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Анотація. В даній роботі розроблено амперометричний біосенсор, що призначений для 
визначення концентрацій глутамату (глутамінової кислоти). Для створення біоселективного 
елементу біосенсора використовували фермент глутаматоксидазу, який був іммобілізований 
ковалентною зшивкою глутаровим альдегідом з бичачим сироватковим альбуміном. Як 
амперометричні перетворювачі використовувались дискові платинові електроди. Отримані 
біосенсори демонстрували високу чутливість до глутамату. Лінійний діапазон біосенсорного 
визначення субстрату знаходився в межах від 2 мкМ до 600 мкМ. Досліджено вплив параметрів 
розчину (іонна сила, рН, буферна ємність) на роботу розробленого біосенсора. Показано, що 
розроблений біосенсор характеризуються доброю відтворюваністю відгуків впродовж декількох 
годин безперервної роботи та операційною стабільністю протягом декількох днів. Біосенсор в 
подальшому може бути використаний для визначення концентрації глутамату у біологічних або 
харчових зразках.

Ключові слова: амперометричний електрод, біосенсор, іммобілізовані ферменти, 
глутаматоксидаза, глутамат, м-фенілендіамін
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DEVELOPMENT OF AMPEROMETRIC BIOSENSOR FOR GLUTAMATE 
DETERMINATION

D. Yu. Kucherenko, I. S. Kucherenko, O. O. Soldatkin, Т. O. Borisova, S. V. Dzyadevych, A. P. Soldatkin 

Abstract. In this work an amperometric biosensor for glutamate determination was developed. 
Bioselective element of the biosensor was based on enzyme glutamate oxidase, which was immobilized 
by a covalent cross-linking via glutaraldehyde with bovine serum albumin. Platinum disk electrodes 
were used as amperometric transducers. The obtained biosensors demonstrated good sensitivity to 
glutamate. Linear range of glutamate determination was from 2 μM to 600 μM. Influence of properties 
of working buffer (ionic strength, pH, buffer capacity) on the biosensor work was investigated. It was 
shown that the developed biosensor is characterized by a good reproducibility of responses during 
several hours of continuous work and operational stability during several days. The biosensor can be 
further used for analysis of glutamate concentration in biological or food samples.

Keywords: Amperometric electrode, biosensor, immobilized enzymes, glutamate oxidase, 
glutamate, phenylenediamine

РАЗРАБОТКА АМПЕРОМЕТРИЧЕСКОГО БИОСЕНСОРА ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ГЛУТАМАТА

Д. Ю. Кучеренко, И. С. Кучеренко, А. А. Солдаткин, Т. А. Борисова, С. В. Дзядевич, А. П. Солдаткин 

Аннотация. В данной работе разработано амперометрический биосенсор, предназначенный 
для определения концентрации глутамата (глутаминовой кислоты). Для создания 
биоселективного элемента биосенсора использовали фермент глутаматоксидазу, который был 
иммобилизирован ковалентной сшивкой глутаровым альдегидом с сывороточным альбумином 
быка. Как амперометрические преобразователи использовали дисковые платиновые электроды. 
Полученные биосенсоры демонстрировали высокую чувствительность к глутамату. Линейный 
диапазон биосенсорного определения субстрата находился в пределах от 2 мкМ до 600 мкМ. 
Исследовано влияние параметров раствора (ионная сила, рН, буферная емкость) на работу 
разработанного биосенсора. Показано, что разработанный биосенсор характеризуется хорошей 
воспроизводимостью откликов на протяжении нескольких часов непрерывной работы, а также 
операционной стабильностью на протяжении нескольких дней. Биосенсор в дальнейшем 
может использоваться для определения концентрации глутамата в биологических или пищевых 
образцах.

Ключевые слова: амперометрический электрод, биосенсор, иммобилизированные ферменты, 
глутаматоксидаза, глутамат, м-фенилендиамин

1. ВСТУП
Моніторинг концентрації біологічно актив-

них речовин в живому організмі та в лабора-
торних зразках є актуальним завданням для 
сучасної молекулярної біології та біотехноло-
гії. До таких біологічно активних речовин на-
лежить ключові метаболіти, гормони, нейро-
трансмітери, в тому числі глутамат (глутаміно-
ва кислота). Ця амінокислота відіграє важливу 

роль в життєдіяльності організму людини і ін-
ших ссавців, особливо у функціонуванні цен-
тральної нервової системи.  Зокрема, глутамат 
є основним збуджуючим нейротрансмітером в 
ЦНС ссавців. Також він відіграє важливу роль 
в азотистому обміні. Концентрація глутамату 
в окремих частинах організму може впливати 
на розвиток інфарктів, інсультів та різні не-
йропатологічні стани [1].
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Глутамат входить до складу багатьох фар-
мацевтичних препаратів завдяки тому, що він 
має здатність сенсибілізувати смакові рецеп-
тори і стимулювати діяльність мозку. Також в 
невеликих кількостях він міститься в багатьох 
продуктах харчування [2, 3]. Присутність в їжі 
глутамату надає їй «м’ясного» смаку, тому глу-
тамат часто застосовують в якості підсилюва-
ча смаку, додаючи його до багатьох харчових 
продуктів. Тому повністю виключити глутамат 
з раціону харчування досить проблематично. 

Визначення глутамату займає важливе міс-
це в клінічній біохімії при діагностиці захво-
рювань, що пов’язані з різкими змінами рівня 
глутамату в організмі, зокрема хвороб печінки 
та серцево-судинної системи [4, 5]. Також в 
клінічних лабораторіях глутамат використо-
вують під час визначення активності деяких 
амінотрансфераз.

Таким чином, область практичного засто-
сування глутамату неперервно збільшується.  
Через це виникає потреба в методах точної 
та швидкої детекції глутамату для потреб не-
йрофізіології і нейропатології, фундаменталь-
ної та клінічної медицини, фармацевтичної та 
харчової промисловості, а також в аналітичній 
біохімії та біотехнології [1, 4, 5].

Сучасні стандартні методи високоточного 
визначення глутамату, такі як спектрофотоме-
трія та рідинна хроматографія, потребують на-
явності кваліфікованого персоналу та склад-
ного і дорогого обладнання. [1, 4, 6].

Крім цих методів, також може використо-
вуватись хемолюмінесцентне визначення за 
участю люмінолу і фериціаніду калію і засто-
суванням люмінофотометра [7]. Споживання 
кисню при окисленні глутамату може бути 
зафіксоване кисневим волоконно-оптичним 
датчиком, який фіксує зміни люмінесценції 
спеціально нанесеного шару, який чутливий 
до концентрації кисню [2]. Для визначення 
кількості глутамату в м’ясі та м’ясних продук-
тах використовується метод  за участю двох 
ферментативних реакцій, в результаті яких 
окислюється глутамат і утворюється кольоро-
ва сполука (формазан), концентрація якої ви-
мірюється на спектрофотометрі [8].

Недоліком наведених вище методів є необ-
хідність в досить складній попередній під-
готовці проб для аналізу і непридатність для 

швидкого аналізу великої кількості зразків чи 
для моніторингу процесу в режимі реального 
часу.

Тому сьогодні дуже актуальним є питання 
створення більш зручного, точного, швидкого, 
селективного та дешевого методу визначення 
вмісту глутамату в досліджуваних зразках. 
Способом вирішення указаних вище проблем 
є використання нових біоаналітичних прила-
дів – біосенсорів [9]. 

Біосенсори завдяки своїй селективності, 
відсутності необхідності в пробопідготовці та 
високій швидкості аналізу можуть найкраще 
підходити для визначення концентрації глута-
мату.

Найбільш перспективними і успішними се-
ред електрохімічних біосенсорів вважаються 
амперометричні біосенсори. Саме вони най-
частіше використовуються для визначення 
глутамату [1, 3-5, 10].

Крім амперометричних, для визначення 
глутамату можна використовувати також по-
тенціометричні електроди (детекція NН4

+), 
хоча вони є менш чутливими.

Для селективного визначення глутамату в 
мозку було розроблено систему іммобілізова-
них на кераміці платинових мікроелектродів, 
покритих електрополімеризованим гіперокис-
леним поліпіролом [11].

Використання в біосенсорних системах ав-
томатичного проточно-інжекторного пристрою 
може бути корисним для моніторингу процесу 
з метою динамічного визначення глутамату в 
режимі реального часу [4, 12]. 

Використання модифікованого графітного 
електроду із стабілізуючими добавками  дозво-
лило створити біосенсор для визначення глута-
мату з довгим терміном зберігання [13, 14].

В більшості робіт з розробки біосенсо-
рів на глутамат використовується фермент 
L-глутаматоксидаза, отримана з різних дже-
рел [15-19]. При розробці біосенсорів для ви-
значення глутамату використовують також 
ферменти глутаматдекарбоксилазу, глутамат-
дегідрогеназу і глутаматсинтетазу [1], але глу-
таматоксидаза значно перевершує їх по харак-
теристикам.

На даний час розроблено біосенсорні сис-
теми для визначення глутамату в багатьох 
реальних зразках: в продуктах харчування і 
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фармацевтичних  препаратах [1, 5, 12], в куль-
турах клітин [10], в сироватці крові та сечі [1, 
4], в мікродіалізатах при нейрофізіологічних 
дослідженнях [20, 21] та для контролю за фер-
ментацією в харчовій промисловості.

Метою даної роботи була розробка ампе-
рометричноого біосенсора на основі глутама-
токсидази з метою вимірювання концентрації 
глутамату в зразках із центральної нервової 
системи щурів. Було детально досліджено та 
проаналізовано аналітичні характеристики бі-
осенсора при визначенні глутамату в модель-
них зразках, після чого планується провести 
вимірювання вмісту глумамату у зразках ЦНС. 

В подальшому даний біосенсор планується 
використати як складовий елемент масиву біо-
сенсорів для визначення одразу кількох біоло-
гічно важливих речовин.

2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
2.1. МАТЕРІАЛИ
В роботі було використано ферменти глу-

таматоксидазу (ГлОД, ЕС 1.4.3.11)  із Strep-
tomyces sp.  з активністю 7 од.акт.мг-1 фірми 
Yamasa Corporation (Токіо, Японія). Бичачий 
сироватковий альбумін (БСА, фракція V), 
гліцерол, HEPES та 50 % водний розчин глу-
тарового альдегіду (ГА) було отримано від 
фірми Sigma-Aldrich Chemie (Німеччина). 
L‑глутамінова кислота була отримана від фір-
ми Affymetrix (USA).  KH2PO4 та інші сполуки, 
що використовувалися в роботі, були вітчиз-
няного виробництва та мали ступінь чистоти 
„х.ч.“ та „ч.д.а.“. 

2.2. КОНСТРУКЦІЯ АМПЕРОМЕТРИЧНИХ 
ПЕРЕТВОРЮВАЧІВ

В роботі як амперометричні перетворювачі 
використовували платинові дискові електро-
ди власного виробництва. Виготовлення мі-
кроелектродів проводили за відпрацьованим 
алгоритмом. При їх створенні, спочатку пла-
тиновий дріт діаметром 0,4 мм і довжиною 
3 мм запаювали в кінцевій частині скляного 
капіляра із зовнішнім діаметром 3,5 мм. Від-
критий торець дроту виступав робочою по-
верхнею перетворювача. Потім платиновий 
дріт за допомогою легкоплавкого сплаву Вуда 
з’єднували з провідником, розміщеним всере-

дині капіляра. На другому кінці провідника 
приєднували контактну площадку для підклю-
чення до вимірювальної установки. Робочу 
поверхню електродів отримували шліфуван-
ням із використанням порошку оксиду алю-
мінію (розмір частинок 0,1 мкм та 0,05 мкм) 
та обробляли спиртом перед іммобілізацією 
біоселективного елементу. Періодично елек-
тродну поверхню поновлювали за допомогою 
такого ж шліфування.  

2.3. МОДИФІКАЦІЯ АМПЕРОМЕТРИЧНИХ 
ПЕРЕТВОРЮВАЧІВ ФЕНІЛЕНДІАМІНОМ

Робота амперометричних біосенсорів ба-
зується на вимірюванні струму, що проті-
кає через робочий електрод при прикладанні 
відповідного потенціалу. В нашій роботі цей 
струм формується внаслідок окиснення пере-
кису водню, продукту ферментативної реакції 
окиснення глутамату, на робочому електроді. 
Оскільки в розчині можуть бути наявні інші 
електроактивні сполуки, які також будуть 
окислюватись на електроді та приводити до 
похибки у вимірюваннях, селективність ам-
перометричного електроду може бути покра-
щена шляхом нанесення на електрод додатко-
вої полімерної мембрани, яка обмежувала б 
дифузію інтерферуючих речовин до поверхні 
електроду. Як відомо з-поміж широкого кла-
су окси- та аміноароматичних речовин, які 
здатні до електрополімеризаціі, в біосенсорах 
найчастіше використовують ізомери фенілен-
діаміну [22, 23]. В даних джерелах було про-
ведено ряд порівняльних досліджень щодо 
властивостей полімерних мембран на осно-
ві полі(фенілендіаміну) (ПФД), отриманих 
з різних мономерів. В результаті виявилось, 
що найкращою селективністю характеризува-
лись перетворювачі модифіковані полімерною 
плівкою на основі мета-фенілендіаміну. Від-
повідно, в нашій роботі цю речовину і було 
використано в якості мономеру для створення 
додаткової мембрани на поверхні платиново-
го електроду за методикою, описаною в [23]. 
Для формування ПФД мембрани триелектрод-
ну систему з чистим робочим електродом за-
нурювали у 5 мМ розчин м-фенілендіаміну, 
після чого отримували 4-5 циклічних вольтам-
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перограм. Перевірка ефективності ПФД мемб-
рани була проведена в роботі [24]. Після цього 
поверх ПФД мембрани іммобілізували біосе-
лективні елементи.

2.4. ВИГОТОВЛЕННЯ 
БІОСЕЛЕКТИВНИХ ЕЛЕМЕНТІВ

Біоселективні елементи біосенсорів отри-
мували шляхом ковалентної іммобілізації 
ферментів і допоміжних речовин на поверхню 
амперометричного перетворювача. Вихідний 
розчин містив 8 % (тут і далі – масова частка) 
ГлОД,  4 % БСА у 100 мМ фосфатному буфері, 
pH 6,5, з 10 % гліцерином. Гліцерин додавали, 
щоб стабілізувати ферменти впродовж їх ім-
мобілізації, запобігти передчасному висихан-
ню і поліпшити адгезію мембрани до поверхні 
перетворювача. Перед нанесенням на поверх-
ню перетворювачів цей розчин змішували з 
0,4 % водним розчином глутарового альдегіду 
(зшиваючого агенту) у пропорції 1:1. Одразу 
після цього суміш наносили на робочі поверх-
ні перетворювачів та висушували протягом 40 
хв. на повітрі за кімнатної температури. Після 
іммобілізації, біосенсори відмивали в робочо-
му буферному розчині від незв’язаних компо-
нентів біомембрани та надлишку глутарового 
альдегіду.

2.5. МЕТОДИКА ВИМІРЮВАННЯ
В роботі використовувалась триелектрод-

на схема амперометричного аналізу. Робо-
чі амперометричні електроди, допоміжний 
платиновий електрод та Ag/AgCl  електрод 
порівняння(хлорсрібний) підключались до по-
тенціостату PalmSens (Palm Instruments BV,  
Нідерланди). 8-ми канальний пристрій (CH-
8 multiplexer) того ж виробника, що підклю-
чався до потенціостату, дозволяв отримувати 
сигнали одночасно з 8 робочих електродів, 
проте зазвичай до нього були підключені 2 – 3 
робочі електроди. Відстань між допоміжним 
платиновим електродом та усіма робочими 
біосенсорами в процесі вимірювання була од-
наковою і складала приблизно 5 мм. Виміри 
проводили за кімнатної температури у відкри-
тій вимірювальній комірці об’ємом 3,5 мл при 
постійному перемішуванні та при постійному 
потенціалі +0,6 В відносно Ag/AgCl електро-

да порівняння. Робочим буфером виступав 
25 мМ HEPES з pH 7,4. Усі дослідження про-
водились у трьох повторностях.

3. РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
3.1. ПРИНЦИП РОБОТИ БІОСЕНСОРА 

ДЛЯ ВИЗНАЧЕННЯ ГЛУТАМАТУ
В основі роботи амперометричного біо-

сенсора для визначення глутамату лежить 
ферментативна реакція (1), що протікає в біо-
селективній мембрані. В результаті реакції 
відбувається окиснення глутамату і утворення 
електрохімічно-активного перекису водню. 
При прикладанні позитивного потенціалу на 
електроді відбувається реакція розкладу пере-
кису водню (2), в результаті якої утворюються 
електрони, що безпосередньо реєструються 
амперометричним перетворювачем:

3.2. ВПЛИВ  рH  БУФЕРУ НА ВІДГУКИ 
БІОСЕНСОРА 

Як відомо, внаслідок іммобілізації фермен-
ту може змінюватись pH оптимум його робо-
ти. Тому на початку роботи було проведено 
дослідження впливу pH робочого розчину на 
роботу розробленого амперометричного біо-
сенсора для визначення глутамату. Для прове-
дення експерименту було використано універ-
сальний буфер (що містив тріс-HCl, KH2PO4, 
лимонну кислоту та тетраборат натрію в кон-
центраціях 10мМ), який має однакову буфер-
ну ємність у широкому діапазоні значень pH.  
Дослідження проводились у діапазоні pH від 
5,95 до 8,1. 

Результати експерименту наведено на Рис. 
1.  Як бачимо, значного збільшення відгу-
ку при якомусь конкретному значенні pH не 
спостерігається, що свідчить про можливість 
використання біосенсора в досить широкому 
діапазоні pH.
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                            ГлОД  

Глутамат  +  O2  —―  -кетоглютарат + NH3 +  H2O2              (1) 

       +600 мВ 

Н2О2 → 2Н+ + О2 + 2е-        (2) 

 

(1)

(2)
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Рис. 1. Залежність величини відгуків біосен-
сора на основі ГлОД від pH робочого буферного 
розчину. Концентрація глутамату – 1 мМ.  Вимі-
рювання проводились в універсальному буфері 
за різних значень  pH, за постійного потенціалу 
+0,6 В відносно Ag/AgCl електрода порівняння. 

3.3. ВПЛИВ ІОННОЇ СИЛИ РОЗЧИНУ 
НА РОБОТУ БІОСЕНСОРА

Як відомо, робота кожного біосенсора зале-
жить як від його власних характеристик, так і 
від властивостей розчину, в якому виконують 
вимірювання. Реальні біологічні зразки, крім 
наявності в них різних електроактивних спо-
лук,  можуть характеризуватися значною іон-
ною силою. Наприклад, присутніми можуть 
бути іони металів, що є в будь-яких клітинах: 
K+, Na+, Mg2+ та ін., а також іони органічних 
та неорганічних кислот. Іонна сила розчину 
змінюється також залежно від концентрації 
буферного розчину. 

Тому ми вирішили дослідити роботу біо-
сенсора в залежності від різних значень іонної 
сили. В якості джерела іонів було використано 
3,3 М розчин KCl, який додавали до робочої 
комірки в різних аліквотах, щоб отримати в 
робочому буфері концентрації від 1 мМ до 250 
мМ. Далі отримували відгуки біосенсора на 
100 мкМ глутамату. 

Результати дослідження представлено на 
Рис. 2. Як бачимо, значних змін відгуків біо-
сенсора на глутамат, при наявності в робочій 
комірці різних концентрацій KCl, не спосте-
рігалось, що є типовим для амперометричних 
біосенсорів. Це свідчить про можливість вико-

ристання даного біосенсора в біологічних роз-
чинах, що характеризуються різною іонною 
силою. 

Рис. 2. Залежність величини відгуків біосенсо-
ра на основі ГлОД від іонної сили розчину. Кон-
центрація глутамату - 100 мкМ.  Вимірювання 
проводились у 25 мМ HEPES буфері, pH 7,4, за 
постійного потенціалу +0,6 В відносно Ag/AgCl 
електрода порівняння.

3.4. ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ 
БУФЕРНОЇ ЄМНОСТІ НА ВІДГУКИ  
БІОСЕНСОРА

Оскільки властивості буферу, в якому про-
водять вимірювання, впливають на роботу бі-
осенсорів,  то було вирішено дослідити також 
вплив концентрації буфера (буферної ємності) 
на величину відгуків біосенсора. 

На Рис. 3 наведено результати перевірки 
залежності відгуків розробленого біосенсора 
для визначення глутамату від концентрації ро-
бочого буферного розчину. 

Як бачимо, величини відгуків біосенсо-
ра практично не змінювались зі збільшенням 
концентрації буферу. Це дає можливість ви-
користовувати розроблений біосенсор для ви-
значення глутамату в біологічних зразках, що 
характеризуються різними буферними ємнос-
тями.

3.5. ВІДТВОРЮВАНІСТЬ ВІДГУКІВ 
БІОСЕНСОРА  ПРИ ВИЗНАЧЕННІ 
ГЛУТАМАТУ

Відтворюваність відгуків біосенсора є од-
ним з основних показників якості його робо-
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ти.  Для того, щоб мати змогу досить точно 
вимірювати концентрацію глутамату в розчи-
ні, відгуки біосенсора повинні бути практично 
однаковими. Тим більш це дуже важливо, коли 
потрібно вимірювати малі концентрації.

Рис. 3. Залежність величини відгуків біосенсо-
ра на основі ГлОД від буферної ємності розчи-
ну. Концентрація глутамату – 0,7 мМ та 1.4 мМ.  
Вимірювання проводились у HEPES буфері за 
різних концентрацій, pH 7,4, за постійного по-
тенціалу +0,6 В відносно Ag/AgCl електрода по-
рівняння.

Тому на першому етапі роботи було дослі-
джено відтворюваність відгуків  біосенсорів 
впродовж декількох годин безперервної ро-
боти. Одне вимірювання глутамату займало 
3 – 5 хв., проміжок між вимірюваннями скла-
дав близько 10 хв.; за цей час біосенсори від-
мивали від субстратів, кілька разів змінюючи 
робочий буфер.

Результати дослідження відтворюваності 
відгуків біосенсорів на глутамат представлено 
на Рис. 4. Помітного падіння відгуків за 10 ви-
мірювань не відбувалось; відносне середньо-
квадратичне відхилення відгуків на глутамат в 
середньому становило 5 %. 

Також з отриманих даних було пораховано, 
наскільки змінюється межа визначення глу-
тамату при роботі біосенсора впродовж дня 
(Рис. 5). Найбільша чутливість спостерігалась 
на початку роботи біосенсора (одразу після 
іммобілізації ферменту), а під час безперерв-
ної роботи біосенсора межа визначення дещо 
збільшувалась, однак підвищення було несут-
тєвим. Воно пов’язане зі збільшенням рівня 
шуму біосенсора впродовж роботи.

Рис. 4. Відтворюваність відгуків біосенсора на 
глутамат впродовж 10 вимірювань. Концентра-
ції глутамату – 0,05 мМ, 0,1 мМ, 0,5 мМ, 1 мМ. 
Вимірювання проводились у 25 мМ HEPES бу-
фері, pH 7,4, за постійного потенціалу +0,6 В 
відносно Ag/AgCl електрода порівняння.

Рис. 5. Зміна межі вимірювання біосенсора на 
глутамат впродовж кількох годин. Концентра-
ція глутамату становила 50 мкМ. Вимірювання 
проводились у 25 мМ HEPES буфері, pH 7,4, за 
постійного потенціалу +0,6 В відносно Ag/AgCl 
електрода порівняння.

3.6. АНАЛІТИЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
БІОСЕНСОРА ДЛЯ ВИЗНАЧЕННЯ 
ГЛУТАМАТУ

При використанні 25 мМ HEPES буферу, 
рН 7,4, межа вимірювання глутамату, яка ви-
мірювалась як концентрація глутамату, що дає 
відгук в три рази більший за величину шуму 
базової лінії,  становила 0,5 – 4 мкМ. Вона не-
суттєво змінювалась в залежності від конкрет-
ного біосенсора та зростала в процесі вико-
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ристання біосенсора. Лінійний діапазон робо-
ти був від 2 – 5 мкМ до 600 – 800 мкМ (залеж-
но від конкретного біосенсора), чутливість до 
глутамату становила 250 – 300 нА/мМ. 

Типова калібрувальна крива біосенсора 
для визначення глутамату наведена на Рис. 6. 
Лінійна ділянка даної калібрувальної кривої 
описується рівнянням І=315*С (R2=0,996), де 
І – сила струму після виходу відгуку на плато 
(нА), С – концентрація глутамату (мМ).

Рис. 6. Калібрувальна крива біосенсора на 
основі ГлОД для визначення глутамату. Вимі-
рювання проводились у 25 мМ HEPES буфері, 
pH 7,4, за постійного потенціалу +0,6 В відносно 
Ag/AgCl електрода порівняння.

3.7. ОПЕРАЦІЙНА СТАБІЛЬНІСТЬ ТА 
ЗБЕРІГАННЯ БІОСЕНСОРА

Дуже важливою в роботі біосенсорів є мож-
ливість їх використання протягом тривалого 
часу для багатьох вимірювань. Але часто в про-
цесі роботи відбувається часткове вимивання 
компонентів з біологічної мембрани  з поверх-
ні перетворювача. Це відбувається внаслідок 
перемішування буферного розчину в робочій 
комірці. Також відбувається певне зменшен-
ня активності ферменту в процесі зберігання. 
Все це може призводити до певного падіння 
відгуків біосенсорів в процесі роботи.

Тому метою наступного етапу роботи була 
перевірка операційної стабільності  розробле-
ного біосенсора на основі ГлОД. Для цього 
впродовж дня отримували 8-12 відгуків на чо-
тири різні концентрації глутамату (в діапазо-
ні від 0,05  мМ до 1  мМ), після чого біосен-
сор зберігали в сухому вигляді за температури 

+4°С до наступного використання. Далі, через 
кілька діб, знову протягом кількох годин отри-
мували відгуки біосенсорів на ті самі концен-
трації глутамату. Сумарний термін зберігання 
біосенсорів становив 11 діб.

Рис. 7. Операційна стабільність відгуків біо-
сенсора на глутамат впродовж декількох днів. 
Концентрації глутамату – 0,05 мМ, 0,1 мМ (А) 
та 0,5 мМ, 1 мМ (Б). Вимірювання проводились 
у 25 мМ HEPES буфері, pH 7,4, за постійного по-
тенціалу +0,6 В відносно Ag/AgCl електрода по-
рівняння.

Результати дослідження представлено на 
Рис. 7. Як видно з рисунку, відгуки на невели-
кі концентрації глутамату залишались стабіль-
ними протягом всього періоду вимірювань. З 
іншого боку, відгуки на великі концентрації 
глутамату дещо зменшувались. Це свідчить 
про те, що в процесі роботи відбувалося деяке 
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вимивання ферменту із біоселективного еле-
менту. Але його було достатньо для переробки 
невеликих концентрацій глутамату, однак ве-
ликі концентрації глутамату  фермент переро-
бити до кінця вже не міг, що і призводило до 
зменшення відгуків.

Також в даній роботі проводили досліджен-
ня зміни активності біомембран при більш 
тривалому зберіганні розроблених біосенсорів 
– протягом двох місяців. Зберігання проводи-
ли за температури -18°С  у сухому вигляді. За 
цей час біосенсори втратили 25 % активності.

4. ВИСНОВКИ
В роботі було розроблено амперометрич-

ний біосенсор для визначення  глутамату та 
досліджено вплив складу робочого розчину на 
його аналітичні характеристики. Показано, що 
біосенсор може працювати в широкому діапа-
зоні значень pH. Дослідження роботи біосен-
сора при різних концентраціях KCl показало, 
що відгуки біосенсора на глутамат не зале-
жать від іонної сили розчину. Показано, що 
концентрація буферного розчину (буферна єм-
ність) також не впливає на відгуки біосенсора. 
Вивчено відтворюваність відгуків біосенсорів 
на глутамат впродовж дня (відносне середньо-
квадратичне відхилення відгуків становило 
3-9 %). Перевірка операційної стабільності 
біосенсорів показала можливість ефективного 
їх використання після зберігання. При збері-
ганні біосенсорів при -18 °С спостерігалося 
незначне зменшення активності біосенсорів 
впродовж двох місяців. 

Пропонований біосенсор в подальшому 
планується використати для вимірювання 
зразків рідин, отриманих із ЦНС щурів,  та для 
створення масиву біосенсорів для одночасно-
го визначення різних біологічно активних ре-
човин у водних зразках.

ПОДЯКА
Робота виконана за  фінансової підтримки 

НАН України в рамках комплексної науково-
технічної програми «Сенсорні прилади для 
медико-екологічних та промислово-техноло-
гічних потреб: метрологічне забезпечення та 
дослідна експлуатація».
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