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Анотація. В роботі досліджено основні аналітичні характеристики потенціометричного 
біосенсора на основі креатиніндеімінази при роботі з модельними зразками та проведено їхнє 
порівняння для різних методів іммобілізації фермента. Виявлено, що всі сенсори характери-
зуються подібним діапазоном роботи, часом відгуку та високою операційною стабільністю. В 
той же час, чутливість біосенсора до креатиніну була в 2 разів вища для варіанту іммобілізації 
в краплі глутарового альдегіду. Стабільність при зберіганні була високою для всіх методів ім-
мобілізації, за виключенням іммобілізації в парах глутарового альдегіду, коли величина відгуку 
сенсора впала на 50% за 100 днів зберігання. Залежності від умов проведення експериментів 
були типовими для ферментних біосенсорів та не залежали від методу іммобілізації фермента. 
Лінійний діапазон визначення креатиніну є цілком придатним для подальшої роботи з реаль-
ними зразками крові та діалізної рідини при їхньому розведенні в 10 разів.

Ключові слова: іон-селективний польовий транзистор, біосенсор, креатиніндеіміназа, 
аналіз креатиніну, іммобілізація
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Вступ

Аналітична біотехнологія як важлива 
частина сучасної біотехнології передбачає ви-
користання біологічних об’єктів (тканин, клі-
тин і органел), мультимолекулярних комплек-
сів, біомолекул або навіть цілих живих систем 
для аналітичних цілей. Актуальність аналі-
тичної біотехнології для клінічної медицини 
пов’язана з розробкою селективних, чутливих і 
недорогих методів визначення практично важ-
ливих аналітів – біомаркерів найпоширеніших 
хвороб. Одним із успішних прикладів аналі-
тичної біотехнології є біосенсорні системи, що 
мають низку переваг у порівнянні із традицій-
ними методами аналізу [1].

Креатинін є кінцевим продуктом роз-
паду білків в організмі тварин і людей. Він 
утворюється у великих кількостях у м’язах 
у результаті гідролізу креатинфосфату з ви-
діленням енергії, а також в ході спонтанного 
перетворення креатину в креатинін, та виділя-
ється в кров. Кількість креатиніну в сироватці 
крові є важливим показником функції нирок, 
тому що це легко виміряний побічний про-
дукт м’язового метаболізму, який виводиться 
нирками в незміненому вигляді, головним чи-
ном, шляхом клубочкової фільтрації [2]. Під-
вищена концентрація креатиніну в сироватці 
крові свідчить про серйозну ниркову недо-

статність [3]. Гіперкреатинінемія пов’язана 
з хронічними або гострими захворюваннями 
нирок, ускладненнями діабетичної нефропатії 
[4] або COVID-19 [5], а також ураженням ни-
рок токсичними факторами, зокрема, певними 
ліками, рентгеноконтрастними речовинами, 
антибіотиками, наприклад аміноглікозида-
ми, цефалоспоринами, статинами тощо [6, 7]. 
Креатинін вважається важливим показником 
фізіологічного стану спортсменів [8], і існує 
необхідність у простих методах визначення 
цього метаболіту в біологічних рідинах, у тому 
числі в потовиділенні.

Для аналізу оцінки стану пацієнтів ши-
роко використовується ряд хімічних методів 
визначення креатиніну, що мають обмеження 
через недостатню чутливість і низьку специ-
фічність [9]. Також використовуються різнома-
нітні прогресивні інструментальні методи ви-
значення креатиніну, а саме високоефективна 
рідинна хроматографія [10], іонна хроматогра-
фія [11], міцелярна електрокінетична хромато-
графія [12], капілярний зонний електрофорез 
[13], тандемна мас-спектрометрія [14] тощо. 
Однак всі ці методи є досить складними, тру-
доємними, дороговартісними та непридатними 
для аналізу креатиніну у режимі реального 
часу. Тому розробка біосенсорних експрес-ме-
тодів для аналізу креатиніну викликає високу 

COMPARISON OF CREATININE DEIMINASE IMMOBILIZATION METHODS FOR 
DESIGN OF POTENTIOMETRIC BIOSENSORS FOR CREATININE DETECTION
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Abstract. The main analytical characteristics of the potentiometric biosensor based on creatinine 
deiminase were investigated when working with model samples, and comparison for various enzyme 
immobilization methods was made. It was found that all sensors are characterized by a similar 
operating range, response time and high operational stability. At the same time, the sensitivity of the 
biosensor to creatinine was 2 times higher for the option of immobilization in a drop of glutaraldehyde. 
Storage stability was high for all immobilization methods, with the exception of immobilization in 
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зацікавленість. На даний час описано низку 
біосенсорів, які засновані, головним чином, 
на використанні ферменту креатиніндеіміна-
зи як біокаталітичного елемента біосенсорів 
[15–17]. Незважаючи на численні переваги 
розроблених біосенсорів, вони мають ряд не-
доліків, які притаманні взагалі всім біосенсор-
ним системам без прив’язки до конкретного 
застосування. Це обмежена стабільність чутли-
вого елемента, висока ціна ферментів, віднос-
но короткий лінійний діапазон калібрувальної 
кривої та високий фоновий струм тощо. Все 
це обмежує широке використання біосенсорів 
на практиці.

Також дуже важливим питанням розроб-
ки є вибір методу іммобілізації фермента та 
відтворюваність робочих характеристик біо-
сенсорів після різних серій іммобілізації біоло-
гічного матеріалу. Навіть при автоматизованій 
процедурі іммобілізації ферментів кожна серія 
біосенсорів може дещо відрізнятися за аналі-
тичними характеристиками, що є неприпусти-
мим при налагоджені промислового випуску 
біосенсорних приладів. Це обумовлюється, 
перш за все, неможливістю контролювати біо-
логічну активність матеріалу, що виконує роль 
біоселективного елемента сенсора (з одного 
боку може змінюватись вихідна активність 
ферменту, з іншого боку, відбувається її втрата 
в процесі іммобілізації та під час експлуатації 
та зберіганні готового сенсора). 

У потенціометричному методі детекції 
вимірюється потенціал на поверхні перетворю-
вача всередині мембрани, який змінюється під 
час ферментативної реакції. Потенціометричні 
біосенсори на основі рН-чутливих польових 
транзисторів є перспективними з огляду на 
використання групових технологій мікроелек-
троніки, які є найкращим засобом зниження 
собівартості окремого приладу при налаго-
дженні їхнього масового виробництва.

В роботі представлено порівняння ана-
літичних характеристик потенціометричних 
біосенсорів на основі креатиніндеімінази для 
різних методів іммобілізації фермента.

Матеріали і методи

Матеріали
Для створення біосенсора був вико-

ристаний мікробний фермент креатиніндеі-
міназа (КД), отриманий із Streptomyces sp., 
ліофільно висушений, з активністю 19 од. акт. 
мг-1 (Sigma-Aldrich). Сироватковий альбумін 
бика (БСА), креатинін та 25 % водний роз-
чин гліцерину був також фірми Sigma-Aldrich 
(США). Фотополімер полі(вініл)алкоголь, що 
містить стирилпіридин (PVA/SbQ), був фірми 
Toyo Gosei Kogyo Co.Ltd (Японія). 25% водний 
розчин глутарового альдегіду (ГА) був фірми 
Serva (Німеччина). Як робочі буферні розчи-
ни використовували KH2PO4-NaH2PO4 фірми 
Merck (Німеччина). 

Для приготування буфера «Полімікс» ви-
користовували реактиви фірми Merck (Німеч-
чина) та солі вітчизняного виробництва. Буфер 
«Полімікс» має стабільну буферну здатність 
у широкому діапазоні pH від 5 до 9. Готували 
його за таким складом: 2,5 мМ Трис, 2,5 мМ 
KH2PO4, 2,5 мМ лимонної кислоти, 2,5 мМ 
тетраборату натрію, 150 мМ NaCl. рН цього 
буфера регулювали титруванням або NaOH, 
або HCl. 

Для визначення pH-чутливості пере-
творювачів використовували стандартні рН-
калібрувальні розчини вітчизняного виробни-
цтва. Усі інші реактиви, як вітчизняного так 
і імпортного виробництва, були кваліфікації 
«ос.ч» і «х.ч».

Потенціометричні датчики та вимірю-
вальна система

В роботі використовували сенсорні 
чипи з диференційною парою рН-чутливих 
польових транзисторів. Розроблена тополо-
гія передбачала розміщення двох ідентичних 
р-канальних транзисторів на одному кристалі 
загальною площею 8х8 мм2 (ефективна площа 
для нанесення чутливих шарів складає біля 
12,5 мм2). Кристалічний чип з диференцій-
ною рН-ПТ-парою монтувався на спеціаль-
ній друкованій платі, його контактні площини 
з’єднувались з платою тонкими дротами та 
ізолювалися герметичним компаундом (рис. 1). 
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Рис. 1. Загальний вигляд біосенсорів на основі 
рН-чутливих польових транзисторів.

Для виготовлення рН-ПТ-структур вико-
ристовувались стандартні операції кремнієвої 
МОН-технології з формуванням підзатворного 
діелектричного шару із термічно окисленої 
плівки SiO2 товщиною 50 нм та осадженої в ре-
акторі зниженого тиску плівки Si3N4 товщиною 
50-70 нм. В якості підкладки використовува-
лись кремнієві пластини n-типу. Зигзагоподіб-
на геометрія затворної області транзистора з 
відношенням довжини каналу до його ширини 
рівним 100, забезпечувала достатньо високий 
коефіцієнт підсилення р-канальних транзис-
торів. Протон-селективні властивості транзис-
торів обумовлені рН-чутливим діелектричним 
шаром Si3N4. Величина pH-чутливості сенсор-
них елементів становила біля 40-45 мВ/рН,  
що при наявній крутизні перехідної вольт-
амперної характеристики транзистора в межах 
400-500 мкА/В забезпечувало рН-чутливість 
струму каналу порядку 16-23 мкА/рН. Вимі-
рювання відгуку рН-ПТ відбувалося за допо-
могою схеми прямого вимірювання струму 
в каналі польового транзистора з активним 
навантаженням. Порогова напруга для рН-ПТ 
була близько -2,5 В. Вимірювання проводились 
за умов: струм каналу близько 500 мкА, напру-
га стік-витік близько 2 В, підкладка з’єднана зі 
стоком [18]. 

Іммобілізація креатиніндеімінази
Для отримання біоселективних матриць 

використовували наступні методи іммобілізації 
креатиніндеімінази.

Іммобілізація в фотополімері PVA/SbQ
Варіант 1. 
Для отримання біоселективних матриць 

готувались робочі розчини на основі суміші 
КД:БСА:фотополімер PVA/SbQ (для чутливої 
біоселективної мембрани) та БСА:фотополімер 
PVA/SbQ (для референтної мембрани), які по-
тім наносились на чутливі ділянки потенціо-
метричного датчика.

Біологічно активну мембрану на основі 
креатиніндеімінази формували шляхом фото-
полімеризації в PVA/SbQ. Для цього готували 
10 % розчин PVA/SbQ в дистильованій воді, 
який нагрівали до 70-80 °С. Далі змішували 
розчин 10% креатиніндеімінази із наважкою 
БСА 10% по масі і додаванням 10% гліцерину 
(суміш для біоселективної мембрани). Окремо 
готували 10 % розчин БСА з додаванням 10% 
гліцерину для референтної мембрани. Суміш 
для біоселективної мембрани і PVA/SbQ у 
співвідношенні 1:1 по об’єму ретельно пере-
мішували для отримання гомогенного розчину. 
Суміш для приготування референтної мембра-
ни готували таким же чином, але замість сумі-
ші для біоселективної мембрани брали лише 
БСА. Отримані розчини об’ємом 0,1 – 0,2  мкл 
наносили на робочі поверхні рН-ПТ. Сенсор-
ний датчик з нанесеними мембранами роз-
міщували в камері опромінювальної системи 
Bio-Link BLX-365 з наступними параметрами: 
доза 20 Дж/м2, довжина ультрафіолетової хвилі 
365 нм, тривалість експозиції – від 10 до 20 хв.

Варіант 2. 
Для отримання біоселективних матриць 

готувались робочі розчини на основі суміші 
КД:БСА:фотополімер PVA/SbQ (для чутливої 
біоселективної мембрани) та БСА:фотополімер 
PVA/SbQ (для референтної мембрани), які 
одразу змішувались у співвідношенні 1:1 по 
об’єму, ретельно перемішувались потім нано-
сились на чутливі ділянки потенціометричного 
датчика. Далі готові, змішані з PVA/SbQ роз-
чини зберігалися при температурі -20°С , при 
кожної наступної іммобілізації розморожува-
лись, наносились на відповідні ділянки датчи-
ків, розміщувались в камері опромінювальної 
системи Bio-Link BLX-365 з наступними пара-
метрами: доза 20 Дж/м2, довжина ультрафіоле-
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тової хвилі 365 нм, тривалість експозиції – від 
10 до 20 хв.

Іммобілізація в парах глутарового аль-
дегіду

Для створення біоселективної мембрани 
готували розчин фермента (5 % креатиніндеі-
мінази + 5% БСА) в 20 мМ фосфатному, рН 7,2 
з додаванням гліцерину до кінцевої концентра-
ції 10 %. Для створення референтної мембрани 
готували 10 % БСА в тому ж самому буферно-
му розчині. Гліцерин до кінцевої концентрації 
10 % додавався для стабілізації ферменту при 
іммобілізації та для запобігання передчасному 
підсиханню розчину, нанесеного на поверхню 
перетворювача. Краплю суміші фермент-БСА 
наносили на одну частину чутливої поверхні 
перетворювача, на іншу – 10 % розчин БСА без 
фермента. Для полімеризації мембран датчики 
розміщували в ексикаторі в атмосфері насиче-
них парів ГА на 20-30 хв і потім підсушували 
на повітрі.

Іммобілізація в краплі глутарового аль-
дегіду

Для створення біологічно активної мемб-
рани готували розчин ферменту (10 % креати-
ніндеімінази + 10% БСА) в 20 мМ фосфатно-
му, рН 7,2 з додаванням гліцерину до кінцевої 
концентрації 10 %. Для створення референтної 
мембрани готували 20 % БСА в тому ж самому 
буферному розчині. Краплю суміші фермент-
БСА змішували з 1% розчином глутарового 
альдегіду у співвідношенні 1:1 по об’єму, ре-
тельно перемішували і наносили на одну час-
тину чутливої поверхні перетворювача в об’ємі 
0,1-0,2 мкл. Таким же чином наносили суміш 
для референтної мембрани на другу частину 
перетворювача. Після нанесення розчинів дат-
чики залишали на повітрі на 25-30 хвилин для 
полімеризації мембран. 

Типовий зовнішній вигляд мембрани на-
ведений на рис. 2.

Методика вимірювань

Всі вимірювання проводили при денно-
му світлі за кімнатної температури у відкри-

тій комірці об’ємом 2-3 мл при постійному 
перемішуванні. Перед використанням біо-
сенсори 20-30 хв витримували в 5 мМ калій-
фосфатному буфері, рН 7,2, для отримання 
стабільного базового сигналу. Концентрацію 
креатиніну змінювали, додаючи певні алікво-
ти його вихідного концентрованого розчину. 
Після отримання кожного відгуку біосенсори 
відмивали від продуктів реакції, змінюючи 
робочий буферний розчин мінімум 3 рази до 
повернення сигналу на базову лінію. Дослі-
дження проводилися щонайменше у двох – 
трьох повторах. Неспецифічні зміни вихідного 
сигналу, пов’язані з коливаннями температури, 
рН середовища та електричними наводками, 
були значно зменшені завдяки використанню 
в роботі диференційного режиму вимірювань.

Результати і обговорення

Принцип роботи біосенсора для визна-
чення креатиніну базується на наступній фер-
ментативній реакції:

		     КД
Креатинін + Н2О ---˃ N-Methylhydantoin + NH4

+

В ході реакції гідролізу креатиніну від-
бувається збільшення рН в ферментній мемб-
рані, що і реєструється рН-чутливим польовим 
транзистором. Це збільшення рН прямо про-
порційне концентрації креатиніну в розчині 
(рис. 3).

Рис. 2. Мікрозображення мембран.
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Рис. 3. Експериментальні відгуки 
потенціометричного біосенсора на основі 
креатиніндеімінази на додавання різних 

концентрацій креатиніну. Вимірювання прово-
дили в 5 мМ калій- фосфатному буфері, рН 7,2.

Для створення біоселективного елементу 
біосенсора на основі КД було використано різ-
ні методи іммобілізації ферменту: 1) ковалент-
не зв’язування молекул фермента з молекулами 

CHO

CH2

CH2

CH2

CHO

+ H2N-E
HC

OH
H
N

(CH2)3

CHO

+ H2N-EE

HC

OH
H
N

(CH2)3

HC

E

N
H

OH

E

Рис. 4. Реакція ковалентного зв’язування за допомогою глутарового альдегіду.

БСА глутаровим альдегідом (іммобілізація в 
насичених парах та краплі ГА) та 2) захват 
фермента в фотополімер PVA/SbQ (два різні 
варіанти).

Глутаровий альдегід – це біфункціональ-
ний агент, що містить дві альдегідні групи на 
обох кінцях ланцюга, які при нейтральних 
значеннях рН можуть реагувати з вільними 
аміногрупами фермента та/чи іншого білка 
(рис.  4). В цьому випадку дві альдегідні групи 
ГА реагують з аміногрупами фермента та білка 
носія, зшиваючи їх між собою і утворюючи та-
ким чином біоселективну мембрану. Ці зв’язки 
стійкі до різких змін рН та температури. За-
вдяки такій обробці фермент стає стабільні-
шим, однак недоліком даного процесу є деяке 
зниження активності ферменту та токсичність 
глутарового альдегіду.

PVA/SbQ (полі(вініл)алкоголь, що містить 
стирилпіридин) – це розчинний фотополімер, 
який під впливом ультрафіолетового світла по-
лімеризується та утворює сітку, в яку захоплю-
ються молекули фермента чи БСА [19] (рис.5).

Рис. 5. Реакція фотополімеризації із захватом фермента.
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На рис.6 наведено типові калібрувальні 
криві для різних методів іммобілізації КД.

Як видно з рис.6 лінійний діапазон ви-
значення креатиніну біосенсором на основі 
різних методів іммобілізації КД був приблизно 
однаковим (в межах від 0,08 до 3 мМ креати-
ніну). В той же час чутливість біосенсора до 
креатиніну була в 2 рази вища для варіанту 
іммобілізації в краплі ГА ніж в парах ГА, та в 
1,5 рази вища за іммобілізацію в фотополімері. 
Час відгуку при цьому був практично однако-
вим для всіх варіантів іммобілізації і складав 
від 1 до 3 хвилин в залежності від концентрації 
субстрата.

Відомо, що кожен фермент має як робо-
чий діапазон рН, так і його оптимум функці-
онування. З літератури відомо, що вільна КД 
мікробіального походження найефективніше 
працює в оптимальних значеннях рН, які скла-
дають 7 – 7,5 [20-21]. Проте, для подальшої 
роботи необхідно знати, яким саме оптимумом 
рН буде характеризуватися фермент в іммобілі-
зованому стані, оскільки процес іммобілізації 
може привести до суттєвих змін цих залежнос-
тей (рис. 7).

Рис. 6. Калібрувальні криві для визначення 
креатиніну для різних методів іммобілізації 

креатиніндеімінази (1 – ковалентне зшивання 
в краплі ГА, 2 - захват в фотополімері PVA/SbQ 
методом 1, 3 - захват в фотополімері PVA/SbQ 

методом 2, 4 – ковалентне зшивання в парах ГА). 
Вимірювання проводили в 5 мМ калій- фосфат-

ному буфері, рН 7,2.

Як видно з рис. 7, діапазон рН і рН-
оптимум для іммобілізованої в фотополімері 
КД збігається з відповідними параметрами 
вільного ферменту, що свідчить про відсут-
ність суттєвої модифікації просторової струк-
тури КД під час іммобілізації. В той же час, у 
випадку іммобілізації в ГА, оптимум рН зсу-
вався до рН 6,3. Але обидва методи іммобілі-
зації можуть бути використані для створення 
біоселективних елементів на основі КД.

Важливим параметром для вимірювань 
є також вплив на величину відгука буферної 
ємності та іонної сили робочого розчину. Було 
досліджено вплив різних концентрацій буфер-
ного розчину на відгуки біосенсора для різних 
методів іммобілізації (рис. 8). З рисунку видно, 
що збільшення концентрації фосфатного буфе-
ра від 2 до 20 мМ спричиняє зменшення вихід-
ного сигналу в 1,5 – 2 рази для всіх варіантів 
іммобілізації. Ця ситуація є звичайною для 
потенціометричних сенсорів і може бути по-
яснена асоціацією протонів або гідроксид-іонів 
з дисоційованими частинками буферу. Таким 
чином, чим вищою є концентрація робочого 
буфера і його буферна ємність, тим менший 

Рис. 7. Залежність відгуку біосенсора на 
основі КД, іммобілізованої різними методами 
(1 – ковалентне зшивання в краплі ГА, 2 – за-
хват в фотополімері PVA/SbQ). Вимірювання 
проводили в 5 мМ полімікс буфері із 40 мМ 

NaCl за кімнатної температури, концентрація 
креатиніну – 5 мМ. 
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зсув рН, а відповідно – менший відгук біосен-
сора і чутливість біосенсорного визначення. 

Необхідно зазначити, що при зміні кон-
центрації буферного розчину змінюється не 
лише буферна ємність, а й іонна сила розчину. 
Щоб перевірити, що саме є причиною змен-
шення відгуків біосенсора при зміні концен-
трації буфера (зміна іонної сили чи буферної 
ємності), було проведено вимірювання величи-
ни відгуку біосенсора на внесення креатиніну 
залежно від концентрації NaCl в розчині, тобто 
лише від зміни іонної сили робочого буфера 
(концентрація NaCl змінювалась від 2 до 100 
мМ) (рис. 9).

З рисунку видно, що збільшення кон-
центрації NaCl незначно впливає на величину 
відгуку біосенсора, тобто основним чинни-
ком впливу на відгук біосенсора на креати-
нін є саме буферна ємність розчину. Подібні 
результати були отримані і для інших методів 
іммобілізації креатиніндеімінази, і виявлену 
закономірність необхідно враховувати при ро-
боті з реальними зразками. 

Важливими аналітичними характеристи-
ками будь-якого біосенсора є відтворюваність 
його відгуків та стабільність при зберіганні 

сенсора. Щоб дослідити першу робочу харак-
теристику, ми протягом одного робочого дня 
отримували відгуки біосенсора на одну й ту ж 
саму концентрацію креатиніну, при цьому біо-
сенсор весь час між вимірюваннями залишався 
в робочому буферному розчині (рис. 10). 

Рис. 10. Відтворюваність відгуків біосенсора 
на основі КД, іммобілізованої різними мето-
дами (1 – ковалентне зшивання в краплі ГА, 

2 – захват в фотополімері PVA/SbQ методом 1, 
3 – ковалентне зшивання в парах ГА, 4 – захват 

в фотополімері PVA/SbQ методом 2) на 5  мМ 
креатинін. Вимірювання проводили в 5 мМ 

калій-фосфатному буфері, рН 7,2  
за кімнатної температури.

Рис. 9. Залежність відгуку біосенсора на основі 
КД, іммобілізованої захватом в фотополімері 
PVA/SbQ, від концентрації NaCl, доданої до 5 
мМ фосфатного буфера, рН 7,2. Вимірювання 

проводили за кімнатної температури, 
концентрація креатиніну – 5 мМ (1) та 1 мМ (2). 

Рис. 8. Залежність відгуку біосенсора на основі 
КД, іммобілізованої різними методами (1 – ко-
валентне зшивання в краплі ГА, 2 – захват в 

фотополімері PVA/SbQ) від буферної ємності ро-
бочого розчину. Вимірювання проводили в фос-
фатному буферному розчині, рН 7,2 за кімнатної 
температури, концентрація креатиніну – 5 мМ 

(а) та 1 мМ (б). 
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З рисунку видно, що всі отримані біо-
сенсори характеризувались високою відтво-
рюваністю сигналів протягом робочого дня. 
Відносне стандартне відхилення відгуків не 
перевищувало 5%. Цей тест свідчить, що роз-
роблений біосенсор можна використовувати 
для контролю концентрації креатиніну в діа-
лізній рідині в процесі гемодіалізу, тому що 
одна процедура гемодіалізу зазвичай триває 
3-4 години. 

Щодо стабільності при зберіганні 
(рис.  11), то найкращі результати були отрима-
ні у випадку ковалентної іммобілізації в краплі 
ГА при зберіганні потенціометричного біосен-
сора на основі креатиніндеімінази в 5 мМ фос-
фатному буфері, рН 7,2 за температури +4°C. 

Рис. 11. Стабільність відгуків при зберіганні для 
біосенсора на основі КД, іммобілізованої різними 
методами (1 – ковалентне зшивання в краплі ГА, 

2 – захват в фотополімері PVA/SbQ,  
3 – ковалентне зшивання в парах ГА) на 5 мМ 
креатинін. Сенсори зберігали в в 5 мМ калій-

фосфатному буфері, рН 7,2 за температури +4°C. 
Вимірювання проводили в 5 мМ  
калій-фосфатному буфері, рН 7,2  

за кімнатної температури.

Відгуки біосенсора залишались стабіль-
ними щонайменше протягом 150 днів. Збіль-
шення ж величини відгуку в перший місяць 
на 15-20  % було викликане релаксацією фер-
менту в розчині після іммобілізації в біоселек-
тивній мембрані. Через 5 місяців зберігання 
спостерігалось падіння величини відгуку на 
10-20  %. Для іммобілізації в фотополімері 

PVA/SbQ спостерігалась стабільність відгуків 
на протязі 4 місяців, в той час як для іммобі-
лізації в парах ГА величина відгуку сенсора 
впала на 50% за 100 днів зберігання. 

Висновки

В роботі досліджено основні аналітичні 
характеристики потенціометричного біосен-
сора на основі креатиніндеімінази при робо-
ті з модельними зразками та проведено їхнє 
порівняння для різних методів іммобілізації 
фермента. Виявлено, що всі сенсори характе-
ризуються подібним діапазоном роботи, часом 
відгуку та високою операційною стабільністю. 
В той же час чутливість біосенсора до креати-
ніну в розчині була в 2 рази вища для варіанту 
іммобілізації в краплі ГА. Стабільність при 
зберіганні була високою для всіх методів ім-
мобілізації, за виключенням іммобілізації в 
парах ГА, коли величина відгуку сенсора впала 
на 50% за 100 днів зберігання. Залежності від 
умов проведення експериментів були типови-
ми для ферментних біосенсорів та не залежали 
від методу іммобілізації фермента.

Таким чином, вибір методу іммобілізації 
креатиніндеімінази залежить виключно від 
поставлених завдань та технологічності самої 
процедури іммобілізації для застосування її в 
подальшому для масового виробництва біосен-
сорів. Лінійний діапазон визначення креатині-
ну є цілком придатним для подальшої роботи з 
реальними зразками крові та діалізної рідини 
при розведенні їх в 10 разів.

Подяка

Роботу частково виконано за підтримки 
Національного фонду досліджень України в 
рамках конкурсу проектів НДР «Наука для 
безпеки і сталого розвитку України» (проєкт 
№ 2021.01/0010) та фонду Саймонс (США) 
(грант № 1290589).
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Summary
An important issue in the development of biosensors is the choice of the enzyme immobilization

method and the reproducibility of the performance characteristics of biosensors after different series of 
immobilization of biological material. The paper presents a comparison of analytical characteristics of 
potentiometric biosensors based on creatinine deiminase for different enzyme immobilization methods.

Sensor chips with a differential pair of pH-sensitive field-effect transistors and the enzyme 
creatinine deiminase were used to create the biosensor. Immobilization was carried out by the method 
of covalent binding of enzyme molecules with glutaraldehyde and by entrapment of the enzyme in 
PVA/SbQ photopolymer.

It was found that all sensors are characterized by a similar operating range, response time and 
high operational stability. At the same time, the sensitivity of the biosensor to creatinine was 2 times 
higher for the variant of immobilization in a drop of glutaraldehyde. Storage stability was high for 
all immobilization methods, with the exception of immobilization in glutaraldehyde vapors, when 
the value of the sensor response dropped by 50% after 100 days of storage. The dependences on 
the experimental conditions were typical for enzyme biosensors and did not depend on the enzyme 
immobilization method. The linear range of creatinine determination is quite suitable for further work 
with real blood samples and dialysis fluid when diluted 10 times.

It has been established that the choice of the immobilization method of creatinine deiminase 
depends solely on the tasks and the manufacturability of the immobilization procedure itself for its 
subsequent use for the mass production of biosensors.

Keywords: Ion-selective field-effect transistor, biosensor, creatinine deiminase, creatinine 
analysis, immobilization
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Реферат
Важливим питанням розробки біосенсорів є вибір методу іммобілізації фермента та від-

творюваність робочих характеристик біосенсорів після різних серій іммобілізації біологічного 
матеріалу. В роботі представлено порівняння аналітичних характеристик потенціометричних 
біосенсорів на основі креатиніндеімінази для різних методів іммобілізації фермента.

Для створення біосенсора використовували сенсорні чипи з диференційною парою рН-
чутливих польових транзисторів та фермент креатиніндеіміназа. Іммобілізацію проводили 
методом ковалентного зв’язування молекул фермента глутаровим альдегідом та за допомогою 
захвату фермента в фотополімер PVA/SbQ.

Виявлено, що всі сенсори характеризуються подібним діапазоном роботи, часом відгуку 
та високою операційною стабільністю. В той же час чутливість біосенсора до креатиніну була 
в 2 разів вища для варіанту іммобілізації в краплі глутарового альдегіду. Стабільність при 
зберіганні була високою для всіх методів іммобілізації, за виключенням іммобілізації в парах 
глутарового альдегіду, коли величина відгуку сенсора впала на 50% за 100 днів зберігання. 
Залежності від умов проведення експериментів були типовими для ферментних біосенсорів 
та не залежали від методу іммобілізації фермента. Лінійний діапазон визначення креатиніну є 
цілком придатним для подальшої роботи з реальними зразками крові та діалізної рідини при 
розведенні їх в 10 разів.

Встановлено, що вибір методу іммобілізації креатиніндеімінази залежить виключно від 
поставлених завдань та технологічності самої процедури іммобілізації для застосування її в 
подальшому для масового виробництва біосенсорів.

Ключові слова: іон-селективний польовий транзистор, біосенсор, креатиніндеіміназа, 
аналіз креатиніну, іммобілізація


