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Анотація. Дана експериментальна робота присвячена розробленню нового кондуктоме-
тричного біосенсора з покращеними аналітичними характеристиками для кількісної детекції се-
човини. Біоселективний елемент біосенсора було виготовлено шляхом адсорбції рекомбінантної
уреази на кондуктометричному перетворювачі, модифікованому тонким шаром нанопористих
частинок силікаліту (d = 250 нм). Під час розробки біосенсора було вивчено вплив параметрів
розчину на його функціонування. Досліджено величину відгуків біосенсора на основі реком-
бінантної уреази в залежності від концентрації білку в аналізованому розчині. Перевірено, як
змінюються відгуки запропонованого біосенсора при різній іоній силі та буферній ємності
аналізованого розчину. Розроблений біосенсор мав ряд важливих переваг, таких як швидкість
відгуку, простота використання, відсутність потреби у застосуванні токсичних агентів при ви-
готовленні, висока відтворюваність сигналів при безперервній роботі (RSD  = 5%), розширений
лінійний діапазон знаходився в межах 0,02–9 мМ, висока операційна стабільність протягом
щонайменше 19 днів зберігання.
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Вступ

В організмі людини сечовина синтезуєть-
ся в печінці як кінцевий продукт детоксика-
ції ендогенного аміаку, що утворюється при 
розпаді білків та інших азотовмісних сполук. 
Синтезована сечовина вивільняється з печінки 
в кров і транспортується до нирок, де вона 
фільтрується і виводиться із сечею. У нормі 
концентрація сечовини в крові людини складає 
від 2,5 до 7,5  мМ [1], але швидкість її синте-
зу, і відповідно концентрація, частково збіль-
шуються при вживанні понаднормово збага-
ченою білками їжу, посиленим ендогенним 
катаболізмом в умовах голодування чи при 
пошкодженні тканин. Надмірна концентрація 
сечовини в організмі людини відповідає за різ-
ні серйозні захворювання, такі як розлад трав-
лення, підвищена кислотність, виразки [2], рак 
[3], порушення роботи нирок, ниркова недо-
статність [4], обструкція сечовивідних шляхів, 
зневоднення [5], шок, опіки, шлунково-киш-
кова кровотеча [6] тощо. Відомо, що значно 
підвищений рівень сечовини (50-150  мМ) в  
крові вказує на тяжку дисфункцію нирок [7]. 
Такий аномальний рівень може бути зменше-
ний до близько 10 мМ за допомогою процедур 
гемодіалізу або перитонеального діалізу [8]. 
Крім того, рівень сечовини нижче нормально-
го може спричинити печінкову недостатність, 
нефротичний синдром, кахексію тощо [9, 10]. 

У харчовій промисловості тестування се-
човини в молочних продуктах протягом пев-
ного періоду є дуже значущим, оскільки це 
призводить до зниження витрат на корм, біль-
шого виходу молочного білка, зниження фаль-
сифікації [11, 12]. 

Контроль концентрації сечовини в грунтах 
та водоймах є також важливим для екологіч-
ного моніторингу. Певний рівень сечовини 
в річках або ґрунтових водах свідчить про 

забруднення стічними водами [13]. Високий 
вміст сечовини є однією з причин цвітіння 
водоростей [14, 15]. Поясненням збільшення 
цієї речовини у водоймах, є щорічне світо-
ве виробництво сечовини, яке перевищує 100 
мільйонів тонн, більшість з яких використо-
вується як добриво. Надмірне ж внесення цих 
азотних добрив може призвести до проблем 
зі шкідниками, збільшуючи їх чисельність, 
тривалість життя та загальну пристосованість. 
Також, сечовина може бути відповідальною 
за зниження pH ґрунту, що може впливати на 
врожайність [16]. Таким чином, кількісне та 
якісне виявлення сечовини становить великий 
інтерес та є надзвичайно необхідним у галузях 
харчової промисловості, медицини, охорони 
навколишнього середовища, тощо.

На сьогоднішній день вже розроблено ба-
гато методів аналізу концентрації сечовини, 
найбільш поширеними є пристрої на основi: 
газової хроматографії [17], калориметрії [18, 
19] та флуорометрії [20]. Однак, недоліками 
наведених методів є складність попередньої 
підготовки зразків, довготривалість аналізу, 
потреба у висококваліфікованому персоналі і 
неможливість використання запропонованих 
методів для on-line аналізу.

Альтернативою наведеним вище методам 
є мініатюрні аналітичні пристрої – біосенсори, 
використання яких дасть змогу позбавитись 
вищезазначених недоліків. На даний момент 
розроблено значну кількість біосенсорів для 
аналізу сечовини, серед яких потенціометричні 
[21-23], кондуктометричні [24-26], амперо-
метричні [27-29]. Але, не зважаючи на зна-
чну кількість уреазних біосенсорів, всі вони 
мають два суттєвих недоліки, а саме, вузький 
лінійний діапазон визначення, що повʼязаний 
з використанням ензиму уреази з бобів сої, та 
вибір найпоширеніших способів іммобілізації, 

Відповідно, враховуючи високі аналітичні параметри розробки, було доведено перспек-
тивність застосування біосенсора на основі рекомбінантної уреази, адсорбованої на силікаліті, 
для медичної діагностики концентрації сечовини в складних багатокомпонентних біологічних 
рідинах.

Ключові слова: сечовина, рекомбінантна уреаза, ниркова недостатність, медична діагнос-
тика, кондуктометрія, біосенсор, силікаліт, цеоліти
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а саме ковалентного зв’язування [30], фізичної 
адсорбції [31], поєднання із полімерами [28, 
32-33], чи зв’язування із поверхнею перетво-
рювача [34, 35], яким в свою чергу, притаманні 
такі проблеми як швидка втрата активності 
іммобілізованого ензиму, низька відтворюва-
ність сигналів біосенсора, проблеми пов’язані 
з токсичністю агентів іммобілізації, тощо. Для 
вирішення недоліків існуючих уреазних біо-
сенсорів для визначення сечовини, ми запро-
понували як біочутливий елемент використо-
вувати рекомбінантну уреазу (РУ) з E. сoli, що 
характеризується підвищеною Km для розши-
рення та зсуву в область високих концентрацій 
сечовини лінійного діапазону роботи біосенсо-
ра. Як іммобілізуючий агент ми запропонували 
новий носій – цеоліт, а саме один з його  різно-
видів – силікаліт. Оскільки, як вже відомо, цео-
літи представляють значний інтерес для іммо-
білізації білків [36] і особливо різних ензимів 
завдяки великій площі поверхні, жорсткими і 
добре визначеними пористими структурами, 
термостабільності та гідрофільності [37]. Ад-
сорбція ензимів на цеолітах – це м’який та не-
токсичний метод іммобілізації, який дозволяє 
зберегти активність та біодоступність ензимів 
в складі біосенсорів. Перспективні результати 
даного методу іммобілізації були отримані для 
низки ензимних біосенсорів [38-40]. 

Отже, мета цієї роботи полягала в роз-
робці нового кондуктометричного біосенсора 
на основі адсорбованої на силікаліті РУ, що 
буде характеризуватись значними перевагами 
у порівнянні з відомими розробками. Впро-
вадження у повсякденну практику нового ме-
тоду експрес-аналізу концентрації сечовини 
має життєво важливе значення, особливо для 
медичної діагностики та екологічного моніто-
рингу довкілля. 

Матеріали і методи	

У роботі було використано ензим РУ (EC 
3.5.1.5) з E. coli, активністю 150 од. акт./мг біл-
ку, виробництва фірми «USBiological» (США), 
бичачий сироватковий альбумін (БСА, фракція 
V) та сечовину отримано від «Sigma-Aldrich 
Chemie» (Німеччина),  гліцерин виробництва 

«Макрохім» (Україна), NaCl отримано від 
«Sigma-Aldrich» (США) Як буферний розчин 
використовували однокомпонентний фосфат-
ний буфер на основі KH2PO4, рН якого титру-
вали NaOH фірми «Merck» (Німеччина). Всі 
інші хімічні речовини, використані в роботі, 
були вітчизняного виробництва та ступеню 
чистоти х.ч. або ч.д.а. Для приготування роз-
чинів використовували дистильовану або уль-
трачисту воду.

Перетворювачі та схема 
експериментальної установки для 
кондуктометричних вимірювань

В роботі використовувались кондукто-
метричні перетворювачі (КП), виготовлені 
згідно наших рекомендацій в Інституті фізики 
напівпровідників імені В.Є. Лашкарьова (м. 
Київ, Україна). Вони мають розмір 5×30 мм 
і складаються з двох пар ідентичних золотих 
гребінчастих електродів, нанесених на сита-
лову підкладку. Детальний опис конструкції 
перетворювача та методики його виготовлен-
ня і використання приведено в попередній 
роботі [41].

На рис. 1 представлено схему експери-
ментальної кондуктометричної установки 
для проведення вимірів з КП. На одну пару 
електродів (1) наносили робочу мембрану на 
основі РУ (3). На другу пару електродів (2) на-
носили референтну мембрану на основі БСА 
(4). Також кондуктометрична схема включала в 
себе портативний кондуктометр «МCР-3» (5), 
тримач для біосенсора (6) і штатив (7). При 
проведенні вимірювань на основу штативу 
встановлюють робочу комірку (8) з досліджу-
ваним розчином (9), а весь сенсорний блок 
встановлюють на магнітний перемішуючий 
пристрій (10). Портативний  вимірювальний 
прилад «MCP-3» підключається до електро-
мережі через адаптер мережі живлення (11), до 
біосенсору – сполучними дротами через кон-
такт (12), а до персонального комп’ютера (13) 
зі встановленим пакетом відповідного про-
грамного забезпечення – через контакт (14). 
Вимірювання проводили при частоті струму 
37 кГц та амплітуді 14 мВ. 
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Процедура виготовлення 
біоселективних елементів

Раніше нами було розроблено метод моди-
фікації фізичних перетворювачів з використан-
ням силікаліту. Детальна методика представ-
лена в роботі [42]. Для досліджень використо-
вували КП, попередньо покриті силікалітом. 
На одну пару електродів наносили 0,15 мкл 
5% розчину РУ у 20 мМ фосфатному буфері, 
рН 6,5, а на іншу (еталонну) пару – 0,15 мкл 
5% розчину БСА в аналогічному буфері, після 
чого перетворювач піддавали повному вису-
шуванню на повітрі (протягом 15-20 хв). Піс-
ля іммобілізації біосенсор промивали свіжи-
ми порціями фосфатного буферного розчину 
протягом 10–15 хв для видалення незв’язаних 
компонентів біомембран. Між вимірюваннями 
біосенсор зберігали в сухому стані за темпера-
тури +4°С.

Методика проведення біосенсорних 
вимірювань 

Вимірювання проводили за кімнатної тем-
ператури у відкритій вимірювальній комірці (2 
мл), заповненій робочим буферним розчином 
(10 мМ фосфатний буферний розчин, pH 7,35) 

при постійному перемішуванні. Необхідну 
концентрацію модельного розчину сечовини 
для вимірювань в комірці отримували шля-
хом додавання аліквот стокового розчину се-
човини до буферного розчину. Неспецифічні 
зміни вихідного сигналу, пов’язані з локаль-
ними змінами температури, рН і випадковими 
електричними струмами, усувалися за допо-
могою використання диференційного режиму 
вимірювання.

Результати і обговорення

Характеристика силікаліту
Отримані зразки наночастинок силікаліту 

були охарактеризовані за допомогою рентге-
нівської дифракції на приладі Philips PW 1729 
та з використанням скануючої електронної 
мікроскопії (СЕМ) на приладі 400 Quant FEI.

Площу поверхні зразків було визначено 
за допомогою багатоточкового БЕТ-аналізу, 
тоді як розмір пор було отримано методами 
Сайто-Фолі (С-Ф) та t-діаграми. Морфологію 
та середній розмір наночастинок силікаліту 
можна побачити на рис. 2.

Виходячи з різних методів досліджень, 
більш детальні параметри синтезованого си-
лікаліту наведені в табл. 1.

Рис. 1. Схема кондуктометричної установки на основі портативного аналізатора  «МCР-3».
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Рис. 2. Морфологія частинок силікаліту  
за результатами СЕМ.

Табл. 1
Характеристика наночастинок силікаліту

Розмір частинок Площа поверхні Розмір пор

≈250 нм 296 м2/г 0,42 нм

СЕМ С-Ф метод С-Ф метод

Вплив параметрів розчину на 
функціонування біосенсора на основі 
адсорбованої на силікаліті РУ 

Принцип роботи запропонованого в роботі 
кондуктометричного біосенсора на основі ад-
сорбованої на силікаліті РУ, ґрунтується на ен-
зиматичній реакції, представленій рівнянням:

 			           РУ
(NH2)2CO + 2H2O + H+    →   2NH4

+ + HCO3
-

В процесі проходження ензиматичної 
реакції збільшується локальна концентрація 
іонів в мембрані. Це, відповідно, призводить 
до зміни провідності розчину, яка реєструєть-
ся кондуктометричним перетворювачем [42]. 
Ці зміни і, відповідно, відгуки біосенсора є 
пропорційними до концентрації аналізованого 
субстрату, тобто сечовини. 

Як вже згадувалось, в основі кондуктоме-
тричного методу лежить вимірювання зміни 

провідності аналізованого розчину. Ця зміна 
провідності може залежати як від самої ен-
зиматичної реакції, так і від характеристик 
розчину, в якому ця реакція відбувається. Тому 
передусім було досліджено вплив параметрів 
розчину (буферна ємність, іонна сила, концен-
трація білку в розчині) на величину відгуку 
біосенсора на основі адсорбованої на силіка-
літі РУ.

Буферна ємність крові людини є відносно 
високою завдяки наявності великих концентра-
цій білків та солей у ній. Щоб уникнути впли-
ву буферної ємності крові на функціонування 
кондуктометричного біосенсора, концентрація 
робочого буфера у вимірювальній комірці по-
винна бути не менше 5 мМ. На рис. 3 наведено 
залежності величин відгуків біосенсора від 
концентрації сечовини за різних концентра-
цій робочого буферного розчину (2,5; 5; 10; 
25  мМ). 

Рис. 3. Залежність величин відгуків біосенсора 
на основі адсорбованої на силікаліті РУ на різні 

концентрації сечовини при різних концентраціях 
робочого буферного розчину (1 – 2,5 мM,  

2 – 5 мM, 3 – 10 мM та 4 – 25 мM). Вимірювання 
проводились у фосфатному буфері, рН 7,35.

З графіка видно, що зі збільшенням бу-
ферної ємності величина відгуків на сечовину 
зменшується. Зниження відгуків на субстрат у 
разі збільшення концентрації робочого буфер-
ного розчину пов’язано зі зростанням фонової 
провідності та буферної ємності. Як видно, зі 
збільшенням буферної ємності, відгуки біосен-
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сора на сечовину зменшуються, але не прин-
ципово, тож для подальших досліджень було 
використано концентрацію робочого буфера 
10 мМ. 

Однією з важливих характеристик буфер-
ного розчину, що може негативно впливати на 
відгук кондуктометричного біосенсора, є іонна 
сила. Відомо, що сольовим компонентом крові 
є хлорид натрію з концентрацією близько 150 
мМ. Щоб дослідити цей вплив, було проведено 
вимірювання величини сигналу біосенсора на 
сечовину при додаванні у аналізований розчин 
різних концентрацій NaCl (від 1 до 350 мМ) 
(рис. 4). 

Рис. 4. Залежність величин відгуків біосенсора 
на основі адсорбованої на силікаліті РУ  
від концентрації NaCl у аналізованому 

середовищі. Вимірювання проводились у 10 мМ 
фосфатному буфері, рН 7,35. Концентрація  

сечовини становила 10 мМ.

З отриманого графіка видно, що зі збіль-
шенням іонної сили відгук на концентрацію 
субстрату зменшується за експонентою. При 
концентрації 350 мМ NaCl у робочому буфер-
ному розчині, величина сигналу становить 
лише 34% від початкового відгуку на сечовину 
без додавання NaCl у комірку. Одна з головних 
причин такої залежності пов’язана зі зростан-
ням фонової провідності розчину.

Відомо, що на нормальне функціонування 
електрохімічних біосенсорів часто негатив-
но може впливати наявність білків в аналізо-
ваному середовищі за рахунок механічного 

забруднення біомембран, а відповідно змен-
шення їх проникності. Враховуючи можливе 
неспецифічне зв’язування іммобілізованої РУ 
з білками крові, що може впливати на резуль-
тати аналізу з використанням біосенсора, ми 
дослідили зміну чутливості біосенсора на різні 
концентрації сечовини при додаванні різних 
концентрацій БСА в аналізоване середовище 
(Табл.2).

Табл. 2
Залежність величини сигналів біосенсора  

на основі адсорбованої на силікаліті РУ  
від концентрації БСА в розчині

К
он

це
нт

ра
ці

я 
се

чо
ви

ни
, м

М

Відгуки біосенсора 
за різних концентрацій БСА, мкСм

0%
БС

А

0,
1%

БС
А

0,
25

%
БС

А

0,
5%

БС
А

1%
БС

А

0,5 48 45 46 45 46

2 151 155 158 158 149

5 262 271 271 270 257

10 357 369 369 365 349

15 416 423 429 427 414

25 515 509 506 507 493

Аналізуючи результати експерименту, 
встановлено, що біосенсорного сигналу на 
внесення БСА у вимірювальну комірку не 
спостерігалося, і не було виявлено істотного 
впливу БСА на величину відгуків кондукто-
метричного біосенсора на основі адсорбованої 
на силікаліті РУ. Отже, присутність високомо-
лекулярної фракції білку в робочому буфері 
у концентраціях що можуть бути присутні в 
реальних біологічних рідинах (з врахуванням 
розведення) не призводить до виникнення не-
специфічного відгуку та не впливає на величи-
ну відгуку біосенсора на основі РУ, адсорбова-
ної на силікаліті.

Стабільність функціонування 
біосенсора на основі адсорбованої 
на  силікаліті РУ

Відтворюваність та операційна стабіль-
ність є одними з найважливіших характерис-
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тик стабільної роботи біосенсорів. Для дослі-
дження відтворюваності ми протягом одного 
робочого дня, з інтервалом у 30 хв, отримували 
відгуки біосенсора на одну й ту саму концен-
трацію субстрату (10 мМ). При цьому біосен-
сор весь час між вимірюваннями залишався у 
робочому буфері з постійним перемішуванням. 
Відносне стандартне відхилення при біосен-
сорному вимірюванні концентрації сечовини 
складало 5%, що є прийнятним (рис. 5). Саме 
тому запропонований біосенсор на основі ад-
сорбованої на силікаліті РУ має високу пер-
спективність застосування для аналізу сечо-
вини у реальних біологічних зразках хворих.

Рис. 5. Відтворюваність сигналів біосенсора  
на основі адсорбованої на силікаліті РУ протягом 

одного робочого дня при безперервній роботі. 
Концентрація сечовини – 10 мМ.  

Вимірювання проводились у 10 мМ  
фосфатному буфері, рН 7,35.

                                 
Поширеним недоліком біосенсорів на 

основі методів іммобілізації по принципу фі-
зичної адсорбції ензимів є те, що останні мо-
жуть поступово вимиватися робочим розчином 
через слабкий зв’язок між ензимом та адсор-
бентом. Тому важливо було перевірити ста-
більність роботи біосенсора протягом певного 
часу. З цією метою, ми протягом 19 днів екс-
перименту отримували по 5 відгуків уреазного 
біосенсора на однакову концентрацію сечови-
ни. Під час експерименту, між вимірюваннями, 

біосенсор зберігався за кімнатної температури 
у сухому стані. За період тестування відгуки 
біосенсора не зазнали значної втрати активнос-
ті, що є дуже гарним показником операційної 
стабільності (рис. 6).

Рис. 6. Операційна стабільність сигналів 
біосенсора на основі адсорбованої на силікаліті 

РУ протягом 19 днів функціонування. 
Концентрація сечовини – 10 мМ.  

Вимірювання проводились у 10 мМ  
фосфатному буфері, рН 7,35.

З метою вивчення аналітичних параметрів 
біосенсора для можливості подальшого аналізу 
сечовини в біологічних рідинах було проана-
лізовані типові сигнали біосенсора на різні 
концентрації сечовини та побудована детальна 
калібрувальна крива (рис. 7). 

Рис. 7. Залежність величини відгуку біосенсора 
на основі адсорбованої на силікаліті РУ від 

концентрації сечовини в розчині. Вимірювання 
проводились у 10 мМ фосфатному буфері, pH 7,35.
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Теоретично, лінійна ділянка цієї калібру-
вальної кривої може бути використана надалі 
для аналізу концентрації сечовини в реальних 
біологічних зразках хворих на ниркову недо-
статність. Отримані відгуки та побудовану ка-
лібрувальну криву аналізували стосовно їх 
аналітичних характеристик: динамічного діа-
пазон роботи, який знаходився в межах 0-20 
мМ, лінійний діапазон складав 0,02-9 мМ се-
човини, мінімальна межа детекції сечовини 
дорівнювала 20 мкМ. 

Розроблений біосенсор на основі адсор-
бованої на силікаліті РУ характеризується від-
мінними аналітичними характеристиками, є 
високо стабільним при роботі та селективним 
до цільового субстрату відносно найбільш 
впливових інтерферентів крові. Відповідно, 
в подальшому, він може з успіхом використо-
вуватись при аналізі сироватки крові/діалізної 
рідини пацієнтів із захворюванням нирок.

Висновки

Дана експериментальна робота була спря-
мована на розробку, адаптацію та оптиміза-
цію нового моноензимного кондуктометрич-
ного біосенсора для визначення сечовини в 
модельних та реальних біологічних зразках. 
Біосенсор створений на основі РУ з E. coli і 
призначений для точного визначення концен-
трації сечовини в діалізній рідині та сироватці 
крові хворих на ниркову недостатність. Біо-
сенсор було створено шляхом іммобілізації РУ 
на чутливій поверхні гребінчастих електродів 
кондуктометричного перетворювача з викорис-
танням методики адсорбції на силікаліті.

В процесі дослідження було перевірено 
вплив різних концентрацій буферу на відгуки 
кондуктометричного біосенсора, хлориду на-
трію та різних концентрацій білку як основних 
складових компонентів сироватки крові, які 
можуть впливати на результати вимірювання. 
Показана відсутність інтерференції з боку ком-
понентів матриці. Біосенсор характеризувався 
хорошою відтворюваністю відгуків на дода-
вання модельного розчину сечовини (RSD=5 
%) та високою операційною стабільністю сиг-
налів протягом 19 діб. 

З метою перевірки можливісті подаль-
шого застосування розробленого біосенсора 
для детекції сечовини в реальних біологічних 
зразках, було проаналізовано його аналітичні 
характеристики. Лінійний діапазон роботи біо-
сенсора знаходився в широких вимірювальних 
межах від 0,02 до 9 мМ, мінімальна межа ви-
значення – 20 мкМ. Показано значне розши-
рення лінійного діапазону визначення сечо-
вини внаслідок застосування рекомбінантного 
ензиму. Це дає змогу проводити вимірювання 
зразків, що містять високу концентрацію сечо-
вини, без значного їх розведення.

Таким чином, кондуктометричний біосен-
сор на основі РУ з E. Coli, адсорбованої на 
силікаліті, можна розглядати як перспективний 
аналітичний інструмент для високочутливого 
визначення концентрації сечовини в реальних 
біологічних зразках хворих на ниркову недо-
статність.
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Abstract. This experimental work is devoted to the development of a new conductometric
biosensor with improved analytical characteristics for the quantitative detection of urea. The
bioselective element of the biosensor was manufactured by adsorption of recombinant urease on a
conductometric transducer modified with a thin layer of nanoporous silicalite particles (d = 250 nm).
During the development of the biosensor, the influence of solution parameters on its functioning
was studied. Namely, the magnitude of the responses of the biosensor based on recombinant urease
depending on the protein concentration in the analyzed solution was studied. It was checked how
the responses of the proposed biosensor change at different ionic strength and buffer capacity of
the analyzed solution. The developed biosensor had a number of important advantages, such as fast
response, ease of use, no need to use toxic agents during fabrication, high signal reproducibility during
continuous operation (RSD = 5%), extended linear range within 0.02–9 mM, and high operational
stability for at least 19 days of storage. Accordingly, taking into account the good analytical parameters
of the development, the high prospect of using the biosensor based on recombinant urease adsorbed on
silicalite for medical diagnostics of urea concentration in complex multicomponent biological fluids
was proven.

Keywords: urea, recombinant urease, kidney failure, medical diagnostics, conductometry,
biosensor, silicalite, zeolites


