaal COOTBETCTBEHHO | mr/em?, | mr/em?
u 25%. Ontamansusle pH W TemmepaTypa peakumim  GWocencopa
OMpenensTnch cooTBeTcTBeRH0 7,0 w 40°C. JIHHEHHBIN IMAMa30H TPHoJeHHA
s GuoceHcopa Obil  HaiileH 10 KanuOPOBOUHON  KPHBOH  Mexy
HECKO/IbKHUMH KOHUEHTPAUMAMU MOMIOKKM M TokoM. [locne onrummsanun
6uocencopa  Ghima  Takke TpoBepeHa  ero  paboTOCMocoGHOCTH B
TPUIIIHUEPHIAX.

TpexsneKTPOIHEIN aMTiepOMeTpIIecknift GHOCEHCOp TS 0OHApyAKeHUs
JIBYX PasliMUHBIX CAXaphjioB (JIAKTO3BI W TIOKO3bI) B BOJHBIX PacTBopax
onwcan B pabore [13]. Imoko3okcwaaza W f-ramakrosmgasa ObiM  Ko-
nMMoGMmI30BaEl B rpadMTOBEIT  paboumii  JJEKTPOX  IOCPEICTBOM
KOBAICHTHBIX cBsizeil. McenenoBana peakins GHOCEHCOpA B 3aBUCHMOCTH OT
KOHUGHTPAUMKM JBYX HMMMOOHMIM30BAaHHBIX (EPMEHTOB M ONpELeIeHBI
HauTygWie YCnoBHA paboTel TyTeM W3MepeHus UyBCTBHTENIBHOCTH W
NIMHEHHOTO auarasoHa peakuwn. PaGouwe mapaMeTpsl GHOCEHCOPOB ObITH
3HATAME] TI0 CPaBAEHWIO C IPYTAMHA OWOCEHCOpaMH, pazpabOTaWHBIMA It
OTpeNieNienns KORTENTPAIni JIBYX CaXapHIoB, HCCITeJ0BaHHBIX B paboTe.
Brocencop 6bIT MCHBITAH HA peanbHBIX 00pasax — (PYKTOBBIC COKH,
06e3KMPEHHOE MOJIOKO, 1 ChIBOPOTKA.

AMnepoMeTpuyeckuii 6uocencop, WUCTIONB3YFOLINH
MYJLTHQEPMEHTHHII  Kackall, COCTOSIIIMH W3  KWHA3el TIOKOHAaTa W
KpeaTHHKWHA3BI, CApKO3WH OKCHIA3bl W TIePOKCHIA3bl IUIA  ONpelesieHus
TITFOKOHOBOH KHMCIIOTHI paspaboran aropamu paGotet [14]. Mepmentsr Gbum
0GE3/IBIAKEHEI  MEKIy CTIOSMW  XWTO3aHA HA  TIOBEPXHOCTH  TIIIOCKOTO
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HAHOKOMIIO3WTHOTO 3JIEKTPOJIA, COJNEpKAIIHE MHOTOCTEHHEIC YTIEpPOIHbIE
HaHOTpYOKkW. M3MepurentHas cpela, comepikaiiascss azenoswHTpudocdara,
kpearnndocdara w rexcarmanodeppar (I1) B kavecTBe penokc-Mennaropa u
TOKOBBIfl OTKITHK M3MePSICA TIPH TOCTOAHHOM roTernmnate —S50 MB mporns
onoproro snektpona Ag/AgCl. BuoceHcop mokasblBan JIMHEHHOCTH B
auanasoHe ot 4 o 620 MkMm ¢ npedenom  obHapyxkenus 2.6 MkM,
wyRcTRUTENBHOCTE 45,3 Ha MkM'em?n Bpems ma ormer 70c. PaSouas
crabuibiocTh G€3 moTepH HyBCTBUTEILHOCTH mocie 30 nocnenosarebHbIX
usMepeHnii 6bina Bbilie 90% nocie 3-x aHel ucnonbzoaHud. Bee atn
()epMEHTE! TOCTYTTHEI, TeIIeBEl, 09eHb CTAOWIBHEL Pe3ymbTaTel ompeenenst
TIOKOHOBOW KHCIIOTHI B Cyclle W BWHAX XOPOUIO COOTBETCTBOBANO €
pesynbratamun BOJKX B kauecTse sTanonHoro Metona.

Asropamu  paborbl  [15] Obur  pa3paboTan HHTETPHPOBAHHBIIA
MHOrOQYHKUHOHAILHBIA  MeMOpaHHbI  peaktop  Juls  GHOKOHBEpCHM
MOJIEITBHOTO ~ COEAWHEHWs JIMTHWHA ¢ (DePMEHTATHBHBIM  KATAJIH30M.
MembGparHbie G1opeakTophl ObLII H3TOTOBNIEHBI METOIOM MOCTONHOI chopkn
JUIL AMMOGUITH3AMA  TPEX PasiimuHbX  epMenToB  (IITOKO300KCHIa3kI,
MepPOKCHIa3sl W JaKkTasel) B pH-uyBCTBHTENbHBIE MeMOpaHsl. MeMOparHbie
PeaKkTopbl, BKIOUCHHBIC B MyJIbTH(EPMEHTHI, ObUTH akTUBHBL Oonee 30 xHeit
npu  Temneparype xpadedus 4°C. B Teuenue 31010 nepuona  Obiio
MPOJIEMOHCTPHPOBAHO ~ MHOTOKPATHOE  MCIIOJIb30BAHHE  MEMOPaHHOro
peakTopa, BKmoOvaromee 5-69 pabouero BpeMeHW s KaxkIoro LWKITA.
MemGparHEI  peakTop TOKazan 0OHaTekWBAIOMME Pe3yNbTaThl, TOTEPAB
Toneko 12% croeii iepBOHavaTBHOI aKTHBHOCTH TIOCTIE HECKOTBKHX LIMKIOR
padoThi.

TIpu co3panuu MyabTH(EPMEHTHBIX CHCTEM, OOJbLIOE BHHMAHHE
HCCTIEIOBATENM YAENAIOT YITYUHIeHHIO cnocob0B PerneTpalii CHIHAOB, YTO
Takke BeChMa akTyalLHO W BakHO. B cCBITKke MpWBEIEHE! JTHIIEL HECKONBKO
paboT nocBAEHHBIX 5T0it npoGiieme [16-20].

CoBpeMEHHEIC METOIB WMMOGHITIT3ATIN TTO3BOMSTOT CO3MABATE HE
TONBKO TIOMA(ePMENTHBIE KOMTUIEKCHI, CBSI3BIBATL C HOCHTENSMH YHaeTcs
CyOKIeTOUHbIC CTPYKTYPbl M Aake ueable KneTkd. Takue cuctembl odenb
YA0GHDI, MOCKONbLKY MOJKHO, HE BbIAENAA YHCThie (hepMEHTHbIE Mpenaparhbl,
[OIYYaTh €CTECTBEHHblE MOIMEPMEHTHBIE CHCTEMBbI, OCYUIECTBIAIOLINE
MHOTOCTaTHHHbIE IPOLECCEL.

B zaiinouenne ciie/lyer 0TMETHTB, 4TO PE3yIIbTaThl, TOJydeHHbIe ¢
TIOMOUIBIO  TOTH()EPMEHTHEIX CHCTeM, He BCeTJa TMPaBHILHO OTPKAiOT
npouecchl, MPOUCXOASLINE B KNETKaX. ITO OOBACHAETCA TeM, UTO B JKHBBIX
KJIETKAX KOMILIEKChI (DEPMEHTOB Yallle BCEro Pacnolaralores ynopsaoueHHo B
MeMOpaHax KIETKH, YTO I03BOJISET pPeryjupoBaTh CKOPOCTh MPOTEKAHUs
(DepPMCHTATHBHBIX MPOIECCOB, TOTNA KAK B NONN(EPMEHTHBIX KOMIUICKCAX
UMMOOUITH30BaHHBIE  (DEPMEHTR CBA3BIBAIOTCA C HOCHTENEM  CITydaifHbIM
o6pazom.
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Pabora Bpmonuesa npu dmHancoBoil moamepxkke Kommtera Haykn
Munucrepcrea obpasopaHns W Hayku Pecnyonmku Kaszaxcran (npoekt
AP05134201).
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I

BJIMAHWUE HOBBIX ITOTEHITUAJIBHBIX JIMTAHJTIOB PEIIETITOPA
SigIR HA YPOBEHbD BEJIKA SigIR B KJIIETKAX HEHPOBJIACTOMbI

Marcumosa M.A.", Heanoea T.B.", Usnsnueea H.IT°

'MBI" YOULL PAH, Ya, Poceus
2VHUX YOULL PAH, Via, Poccus
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Ornrrueckue gaTuuku pH, ocHOBaHHBIC HAa H3MEPEHHH (HOTOTIOMUHECLICHIHH, 001a1a-
10T OObIIMMH JOCTOMHCTBAMH MPUMEHHTEIBHO B OHOTEXHOMOrHH U GrHomeanibe B pa-
6ote npeanosxen cnocod uamepenus pH cpeapl ¢ nomowpro Moneky: ruapododHoro duyo-
PCCLICHTHOTO 30HIAC, BKIIOYCHHBIX B CIOHM M3 TMOIHIICKTPOIUTHBIX MHKpoKancy1. Muren-
CHBHOCTb ()TyOPECLICHLIMH 30HAA B MHKPOKANCYIaX H3MEHSIACh C H3MEHEHHEM KHCIIOTHO-
crH cpeasl. [ToaH3NeKTPOTHTHBIE MHKPOKANICYIIBI M3 MPOTHBOTIOIOKHO 3aPSKCHHBIX TOJH-
IICKTPOJIMTOB COACPIKAIH MOJICKY/IbI YPCashl.

Beenenune

IMokazarens pH sBIsIeTCS BasKHEHIIMM MTApaMETPOM MHOTHX XHMHUYECKHX H OHOTOTHHe-
CKHX TPOLIECCOB, MPOTCKAOWIHMX B MPHPOAC H B JKHBBIX OPTaHHU3MAX, ISl H3MEPCHHS KOTO-
POrO HCHOMB3YIOTCS PA3THYHBIC CCHCOPHBIC YCTPoHCTBA. Hapsiay ¢ TpaaMLMOHHBIMH METO-
mamu u3Mepenus pH cpeart ¢ moMOmMmbI0 XMMHUCCKHX HHIHKATOPOB H AMIICPOMETPHUCCKHX
MM HOTCHIHOMCTPHICCKHX YCTPOMCTB, B KOTOPBIX HCIOMB3YCTCS CTCKIIHHBIN 3ICKTPOA,
pa3paboTaHbl H BEAYTCS HCCICAOBAHMS 110 Pa3pabOTKE HOBBIX YCTPOMCTB H METOIOB OMpe-
JieneHns 3ToH Beamunnbl, Onmiucckue garunku pH, ocHoBaHHbie Ha M3MEpeHnH HOTOMO-
MHHCCLICHLIMH 001a4a10T GONbIINMH TOCTOMHCTBAMH NPHMCHHTE/IBHO B OHOTEXHOIOTHH H
GuomeuumEe [1], OCHOBHAs KOHLEMIMSI KOTOPOii OMHMpaeTcst Ha (pakTe MOrIOMICHHS MIH
ayopecuenumn ceera. [lagaromuii ya cBeTa MPOXOAWT HUepe3 CBETOBOA K AKTHBHOMY
KOHIY JaTYHKa, TAC OH B3AMMOJCHCTBYCT C XMMHUYCCKHM BCIICCTBOM HHIMKATOPA, KOTO-
Pbli M3MCHSCT MHTCHCHBHOCTH Myuka [2]. Asropamu pabotsr [3] ObLIO MPEATOKCHO HE-
CKOIBKO BOJIOKOHHO-ONTHYCCKHX AaT4HKOB PH, B 0OCHOBE paGoThl KOTOPBIX JICKHT MPHUHLKIT
(ayopecueHIMH HIH NOTIOMEHHs COOTBETCTBYIOMEro Xpomodopa. [l1s KOBameHTHOrO
MPUKPEIUICHHS MOJICKY] KPACHTEl, CrocoOCTBYOMmas Xopomed uvmobuansauuu pH-
4YyBCTBHTCIBHOrO KpacuTessi [4—6]. MOBEPXHOCTh ONTHYCCKOrO BOJOKHA MM cybcrpara
MOJABCPraiIH ONPESACICHHOH MOAHDHKALINH.
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B zonae ans msmepenns pH B ¢pusnonornueckom auanazone pH ot 7.0 30 7.4 [7] muk-
pocdepsl MoNTHAKPHIAMHA, COACPKAIINE CBA3aHHBIC MHKPOCHEPsl (PEHOIOBOrO KPacHOro
M MOJHCTHPOA MAJIOr0 Pa3Mepa sl PACCCsiHMs CBCTA, ObLIM YNAKOBaHbI B 000IOUKY M3
UC/UTKOJIO3HBIX JAHAIM3HBIX 1'[))'60‘]3]( HAa KOHLE Maphl IUIACTUKOBBIX ONTHYECCKHUX BOJOKOH.
TNommeTponuTHEIC MUKPOKAIICY /Bl BIICPBBIC OBLTH HOIYUCHBI [8, 9] myTem vzaaneHus
KOJNIOHAHOM 4acTHUB! (SApa), MOKPEITOH 00ONTOUKOH M3 MOMHANEKTPOnHTOB. B pabo-
Te [10] momHCTHPOIBHBIE MHKPOYACTHIIBI TIOKPBIBATH 000TOUKOH M3 TMOTHCTHPOICY Th(o-
Hata ([1CC) u nommanmunamusza ([TAA) MeTog0M MocaeA0BATEIBHOM AACOOLMH B MPHCYT-
creun 0,5 M NaCl. MuorooGpasue BapHaHTOB AM3aHHA MOTHIICKTPOIHTHBIX MHKPOKATICY T
MPEAOCTABIISIA BO3MOKHOCTb HX LIHPOKOTO MPHKIAIHOro npuMeHenus 11, 12].

3KCnepHMeHTMbH8ﬂ 4acTh

B nacrosmeii paGore Mpr npeanaracy Metoa onpeaeacaue pH cpeast o dayopecieH-
1HH rHAPO(OGHOro 30HA, BKITIOYCHHBIX B MOMHICKTPOIHTHBIE MHKPOKAIICY.IBI H OCHOBAH
Ha cBoicTBax kpacureas N-((4-(6-phenyl-1,3.5-hexatrienyl)propyl)trimethy/ammonium
p-toluenesuifonate (TMA-DPH), xotopsiii npy B3anMOACHCTBHH ¢ HHTAKTHBIMH HOKOSIIIH-
MHCSI KIETKAMH B BOHON CYCTICH3MM BKIIOYACTCS B HUX COTIACHO 3aKOHY PAachpeACICHHUS,
T.¢. KOMHYECTBO BKTIOUEHHOTO 30HAA MPOMOPLHOHATBHO JOCTYIHOH TOBEPXHOCTH MEM-
Opansi [13].

Pabouas xonuentpamms dayopecuentHoro 301a TMA-DPH (Molecular probes) co-
crasasna 2,0 x 10° M. MayopecleHTHbIC H3MEPEHHsS MPOBOAMIHCH HA CriekTpodyopn-
metpe Perkin Elmer MPF-44B mpu KoMHATHO# TeMmepaType M MOCTOSHHOM NEPEeMeIIHBa-
HHH pacTBopa. JlmuHer BoH Bo3OyskaeHus u dayopecuenunn 350 v u 430 M cootBeT-
cTBeHHO. TTOMH3NEKTPOIMTHBIE MHKPOKAIICY 1Bl MIOIYYAIH METOAOM HOOUYCPEAHOM a1cops-
LIMH NPOTHBOMOJIONKHO 3aPsDKCHHBIX MOMHICKTPOANTOB noauctHposcyashonara (IMCC) u
nommanmunavusa (ITAA) sa yactuust CaCO, nnn Guomunepansusie sapa CaCO./Genok.

PesyabraTsl v 00cyKaeHHe

BrtroucHne (hrryOpECUCHTHBIX MOJICKYJT B MOTHYICKTPOTHTHBIC MUKPOKAICY Tl MOKHO
TPOHM3BOAHUTE HCTIOCPCACTBCHHO BHCCCHHCM PacTBOpa KPacHTC/IA B BOAHYIO CYCICH3HIO
Kancyn1, HIH MpeIBAPHTENIBHO, Ha CTAZnH (OPMHPOBAHMS OOOTOUKH. 3arpyska Karcyit
(‘])Il_\’OpeCLleHTHHMH HHAUKATOPaMH, YVBCTBHTC/IBHBIMH K ONPEACICHHBIM HOHAM H MOJIEKY-
Jlam, BCACT K CO3JaHHIO XCMOCCHCOPOB, a X KOM6HHZIL[H)I Cc OHOIOTHYCCKUMHU KOMITOHCH-
Tamu, HanpuMep, PpepmeHTamu - GuoceHcopoB. Takim 00pa3oM, Ha OCHOBE MOTHIICKTPO-
JIMTHBIX MHKPOKAIICYJ1 BO3MOYKHO KOHCTPYHPOBATh GHOCCHCOPSBI AUTsl OMPEACTICHHUS Pa3iny-
HBIX MCTabOIHTOB.

B BoaHOI cpeAe ¢ MOMMIICKTPOIHTHBIMHE MHKpoKancyaamu npu pH nmke 5,0-5.1 BBe-
JACHMC 30HAA B HC“OHB3)'CMOf‘i KOHLCHTPALMK HE NMPHUBOAMIIO K €ro CBCUCHHIO, T.C. MOJICKY~
bl 30H/1A HE BKIIOYAINCH B MOJMAICKTPOMTHTHbIC Kommnekchl. [Ipu uzvmenennn pH pactso-
pa BBIMIC YKA3aHHBIX 3HAUCHUH mosiBasiack QuyopecucHuus (puc. 1A), HHTCHCHBHOCTBH
KOTOPOTO YBEIHIHBATIOCH C pocToM 3HaueHui pH (puc. 1B).
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Puc. 1. A. Criektp (WyoPocucnm TMA-DPH (2,0 x 10 °M) B BOHOM PACTBOPE MOTHIICKTPOTHTHBIX

Mukpokancy (5.0 x 10°, 7 cioes) comepiammx ypeasy. pH pacteopa 8.0, A1HHA BOMHBI BO30YKICHHS

350 mm; b. Kunernka BrmoueHna (ayopecuentroro 30012 TMA-DPH B NOIHIIEKTPOTHTHBIC MHK-

poxancysi ¢ unciom cioes 7 npu pH 5,7 (1), pH 8,5 (3) u pH 7.2 (2). Turp Muxpoxancyx —2, 0 x 10°

B M1 Komnentpamus somma — 5 % 107 M. CTpeakaMu yKa3aHbl MOMCHTBI BBEICHHS MHKPOKAICY I
M 30H71a COOTBCTCTBCHHO. JTHHA BOIHBI BO30Y #ACHHS — 350 1y, (yiyopecucHimu — 430 By

DTy 0COOCHHOCTh B MOBCACHHH MOICKYJ 30HAA MBI HCIIONb30BATH AT PETHCTPALHH
n3MeHeHnst pH cpeisl B pe3yabTaTe peakiii MOUCBHHBI C YPeas3oH, HHKANCY THPOBAHHOH B
MOAM3IEKTPOIMTHBIC Mukpoxancyasl. Ha puc. 1B npeacrasieHa KMHETHKA POCTA HHTCH-
CHBHOCTH (DITyOPECLICHLIMH 30H/1a B BOAHOH CPE/E C MOJH3NCKTPOIUTHBIMH MHKPOKANICy 1a-
MH, B KOTOPHIE 3aKTIOUCHBI MOJICKY/bI YPeasbl, MPH A00ABICHHH MOYCBHHBI PA3THIHON
KOHLlCHTpaJ.IHH, MOHCK)',‘ILI pra.'JbI BCT}’l'Ial'OT B pCaKL[I/IIO c )10‘lCBHHOﬁ B p(. AbTATC KOTO-
POii MPOMCXOAMT 3aiienauHBaHue Cpeibl uuKkyOauuu. [MoceaHee NPUBOANT, NO-BHAMMOMY,
K BCTPAHBAHHIO MOJICKYJI 30H1a B rHAPO(OOHBIC 00,1aCTH MOINIICKTPOIHTHEIX MHKPOKA-
CYII, B pe3y/IbTaTe KOTOPOH HAOMIOAACTCs VBEIHYEHHE HHTCHCHBHOCTH (DIIyOpPECLEHIHH.
Jlns onpeaeneHus 3aBUCHUMOCTH MHTEHCHBHOCTH (ayopecuenunn TMA-DPH B BogHoM
PacTBOPE ¢ MHKPOKAMNCY1aMH, 3Ha4cHHC pH pacTBOpa H3MCHSIM BBCACHHCM COOTBCTCTBY-
romero kommaccTsa NaOH u3 0,01M u peructpuposamu duyopecucHio. O1HOBPEMECHHO
Ha pH metpe peructpuposanu 3uaueHne pH pacteopa npu Tex e kommuectsax NaOH.

Kaxk crieayer 13 npuBeACHHOTO HA pHC. 2, KpHBasi perucTpaLmy H3veHerns pH pacteopa ¢
TOMOLUBIO THAPO(GOGHOrO 30HAa, AHATOTHYHA H3MEPSHHOMN € MOMOLLBIO CTEK/ISIHHOTO IEKTPO-
2. MOKHO TPEATIONIOKHTb, UTO MPEIAraMBlil CIocod MOKET ObITh HCIIONB30BAH, HAMPHMED.
Jutst onpeaencHust pH 0HO# ceHCOPHOH MHKpOKANCy10i. BO3MOMNKHOCTD BKIIOUCHHS Pa3THY-
HBIX BELICCTB B MOJHICKTPOINTHBIC MHKPOKAINCY Il HCTIOMB3YIOTCS B KAYECTBE CCHCOPHBIX
CHCTEM /11 OIIPEACTICHHSI HU3KOMOJICKY IPHBIX BELIECTB B MHOTOKOMIIOHCHTHBIX cpeax [14].

Buocencops! Ha OCHOBE (hTyOPCCLICHIMH CTAHOBSTCS BAXKHBIMH HHCTPYMCHTAMH COBPCMCH-
HOM OMOMOTHH, MO3BOMSIS OCYIICCTBIATh MOHMTOPHHI OHONOTHHYCCKHX MPOLICCCOB B JKMBBIX
KJICTKaxX B peanbHOM BpeMeHH. LIIMpokuii accOpTHMEHT opraHivecKkux kpacurenei ¢ pH-3asu-
CHMBIMH ONTHYCCKMMH CBOHCTBaMH joctynieH At pH monuTopuHra ¢ nomoupio duyopec-
LICHTHOH MHKPOCKOITHH HJIH APYTHX METO/IOB, OCHOBAHHBIX Ha (h1yOpeCLCHIMH KIETOK [ 15, 16].
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min min

Puc. 2. A. Kpusas pocta pH B BOHOM pacTBOpe noauanekrpoauthbix kancya (IMCC-TTA, 7 cnoes,

5,0  10°) ¢ BKIIOUCHHBIMH MOJEKYIAMH YPEassl OCHE A00aBkH MouesHHbl | MM, (3anuch caetana

Ha pH metpe); b. Kpusas pocra uHTeHCHBHOCTH (pryvopecueHumn 3oH1a TMA-DPH (2,0 MxM)

B BOTHOM PACTBOpE TOMHTEKTpoTHTHEIX Kancy ([ICC-TTA, 7 croes, 5.0 x 10°) ¢ BiOuEHHBIME

MOJICKYIAMH Ypeassl mociae J00aBku MoueBHHbl 1MM. (3anuch caenaHa Ha ()IyOpHMETPE OJHOBpE-
MEHHO C 3aNHChi0 Ha pH MeTpe 00pasia 0HOTO H TOTO K¢ NPHIOTOBICHHS

PaGota BeimonHeHa mpu (uHAHCOBOH Toaaepkke Kommrera Hayksm MummcTepcTsa
obpazosanus 1 Hayku PecnyGnnku Kazaxcran (npoext AP05134201).
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BHOIPA®HA

S, Sronsunk E.A., paGoTaro B 061aCTH GHOTCXHOIOTHH U CIICLHATH3HPYIOCh HA XHMH-
YECKHX M OMOTOrHYCCKHX MPOLCCCOB, MPOTCKAIMX B MPHPO/C H B XKMBBIX OPraHM3MAaXx.
PaGorato goucHrom ®TBOY BO Tynbckuii rocy1apeTseHHbIN yauBepeutet, ropoa Tyia.
Kananzaar 6uonornueckux Hayk ¢ 2014 roga. O61acTh MOMX HAy4HbIX HHTCPECOB BKIIKOUA-
€T HMCCIeIOBAHHE MEXaHH3MOB B3aMMO/ICHCTBHS PACTHTETbHBIX TOTH(EHOIOB C  THITHIHBI-
MH MEMOpaHaMH, CTPYKTYPHBIMH BekaMu.

DETERMINATION OF pH MEDIUM BY FLUORESCENCE
OF HYDROPHOBIC PROBE INCLUDED IN POLYELECTROLYTE
MICROCAPSULES

E.A. Yagohik', M.G. Fomkina’, E.A. Zamyatina®, N.O. Appazov’,
S.Zh. Ibadullayeva®, Yu.A. Kim*

"Tula State University, Tula, Russia, yea_88@mail.ru
*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics of the Russian Academy of Sciences,
Pushchino, Moscow Region, Russia, sonyorul 62@gmail.com
*Korkyt Ata Kyzylorda State University, Kyzplorda, Kazakhstan, salt_i@mail.ru
*Institute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow region,
Russia, yukOI@rambler.ru

Summary. Optical pH sensors based on photoluminescence measurement have great
advantages in biotechnology and biomedicine. A method for measuring the pH of a medium
using molecules of a hydrophobic fluorescent probe incorporated into layers of polyelectro-
Iyte microcapsules is proposed. Polyelectrolyte microcapsules from oppositely charged
polyelectrolytes contained urease molecules.
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