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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы  

Создание сенсорных систем для определения биологически активных ве-

ществ в объектах окружающей среды, растительном сырье, продуктах питания, 

косметических и медицинских препаратах, биологических жидкостях является на 

сегодняшний день одной из самых динамично развивающихся областей биоанали-

тической химии. 

По сравнению с традиционными аналитическими методами перспективность 

применения сенсорных устройств в практике химического анализа обусловлена та-

кими их преимуществами, как экспрессность, экономичность, методическая про-

стота, отсутствие необходимости привлечения высококвалифицированного персо-

нала.  

 В научной литературе существующие сенсоры разделяют на две группы: фи-

зические (реагирующие на физические параметры измеряемой среды: давление, 

температуру, и т.д.) и химические (реагирующие на изменение качественного и ко-

личественного состава образца). В номенклатуре Международного союза по теоре-

тической и прикладной химии (ИЮПАК) дано следующее определение биосенсо-

ра: «Биосенсор – это устройство, которое основано на биохимических реакциях с 

участием ферментов, антител, ДНК, органоидов или целых клеток, для определе-

ния химических соединений».  

 Наличие в устройстве специфических биологических компонентов перечис-

ленных выше и некоторых других позволяет селективно определять актуальные 

аналиты в сложной по составу смеси, не прибегая к использованию вспомогатель-

ных реагентов, предварительному концентрированию и т. д. 

Существующие ферментативные сенсоры как правило основаны на электро-

химической регистрации аналитического сигнала и позволяют успешно определять 

органические соединения многих классов, в то время как созданию и развитию 

биосенсорных систем с оптическим (спектрофотометрическим и флуориметриче-

ским) детектированием уделяется меньшее внимание.  

При создании сенсорных устройств используют ферменты, которые катализи-

руют превращение либо только одного какого-то соединения (примеры таких узко 
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специфических ферментов крайне малочисленны), либо ряда близких по свойствам 

веществ.  

На сегодняшний день наибольший практический интерес представляют фер-

менты, которые обдают достаточно широкой групповой специфичностью к разным 

по свойствам и строению соединениям. Таким  ферментов является пероксидаза из 

корней хрена. Этот хорошо изученный коммерческий препарат занимает особую 

нишу в биоаналитической химии. К субстратам-восстановителям пероксидазы от-

носятся амины, фенольные соединения и некоторые другие вещества, а в роли суб-

стратов-окислителей могут выступать пероксиды различного строения.  

К первым относятся многие важнейшие экотоксиканты, антиоксиданты при-

родного и промышленного назначения, витамины, основные действующие веще-

ства лекарственных препаратов; вторые могут исполнять роль маркеров качества 

пищевых, медицинских и косметических продуктов, являются фармацевтическим 

сырьем. Кроме того, как субстраты-восстановители, так и субстраты-окислители 

пероксидазы относятся к важнейшим маркерам различных социально-значимых 

заболеваний. Определение всех перечисленных классов соединений  ˗ важная зада-

ча химического анализа.  

Основное требование, предъявляемое к любым химическим сенсорным си-

стемам, заключается в том, что отклик их чувствительного слоя должен быть про-

порционален концентрации определяемого соединения (или нескольких соедине-

ний при их групповом определении). При этом компоненты матрицы анализируе-

мого образца не должны оказывать влияние на результаты измерения аналитиче-

ского сигнала. Однако, реальные объекты, которые, как правило, представляют 

наибольший аналитический интерес, имеют матрицы сложного, порой изменяюще-

гося состава (например, растительное сырье, биологические жидкости), в том числе 

нерастворимые в воде (в частности, многие лекарственные вещества, косметиче-

ские и медицинские препараты, пищевые продукты и т.д.). Компоненты этих мат-

риц могут не только влиять на точность результатов измерения, но и значительно 

затруднять процедуру анализа. В связи с этим при анализе реальных объектов воз-

никает потребность дополнительной подготовки проб к анализу с использованием 

токсичных или агрессивных органических растворителей, трудоемких стадий 
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фильтрования и/или разделения, что существенно увеличивает время анализа, а 

также погрешность результатов измерений.  

Перспективный подход к решению поставленных проблем заключается в со-

здании сенсорных систем, основанных на формировании и измерении оптического 

(спектрофотометрического или флуоресцентного) сигнала не в анализируемом рас-

творе, а непосредственно в чувствительном (распознающем) слое сенсорного 

устройства. В этой области автором настоящей работы в течение последних 15 лет 

получены оригинальные результаты, и есть все основания полагать, что внедрение 

оптических сенсорных систем нового типа в аналитическую практику позволит 

расширить возможности ферментативных методов и химического анализа в целом. 

Цель работы состоит в создании новых универсальных оптических сенсор-

ных устройств, схем анализа, индикаторных систем на основе пероксидазы для 

определения органических биологически активных веществ в объектах различного 

происхождения со сложными, неизвестного состава матрицами без предваритель-

ной или минимальной подготовки проб к анализу. 

Для достижения поставленной цели требовалось решить следующие задачи: 

 создать высокоактивный, оптически прозрачный, однородный по структуре и 

размерам биочувствительный (распознающий) слой на основе комплексов пе-

роксидазы из корней хрена с полиэлектролитами, стабильный как при хране-

нии, так и в процессе эксплуатации в водных и водно-органических средах – 

основу спектрофотометрических и флуоресцентных сенсорных систем для 

определения биологически активных соединений (фенольных соединений, пе-

роксидов различного строения, фенотиазинов); 

 в целях создания сенсорных систем для определения биологически активных 

веществ – субстратов пероксидазы, разработать оптическое сенсорное устрой-

ство на основе биочувствительного слоя пероксидаза – хитозан; предложить 

схемы проведения анализа и регистрации аналитического сигнала (спектрофо-

тометрического и/или флуоресцентного) непосредственно в распознающем 

слое, адаптированные под серийные спектрофотометры и флуориметры;  

 предложить оригинальные твердофазные спектрофотометрические и флуорес-

центные индикаторные реакции для определения фенольных соединений, пе-

роксидов и фенотиазинов в водных, водно-органических и мицеллярных средах 
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в целях проведения анализа в объектах с матрицей сложного состава (в том 

числе нерастворимой в воде) без предварительной (или минимальной) пробо-

подготовки;  

 на основе созданных спектрофотометрического и флуоресцентного сенсорных 

устройств и предложенных индикаторных реакций разработать методики опре-

деления фенольных соединений, пероксидов и фенотиазинов и продемонстри-

ровать их аналитические возможности в анализе разных по природе и составу 

объектов. 

Научная новизна работы заключается в следующем: 

- В результате целенаправленного подбора природы полимеров – различных по-

лисахаридов, рН, ионной силы и природы буферного раствора, детального изу-

чения их многофакторного влияния на свойства пероксидазы из корней хрена 

нами создан однородный по своей структуре и размерам комплекс этого фер-

мента с хитозаном. Отличительными особенностями комплекса являются чрез-

вычайно высокая каталитическая активность (в два раза большая по сравнению с 

нативным биокатализатором), а также стабильность как при хранении, так и в 

процессе эксплуатации в водных и водно-органических средах. 

- Предложено сенсорное устройство на основе оптически прозрачного биочув-

ствительного слоя пероксидаза – хитозан, закрепленного на кварцевой стеклян-

ной пластинке, способное функционировать в водных, водно-органических и 

мицеллярных средах.  

- Разработаны оригинальные схемы проведения анализа и твердофазной реги-

страции аналитического сигнала непосредственно в биораспознающем слое, 

адаптированные под серийные спектрофотометры и флуориметры в целях со-

здания оптических сенсорных систем для определения актуальных аналитов – 

субстратов пероксидазы.  

- Предложена твердофазная спектрофотометрическая индикаторная реакция, ос-

нованная на взаимодействии хитозана с продуктом ферментативного окисления 

фенольного соединения – хиноном по механизму присоединения Михаэля, поз-

воляющая определять фенольные соединения и пероксиды различного строения 

(на уровне их микромолярных содержаний) в водных, водно-органических и ми-

целлярных средах, в том числе в непрозрачных и неоднородных растворах. 



9 
 

- Разработана спектрофотометрическая индикаторная реакция для высокочув-

ствительного и селективного определения некоторых соединений фенотиазиного 

ряда в водно-органических экстрактах и плазме крови без предварительной до-

полнительной подготовки проб к анализу по их специфическому активирующе-

му действию (эффекту субстрат-субстратной активации)  на скорость реакции 

окисления о-дианизидина пероксидом водорода в присутствии пероксидазы. 

- Предложены твердофазные флуоресцентные индикаторные реакции, основанные 

на взаимодействии продуктов пероксидазного окисления фенольных соединений 

с хитозаном, меченным флуоресцентной меткой изотиоцианатом родамина Б по 

уменьшению интенсивности флуоресценции – косвенное определение; дерива-

тизации продуктов ферментативного окисления фенольных соединений о-

фенилендиамином, этилендиамином для прямого определения фенольных со-

единений и пероксидов в водных, водно-органических и мицеллярных средах, в 

том числе в непрозрачных и неоднородных растворах, объектах со сложной из-

меняющейся матрицей (биологических жидкостях). 

Практическая значимость работы состоит в следующем: 

- Создано оптическое сенсорное устройство, основанное на формировании и из-

мерении спектрофотометрического или флуоресцентного сигнала не в анализи-

руемом растворе, а в чувствительном слое пероксидаза-хитозан, способное 

функционировать в водных, водно-органических и мицеллярных средах; а также 

анализировать непрозрачные и неоднородные растворы, объекты со сложной 

изменяющейся матрицей (биологические жидкости) без предварительной (или 

минимальной) пробоподготовки. 

- Разработаны методики определения водорастворимых (фенола, гидрохинона, 

пирокатехина, пирогаллола, резорцина) и ограниченно растворимых в воде фе-

нольных соединений (кверцетина, рутина, эскулетина);  а также пероксида водо-

рода, мочевины, бензоилпероксида, 2-бутанонпероксида и трет-

бутилгидропероксида на уровне их концентраций 10-1000 мкМ с использовани-

ем твердофазной спектрофотометрической индикаторной реакции, основанной 

на взаимодействии хитозана с продуктом ферментативного окисления феноль-

ного соединения – хиноном по механизму присоединения Михаэля. 
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- Предложены методики высокочувствительного и селективного определения не-

которых соединений фенотиазиного ряда (промазина, хлорпромазина и три-

фторперазина) в диапазонах их концентраций 0,02 – 0,1; 0,05 – 0,4; 0,09 – 0,7 

мкМ в водно-органических экстрактах и плазме крови без предварительной до-

полнительной подготовки проб к анализу по их специфическому активирующе-

му действию (эффекту субстрат-субстратной активации) на реакцию окисления 

о-дианизидина пероксидом водорода в присутствии пероксидазы.  

- Разработаны методики определения дигидроксифенолов (пирокатехина, резор-

цина, гидрохинона) и катехоламинов (допамина, адреналина) в диапазоне их 

концентраций 0,5 – 25 мкМ и 5 – 150 мкМ, соответственно, с использованием 

флуоресцентной сенсорной системы на основе пероксидазы, иммобилизованной 

в пленке хитозана, меченного флуоресцентной меткой (косвенное определение). 

- Разработаны методики определения замещенных о-дигидроксифенольных со-

единений – катехоламинов (допамина, адреналина) и их метаболитов (гомовани-

линовой и ванилилминдальной кислот) в диапазонах их концентраций 0,1 – 5 

мкМ и 5 – 250 нМ, соответственно, на основе прямой флуоресцентной сенсорной 

системы в присутсвии о-фенилендиамина, иммобилизованного в пленке хитоза-

на. 

- Предложены методики определения пероксида мочевины, 2-бутанонпероксида, 

бензоилпероксида и трет-бутилгидропероксида на уровне их концентраций 10 

– 2500 мкМ с использованием косвенной и прямой флуоресцентных сенсорных 

систем на основе биочувствительного слоя пероксидаза-хитозан. 

Положения, выносимые на защиту: 

- Подходы к созданию высокоактивных, однородных по структуре и размерам 

комплексов пероксидазы с полиэлектролитами, стабильных при хранении и в 

процессе эксплуатации в водных, водно-органических и мицеллярных средах 

как основы оптических сенсорных систем для определения биологически актив-

ных соединений – субстратов пероксидазы.  

- Принципы создания универсальных сенсорных устройств на примере комплекса 

пероксидаза-хитозан, адаптированных под различное серийное оборудование – 

спектрофотометры и флуориметры, основанных на формировании и измерении 



11 
 

аналитического сигнала оптическими методами не в анализируемом растворе, а 

в биочувствительном (распознающем) слое. 

- Твердофазные спектрофотометрические и флуоресцентные индикаторные реак-

ции для определения субстратов пероксидазы - фенольных соединений, перок-

сидов различного строения, фенотиазинов в водных, водно-органических и ми-

целлярных средах, в том числе в непрозрачных и неоднородных растворах, со 

сложной изменяющейся матрицей (биологических жидкостях); подходы к их 

разработке.  

- Способы повышения чувствительности, расширения круга определяемых ве-

ществ и анализируемых объектов в результате детального подбора состава вод-

но-органического или мицеллярного раствора реакционной смеси – создания ди-

зайна среды.  

- Методики определения фенольных соединений различного строения, неоргани-

ческих и органических пероксидов, фенотиазинов и результаты их апробации в 

анализе косметических, фармацевтических, пищевых объектов с матрицами 

сложного состава (мутными, окрашенными, нерастворимыми в водных раство-

рах), биологических жидкостях без предварительной (или минимальной) подго-

товки проб к анализу. 
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ГЛАВА 1. ПЕРОКСИДАЗА В САМОСОБИРАЮЩЕМСЯ КОМПЛЕКСЕ 

С ХИТОЗАНОМ КАК ОСНОВА БИОРАСПОЗНАЮЩЕГО СЛОЯ  

ОПТИЧЕСКОЙ СЕНСОРНОЙ СИСТЕМЫ 

На настоящий момент времени пероксидаза из корней хрена один из самых 

активно используемых ферментов в практическом химическом анализе, она ката-

лизирует окисление широкого спектра органических соединений пероксидом водо-

рода. Пероксидазы (КФ 1.11.1.Х) относятся к ферментам класса оксидоредуктаз и 

катализируют окисление широкого спектра субстратов в присутствии пероксида 

водорода и других пероксидов. Молекулярная масса ферментов этого типа колеб-

лется от 17 до 84 кДа, а длина полипептидной цепи – от 153 до 753 аминокислот-

ных остатков. Пероксидаза хрена имеет молекулярную массу около 44173.9 Да и 

включает от 203 до 308 аминокислотных остатков в зависимости от природы изо-

фермента, которые образуют третичную структуру с двумя доменами (большим и 

малым). Фермент имеет размер белковой глобулы равный 50 А [1]. Белковая гло-

була обычно образована 10–11 α-спиралями, β-складки либо отсутствуют, либо 

представлены слабо. В большинстве случаев в молекуле различают два структур-

ных домена, между которыми в гидрофобном кармане расположена простетическая 

группа – гем (комплекс железа с протопорфирином IX) (рис. 1). 

 

Рис 1. Схематичное изображение структуры пероксидазы 

из корней хрена С1. 
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Пероксидазный цикл включает связывание фермента и молекулы пероксида 

с образованием комплекса {железо-пероксид} и его последующим переходом в так 

называемое соединение I. Восстановление соединения I фенольным соединением 

приводит к образованию соединения II. А восстановление соединения II к образо-

ванию исходной формы фермента. Образовавшийся феноксильный радикал пере-

ходит в хинон или полимеризуется. 

P + H2O2 → соединение I + H2O 

соединение I + AH → соединение II + A 

соединение II + AH → P + A 

где P (E-FeIII) – пероксидаза хрена, соединение I (+.E-FeIV=O) и соединение II  

 (+EH-FeIV=O) – два спектроскопически и кинетически различимых интермедиата, 

АH и А – второй субстрат и соответствующий ему радикал [1, 2]. 

Однако ее еще более широкое применение ограничено недостаточной спе-

цифичностью и чувствительностью к ряду субстратов на фоне матриц сложного 

состава, влиянием последних на каталитическую активность биокатализатора, что 

приводит к искажениям результатов анализа, а также малой стабильностью натив-

ного фермента и низкой эффективностью биокатализа в органических средах при 

определении биологически активных соединений  в мало-  или нерастворимых в 

воде объектах [2]. 

В течение трех последних десятилетий интерес исследователей к поиску 

подходов к осуществлению ферментативного катализа в средах органических рас-

творителей неуклонно растет [2–5]. Следует отметить, что в системах неполярных 

(гидрофобных) растворителей, практически не влияющих на структуру белков, 

ферменты, как правило, сохраняют каталитически активную конформацию [6, 7] и 

стабильны [8, 9]. В присутствии полярных органических растворителей вследствие 

денатурации белковой глобулы биокатализаторы частично или полностью теряют 

каталитическую активность [10, 11]. Среди приемов, рекомендуемых для повыше-

ния устойчивости биокатализаторов к этому типу инактивации, можно отметить 

следующие: иммобилизация ферментов на твердых носителях [12], замена амино-

кислотных остатков белка [13, 14], его ковалентная модификация низкомолекуляр-
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ными реагентами [15, 16] и полимерами [17,18]. Однако ни один из этих способов 

стабилизации биокатализаторов не позволяет сохранить их высокую каталитиче-

скую активность в широком диапазоне содержаний полярных органических рас-

творителей.   

Перспективным подходом ранее (до работ авторов) не использованным в хи-

мическом анализе к преодолению указанных проблем является включение биокатали-

заторов в самособирающиеся структуры полиэлектролитов. Достоинством комплек-

сов фермент−полиэлектролит, образованных за счет неспецифических электроста-

тических взаимодействий, является то, что физико-химические свойства комплекса 

и кинетические параметры катализируемых им реакций можно моделировать, из-

меняя их соотношение в смеси для иммобилизации, условия формирования ком-

плекса (природу буферных растворов, рН, ионную силу и т.д.) [19, 20].  

Следует отметить, что способ включения фермента в самособирающиеся 

комплексы отличается универсальностью, простотой применяемых методик, обес-

печивает равномерное распределение биокатализатора в объеме носителя, что поз-

воляет получить стабильные иммобилизованные препараты с хорошо воспроизво-

димыми характеристиками [18, 19]. Такие системы легко формируются, оптически 

прозрачны и удобны для дальнейшего применения в химическом анализе, в том 

числе в составе сенсорных структур. Образование нековалентных комплексов 

между полиионами является на сегодняшний день наиболее простым путем фор-

мирования структур как нано- (водорастворимые коньюгаты, наночастицы), так и 

микроскопических (физические гели, пленки) размеров [20]. Последующее их за-

крепление на твердых носителях (оптических стеклах, тест-полосках, пластинках и 

т.д.) приводит к значительному улучшению механических свойств ферментных 

препаратов, и служит основой для конструирования биосенсоров [21].  

Природные полисахариды являются одними из наиболее распространенных 

полимеров, которые используются для формирования нековалентных комплексов с 

ферментами. Повышенное внимание к этому типу полиэлектролитов обусловлен не 

только их способностью образовывать комплексы с белками, но универсальной 

биосовместимостью с биологическими катализаторами различной природы [22, 

23]. Варьируя химическую природу, молекулярную массу полисахаридов, исполь-

зуя их различные производные, меняя соотношение полимеров-фермент, можно 
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получать препараты с оптимальными для каждого белка характеристиками в целях 

их дальнейшего применения в аналитической практике и биотехнологических про-

цессах. 

Таким образом, появляются возможности создания высокоактивных и ста-

бильных ферментативных систем с заданными свойствами (чувствительностью и 

селективностью) для решения конкретных аналитических задач. 

На основании вышесказанного целью этой главы работы являлось создание 

как основы оптических сенсорных систем для определения биологически активных 

соединений – субстратов пероксидазы высокоактивных, однородных по структуре 

и размерам комплексов пероксидазы с полиэлектролитами, стабильных при хране-

нии и в процессе эксплуатации в водных и водно-органических средах. 

1.1 Обоснование выбора природы полисахарида для иммобилизации перокси-

дазы в целях создания оптических сенсорных систем 

Как известно, комплексы катионной пероксидазы с анионными, неионоген-

ными и катионными полиэлектролитами могут образовываться в результате раз-

личных типов взаимодействий: электростатических, ван-дер-ваальсовых, гидро-

фобных соответственно. Кроме того, в случае катионных полимеров ассоциация 

последних с ферментами может происходить за счет солевых ионных связей  [24]. 

При выяснении влияния природы полиэлектролитов на физико-химические 

свойства пероксидазы нами были изучены природные и полуприродные полисаха-

риды трех различных типов: анионные – карбоксиметилцеллюлоза и альгинат 

кальция, неионогенные – агароза, β-циклодекстрин и крахмал, а также катионный – 

хитозан [2, 25].  

Активность и стабильность пероксидазы в их присутствии контролировали 

по скорости индикаторной реакции окисления пероксидом водорода о-

дианизидина  [25, 26]. Несмотря на различную природу и тип полисахаридов, все 

они оказывали активирующее действие (22±4 %) на скорость пероксидазного пре-

вращения органического субстрата [27]. Этот факт может быть объяснен стабили-

зацией низких концентраций ферментов в водных растворах в результате их сорб-

ции на полимерах, в следствие которой наблюдается кажущееся увеличение актив-

ности биокатализатора [22, 25]. 
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При этом стабильность препаратов пероксидазы значительно зависела от ти-

па полимера. Комплексы фермента с анионными и неионогенными полисахарида-

ми, которые формируются за счет электростатических и Ван-дер-ваальсовых взаи-

модействий, теряли более чем 50 % от их первоначальной активности в среднем за 

3 и 6 месяцев соответственно. Наибольшую стабильность  пероксидаза проявляла в 

присутствии катионного полимера - хитозана (в течение полутора лет), что чрезвы-

чайно важно для дальнейшего аналитического применения ферментных препаратов 

в химическом анализе, в том числе в составе сенсорных устройств (рис. 2) [25, 27]. 

 

Рис. 2. Продолжительность (t, дни) сохранения не менее 50% активности (от 

начальной) препаратами пероксидазы в присутствии различных полисахаридов (1- 

хитозан, 2 – карбоксиметилцеллюлоза, 3 – крахмал, 4 – циклодекстрин, 5 – агароза, 

6 –альгинат кальция). 

Хитозан - природный полисахарид обладает высоким сродством к белкам, 

особенно к ферментам, хорошей сорбционной способностью. Его часто применяют 

в качестве носителя для иммобилизации биомолекул разными способами: кова-

лентным и нековалентным связыванием, капсулированием, включением в гели и 

т.д. Этому способствуют такие его свойства, как биосовместимость, низкая ток-

сичность, химическая инертность, способность образовывать пленки, гели, мем-

браны; механическая прочность, высокая проницаемость по отношению к воде, 

гидрофильность [28]. Хитозан является перспективной матрицей для создания оп-

тических сенсоров, поскольку не поглощает в ближней УФ и видимой областях 

спектра [29, 30]. Наличие реакционно-способных аминогрупп в составе полимера, 
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как это будет показано ниже, позволяет регулировать чувствительность и селек-

тивность пероксидазы к ряду органических субстратов, например фенолам различ-

ного строения [25]. 

С химической точки зрения, хитозан представляет собой полимер c большим 

числом свободных аминогрупп (рис. 3). Его получают в результате деацилирования 

природного полисахарида хитина [31, 32].  

 

 

Рис. 3. Структурная формула хитозана. 

Хитозан хорошо растворяется в слабокислых средах, в частности, в разбав-

ленных растворах органических (муравьиной, уксусной) и некоторых минеральных 

(например, соляной) кислот, в которых аминогруппы полимера переходят в иони-

зованное и гидратированное состояние (схема 1) [31]: 

 

 

Схема 1.  Реакция протонирования-депротонирования хитозана. 

Неорганические кислоты используют для растворения хитозана только при 

определенном значении рН при длительном нагревании и встряхивании [31]. Так, 

азотная кислота растворяет хитозан, но со временем при стоянии раствора из него 

выпадает белый осадок соли. Соляная кислота растворяет полимер после часового 

нагревания и встряхивания. В органических кислотах хитозан растворяется в более 

мягких условиях. Процесс растворения хитозана в растворах многоосновных кис-

лот (серной, фосфорной, щавелевой) сопровождается межмолекулярной или внут-
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римолекулярной сшивкой хитозановых цепей за счет связывания протонированных 

аминогрупп хитозана многозарядными анионами кислот [32].  

Причем по мере увеличения концентрации кислоты степень сшивки хитозана 

возрастает; он претерпевает различные физические изменения, такие, например, 

как переход от наночастиц к макроагломератам. В классических растворителях, та-

ких как вода, органические растворители, щелочи, хитозан нерастворим. Константа 

(рКа) кислотной диссоциации хитозана составляет примерно 6,5 [32], таким обра-

зом, хитозан является слабым полимерным основанием. 

Однако сочетание высокой стабильности и каталитической активности фер-

мента в составе комплекса с полиэлектролитами достигается только в результате 

детального изучения и оптимизации условий его образования, а именно содержа-

ния полисахарида в смеси для иммобилизации фермента, его молекулярной массы 

(ММ), рН, ионной силы и природы буферного раствора. 

В связи с этим одной из целей исследования являлось выяснение влияния на 

каталитическую активность и стабильность пероксидазы хитозанов с различными 

молекулярными массами; оптимизация условий образования комплекса пероксида-

за-хитозан; а также сравнение кинетических параметров индикаторной реакции 

окисления о-дианизидина пероксидом водорода, катализируемой нативной перок-

сидазой и в составе комплекса с хитозаном. Следует отметить, что столь детально-

го изучения условий формирования самособирающихся структур на основе хито-

зана с ферментами не проводились, все полученные результаты являются новыми и 

оригинальными. 

 

1.2. Влияние хитозанов с различными молекулярными массами  

на каталитическую активность и стабильность пероксидазы 

В исследовании был использован коммерческий препарат хитозана марки 

(Sigma-50494, США) со средней молекулярной массой (ММ) 150 кДа и степенью 

деацилирования 85 мас. %. Более низкомолекулярные полимеры (со средними ММ 

5, 10, 25 кДа) были предоставлены Центром «Биоинжененрия» РАН.  

Для контроля активности фермента в качестве индикаторной была использо-

вана реакция окисления пероксидом водорода о-дианизидина в водных растворах и  

в средах полярных органических растворителей (этанола, ацетонитрила, в том чис-
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ле диметилсульфоксида (ДМСО) - наиболее эффективного ингибитора каталитиче-

ской активности пероксидазы). Кинетика и механизм этой реакции хорошо изуче-

ны [33 − 35]. Кроме того, в реакциях пероксидазного окисления ароматических ди-

аминов каталитическая активность фермента наиболее чувствительна к действию 

ДМСО [36, 37], что представляет особый интерес при изучении устойчивости пе-

роксидазы хрена в присутствии хитозана в водно-органических средах.  

В спектре поглощения продуктов пероксидазного окисления о-дианизидина 

наблюдаются три максимума, которые соответствуют 386, 455 и 704 нм. Согласно 

литературным данным как ферментативное, так и неферментативное окисление о-

дианизидина при значениях рН, близких к нейтральным, протекает по схеме 2: 

   

Схема 2. Механизм окисления о-дианизидина [33]. 

Стабильным продуктом пероксидазного окисления о-дианизидина является 

бис-азобифенил, образующийся в результате конденсации двух молекул хинонди-

имина и имеющий коричневую окраску (соединение 3; max 453 − 475 нм) (схема 2). 

Установлено также [34], что окисление о-дианизидина протекает через образование 

промежуточного соединения зеленого цвета, которому приписана мерихиноидная 

структура (max 386 и 704 нм) [35]. Согласно литературным данным хинондиимин 

обратимо взаимодействует с о-дианизидином с образованием комплекса с перено-

сом заряда, который довольно чувствителен к изменению рН реакционной среды и 

концентраций компонентов [34]. 
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В результате изучения влияния хитозанов с различными молекулярными мас-

сами (ММ) на каталитическую активность пероксидазы из корней хрена было по-

казано, что все хитозаны со средними ММ 5, 10, 25 и 150 кДа при их различных 

содержаниях в реакционной смеси (0,01 − 10 и 0,001 − 0,05 мас. % соответственно) 

оказывают активирующее действие на пероксидазу, которое зависит как от моле-

кулярной массы полимера, так и от его содержания в реакционной смеси [25]. 

 

 

Рис. 4. Зависимость степени активации (А,%) пероксидазы от средней молекуляр-

ной массы (ММ, кДа) и содержания (Схитозана, мас. %) хитозана в реакционной сме-

си (0,05 М фталатный буферный раствор, рН 5,0; концентрации (на этом и после-

дующих рисунках): пероксидазы – 0,1 нМ, о-Д – 10 мкМ, пероксида водорода – 80 

мкМ); ММ хитозана, кДа: 1 – 5; 2 – 10; 3 – 25; 4 – 150.  

 

Было установлено, что наибольшим активирующим действием на пероксида-

зу обладает 0,1 мас. % раствор хитозана со средней ММ 10 кДа (рис. 4). Степень 

активирования пероксидазы рассчитывали по формуле [27]: 

А,% ={ (tgхитозан − tgo)/ tgo }100,          
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где tgo и tgхитозан – тангенсы углов наклона начальных прямолинейных участков ки-

нетических кривых ферментативной реакции в отсутствие и в присутствии полиса-

харида соответственно. 

Полученные препараты пероксидазы с хитозанами со средними ММ 5, 10, 25 

и 150 кДа хранили при 40С и контролировали их активность до тех пор, пока она 

сохранялась на уровне не менее 50 % от первоначальной (рис. 5) [2].  

 

Рис. 5. Продолжительность (t, дни) сохранения не менее 50 % активности (от 

начальной) препаратами пероксидазы в присутствии хитозанов с различными ММ 

(кДа) и содержаниями (мас. %) в реакционной смеси; ММ хитозана, кДа: 1 – 5; 2 – 

10; 3 – 25; 4 – 150.  

Как видно из приведенных данных, стабильность ферментных препаратов в 

присутствии низкомолекулярных хитозанов (со средними ММ 5, 10 и 25 кДа) по-

вышалась с возрастанием ММ полисахарида и его процентного содержания в смеси 

для иммобилизации; наибольшей стабильностью (50 % первоначальной активности 

сохранялись в течение 120 дней) характеризовался образец, полученный при ис-

пользовании 10 мас. % хитозана с ММ 25 кДа [2]. Однако максимальной стабиль-

ностью отличался препарат пероксидазы, связанной с высокомолекулярным (ММ 

150 кДа) 0,001 мас. % хитозаном: фермент сохранял не менее 50% первоначальной 

активности в течение 550 дней. 
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Следующим этапом работы являлось выяснение природы взаимодействия пе-

роксидазы с хитозаном; изучение зависимости активности пероксидазы от содер-

жания хитозана, рН, ионной силы и природы буферного раствора; выяснение оп-

тимальных условия формирования высокоактивного и стабильного самособираю-

щего комплекса в водных и водно-органических средах, исследование причин его 

активирующего действия на фермент; а также оценка перспективности и целесооб-

разность его использования в химическом анализе. Ранее такие исследования не 

проводились. 

В качестве модельного полисахарида был выбран хитозан с ММ 150 кДа, по-

скольку именно этот препарат коммерчески доступен, а его строение и свойства 

хорошо охарактеризованы различными физико-химическими методами [38]; кроме 

того, при иммобилизации в присутствии именно этого полисахарида пероксидаза 

из корней хрена стабильна в течение наиболее длительного времени. Все вышепе-

речисленные факторы указывают на перспективность применения указанного по-

лисахарида в дальнейшем в аналитической практике при разработке методик и со-

здании биосенсорных систем для определения биологически активных субстратов 

пероксидазы в различных средах. 

 

1.3 Влияние рН, ионной силы и природы буферного раствора  

на каталитическую активность комплекса пероксидаза-хитозан 

Было предположено, что активирующее действие хитозанов на пероксидазу 

обусловлено, очевидно, образованием самособирающегося комплекса ферментом и 

полисахаридом, более каталитически активного, чем нативный биокатализатор. 

Формирование комплексов пероксидазы хрена с синтетическим полимером поли(5-

аминодисульфидом) салициловой кислоты [39], панкреатической рибонуклеазы с 

декстран-сульфатами разных молекулярных масс [40, 41], химотрипсина с анион-

ными синтетическими полиэлектролитами (полиглутамилом или сополимером эти-

лена и малеиновой кислоты) [41] и др. также приводило к повышению каталитиче-

ской активности ферментов. Аналогичное повышение активности таких фермен-

тов, как ксантиноксидаза и хитиназа, за счет образования ими комплексов с хито-

заном отмечено в работе [30].  
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Влияние рН, ионной силы и природы буферного раствора на каталитическую 

активность комплекса пероксидаза-хитозан было детально изучено в оптимальных 

условиях формирования нековалентных комплексов, образующихся в результате 

электростатических взаимодействий между полиионами. Такое исследование необ-

ходимо прежде всего в тех случаях, когда значения рКа полимера (рКа хитозана - 

6,3-6,5; он растворим только в протонированной форме [30, 31]) и изоэлектриче-

ской точки фермента (pI пероксидазы - 7,2 [32]) близки по значениям.  

Нами была изучена зависимость каталитической активности пероксидазы в 

реакции окисления о-дианизидина в присутствии 0,0005 − 0,01 мас. % хитозана от 

рН (4,4 − 6,2) и концентрации фталатного буферного раствора (0,05 − 0,2 М) (рис. 6 

а − в).  

В указанном диапазоне концентраций фталатного буферного раствора соче-

таются высокая каталитическая активность пероксидазы с хорошей воспроизводи-

мостью скорости ферментативного процесса. Выбор диапазона рН обусловлен, во-

первых, буферной емкостью фталатного буферного раствора [43], а, во-вторых, при 

значениях рН буферного раствора меньших 4,0 каталитическая активность перок-

сидазы резко снижается, а при рН больших 6,5 хитозан выпадает в осадок вслед-

ствие его перехода в депротонированную форму.  

Каталитическая активность пероксидазы в реакции окисления о-

дианизидина в присутствии 0,0005-0,01 мас. % хитозана с ММ 150 кДа оказалась 

максимальной в 0,05 М фталатном буферном растворе при рН 5,8-6,2 [2, 25]. Таким 

образом, активность комплекса максимальна в той области рН, в которой, судя по 

значениям рКа хитозана и точки электронейтральности пероксидазы, можно пред-

полагать наличие наибольшего количества противоположно заряженных групп пе-

роксидазы и хитозана, необходимых для формирования упорядоченного самосбо-

рочного комплекса фермент-полисахарид. 
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Рис. 6. Степень активирования пероксидазы при различных содержаниях хитозана, 

рН и концентрациях фталатного буферного раствора − 0,05 ( а), 0,1 (б) и 0,2 М (в).  
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При изучении влияния природы буферного раствора на свойства и условия 

формирования комплекса использовали помимо фталатного, 0,05 М фосфатный и 

цитратный буферные растворы с рН 5,8-6,2.   

В цитратном буферном растворе каталитическую активность пероксидазы не 

зависела от присутствия хитозана при  различных его содержаниях (0,0005-0,01 

мас. %) в реакционной смеси. В фосфатном буферном растворе хитозан активиро-

вал пероксидазу, но в меньшей степени, чем во фталатном буферном растворе. Бы-

ло предположено, что различия в действии полисахарида на каталитическую ак-

тивность фермента в зависимости от природы, рН и концентрации буферного рас-

твора может быть обусловлено либо изменением ионной силы реакционной смеси, 

заряда аниона, либо совместным действием этих двух факторов [30]. 

В целях установления причин влияния состава буферных растворов на ак-

тивность пероксидазы и выбора оптимальных условий формирования комплекса 

фермент-хитозан были изучены диаграммы распределения форм фталевой, фос-

форной и лимонной кислот, а также рассчитаны значения ионной силы соответ-

ствующих буферных растворов при рН 5,8. Последняя возрастает в ряду 0,05 М 

буферных растворов: фосфатный (I = 0,03 M), фталатный (I = 0,09 M), цитратный (I 

= 0,18 M). Причем ионная сила в 0,05 М цитратном буферном растворе всего в 1,5 

раза ниже, чем в 0,2 М фталатном буферном растворе с I = 0,27 M, при которой 

степень активирования пероксидазы хитозаном составляла более 60 %. Таким об-

разом, в выбранных составе среды и условиях формирования комплекса фермент-

полисахадид ионная сила не оказывает значительного влияния на каталитические 

свойства пероксидазы. 

Следует отметить, что согласно распределительным диаграммам, при рН 5,8 

около 7 % фосфорной и 80 % лимонной кислот находятся в виде двухзарядных 

ионов; при указанном значении рН такие ионы отсутствуют в случае фталевой кис-

лоты. По литературным данным [44] присутствие двухзарядных анионов кислот 

способствует сшивке молекул хитозана между собой, что, по-видимому, происхо-

дит в цитратном буферном растворе, в результате комплекс между молекулами 

фермента и полисахарида не образуется.  В фосфатном буферном растворе проте-

кают два конкурирующих процесса: взаимодействие пероксидазы с хитозаном и 
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взаимодействие хитозан-хитозан, что приводит к кажущемуся снижению каталити-

ческой активности фермента в присутствии полисахарида по сравнению с фталат-

ным буферным раствором.  

Каталитическая активность пероксидазы в реакции окисления о-

дианизидина в присутствии 0,0005-0,01 мас. % хитозана со средней ММ 150 кДа 

оказалась максимальной в 0,05 М фталатном буферном растворе при рН 5,8-6,2. 

Таким образом, активность комплекса максимальна в той области рН, которая 

близка к значениям рКа хитозана и точки электронейтральности пероксидазы. 

Не меньшее значение имело и содержание хитозана в системе. Наибольшую 

каталитическую активность (практически в два раза выше, чем у нативного фер-

мента) комплекс фермента с полисахаридом проявлял в 0,05 М фталатном буфер-

ном растворе при содержании высокомолекулярного хитозана в реакции 0,006-

0,009 мас. %. 

1.4. Подтверждение существования комплекса пероксидазы с хитозаном, при-

чины повышения каталитической активности фермента  в его составе 

Образование комплекса пероксидазы с хитозаном было подтверждено мето-

дом светодинамического рассеяния, который является на сегодняшний день одним 

из самых информативных методов для изучения распределения частиц по разме-

рам. Установлено, что при содержании хитозана 0,006 мас. %, при котором в усло-

виях 0,05 М фталатный буферный раствор с рН 5,8 скорость каталитического про-

цесса максимальна, преобладает фракция частиц хитозана с гидродинамическим 

радиусом (R, нм) 15 − 20 нм (рис. 7, кривая 1). При увеличении содержания хитоза-

на появляются более крупные его агломераты, значимой становится фракция с 

размером частиц 120 ─ 140 нм (рис. 7, кривая 2), при этом активирующий эффект 

полисахарида на пероксидазу снижался (рис. 8). 
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Рис. 7. Распределение частиц хитозана (0,006 (1) и 0,02 мас.% (2)) по размерам в 

0,05 М фталатном буферном растворе, рН 5,8. 

 

 

Рис. 8. Зависимость степени активирования (А,%) пероксидазы от содержания хи-

тозана с ММ 150 кДа (мас.%) в 0,05 М фталатном буферном растворе с рН 5,8.  
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 Последнее может быть обусловлено двумя факторами: меньшей эффективно-

стью электростатического взаимодействия с ферментом более крупных частиц хи-

тозана, образованных в результате его самопроизвольной межмолекулярной сшив-

ки; а также образованием более плотной полимерной оболочки вокруг пероксида-

зы, лимитирующей доступ субстратов к активному центру биокатализатора.   

В отсутствие хитозана средний размер частиц пероксидазы при ее концентра-

ции 0,1 − 100 нМ в 0,05 М фталатном буферном растворе с рН 5,8 составляет 4 − 6 

нм (рис. 9). Варьирование концентрации фермента в растворе не приводило к из-

менению среднего размера частиц пероксидазы.  

 

 

Рис. 9. Распределение частиц пероксидазы (0,1 нМ) по размерам в 0,05 М фталат-

ном буферном растворе с рН 5,8. 

При исследовании воспроизводимости однородности получаемых частиц по 

их среднему гидродинамическому радиусу было установлено, что в оптимальных 

условиях формирования комплекс пероксидазы с хитозаном представляют собой 

упорядочную структуру со средним размером частиц 22±3 нм [30]. 

Столь высокая однородность получаемых частиц на наноуровне свидетель-

ствует о перспективности их использования в дальнейшем для получения гомоген-
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ных и воспроизводимых биочувствительных поверхностей (пленок) как основы оп-

тических сенсорных систем. 

Как уже было отмечено выше, комплекс пероксидазы с хитозаном проявляет 

максимальную каталитическую активность в области рН близкой к изоэлектриче-

ской точке белка и полимера [30-32].  

Установлено, что даже полностью протонированный хитозан способен обра-

зовывать агрегаты с белком в результате образования водородных связей через 

аминогруппы и гидрофобных взаимодействий. Последние реализуются за счет 

присутствия в структуре хитозана N-ацетилгруппы в позиции С2 [25, 45]. Для вы-

явления природы связей между пероксидазой и полисахаридом изучили влияние на 

скорость пероксидазного окисления о-дианизидина в присутствии хитозана хлори-

да калия (в диапазоне его концентраций 0,01 − 0,1 М), поскольку известно, что 

сильные электролиты разрушают электростатические взаимодействия между поли-

ионами и не влияют на гидрофобные  [46, 47]. Предварительно было показано, что 

в отсутствие полисахарида хлорид калия в изученном интервале концентраций не 

оказывал влияния на скорость ферментативного процесса.  

 

Рис. 10. Зависимость степени активирования пероксидазы хитозаном (0,006 мас.%) 

от концентрации хлорида калия в 0,05 М фталатном буферном растворе с рН 5,8.  

При этом было выявлено, что степень активирующего действия хитозана на 

пероксидазу понижается по мере увеличения концентрации KCl в реакционной 
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смеси (рис. 10), что свидетельствуют о том, что активирующее действие хитозана 

обусловлено формированием комплекса полисахарида с пероксидазой посредством 

электростатических и/или Ван-дер-ваальсовых взаимодействий между полииона-

ми. 

В ряде работ было показано, что полиэлектролиты могут значительно изме-

нять такие кинетические характеристики ферментативных реакций, как каталити-

ческая константа kcat и наблюдаемая константа Михаэлиса КМ. Эти эффекты связа-

ны со сдвигом рН-зависимости активности ферментов, рКа их ионогенных групп, 

изменением локальной концентрации субстратов при взаимодействии с заряжен-

ной матрицей, стерическим блокированием фермента в результате образования им 

комплекса с полиэлектролитом и другими факторами [48].  

В связи с вышесказанным была детально изучена кинетика реакции перокси-

дазного окисления о-дианизидина пероксидом водорода в отсутствие и присут-

ствии хитозана. Кинетические параметры Vmax и КМ определяли методом линеари-

зации уравнения Михаэлиса-Ментен в двойных обратных координатах Лайнуиве-

ра-Берка [49]. Для обеспечения подчинения процесса пероксидазного окисления о-

дианизидина механизму Михаэлиса данные по стационарной кинетике получали 

при избытке одного из субстратов, то есть в условиях, когда ферментативную ре-

акцию можно рассматривать как односубстратную [50]. Все исследования прово-

дили в оптимальных условиях формирования высокоактивного комплекса - 0,05 М 

фталатном буферном растворе в диапазоне рН 4,5–6,0 при концентрации перокси-

дазы 0,1 нМ и содержании хитозана в реакционной смеси 0,002 – 0,008 мас.%. 

Удовлетворительная линеаризация полученных экспериментальных данных в ко-

ординатах Лайнуивера-Берка (рис. 11) является дополнительным свидетельством 

того, что в выбранных нами условиях механизм реакции пероксидазного окисления 

о-дианизидина подчиняется схеме Михаэлиса. 
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Рис. 11. Линеаризация в координатах Лайнуивера-Берка зависимости скорости пе-

роксидазного окисления о-дианизидина в отсутствие (1) и присутствии (2) 0,006 

мас. % хитозана в 0,05 М фталатном буферном растворе с рН 5,8. 

Кинетические параметры, рассчитанные из данных стационарной кинетики и 

полученные относительно пероксида водорода в интервале его концентраций 25 – 

200 мкМ в отсутствие и в присутствии хитозана, практически совпадают (табл. 1). 

Этот факт указывает на то, что электростатическое взаимодействие между фермен-

том и полисахаридом не влияет на превращение основного субстрата пероксидазы. 

Cравнительное изучение кинетических параметров по отношению к о-

дианизидину показало, что кажущиеся Vmax  и kcat индикаторной реакции, катализи-

руемой комплексом, почти в 1,5 раза выше, чем в случае катализа нативным фер-

ментом. Кроме того, кажущаяся константа Михаэлиса в присутствии хитозана не-

значительно понижается, а специфичность пероксидазы к о-дианизидину, характе-

ризуемая отношением kcat/КМ, повышается в 2 раза (табл. 2). Следовательно, акти-

вирующее действие хитозана на пероксидазу в изученной индикаторной реакции 

обусловлено влиянием полисахарида на присоединение и превращение второго 

субстрата пероксидазы о-дианизидина. 
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Таблица 1. Кинетические параметры по отношению к пероксиду водорода реакции 

окисления о-дианизидина, катализируемой нативной пероксидазой и комплексом 

пероксидаза−хитозан (концентрация пероксидазы 0,1 нМ, 0,05 М фталатный бу-

ферный раствор, рН 5,8) (n = 5, P = 0,95) 

Кинетические па-

раметры 

Схитозана в реакционной смеси, мас. % 

0 0,006 

КM, мкМ 52  ± 4 60  ± 6 

Vmax, нМ/с 91  ± 9 106  ± 12 

kcat ∙ 10-3, 1/с 0,9  ± 0,1 1,1  ± 0,1 

kcat/КМ, 1/с·мкМ 18 18  

 

Таблица 2. Кинетические параметры по отношению к субстрату-восстановителю 

о-дианизидину в реакции его окисления пероксидом водорода, катализируемой на-

тивной пероксидазой и комплексом пероксидаза−хитозан (концентрация перокси-

дазы 0,1 нМ, 0,05 М фталатный буферный раствор, рН 5,8) (n = 5, P = 0,95) 

Кинетические па-

раметры 

Схитозана в реакционной смеси, масс.% 

0 0,006 

КМ, мкМ 22 ± 2 16 ± 3 

Vmax, нМ/с 235 ± 7 347 ± 19 

kcat ∙ 10-3, 1/с 2,4 ± 0,1 3,5 ± 0,2 

kcat/КМ, 1/с·мкМ 107 217 
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Известно, что включение белков в комплексы с полиэлектролитами может 

приводить к изменению рКа ионогенных групп биокатализатора вследствие ло-

кального изменения рН на его поверхности и субстрата, что приводит к изменению 

специфичности связывания биокатализатора с субстратом и, как следствие, изме-

нению кинетических параметров ферментативной системы [42, 51-52]. 

Для выяснения причин влияния хитозана на активность нативной пероксида-

зы и фермент-субстратного комплекса нами были рассчитаны кинетические пара-

метры (kcat, КМ и kcat/КМ) индикаторной реакции в отсутствие и в присутствии хито-

зана в диапазоне рН 4,5 − 6,0. Полученные данные представлены на рис. 12−14. 

 

 

Рис. 12. Зависимость логарифма каталитической константы реакции окисления о-

дианизидина пероксидом водорода от рН 0,05 М фталатного буферного раствора в 

отсутствие (1) и в присутствии 0,002 (2); 0,004 (3) и 0,006 мас.% (4) хитозана. 
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Рис. 13. Зависимость константы Михаэлиса реакции окисления о-дианизидина пе-

роксидом водорода от рН 0,05 М фталатного буферного раствора в отсутствие (1) и 

в присутствии 0,006 мас. % (2) хитозана.  

Значения рК ионогенных групп фермента (или субстрата), определяющих 

скорость реакции, по профилям зависимостей кинетических параметров фермента-

тивной реакции от рН находят по тем же правилам, что и при обработке рН-

зависимостей неферментативных реакций. Графики зависимостей логарифмов ки-

нетических параметров ферментативной реакции от рН должны иметь вид четких 

прямолинейных отрезков, соединенных плавными переходами. Экстраполяция ли-

нейных участков до их пересечения друг с другом дает величины рК ионогенных 

групп, контролирующих изменения кинетических параметров ферментативной си-

стемы (рис. 15) [42]. Определение параметров рН-зависимостей сильно осложняет-

ся в тех случаях, когда ионогенные группы содержит не только фермент, но и суб-

страт. Для анализа таких кинетических схем обычно используют метод графов. 

Наиболее просто анализировать рН-зависимости ферментативных реакций, если 

каталитической активностью в изучаемом диапазоне рН обладает лишь одна из 

форм фермента (или субстрата). В этом случае для расчета рК ионогенных групп 

можно использовать классическую схему, описанную выше [53]. 
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Рис. 14. Зависимость специфичности пероксидазы к о-дианизидину от рН 0,05 М 

фталатного буферного раствора в отсутствие (1) и  присутствии 0,002 (2); 0,004 (3) 

и 0,006 мас.% (4) хитозана.  

 

 

Рис. 15. Графический способ нахождения ионогенных групп фермента (рКа) или 

субстрата (рКс). 

В рассматриваемой нами системе можно применять классическую схему 

графической оценки рК ионогенных групп, поскольку согласно литературным дан-

ным [54], в диапазоне рН 4,5 − 6,0 катализ окисления о-дианизидина пероксидазой 

наиболее эффективен в том случае, когда активный центр фермента протонирован, 
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а субстрат находится в депротонированном состоянии. Кроме того, следует отме-

тить, что величина kcat отражает влияние рН на активность фермент-субстратного 

комплекса, а величина kcat/КМ – на активность свободной формы фермента; и по-

скольку значения рК ионогенных групп пероксидазы и о-дианизидина в свободном 

и связанном состояниях могут изменяться, для выяснения причин влияния хитоза-

на при его различных содержаниях на скорость индикаторной реакции мы опреде-

лили рК ионогенных групп субстрата и фермента для двух вышеуказанных состоя-

ний. 

По литературным данным [55], в диапазоне рН 4,5 − 6,0 в процессе перокси-

дазного катализа участвуют одна ионогенная группа субстрата (амино-группа о-

дианизидина с рКс ~ 5,0) и одна группа фермента (имидазольная группа гистидина 

His 42 в активном центре пероксидазы с рКа ~ 5,7) (рис. 16). Константа диссоциа-

ции ионогенной группы субстрата обозначена как Кс. 

 

 

Рис. 16. Кристаллографическая структура окружения гема пероксидазы. 
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Рассчитанные нами значения рК ионогенных групп пероксидазы и субстрата 

в свободном состоянии и в фермент-субстратном комплексе при различных содер-

жаниях хитозана в реакционной смеси представлены в табл. 3. 

Таблица 3. Значения ионогенных групп о-дианизидина (рКс) и пероксидазы (pКа) в 

свободном состоянии (I) и в составе фермент-субстратного комплекса (II) при раз-

личных содержаниях хитозана 

Содержание 

хитозана, мас.% 

рКс рКа 

I II I II 

0 5,6 ± 0,2 5,6 ± 0,1 5,7 ± 0,2 5,8 ± 0,2 

0,002 5,4 ± 0,2 5,3 ± 0,2 5,8 ± 0,1 5,7 ± 0,1 

0,004 5,2 ± 0,1 5,2 ± 0,2 6,0 ± 0,1 5,6 ± 0,2 

0,006 5,0 ± 0,2 5,0 ± 0,1 6,2 ± 0,1 5,5 ± 0,2 

Установлено, что по мере увеличения содержания хитозана в составе ком-

плекса рКа ионогенной группы свободного (не связанного в фермент-субстратный 

комплекс) фермента возрастает, а рКс субстрата уменьшается. Аналогичный харак-

тер зависимости рКс ионогенной группы о-дианизидина от концентрации полиса-

харида наблюдается и в случае фермент-субстратного комплекса, а рКа ионогенной 

группы биокатализатора в связанном состоянии несколько понижается. 

На основании зависимостей значений рК ионогенных групп фермента и суб-

страта от содержания хитозана в реакционной смеси и механизма превращения 

ароматических аминов под действием пероксидазы (схема 3) можно предложить 

следующую схему активирующего действия хитозана на пероксидазу в составе 

комплекса. Повышение рКа имидазольной группы гистидина His42 в активном 

центре пероксидазы в свободном состоянии по мере увеличения содержания хито-

зана приводит к повышению ее способности принять протона от донора - о-

дианизидина в изученном диапазоне рН. В свою очередь понижение рКс ионоген-

ной группы субстрата-восстановителя повышает ее кислотные свойства, и она бо-
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лее эффективно отдает протон ионогенной группе фермента (схема 3, 1). Некото-

рое понижение рКа имидазольной группы гистидина His42 в активном центре пе-

роксидазы в фермент-субстратном комплексе способствует повышению ее донор-

ных свойств при передаче протона на кислород, связанный с железом (IV) в геме 

пероксидазы (схема 3, 4). В результате последнего железо в геме восстанавливается 

до основного трехвалентного состояния, и молекула воды покидает активный 

центр фермента (схема 3, 5). При этом образующееся сопряженное основание − 

имидазол становится более слабым и в меньшей степени передает электронную 

плотность на гем, что также способствует повышению эффективности катализа пе-

роксидазой реакции окисления о-дианизидина пероксидом водорода в присутствии 

хитозана (схема 3, 5).    
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Схема 3. Окисление ароматических диаминов в активном центре пероксидазы. 
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Таким образом, методом динамического светорассеяния было подтверждено 

образование однородных и воспроизводимых по среднему размеру частиц (22±3 

нм) на основе комплекса пероксидазы с хитозаном. Показано, что формирование 

последнего в растворе происходит прежде всего за счет электростатических и/или 

Ван-дер-ваальсовых взаимодействий между макромолекулами. Установлено, что 

повышение каталитической активности фермента в составе комплекса обусловлено 

изменением рКа ионогенной группы His42 в активном центре пероксидазы в фер-

мент-субстратном комплексе, что способствует повышению эффективности ката-

лиза реакции окисления о-дианизидина пероксидом водорода в присутствии хито-

зана.    

 

1.5. Влияние диметилсульфоксида на каталитическую активность  

комплекса  пероксидаза-хитозан 

В смесях полярных органических растворителей ферменты теряют каталити-

ческую активность вследствие денатурации биомолекулы, степень которой зависит 

как от полярности растворителя, так и от его содержания в реакционной среде [56, 

57]. При этом, как следует из литературы [58−61], комплексы белков с полиэлек-

тролитами устойчивы в присутствии органических растворителей, но этот эффект 

не применялся ранее для повышения стабильности и сохранения активности пе-

роксидазы в водно-органических средах, в том числе диметилсульфоксида 

(ДМСО).  

Выбор ДМСО для проведения исследований обусловлен рядом причин. Вы-

бор последнего обусловлен тем, что он входит в состав многих фармацевтических 

препаратов. В медицинской практике этот растворитель активно применяют для 

обеспечения транспорта лекарственных веществ через кожный покров, клеточные 

мембраны, подготовки проб к анализу в качестве экстрагента биологически актив-

ных веществ из биологических жидкостей и других объектов, растворителя лекар-

ственных средств и т.д. [62]. Кроме того, ДМСО смешивается с водой в любых со-

отношениях, что позволяет исследовать его влияние на активность пероксидазы в 

широком интервале содержаний в реакционной смеси.  
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В проведенных ранее исследованиях по влиянию ДМСО на нативную перок-

сидазу из корней хрена было показано, что даже 0,5 об. % этого растворителя 

уменьшают активность коммерческого препарата фермента в реакциях окисления 

ряда ароматических субстратов, а в 20 об. %-ом ДМСО остаточная активность пе-

роксидазы не превышает 20% от ее активности в водном растворе [63]. Исследова-

ния А.М. Клибанова с соавторами показали, что ДМСО существенно изменяет вто-

ричную структуру белковой молекулы фермента [63, 64]. 

Нами установлено, что при 30 об. %-ном содержании ДМСО в реакции 

окисления о-дианизидина комплекс пероксидаза-хитозан в два раза активнее, чем 

нативный фермент; при 60 об. %-ном содержании органического растворителя они 

характеризуются одинаковой каталитической активностью, а в присутствии 70 об. 

% ДМСО каталитические свойства проявляет только комплекс (рис. 17).  

 

 

 

Рис. 17. Зависимость активности пероксидазы от содержания ДМСО (0,05 М фта-

латный буферный раствор, рН 5,8): 1- нативный фермент, 2- комплекс пероксидаза-

хитозан. 
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Сравнение операционной стабильности (в процессе эксплуатации) нативной 

пероксидазы и в комплексе с хитозаном в присутствии 30 об.% ДМСО показало, 

что фермент сохраняет половину первоначальной активности в среде органическо-

го растворителя в течение 7 и 28 ч соответственно.  

Таким образом, в результате тщательного выбора природы полиме-ров – раз-

личных полисахаридов, рН, ионной силы и природы буферного раствора, деталь-

ного изучения их многофакторного влияния на свойства пероксидазы нами был со-

здан однородный по своей структуре и размерам самособирающийся комплекс это-

го фермента с хитозаном. Отличитель-ными особенностями комплекса являются 

высокая каталитическая актив-ность (в два раза больше по сравнению с нативным 

биокатализатором), а также стабильность как при хранении, так и в процессе экс-

плуатации в водных и водно-органических средах. Все вышеперечисленные факты 

указывают на перспективность применения комплекса пероксидаза-хитозан в ана-

литической практике при разработке методик и создании сенсорных систем для 

определения биологически активных субстратов пероксидазы в различных средах. 
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ГЛАВА 2. СОЗДАНИЕ ОПТИЧЕСКИХ СЕНСОРНЫХ УСТРОЙСТВ,  

СХЕМ РЕГИСТРАЦИИ АНАЛИТИЧЕСКОГО СИГНАЛА  

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ СОЕДИНЕНИЙ –

СУБСТРАТОВ ПЕРОКСИДАЗЫ 

Определение биологически активных соединений – субстратов пероксида-

зы из корней хрена, прежде всего таких как фенольные соединения, пероксиды 

различного строения, остается актуальной задачей современного химического ана-

лиза. К фенолам относятся многие загрязнители окружающей среды (промышлен-

ные отходы), лекарственные препараты (витамины, антибиотики), биологически 

активные добавки (флавоноиды), маркеры различных заболеваний (катехоламины 

и их метаболиты). Поступая в организм человека через кожу и слизистые оболочки, 

продукты распада некоторых фенольных соединений (хлор-, нитро-, алкилзаме-

щенных) чрезвычайно токсичны и вызывают заболевания нервной, дыхательной и 

мочеполовой систем [65, 66]. Другие производные фенола (физиологически актив-

ные вещества – катехоламины), напротив служат маркерами нейродегенеративных 

и нейроэндокринных заболеваний и применяются при их лечении [67]. Неоргани-

ческие и органические пероксиды часто используют в качестве дезинфицирующих 

и отбеливающих агентов в составе косметических и лекарственных препаратов [68-

70]. Качество и безопасность продуктов питания (овощей, фруктов, алкогольных 

напитков, жиросодержащей продукции) также оценивают по содержанию полифе-

нольных соединений (флавоноидов) и фенолов, cоответственно, а также различных 

гидропероксидов [71-75]. Анализ таких объектов, как правило, требует дополни-

тельной подготовки пробы: растворения с использованием токсичных или агрес-

сивных органических растворителей, фильтрования и/или разделения, что суще-

ственно усложняет методики, увеличивает время анализа, а также погрешность ре-

зультатов измерений. Перспективным подходом к решению перечисленных про-

блем является создание сенсорных систем и индикаторных реакций, основанных на 

формировании и измерении аналитического сигнала не в анализируемом растворе, 

а непосредственно в чувствительном слое сенсорного устройства от определяемого 

вещества. 

На сегодняшний момент времени большинство подобных твердофазных сен-
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соров для определения фенольных соединений и пероксидов различного строения 

основано на электрохимической регистрации аналитического сигнала [76, 77]. Су-

ществующие же оптические (спектрофотометрические, хемилюминесцентные, 

флуоресцентные) сенсорные устройства предполагают измерение аналитического 

сигнала в растворе (часто в проточном режиме), а их чувствительность позволяют 

определять перечисленные соединения на уровне микро- и миллимолярных кон-

центраций. При этом чувствительность и селективность определения возрастает 

при замене «косвенных» индикаторных систем, основанных на уменьшении анали-

тического сигнала по мере увеличения содержания определяемого соединения, 

прямыми, в которых сигнал возрастает прямо пропорционально концентрации 

аналита, а также при использовании флуоресцентного детектирования вместо спек-

трофотометрического. Следует отметить, что флуоресцентные сенсоры являются 

преимущественно косвенными [65]. Селективность отклика чувствительного слоя 

оптических сенсоров значительно возрастает при введении в их состав в качестве 

распознающих элементов материалов биологической природы – ферментов [65, 78-

86].  

Большинство потенциальных объектов анализа, содержащие перечисленные 

соединения, нерастворимы или ограниченно растворимы в воде, а отдельные ком-

поненты этих матриц могут не только вносить ошибку в результаты измерения, но 

и в ряде случаев делают анализ невозможным. В связи с этим при определении фе-

нольных соединений и органических пероксидов в объектах на основе матриц 

сложного состава необходима дополнительная пробоподготовка анализируемого 

образца, существенно повышающая трудоемкость методики и погрешность резуль-

татов измерения. В связи с этим измерение аналитического сигнала в растворе не 

позволяет анализировать непрозрачные и мутные среды [81-86].  

В связи с этим актуальной задачей современного химического анализа яв-

ляется создание новых твердофазных универсальных сенсорных элемен-

тов/устройств, адаптированных под различное серийное оборудование – спектро-

фотометры и флуориметры, основанных на формировании и измерении аналитиче-

ского сигнала оптическими методами не в анализируемом растворе, а непосред-

ственно в биочувствительном (распознающем) слое без предварительной или ми-
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нимальной подготовки пробы к анализу. Такие сенсорные системы станут допол-

нением к уже существующим методикам определения актуальных аналитов, но при 

этом позволят, как это будет показано в дальнейшем в настоящей работе, а также 

расширить круг определяемых веществ и анализируемых объектов. 

 

2.1. Выбор конструкции и способов получения твердофазных спектрофото-

метрических и флуориметрических сенсорных устройств  

К современным сенсорным системам на сегодняшний день предъявляют 

требования к  их аналитическим  характеристикам, сравнимые с современными ин-

струментальными методами [87-88], а именно высокие чувствительность, правиль-

ность, воспроизводимость, экспрессность, низкое значение фонового  сигнала, дли-

тельный срок эксплуатации, устойчивость к внешней среде, безотказность в работе 

и технологичность (малые габариты и масса, простота конструкции, низкая себе-

стоимость, экологичность) [65]. 

Оптический сенсор самой простой конструкции представляет собой подлож-

ку с чувствительной к определяемым веществам полимерной матрицей, содержа-

щей компоненты индикаторной реакции. Все вместе это представляет собой распо-

знающий (чувствительный) слой – рабочую основу сенсорной системы. Из боль-

шого разнообразия оптических сенсорных систем, представленных в литературе 

[65, 87-129], мы выбрали именно этот конструкционно простейший вариант, по-

скольку он легко мог быть адаптирован по форме и размерам под стандартные кю-

ветные отделения современных серийных приборов. При условии прозрачности 

пластины (в настоящей работе - кварцевых стекол) и чувствительного слоя стано-

вится возможным измерение аналитического сигнала в режиме пропускания, что 

потенциально обеспечивает бόльшую воспроизводимость результатов и чувстви-

тельность определения спектрофотометрическим методом. Таким образом, работа 

оптических сенсоров может быть основана как на поглощении света (абсорбции), 

или возникновении люминесценции (в частности флуоресценции). Сенсорные 

устройства, основанные на измерении отражения падающего светового потока, как 

правило, обладают худшими метрологическими характеристиками. 



46 
 

Следует отметить, что к полимерной матрице для иммобилизации и матери-

алу подложки помимо прозрачности и отсутствия фоновых сигналов в ближнем 

УФ и видимой областях спектрального диапазона предъявляют такие требования, 

как нерастворимость в реакционной среде, химическая инертность по отношению 

ко всем компонентам раствора и определяемым веществам (за исключением тех 

случаев, когда сама матрица выступает в роли индикаторного вещества) [89–93]. 

Малая растворимость в водных растворах ряда субстратов пероксидазы - феноль-

ных соединений и органических гидропероксидов, а также некоторых других при-

водит к необходимости проведения анализа в водно-органических или органиче-

ских средах и предъявляет еще ряд требований к конструкции и используемой ин-

дикаторной реакции в составе оптической биосенсорной системы: прочное закреп-

ление чувствительного слоя на поверхности прозрачной подложки – стекла; меха-

ническая стабильность покрытия в водных растворах различной кислотности и в 

присутствии по крайней мере некоторых органических растворителей; прозрач-

ность чувствительного слоя до и после после воздействия водно-органических, ми-

целлярных и окрашенных сред; надежное удерживание компонентов индикаторной 

реакции в чувствительном слое; стабильность продукта индикаторной реакции во 

времени; сохранение каталитической активности фермента при хранении и в про-

цессе эксплуатации, в том числе в присутствии органических растворителей. 

 Чувствительный слой оптических сенсорных систем формируют чаще всего 

двумя способами: капельным нанесением [95–98, 100–103, 108, 109] и послойной 

сборкой [94, 110]. При послойной сборке поверхность подложки сначала протрав-

ливают, затем отмывают от остатков кислоты водой, выдерживают в растворе (или 

в разных растворах в случае формирования многослойных пленок), формирующем 

чувствительный слой, высушивают. Современные технологические возможности 

позволяют легко, быстро получать таким способом пленки строго необходимой 

толщины (от десятых долей нанометра до нескольких нано- имкрометров). При 

этом в сенсорных технологиях в целях химического анализа капельное нанесение 

используют гораздо чаще, поскольку даже при наличии высокотехнологичного 

оборудования послойная сборка представляет собой трудоемкий процесс, а полу-

чаемые таким образом сенсорные устройства нередко отличаются по воспроизво-

димости от партии к партии [65].  



47 
 

 При капельном нанесении на горизонтально расположенную подложку по-

мещают требуемое количество раствора или геля, основой которых является фор-

мирующая чувствительный слой полимерная матрица, а затем высушивают на воз-

духе [65].  

 В качестве таких полимерных матриц перспективно применение полисаха-

ридов. Это объясняется их доступностью, наличием в них реакционноспособных 

функциональных групп, способностью к формированию механически устойчивых, 

воспроизводимых, однородных (благодаря линейной структуре большинства поли-

сахаридов), а в ряде случаев оптически прозрачных пленок. Примерами таких ли-

нейных полимеров, покрытия на основе которых могут удовлетворять выше пере-

численным требованиям, могут служить хитозан, агароза, целлюлоза, построенные 

из строго чередующихся остатков глюкозамина, галактопиранозы и глюкозы, соот-

ветственно (рис. 18) [130]. 

  

Рис. 18. Структурные формулы хитозана (а), агарозы (б) и целлюлозы (в). 

 Агароза нерастворима в холодной воде и этаноле, при этом хорошо раство-

ряется в горячей воде при температуре выше 80оС [131]. Высокая пористость ага-

розы и отсутствие в ее структуре заряженных групп обеспечивает высокую степень 

связывания фермента и матрицы и предотвращает неспецифическую сорбцию суб-

стратов и продуктов их окисления на ней. Однако существенный недостаток ис-

пользования агарозы при масштабировании сенсорных элементов заключается в ее 

высокой стоимости [132]. 

Целлюлоза нерастворима воде и многих органических растворителях, хоро-

шо растворима в щелочи, причем растворимость увеличивается при переосажде-

а) 

в) 

б) 
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нии, а также предварительном набухании полимера в холодной воде. Однако спо-

собность целлюлозы связывать фермент значительно ниже, чем у агарозы и хито-

зана [133]. 

 Хитозан с молекулярной массой выше 30 кДа не растворяется в воде и орга-

нических растворителях, при этом он легко растворим в слабых органических кис-

лотах, включая пищевые (лимонную, уксусную, молочную, салициловую, пирови-

ноградную), переходя при рН < 6,5 в протонированную форму [134, 135]. 

 Будучи положительно заряженным поликатионом, хитозан служит матрицей 

для иммобилизации противоположно заряженных молекул (в частности ферментов 

с pI < 6,5) при создании прежде всего электрохимических сенсоров для определе-

ния фенольных соединений. Так, в работах [136–138] описаны амперометрические 

биосенсоры для определения фенола и ряда его о-дизамещенных производных на 

нМ – мкМ уровне концентраций. Биосенсоры представляют собой графитовые 

электроды, покрытые пленками на основе хитозана [136], а также сополимеров хи-

тозана с лапонитом (отрицательно заряженным композитом) [137] или слоистыми 

двойными гидроксидами (композитами, состоящими из положительно заряженных 

слоев ионов металлов и подвижных анионов в межслоевом пространстве) [138], 

содержащей иммобилизованный фермент – полифенолоксидазу (pI = 4.1). Авторы 

указанных работ отмечали, что высокая степень связывания фермента в таких 

пленках обусловлена возникновением электростатических взаимодействий между 

их компонентами.  

 Важное достоинство хитозана, как матрицы для иммобилизации ферментов, 

заключается в его высокой биосовместимости. Как было показано в главе 1, вклю-

чение пероксидазы из корней хрена в самособирающийся комплекс с этим полиме-

ром позволяет значительно повысить каталитическую активность и стабильность 

фермента, в том числе в средах с высоким содержанием органического растворите-

ля. Перечисленные достоинства в сочетании с низкой токсичностью, коммерческой 

доступностью и низкой стоимостью свидетельствуют о перспективности примене-

ния хитозана в качестве оптически прозрачной полимерной основы биочувстви-

тельного (распознающего) слоя сенсорного элемента по сравнению с полимерами, 
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обладающими схожими характеристиками, при создании оптических биосенсор-

ных систем. Дополнительным аргументом в пользу выбора хитозана было то, что, 

согласно литературным данным [139-142], он может взаимодействовать с продук-

тами ферментативного окисления фенолов с образованием поглощающего свет со-

единения, то есть потенциально может одновременно служить и матрицей, и твер-

дофазным реагентом – компонентом индикаторной системы. 

 

2.2. Создание оптических сенсорных систем на основе комплекса пероксидазы 

с хитозаном, схем регистрации спектрофотометрического  

и флуориметрического сигналов в водных и водно-органических средах 

Для создания сенсорных систем на основе комплекса пероксидазы с хитоза-

ном со спектрофотометрической и флуориметрической регистрацией аналитиче-

ского сигнала нами была разработана простая технология формирования оптически 

прозрачных биораспознающих пленок на оптических стеклах. В качестве подлож-

ки при создании оптических сенсоров использовали кварцевые стекла фирмы 

Menzel (Германия), не имеющие собственного поглощения в области от 230 до 900 

нм. 

Размеры пластинки (13×38 мм) выбрали, исходя из конструкции кюветных 

отделений серийных спектрофотометров и флуориметров. Для обеспечения хоро-

шего растекания раствора биополимера по поверхности пластинок их перед ис-

пользованием выдерживали в азотной кислоте, после чего тщательно очищали ме-

ханически в присутствии ПАВ, многократно промывали водой и спиртом этанолом 

[143]. 

Чувствительный слой сенсора формировали капельным нанесением смеси, 

состоящей из полимерной матрицы для иммобилизации фермента, биокатализатора 

– пероксидазы и компонентов индикаторной системы в случае необходимости. Для 

растворения коммерческого препарата хитозана использовали 0,5 мас. % раствор 

уксусной кислоты. Смесь равномерно распределяли по поверхности подложки, 

расположенной на строго горизонтальной поверхности, и высушивали на воздухе 

при комнатной температуре (рис. 19). 
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Рис. 19. Схема формирования чувствительного слоя оптического биосенсора. 

Далее исследовали изменение прозрачности чувствительного слоя на основе 

хитозана при выдерживании его в водном и водно-органическом растворах. При 

сравнительном изучении пропускания пленок после их выдерживания в течение 

часа в водном растворе (0,05 M фосфатный буферный раствор, рН 6,5) и в водно-

органической среде (в присутствии 30 % ДМСО – выбор этого растворителя де-

тально обсужден в главе 1) установили, что пленки после их выдерживания в при-

сутствии органического растворителя более прозрачны (Т=96±2 %, n=5), чем плен-

ки, выдержанные в водном растворе  (Т=81±4 %, n=5) (рис. 20).  

 

Рис. 20. Спектры пропускания биочувствительного слоя (пероксидаза – 50 пмоль, 

хитозан 0,4 мг/см2) на поверхности оптического стекла после выдерживания в вод-

ной (фосфатном буферном растворе, рН 6,5) и водно-органической среде (30 об. % 

ДМСО – фосфатный буферный раствор, рН 6,5).  
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Кроме того, пропускание возрастало, и как следствие снижался фоновый 

сигнал вследствие собственного поглощения чувствительного слоя на основе хито-

зана при увеличении содержания (до 40-50 об. %) полярного органического рас-

творителя. Следует отметить, что аналогичный эффект наблюдался не только в 

присутствии ДМСО, но и этанола, ацетонитрила. Более высокая прозрачность пле-

нок и большая их однородность после выдерживания в водно-органической среде, 

а не в фосфатном буферном растворе, возможно, связана с тем, что при введении 

органического растворителя в систему понижается диэлектрическая проницае-

мость среды. Вследствие этого уменьшаются силы отталкивания одноименно за-

ряженных групп полиэлектролита; пленка меньше набухает и, соответственно, в 

меньшей степени захватывает компоненты буферного раствора. 

Для изучения морфологии и топографии пленок, полученных из различных 

сред, использовали метод атомно-силовой микроскопии. Рис. 21 свидетельствует о 

том, что пленки после их выдерживания в 30 об. % растворе ДМСО более одно-

родные по поверхности, чем аналогичные, но полученные из водного раствора 

(флуктуации по высоте на 1 мкм2 полимерного слоя составили 30-35 и 140-150 нм 

соответственно). 

Толщина биораспознающего слоя при содержании хитозана 0,4 мг/см2 на по-

верхности стеклянной пластинки была определена методом оптической микро-

оскопии и составила 5 мкм. 

В дальнейших исследованиях схема проведения анализа и использованием 

различных индикаторных реакций для определения субстратов пероксидазы была 

следующей: биочувствительную стеклянную пластинку погружали в раствор, вы-

держивали в нем необходимое время (непроточный вариант проведения индика-

торной реакции), извлекали и высушивали на воздухе при комнатной температуре 

(рис. 22). 
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Рис. 21. Профили и изображения поверхности чувствительного слоя (пероксидаза – 

50 пмоль, хитозан 0,4 мг/см2) после выдерживания в фосфатном буферном раство-

ре, рН 6,5 (рисунки справа) и среде вода (фосфатный буферный раствор, рН 6,5) – 

ДМСО (30 об. %) (рисунки слева). Цветовая шкала справа соответствует глубине 

изображения (в нм). 

Аналитический сигнал регистрировали в режиме поглощения в случае спек-

трофотометрического детектирования или отражения при флуориметрическом де-

тектировании в чувствительном слое на поверхности кварцевого стекла. 
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Рис. 22. Схема проведения индикаторной реакции с использованием твердофазного 

оптического биосенсора. 

Сенсорный элемент устанавливали, соответственно, на фронтальной поверх-

ности кюветного отделения спектрофотометра или в кюветном отделении флуори-

метра перед отражающей поверхностью – зеркалом (рис. 23).  

 

 

 

Рис. 23. Схема измерения поглощения (1) и флуоресценции (2) чувствительного 

слоя твердофазного оптического биосенсора. 

Таким образом, описанная конструкция позволяла при необходимости соче-

тать два способа измерения аналитического сигнала. При использовании отража-

ющей поверхности в случае флуориметрического детектирования значительно по-

1  2 
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вышалась чувствительность определения, поскольку при этом в детектор попадало 

больше возбужденного излучения. 

Однако, серьезной проблемой при регистрации флуоресцентного сигнала с 

использованием твердофазных сенсорных устройств предложенной конструкции 

явилось высокое значение фонового сигнала в области 300 – 500 нм (λex = 300 – 400 

нм и λem = 400 – 500 нм). Наличие высокого фонового сигнала делало фактически 

невозможным измерение полезного аналитического сигнала в широком спектраль-

ном диапазоне.  

Значимой проблемой при регистрации флуоресцентного сигнала с исполь-

зованием твердофазных сенсорного устройства предложенной конструкции оказа-

лось высокое значение фонового сигнала в области 300–500 нм (λex=300–400 нм и 

λem = 400–500 нм). Для выявления природы фонового сигнала, уменьшения его ве-

личины, установления рабочей области спектра (а также выбора индикаторных си-

стем) использовали подход, заключающийся в изменении угла отражения возбуж-

дающего излучения.  

В кюветное отделение флуориметра устанавливали зеркальные пластинки 

разного размера (отражающеие поверхности) под определенными углами относи-

тельно источника возбуждения (рис. 24).  

 

Рис. 24. Схема расположения зеркал в кюветном отделении флуориметра, где а – 

угол отражения возбуждающего излучения. 

Как свидетельствуют спектры, приведенные на рис. 25, изменение угла поз-

волило существенно уменьшить величину фонового сигнала (до 1 – 4 у.е.), однако 

не позволило полностью от него избавиться. 
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Рис. 25. Спектры флуоресценции, полученные при отражении возбуждающего из-

лучения от зеркала, расположенного под разными углами относительно источника 

возбуждения: (1) 15о;  (2) 30о; (3) 60о; (4) 75о; λex = 350 нм, ширина входной и вы-

ходной щелей 1,5 нм. 

Величина фонового сигнала была максимальной при λex = 330 нм, а интен-

сивность, форма и положение полосы флуоресценции фона зависели от длины вол-

ны возбуждения (рис. 26а).  

 

 

Рис. 26. Спектры флуоресценции хитозановых пленок (а) и пленок хитозан-

пиронин Б (ПБ) (б), нанесенных на поверхность зеркала: (1) λex = 330; (2) λex = 340; 

(3) λex=350, (4) λex = 360; (5) λex = 370 нм; угол отражения возбуждающего излуче-

ния 75о, ширина щелей 5,0 нм. 
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Это позволило сделать предположение, что возникновение фонового сигнала 

обусловлено собственным излучением источника возбуждения (ксеноновой лам-

пой). 

В целях уменьшения фонового сигнала путем подбора оптимального угла 

отражения на поверхность зеркальных пластинок равномерно наносили чувстви-

тельный слой, состоящий из хитозана и органического соединения, интенсивно 

флуоресцирующего в области 300 – 600 нм, высушивали, а затем регистрировали 

спектры флуоресценции полученных пленок структур. Пиронин Б был выбран в 

качестве флуорофора, спектры поглощения которого имеют несколько максимумов 

в диапазонах 340 – 360 и 540 – 560 нм. При λex = 350 нм спектр флуоресценции 

пленок {полимер – пиронин Б} лежал в широком диапазоне длин волн, включая 

область фоновой флуоресценции (400 – 500 нм) и флуоресценции пиронина Б (по-

лезного аналитического сигнала, λem = 580 нм). В отличие от фонового сигнала 

форма и положение максимума флуоресценции пиронина Б (но не интенсивность) 

не зависели от длины волны возбуждения (рис. 26б). Таким образом, явления, 

наблюдаемые при измерении полезного аналитического сигнала в предложенном 

твердофазном варианте, подчинялись основным законам флуоресценции.  

Диаграмма, представленная на рис. 27, иллюстрирует изменение отношения 

интенсивности флуоресценции фона к интенсивности флуоресценции пиронина Б 

при разных ширинах входной и выходной щелей флуориметра.  
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Рис. 27. Соотношения интенсивностей флуоресценции фона и молекулы-

флуорофора в пленке {хитозан-пиронин Б} при разных углах отражения возбуж-

дающего излучения; V(хитозан-пиронин Б) = 200 мкл, с(пиронин Б) = 5 мкМ, 

V(хитозан)/V(пиронин Б) = 1/1, λex = 350 нм, ширина входной и выходной щелей: 

(1) 1,5; (2) 3,0; (3) 5,0 нм. 

Установили, что отношение интенсивности флуоресценции фона к интен-

сивности флуоресценции индикатора - пиронина Б минимально при угле 75о. Реко-

мендуемая ширина входной и выходной щелей составила 5,0 нм. 

Таким образом, нами предложено новое сенсорное устройство на основе оп-

тически прозрачного биочувствительного слоя комплекса пероксидаза – хитозан, 

закрепленного на пластинке из кварцевого стекла, способное функционировать как 

в водных, так и водно-органических средах. Разработаны оригинальные схемы 

проведения анализа и регистрации аналитического сигнала непосредственно в рас-

познающем слое, адаптированные под серийные спектрофотометры и флуоримет-

ры в целях создания оптических сенсорных систем для определения актуальных 

аналитов – субстратов пероксидазы. 
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ГЛАВА 3. СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИЕ СЕНСОРНЫЕ СИСТЕМЫ 

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ  

И ПЕРОКСИДОВ РАЗЛИЧНОГО СТРОЕНИЯ 

Возможность определения растворимых и ограниченно растворимых в воде 

биологически активных веществ в объектах со сложной, а в ряде случаев изменя-

ющейся матрицей без предварительной пробоподготовки оптическими методами 

обеспечивается не только конструкцией сенсорных систем, стабильностью и ак-

тивностью биочувствительного слоя в водных растворах различной кислотности, в 

присутствии органических растворителей. Чрезвычайно важным и актуальным 

направлением является создание твердофазных индикаторных реакций, в которых 

одновременно сочетаются надежное удержание и стабильность дериватизирующе-

го агента, а впоследствии индикаторного соединения, в биочувствительном (распо-

знающем) слое сенсорной системы с требуемыми аналитическими характеристи-

ками для конкретного аналита, объекта анализа и не зависящими от физико-

химических свойств и состава последнего. Вследствие вышесказанного эта глава 

работы будет посвящена обсуждению результатов создания новых универсальных 

спектрофотометрических твердофазных индикаторных систем для определения 

биологических активных веществ – субстратов пероксидазы (фенольных соедине-

ний различного строения, неорганических и органических пероксидов) без предва-

рительной или минимальной пробоподготовки, а также апробации разработанных 

на их основе сенсорных систем в анализе различных объектов. В целях повышения 

чувствительности и воспроизводимости спектрофотометрического определения 

перечисленных выше соединений аналитический сигнал регистрировали в режиме 

пропускания. До работ автора подобный подход к созданию оптических сенсорных 

систем для определения фенольных соединений различного строения, неорганиче-

ских и органических пероксидов не был реализован.  
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3.1. Спектрофотометрические твердофазные сенсорные системы 

 для определения фенольных соединений различного строения 

Выбор фенольных соединений в качестве модельных аналитов для разработ-

ки твердофазных спектрофотометрических индикаторных реакций обусловлен ря-

дом причин. Во-первых, создание новых способов определения фенолов различно-

го строения является интенсивно развивающимся направлением аналитической 

химии, так как многочисленные соединения, относящиеся к этому классу, являют-

ся маркерами различных заболеваний, качества растительного сырья, пищевых, 

фармацевтических и лекарственных препаратов, косметических средств, экотокси-

кантами, и с каждым годом расширяется как круг определяемых веществ, так и 

анализируемых объектов. При этом ужесточаются требования к простоте, экспрес-

сности и метрологическим характеристикам разрабатываемых методик [65-70].  

Кроме того, многие фенольные соединения ограничено растворимы в вод-

ных растворах, содержатся в малорастворимых в воде объектах, в связи с чем от-

дельной интересной и актуальной практической задачей является их определение в 

органических (гексане, хлороформе), водно-органических средах (в присутствии 

полярных растворителей, например, этанола, ацетонитрила, диметилсульфоксида), 

в мутных и окрашенных растворах [144]. При этом биосенсорные системы, разра-

ботанные для анализа водных растворов, не всегда применимы в органических 

средах ввиду инактивации фермента и/или из-за повреждения/растворения поли-

мерной матрицы чувствительного слоя. Верно и обратное – в ряде случаев сенсор-

ные системы, предназначенные для анализа органических сред, имеют матрицу, 

которая растворяется в водной среде. Следует отметить, что при работе в присут-

ствии органических растворителей по сравнению с водной средой за счет измене-

ния гидрофильно-гидрофобного баланса может также меняться распределение суб-

страта между реакционным раствором и полимерной матрицей чувствительного 

слоя; специфичность фермента и кинетические параметры, катализируемой им ин-

дикаторной системы; и, как следствие, чувствительность и селективность сенсор-

ной системы в целом. Таким образом, все эти факторы необходимо учитывать при 

проведении анализа в разных по составу и полярности растворах.  
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В случае электрохимических сенсоров эта проблема изучена весьма подроб-

но; существует специальный термин – organic phase enzyme electrodes (OPEE), 

обобщающий ферментные электроды для работы в органических средах [145]. В 

целом, следует отметить важные моменты: для функционирования ферментного 

электрода (превращения субстрата c участием биокатализатора) в органических 

средах необходимо присутствие некоторого количество воды. Последнее обеспе-

чивается простым добавлением воды в гидрофильные (полярные) растворители 

или насыщением ею органической фазы в случае работы в гидрофобных растворах. 

Другим решением этой проблемы является включение фермента во влагоудержи-

вающую (набухающую) матрицу (обычно, полимерный гель), то есть благоприят-

ная для катализа среда создается непосредственно внутри биочувствительного слоя 

сенсорной системы. Взаимосвязи между природой и свойствами растворителей, та-

кими как гидрофобностью (log P), вязкостью и диэлектрической проницаемостью, 

с аналитическими характеристиками сенсорных систем посвящено много работ 

[144-154]. Считается, что более гидрофобные растворители отнимают из микро-

окружения меньше воды, поэтому с ростом гидрофобности должен наблюдаться 

рост чувствительности (то есть предпочтительны растворители типа бензола и хло-

роформа, в то время как гидрофильные растворители (этанол, ацетонитрил или 

ДМСО) оказывают сильное инактивирующее действие на фермент); вязкость и ди-

электрическая проницаемость влияют на диффузию субстрата к ферменту, а также 

отведение продуктов реакции от фермента [146]. Однако практические результаты 

различаются, однозначные закономерности отсутствуют, и почти в каждой работе 

из выявленных закономерностей находятся исключения [144-154]. Довольно по-

дробно вопросы создания ферментативных электродов для работы в органических 

средах обсуждены в обзоре [147], где представлено множество корреляционных 

диаграмм для различных систем. 

Число работ, посвященных определению именно фенолов различного строе-

ния в водно-органических и органических средах с помощью электрохимических 

сенсоров, не столь велико, как можно было бы ожидать. Следует упомянуть работы 

[148, 149], посвященные определению фенольных соединений (фенола, пирокате-

хина, п-крезола) на уровне их микромолярных содержаний в хлороформе с исполь-

зованием амперометрического биосенсора на основе тирозиназы, включенной в ти-
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тановый золь-гель. Правильный выбор способа иммобилизации фермента: биочув-

ствительный слой был получен методом парового формирования титанового золь-

геля, и за счет мягких условий и достаточного содержания воды сенсор позволял 

проводить анализ в чистом растворителе (без добавления воды). Электрод оставал-

ся стабильным как при хранении (по истечении 70 дней давал 95 % от первона-

чального отклика), так и в процессе эксплуатации (при проведении около 100 по-

следовательных измерений в течение 5 дней биосенсор сохранял 92 % от первона-

чальной активности тирозиназы). 

В работе [150] представлен тирозиназный биосенсор, способный работать 

как в водной, так и в органической среде. В водной среде сенсор имел очень высо-

кую чувствительность к фенолу, позволяя определять от 1 нмоль/л фенола в стати-

ческом варианте и 10 нмоль/л в проточном (биосенсор давал отклик также и на пи-

рокатехин, п-хлорофенол, п-крезол, и, в меньшей степени, допамин, п-

метоксифенол, и п-бензохинон). Для иммобилизации тирозиназы использовали 

водную дисперсию полуретанполиэтиленоксида, которую в смеси с ферментом 

наносили на поверхность электрода и сверху дополнительно защищали гидро-

фильной мембраной для диализа. В качестве органических реакционных сред изу-

чили гептан, гексан, хлоробензол, толуол и хлороформ. Отмечается, что, хотя в бо-

лее гидрофобных растворителях чувствительность была традиционно выше, суще-

ственно увеличивалось время отклика в проточном режиме в результате ухудше-

ния диффузии гидрофильных фенольных соединений и продуктов их окисления. 

Интересно, что в органической фазе наблюдали обратные тенденции изменения 

чувствительности по сравнению с водной фазой – более гидрофобные субстраты 

определяли с меньшей чувствительностью. Авторы это связывают с тем, что более 

гидрофильные субстраты в большей степени стремились перейти из гидрофобного 

раствора в полярную мембрану. При работе в различных растворителях (указанных 

в скобках) в режиме проточного анализа диапазоны определяемых концентраций 

фенола составили: 0,1-40 (гептан), 0,1-50 (гексан), 1-200 (хлоробензол), 1-400 (то-

луол), 5-500 мкМ (хлороформ); пирокатехина – 0,05-50 (хлоробензол), 0,1-60 (то-

луол), 0,1-100 мкМ (хлороформ).  
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Число работ по оптическим ферментативным сенсорным системам, способ-

ным функционировать в органических средах, относительно невелико [144], а све-

дения о таких биосенсорах для определения фенольных соединений, единичны. 

Фактически можно привести единственный пример - тирозиназный сенсор, пред-

ставленный в работе [155], с флуоресцентным детектированием аналитического 

сигнала в органических растворителях. Додецилсульфат трис(4,7-дифенил-1,10-

фенантролин) рутения(II), растворимый в водно-органических и органических сре-

дах, применяли в качестве индикаторного вещества, флуоресценция которого га-

сится в присутствии кислорода, то есть авторами предложена оптическая альтерна-

тива электроду Кларка [156]. В качестве реакционной среды использовали хлоро-

форм, н-гексан и смесь хлороформ-гексан. Фермент тирозиназа был нанесен на ча-

стицы октадецилсиликагеля и иммобилизован в гидрофильную полимерную мем-

брану из сополимера винилового спирта и гидроэтилкарбоксиметилцеллюлозы; 

мембрана хорошо удерживала воду, что способствовало сохранению каталитиче-

ской активности фермента. Перед началом использования биосенсор предвари-

тельно замачивали в водной среде на несколько секунд или же проводили реакцию 

в растворителе, насыщенном водой. Насыщенная водой матрица, содержащая фер-

мент, обеспечивала постоянство сигнала в образцах с разным содержанием воды, 

то есть являлась «водным» буферным раствором. Авторы выявили, что в хлоро-

форме сигнал сенсора был выше, чем в гексане, объяснив это более высокой рас-

творимостью о-хинона в этом растворителе и, соответственно, лучшим переносом 

этого вещества от фермента в систему. В то же время наблюдали существенное 

уменьшение сигнала и увеличение времени отклика при переходе к растворителям, 

смешивающимся с водой – ацетонитрилу, тетрагидрофурану или 2-пропанолу, в 

ацетоне сигнал отсутствовал. Этот эффект авторы связали с тем, что перечислен-

ные растворители разрушали гидратную оболочку фермента, приводя к потере ак-

тивности последнего. В отличие от представленных выше электрохимических 

твердофазных сенсорных систем флуоресцентный сигнал генерировался в раство-

ре, а не в биочувствительном слое, то есть возможность его регистрации и величи-

на могли быть ограничены как составом, так и физико-химическими свойствами 

матриц анализируемых объектов. Кроме того, чувствительность предложенной оп-

тической сенсорной системы была невысока и позволяла определять фенольные 
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соединения на уровне их миллимолярных содержаний. Прототипы биосенсорных 

систем со спектрофотометрической регистрацией аналитического сигнала для 

определения указанных аналитов в водно-органических и органических средах в 

литературе отсутствуют, что обусловливает дополнительный интерес для проведе-

ния исследований и разработок в указанном направлении. 

 

3.1.1. Обоснование выбора ферментов и индикаторной реакции  

Ферментативное определение оптическими методами фенолов различного 

строения в водных растворах основано, как правило, на окислении этих соедине-

ний с образованием в большинстве случаев соответствующих хинонов.  

В качестве биокатализаторов применяют ферменты-оксидоредуктазы – лак-

казу, тирозиназу, пероксидазу [94-103]. В этих работах используют различные пре-

параты ферментов, прежде всего коммерческие, выделенные промышленно из раз-

личных источников: тирозиназа  ̶  из мякоти грибов, пероксидаза  ̶  из корней хрена 

и несколько разновидностей лакказы, чаще других,  ̶  из грибов Trametes versicolor, 

Rigidoporus; их выпускают такие фирмы как Sigma Aldrich, Fluka и др. Они могут 

быть получены также из растительных экстрактов в лабораторных условиях; кроме 

того, в ряде работ используют биомассу из растительного сырья, из которой фер-

менты предварительно не выделяют. Следует отметить, что последний прием поз-

воляет повысить стабильность и каталитическую активность фермента в составе 

сенсора, упростить и удешевить процесс его изготовления, однако ухудшается вос-

производимость сигнала сенсоров, полученных на основе различных партий сырья; 

по этой причине более широко в практике химического анализа используют ком-

мерческие препараты ферментов. 

Выбор между тремя указанными выше биокатализаторами обусловлен 

прежде всего двумя факторами: субстратной специфичностью определяемого ин-

дивидуального фенольного соединения к ферменту, а также задачами анализа, 

например, необходимостью определения индивидуального вещества или же обще-

го содержания фенольных соединений. Кроме того, для перечисленных ферментов 

характерны различные субстраты-окислители – для пероксидазы хрена это перок-
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сиды (в первую очередь, пероксид водорода), в случае тирозиназы и лакказы – рас-

творенный в воде кислород. При использовании последних ферментов нет необхо-

димости вводить дополнительный реагент (пероксид), однако при этом трудно ва-

рьировать содержание кислорода, что может приводить к ухудшению воспроизво-

димости результатов измерений и, в некоторых случаях, невозможности простыми 

средствами обеспечить оптимальную концентрацию окислителя. В то же время, 

поскольку снижение концентрации кислорода в растворе нетрудно контролировать 

с помощью электрода Кларка, в биосенсорах на основе тирозиназы и лакказы сиг-

нал можно регистрировать по потреблению кислорода в реакции окисления фе-

нольных соединений [157]. 

Пероксидаза, которая проявляет каталитическую активность в реакциях 

окисления более узкого круга фенолов, может быть использована в комбинации с 

глюкозоксидазой (как это продемонстрировано в [158]). Это исключает, во-первых, 

необходимость дополнительного введения пероксида водорода (растворы которого 

не очень стабильны и требуют частого контроля концентрации); во-вторых, решает 

проблему ингибирования пероксидазы избытком пероксида, поскольку пероксид, 

образующийся в результате ферментативного окисления глюкозы, тут же вступает 

в реакцию пероксидазного окисления фенолов. Кроме того, в отдельных работах 

используют сочетание тирозиназы и пероксидазы или тирозиназы и лакказы для 

повышения эффективности окисления фенольных соединений (в целях улучшения 

аналитических характеристик посредством увеличения выхода конечного продукта 

и, как следствие, аналитического сигнала) или расширения круга определяемых со-

единений. Это имеет смысл при необходимости определения общей концентрации 

фенольных соединений в образце, так как в этом случае требуется обеспечить 

окисление как можно большего числа соединений схожей структуры (например, 

[159-160]). Кроме того, интересным примером комбинации всех трех перечислен-

ных оксидоредуктаз является работа [161], в которой эти ферменты включены в со-

став печатного электрода, используемого в системе для проточного определения 

пирокатехина. Среди прочего в этой работе можно найти сравнение чувствитель-

ностей электродов на основе тирозиназы, пероксидазы и лакказы по отношению к 

различным фенольным соединениям при прочих равных условиях. Показано, что 

чувствительность лакказного электрода максимальна по отношению к п-
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замещенным веществам, в особенности к п-аминофенолу и п-замещенным о-

дифенолам; пероксидазный электрод имел аналогичные свойства, причем 

наибольший отклик наблюдался по отношению к кверцетину и допамину; в то же 

время электрод на основе тирозиназы был наиболее чувствителен к п-

аминофенолу, п-крезолу, гваяколу и допамину (табл. 4).  

Подробное исследование селективности на примере лакказного электрода и 

тридцати фенольных соединений можно найти также в работе [162]. 

Следует отметить, что хиноны, образующиеся при ферментативном окисле-

нии фенольных соединений, способны вступать в реакцию со специально введен-

ными реагентами. При этом образуются окрашенные соединения, что открывает 

широкие возможности для спектрофотометрического определения актуальных ана-

литов [94-103]. Так, на принципе формирования окрашенного соединения в резуль-

тате дериватизации хинонов разработаны сенсорные системы, представленные в 

работах [95-98]. Серия этих работ посвящена определению простейших фенольных 

соединений с помощью сенсоров на основе оксидоредуктаз (пероксидазы, тирози-

назы или лакказы) и 3-метил-2-бензотиазолина гидразона (МБТГ), образующего с 

продуктами ферментативного окисления фенолов соединение красного цвета. Со-

гласно предполагаемому механизму, реагент присоединяется по п-положению хи-

нона или радикала (схема 4), поглощение которого в области 500 нм служит анали-

тическим сигналом.  

Сигнал измеряли спектрофотометрически, в работах [96-98]  - по поглоще-

нию кюветы с анализируемым раствором и пластинкой, на которую иммобилизо-

ваны компоненты системы, а в работе [95] - аналогично, но при этом на пластинке 

иммобилизован только фермент, в то время как все остальные компоненты нахо-

дятся в растворе. Однако, продолжая эту работу, авторы [96-98] упростили методи-

ку анализа, иммобилизовав дериватизирующий агент МБТГ в пленку золь-геля по-

верх пленки хитозана с ферментом. 
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Таблица 4. Относительный отклик электродов (%) на основе различных ферментов 

на фенольные соединения  (отклик на пирокатехин принят за 100 %) [161] 

Фенольное  

Соединение 

Фермент 

Лакказа Пероксидаза Тирозиназа 

Фенол 18 11 318 

м-Аминофенол 27 19 - 

п-Аминофенол 212 128 38 

5-Аминосалициловая кис-

лота 

8,1 432 6,5 

м-Крезол 18 24 18 

п-Крезол 32 36 40 

3,5-Диметилфенол - 15 - 

4-Хлоро-3-метилфенол 63 30 24 

2,6-Дихлорофенол - 4,4 - 

Гваякол 20 52 16 

Ванилин 3,7 53 22 

Ванилиновая кислота 2,9 5,1 - 

п-Метоксифенол 23 52 8,2 

Пирокатехин 100 100 100 

Допамин 38 154 - 

Резорцин - 30 0,8 

Гидрохинон 89 31 3,1 

Кверцетин 23 142 3,9 

Эта серия работ интересна еще тем, что при одинаковых конструкции опти-

ческого сенсора и способа иммобилизации фермента и дериватизирующего агента, 

но при использовании разных ферментов получены различающиеся ряды по чув-

ствительности и селективности к фенолам различного строения. Так, сенсор на ос-

нове пероксидазы оказался чувствителен по отношению к резорцину, гваяколу, о-
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крезолу и не чувствителен по отношению к пирокатехину, фенолу и гидрохинону. 

Сенсор на основе тирозины давал отклик на фенол, пирокатехин и м-крезол, но не 

реагировал на о-, п-крезолы, гидрохинон и 4-хлорофенол (аналогичный сенсор с 

неиммобилизованным реагентом давал отклик на фенол, м-, п-крезол и 4-

хлорофенол). Сенсор на основе лакказы был чувствителен только к пирокатехину и 

не реагировал на присутствие гваякола, о-крезола и м-крезола.  

 

 

 

Схема 4. Образование окрашенного соединения фенолов (на примере гваякола) с 

МБТГ в присутствии фермента-оксидоредуктазы (на примере пероксидазы хрена) 

[97].  
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В связи с вышесказанным для сравнительной оценки аналитических пер-

спектив использования различных ферментов для определения фенолов разного 

строения были изучены возможности не только пероксидазы, но и двух упомяну-

тых выше оксидаз – тирозиназы и лакказы. В работе использовали твердые препа-

раты пероксидазы из корней хрена (E.C. 1.11.1.7) (Sigma, США), лакказы Trametes 

Versicolor (Е.С. 1.10.3.2) (Sigma, США) и грибной тирозиназы (Е.С. 1.14.18.1) 

(Sigma, США). 

В качестве возможных твердофазных индикаторных систем для разработки 

спектрофотометрической сенсорной системы на основе оптически прозрачного 

биочувствительного слоя пероксидаза – хитозан, закрепленного  на стеклянной 

пластинке, мы выбрали две классические реакции для определения фенольных со-

единений по их окислению и последующей дериватизации с участием 4-

аминоантипирина (4-ААП) (примеры использования этого реагента для определе-

ния фенольных соединений можно найти в работах [163-165]) и 3-метил-2-

бензотиазолингидразона (МБТГ, например [166-167]).  

Наличие реакционноспособных аминогрупп в составе хитозана обу-

словливает его способность вступать в некоторые реакции, характерные для ами-

нов, в том числе известно [139-142], что он реагирует с хинонами. Этот тип взаи-

модействий нашел несколько практических применений, а именно для удаления 

фенольных соединений из сточных вод после их ферментативного окисления, по-

лучения модифицированных полимеров на основе хитозана; однако, этот процесс 

не был использован в химическом анализе. 

В то же время аддукт хитозана и хинона сильно поглощает свет в УФ и 

видимой областях спектра и, таким образом, эта реакция может быть использована 

для определения фенольных соединений после их предварительного окисления, то 

есть возможно создание оптической биосенсорной системы для определения фе-

нольных соединений, которая не требует использования дополнительных хромо-

генных агентов. Работа предложенного сенсорного устройства основана на после-

довательности двух процессов: ферментативного окисления фенольного соедине-

ния с образованием хинонного продукта и его последующего взаимодействия с 
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аминогруппами хитозана с образованием сильно поглощающего свет аддукта  

[139]. Последний процесс описан в работах Г. Пейна с соавторами [141, 142], кото-

рые предположили, что реакция образования аддукта хитозан-хинон протекает по 

механизму присоединения Михаэля [142].  

В табл. 5 приведены схемы всех трех вышеупомянутых реакций, которые в 

дальнейшем были апробированы в разработке спектрофотометрических твердо-

фазных сенсорных систем для определения фенольных соединений различного 

строения.  

Продукты взаимодействия 4-ААП [163] и МБТГ [167] с фенолами в присут-

ствии окислителей в щелочной среде поглощают в диапазоне длин волн 420–510 

нм. Кроме того, известно, что эта реакция проходит и в водно-органических сре-

дах, что можно использовать как для определения малорастворимых субстратов 

пероксидазы, так и в анализе ограниченно растворимых в воде объектов. Напри-

мер, продукт взаимодействия МБТГ и фенола в водно-спиртовом растворе имеет 

максимум поглощения при 510 нм и высокое значение молярного коэффициента 

поглощения 4,4 × 104 М-1см-1 [167]. 

Из литературы [165, 166] известно, что МБТГ и 4-ААП вступают во взаимо-

действие только с теми фенолами, у которых имеется свободное пара-положение 

относительно гидроксильной группы. Тем не менее, в работе [168] отмечено, что 

наряду с п-замещенным образуется о-замещенный продукт, но его концентрация 

существенно ниже (3% против 97% в щелочной среде), в то время как в кислой 

среде доля о-замещенного продукта возрастает до 30%. В частности, продукты 

совместного окисления о- и м-крезола с МБТГ окрашивались в красный цвет, п-

крезола – в фиолетовый, а фенол и его алкилпроизводные со свободными п- и о- 

положениями имеют на хроматограмме два окрашенных пятна: красное и фиолето-

вое. Оптимальным для формирования п-замещенного соединения являлся рН 7,5 – 

9,5; при рН выше 10 оба продукта неустойчивы, поэтому эту систему изучали при 

рН 9 (это значение рН являлось оптимальным по выходу и стабильности окрашен-

ного аддукта по данным [167]. 
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Таблица 5. Выбранные индикаторные реакции для разработки спектрофотометри-

ческих твердофазных сенсорных  систем для определения фенольных соединений  

Название (сокра-

щение) 

Реакция взаимодействие реагента с продуктами окисления 

фенольных соединений 

Хитозан  

 

4-Аминоантипирин 

(4-ААП) 

 

3-Метил-2-

бензотиазолин 

гидразон (МБТГ) 

 

 

Следует отметить, что на этой стадии эксперимента для иммобилизации МБТГ и 4-

ААП в качестве матрицы выбрали желатин, так как в литературе отмечена плохая 

удерживаемость МБТГ в матрицах на основе хитозана [95].  

Желатин – природный полимер, получаемый из продуктов, насыщенных 

коллагеном –  сухожилий, костей, который представляют собой сеть полипептид-

ных цепей, пространственно связанных участками тройных спиралей (рис. 28).  

 



71 
 

 

Рис. 28. Структурная формула молекулы желатина. 

Полимер набухает, но не растворяется в холодной воде и разбавленных кислотах. 

Растворение желатина возможно лишь при нагревании выше 40˚С, при этом обра-

зуется вязкий раствор, который при охлаждении превращается в гель. Его хорошая 

адгезивная (клеящая) способность обеспечивает прочное скрепление пленки с под-

ложкой. Вблизи изоэлектрической точки (pH 4,8 – 5,1) все основные группы жела-

тина заряжены положительно, а большинство карбоксильных групп диссоциирова-

ны и отрицательно заряжены. Полимер фактически содержит объемную сетку за-

рядов и некоторое количество свободных ионов, связанных с этой сеткой [169], ко-

торая при рН < 5 имеет положительный заряд, а при рН > 5 – отрицательный (что 

используется для иммобилизации противоположно заряженных молекул).  

На основе полимерного массива с подобной структурой можно получать 

матричные системы с достаточно однородным распределением иммобилизованно-

го вещества, причем молекулы последнего остаются стерически доступными [170]. 

Кроме того, желатиновый гель играет исключительно роль матрицы и индиффе-

рентен ко всем участникам реакций, протекающих в тонком слое. Это создает бла-

гоприятные условия для осуществления различных химических процессов с уча-

стием иммобилизованного реагента. 

Предложенная нами методика нанесения прозрачного чувствительного слоя 

на основе желатина на поверхность оптического стекла приведена в работе [143]. 

Как отмечено в литературе [168, 171], использование МБТГ может быть 

предпочтительнее использования 4-ААП, поскольку МБТГ имеет более компакт-
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ную структуру и легче вступает в реакцию с хинонами с образованием окрашенно-

го продукта из-за меньших стерических затруднений. Кроме того, 4-ААП весьма 

чувствителен к рН и требует более строгого контроля кислотности. По этой при-

чине именно МБТГ использовали для выявления оптимального состава биочув-

ствительного слоя на поверхности сенсорного устройства. Поскольку МБТГ нахо-

дился в катионной форме 3-метилбензотиазолин-гидразон гидрохлорида, для его 

лучшего удерживания в желатиновой пленке иммобилизацию проводили при рН 

выше 5, используя растворы желатина, приготовленные растворением его сухого 

порошка в воде, 0,05 М пирофосфате калия (рН ~ 10.4) или щелочи различной кон-

центрации для выбора оптимального значения рН взаимодействия желатиновой 

пленки с МБТГ. Кроме того, рН раствора оказывал влияние на свойства желатино-

вой пленки, в том числе механические свойства – прочность и надежность закреп-

ления на поверхности стекла (эти характеристики оценивали визуально, результат 

считали положительным, если при вынимании из раствора пленка не отслаивалась 

от стекла, а при высыхании не трескалась). Дальнейшую перспективность того или 

иного состава чувствительного слоя сенсорной системы оценивали по двум крите-

риям: эффективности удерживания дериватизирующего агента в биочувствитель-

ном слое и прозрачности последнего. 

Для количественной оценки эффективности удерживания МБТГ в пленках 

на основе желатина регистрировали спектр поглощения этого реагента в растворе, 

в котором наблюдалось два максимума поглощения: при 265 и 300 нм (рис. 29). 

Однако максимум при 265 нм не является характеристическим, поскольку в этой 

области спектра помимо МБТГ может поглощать большое число соединений, в том 

числе компоненты буферного раствора, желатиновая матрица биочувствительного 

слоя. По этой причине степень вымывания МБТГ из полимерной пленки в раствор 

контролировали при 300 нм следующим образом: чувствительный слой с иммоби-

лизованным реагентом помещали в буферный раствор на 15 мин, после чего выни-

мали пластинку с пленкой и регистрировали поглощение раствора при 300 нм, рас-

считывая из этой величины концентрацию МБТГ в растворе (ε300 = 4,1 × 103 М-1см-

1), и, как следствие, долю МБТГ, высвободившегося в раствор по отношению к его 

количеству, первоначально иммобилизованному в пленке. Плотность нанесения 

желатина на этом этапе выбирали из соображений экспериментального удобства, 
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степень вымывания регистрировали через 15 мин после погружения пленки в рас-

твор. 

 

Рис. 29. Спектр поглощения МБТГ и продукта его пероксидазного окисления в 

растворе. Концентрации в растворе: МБТГ – 50 мкМ, H2O2 – 1 мМ, пероксидаза – 

30 нМ, пирофосфатный буферный раствор, рН 9,0.  

Диаграммы на рис. 30 иллюстрируют степень вымывания хромогенного вещества 

из пленок на основе желатина различного состава.  

Следует отметить, что эффективность удерживания МБТГ в биочувствительном 

слое на основе желатина была низкой, через 15 мин после выдерживания пленки в 

растворе вымывалось в лучшем случае не менее 50 мас. % дериватизирующего 

агента (рис. 28), что являлось неприемлемым для дальнейшего аналитического ис-

пользования сенсорной системы в твердофазном варианте. Дальнейшее увеличение 

щелочности раствора (до 20 мМ NaOH) при формирования биочувствительного 

слоя на основе желатина несколько повышало эффективность удерживания МБТГ 

в биочувствительном слое, однако при этом пленки теряли прозрачность. 

При использовании сильнощелочных растворов (при концентрации NaOH > 

2 M) полимерный слой становился механически настолько непрочным, что полно-

стью смывался с поверхности стекла после выдерживания в буферном растворе, а в 

более концентрированных растворах желатина образовывались визуально неодно-
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родные пленки. Фактически аналогичный результат нами был получен и при ис-

пользовании 4-ААП [143]. 

 

 

Рис. 30. Степень вымывания МБТГ из пленок на основе желатина, полученных из 

растворов различной кислотности. Состав пленки: желатин – 0,8  мг/см2, МБТГ – 

0,25 мкмоль (соответствует концентрации в растворе 50 мкМ). Раствор: 0,05 М пи-

рофосфатный буферный раствор, рН 9,0, объем раствора 5 мл, время выдержива-

ния пленки - 15 мин. 

Для оценки возможности применения в качестве индикаторной реакции об-

разования аддукта между хитозаном и хинонами в отсутствие других дополнитель-

ных хромогенных агентов для спектрофотометрического определения фенольных 

соединений провели следующий эксперимент: чувствительный слой сенсора фор-

мировали капельным нанесением смеси, состоящей только из полимерной матрицы 

для иммобилизации фермента и биокатализатора [25]. Аналитический сигнал реги-

стрировали в режиме поглощения непосредственно в чувствительном слое на по-

верхности подложки по схеме, предложенной в гл. 2.  
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Рис. 31. Вид биочувствительного слоя на основе комплекса 

пероксидазы с хитозаном на поверхности оптического стекла 

после выдерживания в реакционном растворе.  

Состав пленки: хитозан – 0,4 мг/см2, пероксидаза – 50 пмоль. 

Концентрации в растворе: гидрохинон – 0,5 мМ, H2O2 – 5 мМ 

(рН 7,0, 0,05 М фосфатный буферный раствор, время выдер-

живания 6 ч).  

 

 

Рис. 32. Спектр поглощения чувствительной пленки (хитозан – 0,4 мг/см2, перок-

сидаза – 50 пмоль) до и после  взаимодействия с реакционным раствором (концен-

трации в растворе: гидрохинон – 500 мкМ, H2O2 – 5 мМ, рН 7,0, 0,05 М фосфатный 

буферный раствор, время выдерживания 24 ч). 

На этом этапе экспериментов концентрации компонентов были выбраны 

произвольно, на основе того их диапазона и рН, с которыми обычно работают при 

проведении этой ферментативной реакции в растворе, а именно 0,5 мМ гидрохино-

на, 5 мМ H2O2, рН 7,0, 0,05 М фосфатный буферный раствор). Обнаружили, что че-

рез несколько часов после начала реакции пленка хитозана окрашивалась в корич-

невый цвет (рис. 31), а на спектре поглощения, зарегистрированном относительно 

чистой пластинки, появлялись два максимума при 265 и 345 нм (рис. 32). В отсут-

ствие фенольных соединений в системе соответствующие максимумы не появля-

лись. В целях минимизации влияния фоновых компонентов реакционной смеси, а в 
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дальнейшем и анализируемых объектов, а также самого полимерного слоя в каче-

стве аналитической была выбрана длины волны  – 345 нм (ε345= (4,2±0,2)×103 М-

1см-1).  

Для определения оптимального содержания хитозана в чувствительном слое 

варьировали плотность его нанесения на стеклянную подложку. Выяснили, что при 

увеличении содержания хитозана на поверхности кварцевого стекла от 0,75 до 3 мг 

(что соответствует плотности нанесения пленки хитозана с 0,15 мг/см2 до 0,6 

мг/см2) величина поглощения от сенсорного устройства после выдерживания в ре-

акционном растворе возрастает (рис. 33). Последнее можно связать как с увеличе-

нием длины оптического пути вследствии возрастания толщины поглощающего 

биочувствительного слоя, так и с увеличением концентрации количества амино-

групп, вступающих в реакцию с  хинона, и, как следствие, количеством поглоща-

ющего аддукта в составе сенсорного устройства. При содержании хитозана 3 мг 

(что соответствует плотности нанесения 0,6 мг/см2) значительно ухудшается вос-

производимость измерений, пленка становится механически непрочной и начинает 

скалываться с поверхности стекла; поэтому для дальнейшей работы выбрали со-

держание хитозана 2 мг (плотность нанесения 0,4 мг/см2). 

 

Рис. 33. Зависимость поглощения чувствительной пленки (содержание перосидазы 

– 5 пмоль) от содержания хитозана на поверхности пластины (размер 13 × 38 мм2) 

(концентрации в растворе: H2O2 – 5 мМ, ГХ – 0,1 мМ, 0,05 М фосфатный буферный 

раствор, рН 7,0, объем реакционного раствора 5 мл, время выдерживания – 24 ч). 
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На основании полученных результатов можно сделать очевидный вывод, что 

среди трех рассмотренных спектрофотометрических индикаторных реакций един-

ственно возможной для регистрации аналитического сигнала в твердофазном вари-

анте является реакция на основе взаимодействия продуктов ферментативного 

окисления фенолов – хинонами непосредственно с матрицей биочувствительного 

слоя - хитозана. Существенным недостатком использования МБТГ и 4-ААП в ка-

честве дериватизирующих агентов являются значительное (от 50% и выше) их вы-

мывание из чувствительного слоя на поверхности стекла. Наличие ковалентной 

связи между хитозаном и продуктами окисления фенольного соединения обеспе-

чивает прочное связывание индикаторного вещества с биочувствительным слоем 

пероксидаза-хитозан; фактически происходит концентрирование продукта фермен-

тативного окисления фенольных соединений из анализируемого раствора. Кроме 

того, чувствительный слой на основе хитозана, как было показано в предыдущих 

главах, обеспечивает высокую каталитическую активность и стабильность фермен-

та  – пероксидазы из корней хрена как в водных, так и водно-органических средах, 

что также демонстрирует перспективность применения именно этой новой, ранее 

не использовавшейся в химическом анализе реакции в целях создания спектрофо-

тометрических сенсорных  систем для определения биологически активных ве-

ществ. 

3.1.2. Выбор условий определения водорастворимых фенольных соединений 

Следующим этапом работы стало изучение взаимодействия чувствительного 

слоя на основе хитозана с водорастворимыми фенольными соединениями, пред-

ставленными в табл. 6.  

Выбор именно этих веществ объясняется тем, что, помимо того, что их опре-

деление в ряде объектов представляет практический интерес (например, гидрохи-

нона, содержание которого регулируется во многих странах, в косметических пре-

паратах), они являются структурными единицами ряда более сложных соединений 

(в частности, флавоноидов, катехоламинов) и могут моделировать их поведение в 

исследуемой системе. 
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Таблица 6. Изученные водорастворимые фенольные соединения и литературные 

сведения об их субстратной специфичности к пероксидазе, лакказе и тирозиназе 

(“+” – фермент катализирует окисление фенола, “-” – фермент не катализирует 

окисление фенола) 

Формула Название Фермент 

Пероксидаза Лакказа Тирозиназа 

 
Гидрохинон +      [172] +      [174] -      [175] 

 

Пирокатехин +      [173] +      [174] +     [176] 

 

Резорцин +      [174] +      [174] -      [176] 

 

Пирогаллол  +      [174] +      [174] +     [176] 

 

Флуороглюцин +      [173] +      [177] -      [176] 

 

Возможность определения перечисленных соединений с помощью выбран-

ной индикаторной реакции – ферментативного окисления фенольных соединений и 

последующего взаимодействия продукта с биочувствительным слоем на основе хи-

тозана; условия проведения этой реакции для создания твердофазных спектрофо-

тометрических сенсорных систем были выявлены в присутствии трех различных 

ферментов – пероксидазы из корней хрена, лакказы из Trametes Versicolor и гриб-

ной тирозиназы (табл. 6). 
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Полученные результаты представлены на рис. 34 они позволяют выделить 

две представляющих аналитический интерес особенности, определяющие селек-

тивность отклика сенсорной системы. Во-первых, как и ожидалось, селективность 

по отношению к определенному фенольному соединению определяется специфич-

ностью фермента (сравнение результатов с табл. 8 [172-178]). 

 

Рис. 34. Селективность отклика разработанных сенсоров в присутствии ряда изо-

мерных ди- и три-фенольных соединений. Концентрации в растворе: фенольное со-

единение (ГХ – гидрохинон, ПК – пирокатехин, РЗ – резорцин, ПГ – пирогаллол, 

ФГ – флуороглюцин) – 50 мкМ, H2O2 – 5 мМ (в случае пероксидазы), состав чув-

ствительной пленки: фермент (пероксидаза – 50 пмоль/тирозиназа – 8 у.е., лакказа 

– 1,25 у.е), хитозан – 0,4 мг/см2, 0,05 М фосфатный буферный раствор, рН 6.5, вре-

мя выдерживания 24 ч). 

 

Так, тирозиназная сенсорная система дает отклик только в присутствии пи-

рокатехина и пирогаллола, то есть о-замещенных фенолов, поскольку только они, 

по литературным данным, являются субстратами этого фермента. В то же время, 

биочувствительные пленки, содержащие лакказу и пероксидазу, которые катализи-

руют согласно литературным данным окисление всех изученных фенолов, реаги-

ровали исключительно на присутствие гидрохинона и пирокатехина. То есть, как и 

предполагалось, во взаимодействие с полимерным слоем на основе хитозана всту-

пают только те соединения, которые в результате ферментативного окисления об-
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разуют хиноны, в изученном ряду - гидрохинон и пирокатехин. А в результате пе-

роксидазного и лакказного окисления резорцина, пирогаллола и флуороглюцина 

образуются димеры или полимерные продукты [178], то есть отличные от хинонов 

продукты, они не вступали во вторую стадию индикаторного процесса, приводя-

щую к появлению характеристического максимума в спектре поглощения.  

Таким образом, знание механизмов ферментативного окисления и соответ-

ствующий выбор катализатора позволяет управлять селективностью спектрофото-

метрической биосенсорной системы. Включение в чувствительную пленку тирози-

назы может обеспечить селективное определение о-фенолов в присутствии п-

фенолов, а, например, фенольные соединения, не образующие при окислении хи-

нонов, вообще не влияют на аналитический сигнал сенсорной системы.  

Следующим этапом стало изучение зависимости поглощения чувствитель-

ного слоя от времени выдерживания пленки в реакционном растворе в присутствии 

аналита.  На рис. 35 представлена полученная зависимость для чувствительного 

слоя, содержащего пероксидазу; для двух других ферментов наблюдалась каче-

ственно аналогичная зависимость. Таким образом, при комнатной температуре ве-

личина поглощения максимальна и, в перспективе, наиболее высока чувствитель-

ность определения фенольных субстратов при выдерживании сенсора в реакцион-

ном растворе в течение суток (24 ч). 

На примере пероксидазной сенсорной системы оценили возможность 

уменьшения времени отклика путем повышения температуры. Для этого построили 

ряд градуировочных зависимостей для определения гидрохинона в диапазоне тем-

ператур 20 – 40о С.  



81 
 

 

Рис. 35. Зависимость поглощения биочувствительного слоя на поверхности опти-

ческого стекла от времени его выдерживания в растворе (концентрации в растворе: 

H2O2 – 5 мМ, гидрохинон – 0,1 мМ, состав чувствительной пленки: пероксидаза – 

50 пмоль, хитозан – 0,4 мг/см2, 0,05 М фосфатный буферный раствор рН 7,0, объем 

реакционного раствора 5 мл).  

Повышение температуры до 30 – 40оС позволило повысить скорость реакции и 

наклон градуировочного графика для определения гидрохинона в 1,6 раза при вы-

бранной длительности выдерживания сенсора в реакционной среде (условия: 0,05 

М фосфатный буферный раствор, рН 7.0, концентрация пероксида водорода – 5 

мМ, чувствительный слой: хитозан – 0,4 мг/см2
, пероксидаза – 50 пмоль). В то же 

время наклон градуировочного графика при комнатной температуре и 24 ч выдер-

живания пластинки был практически в 3 раза выше, чем при 30˚С и 3 ч выдержи-

вания. При этом более длительный вариант был проще экспериментально и может 

использоваться для внелабораторного определения аналитов: после погружения 

стеклянной пластинки с чувствительным слоем в раствор не требовалось никаких 

манипуляций до их извлечения на следующий день. По этой причине использова-

ние предложенного сенсора при повышенной температуре сочли нецелесообраз-

ным, и далее во всех экспериментах время выдерживания составляло около 24 ч 

при комнатной температуре.  

Для выбора оптимальных условий проведения индикаторной реакции присо-

единения продукта окисления фенольного соединения к хитозану изучили зависи-

мость поглощения биочувствительного слоя от содержания в нем фермента (вы-
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бор оптимального количества хитозана описан в главе 2), состава реакционной 

среды (природы, концентрации и рН буферного раствора), а при использовании 

пероксидазы в качестве биокатализатора  ̶  и от концентрации субстрата-

окислителя – пероксида водорода. В качестве модельного субстрата применяли 

гидрохинон (ГХ) (в присутствии пероксидазы и лакказы) или пирокатехин (в слу-

чае тирозиназы). Содержание фермента выражали в условных единицах (у.е.), ко-

торые рассчитывали, исходя из добавленной массы фермента и данных о его ак-

тивности, указанных производителем, или, в случае пероксидазы, в виде молярной 

концентрации, определяя ее по молярному коэффициенту поглощения [143]. Как 

видно из рис. 36-38, во всех трех случаях увеличение концентрации фермента сна-

чала приводит к накоплению продукта второй стадии индикаторного процесса и, 

соответственно, росту поглощения полимерного слоя на основе хитозана; при бо-

лее высоких концентрациях, соответствующих большей активности фермента, 

продукт не накапливается. Очевидно, это связано с тем, что первая – ферментатив-

ная – стадия перестает быть скорость-лимитирующей в работе сенсорной системы.  

 

Рис. 36. Зависимость поглощения биочувствительного слоя сенсорной системы от 

содержания в нем фермента (концентрации в растворе: H2O2 – 5 мМ, гидрохинон – 

0,5 мМ, состав чувствительной пленки: пероксидаза, хитозан – 0,4 мг/см2, 0,05 М 

фосфатный буферный раствор рН 7,0, объем реакционного раствора 5 мл, время 

выдерживания – 24 ч). 
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На зависимостях в присутствии пероксидазы и лакказы выше их определенных 

концентраций/активностей (5 нМ пероксидазы и 0,5 у.е. лакказы) наблюдается 

практически плато, что является положительным моментом: в диапазонах содер-

жаний 0,5-2,5 у.е. лакказы и 5-50 нМ пероксидазы поглощение чувствительной 

пленки оказывается достаточно устойчивым к снижению активности фермента, 

например, при хранении. 

 

Рис. 37. Зависимость поглощения чувствительного слоя сенсорной системы от ак-

тивности лакказы (концентрация гидрохинона в растворе – 50 мкМ, состав чув-

ствительной пленки: лакказа, хитозан – 0,4 мг/см2, 0,05 М фосфатный буферный 

раствор, рН 6,5, время выдерживания – 24 ч). 
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Рис. 38. Зависимость поглощения чувствительного слоя сенсора от активности ти-

розиназы (концентрация в растворе пирокатехина – 50 мкМ, состав чувствительной 

пленки: тирозиназа, хитозан – 0,4 мг/см2, 0,05 М фосфатный буферный раствор,  

рН 6,5, время выдерживания – 24 ч). 

Зависимость аналитического сигнала от концентрации субстрата-окислителя 

пероксидазы – пероксида водорода представлена на рис. 39. При малых концентра-

циях пероксида низкий сигнал обусловлен недостатком субстрата в системе; при 

больших концентрациях, очевидно, фермент ингибируется избытком субстрата. 

Для дальнейшей работы выбрали концентрацию пероксида водорода, при которой 

сигнал максимален – 5 мМ. 
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Рис. 39. Зависимость поглощения чувствительного слоя сенсора от содержания в 

системе пероксида водорода (концентрации в растворе: H2O2 – 5 мМ, гидрохинон – 

0,5 мМ, состав чувствительной пленки: пероксидаза – 50 пмоль, хитозан – 0,4 

мг/см2, 0,05 М фосфатный буферный раствор, рН 7,0, объем реакционного раствора 

–  5 мл, время выдерживания – 24 ч).  

 

Установили, что независимо от природы биокатализатора, в случае окисле-

ния простейших фенольных соединений поглощение прореагировавшей хитозано-

вой пленки максимально при рН 5,8-7,0 (рис. 40). Как было установлено ранее, 

именно в этом интервале рН пероксидаза в составе каталитическая активность 

комплекса с хитозаном максимальна. При повышении рН из-за электростатических 

взаимодействий молекула хитозана сворачивается в глобулу, и аминогруппы ста-

новятся стерически менее доступными [130]. 
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Рис. 40. Зависимость поглощения биочувствительного слоя сенсорной системы от 

pH раствора. Состав чувствительного слоя на основе пероксидазы: хитозан – 0,4 

мг/см2, пероксидаза – 50 пмоль,  концентрации в растворе: H2O2 – 5 мМ, ГХ – 100 

мкМ. Состав чувствительного слоя на основе тирозиназы: тирозиназа – 8 у.е., хито-

зан – 0,3 мг/см2, концентрация в растворе пирокатехина – 50 мкМ. Состав чувстви-

тельного слоя на основе лакказы: 1,25 у.е. лакказы, хитозан – 0,4 мг/см2, концен-

трация в растворе гидрохинона – 100 мкМ. 0,05 М фосфатный буферный раствор, 

объем реакционного раствора –  5 мл, время выдерживания – 24 ч. 

Исследовали влияние природы буферного раствора на эффективность взаи-

модействия продуктов ферментативного окисления фенольных соединений и, как 

следствие, на значение аналитического сигнала. Для этого выбрали следующие бу-

ферные растворы с рН 6,5: 0,05 М фосфатный, 0,05 М цитратно-фосфатный, 0,2 М 

глициновый, 0,05 М MES (2-(N-морфолино)-этансульфоновая кислота), 0,01 М 

имидазолевый. Проводя индикаторную реакцию в каждом из перечисленных бу-

ферных растворов, регистрировали два параметра: оптическую плотность чувстви-

тельного слоя при 345 нм («сигнал») и его поглощение при 700 нм («фон», который 

использовали для оценки прозрачности пленки, поскольку при этой длине волны 

аналитический сигнал отсутствовал). Как показывает рис. 41, в фосфатном буфер-

ном растворе оба параметра имеют наилучшие значения, в то время как после пре-

бывания в органических буферных растворах пленка мутнела или даже деформи-

ровалась, возможно, вследствие сорбции компонентов буфера на ее поверхности. В 
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глициновом буферном растворе реакция практически не шла, по-видимому из-за 

более эффективного конкурентного взаимодействия хинонов с более стерически 

доступной аминогруппой в молекуле глицина. Таким образом, на основе получен-

ных результатов все дальнейшие эксперименты проводили в фосфатном буферном 

растворе. 

 

Рис. 41. Зависимость поглощения биочувствительного слоя сенсорной системы при 

аналитической длине волны (345 нм) и при 700 нм (фон) от природы буферного 

раствора (концентрации в растворе: H2O2 – 5 мМ, ГХ – 0.1 мМ, состав чувстви-

тельной пленки: пероксидаза – 50 пмоль, хитозан – 0,4 мг/см2, рН 6,5, буферные 

растворы – 0,05 М фосфатный, 0,05 М цитратно-фосфатный, 0,2 М глициновый, 

0.05 М MES, 0,01 М имидазолевый; объем реакционного раствора – 5 мл, время 

выдерживания – 24 ч). 

 

Изменение концентрации фосфатного буферного раствора в диапазоне 

0,025 – 0,1  М не оказывало существенного влияния на величину аналитического 

сигнала пероксидазной сенсорной системы. При дальнейшем увеличении его кон-

центрации величина отклика уменьшалась, что, по-видимому, связано с инактива-

цией фермента при более высокой ионной силе раствора. В последующих экспери-

ментах использовали буферный раствор концентрации 0,05 моль/л, поскольку это 
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значение находится примерно в середине исследованного диапазона и, кроме того, 

является типичной концентрацией буферного раствора при работе со многими 

ферментами. 

Увеличение объема пробы ожидаемо приводило к повышению аналитиче-

ского сигнала (рис. 42), но для дальнейшей работы мы выбрали объем 5 мл, как 

наиболее удобный при работе с биочувствительным элементом сенсорной системы. 

 

 

 

Рис. 42. Зависимость поглощения чувствительного слоя сенсора от объема пробы 

(концентрации в растворе: H2O2 – 5 мМ, ГХ – 50 мкМ, состав чувствительной 

пленки: пероксидаза – 50 пмоль, хитозан – 0,4 мг/см2, 0,05 М фосфатный буферный 

раствор рН 6,5, время выдерживания 24 ч). 

 

Все выбранные условия проведения твердофазной спектрофотометрической 

реакции окисления фенольных соединений с последующим взаимодействием с 

чувствительным полимерным слоем на основе хитозана в присутствии различных 

ферментов представлены в табл. 7. 
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Таблица 7. Условия проведения твердофазной спектрофотометрической реакции 

окисления фенольных соединений с последующим взаимодействием с чувстви-

тельным полимерным слоем на основе хитозана в присутствии различных фермен-

тов 

Фермент Пероксидаза Лакказа Тирозиназа 

Состав чувствительного слоя 

0,4 мг/см2 хи-

тозана, 

50 пмоль 

фермента 

0,4 мг/см2 хи-

тозана 

1.25 у.е. фер-

мента 

0,4 мг/см2 хи-

тозана, 

8 у.е.  

фермента 

Концентрация  

субстрата – окислителя, мМ 
5 -* 

Буферный раствор 0,05 М фосфатный с  рН 6,5 

Объем реакционной системы, 

мл 
5 

Время выдерживания 1 сутки (около 24 ч) 

Длина волны ~ 345 нм 

*Субстрат-окислитель – кислород воздуха. 

 

3.1.3. Аналитические характеристики методик определения  

водорастворимых фенольных соединений 

В выбранных условиях разработали методики определения гидрохинона и 

пирокатехина с использованием разработанных твердофазных спектрофото-

метрических сенсорных систем на основе пероксидазы, тирозиназы и лакказы. Ме-

тодика выполнения эксперимента была следующей [25, 143]: В стеклянную кювету 

объемом 5 мл добавляли 0,05 М фосфатный буферный раствор (рН 6,5), в случае 

пероксидазы раствор пероксида водорода до достижения его концентрации в смеси 

5 мМ и водные растворы определяемого фенольного соединения с разными кон-

центрациями. Полученные смеси с разным содержанием аналита тщательно пере-
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мешивали стеклянной палочкой, после чего в нее вводили кварцевую пластинку с 

биочувствительным слоем на основе хитозана и одного из ферментов (рис. 23, Гла-

ва 2). На следующий день пластинку извлекали из кюветы и высушивали на возду-

хе, после чего измеряли спектр поглощения чувствительной пленки в диапазоне 

200 – 700 нм и фиксировали максимальное поглощение пленки в области 300 – 400 

нм (~345 нм). Затем строили градуировочные зависимости в координатах: погло-

щение биочувствительного слоя - концентрация фенольного соединения, результа-

ты обрабатывали методами математической статистики [179] с использованием 

программных пакетов Excel 2016 и Excel 2017. Полученные аналитические харак-

теристики методик определения фенольных соединений на основе предложенной 

оптической сенсорной системы представлены в табл. 8.  

Как видно из данных  таблицы, разработанные твердофазные сенсорные си-

стемы позволяют определять фенольные соединения на уровне их микромолярный 

содержаний; чувствительность сенсорного устройства по отношению к фенольным 

соединениям несколько зависит как от природы аналита, так и от природы фермен-

та. 

 

Рис. 43. Проверка аддитивности отклика биочувствительных слоев, содержащих 

различные ферменты, на присутствие пирокатехина и гидрохинона при их концен-

трациях 50 мкМ.  

Кроме того, изучили возможность индивидуального и совместного опреде-

ления гидрохинона и пирокатехина и исследовали влияние отклика пероксидазной, 
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тирозиназной и лакказной сенсорных систем на совместное присутствие фенолов. 

Величина отклика бичувствительного слоя являлась аддитивной  к выбранным фе-

нолам (различия в оптических плотностях статистически незначимыми) (рис. 43). 

Таблица 8. Аналитические характеристики методик определения фенольных со-

единений на основе твердофазной спектрофотометрической сенсорной системы в 

присутствии трех различных ферментов (n = 5, Р = 0,95) 

Фермент, 

субстрат-аналит 

Уравнение градуировочной 

зависимости, диапазон 

определяемых концентраций 

Коэфф.

корре-

ляции, 

r 

сmin, 

мкМ 

 

sr при 

Сн 

 

Пероксидазный: 

а) гидрохинон 

 

б) пирокатехин 

 

 

А=(0,22±0,06) + (6,8±0,5)103 с, 

20 – 200 мкМ 

А =(0,22±0,04) + (3,2±0,3)103 с, 

20 – 250 мкМ 

 

0,998 

 

0,997 

 

 

3 

 

7 

 

 

0,02 

 

0,02 

 

Лакказный: 

а) гидрохинон 

 

б) пирокатехин 

 

 

А =(0,18±0,09) + (8±2)103 с, 

10 – 100 мкМ 

А =(0,18±0,05) + (5,7±0,8)103 с, 

10 – 100 мкМ 

 

0,987 

 

0,994 

 

 

3 

 

4 

 

 

0,06 

 

0,05 

 

Тирозиназный: 

Пирокатехин 

 

А =(0,15±0,08) + (8±1)103 с, 

10 – 100 мкМ 

0,991 3 0,04 

А – аналитический сигнал, с – концентрация определяемого соединения, М 

Однако, поскольку коэффициенты чувствительности в градуировочных за-

висимостях определения фенолов несколько различаются по величине, то опреде-

ление суммарного количества гидрохинона и пирокатехина может не соответство-

вать их истинным значениям в анализируемых образцах. В то же время, учитывая, 
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что тирозиназная сенсорная система дает селективный отклик на пирокатехин, 

совместное использование пероксидазного (или лакказного) и тирозиназного сен-

сорных устройств позволит определить содержание пирокатехина, а, соответствен-

но, и гидрохинона в таком объекте. Таким образом, разработанные твердофазные 

спектрофотометрические сенсорные системы в этой работе можно применять либо 

для анализа объектов, содержащих только одно фенольное соединение, либо для 

общей оценки или скрининга содержания фенольных соединений, что, как отмече-

но в литературе [65], является типичным для ферментных сенсоров для определе-

ния фенольных соединений.  

Следует отметить высокую стабильность индикаторного соединения – ад-

дукта хинона с хитозаном, образованного по механизму присоединения Михаэля: 

его поглощение в полимерном слое сенсорного устройства остается постоянным в 

течение, по меньшей мере, 8 недель при хранении на воздухе при комнатной тем-

пературе.  

 

Рис. 44. Зависимость отклика твердофазной сенсорной системы на основе перок-

сидазы от длительности его хранения при 4˚С перед анализом (концентрация в рас-

творе H2O2 – 5 мМ, состав чувствительной пленки: пероксидаза – 50 пмоль, хито-

зан – 0,4 мг/см2, 0,05 М фосфатный буферный раствор, рН 6,5, время выдержива-

ния - 24 ч). 

Нами была изучена стабильность сенсорной системы на основе пе-роксидазы 

при хранении: отклик после 5 дней хранения при комнатной температуре (25°C) 

составил (69±7) % (n=5, P=0,95), а после 90 дней хранения этого же сенсора при 
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4°C – (98±8) % (n=5, P=0,95) (рис. 44). Следовательно, перед использованием сен-

сорное устройство можно хранить не менее трех месяцев в холодильнике. 

Таким образом, выбранная нами конструкция оптической сенсорной систе-

мы и новая твердофазная индикаторная система, основанная на взаимодействии 

хитозана с продуктом ферментативного окисления фенольного соединения с обра-

зованием аддукта по механизму Михаэля, поглощающего в видимой области спек-

тра, удовлетворяет требованиям, сформулированным нами в начале работы, а 

именно, позволяет регистрировать аналитический сигнал от аналитов – водорас-

творимых фенольных соединений в режиме пропускания непосредственно в распо-

знающем слое сенсорного устройства. 

Наиболее перспективным ферментом для создания сенсорных устройств та-

кого типа представляется пероксидаза из корней хрена. Существенным преимуще-

ством этого фермента, по мнению автора работы, является не только его высокая 

каталитическая активность и стабильность в составе комплекса с хитозаном, но и 

более широкая специфичность по сравнению с узкоспецифичными тирозиназой и 

лакказой. Благодаря этому свойству пероксидазы, появляется возможность созда-

ние универсальных твердофазных оптических сенсорных систем для определения 

широкого круга аналитов в различных по природе объектах. Кроме того, при ис-

пользовании пероксидазы можно легко варьировать концентрацию субстрата-

окислителя (пероксида водорода) в системе и поддерживать его выбранное опти-

мальное содержание, чего нельзя сказать о кислороде, который является субстра-

том-окислителем лакказы и тирозиназы. Последний фактор особо значим при пе-

реходе от анализа в водных к анализу в водно-органических средах, поскольку из-

вестно [180], что растворимость кислорода в ДМСО в 6 раз выше, чем в воде, и, 

соответственно, его концентрация может существенно зависеть от содержания ор-

ганического растворителя, что усложняет обеспечение оптимальных условий при 

проведении индикаторной реакции и сужает возможности применения сенсорных 

систем в целом.  
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3.1.4. Выбор условий определения нерастворимых в воде  

фенольных соединений 

Следующим этапом работы стало изучение возможности применения опти-

ческой сенсорной системы с выбранными конструкцией и индикаторной реакцией 

для определения фенольных соединений, ограниченно растворимых в водных и 

водно-органических средах. В качестве нерастворимых в воде фенольных соедине-

ний для исследования выбрали кверцетин, рутин, эскулетин (рис. 45).  

 

 

 

 

А Б В 

 

Рис 45. Структурные формулы  кверцетина (а), рутина (б) и эскулетина (в). 

Эти соединения относятся к природным полифенолам, которые содержатся в 

растительном сырье, продуктах питания и фармацевтических препаратах и обла-

дают антиоксидантным и антимикробным действием. Круг природных соединений, 

содержащих фрагменты ди- и три-фенолов, очень широк, и эти три соединения 

были выбраны нами как модели соединений с разным размером молекулы и струк-

турой: так, кверцетин и рутин относятся к флавоноидам, причем рутин является 

гликозидом кверцетина, а эскулетин является кумарином с существенно меньшим 

размером молекулы.  
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Окисление флавоноидов и кумаринов катализируют такие растительные 

ферменты, как пероксидаза из корней хрена, грибная тирозиназа и лакказа. Полу-

ченные нами результаты кинетических исследований показали, что наиболее эф-

фективным биокатализатором в реакциях окисления ряда флавоноидов, в том чис-

ле кверцетина и рутина, является пероксидаза из корней хрена [181]. 

Тем не менее, механизм и кинетика их окисления в литературе мало изуче-

ны: в работе [182] сообщается, что при пероксидазном окислении кверцетина обра-

зуются около 20 соединений (по данным хроматографии), в то время как в работе 

[183] сделан вывод о том, что при пероксидазном окислении кверцетина образуется 

один продукт, который, по-видимому, является кверцетин-

ортохиноном/хинонметидом, имеющим следующие таутомерные формы (рис. 46): 

 

Рис. 46. Таутомерные формы продукта пероксидазного окисления кверцетина 

[183]. 

Рутин также может окисляться в присутствии пероксидазы, как указано в ра-

боте [184], причем наиболее вероятным продуктом его окисления также является о-

хинон.  Пероксидазное окисление эскулетина детально описано в работе [185]. 

Все три соединения малорастворимы в воде, однако, хорошо растворимы в 

полярных растворителях, в том числе в ДМСО, который используют либо для экс-

тракции этих соединений из растительного сырья, либо для приготовления лекар-

ственных инъекционных растворов на их основе [186-187].  
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Были рассчитаны значения кинетических параметров реакции пероксидазно-

го окисления кверцетина в присутствие некоторых полярных органических раство-

рителей (этанола, ацетонитрила, ДМСО) и водной среде путем линеаризации урав-

нения Михаэлиса-Ментен в двух различных координатах – Лайнуивера-Берка и 

Иди-Ховсти (табл. 9).  

Установлено, что кажущаяся константа Михаэтиса КМ уменьшалась в сле-

дующем ряду растворителей: этанол > ацетонитрил > ДМСО > вода, что свиде-

тельствует о том, что чем выше полярность среды, тем эффективнее кверцетин свя-

зывался с ферментом в реакции его пероксидазного окисления пероксидом водоро-

да.  

Параметр kкат для пероксидазного окисления кверцетина был намного выше 

в этаноле, чем в других вышеперечисленных растворителях. Это позволяет заклю-

чить, что именно в этом растворителе скорость высвобождения продуктов реакции 

из фермент-субстратного комплекса. Однако, значение отношения kкат/КМ при про-

ведении реакции в водно-органической среде было в 2-3 раза ниже, чем при ее 

проведении в водной среде (табл. 9). Последнее свидетельствовало о том, что спе-

цифичность действия пероксидазы в реакции окисления флавоноидов в присут-

ствии органических растворителей уменьшалась, что является дополнительным ар-

гументом при разработке сенсорных систем в пользу переноса каталитического 

процесса из раствора в матрицу биочувствительного полимерного слоя на основе 

хитозана.  

Взаимодействие с хитозаном выбранных нами полифенольных соединений 

после их окисления ранее не было изучено, однако у нас были все основания пред-

полагать, что они будут вступать в эту реакцию аналогично простым водораство-

римым фенольным соединениям, изученным выше (в частности, пирокатехина). В 

качестве реакционной среды для изучения возможностей спектрофотометрической 

сенсорной системы выбрали раствор состава вода-ДМСО по причинам, указанным 

выше. Кроме того, данные нашего исследования, приведенные в Главе 1, показали, 

что пероксидаза в составе комплекса с хитозаном в присутствии ДМСО сохраняет 

высокую каталитическую активность при больших содержаниях полярного раство-

рителя в системе. 
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Таблица 9. Кинетические параметры реакции пероксидазного окисления кверце-

тина в присутствии 20% об. этанола, ацетонитрила, ДМСО (n=4, P=0,95) 

Метод расчета KM, мкМ kкат, мин-1 

kкат/КМ,  

мин-1 ×мкМ-1 

Водный раствор 

Лайнуивера-Берка 20 ± 3 208 ± 5 10 ± 1 

Иди-Хофсти 22 ± 1 214 ± 5 9 ± 1 

В присутствии этанола 

Лайнуивера-Берка 209 ± 3 562 ± 3 2,7 ± 0,1 

Иди-Хофсти 208 ± 2 559 ± 9 2,7 ± 0,1 

В присутствии ацетонитрила 

Лайнуивера-Берка 51 ± 4 266 ± 8 5,2 ± 0,1 

Иди-Хофсти 51 ± 4 258 ± 8 5,1 ± 0,1 

В присутствии ДМСО 

Лайнуивера-Берка 45 ± 2 178 ± 2 4,0 ± 0,1 

Иди-Хофсти 46 ± 3 180 ± 3 3,9 ± 0,1 

 

При проведении индикаторной реакции с кверцетином, рутином и эскулети-

ном согласно методике, описанной выше для простейших фенолов, подтвердили, 
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что эти соединения после пероксидазного окисления также вступают во взаимо-

действие с хитозаном с образованием продукта, поглощающего в УФ. На рис. 47 в 

качестве примера представлены соответствующие спектры, демонстрирующие 

наличие максимумов поглощения аддукта хитозана с продуктом окисления кверце-

тина в области 280-300 нм, увеличение максимума поглощения хитозана при 265 

нм в случае окисления рутина и эскулетина, а также появление максимума погло-

щения при 350 нм в реакции окисления эскулетина. Поглощение прореагировавше-

го биочувствительного слоя на поверхности кварцевого стекла при указанных ха-

рактеристических длинах волн и было использовано в качестве отклика сенсорной 

системы.  

 

Рис. 47. Спектры поглощения биочувствительного слоя на основе хитозана после  

взаимодействия с кверцетином (концентрации в растворе: кверцетин – 100 мМ, 

Н2О2 – 1 мМ), рутином (концентрации в растворе: рутин – 100 мМ, Н2О2 – 1 мМ) и 

эскулетином (концентрации в растворе: эскулетин – 100 мкМ, Н2О2 – 2 мМ). Усло-

вия: состав биочувствительного слоя – 50 пмоль пероксидазы, 0,4 мг/см2 хитозана, 

0,05 М фосфатный буферный раствор, 10 об. % ДМСО, время выдерживания 24 ч. 

Далее на примере реакции окисления кверцетина изучили влияние концен-

трации ДМСО и пероксида водорода на величину аналитического сигнала. На рис. 
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48 приведена зависимость поглощения прореагировавшей с продуктом окисления 

кверцетина чувствительной пленки от содержания ДМСО, которая показывает, что 

аналитический сигнал максимален при 10 об. % ДМСО. Введение 20 об. % ДМСО 

практически не оказывало влияние на величину отклика сенсора, в то время как 

более высокое содержание ДМСО понижает скорость каталитического процесса. 

Тем не менее, следует отметить, что при необходимости анализ можно проводить и 

при 60 об. % ДМСО в системе после 24 ч выдерживания сенсорного устройства в 

среде органического растворителя. 

 

 

Рис. 48. Зависимость поглощения чувствительного слоя сенсорной системы при 

окислении кверцетина от концентрации ДМСО в реакционной смеси (концентра-

ции в растворе: H2O2 – 1 мМ, кверцетин – 100 мкМ; состав биочувствительного 

слоя: 50 пмоль пероксидазы, 0,4 мг/см2 хитозана, 0,05 М фосфатный буферный рас-

твор, рН 6,5, время выдерживания 24 ч). 

В случае окисления нерастворимых в воде фенольных соединений мы не об-

наружили столь четкой зависимости отклика сенсора от рН, как в случае определе-

ния ранее описанных водорастворимых фенолов, что, видимо, связано с их более 

сложной структурой, наличием нескольких диссоциирующих групп и усилением 
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влияния гидрофобных взаимодействий с биочувствительным слоем на основе хи-

тозана. На рис. 49 в качестве примера представлена рН зависимость поглощения 

чувствительного слоя сенсора при окислении кверцетина. Для дальнейших экспе-

риментов по аналогии с водорастворимыми соединениями выбрали рН 6,5. 

 

Рис. 49. рН зависимость поглощения чувствительного слоя сенсорной системы в 

реакции окисления кверцетина (концентрации в растворе: H2O2 – 5 мМ, кверцетин 

– 100 мкМ; состав чувствительной пленки: пероксидаза – 50 пмоль, хитозан – 0,4 

мг/см2, 0,05 М фосфатный буферный раствор, время выдерживания 24 ч). 

 

Также изучили зависимость аналитического сигнала от концентрации пероксида 

водорода в реакциях окисления фенольных соединений. Эти зависимости для реак-

ций окисления кверцетина и эскулетина представлены на рис. 50 и 51. Как и в слу-

чаях водорастворимых фенольных соединений, эти зависимости представляют со-

бой кривые с максимумом, который появляется при концентрации пероксида водо-

рода 1 мМ. 
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`  

Рис. 50. Зависимость поглощения чувствительного слоя сенсорной системы от 

концентрации пероксида водорода в реакции окисления кверцетина (концентрация 

в растворе кверцетина – 100 мкМ; состав чувствительной пленки: пероксидаза – 50 

пмоль, хитозан – 0,4 мг/см2, фосфатный буферный раствор, рН 6,5, 10 об. % 

ДМСО, время выдерживания 24 ч).  

Таким образом, условия проведения твердофазной спектрофотометрической 

реакции на основе биочувствительного слоя пероксидаза-хитозан в присутствии 

кверцетина, рутина и эскулитина были следующие: аналитические длины волн – 

280, 265 и 350 нм соответственно, 0,05 М фосфатный буферный раствор рН 6,5, 

концентрация H2O2 – 5 мМ. 

 

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

А

c(H2O2), мМ



102 
 

 

Рис. 51. Зависимость поглощения биочувствительного слоя сенсорной системы от 

концентрации пероксида водорода в реакции окисления эскулетина (концентрация 

в растворе эскулетина – 100 мкМ; состав чувствительной пленки: пероксидаза – 50 

пмоль, хитозан – 0,4 мг/см2, фосфатный буферный раствор, рН 6,5, 10 об. % 

ДМСО, время выдерживания 24 ч). 

 

3.1.5. Аналитические характеристики методик определения  

нерастворимых в воде фенольных соединений 

Методика определения фенольных соединений, ограниченно растворимых в 

воде, была следующей: в стеклянной кювете объемом 5 мл тщательно смешивали 

рассчитанный объем 0,05 М фосфатного буферного раствора с рН 6,5 и 0,5 мл 

ДМСО (10 об. % от общего объема смеси), раствор пероксида водорода до дости-

жения его концентрации в системе 5 мМ, и раствор фенольного соединения в 

ДМСО; полученную смесь, общий объем которой составлял 5 мл, тщательно пере-

мешивали стеклянной палочкой, после чего в раствор вводили кварцевую пластин-

ку с биочувствительным слоем на основе хитозана, прислоняли ее к стенке кюветы 

чувствительным слоем в сторону анализируемого раствора. На следующий день 

пластинку извлекали из кюветы, высушивали на воздухе и измеряли спектр погло-

щения чувствительной пленки в диапазоне 200 – 700 нм, фиксируя поглощение 

пленки при аналитической длине волны.  

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0 2 4 6 8 10 12

A

c(H2O2), мМ



103 
 

В выбранных условиях строили градуировочные зависимости для определе-

ния эскулетина, рутина и кверцетина в координатах: поглощение биочувствитель-

ного слоя от концентрации фенольного соединения. Полученные аналитические 

характеристики методик определения фенольных соединений на основе предло-

женной оптической сенсорной системы представлены в табл. 10. 

Следует отметить, что при определении рутина наблюдается высокое значе-

ние свободного члена уравнения градуировочной зависимости, а также худшая по 

сравнению с другими веществами воспроизводимость результатов измерений 

(табл. 10).  Мы связываем это с тем, что рутин является гликозидом кверцетина, 

при ковалентном закреплении рутина в биочувствительном слое сенсорной систе-

мы остаток сахара (дисахарида рутинозы) может взаимодействовать с хитозаном 

посредством нековалентных (электростатических) взаимодействий, что приводит к 

помутнению полимерного слоя и, как следствие, повышению фонового сигнала.  

Таблица 10. Аналитические характеристики методик определения фенольных со-

единений на основе твердофазной спектрофотометрической сенсорной системы  (n 

= 5, Р = 0,95) 

Субстрат 

Уравнение градуировочной 

зависимости, 

диапазон определяемых 

концентраций 

Коэфф. 

корреляции, 

r 

сmin, 

мкМ 

 

sr при 

сн 

 

Эскулетин 
А=(0,12±0,07) + (3,6±0,3)103 с, 

10 – 200 мкМ 

0,9981 10 0,05 

Кверцетин 
А=(0,22±0,08) + (13±1)103 с, 

10 – 150 мкМ 

0,9971 3 0,06 

Рутин 
А=(0,47±0,05) + (3,9±0,5)103 с, 

10 – 150 мкМ 

0,9945 10 0,08 

А – аналитический сигнал, с – концентрация определяемого соединения, М 
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Таким образом, предложенное нами спектрофотометрическое сенсорное 

устройство на основе оптически прозрачного биочувствительного слоя пероксида-

за – хитозан с твердофазной регистрацией аналитического сигнала для определе-

ния микромолярных содержаний фенольных соединений способно функциониро-

вать как в водных, так и водно-органических средах. По чувствительности и вос-

производимости предложенные методики на его основе не уступают другим опти-

ческим сенсорам для определения указанных соединений [65, 144]. Как и большин-

ство ферментативных сенсоров для определения фенолов, разработанная сенсорная 

система не обеспечивает селективное определение какого-либо конкретного фено-

ла, однако за счет сочетания двух последовательных процессов: ферментативной 

реакции окисления и реакции присоединения образующегося хинона к матрице  – 

хитозану отклик биочувствительного слоя на соединения нефенольной природы (за 

исключением хинонов) маловероятен. Вследствие этого разработанную сенсорную 

систему можно применять для анализа объектов (например, фармацевтических 

препаратов), содержащих одно какое-либо фенольное соединение или же он может 

быть использован для оценки общего содержания фенолов или полифенолов в пе-

ресчете на выбранный фенол-эквивалент (в сточных водах, травяном сырье или 

напитках, как это, например, было сделано в работах [97, 158, 188, 189]). Следует 

особо подчеркнуть, что от ранее предложенных оптических сенсоров для опреде-

ления фенолов он отличается тем, что дает принципиальную возможность анали-

зировать непрозрачные и неоднородные растворы, что позволяет минимизировать 

и упростить подготовку образца; этому также способствует длительная операцион-

ная стабильность сенсорной системы в среде вода–ДМСО. Существенным недо-

статком и ограничением применения в химическом анализе предложенной спек-

трофотометрической сенсорной системы является длительность получения анали-

тического сигнала (24 ч), однако это компенсируется простотой выполнения опре-

деления, небольшими непосредственными затратами времени аналитика и дли-

тельной стабильностью индикаторного вещества в биочувствительном слое при 

хранении.  
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3.2. Спектрофотометрические твердофазные сенсорные системы 

 для определения пероксидов различного строения 

Пероксид водорода и органические пероксиды часто используют в качестве 

дезинфицирующих и отбеливающих компонентов продуктов фармацевтической и 

косметической промышленности. Уровень пероксида водорода в крови, поте, вы-

дыхаемом воздухе является важным показателем для диагностики различных забо-

леваний. Органические пероксиды служат маркерами качества некоторых пищевых 

продуктов [190]. В связи с этим в настоящее время разработано большое количе-

ство различных методов определения пероксидов различного строения, прежде 

всего пероксида водорода: титриметрические [191-192], хроматографические [193-

203], электрохимические [204-220], спектрофотометрические [221-224], хеми- [224-

231] и флуоресцентные [232-237]. Большинство потенциальных объектов на основе 

органических пероксидов нерастворимы или ограниченно растворимы в воде, и, 

следовательно, их анализ требует сложной и длительной пробоподготовки [238-

240]. Очевидно, что в дополнение к уже существующим инструментальным мето-

дам целесообразно разрабатывать новые чувствительные, селективные и простые 

методики и средства определения пероксидов различного строения в объектах на 

основе матриц сложного состава без (или при минимальной) пробоподготовки. Как 

и в случае фенольных соединений на сегодняшний день поставленная проблема 

прежде всего решается с использованием электрохимических сенсоров [204-220], в 

том числе и ферментативных. Следует отметить, что основой разработок послед-

них являются исследования по влиянию органических растворителей на поведение 

ферментативных сенсоров при определении указанных аналитов. Пероксидазные и 

каталазные амперометрические сенсоры для определения органических пероксидов 

были апробированы в анализе реальных объектов в целях контроля качества пище-

вых, фармацевтических продуктов и некоторых других [241-244]. Пределы обна-

ружения пероксидов различного строения c помощью таких сенсоров составляют 

n∙10-6 – n∙10-5 моль/л, а диапазоны линейности в большинстве случаев - n∙10-4 – n∙10-

2 моль/л.  

В целом, пероксидазные сенсоры проявляют несколько более высокую чув-

ствительность по отношению к пероксидам по сравнению с каталазными. Отмече-
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ны две основные сложности в создании и использовании пероксидазных биосенсо-

ров для определения указанных соединений, а именно закрепление медиатора в 

биочувствительном слое или на поверхности электрода и обеспечение каталитиче-

ской активности фермента в присутствии органических растворителей [245].  

В литературе приведено относительно небольшое число работ, посвященных 

оптическим сенсорам для определения пероксида водорода и органических перок-

сидов [78, 83 – 86, 246-248]. Следует отметить, что перечисленные сенсоры имеют 

аналогичную конструкцию и основаны на тех же принципах формирования чув-

ствительного слоя и измерения аналитического сигнала, что и рассмотренные ра-

нее сенсорные системы для определения фенольных соединений.  

Действие оптических сенсоров для определения различных пероксидов ос-

новано на двух принципах: разложении определяемого соединения или окислении 

компонентов индикаторной системы в его присутствии [78, 83 – 86]. В зависимости 

от механизма формирования отклика чувствительного слоя, в случае обратимых 

проточных сенсоров фазу с реагентом восстанавливают промыванием проточной 

ячейки буферным раствором, не содержащим определяемое соединение [246], или 

содержащим восстановитель (тиосульфат натрия) [247].  

Существующие оптические сенсоры позволяют определять пероксиды пре-

имущественно на микро/миллимолярном уровне, характеризуются высокой экс-

прессностью (время отклика в редких случаях превышает 5 мин) и воспроизводи-

мостью результатов измерений (sr ≤ 0.05 – 0.10 при P = 0.95, n = 4 – 6). Стабиль-

ность аналитического сигнала в случае флуоресцентных сенсоров, как правило, не 

превышает нескольких дней. В свою очередь, чувствительный слой спектрофото-

метрических сенсоров сохраняет 90–95% исходной величины аналитического сиг-

нала в течение от 2 недель до 2 месяцев. 

Единичные оптические сенсоры были апробированы в анализе реальных 

объектов - оптически прозрачных сред (дождевой воде и растворе для дезинфекции 

контактных линз), не требующих проведения дополнительной пробоподготовки 

[246, 247].  
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Таким образом, примеры оптических сенсоров для определения пероксида 

водорода и органических пероксидов малочисленны, а их возможности, согласно 

литературным данным, недостаточны для решения многих практических задач. В 

связи с этим в целях расширения круга определяемых веществ и объектов анализа 

актуально создание твердофазных оптических сенсорных систем, основанных на 

измерении аналитического сигнала вне раствора, для определения указанных ана-

литов непосредственно в биочувствительном слое сенсорного устройства. 

Как уже было отмечено выше, выбранная нами конструкция оптической сен-

сорной системы и новая твердофазная индикаторная система, основанная на взаи-

модействие хитозана с продуктом ферментативного окисления фенольного соеди-

нения с образованием вещества, поглощающего в видимой области спектра, в слу-

чае пероксидазы из корней хрена, которая характеризуется широкой субстратной 

специфичностью, могут быть использованы в оптических сенсорных системах для 

определения более широкого круга аналитов. 

Наличие пропорциональной зависимости поглощения биочувствительного 

слоя сенсорного устройства от концентрации пероксида водорода в диапазоне его 

концентраций 1 – 5 мМ в реакции окисления фенольных соединений  продемон-

стрированное выше (рис. 40), операционная стабильность спектрофотометрической 

сенсорной системы в присутствии органических растворителей открывает перспек-

тиву ее использования для определения не только фенольных соединений, но и пе-

роксидов различного строения. В качестве субстрата-восстановителя использовали 

пирокатехин. Определение проводили в условиях, оптимальных для определения 

фенольных соединений, с концентрацией пирокатехина 1 мМ, 0,05 М фосфатный 

буферный раствор, рН 6,5, 20 об.% ДМСО, время выдерживания - 24 ч; состав чув-

ствительной пленки: пероксидаза – 50 пмоль, хитозан – 0,4 мг/см2). 

В качестве субстратов-окислителей использовали пероксиды водорода, мо-

чевины, бензоилпероксида, 2-бутанонпероксида и трет-бутилгидропероксида. 

Именно такой ряд органических пероксидов был выбран в связи с их широким 

применением в производстве косметических и фармацевтических средств, а также 

в связи с тем, что они являются маркерами качества ряда пищевых продуктов. 
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Структурные формулы перечисленных органических пероксидов представлены на 

рис. 52. 

 

 

Рис. 52. Структурные формулы пероксида мочевины (а), бензоилпероксида (б), 2-

бутанонпероксида (в) и трет-бутилгидропероксида (г).  

В присутствии 20 об. % ДМСО (как показано выше, такая концентрация ор-

ганического растворителя не влияет на отклик сенсорной системы) изучили зави-

симости поглощения биочувствительного слоя от концентрации выбранных орга-

нических пероксидов в реакции окисления пирокатехина. В качестве примера на 

рис. 53 приведена зависимость отклика от концентрации бензоилпероксида, кото-

рая имеет линейный участок и демонстрирует возможность определения указанно-

го соединения.  

Аналогичные зависимости и градуировочные прямые были получены для 

всех изученных пероксидов. Аналитические характеристики методик определения 

все перечисленных пероксидов на основе твердофазной спектрофотометрической 

сенсорной системы предтавлены в табл. 11. 

 

 

а б в г 
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Рис. 53. Зависимость поглощения чувствительного слоя сенсора от концентрации 

бензоилпероксида (концентрация в растворе пирокатехина – 1 мМ; состав чувстви-

тельной пленки: пероксидаза – 50 пмоль, хитозан – 0,4 мг/см2, фосфатный буфер-

ный раствор рН 6,5, 20% ДМСО, время выдерживания 24 часа).  

Предложенные нами твердофазные методики определения органических пе-

роксидов с использованием спектрофотометрической сенсорной системы на основе 

биочувствительного слоя пероксидаза–хитозан обладают метрологическими харак-

теристиками, сравнимыми с характеристиками сенсоров, представленных в литера-

туре [78, 83 – 86, 191-248].  

Однако в настоящее время значительно ограничен круг анализируемых объ-

ектов вследствие ограниченной растворимости ряда пероксидов в воде. Возмож-

ность анализа мутных или непрозрачных сред представляется особенно важной, 

поскольку объекты, содержащие этот класс веществ, часто имеют жировую основу 

(продукты питания, фармацевтические препараты). 
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Таблица 11. Аналитические характеристики методик определения пероксидов раз-

личного строения на основе твердофазной спектрофотометрической сенсорной си-

стемы (в присутствии 20 об. % ДМСО ) (n = 5, Р = 0,95) 

Определяемое соединение 

Диапазон 

определяемых 

концентраций, мкМ 

сmin, 

мкМ 

 

Коэфф. 

корреляции, r 

sr  

при 

сн 

 

Пероксид мочевины 25–250 
10 0,996 0,08 

Пероксид водорода 100–1000 
45  0,996 0,08 

Бензоилпероксид 50–500 45 0,998 0,07 

2-Бутанонпероксид 100–1000 40 0,996 0,08 

трет-Бутилгидропероксид 250-2500 200 0,990 0,07 

 

Один из подходов к увеличению чувствительности определения указанных 

аналитов, а также расширению круга определяемых соединений и анализируемых 

объектов заключается в проведении индикаторной реакции в мицеллярных и вод-

но-органических средах. В результате детального подбора состава раствора – ди-

зайна среды можно улучшить кинетические параметры ферментативного процесса 

и, как следствие, метрологические характеристики разрабатываемых методик на 

его основе путем повышения растворимости аналитов в "правильно выбранном" 

растворителе или в результате эффекта солюбилизации в растворах поверхностно-

активных веществ (ПАВ).  
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3.2.1. Определение пероксидов различного строения в мицеллярных средах 

Для создания мицеллярных сред выбрали ПАВ различной природы: катион-

ный (ЦТАБ), неионогенный (ТВИН 80) и анионный (ДДС). Их критические кон-

центрации мицеллообразования (ККМ) составляют 0,9; 0,2 и 8 мМ, соответствен-

но. Выбор именно этих ПАВ обусловлен их коммерческой доступностью и изучен-

ностью их фазовых диаграмм. Для создания водно-органических сред выбрали 

смешивающиеся с водой растворители, полярность которых возрастает в ряду: эта-

нол < ацетонитрил < ДМСО < H2O [249].  

Были выбраны условия (концентрации ПАВ и строение мицелл, фермента, 

время реакции, рН буферного раствора), позволяющие получить максимальный от-

клик чувствительного слоя биосенсорной системы в присутствии аналита. Следует 

отметить, что концентрации всех компонентов реакционной смеси (фермента, пи-

рокатехина, буферного раствора), а также время проведения реакции в присутствии 

и в отсутствие ПАВ полностью совпали: состав чувствительной пленки: перокси-

даза – 50 пмоль, хитозан – 0,4 мг/см2; 0,05 М фосфатный буферный раствор, 20% 

ДМСО, концентрация в растворе пирокатехина – 1 мМ; время выдерживания - 24 ч. 

Из кривых зависимости величины отклика от концентрации ПАВ (рис. 54) 

видно, что при проведении реакции в средах анионного и неионогенного ПАВ эф-

фективность окисления и количество индикаторного вещества (пропорциональное 

количеству продукта окисления) возрастали, а в среде катионного ПАВ, наоборот, 

уменьшались. Для дальнейшей работы в качестве наиболее подходящей для работы 

биосенсора в присутствии всех исследованных ПАВ выбрали их концентрацию 

0,05 М, превышающую ККМ всех ПАВ, что говорит о существовании в растворе 

устойчивых мицелл. 

На рис. 55 представлены зависимости величины отклика чувствительного 

слоя биосенсора от рН в среде прямых мицелл ПАВ: во всех случаях зависимость, 

как и ожидалось, проходила через максимум. Положение максимума в среде ми-

целл ДДС и ЦТАБ было смещено в более щелочную и кислую область, соответ-

ственно, относительно максимума в водном растворе и растворе, содержащем ми-

целлы на основе ТВИН 80. Такая закономерность описана в литературе [250]: рН 
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раствора может изменяться на 1 – 2 ед. при введении в него ПАВ, смещаясь в более 

кислую область в присутствии анионного, в более щелочную в присутствии кати-

онного, и оставаться практически неизменной в присутствии неионогенного ПАВ. 

В качестве оптимальных при проведении индикаторной реакции в среде мицелл на 

основе ЦТАБ, ТВИН 80 и ДДС выбрали значения рН 6,0, 6,5 и 7,5 соответственно. 

 

Рис. 54. Зависимость величины отклика от концентрации ПАВ: (1) ЦТАБ, (2) 

ТВИН 80, (3) ДДС. Условия реакции: концентрации пероксидазы - 50 нМ, 2-

бутанонпероксида – 0,5 мМ, пирокатехина - 1 мМ, 0,05 М фосфатный буферный 

раствор, рН 7,0, время реакции 24 ч. 

Следует отметить, что среда обращенных мицелл способствовала лишь не-

значительному увеличению отклика чувствительного слоя сенсорной системы по 

сравнению с откликом в немицеллярной среде и растворе прямых мицелл. Помимо 

этого, для создания обращенных мицеллярных сред требовалось большое количе-

ство ПАВ (до 0,5 г на 5 мл реакционной системы, при меньшем количестве ПАВ их 

водно-органический раствор оставался непрозрачным, следовательно, обращенные 

мицеллы не образовывались), а также токсичных органических растворителей (от 

30 до 80 об. % гексана, бензола, изопропанола или пентанола).  
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Рис. 55. Зависимость величины отклика от рН в среде прямых мицелл ПАВ: (1) 

ДДС, (2) ТВИН 80, (3) ЦТАБ; и в немицеллярной среде (4). Условия реакции: кон-

центрации пероксидазы - 50 нМ, 2-бутанонпероксида – 0,5 мМ, пирокатехина - 1 

мМ, 0,05 М фосфатный буферный раствор, время реакции 24 ч.  

Кроме того, после выдерживания в реакционной системе хитозановые плен-

ки мутнели и в течение нескольких суток оставались влажными, что усложняло ра-

боту с ними. Таким образом, применение разработанной биосенсорной системы в 

среде обращенных мицелл ПАВ оказалось нецелесообразным и, вследствие этого 

дальнейшие эксперименты  проводили только в среде прямых мицелл.  

Введение ПАВ не изменило условия проведения реакции в среде прямых 

мицелл ПАВ по сравнению с водной средой. Следовательно, ПАВ влияет на состо-

яние не иммобилизованного фермента, а хитозана. Хитозан, как известно [251], по-

сле растворения в уксусной кислоте, переходит в протонированную форму и ста-

новится положительно заряженным поликатионом. Очевидно, одноименно заря-

женный ПАВ (в данном случае – ЦТАБ) затрудняет перенос субстратов к поверх-

ности сенсорного устройства, а противоположно заряженный (ДДС) наоборот спо-

собствует транспорту компонентов реакционной смеси, прежде всего аналитов, из 

раствора к биочувствительному слою.  

В условиях, выбранных в качестве оптимальных, построили градуировочные 

зависимости и рассчитали метрологические характеристики методик определения 

пероксида водорода и ряда органических пероксидов в среде прямых мицелл ПАВ 

различной природы (табл. 12).  
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Таблица 12.  Метрологические характеристики методик определения пероксидов в 

среде прямых мицелл ПАВ  

ПАВ 

Диапазон определя-

емых концентраций, 

мкМ 

сmin, 

мкМ 

Коэффициент 

корреляции, r 

sr (при сн,  

n = 4, P = 0.95) 

Пероксид водорода 

– 100–1000 45 0,996 0,08 

ЦТАБ 50 – 500 35 0,986 0,09 

ТВИН 80 25 – 250 10 0,992 0,12 

ДДС 10 – 100 7 0,995 0,09 

2-Бутанонпероксид 

– 100–1000 40 0,996 0,08 

ЦТАБ 250 – 1000 150 0,993 0,11 

ТВИН 80 25 – 500 15 0,999 0,13 

ДДС 10 – 100 7 0,998 0,09 

Пероксид мочевины 

– 25–250 10 0,996 0,08 

ЦТАБ 50 – 500 35 0,995 0,09 

ТВИН 80 25 – 250 10 0,996 0,11 

ДДС 10 – 100 5 0,996 0,13 

Бензоилпероксид 

– 50–500 45 0,998 0,07 

ЦТАБ 100 – 1000 40 0,977 0,08 

ТВИН 80 100 – 500 35 0,998 0,07 

ДДС 25 – 250 20 0,998 0,06 

трет-Бутилгидропероксид 

– 750-2500 200 0,990 0,07 

ЦТАБ 2500 – 5000 2300 0,993 0,11 

ТВИН 80 5000 – 10000 3500 0,996 0,07 

ДДС 2500 – 10000 2250 0,988 0,08 

Использование ПАВ позволило в ряде случаев понизить пределы обнаруже-

ния пероксидов, причем чувствительность определения изменялась в ряду трет-

бутилгидропероксид < 2-бутанонпероксид < пероксид водорода < пероксид моче-
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вины. Полученный ряд изменения чувствительности полностью совпадает с рядом 

полярности этих пероксидов. Кроме того, чувствительность определения всех пе-

роксидов, кроме трет-бутилгидропероксида (наименее полярного из всех перок-

сидов), возрастала в ряду сред: ЦТАБ < немицеллярная среда < ТВИН 80 < ДДС. 

Максимальная чувствительность определения трет-бутилгидропероксида дости-

галась при проведении реакции в немицеллярной среде. По-видимому, это связано 

с тем, что гидрофобная якорная группа трет-бутилгидропероксида прочно удер-

живается гидрофобными участками ПАВ, что препятствует протеканию реакции. 

 

3.2.2. Расчет кинетических параметров реакции пероксидазного окисления 

пирокатехина в мицеллярных средах 

Для объяснения закономерностей, полученных при проведении индикатор-

ных реакций пероксидазного окисления пирокатехина пероксидами в среде прямых 

мицелл ПАВ различной природы, установили кинетические параметры в системе 

пероксидаза – пероксид – пирокатехин. Для этого, построили серию кинетических 

кривых и линеаризовав уравнение Михаэлиса-Ментен в координатах Лайнуивера-

Берка, Хейнса и Иди-Хофсти, рассчитали значения кинетических параметров реак-

ции (константы Михаэлиса, Km,  максимальной скорости реакции, Vm,  и субстрат-

ной специфичности фермента по отношению к пероксидам, характеризуемой вели-

чиной kкат/Km) [252]. Полученные тремя способами результаты расчета (рис. 56–

58), характеризовались хорошей сходимостью.  

Обнаружили, что кажущиеся величины Km и Vm возрастали в ряду аналитов: 

пероксид водорода < пероксид мочевины < 2-бутанонпероксид < трет-

бутилгидропероксид. Константа Михаэлиса практически не изменялась в присут-

ствии молекул ПАВ в случаях окисления пирокатехина пероксидами водорода и 

мочевины, 2-бутанонпероксидом; однако при окислении пирокатехина трет-

бутилгидропероксидом константа Михаэлиса возрастала в ряду: немицелярная 

среда < ЦТАБ < ТВИН 80 < ДДС (рис. 56). Максимальная скорость реакции 

уменьшалась при ее проведении в присутствии ЦТАБ и практически не изменялась 

в среде прямых мицелл ТВИН 80 и ДДС (рис. 57).   
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Рис. 56. Изменение константы Михаэлиса реакции пероксидазного окисления ПК 

пероксидом водорода (а), пероксидом мочевины (б), 2-бутанонпероксидом (в) и 

трет-бутилгидропероксидом (г) в немицеллярной среде и среде прямых мицелл 

ПАВ. 
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Рис. 57. Изменение максимальной скорости реакции ферментативного окисления 

ПК пероксидом водорода (а), пероксидом мочевины (б), 2-бутанонпероксидом (в) и 

трет-бутилгидропероксидом (г) в немицеллярной среде и среде прямых мицелл 

ПАВ.  

 

 

Рис. 58. Изменение субстратной специфичности пероксидазы к пероксиду водоро-

да (а), пероксиду мочевины (б), 2-бутанонпероксиду (в) и трет-

бутилгидропероксиду (г) в немицеллярной среде и среде прямых мицелл ПАВ. 

Cубстратная специфичность пероксидазы по отношению к изученным пе-

роксидам возрастала в ряду: трет-бутилгидропероксид < 2-бутанонпероксид < пе-

роксид водорода < пероксид мочевины (рис. 58). Возможно, низкая эффективность 

окисления ПК трет-бутилгидропероксидом в присутствии пероксидазы связана, 

как было указано выше, с возникновением стерических затруднений при образова-
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нии фермент-субстратного комплекса и, как следствие, уменьшением количества 

продукта реакции. 

При проведении индикаторной реакции в среде прямых мицелл ПАВ суб-

стратная специфичность пероксидазы по отношению к выбранным пероксидам (за 

исключением трет-бутилгидропероксида) возрастала в ряду: ЦТАБ < немицел-

лярная среда < ТВИН 80 < ДДС, что, вероятно, обусловлено наличием электроста-

тических взаимодействий между молекулами фермента и ПАВ. Значение изоэлек-

трической точки пероксидазы из корней хрена составляет 9,0, следовательно, в 

условиях проведения реакции (рН 6,0, 6,5, 7,5), она представляет собой положи-

тельно заряженную молекулу. По этой причине пероксидаза наиболее каталитиче-

ски активна в присутствии анионного ПАВ (ДДС) и наименее - в присутствии ка-

тионного ПАВ (ЦТАБ). 

Таким образом, различие в чувствительности определения пероксидов раз-

личного строения с использованием биосенсора в немицеллярной среде и среде 

прямых мицелл ПАВ объясняется соответствующим различием субстратной спе-

цифичности фермента по отношению к этим пероксидам, а также природой и заря-

дом ПАВ. 

 

3.2.3. Определение пероксидов различного строения в водно-органических средах  

Влияние органических растворителей на чувствительность определения 

пероксидов изучили на примере полярного, гидрофильного пероксида водорода и 

гидрофобного трет-бутилгидропероксида. Установили, что с увеличением про-

центного содержания любого из изученных органических растворителей до 50% 

чувствительность определения (S) пероксида возрастает (табл. 13). Это связано, по-

видимому, с улучшением диффузии компонентов индикаторной реакции к чув-

ствительному слою биосенсора, в котором иммобилизован фермент, катализирую-

щий протекающую реакцию. Соответственно, понижаются нижние границы опре-

деляемых концентраций пероксидов (данные приведены для пероксида водорода в 

качестве примера). 
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Таблица 13. Метрологические характеристики методик определения пероксида 

водорода в водно-органических средах на основе спектрофотометрической сенсор-

ной системы 

Среда 

Диапазон определя-

емых концентраций, 

мкМ 

sr, (n=5, P = 0,95) S, мкМ-1 

Водная  

среда 
100 – 1000 0.08 0,48 

Содержание ДМСО, % 

10  25 – 250 0,10 1,01  

30  20 – 250 0,16  1,54 

50  10 – 100 0,13 3,60 

Содержание этанола, % 

10 25 – 250 0,10 1,99 

30  10-100 0,05 2,87 

50  5 -10  0,15 3,33 

Содержание ацетона, % 

10 25 – 250 0,06 0,60 

30  10 – 250 0,14 1,95 

50 10 – 50 0,15 7,30 

10 

10 – 100 

0,19 2,90 

30  0,05 7,40 

50 0,09 11,50 

 

Как видно из табл. 13, чувствительность определения пероксида водорода 

возрастает в ряду растворителей: ДМСО < этанол < ацетон < ацетонитрил.  
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3.2.4. Расчет кинетических параметров реакции пероксидазного окисления 

пирокатехина в водно-органических средах 

 Для объяснения полученных закономерностей изучили кинетические пара-

метры индикаторной реакции в присутствии различных органических растворите-

лей, так, как это описано в предыдущем разделе. Полученные данные свидетель-

ствуют о том, что универсальной зависимости величин Кm и Vm от строения перок-

сида или природы растворителя нет. Однако при использовании в качестве окисли-

теля нерастворимого в воде трет-бутилгидропероксида с увеличением полярности 

растворителя кажущаяся константа Михаэлиса возрастает, а максимальная ско-

рость реакции, соответственно, понижается (рис. 59). Таким образом, чем ниже по-

лярность растворителя, тем выше скорость превращения наиболее гидрофобного 

субстрата с участием пероксидазы и тем выше скорость накопления индикаторного 

вещества. В случае наиболее полярного субстрата-окислителя пероксидазы  ̶ пе-

роксида водорода кажущаяся Кm ферментативного процесса уменьшается, при этом 

его Vm закономерно повышается с увеличением полярности растворителя (рис. 60). 
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Рис. 59. Изменение константы Михаэлиса реакции ферментативного окисления 

пирокатехина пероксидом водорода (а), пероксидом мочевины (б), 2-

бутанонпероксидом (в) и трет-бутилгидропероксидом (г) в водной и водно-

органической среде.  

 

 

 

Рис. 60. Изменение максимальной скорости реакции ферментативного окисления 

пирокатехина пероксидом водорода (а), пероксидом мочевины (б), 2-

бутанонпероксидом (в) и трет-бутилгидропероксидом (г) в водной и водно-

органической среде. 

При проведении индикаторной реакции в водной и водно-органической сре-

дах субстратная специфичность пероксидазы (kкат/Кm) по отношению к определяе-

мым пероксидам возрастает в ряду: трет-бутилгидропероксид < 2-

бутанонпероксид пероксид < пероксид водорода < пероксид мочевины (рис. 61). 

Полученный ряд изменения субстратной специфичности совпадает с рядом поляр-

ности указанных пероксидов. Следовательно, направленный выбор природы рас-
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тов пероксидазы. Например, проведение реакции окисления пирокатехина трет-

бутилгидропероксидом в присутствии этанола (наименее полярного из изученных 

растворителей) позволяет в 30 раз увеличить соотношение kкат/Км. 

 

Рис. 61. Изменение субстратной специфичности пероксидазы по отношению к пе-

роксидам различного строения в водной и водно-органической среде. 

 

Таким образом, изменение чувствительности определения пероксидов раз-

личного строения с использованием твердофазной сенсорной системы на основе 

пероксидазы, иммобилизованной в хитозане, в водной и водно-органической сре-

дах соответствует изменению субстратной специфичности фермента по отноше-

нию к определяемым пероксидам. Из полученных данных можно сделать вывод о 

необходимости учета состава среды при определении пероксидов, особенно нерас-

творимых в воде (слабополярных), для которых этот параметр особенно важен. По-

следнее было продемонстрировано на примере наименее полярного из всех изу-

ченных пероксидов - нерастворимого в воде трет-бутилгидропероксида. Исполь-

зование ДМСО и ацетонитрила не позволило существенно улучшить метрологиче-

ские характеристики соответствующих методик, однако в присутствии менее по-

лярных этанола и ацетона чувствительность определения возрастала, в присут-

ствии 50 об.% ацетона предел обнаружения снизился более, чем в 5 раз (табл. 14). 
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Таблица 14. Метрологические характеристики методик определения трет-

бутилгидропероксида в водно-органических средах  

Среда 

Диапазон определя-

емых концентраций, 

мкМ 

cmin, мкМ S, мкМ-1 
sr, (n=5, P 

= 0,95) 

Водная среда 750-2500 360 6×102 0,11 

Этанол  

30 об. %  

 

450-2500 

 

300 

 

6×102 

 

0,06 

50 об. %   350-2500 250 7×102 0,13 

Ацетон  

30 об. % 

 

350-2500 

 

250 

 

6×102 

 

0,06 

50 об. % 150-1000 60 10×102 0,12 

 

Таким образом, разработанное нами универсальное спектрофотометрическое 

сенсорное устройство с твердофазной регистрацией аналитического сигнала было 

применено для определения пероксидов различного строения и полярности в вод-

ных, водно-органических и мицеллярных растворах. Проведенное исследование 

продемонстрировало целесообразность направленного управления свойствами сре-

ды, в которой протекает индикаторный процесс, положенный в основу работы 

твердофазной спектрофотометрической сенсорной системы. Экспериментально до-

казано и подтверждено расчетами кинетических параметров ферментативной реак-

ции, что использование мицеллярных и водно-органических сред для ее проведе-

ния позволяет регулировать, прежде всего, улучшать метрологические характери-

стики методик определения пероксидов различного строения и полярности, а также 

демонстрирует потенциальную возможность расширения круга анализируемых 

объектов.  
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3.3. Спектрофотометрические твердофазные сенсорные системы 

 для определения фенольных соединений и пероксидов 

 в анализе реальных объектов 

 

Важной особенностью разработанного спектрофотометрического сенсорного 

устройства на основе биочувствительного слоя пероксидаза–хитозан является то, 

что аналитическим сигналом является поглощение самой пластинки, а не реакци-

онного раствора.  

В результате возможен анализ эмульсий и непрозрачных растворов без пред-

варительного отделения матрицы анализируемого объекта. Если какие-либо части-

цы образца (например, крема) остаются на поверхности пластинки, их можно 

смыть с пленки водой. Биораспознающий слой обладает высокой стабильностью; 

перед использованием пластину с ним можно хранить в течение по меньшей мере 3 

мес в холодильнике. Более того, аддукт, используемый для определения, также 

чрезвычайно стабилен во времени, и его поглощение практически не изменяется 

при хранении биосенсора в течение по крайней мере 6 недель после определения. 

Вследствие того, что определяемое соединение связано с хитозаном ковалентно, 

оно не вымывается из пленки. Кроме того, в случае разработанного нами оптиче-

ского биосенсорного устройства значения поглощения при концентрациях опреде-

ляемого соединения 20 – 200 мкМ находятся в диапазоне 0,4 – 1,6, и, следователь-

но, нет необходимости в использовании дорогих высокочувствительных приборов. 

Это выгодно отличает предложенное сенсорное устройство от сенсора сходной 

конструкции, разработанного Д. Абдуллой и соавт. [95-97], отклик которого в при-

сутствии значительно больших концентраций определяемого соединения (500 – 

9000 мкМ пирокатехина) меняется в диапазоне 0,01 – 0,06 ед. поглощения соответ-

ственно. 

Аналитические возможности спектрофотометрической сенсорной системы 

были апробированы для определения фенольных соединений различного строения, 

а также неорганических и органических пероксидов. При определении фенольных 

соединений (кверцетина, рутина, эскулетина) и органических пероксидов (2-
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бутанонпероксида и бензоилпероксида), малорастворимых в водных растворах, ре-

акцию проводили в присутствии ДМСО (10 и 20 об. % v соответственно); трет-

бутилгидропероксида - в 50 об. % ацетона; а пероксидов водорода и мочевины - в 

прямых мицеллах ДДС (табл. 15). 

Таблица 15. Аналитические характеристики спектрофотометрической сенсорной 

системы для определения различных фенольных соединений и пероксидов в раз-

личных средах 

Аналит Диапазон опре-

деляемых кон-

центраций, 

мкM* 

Предел  

обнаружения, 

мкM 

Чувствитель-

ность, M-1 

Среда 

Фенольные соединения 

Фенол 20 – 100 3 2×103 Вода 

Гидрохинон 20 – 200 3 7×103 Вода 

Пирокатехин 20 – 250 7 3×103 Вода 

Кверцетин 10 – 150 3 12×103 ДМСО 

Рутин 10 – 150 3 4×103 ДМСО 

Эскулетин 10 – 200 3 4×103 ДМСО 

Пероксиды 

Пероксид  

водорода 
10 – 100 7 25×102 ДДС 

Пероксид 

Мочевины 
10 – 100 5 28×102 ДДС 

2-Бутанол-

пероксид 
50 – 1000 32 13×102 ДМСО 

Бензоил  

Пероксид 
50 – 250 35 8×102 ДМСО 

трет-

Бутилгидро-

пероксид 

150-1000 60 10×102 Ацетон 

*Во всех случаях sr не превышало 0,08.  
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Следующим важным этапом исследования была апробация разработанных 

методик на основе спектрофотометрической твердофазной сенсорной системы для 

определения фенольных соединений и пероксидов в анализе реальных объектов без 

предварительной (или минимальной) пробоподготовки. Под минимальной пробо-

подготовкой подразумевается суспензирование или солюбилизация нерастворимых 

в воде объектов в присутствии органических растворителей или мицеллярных сре-

дах соответственно.  

 

3.3.1. Спектрофотометрические твердофазные сенсорные системы                                 

для определения фенольных соединений в анализе реальных объектов 

Для анализа выбрали следующие объекты: крем на жировой основе 

«Ахромин» (Болгария, Ален Мак), витамины «Аскорутин» (Фармстандарт, Уфа), 

порошок для инъекций «Корвитин» (Борщаговский химический завод, Украина) 

Анализ крема для лечения пигментации кожи «Ахромин», содержащий 

гидрохинон. В качестве реального объекта для апробации методик определения 

гидрохинона часто выбирают содержащие его фармацевтические мази и гели для 

отбеливания кожи. Известно, что долговременное употребление гидрохинон-

содержащей продукции опасно для здоровья, поэтому использование гидрохинона 

ограничено или запрещено во многих странах [253]. Кроме того, такие образцы 

представляют интерес с точки зрения подготовки их проб к анализу. Поэтому, что-

бы продемонстрировать эффективность сенсора в анализе фармацевтической про-

дукции, его применили для определения гидрохинона в креме для депигментации 

кожи («Ахромин» производства Ален Мак, Болгария), где он являлся единственным 

активным компонентом (табл. 16). 

Для приготовления анализируемого раствора взвешенную порцию крема 

суспендировали энергичным встряхиванием в течение нескольких минут (показа-

ли, что результат анализа не зависел значимо от продолжительности встряхивания 

в диапазоне 5 - 40 мин) в 0,05 М фосфатном буферном растворе, рН 6,5, ДМСО, 

ацетонитриле или этаноле, после чего порцию суспензии (200 мкл) вводили в реак-

ционную среду. Несмотря на то, что по визуальным наблюдениям образец лучше 
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всего диспергировался в спирте, а хуже всего в ацетонитриле (где в растворе оста-

вались довольно большие кусочки образца по 1-2 мм в диаметре), статистического 

различия между аналитическим сигналом, зарегистрированным при использовании 

фосфатного буферного раствора, ацетонитрила и этанола, не найдено, так что для 

упрощения анализа далее применяли фосфатный буферный раствор.  

Анализ был проведен методами градуировочного графика и добавок; по-

скольку наклоны зависимостей сигналов от концентраций, а также результаты ана-

лиза (1,9±0,1% в обоих случаях), не отличались значимо в этих двух случаях, мож-

но говорить о том, что матрица, многочисленные компоненты которой перечисле-

ны в табл. 16, не влияла на отклик сенсора. Также результат анализа не отличался 

от результата, полученного методом ВЭЖХ (1,9±0,1 мас. % (n=3, P=0,95), и соот-

ветствовал значению, заявленному производителем (1,9 мас. %). Следует отметить, 

что анализ реального образца на содержание гидрохинона с использованием такого 

устройства значительно удобнее анализа методами ВЭЖХ и спектрофотометрии в 

УФ диапазоне, поскольку нет необходимости добиваться прозрачности образца; 

гомогенизации навески образца в одном из перечисленных выше растворителей 

достаточно для проведения анализа [254-255].  

Анализ витаминной добавки «Аскорутин», содержащей рутин. В процес-

се пробоподготовки таблетку препарата (0,5 г), погружали в 10 мл ДМСО и поме-

щали на магнитную мешалку. После растворения таблетки (что занимало около 30 

мин) раствор приобретал ярко-желтый цвет, и при этом был немного мутным, по-

видимому, за счет взвешенных частиц вспомогательных нерастворимых компонен-

тов. Аликвоту полученного раствора вводили в реакционную систему и проводили 

определение согласно методике определения водонерастворимых фенольных со-

единений.  

Анализ порошка для инъекций «Корвитин», содержащий кверцетин. 

Вследствие введения повидона (поливинипирролидона) этот препарат представля-

ет собой водорастворимую форму кверцетина, однако в целях демонстрации воз-

можностей биосенсора, его анализ также проводили в водно-органической среде. 

Для этого порошок растворяли в ДМСО, после чего аликвоту полученного раство-

ра вводили в реакционную систему и далее проводили анализ по методике опреде-

ления водонерастворимых фенольных соединений.  
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 Результаты анализа реальных объектов представлены в табл. 16. 

Таким образом, предложенный нами сенсор был успешно использован для 

анализа различных объектов, в том числе с матрицей сложного состава, с мини-

мальной пробоподготовкой: без экстракции, центрифугирования или фильтрации 

образца. 

 

3.3.2 Определение пероксидов различного строения в реальных объектах 

Разработанные методики определения пероксидов в различных средах (ми-

целлярных и водно-органических) были апробированы в анализе реальных объек-

тов со сложной и ограниченно растворимой воде матрицей: косметических препа-

ратах (креме, шампуне, зубной пасте) и продукте питания (оливковом масле).  

Оливковое масло анализировали в водно-органической среде методом «вве-

дено-найдено» в связи с тем, что изначально в продуктах питания органические 

пероксиды отсутствуют. Однако, они образуются в процессе хранения и термиче-

ской обработки масла в результате окисления непредельных жирных кислот [256]. 

Таким образом, органические пероксиды, в том числе трет-бутилгидропероксид, 

являются маркерами качества некоторых пищевых продуктов, в частности оливко-

вого масла (табл. 17).  
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Таблица 16. Результаты определения фенольных соединений в реальных объектах с использованием спектрофотометрической 

сенсорной системы на основе чувствительного слоя пероксидаза-хитозан (n=5, P=0,95) 

 

Объект/ 

использованная пробоподготовка 

Определяемое вещество / сопутствующие 

компоненты по данным на упаковке 
Найдено  

Заявлено 

производителем 

Крем «Ахромин» / 

cуспензирование образца в воде, 

спирте или ацетонитриле 

Гидрохинон / парафин, протегин Х, глице-

рин, ланолин, хлорид натрия, ютанол G, гид-

рохинон, витконол АРМ, парсол МСХ, от-

душка розы, метабисульфит натрия, трилон 

ВД, трилон В, молочная кислота 

(1,9±0,1) мас. % 1,9 мас. % 

Витамины «Аскорутин» / 

cуспензирование таблетки в ДМСО 

Рутин / аскорбиновая кислота, сахар; крах-

мал картофельный; кальция стеарат; тальк 

(0,051 ± 0,003) 

г/табл 

0,05  

г/табл 
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Порошок для инъекций «Корвитин» / 

pастворение образца в ДМСО 

Кверцетин / поливинилпирролидон, натрия 

гидроксид 

(0,052 ± 0,004) 

г/0,5 г 

0,05  

г/0,5г 

Крем «Базирон» / 

cуспензирование в ДМСО 

Бензоилпероксид / глицерин, NaOH, дина-

трия эдетат, натрия диоктил сулфосукцинат, 

кремний коллоидный безводный, пропи-

ленгликоль, акрилат сополимер, полоксамер 

182, карбомер 940 (карбополь 980) 

(4,8 ± 0,7) 

мас. % 

5 мас. % 

Шампунь «Пероксидерм» / cуспензи-

рование в ДМСО 

Бензоилпероксид / Глицерин, салициловая 

кислота (10 мг), поли-сорбат 80, лаурил-

сульфат натрия 

(2,8 ± 0,4) 

мас. % 

2,5 мас. % 
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Таблица 17. Определение трет-бутилгидропероксида в оливковом масле в водно-

органической среде – 50 об. % ацетона (n=3, P=0,95) 

Введено, мкМ Найдено, мкМ R, % 

250 275 ± 45 110 ± 17 

500 485 ± 57 97 ± 11 

1000 950 ± 48 95 ± 5 

2500 2570 ± 120 103 ± 5 

 

Косметические продукты (табл. 16) анализировали способом стандартных 

добавок в водной, мицеллярной и водно-органической средах.  

Таблица 18. Определение бензоилпероксида и пероксида мочевины в косметиче-

ских препаратах в водной среде (I), в среде прямых мицелл ДДС (II), водно-

ацетоновой (50 об. %) среде (III) (n=3, P=0,95) 

Косметический 

препарат 

Определяемое 

соединение 

Найдено, мас. % 
Заявлено, 

мас. % 

I II III  

«Базирон» 
Бензоил-

пероксид 

4,8 ± 0,7 4,8 ± 0,7 - 5,0 

«Пероксидерм» 2,8 ± 0,4 2,5 ± 0,4 - 2,5 

«Splat Exreem 

White» 

Пероксид мо-

чевины 
0,09 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,1 
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Результаты определения пероксидов в фармацевтических препаратах хорошо 

согласуются с содержаниями, заявленными производителем (табл. 18).  

* * * 

Таким образом, нами разработано сенсорное устройство, адаптированное 

под серийные приборы, и создана оригинальная универсальная спектрофотометри-

ческая твердофазная индикаторная система для определения биологических актив-

ных веществ – субстратов пероксидазы (фенольных соединений различного строе-

ния, неорганических и органических пероксидов).  

Выбранная нами конструкция оптической сенсорной системы и новая твер-

дофазная индикаторная система, основанная на взаимодействие хитозана с продук-

том ферментативного окисления фенольного соединения с образованием вещества, 

поглощающего в видимой области спектра, удовлетворяет требованиям, которые 

были сформулированы нами в начале работы, а именно: 

 сочетает надежное удержание и стабильность дериватизирующего агента, а впо-

следствии индикаторного соединения, в биочувствительном (распознающем) 

слое сенсорной системы с требуемыми аналитическими характеристиками для 

конкретного аналита, объекта анализа и не зависящими от физико-химических 

свойств и состава последнего;  

 обеспечивает регистрацию аналитического сигнала в присутствии определямых 

веществ – фенольных соединений и пероксидов различного строения в режиме 

пропускания непосредственно в распознающем слое сенсорного устройства;  

 позволяет анализировать объекты со сложной, а порой непредсказуемой матри-

цей без предварительной (или минимальной) пробоподготовки. 

До работ автора подобный подход при создании оптических сенсорных си-

стем для определения фенольных соединений различного строения, неорганиче-

ских и органических пероксидов реализован не был.  
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ГЛАВА 4. СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИЕ СЕНСОРНЫЕ СИСТЕМЫ 

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ФЕНОТИАЗИНОВ 

Одной из важных задач современной аналитической химии является разра-

ботка подходов к селективному и экспрессному определению средне и трудно 

окисляемых ограниченно растворимых или нерастворимых в воде субстратов пе-

роксидазы из корней хрена в матрицах сложного, изменяющегося состава. Эта про-

блема сегодня стоит наиболее остро для серосодержащих субстратов, например, 

таких как производные фенотиазина, вследствие необходимости и чрезвычайной 

важности постоянного контроля содержания этих соединений, являющихся нейро-

лептическими лекарственными препаратами, в биологических жидкостях и тканях 

животных и человека.  

Фенотиазины представляют собой класс искусственно синтезированных ге-

тероциклических соединений, используемых в медицине в качестве транквилиза-

торов, антидепрессантов, нейролептиков, антиаллергенов и т.п.  

В основе химической структуры этой группы препаратов лежит гетероцик-

лическая система родоначальника этих соединений – фенотиазина (рис. 62). 

 

 

Рис. 62. Структурная формула фенотиазина. 

Фармакологическая активность препаратов этой группы зависит от замести-

теля при атоме азота (положение 10).  Наиболее важные соединения фенотиазино-

вого ряда имеют заместители в положениях 2 и 10, при этом заместитель в положе-

нии 10 необходим для проявления психотропного действия, а в положении 2 – спо-

собствует повышению эффективности препаратов. Модификации в алкильной цепи 

и расположение аминогруппы в цепи также влияет на эффективность препаратов. 
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Существенным требованием для проявления психотропных свойств является нали-

чие трех атомов углерода между атомами азота фенотиазинового кольца и радика-

ла [257]. 

Нейролептические препараты фенотиазинового ряда в зависимости от осо-

бенностей их химического строения принято делить на три группы:  

соединения, содержащие при атоме фенотиазинового ядра диалкилами-

ноалкильную цепь, так называемые алифатические производные (аминазин, про-

пазин, левомепромазин и др.);  

соединения, содержащие в боковой цепи ядро пиперазина; так называемые 

пиперазиновые производные (метеразин, этаперазин, трифтазин, фторфеназин и 

др.); 

 соединения, содержащие в боковой цепи ядро пиперидина (тиоридазин, пе-

рициазин и др.).  

Препараты первой группы обладают выраженным антипсихотическим и се-

дативным действиями. Препаратам второй группы свойственно наличие стимули-

рующего эффекта. Препараты третьей группы проявляют слабое антипсихотиче-

ское действие, не оказывают седативного эффекта, редко вызывают экстрапира-

мидные расстройства [258]. 

Среди антипсихотических препаратов фенотиазинового ряда наиболее ши-

роко в медицинской  практике применяют хлорпромазин (торговое название «ами-

назин»), промазин (торговое название «промазин») и трифторперазин (торговое 

название «трифтазин») (рис. 63). 

  

                  а    б   в 

Рис. 63. Структурные формулы промазина (а), хлорпромазина (б) и трифторпера-

зина (в). 
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Фенотиазины характеризуются относительно узкими диапазонами безопас-

ных терапевтических доз (для гидрохлорида хлорпромазина этот диапазон состав-

ляет 200 – 800 мг/день при пероральном приеме или в виде инъекций [259]). В то 

же время им присуще длительное выведение из организма и кумулятивный эффект, 

что в совокупности вызывает опасность их передозировки, которая приводит к 

отравлению и даже летальному исходу. В связи с этим необходим строгий кон-

троль содержания фенотиазинов в крови и моче больных, а при патологоанатоми-

ческих исследованиях также и во внутренних органах (желудочно-кишечном трак-

те, легких, почках). 

Для определения фенотиазинов в фармацевтических препаратах и биологи-

ческих объектах предложены различные методы: капиллярный электрофорез [260], 

ВЭЖХ [261], ЖХ-МС-МС [262], хемилюминесценция [263], однако наиболее про-

стым и используемым в рутинной медицинской диагностике является метод спек-

трофотометрии. Определять фенотиазины можно, используя их собственное по-

глощение в УФ области спектра, однако основанные на этом методики недостаточ-

ны селективны. Для устранения этого недостатка предложены математические ме-

тоды (дифференцирование спектров), однако эти приемы довольно сложны [264, 

265]. Перспективным способом повышения селективности определения фенотиа-

зинов является применение реакций их окисления с образованием окрашенных 

промежуточных соединений – катион-радикалов [266 – 268].  

Многокомпонентный состав биологических объектов, содержащих фенотиа-

зины, обусловливает необходимость их предварительного извлечения из анализи-

руемой матрицы. В настоящее время для этой цели используют длительные, трудо-

емкие и многоступенчатые схемы пробоподготовки с помощью экстракции орга-

ническими растворителями или лигандно-обменной хроматографии.  

Производные фенотиазина выделяют из биообъектов экстракцией органиче-

скими растворителями из щелочных растворов [269]. При извлечении из твёрдых 

объектов (органов человека) в качестве экстрагента используют диэтиловый эфир, 

при экстракции из жидкостей (крови, мочи, водных растворов) применяют н-гептан 
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с добавлением 3% изопропилового спирта. Также производные фенотиазина можно 

экстрагировать из биологического материала подкисленной водой, с последующей 

реэкстракцией органическими растворителями (диэтиловый эфир или хлороформ) 

из слабощелочного раствора, с добавлением 25 об. % раствора аммиака. Эти же ор-

ганические растворители применяют для экстракции фенотиазинов из биологиче-

ских жидкостей, тканей, а также растворения лекарственных средств при подготов-

ке проб различных объектов к анализу [270].  

В последнее время для извлечения фенотиазинов из биологических объектов 

(крови, мочи) широко используют твердофазную экстракцию. Причем этот способ 

пробоподготовки с применением коммерчески доступных картриджей широко ис-

пользуют в сочетании с последующим разделением и определением методом 

ВЭЖХ [271], капиллярной ВЭЖХ-МС [272], газовой хроматографии в сочетании с 

МС [273, 274] и т.п. Этот способ пробоподготовки характеризуется высокой эф-

фективностью извлечения фенотиазинов и хорошей воспроизводимостью результа-

тов, а также является более селективным и быстрым по сравнению с традиционной 

жидкостно-жидкостной экстракцией.  Так, например, высокие степени извлечения 

(91–95 %) пяти фенотиазинов из плазмы крови были достигнуты с помощью сили-

кагеля с привитой фазой С18, при этом воспроизводимость результатов, получен-

ных в течение одного дня и в течение нескольких дней не превышала 11% [259]. 

Проведенное в работе [274] сравнение эффективности различных коммерчески до-

ступных картриджей в извлечении фенотиазинов из плазмы крови показало, что 

низко липофильные сорбенты (С1 и С2) были малоэффективны (степень извлече-

ния < 50%), в свою очередь, липофильные сорбенты (С8 и С18) излишне сильно 

взаимодействовали с аналитами, что вызывало сложности при переведении по-

следних в раствор. Оптимальными оказались картриджи с цианопропиловой при-

витой фазой, обеспечивающие высокие (> 91%) степени извлечения различных ис-

следованных фенотиазинов  [274]. Недостатком способа твердофазной экстракции 

является использование метанола для перевода сорбированных фенотиазинов в 

жидкую фазу. 

Как показывает анализ литературных данных на сегодняшний день опреде-

ление указанных соединений в биологических объектах - весьма сложная и трудо-
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емкая задача. Достоверность результатов анализа во многом определяется стадией 

подготовки пробы. В связи с этим поиск новых подходов к экспрессному опреде-

лению фенотиазинов в различных объектах без предварительной (или минималь-

ной) пробоподготовки весьма актуален. Перспективным, по мнению автора работы, 

мог бы явиться подход, основанный на определении указанных соединений опти-

ческими методами в сочетании с чувствительными и селективными биохимиче-

скими, в том числе ферментативными реакциями. При этом следует отметить, что в 

литературе отсутствуют сведения об определении фенотиазинов ферментативными 

методами, в том числе в присутствии пероксидазы из корней хрена. По-видимому, 

этот факт объясняется, как уже отмечено выше, низкой эффективностью каталити-

ческого процесса пероксидазного окисления фенотиазинов, как среднеокисляемых 

субстратов-восстановителей фермента [278, 279]. 

Для преодоления указанного ограничения мы решили апробировать в реак-

циях окисления фенотиазинов комплекс пероксидазы с хитозаном,  отличительны-

ми особенностями которого являются высокая каталитическая активность, а также 

стабильность в процессе эксплуатации в водных и водно-органических средах. 

Таким образом, основной задачей исследования, результаты которой пред-

ставлены в этой главе, являлось создание новой спектрофотометрической индика-

торной системы для определения указанных аналитов в водных и водно-

органических средах. Последнее обусловлено тем, что вследствие своей амфи-

фильной природы производные фенотиазинового ряда при попадании в организм 

взаимодействуют с клеточной мембраной и распределяются между двумя фазами − 

водным раствором и гидрофобным липидным бислоем (клеточной мембраной) 

[275]. Для эффективного направленного переноса производных фенотиазина в 

клетки (например, хлорпромазина в клетки эритроцитов [276]) часто в состав инъ-

екционных препаратов в качестве эффективного транспортера сквозь мембранные 

структуры добавляют полярный органический растворитель ДМСО. Кроме того, 

этот же растворитель применяют для экстракции фенотиазинов из биологических 

жидкостей, тканей, а также растворения лекарственных средств при подготовке 

проб различных объектов к анализу [277]. Актуальными объектами анализа в целях 

клинической диагностики и контроля качества фармацевтических препаратов яв-
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ляются биологические жидкости (кровь, моча) и инъекционные растворы соответ-

ственно. 

4.1. Cпектрофотометрическое определение фенотиазинов  

по их пероксидазному окислению в водных и водно-органических средах 

Для изучения пероксидазного окисления фенотиазинов в водных и водно-

органических средах и разработки ферментативных методик их определения нами 

были выбраны следующие соединения: хлорпромазин, промазин и трифторпера-

зин. Их структурные формулы приведены на схеме 9. Именно эти препараты ши-

роко применяют в медицинской практике в качестве лекарственных препаратов; 

они коммерчески доступны; механизм их пероксидазного окисления частично изу-

чен и описан в литературе [279 − 284]. 

Окисление фенотиазинов изучено, в основном, на примере хлорпромазина. 

Оно протекает в две стадии (схема 5). В ходе первой ферментативной реакции 

окисления фенотиазина (реакции (1) – (3), суммарная схема этого процесса пред-

ставлена уравнением (4)) в результате отдачи одного электрона образуется свобод-

ный окрашенный катион-радикал, устойчивость которого зависит от условий про-

ведения реакции. Вторая, неферментативная реакция второго порядка (5), заключа-

ется в диспропорционировании катион-радикала на сульфоксид и исходный фено-

тиазин. Такой механизм назван как “ферментативно-химический второго порядка с 

регенерацией субстрата” [285]. Окисление фенотиазинов в присутствии пероксида-

зы, протекает через образование катион-радикала и относится к тому же кинетиче-

скому механизму. 

Авторы [287] сравнили кинетику процесса окисления десяти фенотиазинов, в 

том числе промазина и хлорпромазина, в присутствии пероксидазы. Ферментатив-

ное окисление промазина протекало со значительно большей скоростью, чем окис-

ление хлорпромазина. Наибольшая скорость окисления наблюдалась в случае ме-

тил- и метоксипромазина и для всех изученных соединений лимитировалась стади-

ей (3), протекание которой зависело от электронной структуры субстрата.  

Согласно литературным данным [278-279, 284], скорость ферментативных 

реакций окисления фенотиазинов пероксидом водорода можно контролировать 
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двумя способами: по нарастанию оптической плотности в видимой области спектра 

при длине волны, соответствующей накоплению образующегося промежуточного 

продукта окисления фенотиазина − катион-радикала (λmax равны 525, 512 и 500 нм 

для хлорпромазина, промазина и трифторперазина соответственно); и по убыванию 

оптической плотности в УФ-области при длине волны, соответствующей собствен-

ному поглощению фенотиазина (λmax равны 255, 251 и 256 нм для хлорпромазина, 

промазина и трифторперазина соответственно).  

 

 

Схема 5. Пероксидазное окисление фенотиазинов, 

где ФТ – фенотиазин, ФТ+· – катион-радикал, ФТSO – конечный продукт окисле-

ния фенотиазина – сульфоксид; ПХ – пероксидаза из корней хрена; kapp – констан-

та второго порядка неферментативной «химической» стадии превращения катион-

радикала; vo - скорость ферментативной стадии окисления фенотиазина [286, 287]. 

 

На рис. 64 представлены экспериментальные данные по изменению во вре-

мени спектров поглощения продуктов пероксидазного окисления промазина.  
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Рис. 64. Спектры поглощения промазина (1) и продуктов его пероксидазного окис-

ления через 2 (2), 5 (3) и 10 (4) мин после смешивания компонентов  в разных диа-

пазонах длин волн (а и б). Концентрации компонентов в реакционной смеси: 0,05 

М HEPES буферный раствор c рН 3,5; пероксидазы − 0,3 нМ; промазина − 50 мкМ; 

пероксида водорода − 100 мкМ. 

Профили спектров поглощения продуктов двух других фенотиазинов, вы-

бранных для исследования, были аналогичными. На примере промазина (рис. 64) 

можно увидеть, что промежуточный продукт окисления фенотиазинов – окрашен-

ный катион-радикал (λmax равны 275 и 525; 270 и 512; 273 и 500 нм в случаях хлор-

промазина, промазина и трифторперазина соответственно) накапливается в течение 

нескольких первых минут после начала реакции; затем максимумы поглощения 
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промежуточного продукта уменьшаются (рис. 65), и на спектре появляются макси-

мумы, соответствующие конечному продукту окисления фенотиазина (λmax равны 

305 и 342; 297 и 340; 302 и 353 нм в случаях хлорпромазина, промазина и трифтор-

перазина соответственно).  

 

Рис. 65. Изменение во времени оптической плотности раствора при длине волны, 

соответствующей промежуточному продукту пероксидазного окисления промази-

на, λmax 512 нм. Концентрации компонентов в реакционной смеси: 0,05 М HEPES 

буферный раствор c рН 3,5; пероксидазы − 0,3 нМ; промазина − 50 мкМ; пероксида 

водорода − 100 мкМ. 

Уже на этом этапе было установлено, что спектрофотометрический контроль 

скорости ферментативной реакции при длинах волн, соответствующих убыли фенотиа-

зинов, в аналитических целях нецелесообразен из-за больших погрешностей измерения, 

обусловленных значительным фоновым сигналом в УФ-области спектра вследствие по-

глощения матричных компонентов раствора и индикаторной системы. Более селектив-

ной, по нашему мнению, для определения указанных соединений является более длин-

новолновая спектральная область, соответствующая накоплению промежуточных про-

дуктов окисления фенотиазинов - катион-радикалов при 512, 525 и 500 нм соответствен-

но. 
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Выясненные нами условия наиболее эффективного окисления выбранных фено-

тиазинов в присутствии нативной пероксидазы представлены в табл. 19.  

Таблица 19. Выбранные условия пероксидазного окисления промазина, хлорпромазина 

и трифторперазина в 0,05 М HEPES буферном растворе 

Параметр Соединение 

Промазин Хлорпромазин Трифторперазин 

рН 3,5 

Длина волны, нм 512 525 500 

Концентрация фермента, нМ 0,6 0,8 1,5 

Концентрация Н2О2, мкМ 50 50 50 

 

 

Рис. 66. Зависимости скоростей окисления промазина (1), хлорпромазина (2) и три-

фторперазина (3) от рН 0,05 М HEPES буферного раствора в оптимальных условиях 

проведения индикаторных реакций при длинах волн, соответствующих поглощению 

промежуточных продуктов окисления. Концентрации: промазина – 60 мкМ, хлорпрома-

зина и трифторперазина – 100 мкМ. Концентрации компонентов в реакционной сме-

си: пероксидазы − 0,5 нМ; промазина − 50 мкМ, хлорпромазина и трифторперазина – 

100 мкМ; пероксида водорода − 100 мкМ. 
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Буферный раствор HEPES был выбран на основании литературных данных [253]. 

Установлено, что накопление (рис. 66) и стабильность промежуточных продуктов их 

окисления фенотиазинов – катион-радикалов, используемых нами в качестве индика-

торных соединений для контроля скорости реакции окисления сильно зависят от рН и 

зависимости имеют колоколообразный характер с максимумом при рН 3,5. 

Были рассчитаны кинетические параметры реакций пероксидазного окисления 

фенотиазинов в водном буферном растворе. Согласно литературным данным [278, 279], 

при избытке пероксида водорода (200 мкМ) в реакционной смеси кинетика накопления 

катион-радикала фенотиазинов подчиняется схеме Михаэлиса. Кинетические парамет-

ры, полученные из уравнения Михаэлиса-Ментен, линеаризованного в координатах 

Лайнуивера-Берка, приведены в табл. 20.  

Таблица 20. Значения кинетических параметров реакций пероксидазного окисления 

фенотиазинов, рассчитанных по уравнению Михаэлиса-Ментен (n = 5, P = 0,95) 

 

Фенотиазин 

Длина 

волны, нм 

 

КМ, мкМ 

 

Vmax, нМ/с 

 

kсat, с-1 

 

kсat/ КМ, 

с-1мкМ-1 

Промазин 512 61 ± 2 514 ± 21 780 ± 32 12,8 

Хлорпромазин 525 104 ± 6 172 ± 18 207 ± 22 2,0 

Трифторперазин 500 156 ± 7 101 ± 22 89 ± 17 0,6 

 

Анализ данных табл. 20 свидетельствует о том, что в выбранных нами усло-

виях лучше всех из изученных фенотиазинов окисляется промазин, хуже – хлор-

промазин; трифторперазин окисляется труднее всех. Полученные зависимости из-

менения максимальных скоростей окисления различных фенотиазинов пероксидом 

водорода в присутствии пероксидазы и эффективности фермента к указанным суб-

стратам хорошо согласуются с литературными данными [278, 284].  
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Установлено, что скорости реакций линейно зависят от концентраций про-

мазина, хлорпромазина и трифторперазина в диапазонах 1 − 50; 5 – 100 и 10 – 150 

мкМ соответственно. Это позволило разработать методики определения вышеука-

занных соединений в присутствии нативной пероксидазы в водном растворе с мет-

рологическими характеристиками, приведенными в табл. 21.  

Методика ферментативного определения фенотиазинов по реакциям их 

пероксидазного окисления была следующей: в стеклянную пробирку с притертой 

пробкой вводили последовательно определенный объем 0,05 М HEPES буферного 

раствора c рН 3,5, необходимый для разбавления общего объема реакционной 

смеси до 3 мл; 50 мкл раствора пероксидазы, 10 мкл раствора соответствующего 

фенотиазина и 50 мкл пероксида водорода. В момент смешения растворов 

включали секундомер и измеряли оптическую плотность реакционной смеси на 

спектрофотометре (l = 1 см) каждые 15 сек в течение 2 мин при длинах волн, 

соответствующих максимумам поглощения промежуточных продуктов окисления 

фенотиазинов. Скорость индикаторной реакции (V0) (аналитический сигнал) 

характеризовали величиной тангенса угла наклона (tg) начальных линейных 

участков кинетических кривых в координатах оптическая плотность – 

время (t, сек).  Концентрации всех реагентов приведены в табл. 19. 

Разработанные методики определения фенотиазинов в водных растворах 

позволяют определять указанные соединения на уровне их микромолярных кон-

центраций, характеризуются чувствительностью, сравнимой с чувствительностью 

спектрофотометрических методик [266 − 269], простотой, экспрессностью выпол-

нения и хорошей воспроизводимостью результатов анализа. 

Для разработки методик определения фенотиазинов по их пероксидазному окис-

лению в водно-органических средах в присутствии ДМСО (выбор этого растворителя 

объяснен выше) мы изучили влияние этого органического растворителя на скорость ре-

акций окисления двух наиболее легкоокисляющихся фенотиазинов − промазина и хлор-

промазина.  

Выявлено, что при рН 3,5 скорости пероксидазного окисления промазина или 

хлорпромазина уменьшаются при добавлении даже 1 об. % ДМСО (рис. 67). При даль-
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нейшем повышении содержания органического растворителя его ингибирующее дей-

ствие на скорость ферментативных процессов усиливается. Так, при 8 об. % растворите-

ля в системе скорости пероксидазного окисления фенотиазинов уменьшаются в 2,5 раза, 

а при 20 об. % ДМСО в реакционной смеси  в 8 раз.  

Таблица 21. Метрологические характеристики методик определения промазина, хлор-

промазина и трифторперазина в водном растворе (n = 5, Р = 0,95) 

Параметр Определяемое соединение 

 Промазин Хлорпромазин Трифторперазин 

Длина волны, нм 512 525 500 

Диапазон определяе-

мых концентраций 

фенотиазинов, мкМ 

1 – 50 5 – 100 10 – 150 

сmin, мкМ  0,7  2  4  

sr  при сн 0,03 0,04 0,06 

 

Такое резкое уменьшение каталитической активности фермента в присутствии 

даже малых содержаний органического растворителя обусловлено, по-видимому, до-

вольно низким значением рН 3,5 проведения реакций. Напомним, что изоэлектрическая 

точка пероксидазы из корней хрена равна 7,2, а ее каталитическая активность макси-

мальна в диапазоне рН 5,0 – 6,0. Следовательно, при рН 3,5 конформационное состояние 

пероксидазы сильно изменено, и любое дополнительное негативное воздействие, в том 

числе добавление органических растворителей, еще в большей степени влияет на струк-

туру фермента, что, приводит к резкому снижению его каталитической активности.  

Для выявления возможности уменьшения влияния органического растворителя 

на каталитическую активность фермента целесообразно было изучить ферментатив-ное 

окисление промазина и хлорпромазина в присутствии ДМСО в широком диапазоне рН. 
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Рис. 67. Зависимости скорости пероксидазного окисления промазина (60 мкМ) и хлор-

промазина (100 мкМ) от содержания ДМСО (в условиях, приведенных в табл. 20).  

На рис. 68 и 69 приведены зависимости от рН 0,05 М HEPES буферного раствора 

скоростей пероксидазного окисления хлорпромазина и промазина, соответственно, в 

присутствии 2 об. % ДМСО. Именно в такой концентрации ДМСО используют в меди-

цине для обеспечения транспорта указанных лекарственных препаратов сквозь клеточ-

ные мембраны [275, 276]. 
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Рис. 68. Зависимости скоростей реакций пероксидазного окисления хлорпро-мазина 

(100 мкМ) в отсутствие и в присутствии 2 об. % ДМСО от рН 0,05 М HEPES бу-

ферного раствора при 525 нм в оптимальных условиях проведения реакции в вод-

ном растворе (см. табл. 19).  

Как видно из рис. 68, 69, денатурирующее действие ДМСО на пероксидазу мак-

симально в диапазоне рН 3,0 – 4,5. При увеличении рН различие между скоростями ре-

акции в отсутствие и в присутствии органического растворителя уменьшается, а при рН 

5,0 – 5,8 эти скорости практически равны (в случае пероксидазного окисления хлорпро-

мазина) (рис. 68) или отличаются незначительно (в случае промазина) (рис. 69). Однако, 

каталитическая активность биокатализатора в этом диапазоне рН столь низка, что разра-

ботать методики ферментативного определения фенотиазинов по скорости накопления 

катион-радикалов в таких условиях проведения индикаторных реакций не представляет-

ся возможным. Попытки увеличить концентрацию пероксидазы в системе и переход для 

регистрации аналитического сигнала от метода тангенсов к способу фиксированному 

времени не увенчались успехом. 
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Рис. 69. Зависимости скоростей реакций пероксидазного окисления промазина (60 

мкМ) в отсутствие и в присутствии 2 об. % ДМСО от рН 0,05 М HEPES буферного 

раствора при 512 нм в оптимальных условиях проведения реакции (см. табл. 20). 

 

Таким образом, методики, основанные на реакциях собственного окисления 

фенотиазинов, могут быть использованы для их определения только в водных рас-

творах, и последнее является существенным их ограничением при использовании в 

практике химического анализа. В связи с этим мы продолжили поиск новых подхо-

дов и схем анализа для определения средне- и трудноокисляемых субстратов фер-

ментов в водных и водно-органических средах. 

 

4.2. Спектрофотометрическая сенсорная система на основе комплекса перок-

сидаза-хитозан для определения фенотиазинов по их влиянию на скорость 

окисления о-дианизидина пероксидом водорода 

В биологических системах могут протекать реакции совместного окисления 

субстратов пероксидазы. Экспериментами in vitro показано [288], что при совместном 

окислении различных субстратов пероксидазы наблюдается эффект субстрат-

субстратной активация, которая сопровождается ускорением окисления одного субстра-
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та-восстановителя в присутствии второго. Следует отметить, что это явление д довольно 

редкое, и его механизм мало изучен. Известно, что при совместном окислении о-

дианизидина и ферроцианида калия, окисление последнего осуществляется не свобод-

ным радикалом о-дианизидина, а комплексом пероксидазы с полуокисленным субстра-

том. Несколько иной механизм установлен при совместном окислении о-дианизидина и 

гидрохинона [289]. Гидрохинон и о-дианизидин могут конкурировать за место связыва-

ния в активном центре фермента. Предварительное связывание о-дианизидина улучшает 

последующее связывание гидрохинона, ускоряя процесс его пероксидазного окисления. 

При этом о-дианизидин не происходит окисляется до полного окисления гидрохинона 

[289]. Аналогичный эффект субстрат-субстратной активации был отмечен при совмест-

ном присутствии о-дианизидина и промазина в системе [290]. 

Мы решили использовать этот эффект для разработки новой индикаторной ре-

акции в целях определения соединений фенотиазинового ряда с использованием спек-

трофотометрической сенсорной системы на основе биочувствительного слоя пероксида-

за-хитозан. Однако, в отличии от аналогичных сенсорных систем для определения фе-

нольных соединений и пероксидов различного строения (Глава 3) при применении эф-

фекта субстрат-субстратной активации аналитическим сигналом служило не поглоще-

ние индикаторного вещества, а скорость накопления продукта во времени. Для обеспе-

чения экспрессности контроля накопления продукта во времени регистрировали погло-

щение каждые 5-15 сек в течение не менее 2-3 мин и не в пленке биочувствительного 

слоя, а непосредственно в реакционной смеси. Кроме того, неустойчивость о-

дианизидина при хранении из-за его неферментативного окисления кислородом воздуха, 

также определила изменение схемы регистрации сигнала. В связи с этим биочувстви-

тельный слой на поверхности кварцевой подложки выполнял роль только катализатора в 

представленной системе. 

Все исследования проводили в условиях, при которых пероксидаза в составе ком-

плекса с хитозаном, проявляет максимальную каталитическую активность в средах раз-

ной полярности (0,05 М фталатный буферный раствор рН 5,8, концентрации реагентов: 

пероксидаза − 0,1 нМ, о-дианизидин − 10 мкМ, пероксид водорода − 100 мкМ) (Глава 1). 
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Было показано, что как в водном, так и в водно-органическом растворах (при 30 

об. % содержании ДМСО) в присутствии фенотиазинов возрастает скорость перокси-

дазного окисления о-дианизидина, катализируемого ферментом нативным и включен-

ным в комплекс с хитозаном. Как видно из рис. 70 и 71, в присутствии промазина мак-

симум, характеризующий поглощение основного продукта окисления о-дианизидина 

(λmax = 460 нм), и скорость окисления о-дианизидина в водной среде выше, чем в отсут-

ствие промазина, что подтверждало эффект “субстрат-субстратной” активации − акти-

вации окисления о-дианизидина среднеокисляемыми субстратами-восстановителями 

пероксидазы.  

 

Рис. 70. Спектры поглощения о-дианизидина (1), промазина (2) и продуктов перокси-

дазного окисления о-дианизидина в отсутствие (3) и в присутствии (4) промазина через 2 

мин после смешения компонент реакции. Условия: 0,05 М фталатный буферный раствор 

рН 5,8, концентрации: пероксидаза − 0,1 нМ, о-дианизидин − 10 мкМ, промазин − 50 

мкМ, пероксид водорода − 100 мкМ.  

Скорость пероксидазного окисления субстратов зависела от природы фено-

тиазина, а именно, от электронно-донорной способности заместителя в молекуле 

фенотиазина в положении 2 (Рис. 62). Так, скорость окисления субстратов перок-

сидазы уменьшалась в ряду: промазин (заместитель -Н) ˃ хлорпромазин (-Cl) ˃ 

трифторперазин (-CF3). 
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Рис. 71. Кинетические кривые пероксидазного окисления о-дианизидина в отсут-

ствие (1) и в присутствии (2) 50 мкМ промазина. Условия: 0,05 М фталатный буфер-

ный раствор рН 5,8, концентрации: пероксидаза − 0,1 нМ, о-дианизидин − 10 мкМ, про-

мазин − 50 мкМ, пероксид водорода − 100 мкМ.  

Для выяснения влияния фенотиазинов на скорость окисления о-дианизидина мы 

рассчитали кинетические параметры трехсубстратной реакции, катализируемой натив-

ной пероксидазой и в присутствии хитозана. Кинетические параметры были получены 

графически путем линеаризации уравнения Михаэлиса-Ментен в координатах 

Лайнуивера-Берка (табл. 22). 

Следует отметить, что в присутствии промазина возрастают максимальная 

скорость индикаторной реакции, значения kcat и специфичность фермента по отно-

шению к о-дианизидину, характеризуемая величиной kcat/KM, что свидетельствует о 

субстрат-субстратной активации индикаторного процесса в присутствии фенотиа-

зина. При этом в присутствии второго субстрата-восстановителя специфичность 

пероксидазы в составе комплекса с хитозаном по отношению к о-дианизидину 

приблизительно в 2 раза выше, чем в случае нативного фермента. Кроме того, 

установлено, что кинетические параметры зависят от природы фенотиазинов. 

Например, одни и те же значения Vmах, kcat и kcat/KM в реакциях пероксидазного 
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окисления достигаются при концентрациях промазина, хлорпромазина и трифтор-

перазина 50, 150 и 250 мкМ соответственно. 

Таблица 22. Кинетические параметры реакции окисления о-дианизидина (ОД) в 

присутствии 50 мкМ промазина (Фен), катализируемой пероксидазой нативной (I) 

и включенной в комплекс с хитозаном (II) (n = 5, P = 0,95) 

Параметр Состав реакционной смеси 

ОД (I) ОД (II) ОД + Фен (I) ОД + Фен (II) 

КМ, мкМ 17  ± 2 14 ± 2 16 ± 1 14 ± 3 

Vmах, нМ/с 167 ± 8 316 ± 21 233 ± 19 382 ± 23 

kcat, с-1 1666 ± 78 3162 ± 212 2330 ± 193 3821 ± 234 

kcat/KM, с-1 мкМ-1 98 225 145 282 

Аналогичным образом была изучена кинетика реакции окисления о-

дианизидина в присутствии 150 мкМ промазина, катализируемой нативным фер-

ментом и комплексом пероксидаза−хитозан, в 30 об. % растворе ДМСО (табл. 23). 

Выбор содержания органического растворителя обусловлен тем, что ранее нами 

было показано, что при таком количестве ДМСО не оказывает денатурирующего 

действия на пероксидазу в составе комплекса с полисахаридом в реакции окисле-

ния о-дианизидина. Как следует из табл. 23, реакция окисления о-дианизидина в 

присутствии 150 мкМ промазина, катализируемая пероксидазой в составе комплек-

са с хитозаном, в водно-органической среде характеризуется лучшими кинетиче-

скими параметрами, чем реакция, катализируемая нативным ферментом. Так, в со-

ставе комплекса специфичность пероксидазы по отношению к о-дианизидину в 

присутствии 30 об. % ДМСО возрастает в 2,8 раза, а максимальная скорость – в 2 

раза.  

По мере дальнейшего повышения содержания органического растворителя в 

реакционной смеси скорость реакции окисления о-дианизидина (в присутствии 150 

мкМ промазина) снижалась. 
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Таблица 23. Кинетические параметры реакции окисления о-дианизидина в присут-

ствии 150 мкМ промазина, катализируемого нативной пероксидазой (I) и комплек-

сом пероксидаза−хитозан (II), в 30 об. % растворе ДМСО (n = 5, P = 0,95) 

Параметр Катализатор 

I II 

КM, мкМ 19 ± 4 13 ± 2 

Vmах, нМ/с 218 ± 25 418 ± 30 

kcat, с-1 2182 ± 248 4183 ± 302 

kcat/KM, с-1 мкМ-1 115 322 

Однако, если в случае катализа нативной пероксидазой процесс прекращает-

ся при 60 об. % содержании ДМСО, то в присутствии хитозана реакция протекает 

даже в присутствии 70 об. % органического растворителя (рис. 72). 

Эффект увеличения скорости окисления о-дианизидина в присутствии фенотиа-

зинов пропорционально их содержанию в реакционной смеси был положен в основу 

ферментативных методик определения промазина, хлорпромазина и трифторперазина в 

водных растворах и в присутствии 30 об. % ДМСО (табл. 24).  
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Рис. 72. Зависимость скорости реакции окисления о-дианизидина в присутствии 

150 мкМ промазина, катализируемой нативной пероксидазой и комплексом от со-

держания ДМСО в реакционной смеси. Условия: 0,05 М фталатный буферный рас-

твор рН 5,8, концентрации: пероксидаза − 0,1 нМ, о-дианизидин − 10 мкМ, промазин − 

50 мкМ, пероксид водорода − 100 мкМ.  

Как видно из табл. 24, метрологические характеристики методик определения 

фенотиазинов в водно-органическом растворе, основанные на эффекте активации ими о-

дианизидина, значительно лучше характеристик методик определения этих соединений 

по их окислению с участием нативного биокатализатора (табл. 21):  пределы обнаруже-

ния хлорпромазина, промазина и трифторперазина понизились в 20, 50 и 50 раз соответ-

ственно. Новая индикаторная система в сочетании с биочувствительный слоем сенсор-

ной системы на основе комплекса пероксидаза-хитозан открывает возможности для 

определения указанных аналитов в водно-органических средах. Кроме того, нижние 

границы определяемых концентраций фенотиазинов в присутствии хитозана на порядок 

ниже, чем в случае использования нативной пероксидазы. 
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Таблица 24. Метрологические характеристики методик определения фенотиазинов 

по их активирующему действию на реакцию окисления о-дианизидина, катализи-

руемого нативным ферментом (I) и комплексом пероксида−хитозан (II) в водных 

растворах и в присутствии 30 об. % содержании ДМСО  

Определяемое соединение 

Диапазон опреде-

ляемых концен-

траций, мкМ 

sr при сн 

(n = 5, Р=0,95) 

0,05 М Фталатный буферный раствор рН 5,8 

Промазин 

(I) 0,03 – 0,2 0,03 

(II) 0,02 – 0,1 0,05 

Хлорпромазин 

(I) 0,07 – 0,5 0,07 

(II) 0,05 – 0,4 0,04 

Трифторперазин 

(I) 0,1 – 1 0,05 

(II) 0,09 – 0,7 0,08 

0,05 М Фталатный буферный раствор рН 5,8 + ДМСО (30 об.%) 

Промазин 

(I) 0,1 – 0,8 0,07 

(II) 0,02 – 0,1 0,05 

Хлорпромазин 

(I) 0,5 – 2 0,06 

(II) 0,05 – 0,4 0,04 

Трифторперазин 

(I) ─ - 

(II) 0,09 – 0,7 0,03 
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Следует отметить, что разработать методику определения самого трудноокисляе-

мого из изученных субстратов пероксидазы – трифторперазина в отсутствие хитозана в 

водно-органической среде вообще не удалось.  

Полученные результаты показывают перспективность применения новой 

индикаторной системы для осуществления ферментативного катализа в водно-

органических средах, а высокая специфичность активирующего действия фенотиа-

зинов на реакцию пероксидазного окисления о-дианизидина расширяет возможно-

сти применения разработанной сенсорной системы в биоаналитической практике. 

Для подтверждения последнего вывода эта системы была апробирована для опре-

деления промазина в плазме крови человека. 

4.3. Определение промазина в плазме крови человека с использованием  

спектрофотометрической сенсорной системы и эффекта субстрат-субстратной  

активации 

Спектрофотометрическая сенсорная система, основанная на эффекте актива-

ции окисления о-дианизидина в присутствии промазина была применена для его 

определения в образцах плазмы венозной крови человека методом “введено-

найдено”.  

Как упоминалось ранее, определению фенотиазинов в биологической матрице 

обычно предшествует сложная пробоподготовка ─ их экстракция и предконцен-

трирование. Необходимость проведения пробоподготовки связана, во-первых, с 

малыми концентрациями препаратов в биологических объектах (на уровне ppm или 

ppb), а, во-вторых, со способностью фенотиазинов связываться с молекулами бел-

ков, присутствующими в анализируемых объектах. 

Наиболее распространенным и удобным способом выделения фенотиазинов 

из матрицы является их жидкостно-жидкостная экстракция в подходящий органи-

ческий растворитель, не смешивающийся с водой [291]. Важным условием для 

наиболее полного разделения жидкостей и количественного выделения фенотиази-

нов в органическую фазу является выбор оптимального рН водной среды, из кото-

рой экстрагируется лекарственный препарат, и природа органического растворите-

ля. Во многих случаях фенотиазиновые препараты экстрагируют в органическую 
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среду как электронейтральные частицы; это достигается за счет создания рН вод-

ной фазы, близкого к значению рКа извлекаемого фенотиазина.  

При выборе органического растворителя, используемого для экстракции фе-

нотиазинов, необходимо учитывать его способность эффективно растворять, из-

влекать препараты из матрицы, т.е. учитывать полярность растворителя. Также 

следует принимать во внимание количество повторных экстракций, необходимых 

для наиболее полного извлечения фенотиазинов из образца. Во избежание потерь 

фенотиазина число циклов экстракции должно быть минимальным. Идеальной 

считается однократная экстракция с использованием десятикратного по объему из-

бытка растворителя. 

Как показал анализ литературы, в качестве растворителя для экстракции фе-

нотиазинов из плазмы крови чаще всего используют смесь неполярного (гептана 

или гексана) и небольшого объема (1 – 5) % об. полярного (обычно изоамилового 

спирта) растворителей [292, 293]. Причем добавление полярного спирта способ-

ствует более эффективному извлечению фенотиазинов из матрицы. Иногда в каче-

стве растворителей для экстракции фенотиазинов используют этилацетат [294]. 

Ранее мы обосновали целесообразность выбора в качестве растворителя фе-

нотиазинов диметилсульфоксида; следовательно, можно было предположить, что 

добавление ДМСО к неполярному растворителю может способствовать повыше-

нию эффективности экстракции фенотиазинов из плазмы крови. В качестве непо-

лярного растворителя выбрали гексан, наиболее часто используемый для этих це-

лей.  

Изучили зависимость степени извлечения промазина из плазмы крови от 

процентного содержания полярных растворителей, добавляемых к гексану: ДМСО 

и изоамилового. Полученные результаты представлены на рис. 73 и 74. Нижнюю 

границу диапазона изученных содержаний полярных растворителей выбрали на 

основании литературных данных (чаще всего используют 1 об. % изоамиловый 

спирт); при содержании ДМСО более 10 об. %, а изоамилового спирта – 5 об. % 

размывается граница раздела органической и водной фаз. 
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Показано, что в отсутствие промазина матрица (плазма крови) не влияет на 

скорость пероксидазного окисления о-дианизидина.  

 

Рис. 73. Зависимость степени извлечения промазина из плазмы крови от содержа-

ния ДМСО в экстракционной смеси. 

Из рис. 73 видно, что при добавлении ДМСО к неполярному гексану эффек-

тивность извлечения промазина из плазмы крови несколько повышается. В диапа-

зоне содержаний ДМСО от 1 до 5 об. % степень извлечения фенотиазина практиче-

ски одинакова в пределах погрешности и составляет около 85 %. При дальнейшем 

увеличении содержания ДМСО (до 10 об. %) степень извлечения резко снижается, 

частично, за счет размывания границы раздела фаз.  

Аналогичная ситуация наблюдается и при использовании изоамилового 

спирта (рис. 74), причем степени извлечения в присутствии 0 – 2,5 об. % ДМСО 

или изоамилового спирта практически одинаковы. При дальнейшем увеличении 

содержания полярного растворителя (до 5 об. %) в случае ДМСО эффективность 

извлечения не меняется, а при использовании изоамилового спирта падает вслед-

ствие размывания границы раздела фаз.  
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Рис. 74. Зависимость степени извлечения промазина из крови от процентного со-

держания полярного растворителя: изоамилового спирта (1) или ДМСО (2), содер-

жащегося в смеси гексан – полярный растворитель. 

Таким образом, на основании проделанной работы на этом этапе можно сде-

лать следующие выводы: на примере промазина показана возможность применения 

разработанных ферментативных методик для определения фенотиазинов в плазме 

крови человека по их активирующему действию на реакцию пероксидазного окис-

ления о-дианизидина; в процессе подготовки проб плазмы крови (и, очевидно, дру-

гих биологических жидкостей) для извлечения фенотиазинов целесообразно ис-

пользование 1 – 5 об. % ДМСО как альтернативы изоамиловому спирту. 

Методика подготовки проб крови для определения в ней промазина методом 

«введено-найдено» была следующей. Точную навеску промазина растворяли в 2 мл 

плазмы крови человека (содержание аналита составляло 1 мкМ), добавляли 2 мл 

0,1 М карбонатного буферного раствора (рН 10,6). Полученный раствор помещали 

в делительную воронку, и экстрагировали промазин в органический слой, 

состоящий из 10 мл гексана или гексана с добавлением различных количеств 

ДМСО - 1 – 10 об. %. Для извлечения промазина в органический слой смесь 

интенсивно встряхивали вручную в течение 10 мин, после чего для лучшего 

разделения смеси на две фазы ее на 10 мин оставляли в покое. Органический слой 

отделяли, и испаряли гексан в потоке воздуха досуха. Сухой остаток растворяли в 1 

мл ДМСО и анализировали по методике, описанной выше, только вместо 
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стандартного раствора фенотиазина вводили плазму крови, содержащую аналит. 

Далее проанализировали пробы плазмы крови двумя способами: с предвари-

тельным выделением промазина методом жидкостной экстракции и без предвари-

тельной подготовки (непосредственно плазму крови добавляли в реакционную 

смесь). Результаты эксперимента представлены в табл. 25. 

Таблица 25. Результаты определения промазина с использованием спектрофото-

метрической сенсорной системы, основанной на эффекте активации окисления о-

дианизидина в органическом экстракте из плазмы крови человека (I) и в плазме 

крови без предварительного извлечения аналита (II) 

Условия анализа 

Содержание промазина, мкмоль/л 

«Введено» «Найдено» 

I 1 1,2 ± 0,3 

II 1 0,9 ± 0,3 

Как видно из полученных результатов (табл. 25), разработанная спектрофотомет-

рическая сенсорная система  позволяет анализировать непосредственно плазму 

крови человека без предварительного извлечения или предварительного концен-

трирования фенотиазинов. 

Таким образом, в результате проведенного исследования нами была предло-

жена новая спектрофотометрическая сенсорная система для  высокочувствительно-

го и селективного определения средне окисляемых субстратов пероксидазы - фено-

тиазинов по их специфическому активирующему действию на ферментативную ре-

акцию окисления о-дианизидина пероксидом водорода. По чувствительности пред-

ложенная нами система превосходит спектрофотометрические методики определе-

ния указанных аналитов [267, 268] и сравнима с хроматографическими методиками 

их определения [271-274]. Специфичность эффекта субстрат-субстратной актива-

ции позволяет определять фенотиазины (как было показано на примере промазина) 

в водно-органических экстрактах и плазме крови человека без предварительной 

дополнительной подготовки проб к анализу.  
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ГЛАВА 5. ТВЕРДОФАЗНЫЕ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ СЕНСОРНЫЕ СИСТЕ-

МЫ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ И ПЕРОКСИДОВ 

НА ОСНОВЕ ХИТОЗАНА, МЕЧЕННОГО ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ МЕТКОЙ 

В литературе отмечено [65], что флуоресцентные сенсорные системы более 

чувствительны, чем их спектрофотометрические аналоги; в целом характеризуются 

высокой экспрессностью (формирование отклика занимает от нескольких секунд 

до нескольких минут) и стабильностью (90 – 95% исходной величины аналитиче-

ского сигнала сохраняется в течение нескольких месяцев). Это свидетельствует о 

том, что изменение способа регистрации аналитического сигнала переходом от 

спектрофотометрических к новым флуоресцентным индикаторным реакциям мо-

жет позволить улучшить аналитические характеристики и расширить возможности 

практического использования твердофазных оптических сенсорных систем. Под-

ход, основанный на формировании и измерении аналитического сигнала непосред-

ственно в биочувствительном слое, не был ранее использован при создании флуо-

ресцентных сенсорных систем для определения фенольных соединений и органи-

ческих пероксидов различного строения. 

В связи с этим целью следующего этапа работы было создание твердофазной 

флуоресцентной ферментативной сенсорной системы для определения фенольных 

соединений и пероксидов различного строения в матрицах различного состава. 

В качестве аналитов в работе использовали простейшие изомерные дигид-

роксифенолы (пирокатехин, резорцин, гидрохинон), катехоламины (допамин, адре-

налин) и их метаболиты (гомованилиновую и ванилилминдальные кислоты), а так-

же пероксиды различного строения (пероксид водорода, пероксид мочевины, 2-

бутанонпероксид, бензоилпероксид, трет-бутилгидропероксид). 

5.1. Оптическая сенсорная система для определения фенольных соединений на 

основе хитозана, меченного флуоресцентной меткой 

Распространенный прием при создании флуоресцентных сенсорных систем 

заключается во введении в их чувствительный слой молекул, обладающих сильной 

собственной флуоресценцией, и последующем косвенном определении компонен-
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тов индикаторной системы. 

Из литературы [103] известно, что хиноны и феноксильные радикалы (ак-

цепторы электронов), образующиеся в ходе ферментативного окисления фенолов, 

уменьшают собственную флуоресценцию молекул-флуорофоров (доноров элек-

тронов), что может быть использовано для косвенного  определения фенольных со-

единений. В свою очередь, изотиоцианатные производные флуоресцентных краси-

телей (пиронинов, флуоресцеинов, родаминов) взаимодействуют в мягких услови-

ях с первичными аминами с образованием флуоресцирующих соединений [31]. 

Описанную реакцию широко применяют для введения флуоресцентных меток в со-

став молекул полимеров, в частности хитозана. Наиболее часто в качестве флуо-

ресцентных меток используют изотиоцианат флуоресцеина ФИТЦ (λex ~ 500 нм, 

λem ~ 525 нм) и изотиоцианат родамина Б (РБИТЦ) (λex ~ 550 нм, λem ~ 575 нм). Для 

дальнейшей работы нами был выбран РБИТЦ, поскольку он характеризуется мак-

симумами возбуждения и испускания в более длинноволновой области спектра, 

последнее позволяет, как показано в Главе 2, улучшить соотношение сигнал/шум 

при регистрации флуоресцентного сигнала с поверхности кварцевого стекла, а 

также повысить селективность индикаторной системы (поскольку большинство 

компонентов реальных объектов имеет собственные максимумы возбуждения в бо-

лее коротковолновой области спектра).  

Схема введения флуоресцентной метки в молекулу хитозана приведена на 

рис. 75. 
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Рис. 75. Схема введения флуоресцентной метки родамина Б изотиоцианата 

(РБИТЦ) в молекулу хитозана. 

 

Полученный таким образом меченый хитозан (как и в случае спектрофото-

метрической системы) может одновременно выступать в качестве индикаторного 

вещества и матрицы для иммобилизации фермента. Общая схема формирования 

аналитического сигнала при использовании биосенсора на основе меченого хито-

зана приведена на рис. 76.  

 

Рис. 76. Схема формирования отклика чувствительного слоя флуоресцентного био-

сенсора на основе хитозана, меченного флуоресцентной меткой родамина Б изо-

тиоцианата (РБИТЦ). 
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Чувствительный слой предложенной нами сенсорной системы представлял 

собой смесь хитозана, меченного флуоресцентной меткой - РБИТЦ, и фермента 

(пероксидазы, лакказы или тирозиназы). Выбор трех ферментов на этом этапе ис-

следования обусловлен тем, что разная природа окислителя (кислорода воздуха в 

случае тирозиназы, лакказы и пероксида водорода в присутствии пероксидазы из 

корней хрена) также может влиять на интенсивность флуоресцентной метки в со-

ставе полимера. Интенсивность флуоресценции чувствительного слоя сенсорной 

системы значительно уменьшалась при ферментативном окислении фенольных со-

единений пропорционально содержанию аналита (рис. 77).  

 

Рис. 77. Спектры флуоресценции чувствительного слоя биосенсора на основе хито-

зана после выдерживания в реакционной системе при разных концентрациях пе-

роксидазы из корней хрена: (1) 0, (2) 1, (3) 3, (4) 5 мкМ. Условия реакции: 0,05 М 

фосфатный буферный раствор, рН 6,5, концентрации пероксидазы 50 нМ, перокси-

да водорода - 100 мкМ, содержание РБИТЦ - 25 нг·см-2, λex = 550 нм, время реакции 

- 10 мин. 

В то же время, при выдерживании сенсорного устройства на основе перок-

сидазы в растворе, содержащем только фенольное соединение (в отсутствие окис-

лителя – пероксида водорода) или только пероксид водорода (в отсутствие феноль-

ного соединения) флуоресценция не уменьшалась. Аналогичные закономерности 
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получены при окислении пирокатехина пероксидом водорода в растворе в присут-

ствии пероксидазы и родамина Б (а также при использовании вместо хитозана во-

дорастворимого полимера полиаллиламина, меченного флуоресцентной меткой). 

Результаты этого эксперимента свидетельствуют о том, что тушение интенсивно-

сти флуоресцентного сигнала происходит только в специфичном двухстадийном 

процессе: ферментативного окисления фенольного соединения и взаимодействия 

продукта окисления с полимерным слоем сенсорной системы – хитозаном, мечен-

ным флуоресцентной меткой. 

5.1.1. Выбор условий проведения индикаторной реакции на основе хитозана, 

меченного флуоресцентной меткой 

Для получения максимального отклика чувствительного слоя флуоресцент-

ной сенсорной системы в присутствии определяемых соединений выбрали условия 

и концентрации всех компонентов в реакционной системе: концентрации хитозана, 

флуоресцентной метки, фермента, пероксида водорода, толщины пленки, концен-

трации и рН буферного раствора, а также длин волн возбуждения и испускания.  

Очевидно, что увеличение концентрации хитозана на поверхности подложки 

из кварцевого стекла (Глава 2) позволяло ввести в его состав больше молекул флу-

оресцентной метки, увеличить таким образом интенсивность флуоресценции чув-

ствительного слоя до проведения реакции и, как следствие, повысить чувствитель-

ность определения аналитов.  

Установили, что аналитический сигнал максимален при объеме смеси, фор-

мирующей чувствительный слой, равном 200 мкл, что соответствовало 0,4 мг хито-

зана на см2 поверхности (рис. 78). При больших объемах (и соответственно боль-

шей плотности нанесения) хитозановая пленка становилась механически непроч-

ной и отслаивалась от поверхности стекла при погружении сенсорного устройства 

в реакционный раствор. 
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Рис. 78. Зависимость отклика чувствительного слоя на основе хитозана, меченного 

флуоресцентной меткой от толщины пленки. Условия реакции: 0,05 М фосфатный 

буферный раствор, рН 7,5, концентрации пероксидазы 50 нМ, пероксида водорода - 

100 мкМ, содержание РБИТЦ - 25 нг·см-2, λex = 550 нм, объем реакционной смеси - 

5 мл, время реакции 10 мин. 

Концентрацию флуоресцентной метки варьировали в диапазоне 1 –  

25 нг·см-2. Отклик чувствительного слоя сенсорной системы был максимален при 

самом высоком содержании флуоресцентной метки, составляющей 25 нг·см-2 (рис. 

79). Ввести в полимер большее количество молекул РБИТЦ было невозможно, по-

скольку из-за стерических затруднений функциональные группы молекул метки и 

хитозана не реагировали друг с другом.  
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Рис. 79. Зависимость отклика чувствительного слоя биосенсора на основе хитоза-

на, меченного флуоресцентной меткой от концентрации РБИТЦ. Условия реакции: 

0,05 М фосфатный буферный раствор, рН 7,5, концентрации пероксидазы 50 нМ, 

пероксида водорода - 100 мкМ, λex = 550 нм, время реакции - 10 мин, , λex = 550 нм, 

объем реакционной смеси - 5 мл, время реакции 10 мин. 

Кривые накопления продуктов в чувствительном слое во времени представ-

ляли собой классические кинетические кривые с насыщением (рис. 80). В качестве 

оптимального времени реакции выбрали 10 мин, поскольку, во-первых, к этому 

времени кривая накопления конечного продукта выходила на плато, и, во-вторых, 

это время было удобным для работы.  

Индикаторную реакцию проводили в фосфатном буферном растворе, по-

скольку его наиболее часто используют при проведении биохимических реакций с 

участием оксидоредуктаз вследствие его стабилизирующего действия на них. Из-

менение концентрации буферного раствора в диапазоне 0,01 – 0,075 М существен-

но не влияло на аналитический сигнал. При дальнейшем увеличении концентрации 

(а, следовательно, и ионной силы), отклик сенсора незначительно уменьшался, 

предположительно, из-за инактивации фермента. Зависимость отклика чувстви-

тельного слоя биосенсора от рН буферного раствора (в диапазоне 6,0 – 8,25) про-

ходила через максимум при рН 7,5 (рис. 81). Это значение рН близко к рКа хитоза-

на (от 6 до 7 в зависимости от растворителя) и, как будет показано далее, не зави-
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село от природы иммобилизованного фермента.  

 

 

Рис. 80. Зависимость отклика чувствительного слоя биосенсора на основе хитоза-

на, меченного флуоресцентной меткой от времени реакции. Условия реакции: 0,05 

М фосфатный буферный раствор, рН 7,5, концентрации пероксидазы 50 нМ, перок-

сида водорода - 100 мкМ, содержание РБИТЦ - 25 нг·см-2, λex = 550 нм, время реак-

ции - 10 мин, объем реакционной смеси - 5 мл.  
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Рис. 81. Зависимость отклика чувствительного слоя биосенсора на основе хитоза-

на, меченного флуоресцентной меткой от рН буферного раствора. Условия реак-

ции: 0,05 М фосфатный буферный раствор, рН 7,5, концентрации пероксидазы 50 

нМ, пероксида водорода - 100 мкМ, содержание РБИТЦ - 25 нг·см-2, λex = 550 нм, 

время реакции - 10 мин.  

Аналогичные исследования по выбору условий формирования максимально-

го отклика флуоресцентной сенсорной системы на основе чувствительного слоя 

биокатализатор-хитозан-РБИТЦ провели и для ферментов класса оксидаз (тирози-

назы и лакказы) (табл. 26). Следует отметить, что независимо от природы биоката-

лизатора и определяемого соединения отклик чувствительного слоя биосенсора 

был максимален при рН 7,5 (λex = 550, λem = 575 нм).  

Условия, приведенные в табл. 26, были фактически идентичными для опре-

деления широкого круга фенольных соединений – простейших изомерных дигид-

роксифенолов (пирокатехина, резорцина, гидрохинона), катехоламинов (дофамина, 

адреналина) и метаболитов последних (гомованилиновой и ванилилминдальных 

кислот). 
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Таблица 26. Условия функционирования пероксидазного, лакказного и тирози-

назного сенсоров на основе хитозана, меченного флуоресцентной меткой 

Параметр 

Фермент 

Пероксидаза Лакказа Тирозиназа 

U(Е), у.е. 0,1* 0,1 2,5 

с(Н2О2), мкМ 100  -** 

Концентрация и рН буферного раство-

ра 

0,05 М Фосфатный буферный раствор  

рН 7,5 

c(хитозан), % по массе 1 

c(СН3СООН), % по объему 0,5 

m(хитозан), мг·см-2 0,4 

m(РБИТЦ), нг·см-2 25 

V(хитозан-пероксидаза), мкл 200 

Объем реакционной смеси, мл 5 

Время реакции, мин 10 

λex, нм 550 

λem, нм 575 

* U(пероксидазы) – 0,1 у.е. соответствует концентрации пероксидазы 50 нМ; 

** субстрат-окислитель – кислород воздуха. 
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Наиболее важным результатом проведенного исследования является то, что 

переход от твердофазной спектрофотометрической системы к новой с флуоримет-

рическом детектированием аналитического сигнала по тушению метки РБИТЦ в 

структуре хитозана позволяет сократить время анализа с 24 ч до 10 мин. Для уста-

новления причин столь резкого сокращения времени отклика сенсорной системы 

изучили сорбцию фенольных соединений и продуктов их окисления биочувстви-

тельным слоем на основе хитозана. 

 

5.1.2. Изучение сорбции фенольных соединений и продуктов их окисления 

биочувствительным слоем на основе хитозана 

Природу сорбционного взаимодействия в системе хинон - меченый хитозан 

изучали в условиях, наиболее подходящих для работы спектрофотометрической и 

флуоресцентной сенсорных систем. Согласно литературным данным [295–298], 

фенольные соединения и продукты их окисления (о- и п-хиноны) могут сорбиро-

ваться молекулами хитозана за счет образования водородных (обратимая физиче-

ская сорбция) или ковалентных связей (необратимая химическая сорбция), соот-

ветственно. В литературе не приведены данные по изучению физической сорбции 

хинонов хитозановыми пленками.  

При изучении сорбции в модельных системах для упрощения задачи принято 

выделять два крайних варианта, при которых сорбция обусловлена физическими 

(физическая сорбция) и химическими взаимодействиями (химическая сорбция) 

[299]. Однако, как правило, механизм сорбции обусловлен сразу несколькими при-

чинами, поэтому часто можно сделать только предположение о преобладании того 

или иного механизма. 

Мы установили, что отклик спектрофотометрической сенсорной системы 

увеличивался примерно на 40 % при повышении температуры в диапазоне 20 – 

40оС (что может быть связано как с увеличением активности фермента, так и с уве-

личением эффективности химической сорбции). Отклик чувствительного слоя 

флуоресцентного биосенсора, наоборот, уменьшался примерно на 20 % при повы-
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шении температуры в том же диапазоне (рис. 82), то есть в целом интенсивность 

флуоресценции увеличивалась.  

 

 

Рис. 82. Влияние температуры на величину поглощения (а) и интенсивность флуо-

ресценции (б) чувствительного слоя спектрофотометрической и флуоресцентной 

сенсорных систем соответственно. Условия реакции: 0,05 М фосфатный буферный 

раствор, концентрации гидрохинона и пирокатехина – 100 (а) и 5 (б) мкМ, перок-

сидазы - 50 нМ, пероксида водорода - 100 мкМ, λex = 550 нм, объем реакционной 

смеси - 5 мл, время реакции - 4 ч (а) и 10 мин (б). 

На основании полученных экспериментальных данных предположили, что 

отклики чувствительных слоев спектрофотометрического и флуоресцентного сен-

соров формируются в результате протекания преимущественно химических и фи-

зических взаимодействий соответственно (схема 6). В литературе отсутствуют све-

дения о физической сорбции изомерных фенольных соединений хитозаном. Одна-

ко известно, что способность фенольных соединений сорбироваться на других мат-

рицах (в частности на активированных углях) изменяется в парах пирокатехин > 

резорцин [300] и пирокатехин > гидрохинон [301].  

Таким образом, поскольку физическая сорбция фенолов и хинонов обуслов-

лена взаимодействиями схожей природы (образованием водородных связей), при-

веденная нами ранее последовательность модельных соединений, формирующих 

отклик чувствительного слоя разной интенсивности (пирокатехин > резорцин > 

гидрохинон > допамин) соответствует литературным данным. 
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Схема 6. Предполагаемая схема химической (а) и физической (б) сорбции хитоза-

новой пленкой продуктов окисления фенольных соединений на примере ПК. 

Один из подходов к повышению эффективности сорбции заключается в из-

менении объема реакционной системы (при постоянной концентрации сорбируе-

мого соединения). Увеличение объема пробы в диапазоне 3 – 25 мл сопровожда-

лось повышением отклика чувствительного слоя в случае спектрофотометрическо-

го сенсора и его уменьшением в случае флуоресцентного сенсора (рис. 83).  

  

Рис. 83. Зависимость отклика чувствительного слоя спектрофотометрического (а) и 

флуоресцентного (б) биосенсоров на основе хитозана от объема реакционной си-

стемы. Оптимальные условия; концентрации гидрохинона (а) - 100 мкМ, пирокате-

хина (б) - 10 мкМ. 

При этом степень извлечения продуктов окисления гидрохинона возрастала, 

а пирокатехина уменьшалась при увеличении объема реакционной системы (рис. 

84); причем зависимость степени извлечения от концентрации фенола проходила 

через максимум. Последний факт связан, по-видимому, с насыщением хитозаново-

го слоя продуктом окисления фенольного соединения при его высоких концентра-
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циях. Таким образом, было показано, что рост степени извлечения приводит к уве-

личению поглощения (эффективности тушения флуоресценции) и, как следствие, к 

повышению отклика чувствительного слоя сенсора. 

 

Рис. 84. Зависимость степени извлечения продуктов ферментативного окисления 

гидрохинона (а) и пирокатехина (б) от объема реакционной системы в условиях ра-

боты спектрофотометрической и флуоресцентной сенсорных систем, соответствен-

но; концентрация гидрохинона и пирокатехина - 100 мкМ.  

Поскольку времена выдерживания сенсорных устройств на основе хитозана 

для двух типов сенсорных систем существенно отличаются, то в первом случае мы 

можем говорить о преобладании процесса химической сорбции продуктов окисле-

ния гидрохинона, а во втором – о физической сорбции самого пирокатехина. Для 

подтверждения предложенных гипотез на основании данных, полученных при 

оценке степени извлечения фенольных соединений хитозановой пленкой, построи-

ли изотермы сорбции гидрохинона и пирокатехина (рис. 85). Они линейны в обла-

сти малых концентраций и имеют вид кривых с насыщением. На основании их об-

щего вида изотермы были отнесены к L-классу (класс Ленгмюра) [297]. Для оценки 

сорбционных параметров полученные изотермы были линеаризованы в рамках мо-

делей Ленгмюра и Фрейндлиха. Из уравнений линейных зависимостей были рас-

считаны значения величин предельной сорбции Гm, констант сорбции K и свобод-

ной энергии Гиббса ΔG0
298 (для изотерм Ленгмюра), а также коэффициента про-

порциональности k и показателя степени n (для изотерм Фрейндлиха). Количе-

ственные характеристики сорбционного процесса приведены в табл. 27. 
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Рис. 85. Изотермы сорбции продуктов окисления гидрохинона (а) и пирокатехина 

(б) биочувствительным слоем на основе хитозана в условиях, работы спектрофото-

метрической (а) и флуоресцентной (б) сенсорных систем, соответственно, и разных 

объемах реакционной системы: (1) 5; (2) 10, (3) 15 мл. 

Величины предельной сорбции и констант сорбции, характеризуют способ-

ность сорбента сорбировать, а сорбата сорбироваться соответственно. Для обеих 

индикаторных систем предельная сорбция возрастала при увеличении объема ре-

акционной смеси. При этом константа сорбции повышалась при увеличении объе-

ма в случае гидрохинона и уменьшалась в случае пирокатехина. Поскольку веще-

ство концентрируется в поверхностном слое самопроизвольно, процесс сорбции 

характеризуется отрицательным значением энергии Гиббса (ΔG0 < 0). Оказалось, 

что в случае гидрохинона это значение повышалось, а в случае пирокатехина 

уменьшалось по модулю с увеличением объема. Полученные данные говорят о 

том, что при увеличении объема пробы эффективность сорбции возрастала в усло-

виях работы спектрофотометрической сенсорной системы и уменьшалась в усло-

виях работы флуоресцентного устройства. Рассчитанные коэффициенты 

корреляции оказались выше для изотерм, описанных уравнением Фрейндлиха, 

следовательно, именно это уравнение более точно описывает процесс сорбции в 

исследуемых системах.  

Таким образом, данные по изучению сорбции подтвердили высказанное 

нами предположение, что отклики чувствительных слоев спектрофотометрической 

и флуоресцентной сенсорных систем формируются в результате протекания пре-

имущественно химических и физических взаимодействий соответственно.
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Таблица. 27. Количественные характеристики сорбции продуктов окисления фенольных соединений биочувствительным слоем 

пероксидаза-хитозан в составе спектрофотометрической и флуоресцентной сенсорных систем (n = 5, P  = 0,95). 

V, мл 

Параметры изотермы Ленгмюра Параметры изотермы Фрейндлиха 

Гm, ммоль·г-1 K, л·ммоль-1 ΔG0
298, Дж·моль-1 r2 N K r2 

Спектрофотометрическая сенсорная система (модельное соединение – гидрохинон) 

3 0,7 ± 0,1 3,6 ± 0,5 - 3139 ± 251 0,968 0,79 ± 0,06 0,23 ± 0.02 0,984 

5 1,9 ± 0,2 5,6 ± 0,5 - 4238 ± 389 0,976 0,77 ± 0,06 0,84 ± 0.07 0,983 

10 3,8 ± 0,3 9,5 ± 0,8 - 5503 ± 440 0,987 0,71 ± 0,06 1,3 ± 0.1 0,996 

15 5,1 ± 0,4 15 ± 1 - 6686 ± 525 0,996 0,66 ± 0,05 1,5 ± 0.1 0,994 

25 6,5 ± 0,5 25 ± 2 - 7833 ± 627 0,994 0,58 ± 0,05 1,5 ± 0.1 0,995 

Флуоресцентная  сенсорная система (модельное соединение – пирокатехин) 

3 (0,47 ± 0,02)·10-1 1,45 ± 0,06 - 924 ± 37 0,974 (76 ± 3)·10-2 (6,8 ± 0,3)·10-2 0,989 

5 (0,79 ± 0,03)·10-1 1,40 ± 0,06 - 825 ± 33 0,978 (77 ± 3)·10-2 (12,5 ± 0,5)·10-2 0,984 
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10 (1,72 ± 0,07)·10-1 1,09 ± 0,04 - 223 ± 9 0,984 (81 ± 4)·10-2 (29 ± 1)·10-2 0,995 

15 (2,3 ± 0,1)·10-1 1,05 ± 0,04 - 115 ± 5 0,992 (81 ± 4)·10-2 (38 ± 1)·10-2 0,997 

25 (3,9 ± 0,1)·10-1 1,04 ± 0,04 - 97 ± 4 0,991 (81 ± 4)·10-2 (47 ± 2)·10-2 0,996 
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5.1.3. Аналитические характеристики определения фенольных соединений                     

с использованием флуоресцентной биосенсорной системы на основе меченого 

хитозана 

В выбранных условиях формирования аналитического сигнала флуоресцент-

ной биосенсорной системы для определения фенольных соединений на основе хи-

тозана, меченного РБИТЦ, построили градуировочные зависимости и рассчитали 

метрологические характеристики методик определения пирокатехина, резорцина, 

гидрохинона, допамина и адреналина с использованием пероксидазной сенсорной 

системы, а также пирокатехина, резорцина и гидрохинона (т.е. только простейших 

изомерных фенольных соединений) с использованием лакказного и тирозиназного 

сенсоров (табл. 28). Установили, что разработанные флуоресцентные системы на 

основе разных ферментов характеризовались близкими аналитическими характери-

стиками: позволяли определять дигидроксифенолы и катехолы на уровне их кон-

центраций 0,1 – 10 и 1 – 100 мкМ соответственно. Время реакции (необходимое 

для достижения 90% величины аналитического сигнала) не превышало 15 мин. 

Чувствительность определения изменялась в ряду пирокатехин > резорцин > гид-

рохинон > адреналин ~ допамин. Из литературы известно, что в растворе тушение 

флуоресценции наблюдается в обратной последовательности аналитов (допамин > 

пирокатехин и гидрохинон > пирокатехин [65]). Таким образом, полученная нами 

последовательность, по-видимому, обусловлена не акцепторными свойствами хи-

нонов, а особенностями их взаимодействия с хитозаном. 
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Таблица 28. Метрологические характеристики методик определения простейших изомерных дигидроксифенолов и катехолами-

нов с использованием твердофазных флуоресцентных биосенсорных систем и различных ферментов на основе хитозана, мечен-

ного флуоресцентной меткой.  

Определяемое 

соединение 

Уравнение градуировочной зависимо-

сти 

Диапазон линей-

ности, мкМ 

сmin, 

мкМ 

Коэффициент 

корреляции, r 

sr (при сн,  

n = 4, P = 0,95) 

Пероксидаза 

Пирокатехин I = - (15 ± 1) 106 c + (165 ± 3) 0,5 – 5,0 0,10 0,997  0,04 

Резорцин I = - (9.7 ± 0.4) 106 c + (166 ± 2) 

0,5 – 7,5 

0,15 0,996  0,03 

Гидрохинон I = - (9.0 ± 0.2) 106 c + (168 ± 1) 0,20 0,999 0,03 

Допамин I = - (8.6 ± 0.3) 105 c + (163 ± 1) 

5,0 – 50,0 

2,0 0,997  0,05 

Адреналин I = - (11.0 ± 0.4) 105 c + (163 ± 2) 1,5 0,997 0,06 
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Лакказа 

Пирокатехин I = - (16 ± 1) 106 c + (161 ± 4) 0,5 – 5,0 0,10 0,988  0,03 

Резорцин I = - (10.4 ± 0.4) 106 c + (159 ± 2) 

0,5 – 7,5 

0,15 0,998 0,04 

Гидрохинон I = - (8.8 ± 0.1) 106 c + (163 ± 1) 0,20 0,998 0,04 

Тирозиназа 

Пирокатехин I = - (18 ± 1) 106 c + (161 ± 6) 0,5 – 5,0 0,10 0,988 0,05 
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При сравнении приведенных данных с метрологическими характеристиками 

методик с использованием тверфазной спектрофотометрической сенсорной систе-

мы (табл. 8, гл. 3) следует отметить, что использование новой индикаторной систе-

мы с флуоресцентным детектированием аналитического сигнала позволяет больше, 

чем на порядок понизить пределы обнаружения фенольных соединений различного 

строения (табл. 28). При этом возможности применения твердофазной флуорес-

центной сенсорной системы в водно-органических и мицеллярных, мутных и 

окрашенных средах были аналогичными, что будет продемонстрировано в даль-

нейшем на примере анализа конкретных реальных объектов с матрицей сложного 

состава без предварительной (или минимальной) пробоподготовки.  

Аналитический сигнал флуоресцентного сенсорного устройства независимо 

от природы биокатализатора был стабилен не менее 2 недель при хранении сенсора 

в темном месте при температуре 4 оС. Важным результатом также является значи-

тельное сокращение времени анализа – с 24 ч до 10 мин. 

Как и ожидалось, флуоресцентные биосенсорные системы на основе хитоза-

на, меченного родамина Б изотиоцианатом, давали отклик не на все определяемые 

фенольные соединения. В частности, тирозиназная сенсорная система не не реаги-

ровала на присутствии резорцина и гидрохинона. Очевидно, это связано с суб-

стратной специфичностью иммобилизованных ферментов: тирозиназа катализиру-

ет окисление только п-замещенных фенольных соединений [302]. 

Подобно большинству описанных в литературе аналогов (но с регистрацией 

аналитического сигнала в растворе, а не в биочувствительном слое) разработанные 

нами флуоресцентные сенсорные системы на основе перечисленных ферментов не 

обладали селективностью по отношению к какому-то определенному фенольному 

соединению. Отклик чувствительного слоя сенсорного устройства был аддитивен 

при концентрациях аналитов, находящихся в рамках диапазона линейности граду-

ировочных графиков (рис. 86). Поскольку коэффициенты чувствительности (чис-

ленно равные величинам тангенсов углов наклона градуировочных графиков) раз-

личались по величине (табл.28), информация, полученная при анализе объекта, од-

новременно содержащего смесь фенолов, позволяет оценить только их суммарное 
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содержание в препарате.  

Таким образом, разработанные биосенсорные системы на основе хитозана, 

меченного флуоресцентной меткой, могут быть использованы либо в анализе объ-

ектов, содержащих только одно какое-либо фенольное соединение (косметические 

и лекарственные препараты), либо для общей оценки содержания фенольных со-

единений (промышленные и сточные воды), а также при проведении анализа с ис-

пользованием совокупности сенсоров, основанных на разных индикаторных реак-

циях. Анализ более сложных смесей (биологических жидкостей) требует создания 

более чувствительных, селективных и стабильных индикаторных систем. 
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Рис. 86. Проверка аддитивности отклика чувствительного слоя пероксидазной сен-

сорной системы в присутствии разных количеств пирокатехина и резорцина (а), 

пирокатехина и гидрохинона (б), резорцина и гидрохинона (в): (1) рассчитанное 

значение, (2) экспериментально полученное значение. Условия реакции: 0,05 М 

фосфатный буферный раствор, рН 7,5, пероксидазы 50 нМ, пероксида водорода - 

100 мкМ, содержание РБИТЦ - 25 нг·см-2, λex = 550 нм, время реакции 10 мин. 

 

5.2. Оптическая сенсорная система для определения пероксидов различного 

строения на основе хитозана, меченного флуоресцентной меткой 

Как и в случае твердофазной спектрофтометрической сенсорной системы от-

клик чувствительного слоя флуоресцентного устройства на основе пероксидазы 

пропорционален не только концентрации субстрата-восстановителя (фенольного 

соединения), но и концентрации субстрата-окислителя, поэтому перспективным 

представлялось его применение для определения пероксидов различного строения. 

В качестве субстрата-восстановителя использовали пирокатехин, поскольку отклик 

флуоресцентной сенсорной системы именно на это фенольное соединение был 

максимальным (наибольший коэффициент чувствительности определения из всех 

изученных фенольных соединений (табл. 28). Для исследования выбрали концен-

трацию пирокатехина равную 2,5 мкМ, которая соответствует середине диапазона 

линейности и, как правило, характеризуется минимальной  погрешностью  резуль-

татов  измерений. Формулы изученных органических пероксидов - пероксида во-
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дорода, пероксида мочевины, 2-бутанонпероксида, бензоилпероксида, трет-

бутилгидропероксида приведены на рис. 52 (Глава 3). 

Условия формирования флуоресцентного аналитического сигнала (концен-

трация пероксидазы, время реакции, концентрация и рН фосфатного буферного 

раствора) с использованием пероксидазной сенсорной системы на основе хитозана, 

меченного флуоресцентной меткой - изотиоцианатом родамина Б (РБИТЦ), оказа-

лись одинаковыми для всех изученных пероксидов и полностью совпали с таковы-

ми для определения фенольных соединений в этой системе (табл. 26). 

В этих условиях были построены градуировочные зависимости  и рассчита-

ны метрологические характеристики методик определения пероксида водорода, 

пероксида мочевины, 2-бутанонпероксида, бензоилпероксида и трет-

бутилгидропероксида. Результаты, полученные на этом этапе исследований, пред-

ставлены в табл. 29. Для сравнения метрологических характеристик в этой же таб-

лице приведены результаты определения тех же соединений, но с использованием 

спектрофотометрической регистрации аналитического сигнала. 

Биосенсорная система на основе хитозана, меченного флуоресцентной мет-

кой, позволяет определять пероксид водорода, пероксид мочевины, 2-

бутанонпероксид, а также бензоилпероксид на уровне концентраций 1 – 100 мкМ, 

при этом отклик чувствительного слоя на присутствие нескольких пероксидов ад-

дитивен. Методики определения трет-бутилгидропероксида характеризуются на 

порядок более низкой чувствительностью (определение на уровне 100 – 1000 мкМ) 

и значительно худшей воспроизводимостью результатов измерения. По чувстви-

тельности и воспроизводимости предложенное флуоресцентное сенсорное устрой-

ство сопоставимо с аналогами, основанными на измерении аналитического сигнала 

в растворе [190], и несколько превосходит трердофазный спектрофотометрический 

биосенсор на основе хитозана при использовании последнего в водных и водно-

органических растворах (последнее будет продемонстрировано в анализе реальных 

объектов). Однако в мицеллярных растворах воспроизводимость отклика сенсор-

ной системы на основе хитозана, меченного флуоресцентной меткой, резко снижа-

лась. Результаты были настолько неудовлетворительными, что мы решили их не 

приводить. Значимым преимуществом применения флуоресцентной системы по 
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сравнению со спектрофотометрической, как и в случае определения фенольных со-

единений, является значительное сокращение времени анализа – с 24 ч до 10 мин. 

При этом спектрофотометрическая сенсорная система для определения пероксидов 

различного строения может быть использована для анализа более широкого круга 

объектов с матрицами сложного состава, в том числе в мицеллярных средах. 

Таким образом, сравнение характеристик обеих – спектрофотометрической и 

флуоресцентной сенсорных систем на основе биочувствительного слоя пероксида-

за-хитозан свидетельствует о том, что они обе обладают как недостатками, так и 

достоинствами. В то же время достигаемая с их помощью чувствительность и се-

лективность определения изученных аналитов по-прежнему остаются недостаточ-

ными для решения некоторых важных аналитических задач, например, определе-

ния ряда таких фенольных соединений как катехоламины и их метаболиты – важ-

нейших маркеров нейромедиаторного баланса в биологических жидкостях и тка-

нях. При определении таких соединений должны сочетаться низкие пределы обна-

ружения с высокой воспроизводимостью и экспрессностью анализа [303]. Перспек-

тивным подходом к решению обозначенной проблемы, по нашему мнению, пере-

ход от косвенных флуоресцентных сенсорных систем к прямым, в которых вели-

чина аналитического сигнала в твердофазном варианте измерений прямопропорци-

онально зависит от концентрации аналитов в пробе.  
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Таблица 29. Метрологические характеристики методик определения пероксидов различного строения с использованием флуо-

ресцентной сенсорной на основе хитозана, меченного флуоресцентной меткой, и спектрофотометрического сенсорной системы на 

основе хитозана. 

Определяемое соеди-

нение 

Уравнение градуировочной зави-

симости 

Диапазон линей-

ности, мкМ 

сmin, 

мкМ 

Коэффициент 

корреляции, r 

sr (при сн,  

n = 5, P = 0.95) 

Флуоресцентный сенсорная система 

Пероксид водорода I = - (1,08 ± 0,04)·106 c + (180 ± 1) 10 – 50 7 0,989 0,07 

Пероксид мочевины I = - (1,5 ± 0,1)·106 c + (200 ± 2) 10 – 75 5 0,985 0,06 

2-Бутанонпероксид I = - (1,01 ± 0,03)·106 c + (190 ± 2) 10 – 100 7 0,999 0,05 

Бензоилпероксид I = - (0,92 ± 0,07)·106 c + (212 ± 5) 25 – 100 10 0,989 0,06 

трет-Бутилгидро-

пероксид 
I = - (0,07 ± 0,01)·106 c + (189 ± 4) 250 – 1000 100 0,989 0,12 

Спектрофотометрическая сенсорная система 

Пероксид водорода А = (0,47 ± 0,02)·103 c + (0,23 ± 0,01) 100 – 1000 45 0,996 0,08 

Пероксид мочевины А = (1,82 ± 0,09)·103 c + (0,16 ± 0,02) 25 – 250 10 0,996 0,08 
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2-Бутанонпероксид А = (0,57 ± 0,05)·103 c + (0,12 ± 0,01) 100 – 1000 40 0,999 0,08 

Бензоилпероксид А = (0,45 ± 0,05)·103 c + (0,18 ± 0,02) 50 – 500 45 0,998 0,07 

трет-Бутилгидро-

пероксид 
А = (0,07 ± 0,01)·103 c + (0,07 ± 0,01) 250 – 2500 230 0,990 0,07 
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ГЛАВА 6. ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ СЕНСОРНЫЕ СИСТЕМЫ 

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КАТЕХОЛАМИНОВ И ПЕРОКСИДОВ  

НА ОСНОВЕ РЕАКЦИИ ДЕРИВАТИЗАЦИИ АНАЛИТОВ 

Наиболее значимым ограничением применения ферментативных методов в 

анализе биологических объектов на содержание ряда субстратов оксидоредуктаз 

является недостаточная чувствительность существующих методик их определения 

[304]. Примерами таких соединений могут служить некоторые фенольные соеди-

нения – катехоламины и их метаболиты. В связи с тем, что содержание катехола-

минов и их метаболитов в норме и при патологии различается, их возможно ис-

пользовать в качестве диагностических маркеров как при проведении фундамен-

тальных исследований, так и в клинической медицинской практике [303]. Среди 

методов, применяемых для диагностики  нейродегенеративных и нейроэндокрин-

ных  заболеваний по содержанию катехоламинов и их метаболитов в моче и крови, 

наиболее широко используют хроматографические методы в сочетании с элек-

трохимическим (ЭХ) [305, 306] или масс-спектрометрическим (МС) [307, 308] де-

тектированием. Благодаря предварительному разделению катехоламинов хромато-

графические методы обеспечивают комплексный анализ их смесей, обладают до-

статочной селективностью и низкими пределами обнаружения — на уровне 1 нМ. 

Однако, несмотря на высокую селективность, чувствительность, доступность ис-

пользуемых электрохимических детекторов, они характеризуются плохой воспро-

изводимостью, чувствительностью к флуктуациям в скорости потока подвижной 

фазы, загрязнением электрода, повышенными требованиями к природе подвижной 

фазы [309]. Для метода ВЭЖХ-ЭХ характерны высокие значения фонового шума 

по сравнению с полезным сигналом, не всегда достаточная чувствительность и 

низкая эффективность разделения компонентов [310, 311]. Метод ВЭЖХ-МС/МС 

характеризуется значительно большей чувствительностью определения катехола-

минов и их метаболитов, однако недостаточно экспрессный и имеет ограничения, 

связанные с элюированием определяемых соединений в мертвое время, значитель-

ными шумовыми помехами и сложностью разрешения пиков [312–314]. 

В настоящее время большое внимание уделяется разработке различных им-

мунохимических методов определения катехоламинов и их метаболитов. Еще в 
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конце 1990-х годов несколько компаний - Immuno Biological Laboratories (Герма-

ния), Beckman Coulter (Чешская Республика), Immunodiagnostic Systems (Велико-

британия) и др. - стали выпускать коммерческие иммунохимические тест-наборы 

для диагностики нейроэндокринных катехоламинпродуцирующих опухолей [315]. 

В настоящее время доступны наборы для радиоиммунологического (РИА, изотоп-

ная метка (125I, 3Н) иммуноферментного (ИФА, ферментная метка ─ биотин-

стрептавидин, пероксидаза из корней хрена, щелочная фосфатаза) и флуороимму-

нологического методов анализа (ФИА, флуорофорная метка ─ флуоресцеин, рода-

мин, европий) [316]. Однако, следует отметить, что в иммунохимических методах 

до сих пор не решена проблема получения специфических антител к отдельным ка-

техоламинам, несмотря на периодически предпринимающиеся попытки их получе-

ния. Широко используемые антитела, индуцируемые конъюгатами бычий сыворо-

точный альбумин-катехоламин, распознают функциональные группы бензольного 

кольца, но не чувствительны к структурным изменениям в непосредственной бли-

зости от концевой аминогруппы катехоламины. В результате этого они практиче-

ски одинаково связывают как норадреналин, так и адреналин [317]. Таким образом, 

иммуноферментные методы не обеспечивают необходимую для диагностики забо-

леваний чувствительность и селективность определения катехоламинов и их мета-

болитов. В связи с этим были предприняты попытки создания комбинированного 

подхода к определению катехоламинов и их метаболитов, сочетающего предвари-

тельное хроматографическое разделение с последующим иммунохимическим де-

тектированием диагностических маркеров в анализируемых биологических образ-

цах [318].  

Несмотря на кажущуюся изученность проблемы и наличие большого набора 

методов, позволяющих определять катехоламины в плазме крови и моче, относи-

тельная длительность анализа [319, 320], в течение которого определяемые соеди-

нения нестабильны, возможность появления погрешностей, связанных с низкой 

воспроизводимостью и плохим разрешением пиков [321], обусловливают много-

численные диагностические ошибки, приводящие к неэффективному лечению.  

В качестве альтернативы хроматографическим и иммунохимическим мето-

дам определения маркеров нейромедиаторного обмена среди современных инстру-
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ментальных методов анализа, используемых для определения индивидуальных ка-

техоламинов и их метаболитов в биологических жидкостях, распространение полу-

чили электрохимические и спектроскопические методы [307].  

В последние 10 – 20 лет активно ведутся разработки различных электрохи-

мических сенсоров для определения маркеров нейромедиаторного обмена [322–

330]. Действие большинства таких электрохимических сенсоров основано на мо-

дификации индикаторных электродов предварительно синтезированными соедине-

ниями с определенной структурой, обеспечивающими селективное определение 

катехоламинов, например молекулярными отпечатками ДНК [331], полимерами 

[332, 333], искусственными рецепторами [334], различными нанотрубками и нано-

стержнями, модифицированными органическими молекулами - полиэтиленимином 

[323, 326], циклодекстрином [322], ионными жидкостями [330], комплексами ме-

таллов [329]. Методики определения катехоламинов и их метаболитов электрохи-

мическими методами характеризуются в основном средней чувствительностью -  

на уровне 0,01 – 1 мкМ. Кроме того, перед проведением определения катехолами-

нов необходима тщательная подготовка проб реального объекта, а выбор методики, 

используемой для извлечения катехоламинов и их метаболитов, во многом опреде-

ляется природой биообъектов (ткани, биологические жидкости, клетки). В против-

ном случае не удается обеспечить высокую селективность и необходимую чувстви-

тельность определения катехоламинов в биологических объектах, что затрудняет 

анализ in vivo [335]. Без учета времени, необходимого для подготовки образца, для 

анализа требуется обычно от 5 до 15 мин [336]. 

 Трудность определения катехоламинов в биологических жидкостях обу-

словлена тем, что у здорового человека их концентрации изначально очень низки - 

на уровне 1 нМ, а при некоторых патологических нарушениях в ряде случаев они 

снижаются еще на порядок, например в случае болезней Паркинсона и Альцгейме-

ра. Кроме того, следует учитывать, что в крови катехоламины быстро окисляются 

моноаминоксидазами тромбоцитов, в связи с чем определение маркеров нейроме-

диаторного обмена в организме (особенно при развитии кризисных состояний) 

должно быть очень быстрым (в течение 15 – 30 мин).  
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По этой причине актуальна разработка простых, экспрессных, доступных, 

селективных и чувствительных сенсорных систем для определения катехоламинов 

и их метаболитов в различных биологических жидкостях. 

6.1. Флуоресцентная сенсорная система для определения катехоламинов на 

основе реакции их дериватизации с различными аминами 

Для повышения не только чувствительности (до уровня наномолярных кон-

центраций), но и селективности флуоресцентного определения катехоламинов пер-

спективен прием, заключающийся в дериватизации этих соединений различными 

органическими молекулами [304].  

Процесс дериватизации катехоламинов с участием ароматических и алифа-

тических аминов, таких как бензиламин (БА), 1,2-дифенилэтилендиамин (ДЭД), 

этилендиамин (ЭДА) и о-фенилендиамин (о-ФДА), включает последовательное 

протекание нескольких реакций: окисление определяемого соединения и взаимо-

действие продукта окисления с дериватизирующим агентом. Окисление катехола-

минов осуществляют в присутствии ферроцианида калия [337–340, 342].  

Реакции дериватизации продуктов окисления катехоламинов ароматически-

ми и алифатическими аминами протекают по схеме 7. Конечным продуктом дери-

ватизации продуктов окисления катехоламинов этилендиамином и о-ФДА являют-

ся производные [7-f]-хиноксалина и 2,3-бензо-[7-f]-хиноксалина (f – название соот-

ветствующего радикала по номенклатуре ИЮПАК), характеризующиеся максиму-

мами возбуждения и испускания при 400 – 450 нм и 450 – 550 нм соответственно. 

Конечные продукты дериватизации продуктов окисления катехоламинов с БА и 

ДЭД - 2-фенил-(4,5-дигидропирроло)-[2,3-f]-бензоксазольные производные (λex = 

340 – 360 нм, λem = 480 – 490 нм) [337-342]. 
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Схема 7. Схема реакций образования флуоресцирующих производных по реакциям 

продуктов окисления катехоламинов с БА, ДЭД, ЭДА и о-ФДА. 

Согласно схеме 7, на первой стадии катехоламин окисляется до соответ-

ствующего хинона с открытой цепью, который далее вступает в реакцию внутри-

молекулярного присоединения по Михаэлю. В щелочной среде образовавшийся 

аддукт Михаэля мгновенно восстанавливается до гидроксииндола, который далее 

окисляется с образованием соответствующего о-хинона с закрытой цепью. Конеч-

ный продукт окисления взаимодействует с дериватизирующими агентами с образо-

ванием интенсивно флуоресцирующих производных бензоксазола или хиноксали-

на.  

 Однако, следует отметить, несмотря на высокую чувствительность к катехо-

ламинам и метаболитам (на уровне пико-, наномолярных содержаний), реакции де-

риватизации с использованием неорганического окислителя проводят в весьма 

жестких условиях: в присутствии токсичных органических растворителей (метано-

ла) и при повышенных температурах (50-900C), время анализа занимает не менее 

30-45 мин [337-342].  
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Нами предложен новый прием для преодоления вышеуказанных недостат-

ков, заключающийся в замене неорганического окислителя - гексацианоферрата 

калия на более эффективную биокаталитическую систему на основе пероксидазы. 

Мы предположили, что использование фермента на первой стадии окисления фе-

нольных соединений – катехоламинов позволит сократить время реакции и повы-

сить технологичность процесса (исключить необходимость нагревания и использо-

вания органических растворителей); а создание твердофазной флуоресцентной сен-

сорной системы, действие которой основано на ферментативной дериватизации ка-

техоламинов и их метаболитов, откроет новые возможности при определении пе-

речисленных аналитов в объектах на основе матриц сложного состава, в том числе 

в биологических жидкостях. 

6.1.1. Выбор условий получения флуоресцирующих производных катехолами-

нов с различными аминами по реакции ферментативной дериватизации  

Как уже было отмечено, окисление фенольных соединений, в том числе ка-

техоламинов, катализируют пероксидаза из корней хрена, грибная тирозиназа и 

лакказа [172-176]. При этом в случае пероксидазного катализа в роли субстрата-

окислителя выступает пероксид водорода, а в случае тирозиназы и лакказы – рас-

творенный кислород воздуха. Лакказа изначально не подходила для проведения 

двухстадийной реакции дериватизации катехоламинов, поскольку этот фермент 

проявляет максимальную каталитическую активность в интервале рН 3 – 4, в то 

время как для осуществления второй стадии процесса дериватизации катехолами-

нов с ДЭД и БА требуемый рН среды, согласно литературным данным [337-340], 

составляет 7 – 8 и 10 – 11 соответственно. В связи с этим сравнивали эффектив-

ность окисления катехоламинов (на примере допамина и адреналина) в присут-

ствии только двух ферментов – пероксидазы и тирозиназы. Изучение проводили в 

оптимальных условиях для получения дериватизатов выбранных соединений с 

ДЭД [340]: 0,5 М глициновый буферный раствор рН 8,0, концентрации пероксида-

зы и лакказы - 1 мкМ, допамина и адреналина – 50 мкМ, пероксида водорода – 100 

мкМ. 
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Установили, что в указанных условиях происходит быстрое накопление 

допамин- и адреналин-о-хинонов, а через 5 мин от начала реакций с участием 

обоих ферментов кинетические кривые выходят на плато. Скорость реакций 

контролировали спектрофотометрически при длинах волн, соответствующих 

максимумам поглощения продуктов окисления допамина и адреналина, 465 и 480 

нм соответственно. Положение максимумов в спектре не зависело от природы 

биокатализатора в системе. 

Как известно [252], реакции пероксидазного и тирозиназного окисления 

катехоламинов протекают по «пинг-понг» механизму, при котором один или 

несколько продуктов высвобождаются еще до того, как все субстраты свяжутся с 

ферментом. В случае пероксидазного окисления субстрата-восстановителя 

пероксидом водорода реакция протекает в три стадии (схема 8). На первой стадии 

фермент (E) взаимодействует с пероксидом водорода с образованием комплекса 

(Соединения I). На второй стадии полученный комплекс реагирует с субстратом 

(AH2) с образованием нового комплекса (Соединение II) и продукта реакции (AH˙), 

на третьей стадии комплекс (Соединение II) взаимодействует с субстратом с 

образованием фермента и продукта реакции (AH˙). 

                                              k1 

                  Е + Н2О2    Соединение I + H2O

                                              k2 

Соединение I + AH2    СоединениеII + AH* 

                                               k3 

         Соединение II + AH2  E + AH* + H2O 

 

Схема 8. Схема «пинг-понг» механизма на примере пероксидазы [252]. 

Самой медленной стадией, лимитирующей весь процесс, является реакция 

между Соединением II и AH2, поэтому для оценки эффективности ферментативно-

го катализа превращения субстратов, подчиняющегося «пинг-понг» механизму, 
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следует рассчитать величину эффективной константы скорости реакции второго 

порядка k3 – стадии превращения катехоламина в его хиноидную форму. Для 

нахождения константы k3 измерили скорости накопления допамин- и адреналин-о-

хинонов при разных начальных концентрациях допамина и адреналина. Получен-

ные результаты представлены в табл. 30. 

Таблица 30. Сопоставление констант k3, характеризующих эффективность 

пероксидазного и тирозиназного окисления КА 

Фермент Субстрат k3,± Δk3 (M·c)-1 ·10-3 sr (n=5; P=0,95) 

Пероксидаза 

Адреналин 17±2 0,11 

Допамин 40±6 0,14 

Тирозиназа 

Адреналин 6±1 0,17 

Допамин 22±2 0,09 

 

Из полученных экспериментальных данных следует, что пероксидазный 

катализ в целом эффективнее тирозиназного, так как константы k3 пероксидазного 

окисления  допамина и адреналина в условиях их дериватизации с ДЭД в 2 и 3 раза 

больше, соответственно, констант k3 в системах их тирозиназного окисления. 

Поэтому в дальнейшем для разработки ферментативных методик определения 

катехоламинов по их флуоресцирующим производным в качестве катализатора 

процессов дериватизации была выбрана пероксидаза из корней хрена. 

На следующем этапе работы были подобраны условия получения флуорес-

цирующих производных катехоламинов (допамина и адреналина). Для этого изу-

чили влияние на скорость ферментативной дериватизации указанных соединений с 

ДЭД и БА рН и концентрации буферных растворов, концентрации реагентов, при-

роды растворителя и его содержания. 
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Буферные растворы для ферментативной дериватизации катехоламинов и их 

метаболитов с ДЭД и БА выбрали на основании данных литературы [337-342], со-

гласно которым эти ракции протекают с наибольшими выходами при использова-

нии глицинового и САРS буферных растворов соответственно. Использование дру-

гих буферных растворов для дериватизации катехоламинов и их метаболитов в 

присутствии пероксидазы (фосфатного в случае дериватизации с ДЭД и глицино-

вого – с БА) оказалось менее эффективным. Значения рН и концентрации буфер-

ных растворов также совпали с литературными, их значения представлены в табл. 

31. 

Процесс неферментативной дериватизации (в присутствии гексацианоферра-

та калия) катехоламинов с ДЭД проводят в водной среде, а адреналина с БА – при 

содержании 50 об. % метанола в системе [338-342]. Однако в присутствии биоло-

гического катализатора добавка в реакционную смесь 10 об. % метанола уже в два 

раза снижала выход флуоресцентного продукта – дериватизата катехоламинов с 

ароматическими аминами, что, вероятнее всего, обусловлено денатурацией фер-

мента в присутствии этого полярного растворителя. При этом установлено, что та-

кой растворитель как ДМСО значительно усиливает флуоресценцию допамина 

[343], поэтому мы изучили влияние ДМСО на интенсивность флуоресцентного 

сигнала продуктов дериватизации допамина с ДЭД и адреналина с БА.  

Установили, что в присутствии 30 об.% ДМСО в системе флуоресцентные 

сигналы дериватизата допамина с ДЭД и адреналина с БА возрастают почти в 2 ра-

за (рис. 86). При большем содержании органического растворителя интенсивность 

флуоресценции продукта дериватизации уменьшается вследствие инактивации 

биокатализатора органическим растворителем. 
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Рис. 86. Спектры флуоресценции продуктов дериватизации допамина с ДЭД в от-

сутствие (1) и в присутствии (2) 30 об.% ДМСО (концентрации пероксидазы – 1 

мкМ, пероксида водорода – 100 мкМ, ДЭД – 3 мМ, допамина – 0,3 мкМ), λex = 340 

нм, ширины входной и выходной щели – 10 нм. 

Далее подобрали концентрации всех реагентов в системах дериватизации ка-

техоламинов с ДЭД и БА (табл.31).  

Таблица 31. Оптимальные условия проведения реакций дериватизации допамина и 

адреналина с ДЭД и адреналина с БА 

Параметр 
Дериватизирующий реагент 

ДЭД БА 

Буферный раствор 0,5 М глициновый 0,1 М СAPS 

рН 8,0 11,0 

Растворитель Водный раствор или в присутствии 30 об. % ДМСО  

Среагента, мМ 3 3 

СН2О2, мкМ 100 100 

λex, нм 340 356 

λem, нм 470 485 
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Полученные экспериментальные данные свидетельствуют о том, что исполь-

зование биокаталитической системы на основе пероксидазы для окисления катехо-

ламинов вместо неорганического ферроцианида калия позволяет повысить эффек-

тивность процесса образования их флуоресцирующих производных, сократить 

время реакции с 30-45 мин до 5 мин; исключает длительное термостатирование ре-

акционной смеси при повышенной температуре в присутствии токсичных раство-

рителей. 

 Идентичность состава продуктов дериватизации катехоламинов с ДЭД и БА 

на примере адреналина в присутствии пероксидазы и ферроцианида калия доказали 

методами спектрофотометрии (рис. 87) и  ВЭЖХ-МС (рис. 88). 

 

 

 

Рис. 87. Спектры поглощения адреналина (1), продуктов его пероксидазного окис-

ления (2) и дериватизации с БА (3) (концентрация адреналина - 30 мкМ; время ре-

акции 5 мин). 

 Из приведенных спектров поглощения видно, что в случае пероксидазного 

окисления адреналина наблюдается сильное поглощение при 300 нм, что соответ-

ствует продукту его окисления - о-хиноидному фрагменту в молекуле катехолами-

нов. В спектре поглощения продуктов дериватизации адреналина имеется макси-
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мум при 350 нм, что соответствует длине волны возбуждения флуоресценции де-

риватизата адреналина, полученного в присутствии ферроцианида калия [340]. 

Следовательно, полученные спектральные данные свидетельствуют об идентично-

сти продукта дериватизации АД, полученного в присутствии как ПХ, так и ферро-

цианида калия. 

 Для более строгого доказательства идентичности продуктов реакции дерива-

тизации катехоламинов, полученных в присутствии пероксидазы с продуктами не-

ферментативной дериватизации, изучили масс-спектры: пики молекулярных ионов, 

соответствующие конечным продуктам дериватизации адреналина с БА, являю-

щимся бензоксазольными производными, представлены в спектре (рис. 88). 

  

 

 

 

Рис. 88. Масс-спектр продуктов дериватизации адреналина с БА. Условия реакции: 

0,1 М CAPS буферный раствор, рН 11, концентрации пероксидазы – 1 мкМ, БА – 3 

мМ, пероксида водорода – 100 мкМ. 
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 В выбранных условиях получения флуоресцирующих производных катехо-

ламинов разработали ферментативные методики их определения, метрологические 

характеристики которых в сравнении с таковыми в случае применения в процессе 

дериватизации ферроцианида калия, представлены в табл. 32. 

Таблица 32. Метрологические характеристики методик определения КА и их ме-

таболитов по флуоресценции их производных, полученных ферментативным мето-

дом (I), и методом ВЭЖХ [340] с использованием К3[Fe(CN)6] (II) 

Методика Катехоламин Реагент смин, нМ 

Диапазон определя-

емых коцентраций, 

мкМ 

tизм, мин 

I 

Допамин ДЭД 

5 0,03 – 0,30 5 

II 20 0,2 – 2,0 30 

I 

Адреналин БА 

3 0,03 – 0,30 5 

II 5 0,05 – 0,50 45 

 Таким образом, нами разработана новая идикаторная система для определе-

ния наномолярных концентраций катехоламинов на основе дериватизации продук-

тов их пероксидазного окисления ароматическими, которая не уступает по чув-

ствительности литературным аналогам [337-342], при этом значительно превосхо-

дит их по экспрессности, простоте и экологичности проведения анализа. 

6.1.2. Выбор условий получения флуоресцирующих производных катехолами-

нов в биочувствительном слое на основе хитозана 

Продукты дериватизации катехоламинов и их метаболитов с БА и ДЭД ха-

рактеризуются максимумами флуоресценции в области 450 – 500 нм (при λex ~ 350 

нм). В то же время использование твердофазной сенсорной системы предложенной 

нами конструкции невозможно при λem < 500 нм по инструментальным причинам 

(Глава 2). Однако, как было показано в этой же главе, при измерении аналитиче-
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ского сигнала на поверхности максимум флуоресценции может смещаться как в 

более коротковолновую, так и в более длинноволновую области относительно по-

ложения этого же максимума в растворе. Для выбора подходящего дериватизиру-

ющего агента при проведении реакции в твердофазном (сенсорном) варианте пред-

варительно изучили возможность использования четырех дериватизирующих ами-

нов - БА, ДЭД, о-ФДА и ДЭД. 

Чувствительный слой биосенсорного устройства представлял собой смесь 

хитозана и БА, равномерно нанесенную и высушенную на поверхности стеклянной 

пластинки. На этом этапе для проведения индикаторной реакции реакционную 

смесь, состоящую из буферного раствора, пероксидазы, адреналина и пероксида 

водорода, капельным нанесением равномерно распределяли по поверхности гори-

зонтально расположенного биосенсора (схема 9). В качестве оптимальных для про-

ведения реакции выбрали условия, приведенные в табл. 32. 

 

 

Схема. 9. Схема капельного нанесения реакционной системы на поверхность био-

сенсорного устройства. 

Замена классической схемы проведения индикаторной реакции (погружение 

сенсорного устройства в раствор) на капельное нанесение связана с тем, что на 

этом этапе дериватизирующий агент и продукт дериватизации могли вымываться 

из хитозановой пленки при выдерживании сенсорного устройства в реакционной 
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системе, что не позволило бы правильно трактовать полученные эксперименталь-

ные данные. После испарения жидкости биосенсорное устройство устанавливали в 

кюветное отделение флуориметра и в режиме отражения регистрировали спектр 

флуоресценции пленки на его поверхности. 

На рис. 89 приведены спектры флуоресценции продуктов ферментативной 

дериватизации адреналина с БА, зарегистрированные при проведении индикатор-

ной реакции в растворе и на поверхности. Увеличение концентрации фенольного 

соединения сопровождалось ростом интенсивности флуоресценции при 490 и 440 

нм, соответственно, при этом максимум флуоресценции дериватизата на поверхно-

сти смещался в коротковолновую область спектра относительно максимума, заре-

гистрированного в растворе. Форма и положение максимумов флуоресценции за-

висели от длины волны возбуждающего излучения при измерении сигнала на по-

верхности и не зависели при его измерении в растворе, то есть максимумы флуо-

ресценции, зарегистрированные на поверхности, могли быть обусловлены как по-

лезным аналитическим, так и фоновым сигналами.  

 

 

Рис. 89. Спектры флуоресценции продуктов ферментативной дериватизации адре-

налина с БА в растворе (а) и на поверхности (б) при разной концентрации феноль-

ного соедиения. Условия реакции: содержание хитозана – 0,4 гсм-2, 0,05 М фос-

фатного буферного раствора рН 10, концентрации пероксидазы – 1 нМ, пероксида 

водорода – 100 мкМ, бензиламина – 50 мкМ, адреналина – 0 (1) , 0,1 (2), 1 (3), 5 (4)  

мкМ, λex = 350 нм, время реакции 3 мин. 
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При этом установили, что при регистрации спектров флуоресценции на по-

верхности фоновый сигнал имел значительную величину даже в отсутствие АД. 

Таким образом, применение БА и ДЭД в качестве дериватизирующих агентов на 

этом этапе работы представлялось технологически нецелесообразным. Для даль-

нейшей работы в качестве дериватизирующих агентов использовали только о-ФДА 

и ЭДА, дериватизаты которых, согласно литературным данным, флуоресцируют в 

области 500 – 600 нм.  

 

6.1.3. Флуоресцирующие производные фенольных соединений с о-ФДА и ЭДА 

 в чувствительном слое пероксидаза-хитозан:  выбор условий формирования 

аналитического сигнала в твердой фазе 

Поскольку применение реакции дериватизации катехоламинов с ароматиче-

скими аминами значительно улучшило чувствительность их определения в раство-

ре, а использование биологического катализатора повысило экспрессность анализа 

и позволило проводить определение при комнатной температуре в отсутствие вы-

сокотоксичных растворителей, то мы решили использовать этот прием для опреде-

ления не только катехоламинов (допамина и адреналина), но и их метаболитов (го-

мованилиновой и ванилилминдальной кислот), а также других о-

дигидроксифенольных соединений – резорцина, пирокатехина и гидрохинона, ко-

торые по своей структуре также могли образовывать флуоресцирующие производ-

ные в выбранных индикаторных системах. 

Как показано на рис. 90, иммобилизованный в хитозановой пленке о-ФДА 

обладает слабой собственной флуоресценцией в длинноволновой области спектра  

(λex = 450 нм, λem = 525 нм). На спектре поглощения полимерного слоя хитозан – о-

ФДА, зарегистрированном относительно чистой пластинки из кварцевого стекла, 

наблюдались максимумы при 265 нм (поглощение хитозана) и 290 нм (поглощение 

о-ФДА), а также плечо в области 350 – 500 нм (поглощение продуктов окисления 

о-ФДА). Следовательно, наличие фонового сигнала связано с частичным окислени-

ем о-ФДА. 
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Рис. 90. Спектры флуоресценции (а) и поглощения (б) пленок хитозан – о-ФДА. 

Условия: концентрацияя о-ФДА – 100 мкМ, объем смеси хитозана с о-ФДА - 200 

мкМ, λex = 450 нм.  

Для достижения высокой чувствительности определения требовалось подо-

брать такие условия, при которых интенсивность флуоресценции фона (в сенсор-

ном варианте) была бы минимальной, а количество дериватизирующего агента до-

статочным для образования флуоресцирующего производного. Для этого на по-

верхность стеклянной пластинки наносили смесь хитозана и о-ФДА разного соста-

ва и регистрировали спектры поглощения и флуоресценции полученных пленок 

(т.е. спектры фона без проведения индикаторной реакции). Одновременная реги-

страция спектров поглощения и флуоресценции позволяла определить, связаны ли 

полученные закономерности с инструментальными особенностями метода флуо-

ресценции или являются следствием изменения формы дериватизирующего агента. 

В случае ЭДА таких исследований не требовалось, поскольку на аналогич-

ных спектрах в его присутствии, которые представлены на рис. 90, не было обна-

ружено никаких характеристических максимумов. По этой причине специальные 

исследования по уменьшению фона при использовании ЭДА в сенсорном варианте 

не проводили. 

На рис. 91 – 94 приведены зависимости интенсивностей флуоресценции и 

поглощения хитозановых пленок от объема формирующей их смеси (в диапазоне 

60–500 мкл) при фиксированных соотношениях компонентов в ней и фиксирован-

ной концентрации о-ФДА; от концентрации о-ФДА (в диапазоне 50 – 500 мкМ) при 

разных объемах смеси и фиксированном соотношении компонентов; от соотноше-
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ния компонентов (варьировали объемную долю полимера в диапазоне 10 – 90%) 

при разных объемах смеси и фиксированной концентрации о-ФДА; а также от кон-

центрации о-ФДА при разных объемах и соотношениях компонентов в смеси. Во 

всех случаях с увеличением объема смеси, а, следовательно, и толщины пленки ин-

тенсивность флуоресценции и величина поглощения симбатно возрастали. Погло-

щение пленки (при 300 нм) росло по мере увеличения концентрации дериватизи-

рующего агента. 

 

Рис. 91. Зависимость интенсивности флуоресценции (а) и поглощения (б) пленки 

хитозан – о-ФДА от объема смеси, формирующей чувствительный слой;  

концентрации о-ФДА - 200 мкМ, λex = 450 нм, λem = 525 нм, λabs = 300 нм. 

 

 

Рис. 92. Зависимости интенсивности флуоресценции (а) и поглощения (б) пленки 

хитозан – о-ФДА от концентрации о-ФДА в ней при разных объемах смеси, фор-

мирующей чувствительный слой: (1) 50, (2) 100, (3) 200 мкМ; λex = 450 нм, λem = 525 

нм, λabs = 300 нм. 

10

20

30

40

50

60

0 100 200 300 400 500

V (хитозан-ФДА), мкл

I(530 нм)

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

V(хитозан-ФДА), мкл

А(300 нм)

5

15

25

35

45

0 100 200 300 400 500

с(о-ФДА), мкМ

I(530 нм)

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

0 100 200 300 400 500

с(о-ФДА), мкМ

А(300 нм)

5,05,25,45,65,86,06,26,46,66,87,07,27,47,67,88,08,28,48,68,89,09,29,49,69,810,0

0 10

0

20

0

30

0

40

0

50

0

1 2 3

а) б) 

а) б) 



206 
 

 

 

Рис. 93. Зависимости интенсивности флуоресценции (а) и поглощения (б) пленки 

хитозан – о-ФДА от объемной доли хитозана в ней при разных объемах смеси, 

формирующей чувствительный слой: (1) 50, (2) 100, (3) 200 мкл;  

концентрация о-ФДА - 200 мкМ, λex = 450 нм, λem = 525 нм, λabs = 300 нм. 

 

 

Рис. 94. Зависимости интенсивности флуоресценции (а) и поглощения (б) пленки 

хитозан – о-ФДА от концентрации о-ФДА в ней при разной объемной доле хитоза-

на: (1) 10, (2) 25, (3) 50, (4) 75, (5) 90%; объем смеси хитозан – о-ФДА  - 200 мкл, λex 

= 450 нм, λem = 525 нм, λabs = 300 нм. 
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о-ФДА и объемной доли хитозана в пленке проходили через максимум. Следует 

отметить, что в целом величина фонового сигнала уменьшалась при увеличении 

объемной доли полимера в пленке. На основании полученных экспериментальных 
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данных сделали вывод, что для уменьшения собственной флуоресценции компо-

нентов чувствительного слоя сенсора на основе о-ФДА хитозановая пленка, фор-

мирующая этот чувствительный слой, должна быть тонкой и содержать как можно 

больше полимера.  

Установили, что интенсивность флуоресценции пленок состава хитозан – о-

ФДА уменьшалась при хранении, причем при комнатной температуре стабиль-

ность сигнала сохранялась не более суток (рис. 95). На основе наблюдаемого сни-

жения величины поглощения при 300 нм и значительного увеличения поглощения 

в области 350 – 450 нм с течением времени, сделали вывод, что уменьшение фоно-

вого сигнала связано с окислением дериватизирующего агента и образованием 2,3-

диаминофеназина, слабо флуоресцирующего при λex= 450 нм. 

 

 

Рис. 95. Зависимости интенсивности флуоресценции (а) и поглощения (б) пленки 

хитозан – о-ФДА от времени ее хранения при разной температуре:  

(1) 20, (2) 0, (3) -20оС; объем смеси хитозан – о-ФДА - 200 мкл, концентрация о-

ФДА - 200 мкМ, λex = 450 нм, λem = 525 нм, λabs = 300 нм. 

Более строго доказать образование конечного продукта окисления о-ФДА, 

зарегистрировав спектр флуоресценции пленки при λex= 350 нм, не представлялось 

возможным, поскольку предполагаемый максимум флуоресценции 2,3-

диаминофеназина должен находиться в области 400 – 500 нм, в которой флуори-

метрические измерения на поверхности невозможны. Стабильность о-ФДА в плен-

ках существенно возрастала при понижении температуры, так при -20 оС поглоще-
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ние чувствительного слоя сенсора сохранялось на уровне 90 – 95 % от пероначаль-

ной величины не менее 2 недель (и не менее 50% сохранялось в течение несколь-

ких месяцев). 

Одна из основных задач при разработке твердофазных сенсорных систем, 

основанных на формировании и измерении аналитического сигнала непосред-

ственно на твердой поверхности, заключается в надежном удерживании иммобили-

зованных компонентов и продуктов индикаторной реакции в чувствительном слое 

сенсорного устройства. В предложенной нами системе удерживание компонентов 

матрицы в полимерных пленках достигалось за счет электростатических и диффу-

зионных эффектов. Изучили зависимость степени извлечения о-ФДА из хитозано-

вой пленки при ее выдерживании в фосфатном буферном растворе в широком диа-

пазоне рН - от 5 до 10 (рис. 96). Вследствие растворимости хитозана в кислой среде 

степень извлечения при рН <5 не оценивали. Степень вымывания дериватизирую-

щего агента контролировали спектрофотометрически. Для этого предварительно 

строили градуировочную зависимость, связывающую величину оптической плот-

ности раствора при 300 нм (длине волны, соответсвующей максимуму поглощения 

реагента) и концентрацию о-ФДА. 

Из литературы [345] известно, что о-ФДА представляет собой вицинальный 

ароматический диамин, характеризующийся двумя константами диссоциации  

(pKa1 = 4,6, pKa2 = 2,8). Хитозан - полисахарид, рКа которого лежит в области 6 – 7 

[44]. Зависимость степени вымывания о-ФДА из хитозановой пленки проходит че-

рез минимум при рН 7,0. Вероятно, это связано с наличием электростатических 

взаимодействий между полимером и дериватизирующим агентом при нейтральном 

рН, то есть вблизи изоэлектрической точки хитозана. Согласно литературным дан-

ным, реакция дериватизации фенольных соединений с ароматическими и алифати-

ческими аминами протекает в щелочной среде при рН > 9. В то же время, в щелоч-

ной среде и хитозан, и о-ФДА незаряжены, что говорит об отсутствии электроста-

тических взаимодействий между ними. Вследствие этого в диапазоне рН 7.5 – 10 

значительно возрастала степень вымывания о-ФДА (до 60% при выдерживании 

пленки в растворе в течение 1 мин). 
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Рис. 96. Зависимость степени вымывания о-ФДА из пленок хитозан – о-ФДА от рН 

0,05 М фосфатного буферного раствора при разном времени выдерживания пленки 

в растворе: 5 (1), 60 (2) сек; концентраций о-ФДА 350 мкМ, объем смеси хитозан – 

о-ФДА) - 200 мкл, λabs = 300 нм. 

 

 

Рис. 97. Зависимость степени вымывания о-ФДА из пленок {хитозан – о-ФДА } от 

объема смеси, формирующий чувствительный слой, при разных (а) и фиксирован-

ном (б) соотношениях компонентов в пленке: а) V(о-ФДА) = 50 мкл, концентрация 

о-ФДА – 350 мкМ, 0,05 М фосфатный буферный раствор, рН 7,0, время выдержи-

вания 1 мин, λabs = 300 нм. 

0

20

40

60

80

4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10

рН

R, %

0

15

30

45

60

0 100 200 300 400 500

V(хитозан-o-ФДА), мкл

R, %

25

30

35

40

45

0 100 200 300 400 500

V (хитозан-о-ФДА),мкл

R, %

1 

2 

pKа1 (о-ФДА) pK (хитозан) 

а) б) 



210 
 

Для поиска путей повышения эффективности иммобилизации компонентов 

чувствительного слоя изучили возможность использования диффузионных эффек-

тов для улучшения закрепления дериватизирующего агента в хитозановой пленке. 

Как видно из рис. 97, о-ФДА лучше удерживался в пленке при увеличении ее тол-

щины (вымывание уменьшалось с 42 до 33%) и объемной доли полимера в ней 

(вымывание уменьшалось с 65 до 15%).  

Исходя из характера полученных зависимостей и приведенных ранее данных 

по уменьшению величины фонового сигнала, можно сделать вывод, что объем сме-

си, формирующей чувствительный слой сенсора должен составлять 100 – 200 мкл, 

а объемная доля полимера должна быть не менее 90 – 95%. 

Еще один способ повышения удерживания компонентов реакции в чувстви-

тельном слое биосенсорного устройста заключается в создании двухслойных пле-

нок, внешний слой которых содержит иммобилизованный фермент, а внутренний – 

иммобилизованный дериватизирующий агент (рис. 98). Из литературы [95–98] из-

вестны примеры двухслойных спектрофотометрических биосенсорных систем на 

основе хитозана (внешний слой, содержащий иммобилизованный фермент) и сили-

катного золь-геля (внутренний слой, содержащий иммобилизованное хромогенное 

вещество – МБТГ). 

 

 

 

Рис. 98. Схема чувствительного слоя двухслойного биосенсорного устройства на 

основе хитозана.  
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На рис. 99 и 100 приведены зависимости отклика чувствительного слоя био-

сенсоров на основе о-ФДА и ЭДА, соответственно, на присутствие пирокатехина 

от объема смеси, формирующей чувствительный слой. При использовании обоих 

дериватизирующих агентов интенсивность флуоресценции закономерно возрастала 

при увеличении толщины внутреннего слоя. При этом зависимость интенсивности 

флуоресценции от толщины внешнего слоя проходила через максимум, что, веро-

ятно, связано с возникновением эффекта внутреннего фильтра (то есть с поглоще-

нием возбуждающего и флуоресцентного излучения в объеме чувствительного 

слоя) при увеличении толщины пленки.  

На основании полученных данных для формирования чувствительного слоя 

однослойного сенсорного устройства использовали 250 мкл смеси хитозан – дери-

ватизирующий агент – фермент, а двухслойного – 100 мкл смеси хитозан – дерива-

тизирующий агент и 150 мкл смеси хитозан – фермент. Предположительно продукт 

дериватизации также удерживался в полимерной пленке за счет диффузионных 

эффектов.  

 

Рис. 99. Зависимость интенсивности флуоресценции чувствительного слоя двух-

слойного биосенсора на основе о-ФДА от толщины внутреннего (1) и внешнего 

слоя (2). Условия реакции: 0,05 М пирофосфатный буферный раствор, рН 9,5, кон-

центрации пероксидазы  - 1 мкМ, пероксида водорода - 100 мкМ, пирокатехина - 

100 мкМ, о-ФДА  100 мкМ, λex = 450 нм, время реакции – 3 мин.  
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Рис. 100. Зависимость интенсивности флуоресценции чувствительного слоя двух-

слойного биосенсора на основе ЭДА от толщины внутреннего (1) и внешнего слоев 

(2). Условия реакции: 0,05 М пирофосфатный буферный раствор рН 10, концентра-

ции фермента – 1 мкМ, пероксида водорода - 100 мкМ, пирокатехина - 50 мкМ, 

ЭДА - 0.5 мМ, λex = 390 нм, время реакции 15 мин.  

Установили, что степень вымывания о-ФДА из однослойной хитозановой 

пленки при объеме смеси, формирующей чувствительный слой, равном 250 мкл, 

при выдерживании сенсора в 0,05 М пирофосфатном буферном растворе с рН 9,0 в 

течение 30 с составляла 16% (и далее увеличивалась, составляя примерно 40% че-

рез 3 мин). Степень вымывания о-ФДА из двухслойной пленки не превышала 15% 

даже через 3 мин (рис. 101). Исходя из полученных результатов, для дальнейшей 

работы использовали биосенсорные устройства на основе двухслойных хитозано-

вых пленок. 
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Рис. 101. Зависимость степени вымывания о-ФДА из однослойных (1) и двухслой-

ных (2) хитозановых пленок от времени их выдерживания в растворе (0,05 М пи-

рофосфатный буферный раствор, рН 9,0, концентрация о-ФДА - 350 мкМ, λabs = 300 

нм). 

На рис. 102-103 приведены спектры флуоресценции чувствительного слоя на 

основе двухслойных хитозановых пленок, содержащих о-ФДА и ЭДА, зарегистри-

рованные после их выдерживания в растворах, содержащих модельное фенольное 

соединение - пирокатехин. Максимумы флуоресценции на поверхности смещались 

в более коротковолновую область спектра по сравнению с максимумами, зареги-

стрированными в растворе. В случае биосенсорного устройства на основе о-ФДА 

спектры возбуждения и испускания были симметричны, а положение максимума 

флуоресценции не зависело от длины волны возбуждения. В случае биосенсорной 

системы на основе ЭДА наблюдали отклонения от законов флуоресценции, кото-

рые предположительно связаны с тем, что аналитические длины волн продукта де-

риватизации ПК с ЭДА (на поверхности) находились в области λex < 400 нм и λem < 

500 нм, то есть в области фонового сигнала, обусловленного излучением ксеноно-

вой лампы. 
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Рис. 102. Спектры флуоресценции чувствительного слоя биосенсорного устройства 

на основе о-ФДА. Условия реакции: 0,05 М пирофосфатный буферный раствор рН, 

9,5, концентрации пероксидазы – 0,1 мкМ, пероксида водорода - 500 мкМ, о-ФДА -

100 мкМ, пирокатехина: 0 (1), 0,5 (2), 2,5 (3), 5,0 (4) мкМ; λex = 450 нм, время реак-

ции - 2 мин. 

 

 

Рис. 103. Спектры флуоресценции чувствительного слоя биосенсорного устройства 

на основе ЭДА. Условия реакции: 0,1 М буферный раствор CAPS-KOH, рН 10,5, 

концентрации пероксидазы – 2,5 мкМ, пероксида водорода -100 мкМ, ЭДА - 1 мМ, 

пирокатехина –0 (1), 5 (2), 25 (3), 50 (4) мкМ; λex = 400 нм, время реакции - 15 мин.  
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Выбранные условия формирования флуоресцентного аналитического сигна-

ла: концентрации пероксидазы, пероксида водорода, дериватизирующего агента, 

время реакции, природа, рН и концентрации буферных растворов представлены в 

табл. 33 и 34.  

Таблица 33. Условия определения пирокатехина (ПК), катехоламинов (допамина 

(ДА) и адреналина (АД), гомованилиновой кислоты (ГВК) и ванилилминдальной 

кислот (ВМК)) с использованием флуоресцентной сенсорной системы на основе о-

ФДА 

 

Параметр 

Определяемое соединение 

ПК ДА ГВК АД ВМК 

с(пероксидаза), мкМ 0,1 0,25 0,1 0,25 0,1 

с(Н2О2), мкМ 500 250 350 

с(о-ФДА), мкМ 100 75 100 50 

0,05 М пирофосфатного буферного раство-

ра, рН 
9,25 9,5 10,0 9,75 9,5 

с(хитозан), % по массе 1 

V(хитозан – о-ФДА), мкл 100 

V(хитозан – пероксидаза), мкл 150 

Объем реакционной смеси, мл 5 

Время реакции, с 30 

λex, нм 450 

λem, нм 530 520 535 540 530 
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Для изучения влияния на величину отклика чувствительного слоя сенсора 

природы буферного раствора выбрали аммиачный и пирофосфатный буферные 

растворы. Проводя индикаторную реакцию в каждом из них, регистрировали по-

лезный аналитический сигнал и относительное стандартное отклонение фонового 

сигнала. Установили, что аналитические характеристики сенсора сопоставимы при 

использовании обоих буферных растворов. Дальнейшие эксперименты проводили 

в пирофосфатном буферном растворе (то есть использовали буферный раствор по 

компонентному составу близкий к буферному раствору, использованному в Главе 

5, при разработке косвенного флуоресцентного биосенсора на основе меченого хи-

тозана).  

Таблица 34. Оптимальные условия определения пирокатехина (ПК), допамина 

(ДА) и адреналина (АД) с использованием флуоресцентной биосенсора на основе 

ЭДА. 

 

Параметр 

Определяемое соединение 

ПК ДА АД  

С(пероксидаза), мкМ 0,5 1 0,5 

с(Н2О2), мкМ 100 500 5 

с(ЭДА), мМ 0,5 

0,05 М пирофосфатного буферного раство-

ра, рН 
10 9 9,5 

с(хитозан), % по массе 1 

V(хитозан – ЭДА), мкл 100 

V(хитозан – пероксидаза), мкл 150 

объем реакционной смеси, мл 5 
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время реакции, мин 15 5 2 

λex, нм 390 390 410 

λem, нм 480 460 490 

Отклик чувствительного слоя биосенсорных систем не зависел от концен-

трации пирофосфатного буферного раствора в широком диапазоне концентраций 

(0,05 – 0,2 М). В последующих экспериментах использовали буферный раствор 

концентрации 0,05 М, поскольку это значение является типичной концентрацией 

буферного раствора при работе со многими ферментами. 

 

Рис. 104. Зависимости интенсивности флуоресценции чувствительного слоя одно-

слойного (1) и двухслойного (2) биосенсоров на основе о-ФДА от времени его вы-

держивания в 0,05 М пирофосфатном буферном растворе, рН 9,5. Условия реакции: 

концентрации пероксидазы – 0,1 мкМ, пероксида водорода -  100 мкМ, пирокате-

хина - 50 мкМ, о-ФДА - 100 мкМ, λex = 450 нм.  

На рис. 104 приведены зависимости интенсивностей флуоресценции чув-

ствительного слоя однослойного и двухслойного биосенсорных устройств на осно-

ве о-ФДА от времени реакции. Установили, что в первом случае кинетическая кри-

вая проходила через максимум (что, по-видимому, связано с плохим удерживанием 

дериватизирующего агента и продукта дериватизации в пленке вследствие мень-
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шей эффективности диффузионных взаимодействий), а во втором выходила на 

плато. Полученные результаты свидетельствуют о том, что дериватизирующий 

агент и продукт дериватизации лучше удерживались в чувствительном слое био-

сенсора при использовании двухслойных пленок. 

Таким образом, в рамках этого исследования нами была предложена новая 

твердофазная флуоресцентная индикаторная система для определения фенольных 

соединений, основанная на дериватизации с алифатическим (этилендиамином) и 

ароматическим (о-фенилендиамином) продукта их пероксидазного окисления. По-

казано, что использование двухслойных пленок на основе хитозан-

дериватизирующий агент (внутренний слой), хитозан-фермент (внешний слой) 

позволяет создавать твердофазные индикаторные системы для регистрации анали-

тического сигнала непосредственно в чувствительном слое биосенсорного устрой-

ства даже с использованием легкоокисляемых на воздухе реагентов. Отличитель-

ной особенностью и преимуществом предложенного флуоресцентного сенсорного 

устройства по сравнению с сенсорной системой на основе меченого хитозана, явля-

ется чрезвычайно малое время отклика – 30 с по сравнению с 10 мин, а также нали-

чие прямопропорциональной зависимости аналитического сигнала от концентра-

ции определяемого вещества.  

6.1.4. Аналитические характеристики методик определения фенольных соеди-

нений по реакции их ферментативной дериватизации с о-ФДА и ЭДА  

В выбранных условиях (табл. 33-34) построили градуировочные зависимости 

и установили метрологические характеристики методик определения фенольных 

соединений (табл. 35 – 36). При этом биосенсорную систему на основе о-ФДА 

апробировали в определении простейших изомерных дигидроксифенолов (пирока-

техина, резорцина, гидрохинона), катехоламинов (допамина, адреналина) и их ме-

таболитов (гомованилиновой и ванилилминдальной кислот). Биосенсорное устрой-

ство на основе ЭДА применяли только для определения пирокатехина, допамина и 

адреналина, вследствие того, что продукты дериватизации фенольных соединений 

с ЭДА флуоресцировали в более коротковолновой области спектра, и, следова-

тельно, разработку методик определения широкого круга субстратов с использова-
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нием такого сенсора сочли нецелесообразной. 

Как и ожидалось, флуоресцирующие продукты не образовывали гидрохинон 

и резорцин, поскольку в реакцию дериватизации с ароматическими и алифатиче-

скими аминами вступали только те фенольные соединения, продуктами окисления 

которых являются о-хиноны. Чувствительность и воспроизводимость результатов 

измерений, а также экспрессность анализа существенно возросли при переходе от 

косвенной сенсорной системы на основе меченого хитозана к прямой – на основе 

образования флуоресцирующих производных, а также при использовании о-ФДА 

вместо ЭДА. Биосенсорная система на основе о-ФДА позволяла определять ка-

техоламины и их метаболиты на наномолярном уровне их концентраций. Такая 

чувствительность достаточна для определения этих соединений в биологических 

жидкостях человека (прежде всего в моче и плазме крови при наличии эндокрин-

ных заболеваний [303]. При этом время реакции (необходимое для достижения 90 

% величины аналитического сигнала) не превышало 30 с.  

Биосенсорная система на основе ЭДА позволяла определять фенольные со-

единения на мкМ уровне концентраций, а время реакции составляло от 2 до 15 

мин. Чувствительные слои биосенсоров на основе о-ФДА и ЭДА сохраняли 90 – 

95% величины аналитического сигнала в течение нескольких дней при 25оС и не 

менее 4 недель при -20 оС.  

 Изучили возможность определения суммарного содержания фенольных со-

единений с использованием флуоресцентной сенсорной системы на основе о-ФДА 

при концентрациях определяемых соединений, входящих в диапазоны линейности 

градуировочных графиков. На примере анализа смесей, содержащих одновременно 

допамин и адреналин, гомованилиновую кислоту и адреналина, а  также ванилил-

миндальную кислоту и адреналин,  показали,  что адреналин по реакционной спо-

собности значительно превосходил остальные модельные фенольные соединения, 

вследствие чего величина аналитического сигнала в перечисленных системах не 

была аддитивной (рис. 105).  
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Таблица 35. Метрологические характеристики методик определения фенольных соединений с использованием биосенсорной си-

стемы на основе о-ФДА. 

Определяемое со-

единение 

Уравнение градуировочной зави-

симости 

Диапазон линейности, 

10 нМ 

сmin, 

нМ 

Коэффициент 

корреляции, r 

sr (при сн, 

n = 5, P = 0,95) 

Пирокатехин I = (2,9 ± 0,3)·107 c + (160,4 ± 4,1) 50 – 1000 20 0,992 0,03 

Допамин I = (8,4 ± 1,1)·107 c + (166 ± 1) 50 – 500 18 0,995 0,03 

Адреналин I = (11,8 ± 0,7)·107 c + (176 ± 4) 10 – 2500 5 0,998 0,04 

Гомованилиновая 

кислота 
I = (13,2 ± 0.5)·108 c + (183 ± 3) 10 – 250 5 0,998 0,03 

Ванилилминдальная 

кислота 
I = (24,2 ± 0,2)·108 c + (162.6 ± 0.8) 5 – 100 3 0,999 0,03 
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Таблица 36. Метрологические характеристики методик определения фенольных соединений с использованием биосенсорной си-

стемы на основе ЭДА. 

Определяемое со-

единение 

Уравнение градуировочной зави-

симости 

Диапазон линейности, 

нМ 

сmin, 

нМ 

Коэффициент 

корреляции, r 

sr (при сн, 

n = 5, P = 0,95) 

Пирокатехин I = (7,6 ± 0,7)·105 c + (41 ± 1) 500 – 5000 180 0,993 0,04 

Допамин I = (8,5 ± 0,8)·105 c + (40 ± 1) 250 – 5000 75 0,988 0,06 

Адреналин I = (14,2 ± 0,8)·105 c + (46 ± 1) 250 – 1000 150 0,993 0,08 



222 
 

 

 

Рис. 105. Проверка аддитивности отклика чувствительного слоя биосенсора на ос-

нове о-ФДА в присутствии разных количеств допамина и адреналина (а), гомова-

нилиновой кислоты и адреналина (б): (1) рассчитанное значение, (2) эксперимен-

тально полученное значение; концентрация фенольного соединения  

(а) 0,25, (б) 0,025 мкМ. 

Так, определение допамина, гомованилиновой и ванилилминдальной кислот 

в присутствии адреналина возможно только при их многократном (в 100 – 1000 

раз) избытке. Одновременное введение в реакционную систему смесей допамина и 

гомованилиновой кислоты, допамина и ванилилминдальной кислоты, а также го-

мованилиновой и ванилилминдальной кислот давало аддитивный аналитический 

сигнал (рис. 106). Следует отметить, что при рН 10 (то есть при условиях, опреде-

ления гомованилиновой кислоты) скорость реакции ферментативной дериватиза-

ции ванилилминдальной кислоты с о-ФДА была настолько низкой, что даже при 

двухкратном избытке ванилилминдальная кислота не мешала определению гомо-

ванилиновой кислоты. При этом нормальное содержание гомованилиновлй кисло-

ты в биологических жидкостях превышает содержание второго метаболита. Следо-

вательно, с учетом возможного разбавления анализируемого образца, а также тре-

буемой и достигаемой чувствительности определения катехоламинов и их метабо-

литов флуоресцентная биосенсорная система на основе о-ФДА может быть исполь-

зована для индивидуального определения гомованилиновой кислоты в крови и мо-

че (при проведении реакции при рН 10), а также совместного определения гомова-

нилиновой и ванилилминдальной кислот в моче (при проведении реакции при рН 
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9,5). 

  

 

Рис. 106. Проверка аддитивности отклика чувствительного слоя биосенсора на ос-

нове о-ФДА в присутствии разных количеств ГВК и ВМК при рН 9,5 (а)  и 10 (б): 

(1) рассчитанное значение, (2) экспериментально полученное значение;  

концентрация фенольного соединения - 25 нМ. 

Таким образом, разработанная нами флуоресцентная биосенсорная система  

на основе о-ФДА превосходит описанные в литературе аналоги по чувствительно-

сти определения и сопоставима с ними по селективности и воспроизводимости ре-

зультатов измерения, а также стабильности аналитического сигнала. Достигаемые 

чувствительность и селективность определения позволяют использовать предло-

женную биосенсорную систему для индивидуального определения катехоламинов 

в фармацевтических препаратах, а также для определения гомованилиновой и ва-

нилилминдальной кислот в биологических жидкостях. 

6.2. Определение пероксидов различного строения с использованием твердо-

фазной флуоресцентной биосенсорной системы на основе о-ФДА 

Ранее было отмечено, что величина аналитического сигнала в системе пе-

роксид водорода – фермент – фенольное соединение – дериватизирующий агент 

пропорциональна концентрации не только фенольного соединения, но и окислите-

ля (пероксида водорода). Вследствие этого описанные в настоящем разделе био-

сенсорные системы были использованы для разработки методик определения пе-
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роксидов различного строения (пероксида водорода, пероксида мочевины, 2-

бутанонпероксида, бензоилпероксида, трет-бутилгидропероксида). В качестве суб-

страта-восстановителя использовали пирокатехин (при концентрации 1.5 мкМ в 

системе). В качестве дериватизирующего агента выбрали о-ФДА, поскольку био-

сенсорная система на его основе имела лучшие метрологические характеристики, 

чем биосенсор на основе ЭДА. Определение проводили в водной среде и среде 

прямых мицелл ПАВ (ЦТАБ, ТВИН 80, ДДС). 

Показали, что условия определения всех пероксидов совпадали и не отлича-

лись от условий, приведенных в табл. 33. Для проведения реакции в мицеллярной 

среде использовали 0,05 М растворы ЦТАБ и ТВИН 80. Определение проводили 

при рН 9 и 10, соответственно. Из-за нерастворимости ДДС (в широком диапазоне 

его концентраций от 0,01 до 0,5 М) в пирофосфатном буферном растворе (рН 9 – 

10,5), исследования с применением ДДС не проводили. В выбранных условиях 

(табл. 33), построили градуировочные зависимости и рассчитали метрологические 

характеристики методик определения пероксида водорода, пероксида мочевины, 2-

бутанонпероксида, бензоилпероксида и трет-бутилгидропероксида в водной сре-

де, а также среде прямых мицелл ЦТАБ и ТВИН (табл. 37). Следует отметить, что, 

как и в случае косвенной флуоресцентной сенсорной системы использование ми-

целлярных сред приводило к ухудшению вопроизводимости аналитического сиг-

нала, поэтому в мицеллярных средах удалось разработать методику только для 

определения пероксида водорода, и даже она характеризовалась некоторым ухуд-

шением аналитических характеристик по сравнению с определением в водных рас-

творах. 

При проведении реакции в водной среде флуоресцентная биосенсорная си-

стема на основе о-ФДА позволяла определять перечисленные пероксиды на уровне 

10 – 1000 мкМ. При этом чувствительность определения трет-

бутилгидропероксида была выше, чем при использовании описанных в предыду-

щей главе косвенной твердофазной флуоресцентной и спектрофотометрической 

биосенсорной систем на основе хитозана. Однако по воспроизводимости результа-

тов измерений и чувствительности определения остальных модельных пероксидов 

биосенсорная система на основе о-ФДА существенно уступала рассмотренным в 
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предыдущей главе аналогам. 

Таблица 37. Метрологические характеристики методик определения пероксидов в 

водной и мицеллярной средах с использованием флуоресцентной сенсорной систе-

мы на основе о-ФДА. 

Аналит 

Уравнение граду-

ировочной зави-

симости 

Диапазон 

линейности, 

мкМ 

сmin, 

мкМ 

Коэффициент 

корреляции, r 

sr (при сн,  

n = 4,  

P = 0.95) 

Пероксид 

водорода 

I = (4,7 ± 0,4)·105 c 

+ (127 ± 4) 
25 – 100 10 0,996 0,03 

Пероксид 

водорода 

(ЦТАБ) 

I = (5,1 ± 0,5)·104 c 

+ (53 ± 2) 
100 – 250 90 0,981 0,15 

Пероксид 

водорода 

(ТВИН) 

I = (1,5 ± 0,2)·105 c 

+ (55 ± 2) 
50 – 100 30 0,991 0,15 

Пероксид 

мочевины 

I = (3,4 ± 0,3)·105 c 

+ (130 ± 4) 
25 – 100 15 0,991 0,05 

2-Бутанон-

пероксид  

I = (4,9 ± 0,6)·104 c 

+ (134 ± 5) 
100 – 1000 90 0,995 0,06 

Бензоил-

пероксид 

I = (1,4 ± 0,2)·105 c 

+ (134 ± 4) 

50 – 500 

30 0,991 0,07 

трет-

Бутилгид-

ро-

пероксид 

I = (1,1 ± 0,1)·105 c 

+ (132 ± 2) 
40 0,995 0,13 
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Таким образом, разработанная нами прямая флуоресцентная сенсорная си-

стема на основе реакции ферментативной дериватизации фенольных соединений с 

ароматическим амином – о-фенилендиамином позволяет в мягких условиях (при 

комнатной температуре, в отсутствие токсичных органических растворителей) 

определять катехоламины и их метаболиты на уровне нано-  и микромолярных  

концентраций. Достигаемые чувствительность, а в некоторых случаях и селектив-

ность анализа позволяют определять указанные соединений не только в фармацев-

тических и косметических препаратах, но и в биологических жидкостях человека. 

Последнему также способствует высокая экспрессность предложенной индикатор-

ной реакции – время отклика сенсорного устройства составляет всего 30 с. Кроме 

того, эта твердофазная флуоресцентная сенсорная система может быть применена 

для определения пероксидов различного строения на уровне их микро- и миллимо-

лярных концентраций в объектах со сложной матрицей без предварительной про-

боподготовки.  

 

6.3. Применение разработанных твердофазных флуоресцентных биосенсорных 

систем для определения фенольных соединений и пероксидов  

в анализе реальных объектов 

 Разработанные флуоресцентные биосенсорные системы на основе двух твер-

дофазных индикаторных реакций: обратной – на основе тушения продуктами 

окисления фенолов флуоресценции хитозана, меченного флуоресцентной меткой, , 

и прямой, основанный на реакции ферментативной дериватизации с алифатически-

ми и ароматическими аминами, позволяют определять фенольные соединения и 

пероксиды различного строения на уровне их нано- – микромолярных концентра-

ций, причем в случае определения фенольных соединений прямые сенсорные си-

стемы более чувствительны и селективны, чем обратные (табл. 28-29, 35-37).  

Рассмотренные нами твердофазные оптические биосенсорные системы были 

апробированы для определения фенольных соединений (гидрохинона, допамина, 

адреналина) и органических пероксидов (бензоилпероксида, пероксида мочевины) 

в косметических и фармацевтических препаратах различной природы (раствори-
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мых и нерастворимых в воде). Сведения об анализируемых фармацевтических пре-

паратах приведены в табл. 16 (Глава 3). Определение проводили способом стан-

дартных добавок. Следует отметить, что пробоподготовка ограничивалась гомоге-

низацией (в случае водонерастворимых препаратов) или разбавлением (в случае 

инъекционных растворов) анализируемого образца в воде. Практически все анали-

зируемые лекарственные препараты содержали в своем составе значительное коли-

чество метабисульфита натрия и глицерина. Метабисульфит (пиросульфит) натрия, 

используют в качестве консерванта (Е223). Глицерин выполняет функцию антисеп-

тика и растворителя, повышает вязкость жидких лекарственных препаратов, 

предотвращает их высыхание. 

Оказалось, что введение глицерина и метабисульфита в реакционную систе-

му в широком диапазоне их концентраций (0,1 – 25 мкМ) не влияет на результаты 

определения фенольных соединений и органических пероксидов. Установили, что 

результаты определения фенольных соединений в выбранных фармацевтических 

препаратах хорошо согласуются с содержаниями, указанными производителем 

(табл. 39).  

Твердофазную флуоресцентную биосенсорную систему на основе о-ФДА 

применили для определения конечных продуктов метаболизма катехоламинов  го-

мованилиновой и ванилиминдальной кислот в моче здорового человека.  Анализ 

проводили способом стандартных добавок при разных условиях: оптимальных для 

селективного определения гомованилиновой кислоты в анализируемом объекте и 

оптимальных для определения ванилилминдальной кислоты (определяли суммар-

ное содержание двух кислот). Определение проводили без предварительной пробо-

подготовки анализируемого образца. Как показано в табл. 40, результаты опреде-

ления гомованилиновой кислоты хорошо согласуются с данными, полученными 

альтернативным методом – методом ВЭЖХ с амперометрическим детектировани-

ем и референсными значениями по содержанию этих метаболитов в моче здорово-

го человека [303]. 

Таким образом, нами продемонстрировна перспективная возможность при-

менения разработанных флуоресцентных биосенсорных систем на основе твердо-



228 
 

фазных индикаторных реакций для определения фенольных соединений и перок-

сидов различного строения в многочисленных объектов с матрицей сложного со-

става, в том числе нерастворимой в воде, биологических жидкостей без предвари-

тельной (или минимальной) пробоподготовки. 

Таблица 40. Определение гомованилиной и ванилилминдальной кислот в моче 

здорового человека с использованием флуоресцентной сенсорной системы на ос-

нове о-ФДА (I) и методом ВЭЖХ (II) (n=5, P=0,95) 

Определяемое соединение 

Найдено, мкМ 

I II 

Гомованилиновая кислота 42 ± 2 41 ± 2 

Гомованилиновая и ванилил-

миндальные кислоты 
52 ± 4 -* 

* Суммарное определение метаболитов методов ВЭЖХ не проводилось. 

 



229 
 

Таблица 39. Определение ряда фенольных соединений и пероксидов различного строения в фармацевтических 

и лекарственных препаратах с использованием флуоресцентных сенсорных систем на основе чувствительного 

слоя пероксидаза – хитозан (n=5, P=0,95). 

 

Тип биосенсора 
Фармацевтический пре-

парат 

Определяемое 

соединение 
Найдено, % 

Паспортное со-

держание, % 

Флуоресцентная сенсор-

ная система на основе хи-

тозана, меченного флуо-

ресцентной меткой 

«Ахромин» Гидрохинон 2,1  ± 0,2 1,9 

«Допамин – Ферейн» Допамин 0,53 ± 0,04 0,5 

«Адреналина гидрохлорид» 

Адреналин 

0,1 ± 0,01 0,1 

«Ксилокаин – Адреналин» (5,4 ± 0,6)·10-4 5·10-4 

«Базирон» 

Бензоилпероксид 

4,7 ± 0,6  5,0 

«Пероксидерм» 2,5 ± 0,4 2,5 
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«Splat Exreem White» 
Пероксид моче-

вины 
0,11 ± 0,02 0,1 

Флуоресцентная сенсор-

ная система на основе де-

риватизации с  

о-ФДА 

«Допамин – Ферейн» Допамин 0,54 ± 0,07 0,1 

«Адреналина гидрохлорид» 

Адреналин 

0,11 ± 0,02 0,5 

«Ксилокаин – Адреналин» (4,9 ± 0,6)·10-4 5·10-4 

«Базирон» 

Бензоилпероксид 

4,7 ± 0,4 5,0 

«Пероксидерм» 2,4 ± 0,4 2,5 

«Splat Exreem White» 
Пероксид моче-

вины 
0,11 ± 0,01 0,1 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Совокупность полученных в работе результатов позволяет говорить о разви-

тии нового направления в ферментативных методах, и биохимических методах 

анализа в целом, которое заключается в создании методологии разработки оптиче-

ских сенсорных систем, основанных на формировании аналитического сигнала не в 

анализируемом растворе, а непосредственно в чувствительном слое сенсорного 

устройства и его измерении спектроскопическими методами – спектрофотометрией 

и флуоресценцией. Основным достоинством предложенного подхода является воз-

можность анализа без предварительной пробоподготовки широкого круга сложных 

объектов, к которым относятся среды разной полярности, нерастворимые в воде, 

мицеллярные растворы, непрозрачные мутные и окрашенные среды. При этом сле-

дует отметить, что именно для спектрофотометрии и флуоресценции стадия подго-

товки пробы к анализу является наиболее важной, и именно она характеризуется 

наибольшими как случайными, так и систематическими погрешностями. Отсут-

ствие стадии пробоподготовки позволяет не только минимизировать погрешности, 

но также в значительной степени повысить экспрессность определения актуальных 

аналитов, что особенно важно при работе с объектами с изменяющейся во времени 

матрицей, например, биологическими жидкостями. 

Кроме того, предложенный подход, с использованием которого в настоящей 

работе созданы сенсорные устройства, схемы анализа, новые индикаторные систе-

мы на основе биораспознающих слоев комплексов биокатализаторов, прежде всего 

пероксидазы из корней хрена, с полиэлектролитами позволили расширить возмож-

ности применения этого фермента в практике химического анализа, а именно рас-

ширить круг определяемых соединений за счет средне- и плохо окисляемых суб-

стратов, в частности, фенотиазинов, а также улучшить метрологические характери-

стики уже известных методик определения ряда биологически активных веществ 

(фенольных соединений, пероксидов различного строения) – субстратов этого 

фермента. 

Апробация созданных спектрофотометрических и флуоресцентных сенсор-

ных систем в анализе реальных объектов продемонстрировала достоинства и пер-

спективность предложенной методологии. 
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Следует отметить, что исследование представляется в значительной степени 

завершенным, но, несомненно, решены не все проблемы (прежде всего, проблемы 

повышения селективности определения многих актуальных аналитов, в ряде случа-

ев экспрессности анализа), и исчерпаны не все возможности предложенного под-

хода, поэтому направление продолжает активно развиваться. На основе методоло-

гии, разработанной в этой работе, предложены новые селективные мультиплексные 

сенсорные системы для определения катехоламинов и их метаболитов в биологи-

ческих жидкостях, широкого круга флавоноидов в фармацевтических препаратах и 

растительном сырье, схемы анализа и способы регистрации аналитического сигна-

ла методом усиленной рамановской спектроскопии в целях контроля качества 

нефтепродуктов.  
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ВЫВОДЫ 

1. Разработана методология создания оптических сенсорных систем, основан-

ных на формировании аналитического сигнала в твердой фазе, непосред-

ственно в чувствительном (распознающем) слое сенсорного устройства, а не 

в анализируемом растворе, и его измерении спектроскопическими методами 

– спектрофотометрией и флуоресценцией в сложных по составу объектах без 

предварительной (или при минимальной) пробоподготовки. 

2. Предложены подходы к получению высокоактивного, однородного по струк-

туре и размерам комплекса пероксидазы из корней хрена с хитозаном как ос-

новы оптических сенсорных систем для определения биологически активных 

соединений – субстратов пероксидазы. Отличительными особенностями 

комплекса пероксидазы с хитозаном являются чрезвычайно высокая катали-

тическая активность (в два раза большая, чем у нативного биокатализатора), 

а также стабильность при хранении и в процессе эксплуатации в водных и 

водно-органических средах. 

3. Создано универсальное сенсорное устройство на основе оптически прозрач-

ного биочувствительного слоя пероксидаза – хитозан, способное функциони-

ровать как в водных, так и водно-органических средах; разработаны ориги-

нальные схемы проведения анализа и регистрации аналитического сигнала 

твердой фазы, адаптированные под серийные спектрофотометры и флуори-

метры. 

4. Предложена твердофазная спектрофотометрическая индикаторная реакция, 

основанная на взаимодействии хитозана с продуктом ферментативного окис-

ления фенольного соединения – хиноном (по механизму присоединения Ми-

хаэля), позволяющая определять микромолярные концентрации фенольных 

соединений и пероксидов различного строения в водных, водно-

органических и мицеллярных средах, в том числе в непрозрачных и неодно-

родных растворах. 

5. Разработана спектрофотометрическая сенсорная система для высокочувстви-

тельного и селективного определения соединений фенотиазиного ряда в вод-

но-органических экстрактах и плазме крови без предварительной дополни-
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тельной подготовки проб к анализу по их специфическому активирующему 

действию (эффекту субстрат-субстратной активации) в реакции окисления о-

дианизидина пероксидом водорода в присутствии пероксидазы.  

6. Предложены твердофазные флуоресцентные индикаторные реакции, осно-

ванные на взаимодействии продуктов пероксидазного окисления фенольных 

соединений а) с хитозаном, меченным флуоресцентной меткой изотиоциана-

том родамина Б (по уменьшению интенсивности флуоресценции – косвенное 

определение); б) с дериватизирующими агентами: о-фенилендиамином и 

этилендиамином с образованием флуоресцирующих производных (прямое 

определение) для определения нано- - микромолярных концентраций фе-

нольных соединений и пероксидов различного строения в водных, водно-

органических и мицеллярных средах, в том числе в непрозрачных и неодно-

родных растворах, объектах со сложной матрицей (биологических жидко-

стях). 

7. На основе предложенных сенсорных систем разработаны методики опреде-

ления фенольных соединений, пероксидов различного строения, фенотиази-

нов и продемонстрированы возможности их применения в анализе космети-

ческих, фармацевтических, пищевых объектов с матрицами сложного соста-

ва, биологических жидкостях без предварительной (или при минимальной) 

пробоподготовки. 
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