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Изучены характеристики биосенсоров на основе печатных электродов, содержащих глюкозооксида-
зу, алкогольоксидазу, лактатоксидазу и смесь глюкозооксидазы и γ-амилазы. Ферменты были иммо-
билизованы в проводящий гидрогель на основе поперечно-сшитого бычьего сывороточного альбумина,
модифицированный углеродными нанотрубками. Биосенсоры применили для определения содержа-
ния глюкозы, этанола, молочной кислоты и крахмала в бродильных средах. Определены аналитические
и метрологические характеристики этих биосенсоров. Диапазон определяемых разработанной систе-
мой биосенсоров концентраций глюкозы, этилового спирта, лактата и крахмала составил 0.1–2.7, 1–27,
0.02–73 мМ и 0.6–21 г/л соответственно. Проведен анализ образцов алкогольной и кисломолочной
продукции, кваса и бродильной массы. Статистический анализ полученных результатов показал, что
значения содержаний глюкозы, этанола, молочной кислоты и крахмала, определенные с помощью
биосенсоров и полученные референтными методами, различались между собой незначимо. Разрабо-
танный набор биосенсоров, основанных на специфически подобранных ферментах, может эффек-
тивно использоваться для контроля биотехнологических процессов как альтернативный классиче-
ским аналитическим методам.
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Для предприятий, связанных с биотехнологи-
ческой отраслью, особенно важен постоянный
контроль хода производственных процессов. В
связи с этим проблема проведения комплексного
многокомпонентного анализа проб становится ак-
туальной. Такой анализ связан, как правило, с
применением различных методов аналитической
химии [1]. Так, получение основных продуктов
питания включает различного вида процессы фер-
ментации и брожения, поэтому контроль содержа-
ния крахмала, глюкозы, этанола и молочной кис-
лоты, как их основных субстратов и продуктов со-
ставляет неотъемлемую часть производственного
процесса. В настоящее время определение содер-
жания крахмала проводят различными оптически-
ми методами (поляриметрическим и фотометри-
ческим), требующим отделения из раствора всех
оптически активных компонентов, в том числе
белков [1]. Для определения содержания молоч-

ной кислоты используется спектрофотометриче-
ский метод или метод капиллярного электрофо-
реза, этилового спирта – газовая хроматография,
а глюкозы – жидкостная хроматография, капил-
лярный электрофорез, поляриметрический метод
или метод иодометрического титрования [2]. Эти
методы могут эффективно применяться для кон-
троля качества готовой продукции, но не могут
быть использованы для экспресс-анализа фермен-
тационных и бродильных сред. Они являются до-
вольно дорогостоящими, должны обслуживаться
квалифицированными специалистами, и часто
требуют предварительной обработки образца, что
приводит к увеличению времени и значительных
затрат на анализ. В связи с этим представляется ак-
туальной разработка простого и недорогого метода
контроля многих процессов получения полезных
продуктов, в том числе бродильных.

УДК [606+543.94+.553.8]/663.252.4
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Для выполнения такого анализа могут быть
использованы электрохимические биосенсоры
на основе электродов, изготовленных методом
трафаретной печати (печатных электродов). Эти
электроды миниатюрны, многофункциональны
и могут выпускаться высоким тиражом. Преиму-
щества этой технологии производства позволили
ферментным биосенсорам на основе печатных
электродов (глюкометрам) стать приборами ин-
дивидуального пользования и доминировать на
рынке биосенсоров [3]. Адаптация технологии тра-
фаретной печати к нуждам биосенсорного ана-
лиза дала возможность нанесения биологиче-
ского и вспомогательных компонентов на по-
верхность электрода прямо в процессе его
производства, что привело к созданию недоро-
гих одноразовых датчиков, характеризующихся
в процессе анализа воспроизводимыми резуль-
татами [4]. Используя в качестве биораспознаю-
щего элемента ферменты, можно определять со-
держание различных компонентов в смеси с исполь-
зованием единого измерительного аналитического
оборудования [5].

Практически все описанные в литературе био-
сенсоры для определения глюкозы, этилового
спирта и лактата разрабатывались с целью приме-
нения в области здравоохранения, в связи с этим
их отличительной особенностью является узкий (в
пределах биологических значений) диапазон опре-
деляемых концентраций [5–7]. Сложность состава
биотехнологических сред диктует необходимость
разработки многоканальной аналитической си-
стемы, позволяющей одновременно определять в
смеси содержание нескольких компонентов [8, 9].
В работе [10] описана система амперометрических
биосенсоров, которые могут проводить одновремен-
ное селективное определение содержания глюкозы и
лактата. Были предприняты попытки использовать
проточно-инжекционную систему, включавшую
электрод, содержащий иммобилизованные глю-
козооксидазу и лактатоксидазу, для последова-
тельного определения содержания глюкозы и лак-
тата, образующиеся в ходе молочнокислого броже-
ния [11]. В работе [12] описана система биосенсоров
для одновременного обнаружения глюкозы, лакта-
та, глутамата и глутамина. Показана возможность
создания системы печатных электродов, модифи-
цированных берлинской лазурью, для одновре-
менного определения глюкозы, этанола, лактата и
крахмала [13]. Описанные системы представляли
собой электроды, основанные на детекции перок-
сида водорода или восстановленной формы синте-
тического медиатора.

Современный подход в разработке биосенсор-
ных систем, в частности на основе печатных
электродов (3 поколение биосенсоров), включает
регистрацию аналитического сигнала, формирую-
щегося в результате прямого переноса электронов с
активного центра фермента на электрод [14]. Дан-

ный подход позволяет обойтись без определения
концентрации одного из субстратов или продук-
тов ферментативной реакции и использования
медиаторов электронного транспорта, что суще-
ственно снижает мешающее влияние примесей в
многокомпонентных системах. Такой подход спосо-
бен существенно повысить чувствительность анали-
за [15]. Известен ряд работ по созданию биосенсо-
ров на основе глюкозооксидазы и наноматериа-
лов [16–20]. Так, разработан сенсор на основе
одностенных углеродных нанотрубок, ковалентно
иммобилизованных с аминопроизводными флави-
надениндинуклеотида (ФАД-NH2) на поверхности
золотого электрода [16]. В работе [17] показан пря-
мой перенос электронов, который обеспечивался
путем иммобилизации глюкозооксидазы в систе-
ме углеродные нанотрубки/хитозан. В работе [18]
описан лактатный биосенсор на основе графито-
вых печатных электродов, модифицированных
платиновыми наночастицами и углеродными
нановолокнами, помещенными на пленку хло-
рида полидиаллилдиметилдиаммония. В одной
из последних работ по разработке лактатного
биосенсора [19] лактатоксидазу ковалентно им-
мобилизовали на гибридном наноматериале, со-
держащем наночастицы золота и графитизированные
нанотрубки. Показана возможность применения
биосенсора на основе многослойных углеродных на-
нотрубок, золотых наночастиц и пленки из нейтраль-
ного красного для определения этанола [20].

Однако необходимо отметить, что работы по
применению биосенсоров на основе печатных
электродов и наноматериалов для анализа других
компонентов, кроме глюкозы, носят разрознен-
ный характер. Исследования в области биосенсо-
ров, описанные выше, прежде всего, направлены
на обнаружение одного конкретного вещества.
Простота и малое время анализа, являющиеся пре-
имуществами биосенсоров, в полной мере прояв-
ляют себя при объединении нескольких биосенсо-
ров в единую аналитическую систему, способную
одновременно определять содержание нескольких
компонентов в бродильных средах. Именно эта за-
дача, традиционно сложная для физико-химиче-
ских методов анализа, может быть успешно реше-
на с использованием биосенсоров.

Цель работы – изучение характеристик биосен-
соров, содержащих печатные электроды, модифи-
цированные углеродными нанотрубками, и спе-
цифически подобранные ферменты, которые
можно рассматривать как удобный и надежный
инструмент для оперативного анализа содержания
глюкозы, этанола, молочной кислоты и крахмала в
продуктах биотехнологических производств.

МЕТОДИКА
Ферментные препараты. Для модификации

графитовых печатных электродов использовали
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коммерчески доступные препараты оксидоредук-
таз: глюкозооксидазы (ГО) из Aspergillus niger
(“Sigma-Aldrich”, США), алкогольоксидазы (АО)
из Pichia pastoris (“Sigma-Aldrich”, США) и лакта-
токсидазы (ЛО) из Pediococcus sp. (“Sigma-Aldrich”,
США). В состав модифицированного печатного
электрода для определения концентрации крах-
мала входила смесь двух ферментов: ГО и γ-ами-
лазы (Ам) (“Sigma-Aldrich”, США).

Модификация печатных электродов ферроце-
ном и ферментами. В работе использовали графи-
товые печатные электроды (ГПЭ) (ООО “Ру-
сенс”, Россия), выполненные по трехэлектрод-
ной схеме. На поверхность рабочего электрода
наносили 1 мкл раствора 2 мг/мл ферроцена (Фц)
(“Sigma-Aldrich”, США) в ацетоне (“Экрос”, Рос-
сия) и оставляли до полного высыхания. В мик-
ропробирку помещали 7 мг бычьего сывороточно-
го альбумина (БСА, “BioWest”, Франция), 100 мкл
33 мМ натрий-калий-фосфатного буфера, рН 6.8,
и перемешивали. К полученному раствору добав-
ляли 10 мкл раствора 100 мг/мл фермента (актив-
ность раствора ГО составляла 15 Е/мл, раствора
АО – 17.6, ЛО – 10, Ам – 30 Е/мл), перемешивали
и добавляли 15 мкл 25%-ного раствора глутарово-
го альдегида (“Panreac Química S.L.U.”, Испа-
ния). После краткого перемешивания 3 мкл полу-
ченной смеси быстро переносили на электрод.
Время полимеризации составляло 60 мин. Моди-
фицированные печатные электроды перед ис-
пользованием промывали в буферном растворе в
течение 5 мин.

Модификация печатных электродов ОСУНТ и
ферментами. Модификацию проводили анало-
гично созданию электродов с ферроценом и фер-
ментами, но вместо раствора ферроцена на элек-
трод наносили 2 мкл 0.5%-ной суспензии одно-
стенных углеродных нанотрубок (ОСУНТ) (ООО
“Углерод Чг”, Россия). Длина углеродных нано-
трубок составляла 1–10 мкм, средний диаметр 1.5 нм,
внешняя удельная поверхность была равна 450 м2/г.
Суспензию углеродных нанотрубок получали в
деионизированной воде и оставляли до полного
высыхания. Количество ОСУНТ, которое нано-
сили на электрод, было выбрано на основании
изучения оптимизации смеси для модификации
электрода, проведенного ранее [15]. Полученные
электроды хранили при температуре 4°С.

Проведение биосенсорных измерений. Для реги-
страции сигнала использовали потенциостат Em-
Stat (“PalmSens”, Нидерланды). Рабочий потен-
циал для электрода с ферроценом составлял +0.25 В,
для электрода с ОСУНТ-0.45. В качестве электро-
да сравнения служил хлоридсеребряный элек-
трод. Измерения проводили в 33 мМ натрий-ка-
лий-фосфатном буфере, рН 6.8, в кювете объемом 4 мл
при перемешивании магнитной мешалкой (“Эк-
рос”, Россия) со скоростью 200 об./мин. Амплиту-

ду изменения силы тока, проходящего через ра-
бочий электрод, измеренную от момента добав-
ления субстрата до достижения наибольшего
уровня, принимали в качестве аналитического
сигнала (ответа биосенсора). После каждого из-
мерения электрод промывали буферным раство-
ром в течение 1–2 мин.

Изучение процессов переноса электронов мето-
дом циклической вольтамперометрии. Вольтампе-
рометрические измерения проводили в 33 мМ на-
трий-калий-фосфатном буфере, рН 6.8, в бескис-
лородной среде. Кислород удаляли из буферного
раствора барботированием аргоном в течение 10 мин
в кювете перед измерением и во время проведе-
ния измерений. Режим циклических вольтампе-
рограмм получали с использованием гальванопотен-
циостата Экотест-ВА (“Эконикс-Эксперт”, Россия).
Диапазон потенциалов составлял –0.8–0.8 В, ско-
рость развертки потенциала изменяли в пределах
от 10 до 100 мВ/с.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ).
На печатные электроды напыляли тонкий слой
платиново-углеродной смеси в вакуумно-напы-
лительной установке JEE-4X (“JEOL”, Япония).
Электронно-микроскопический анализ проводи-
ли с помощью сканирующего электронного мик-
роскопа JSM-6510 LV (“JEOL”, Япония) в режиме
высокого вакуума при регистрации вторичных
электронов.

Определение содержания молочной кислоты,
глюкозы и крахмала методом капиллярного элек-
трофореза. Измерения проводили с использова-
нием системы капиллярного электрофореза Ка-
пель-104Т (“Люмэкс”, Россия) с отрицательной
полярностью высокого напряжения, оснащенной
кварцевым капилляром (внутренний диаметр 50 мкм,
эффективная длина 65 и полная длина 75 см) и фо-
тометрическим детектором, позволяющим про-
водить измерения при 254 нм. Перед анализом
пробы фильтровали через мембрану (“Millipore”,
США). Аналитическим сигналом являлась пло-
щадь пика. При определении содержания крах-
мала проводили предварительный гидролиз ана-
лизируемого образца. Для этого его нагревали на
водяной бане в 1.2%-ной соляной кислоте в тече-
ние 15 мин, осаждали белковые вещества, от-
фильтровывали и проводили анализ, как описано
выше.

Определение содержания этилового спирта методом
газовой хроматографии. Содержание этилового спир-
та определяли методом газожидкостной хроматогра-
фии (ГХ) на хроматографе “Кристал-5000.2" (ЗАО
СКБ "Хроматэк”, Россия) с использованием пла-
менно-ионизационного детектора и капиллярной
колонки DB-FFAP (50 м × 0.32 мм × 0.50 мкм)
(“Agilent”, США). Условия анализа были следую-
щие: температура термостата колонки составляла
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70, испарителя – 200, детектора – 250°С, скорость
потока газа-носителя (гелия) – 0.10 дм3/ч.

Модельный процесс брожения и получение сбро-
женной массы. Пшеничную муку суспендировали
в теплой дистиллированной воде и нагревали до
90°C. В полученную массу добавляли фермент-
ный препарат Termamyl (“Novozymes A/S”, Да-
ния), и инкубировали смесь в течение 2 ч в термо-
стате при перемешивании. Затем реакционную
массу охлаждали до 60°C и добавляли фермент-
ный препарат SAN Super 360L (“Novozymes A/S”,
Дания), инкубировали в термостате в течение 2 ч
при перемешивании. После этого смесь охлажда-
ли до 30°C, добавляли к ней дрожжевой препарат
(“SuperStart”, Россия) и инкубировали в течение
70 ч для брожения. При этом через 2, 4, 8, 12, 24 и
48 ч после начала процесса отбирали пробы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка системы модифицированных печат-
ных электродов. В предшествующей работе была
показана возможность создания печатного элек-
трода, содержащего ГО и одностенные углерод-
ные нанотрубки, с прямым переносом электронов
при окислении глюкозы [15]. В настоящей работе
рассмотрена возможность создания системы био-
сенсоров на основе ферментных печатных электро-
дов, модифицированных ОСУНТ, для определе-
ния глюкозы, этанола, лактата и крахмала. При
создании печатных электродов для обнаружения
глюкозы, лактата и этанола были использованы
ферменты подкласса оксидаз. В качестве основы
биосенсора для определения содержания глюкозы
использовали ГО, которая обладает абсолютной
специфичностью по отношению к β-D-глюкозе и
катализирует реакцию ее окисления до глюконо-
лактона (рис. 1). Для создания биосенсора, чув-
ствительного к этанолу, печатные электроды моди-
фицировали АО. Она не обладает такой селектив-
ностью, как ГО, по отношению к своему субстрату,
но по сравнению с другим ферментом – алкогольде-
гидрогеназой, активно использующимся при созда-
нии биосенсоров, АО упрощает процедуру проведе-
ния измерений, так как не требует добавления в си-
стему кофактора, который не может быть
иммобилизован. Содержание лактата в данной
работе предлагалось определять с помощью пе-
чатных электродов, модифицированных ЛО. Для
определения содержания крахмала были созданы
печатные электроды, модифицированные сме-
сью двух ферментов: Ам и ГО. Под действием Ам
происходит отщепление β-глюкозы от не редуци-
рующего конца амилозы и амилопектина крахма-
ла и расщепление α-1,4, α-1,6 и α-1,3-гликозид-
ных связей. Образующаяся в результате гидроли-
за глюкоза окисляется на электроде ГО до
глюконолактона.

Ранее была показана возможность создания си-
стемы биосенсоров на основе печатных электро-
дов, модифицированных берлинской лазурью и
содержащих описанные выше ферменты для опре-
деления содержания глюкозы, этанола, молочной
кислоты и крахмала в бродильных средах [13].
Описанная система сенсоров была основана на
косвенной детекции анализируемых веществ за
счет определения выделяющегося в ходе фермен-
тативной реакции пероксида водорода. Использо-
вание ферментных биосенсоров на основе электро-
дов, модифицированных углеродными нанотруб-
ками, позволила существенно повысить точность и
надежность анализа вследствие прямой детекции
происходящей ферментативной реакции (рис. 1).
В качестве сравнения для изучения эффективно-
сти электродов на основе прямого переноса были
использованы медиаторные электроды, модифи-
цированные ферроценом. Ферроцен является од-
ним из наиболее широко используемых медиато-
ров электронного транспорта и обладает высокой
обратимостью окислительно-восстановительных
процессов [21–23].

Для иммобилизации ферментов был исполь-
зован метод капсулирования в мембрану белка,
поперечно-сшитого БСА. На рис. 2 представлены
микрофотографии поверхности разработанных
электродов на различных этапах модификации,
полученные методом СЭМ.

Используемый графитовый рабочий электрод
обладал высокоразвитой поверхностью (рис. 2а),
что обеспечивало большую площадь контакта
фермента и проводящего геля с графитовым ма-
териалом поверхности и позволяло добиться вы-
сокой чувствительности разработанных печатных
электродов. При этом для иммобилизации при-
меняли матрицу на основе БСА, которая прочно
удерживала биоматериал наноматериалом вслед-
ствие связывания молекул ферментов с БСА глу-
таровым альдегидом с образованием оснований
Шиффа. После модификации матрицы фермен-
том и ОСУНТ (рис. 2б, 2в) наблюдалось равно-
мерное распределение в ней нанотрубок, прони-
зывающих мембрану по всему объему. Таким обра-
зом, это значительно облегчало перенос электронов
от фермента на электрод. Сформированная белко-
вая матрица, содержащая ферроцен, равномерно
покрывала поверхность рабочего электрода (рис. 2г).
Получаемая после сшивания молекул БСА глута-
ровым альдегидом структура имела поры, размер
которых был сопоставим с размерами используе-
мых ферментов [24] и не препятствовал диффузии
субстратов и метаболитов, что положительно ска-
зывалось на характеристиках биосенсора [25, 26].

Благодаря использованию разработанной тех-
нологии, модифицированные печатные электро-
ды характеризовались высокой воспроизводимо-
стью при изготовлении. Стандартное отклонение
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серии ответов на одинаковые концентрации ана-
литов биосенсоров с электродами на основе раз-
ных партий не превышало 10%.

После модификации электрода гидрогелем ко-
валентно-сшитого БСА с ОСУНТ на цикличе-
ских вольтамперограммах (ЦВА) печатных элек-
тродов в диапазоне потенциалов от –0.8 до 0.8 В
(рис. 3) наблюдалось увеличение электропровод-
ности (зависимости “а” и “б” на рис. 3), при этом
отсутствовали явно различимые окислительно-
восстановительные пики, что свидетельствовало

об электрохимически неактивных соединениях в
выбранном диапазоне потенциалов. На ЦВА элек-
трода, модифицированного смесью ГО и УНТ,
иммобилизованных в гидрогель БСА в буфере, на-
сыщенном аргоном, наблюдали появление пары
окислительно-восстановительных пиков, которые
указывали на присутствие в системе электроактив-
ной формы фермента (зависимость “в” на рис. 3).

Анодный пик проявлялся при потенциале Epa  =
= –450 мВ, а катодный – при Epc = –500 мВ. Раз-

Рис. 1. Схема разработанной системы биосенсоров: 1 – подложка, 2 – графитовый вспомогательный электрод, 3 –
хлоридсеребряный электрод сравнения, 4 – графитовый рабочий электрод, модифицированный ферментом (для об-
наружения глюкозы используется глюкозооксидаза), 5 – изолятор, 6 – контакты, 7 – потенциостат, 8 – персональный
компьютер, 9 – рабочий электрод, модифицированный смесью глюкозооксидазы и амилазы, 10 – рабочий электрод,
модифицированный алкогольоксидазой, 11 – рабочий электрод, модифицированный лактатоксидазой. На графике
приведено изменение сигнала биосенсора после добавления субстрата.
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деление пиков (ΔEp) составило 50 мВ. Получен-
ные значения анодного и катодного пиков для
данного модифицированного печатного электро-
да хорошо согласовывались с электрохимиче-
ским поведением ГО в нейтральных средах [15] и
позволяли предположить, что в этих условиях ко-
фермент фермента, ФАД, способен обратимо
восстанавливаться до ФАД · H2. Добавление глю-
козы в систему увеличивало концентрацию ФАД · Н2
на поверхности электрода (рис. 4), приводя к со-
кращению концентрации ФАД. При этом катод-
ный пик, соответствующий переходу ФАД в вос-
становленную форму ФАД · Н2, уменьшался, а
анодный пик, соответствующий обратной реак-
ции, увеличивался. Протекание этой реакции в
насыщенном аргоном буферном растворе свиде-
тельствовало о том, что переход ФАД · Н2 в окис-
ленную форму происходил без участия кислорода
или любого другого акцептора электронов, а вслед-
ствие прямого электронного переноса.

Определение механизма процессов, протека-
ющих на разработанных электродах, проведено в
соответствии с алгоритмом, описанным в работе
[15]. Показано, что процессы, происходящие на
всех разработанных электродах с УНТ, оказались
обратимыми и не осложненными сопутствующей
химической реакцией, что указывало на прямой пе-
ренос электронов между ФАД · H2 и электродом. Об-

ратимое окисление-восстановление ФАД · H2/ФАД
на поверхности ОСУНТ протекало под диффузи-
онным контролем. Константы скорости электро-
химического процесса составили: 0.006 с–1 (для

Рис. 2. СЭМ изображение поверхности графитового рабочего электрода (а), ОСУНТ, используемых для создания про-
водящей матрицы (б), поверхности графитового рабочего электрода после нанесения проводящей белковой матрицы
с УНТ (в) и поверхности графитового рабочего электрода после нанесения белковой матрицы с ферроценом (г).

(a) 10 μm (б) 1 μm

(в) 1 μm (г) 1 μm

Рис. 3. Циклические вольамперограммы, записанные
при скорости сканирования 50 мВ/с для пустого гра-
фитового печатного электрода (1), графитового пе-
чатного электрода, содержащего одностенные угле-
родные нанотрубки (2) и графитового печатного
электрода, содержащего глюкозооксидазу и одно-
стенные углеродные нанотрубки, помещенные в на-
сыщенный аргоном буферный раствор (3).
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электродов на основе ГО, и ГО с Ам), 0.005 с–1

(для электрода на основе ЛО) и 0.0007 с–1 (для
электрода на основе АО). Полученные константы
оказались несколько ниже, чем у аналогов на ос-
нове многостенных УНТ и высоко ориентиро-
ванных полианилиновых нанотрубок [27], однако
в целом позволяли предположить, что созданные
электроды обладали высокими аналитическими
характеристиками.

Определение характеристик системы биосенсо-
ров на основе разработанных печатных электродов.
Для оценки чувствительности созданных электро-

дов и диапазона определяемых ими концентраций
были построены градуировочные зависимости от-
ветов биосенсоров на основе разработанных пе-
чатных электродов от концентрации субстратов в
измерительной кювете. На рис. 5 представлены та-
кие зависимости для электродов на основе АО с
проводящим гелем на основе УНТ и ферроцена.
Остальные градуировочные зависимости имели
аналогичный вид и в работе не представлены.

Рецепторные элементы на основе ферментов
являются биорецепторами каталитического типа,
то есть биологический ответ в таких системах
обеспечивается ферментативными реакциями. Гра-
дуировочную зависимость, приведенную на рис. 4,
описывали уравнением типа Михаэлиса–Ментен:

(1)

где Rmax – максимальный ответ биосенсора, при
котором все молекулы фермента биорецепторно-
го элемента участвовали в образовании фермент-
субстратного комплекса; KM – эффективная кон-
станта Михаэлиса, численно равная концентрации
субстрата, при которой уровень ответа биосенсора
достигал половины максимального значения, [S] –
концентрация субстрата. Операционная стабиль-
ность показывала устойчивость ответа сенсора на
одну и ту же концентрацию субстрата при проведе-
нии большого числа последовательных измере-
ний и была тесно связана с метрологической харак-
теристикой сходимостью (повторяемостью).

В табл. 1 представлены характеристики биосен-
соров на основе полученных модифицированных
печатных электродов. Таким образом, углеродные
нанотрубки в различной степени влияли на харак-
теристики модифицированных сенсоров, однако в
большинстве случаев значительно улучшали чув-

[ ]
=

+
max

M

[ ] ,R SR
K SРис. 4. Циклические вольатмперограммы биосенсора

на основе глюкозооксидазы и углеродных нанотру-
бок, иммобилизованных на поверхности графитово-
го печатного электрода при добавлении 0.5 (1), 1 (2),
1.5 (3) и 2 мМ (4) глюкозы при отсутствии кислоро-
да; увеличение концентрации глюкозы обозначено
стрелкой.
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ствительность и рабочий диапазон определяемых
концентраций по сравнению с аналогом на основе
медиатора ферроцена. При взаимодействии нано-
трубок с АО сродство фермента к этиловому спир-
ту ухудшалось, что вызывало расширение рабочего
диапазона в сторону больших концентраций и
снижение чувствительности в ~3 раза. Данный
факт можно объяснить нестабильностью конфор-
мации фермента при взаимодействии с УНТ [28].

Важно отметить, что разработанная система
биосенсоров по аналитическим и метрологиче-
ским характеристикам не только не уступала ми-
ровым аналогам [6, 7, 29], но и частично превос-
ходила их. Так, она обладала более широким диа-
пазоном определяемых концентраций глюкозы,
лактата и крахмала по сравнению с описанными
прототипами [29, 30]. Характеристики биосенсо-
ров для определения глюкозы и лактата превосхо-
дили аналогичные параметры для биосенсоров
без прямого переноса [13]. Разработанная система
биосенсоров в отличие от известных аналогов поз-
воляла проводить совместное селективное опреде-

ление содержания крахмала, глюкозы, лактата и
этанола в бродильных средах.

Анализ биотехнологической продукции и бро-
дильной массы. Для апробации разработанной си-
стемы биосенсоров на основе проводящего геля с
УНТ были использованы продукты, полученные
в процессе ферментативного брожения. Они
включали алкогольную и кисломолочную про-
дукцию, квас, бродильную массу, отобранную на
разных стадиях протекания процесса брожения
при получении этилового спирта. В каждой серии
анализов определяли содержание глюкозы, лакта-
та, этилового спирта или крахмала биосенсорным
и референтными методами. В качестве референт-
ных методов были использованы газовая хромато-
графия и капиллярный электрофорез. Результаты
определения содержания этилового спирта различ-
ными методами представлены на рис. 6. Для анали-
за других компонентов графики имели аналогич-
ный вид. Коэффициенты корреляции для анализа
глюкозы, молочной кислоты и крахмала составили,
соответственно: 0.9985, 0.9989 и 0.9965.

Таблица 1. Основные характеристики ферментных биосенсоров на основе модифицированных печатных элек-
тродов
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Глюкоза Коэффициент чувствительности, нА дм3/ммоль 1700 ± 100 85 ± 5 – 310 ± 8

Диапазон определяемых концентраций, ммоль/дм3 0.1–2.7 0.75–2.5 0.3–20 0.05–1.1

Операционная стабильность, % 4.1 2.2 2.3 3

Длительность одиночного измерения, мин 1 1 – 1

Лактат Коэффициент чувствительности, нА дм3/ммоль 30 ± 1 10.1 ± 0.8 – 11.7 ± 0.5

Диапазон определяемых концентраций, ммоль/дм3 0.02–73 0.15 - 61 0.08–1 1–53

Операционная стабильность, % 4.6 2.8 5.4 13

Длительность одиночного измерения, мин 1 1 – 1

Этиловый 
спирт

Коэффициент чувствительности, нА дм3/ммоль 17 ± 1 60 ± 5 – 480 ± 10

Диапазон определяемых концентраций, ммоль/дм3 1–27 0.6–6.9 0.04–2.5 0.09–0.9

Операционная стабильность, % 3.3 3.9 4.2 2

Длительность одиночного измерения, мин 1 1 – 1–2

Крахмал Коэффициент чувствительности, нА дм3/мг 30 ± 1 1.01 ± 0.09 – 640 ± 20

Диапазон определяемых концентраций, мг/дм3 0.6–21 2–30 – 0.03–0.59

Операционная стабильность, % 3.5 5.4 – 6

Длительность одиночного измерения, мин 3 3 – 3
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В результате проведения статистического ана-
лиза результатов измерений с использованием
модифицированного теста Стьюдента оказалось,
что значения концентраций определяемых ве-
ществ, полученные с использованием системы
биосенсоров, разработанной на основе печатных
электродов, и референтными методами, различа-
лись незначимо. Печатные электроды в сочета-
нии с предложенным методом модификации
проводящим гидрогелем на основе УНТ позволя-
ли создавать биосенсоры с высокими аналитиче-
скими и метрологическими характеристиками,
которые могут применяться для определения со-
держания лактата, глюкозы и крахмала в бро-
дильных средах. Таким образом, показано, что
при модификации полученных трафаретной пе-
чатью электродов ферментами и проводящим
гидрогелем на основе поперечно-сшитого БСА и
одностенных углеродных нанотрубок были полу-
чены биосенсоры с высокими характеристиками,
частично превышающими описанные ранее. Мо-
дификация ОСУНТ вызывала эффект прямого
переноса электронов при окислении глюкозы,
лактата и этилового спирта. На основе получен-
ных электродов разработана система биосенсо-
ров для контроля биотехнологических процес-
сов. Диапазон определяемых ими концентраций
глюкозы, этилового спирта, лактата и крахмала
составил 0.1 – 2.7, 1 – 27, 0.02 – 73 мМ и 0.6 – 21 г/л
соответственно.

Проведено определение содержания компо-
нентов в алкогольной продукции и бродильной
массе с помощью системы биосенсоров на основе
разработанных печатных электродов, модифици-
рованных ферментами, и референтными метода-
ми. Полученные данные свидетельствовали о
том, что модифицированные печатные электро-

ды могут служить основой для создания биосен-
соров с высокими аналитическими и метрологи-
ческими характеристиками. Таким образом, приме-
нение для контроля биотехнологических процессов
системы биосенсоров на основе модифицированных
ферментами печатных электродов может рассматри-
ваться как альтернатива классическим аналитиче-
ским методам.

В настоящее время биосенсоры на основе пе-
чатных электродов широко используются только
для анализа глюкозы в крови и являются однора-
зовыми. Результаты, полученные в работе, позво-
лят расширить возможности их применения и
дать перспективу к развитию современной анали-
тической биотехнологии, а практическое внедре-
ние новых анализаторов – увеличить экономиче-
скую отдачу биотехнологических производств и
повысить их экологическую безопасность.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 17-74-10078).
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The characteristics of biosensors based on printed electrodes, glucose oxidase, alcohol oxidase, lactate oxi-
dase, and a mixture of glucose oxidase and γ-amylase were studied. The enzymes were immobilized in a con-
ductive hydrogel based on cross-linked bovine serum albumin modified with carbon nanotubes. Obtained bi-
osensors are applicable for the determination of glucose, ethanol, lactate and starch in fermentation media.
Analytical and metrological characteristics of these biosensors were determined. The detection range of glu-
cose, ethanol, lactate and starch was 0.1–2.7, 1–27, 0.02–73 mM and 0.6–21 g/L respectively. The analysis
of samples of alcoholic and fermented milk products was conducted. Statistical analysis of the results showed
that the values of glucose, ethanol, lactic acid and starch content determined using biosensors and using ref-
erence methods, differ from each other insignificantly. The developed set of biosensors can be effectively used
to control biotechnological processes as an alternative to classical analytical methods.

Keywords: biosensors, printed electrodes, enzymes, carbon nanotubes, direct electron transfer, biotechnolog-
ical processes, multi-component analysis
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