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Ââåäåíèå
Ïèùåâàÿ ïðîìûøëåííîñòü, à òàêæå êëèíè÷åñêàÿ

äèàãíîñòèêà íóæäàþòñÿ â èçáèðàòåëüíûõ, ÷óâñòâè-
òåëüíûõ è ýêñïðåññíûõ ìåòîäàõ àíàëèçà, ïîçâîëÿþ-
ùèõ âûÿâèòü ãëàâíûå ñîñòàâíûå ÷àñòè ïðîäóêòîâ
ïèòàíèÿ èëè ïðîäóêòîâ îáìåíà âåùåñòâ, ÷òî äàñò
âîçìîæíîñòü áûñòðî è òî÷íî îïðåäåëÿòü êà÷åñòâî
ïðîäóêòîâ, à òàêæå ïðèçíàêè áîëåçíåé èëè ôèçèîëîãè-
÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ ÷åëîâåêà. Ìîëî÷íàÿ êèñëîòà
(CH3CHOHCOOH) îòíîñèòñÿ ê ÷èñëó íàèáîëåå âàæ-
íûõ äëÿ àíàëèçà âåùåñòâ, ïîñêîëüêó îíà ÿâëÿåòñÿ
óíèâåðñàëüíûì ïðîäóêòîì îáìåíà âåùåñòâ ïðàêòè-
÷åñêè ó âñåõ æèâûõ îðãàíèçìîâ, êîíå÷íûì ïðîäóê-
òîì òêàíåâîãî îáìåíà ãëþêîçû ïðè íåõâàòêå êèñëîðî-
äà, à òàêæå íàòóðàëüíûì èëè èñêóññòâåííûì êîìïî-
íåíòîì ìíîãèõ ïèùåâûõ ïðîäóêòîâ [1]. Âûñîêîýôôåê-
òèâíûå è íåäîðîãèå áèîñåíñîðû íà ëàêòàò (ìîëî÷íóþ
êèñëîòó) ìîãóò íàéòè øèðîêîå ïðèìåíåíèå â êëèíè-
÷åñêîé äèàãíîñòèêå, ñïîðòèâíîé ìåäèöèíå, êîíòðîëå
êà÷åñòâà ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ, ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîãî
ñûðüÿ, êîíòðîëå ïðîöåññîâ ôåðìåíòàöèé, ïðîäóêòîì
êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ìîëî÷íàÿ êèñëîòà.

Áîëüøèíñòâî ýëåêòðîõèìè÷åñêèõ áèîñåíñîðîâ ñî-
ñòîèò èç ôåðìåíòà (îêñèäàçû), îêèñëÿþùåãî ñóá-
ñòðàò ñ âûäåëåíèåì ïåðîêñèäà âîäîðîäà è ÷óâñòâè-
òåëüíîãî ýëåìåíòà, îòâå÷àþùåãî çà îïðåäåëåíèå ïå-
ðîêñèäà âîäîðîäà íà ðàáî÷åì ýëåêòðîäå. ×àùå âñåãî
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Ïóòåì èììîáèëèçàöèè ëàêòàòîêñèäàçû â ïëåíêó ïðîâîäÿùåãî ïîëèìåðà, ïîëó÷åííîãî ïðè
ýëåêòðîïîëèìåðèçàöèè òðèýòèë-(12-ïèððîë-1-èë-äîäåöèë) òåòðàôòîðáîðàòà àììîíèÿ, íà ïî-
âåðõíîñòè ïëàíàðíûõ ýëåêòðîäîâ, ìîäèôèöèðîâàííûõ Áåðëèíñêîé ëàçóðüþ, ñîçäàí áèîñåí-
ñîð íà ëàêòàò ñ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ (190±14 ìÀ/Ì.ñì2), ñ ëèíåéíûì äèàïàçîíîì
ãðàäóèðîâî÷íîãî ãðàôèêà 5×××××10–7–5×××××10–4  Ì,  è  ñ âûñîêîé îïåðàöèîííîé ñòàáèëüíîñòüþ.
Ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ðàçðàáîòàííîãî áèîñåíñîðà äëÿ àíàëèçà êà÷åñòâà ïèùå-
âûõ ïðîäóêòîâ (êâàñà).

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Áåðëèíñêàÿ ëàçóðü, ëàêòàòîêñèäàçà, ïëàíàðíûå ýëåêòðîäû,
áèîñåíñîð, ýëåêòðîõèìè÷åñêàÿ ïîëèìåðèçàöèÿ, ýëåêòðîàíàëèç, îïðåäåëåíèå ìîëî÷-
íîé êèñëîòû.

äëÿ ýòèõ öåëåé èñïîëüçóåòñÿ ïëàòèíîâûé ðàáî÷èé
ýëåêòðîä [2]. Îäíàêî íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íàèáîëåå
ýôôåêòèâíûìè äàò÷èêàìè íà ïåðîêñèä âîäîðîäà ñ÷è-
òàþòñÿ ýëåêòðîäû, ìîäèôèöèðîâàííûå Áåðëèíñêîé
ëàçóðüþ, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò èçáèðàòåëüíî îïðåäåëÿòü
ïåðîêñèä âîäîðîäà ïî ðåàêöèè åãî âîññòàíîâëåíèÿ â
ïðèñóòñòâèè êèñëîðîäà [3].

Âïåðâûå ïðèìåíåíèå ýëåêòðîäîâ, ìîäèôèöèðîâàí-
íûõ Áåðëèíñêîé ëàçóðüþ, äëÿ ðàçðàáîòêè áèîñåíñîðîâ
áûëî ïîêàçàíî â íàøåé ëàáîðàòîðèè â 1994 ã. [4]. Â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ýëåêòðîäû íà îñíîâå Áåðëèíñêîé
ëàçóðè øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ ïðè êîíñòðóèðîâàíèè
ñåíñîðîâ ïåðîêñèäà âîäîðîäà è áèîñåíñîðîâ, ñîäåð-
æàùèõ èììîáèëèçîâàííûå îêñèäàçû â êà÷åñòâå áèî-
÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà êàê â íàøåé ëàáîðàòîðèè,
òàê è çà ðóáåæîì [5].

Ýëåêòðîäû íà îñíîâå Áåðëèíñêîé ëàçóðè ïî ñâîèì
àíàëèòè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ïðåâîñõîäÿò èçâåñò-
íûå èç ëèòåðàòóðû àíàëîãè. Îíè îáëàäàþò ñàìîé
âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ñðåäè èçâåñòíûõ ýëåêò-
ðîêàòàëèçàòîðîâ ïåðîêñèäà âîäîðîäà (0,5 À/Ì.ñì2),
íàèáîëåå íèçêèì ïðåäåëîì îáíàðóæåíèÿ H2O2 (ìåíåå
0,01 ìêìîëü/ë), ëèíåéíûì äèàïàçîíîì èçìåðÿåìûõ
êîíöåíòðàöèé áîëåå 6–7 ïîðÿäêîâ (0,1 ìêìîëü/ë –
0,1 ìîëü/ë H2O2). Äëÿ íèõ õàðàêòåðíû îòñóòñòâèå
îòêëèêà íà ïðèìåñè ïðèðîäíûõ âîññòàíîâèòåëåé â
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àíàëèçèðóåìûõ îáðàçöàõ èç-çà íèçêîãî ïîòåíöèàëà èç-
ìåðåíèÿ (0 ìÂ), âûñîêàÿ îïåðàöèîííàÿ ñòàáèëüíîñòü
(áîëåå 1000 èçìåðåíèé), ìàëûå âðåìåíà îòêëèêà (ìå-
íåå 30 ñ íà îäíî èçìåðåíèå â ïðîòî÷íî-èíæåêöèîííîì
àíàëèçå) [3, 6].

Äëÿ ðàñøèðåíèÿ âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ Áåðëèí-
ñêîé ëàçóðè â àíàëèòè÷åñêîé ïðàêòèêå ìû ïðåäëàãàåì
èñïîëüçîâàòü êîììåð÷åñêè ïðîèçâîäèìûå ýëåêòðîäû,
òàêèå, êàê ýëåêòðîäû íà îñíîâå óãëåðîäíîé ïàñòû, è
ýëåêòðîäû, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì òðàôàðåòíîé ïå÷àòè.
Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ òàêèõ ýëåêòðîäîâ ìîæíî èñïîëüçî-
âàòü Áåðëèíñêóþ ëàçóðü, ñèíòåçèðîâàííóþ õèìè÷åñ-
êèì ñïîñîáîì [7].

Ôåðìåíò ëàêòàòîêñèäàçà (ÊÔ 1.1.3.2) îêèñëÿåò
ñóáñòðàò (ëàêòàò) êèñëîðîäîì âîçäóõà ïî ðåàêöèè,
ïðåäñòàâëåííîé íà ñõåìå:

Ïðè ýòîì êèñëîðîä âîññòàíàâëèâàåòñÿ äî ïåðîêñè-
äà âîäîðîäà. Îäíàêî ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ôåð-
ìåíòàìè ýòîãî êëàññà ëàêòàòîêñèäàçà (ËÎÄ) çàìåòíî
òåðÿåò àêòèâíîñòü â ïðîöåññå èììîáèëèçàöèè, à ôåð-
ìåíòíûå ýëåêòðîäû, êàê ïðàâèëî, èìåþò íåâûñîêèå
àíàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè [8].

Äëÿ èììîáèëèçàöèè ëàêòàòîêñèäàçû è ðàçðàáîòêè
ôåðìåíòíîãî ýëåêòðîäà ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîä
âêëþ÷åíèÿ ìàêðîìîëåêóë â ïëåíêè ïîëèìåðà, ýëåêò-
ðîõèìè÷åñêè ïîëèìåðèçóåìîãî íà ïîâåðõíîñòè ýëåêò-
ðîäà. Ýòîò ïðîñòîé îäíîñòàäèéíûé ìåòîä ïîäõîäèò
äëÿ èììîáèëèçàöèè ðàçíîîáðàçíûõ áèîìîëåêóë è øè-
ðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ñîçäàíèÿ áèîñåíñîðîâ [9].
Îäíàêî îí îáëàäàåò ðÿäîì íåäîñòàòêîâ. Ê íèì ñëå-
äóåò îòíåñòè âîçìîæíóþ ýëåêòðîñòàòè÷åñêóþ íåñîâ-
ìåñòèìîñòü ôåðìåíòîâ è/èëè ñóáñòðàòîâ ñ ïîëèìåðà-
ìè, âëèÿíèå óñëîâèé ïîëèìåðèçàöèè íà àêòèâíîñòü
ôåðìåíòà, âëèÿíèå ïîëèìåðíûõ ïëåíîê íà äèôôóçèþ
ñóáñòðàòà(îâ) è ïðîäóêòà(îâ), íåîáõîäèìîñòü íàëè÷èÿ
âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ìîíîìåðà è áèîìîëåêóë â èñ-
õîäíîì ðàñòâîðå [9, 10].

Àáñîëþòíîå áîëüøèíñòâî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ
âêëþ÷åíèþ áèîìîëåêóë â ïîëèìåðû, ïðîâîäèëîñü ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîâîäÿùèõ ïîëèìåðîâ, òàêèõ, êàê
ïîëèïèððîë, ïîëèàíèëèí è ïîëèòèîôåí. Ïîëèïèððîë, â
÷àñòíîñòè, ìîæåò áûòü ñèíòåçèðîâàí ïðè áèîñîâìåñ-
òèìûõ óñëîâèÿõ – íèçêèé îêèñëèòåëüíûé ïîòåíöèàë è

íåéòðàëüíûå çíà÷åíèÿ ðÍ. Îòíîñèòåëüíàÿ ëåãêîñòü
ñèíòåçà N-çàìåùåííûõ ïðîèçâîäíûõ ïèððîëà ïðåäî-
ñòàâëÿåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ ïëåíîê ñ
ðàçíûìè ýëåêòðîõèìè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè [9].

Â öåëîì, íåñìîòðÿ íà îïðåäåëåííûå íåäîñòàòêè,
âêëþ÷åíèå áèîìîëåêóë â ïðîâîäÿùèå ïîëèìåðû îáëà-
äàåò öåëûì ðÿäîì äîñòîèíñòâ, òàêèõ, êàê âîçìîæ-
íîñòü ïðîâåäåíèÿ àäðåñíîé èììîáèëèçàöèè, øèðîêîå
âàðüèðîâàíèå ñâîéñòâ ïîëèìåðíûõ ïëåíîê çà ñ÷åò
ðàçëè÷íûõ çàìåñòèòåëåé, áîëåå íàäåæíîå ïî ñðàâíå-
íèþ ñ îáû÷íîé àäñîðáöèåé çàêðåïëåíèå ôåðìåíòà íà
ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäà, óíèâåðñàëüíîñòü ìåòîäîâ
âêëþ÷åíèÿ ôåðìåíòà, ïîäõîäÿùèõ äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ
ïðàêòè÷åñêè íà ëþáûõ òèïàõ ýëåêòðîäîâ.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èçó÷åíèþ èììîáèëè-
çàöèè ëàêòàòîêñèäàçû ïóòåì âêëþ÷åíèÿ ôåðìåíòà â
ïëåíêè ïðîâîäÿùèõ ïîëèìåðîâ è ðàçðàáîòêå íîâîãî
áèîñåíñîðà íà ëàêòàò. Ïðèìåíèìîñòü íîâîãî áèîñåí-
ñîðà äëÿ àíàëèçà êà÷åñòâà ïèùåâûõ ïðîäóêòîâ ïîêà-
çàíà íà ïðèìåðå ðàçðàáîòàííîãî ýêñïðåññ-ìåòîäà îï-
ðåäåëåíèÿ ìîëî÷íîé êèñëîòû â êâàñå.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè â äèñòèëëèðîâàííîé

âîäå. Èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå íåîðãàíè÷åñêèå ñîëè
(“õ.÷.” è “÷.ä.à.”) èçãîòîâëåíû ôèðìàìè “Ðåàõèì”
(Ðîññèÿ) è “Sigma” (Ãåðìàíèÿ). Ðàñòâîðû ñåðíîé è
ñîëÿíîé êèñëîò ïðèãîòîâëåíû èç ôèêñàíàëîâ ôèðìû
“Germen” (Ãåðìàíèÿ). Äëÿ íåéòðàëèçàöèè áóôåðîâ
èñïîëüçîâàëè ãèäðîêñèä êàëèÿ ôèðìû “Lachema”
(×åõèÿ) è ñîëÿíóþ êèñëîòó “Germen” (Ãåðìàíèÿ).
Ðàñòâîð àöåòîíèòðèëà èçãîòîâëåí êîìïàíèåé “Êðèîõ-
ðîì” (Ðîññèÿ).

Ëàêòàòîêñèäàçó (ÅÑ 1.1.3.2) èç Pediococcus
species (“Sorachim”, Ôðàíöèÿ) ïðèìåíÿëè â âèäå ëè-
îôèëèçîâàííîãî áåëêà ñ çàÿâëåííîé àêòèâíîñòüþ
72,3 U/ìã, à òàêæå 40%-é âîäíûé ðàñòâîð ëàêòàòà
íàòðèÿ (“ICN”, ÑØÀ).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè îðãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ:
ïèððîë (“Sigma”, Ãåðìàíèÿ) è çàìåùåííûå ïèððîëû
(N–(CH2)11COOH-ïèððîë, N–(CH2)4COOH-ïèððîë,
N–(CH2)6Py-ïèððîë, N–(CH2)3N(C2H5)3-ïèððîë, N–
(CH2)12N(C2H5)3-ïèððîë)*. Â êà÷åñòâå îñíîâû äëÿ
èçãîòîâëåíèÿ áèîñåíñîðîâ èñïîëüçîâàëè òðåõýëåêò-
ðîäíûå ñòðóêòóðû, èçãîòîâëÿåìûå ìåòîäîì òðàôà-
ðåòíîé ïå÷àòè íà óñòàíîâêå “SCF 550” (Êèòàé). Ãîòî-
âûå ñòðóêòóðû äëÿ õðàíåíèÿ óïàêîâûâàëè íà òåðìî-
óïàêîâî÷íîé ìàøèíå “DD300” (Êèòàé).

*Ñèíòåçèðîâàíû â ëàáîðàòîðèè îðãàíè÷åñêîé ýëåêòðîõèìèè Óíèâåðñèòåòà èìåíè Æ.Ôóðüå (Ãðåíîáëü, Ôðàíöèÿ).
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Â äàííîé ðàáîòå èñïîëüçîâàëèñü ýëåêòðîäû, íàïå-
÷àòàííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ãðàôèòîâûõ ïàñò “Gwent
C10903P14” è “Gwent C2030519D4” (“Gwent
Electronic Materials Ltd.”, Âåëèêîáðèòàíèÿ).

Ìîäèôèêàöèþ ïîâåðõíîñòè ðàáî÷åãî ýëåêòðîäà
Áåðëèíñêîé ëàçóðüþ ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó, ïðèâåäåí-
íîìó â [7]. Âñå ïîòåíöèàëû, ïðåäñòàâëåííûå â íà-
øåé ðàáîòå, äàíû îòíîñèòåëüíî õëîðèäñåðåáðÿíîãî
ýëåêòðîäà. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå áó-
ôåðíûå ðàñòâîðû: ôîíîâûé ýëåêòðîëèò 1 – äëÿ ïåð-
âîé àêòèâàöèè Áåðëèíñêîé ëàçóðè (0,1 M KCl; 0,1 M
HCl); ôîñôàòíûé áóôåð 1 – 0,1 M KCl; 0,05 M
K2HPO4, pH 7,0; ôîíîâûé ýëåêòðîëèò 2 – 0,1 M
LiClO4; ôîíîâûé ýëåêòðîëèò 3 – 0,1 M òåòðàáóòè-
ëàììîíèÿ ïåðõëîðàò â àöåòîíèòðèëå; ôîíîâûé ýëåê-
òðîëèò 4 – 0,1 M KCl.

Èçìåðåíèå îáùåé àêòèâíîñòè ËÎÄ
Èçìåðåíèå àêòèâíîñòè ËÎÄ â ðåàêöèè îêèñëåíèÿ

ëàêòàòà â âîäå è ñìåñÿõ âîäà−àöåòîíèòðèë ïðîâîäèëè
ñ ïîìîùüþ êèñëîðîäíîãî ýëåêòðîäà Êëàðêà ïðè 25°Ñ
è ðàáî÷åì ïîòåíöèàëå –0,6 Â. Ïðè ýòîì ðåãèñòðèðî-
âàëè èçìåíåíèå òîêà, ïðîïîðöèîíàëüíîå ñêîðîñòè óáû-
âàíèÿ êèñëîðîäà â ñèñòåìå â õîäå õèìè÷åñêîé ðåàê-
öèè, êàòàëèçèðóåìîé ôåðìåíòîì.

Ïðèãîòîâëåíèå è òåñòèðîâàíèå ëàêòàòíîãî
áèîñåíñîðà

Ðàñòâîðû ïèððîëîâ â âîäíîì, âîäíî-îðãàíè÷åñêîì
èëè îðãàíè÷åñêîì ðàñòâîðèòåëÿõ ìû äîáàâëÿëè ê
ôåðìåíòó òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ñîäåðæàíèå ôåðìåí-
òà ñîñòàâëÿëî 12,5–25 ìêã â 3 ìêë, à êîíöåíòðàöèÿ
ïèððîëà áûëà ðàâíîé 3–6 ìÌ. Ðàñòâîðû îçâó÷èâàëè
íà óëüòðàçâóêîâîé áàíå â òå÷åíèå 30 ìèí. Íà ïîâåðõ-
íîñòü ýëåêòðîäà íàíîñèëè 3 ìêë ðàñòâîðà. Ïîñëå ýòî-
ãî ýëåêòðîäû âûñóøèâàëè â òå÷åíèå 1–2 ÷ ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå â òåìíîì ìåñòå. Ïðè ýòîì êîí-
öåíòðàöèþ ïèððîëîâ ñ ðàçíûìè çàìåñòèòåëÿìè âàðü-
èðîâàëè îò 3 äî 6 ìÌ, à ñîäåðæàíèå ôåðìåíòà îò
12,5 äî 25 ìêã â 3 ìêë. Ïîñëå âûñóøèâàíèÿ ýëåêòðî-
äà ïðîâîäèëè ýëåêòðîïîëèìåðèçàöèþ ïèððîëîâ â ïî-
òåíöèîñòàòè÷åñêîì ðåæèìå ïðè ïîòåíöèàëå 0,8 Â â
òðåõýëåêòðîäíîé ÿ÷åéêå. Äëÿ ýëåêòðîïîëèìåðèçàöèè
èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð LiClO4 â âîäå (0,1 Ì).

Ýëåêòðîïîëèìåðèçàöèþ â âîäíîì ðàñòâîðå ôîíîâî-
ãî ýëåêòðîëèòà ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 3 ìèí, â îðãàíè-
÷åñêîì ðàñòâîðå – â òå÷åíèå 12 ìèí. Ïîñëå ÷åãî
ýëåêòðîä ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è çàïå-
÷àòûâàëè â ñïåöèàëüíóþ ôîëüãèðîâàííóþ óïàêîâî÷-
íóþ áóìàãó. Ôåðìåíòíûå ýëåêòðîäû õðàíèëè â ñóõîì

ñîñòîÿíèè â çàïå÷àòàííîì âèäå â õîëîäèëüíèêå ïðè
òåìïåðàòóðå 4°Ñ.

Ïðîòî÷íî-èíæåêöèîííîå îïðåäåëåíèå ëàêòàòà
Ïðîòî÷íî-èíæåêöèîííàÿ ñèñòåìà ñîñòîÿëà èç ïå-

ðèñòàëüòè÷åñêîãî íàñîñà “Ìàsterflex” (“Cole-
Parmer Instruments Company”, ÑØÀ) è èíæåêòîðà ñ
îáúåìîì ïðîáû 50 ìêë, ñîåäèíåííûõ ñ ïðîòî÷íîé
àìïåðîìåòðè÷åñêîé ÿ÷åéêîé, â êîòîðóþ ïîìåùàëè
áèîñåíñîð.

ß÷åéêó ïîäñîåäèíÿëè ê ïîòåíöèîñòàòó
“Palmsense” (Íèäåðëàíäû), ñîåäèíåííîìó ñ êîìïüþ-
òåðîì. Â õîäå ýêñïåðèìåíòà ïîääåðæèâàëîñü ïîñòî-
ÿííîå íàïðÿæåíèå, ðàâíîå 0 Â.

Ïåðåä íà÷àëîì èçìåðåíèé ÷åðåç ÿ÷åéêó, ñîäåðæà-
ùóþ ýëåêòðîä, ìîäèôèöèðîâàííûé Áåðëèíñêîé ëàçó-
ðüþ, ïðîïóñêàëè áóôåð (0,1 M KCl; 0,05 M K2HPO4)
(pH 7,0) äî ïîëíîãî óñòàíîâëåíèÿ áàçîâîãî òîêà (10–
15 èíæåêöèé).

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íîãî ãðàôèêà ìîäèôè-
öèðîâàííîãî ýëåêòðîäà ëàêòàò îïðåäåëÿëè â ïðîòî÷íî-
èíæåêöèîííîì ðåæèìå. Äëÿ ýòîãî îñóùåñòâëÿëè èí-
æåêòèðîâàíèå 50 ìêë ìîäåëüíîãî ðàñòâîðà ëàêòàòà
(1×10–7–1×10–3 Ì) â áóôåðå (0,1 M KCl; 0,05 M
K2HPO4) (pH 7,0). Ñðåäíþþ âåëè÷èíó îòêëèêà ýëåê-
òðîäà íà ëàêòàò âû÷èñëÿëè ïî ðåçóëüòàòàì òðåõ åäè-
íè÷íûõ èçìåðåíèé. Î âåëè÷èíå åäèíè÷íîãî îòêëèêà
ñóäèëè ïî âåëè÷èíå òîêà ïèêà, ïðîïèñûâàåìîãî íà
ìîíèòîðå êîìïüþòåðà ñðàçó ïîñëå èíæåêòèðîâàíèÿ,
ïðè ïîäñ÷åòàõ òàêæå ó÷èòûâàëè âåëè÷èíó áàçîâîãî
òîêà. Âðåìÿ åäèíè÷íîãî èçìåðåíèÿ îòêëèêà ýëåêòðî-
äà ñîñòàâëÿëî íå áîëåå 30 ñ.

Èçó÷åíèå îïåðàöèîííîé ñòàáèëüíîñòè áèîñåíñî-
ðîâ è ñòàáèëüíîñòè ïðè õðàíåíèè

Îïåðàöèîííóþ ñòàáèëüíîñòü ñåíñîðà îïðåäåëÿëè
êàê èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ñåíñîðà ïðè íàõîæäåíèè
ýëåêòðîäà â ïîñòîÿííîì ïîòîêå ðàñòâîðà îïðåäåëåí-
íîé êîíöåíòðàöèè (äëÿ ëàêòàòíûõ äàò÷èêîâ
5×10–5 Ì). Ñòàáèëüíîñòü ñåíñîðà ïðè õðàíåíèè îïðå-
äåëÿëè â õîäå åãî ïåðèîäè÷åñêîãî òåñòèðîâàíèÿ â
òå÷åíèå îïðåäåëåííîãî âðåìåíè.

Îïðåäåëåíèå ëàêòàòà â ðåàëüíûõ îáúåêòàõ
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëàêòàòà â êâàñå ðàçáàâëÿëè àíà-

ëèçèðóåìûé îáðàçåö ôîñôàòíûì áóôåðîì 1 (0,1 M
KCl; 0,05 M K2HPO4) (pH 7,0) â 30 ðàç. Èíæåêòè-
ðîâàëè ïî 50 ìêë ìîäåëüíîãî ðàñòâîðà ëàêòàòà
(1×10–7–1×10–3 Ì) â ôîñôàòíîì áóôåðå (0,1 M
KCl; 0,05 M K2HPO4) (pH 7,0), ñòðîèëè ãðàäóèðî-
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âî÷íûé ãðàôèê, ïîñëå ÷åãî íåñêîëüêî ðàç èíæåêòèðî-
âàëè ïî 50 ìêë ðàçáàâëåííîãî ðàñòâîðà êâàñà è îïðå-
äåëÿëè êîíöåíòðàöèþ ëàêòàòà â ïðîáå êâàñà ïî ãðà-
äóèðîâî÷íîìó ãðàôèêó.

Äàëåå ãîòîâèëè ïðîáó ñ êîíöåíòðàöèåé ëàêòàòà â
äâà ðàçà áîëüøå âû÷èñëåííîé è ïîâòîðíî èíæåêòèðî-
âàëè ïîäãîòîâëåííóþ ïðîáó. Î âåëè÷èíå îòêëèêà ñó-
äèëè ïî âåëè÷èíå ïðîïèñûâàåìîãî íà ìîíèòîðå ïèêà
çà âû÷åòîì áàçîâîãî òîêà. Ïîñëå ýòîãî ãîòîâèëè
ïðîáó ñ êîíöåíòðàöèåé ëàêòàòà â 3 ðàçà áîëüøåé,
÷åì ðàññ÷èòàííàÿ, è ïðîâîäèëè åå èíæåêòèðîâàíèå.
Ñòðîèëè çàâèñèìîñòü âåëè÷èíû òîêà îò êîíöåíòðàöèè
ïðîáû êâàñà. Ïåðåñå÷åíèå ãðàäóèðîâî÷íîãî ãðàôèêà
ñ ãîðèçîíòàëüíîé îñüþ ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ðåàëü-
íóþ êîíöåíòðàöèþ ëàêòàòà â êâàñå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Â êà÷åñòâå ìåòîäà èììîáèëèçàöèè ëàêòàòîêñèäà-

çû íà ïîâåðõíîñòè ïëàíàðíûõ ýëåêòðîäîâ íàìè áûë
âûáðàí ìåòîä âêëþ÷åíèÿ ôåðìåíòà â ïëåíêè ïðîâî-
äÿùèõ ïîëèìåðîâ. Òàêîé ñïîñîá èììîáèëèçàöèè äàåò
âîçìîæíîñòü ïðîâåñòè àäðåñíóþ èììîáèëèçàöèþ
ôåðìåíòà íà ïîâåðõíîñòè ïëàíàðíûõ ýëåêòðîäîâ íà
îñíîâå Áåðëèíñêîé ëàçóðè è äîáèòüñÿ óëó÷øåíèÿ àíà-
ëèòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê áèîñåíñîðà. Òàê, â ðàáîòå
[11] ïåðîêñèäàçà õðåíà áûëà èììîáèëèçîâàíà â ïðî-
âîäÿùåé ïîëèïèððîëüíîé ïëåíêå íà ïîâåðõíîñòè
îáû÷íîãî ïîëèïèððîëà. Â [12] ñîîáùàåòñÿ î ïîñëåäî-

âàòåëüíîé ýëåêòðîõèìè÷åñêîé èììîáèëèçàöèè òðåõ
ôåðìåíòîâ (êñàíòèí îêñèäàçû, ïóðèí íóêëåîçèä ôîñ-
ôîðèëàçû è àäåíîçèíäåàìèíàçû) â ïîëèïèððîëüíîé
ïëåíêå, ãåíåðèðîâàííîé íà ìèêðîýëåêòðîäå. Êîíòðîëè-
ðóåìîå êîëè÷åñòâî è ïðîñòðàíñòâåííîå ðàçìåùåíèå
ôåðìåíòîâ ïîçâîëèëè ïîëó÷èòü âûñîêîýôôåêòèâíóþ
ñèñòåìó îïðåäåëåíèÿ ïóðèíîâ.

Â öåëîì, ïðîâîäÿùèå ïîëèìåðû ìîãóò áûòü ñèíòå-
çèðîâàíû ïóòåì õèìè÷åñêîé èëè ýëåêòðîõèìè÷åñêîé
ïîëèìåðèçàöèè èç ðàñòâîðà ñîîòâåòñòâóþùåãî ìîíî-
ìåðà. Äëÿ ýëåêòðîõèìè÷åñêîé ïîëèìåðèçàöèè ïðèìå-
íÿþò ðàçíûå ðåæèìû (ãàëüâàíîñòàòè÷åñêèé, ïî-
òåíöèîñòàòè÷åñêèé è ïîòåíöèîäèíàìè÷åñêèé). Â ñëó-
÷àå æå íåîáõîäèìîñòè äîñòèæåíèÿ îäíîðîäíûõ ïî-
êðûòèé ýëåêòðîäîâ ñ òî÷êè çðåíèÿ òîëùèíû ïëåíêè è
ðàâíîìåðíîñòè åå ðàñïðåäåëåíèÿ íà ïîâåðõíîñòè îï-
òèìàëüíûì ÿâëÿåòñÿ êîíòðîëü ïîòåíöèàëà ýëåêòðîäà
ïðè ïîëèìåðèçàöèè [10].

Ðàçðàáîòêà è îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé èììîáèëèçà-
öèè ëàêòàòîêñèäàçû íà ïîâåðõíîñòè ýëåêòðî-
äîâ, ìîäèôèöèðîâàííûõ Áåðëèíñêîé ëàçóðüþ

Äëÿ ðàññìîòðåíèÿ âëèÿíèÿ çàðÿäà çàìåñòèòåëÿ è
äëèíû ñïåéñåðà íà ñâîéñòâà äàò÷èêîâ íàìè áûëè
âûáðàíû ïèððîëû ñ ðàçíûìè çàìåñòèòåëÿìè. Ñòðóê-
òóðíûå ôîðìóëû ýòèõ ñîåäèíåíèé, à òàêæå íîìåðà
ìîíîìåðîâ, êîòîðûå áóäóò â äàëüíåéøåì èñïîëüçîâà-
íû, ïðèâåäåíû â òàáë. 1.

Ò à á ë è ö à  1

Ïèððîëû ñ ðàçëè÷íûìè çàìåñòèòåëÿìè, èñïîëüçóåìûå äëÿ èììîáèëèçàöèè ëàêòàòîêñèäàçû
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Äëÿ îöåíêè àíàëèòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê áèîñåíñî-
ðû òåñòèðîâàëè â ïðîòî÷íî-èíæåêöèîííîé ñèñòåìå.
Ïåðåä íà÷àëîì èçìåðåíèé ÷åðåç ÿ÷åéêó, ñîäåðæàùóþ
ýëåêòðîä, ìîäèôèöèðîâàííûé Áåðëèíñêîé ëàçóðüþ è
ñîäåðæàùèé ËÎÄ, è èììîáèëèçîâàííóþ ïóòåì âêëþ-
÷åíèÿ â ïèððîëüíóþ ìàòðèöó, ïðîïóñêàëè áóôåð äî
ïîëíîãî óñòàíîâëåíèÿ áàçîâîãî òîêà è èíæåêòèðîâàëè
ìîäåëüíûå ðàñòâîðû ëàêòàòà (1×10–7–1×10–3 Ì) â
ïîñòîÿííûé ïîòîê ôîíîâîãî áóôåðà, ïðîòåêàþùèé
÷åðåç ïðîòî÷íóþ ýëåêòðîõèìè÷åñêóþ ÿ÷åéêó ñ ðàáî-
÷èì ýëåêòðîäîì. Òàêàÿ ïðîòî÷íî-èíæåêöèîííàÿ ñèñòå-
ìà ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü áûñòðîå (ìåíåå 1 ìèí íà
àíàëèç) è âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîå îïðåäåëåíèå ëàêòàòà
âïëîòü äî åãî êîíöåíòðàöèè 1–2 ìÌ.

Îòêëèê ñèñòåìû íà ïîÿâëåíèå àíàëèçèðóåìîãî îá-
ðàçöà ðåãèñòðèðóåòñÿ â âèäå ïèêîâ òîêà, âûñîòà êî-
òîðûõ ïðîïîðöèîíàëüíà êîíöåíòðàöèè àíàëèçèðóåìîãî
âåùåñòâà (ðèñ. 1).

Ñðåäíþþ âåëè÷èíó îòêëèêà âû÷èñëÿëè ïî ðåçóëü-
òàòàì òðåõ åäèíè÷íûõ èçìåðåíèé. Î âåëè÷èíå åäè-
íè÷íîãî îòêëèêà ñóäèëè ïî âåëè÷èíå òîêà ïèêà, âîç-
íèêàþùåãî íà ìîíèòîðå êîìïüþòåðà ïîñëå èíæåêöèè,
ñ âû÷åòîì âåëè÷èíû áàçîâîãî òîêà.

Äëÿ îöåíêè áèîñåíñîðà èñïîëüçîâàëè òàêèå àíàëè-
òè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè, êàê ëèíåéíûé äèàïàçîí îï-
ðåäåëÿåìûõ êîíöåíòðàöèé è ÷óâñòâèòåëüíîñòü àíàëè-
çà, îïðåäåëÿåìóþ êàê òàíãåíñ óãëà íàêëîíà ëèíåéíîãî
ó÷àñòêà ãðàäóèðîâî÷íîãî ãðàôèêà.

Íà ðèñ. 2 ëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü òîêà îò êîíöåíò-
ðàöèè îïðåäåëÿåìîãî âåùåñòâà íàáëþäàåòñÿ â äèàïà-
çîíå êîíöåíòðàöèé 5×10–7–1×10–3 Ì. ×óâñòâèòåëü-
íîñòü ñåíñîðà ñîñòàâëÿëà 202 ìÀ/Ì.ñì2. Âðåìÿ îò-
êëèêà íå ïðåâûøàëî 30 ñ. Áèîñåíñîð ïîçâîëÿë çà 1 ÷
îñóùåñòâëÿòü áîëåå 40 èçìåðåíèé ëàêòàòà â îáðàç-

öàõ. Âîñïðîèçâîäèìîñòü îòêëèêà áèîñåíñîðà ïî ðå-
çóëüòàòàì ïÿòè èçìåðåíèé ñîîòâåòñòâîâàëà 98% (âå-
ëè÷èíà ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ ðàâíà 0,02).

Äëÿ ðàçðàáîòêè îïòèìàëüíûõ óñëîâèé èììîáèëèçà-
öèè ËÎÄ è ïîëó÷åíèÿ ëó÷øèõ õàðàêòåðèñòèê áèîñåí-
ñîðà âàðüèðîâàëè ñëåäóþùèå ïàðàìåòðû: òèï ïðîâî-
äÿùåãî ïîëèìåðà (çàðÿä çàìåñòèòåëÿ è äëèíà ñïåé-
ñåðà), êîëè÷åñòâî ôåðìåíòà íà ýëåêòðîäå (ìêã), ñî-
äåðæàíèå ìîíîìåðà (ìÌ), âðåìÿ âûñóøèâàíèÿ; ñðåäà
ýëåêòðîïîëèìåðèçàöèè. Ïðè ýòîì êîíöåíòðàöèþ ïèððî-
ëîâ ñ ðàçíûìè çàìåñòèòåëÿìè âàðüèðîâàëè îò 3 äî
6 ìM, à ñîäåðæàíèå ôåðìåíòà − îò 12,5 äî 25 ìêã â
3 ìêë ðàñòâîðà. Â òàáë. 2 ïðîàíàëèçèðîâàíû àíàëè-
òè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè áèîñåíñîðîâ â çàâèñèìîñòè
îò ôîðìóëû ìîíîìåðà, èñïîëüçîâàííîãî äëÿ èììîáè-
ëèçàöèè ËÎÄ.

Ëó÷øèå àíàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè (ìàêñè-
ìàëüíûå ÷óâñòâèòåëüíîñòü è ëèíåéíûé äèàïàçîí îï-
ðåäåëÿåìûõ êîíöåíòðàöèé) íàáëþäàþòñÿ äëÿ ñåíñî-
ðîâ ñ ËÎÄ, èììîáèëèçîâàííîé â ïîëèïèððîëüíûå ìàò-
ðèöû ìîíîìåðà 2 (äëèííûé ñïåéñåð è ïîëîæèòåëüíûé
çàðÿä çàìåñòèòåëÿ), 3 (êîðîòêèé ñïåéñåð è ïîëîæè-
òåëüíûé çàðÿä çàìåñòèòåëÿ) è 6 (êîðîòêèé ñïåéñåð è
îòðèöàòåëüíûé çàðÿä çàìåñòèòåëÿ).

Äàò÷èêè, â êîòîðûõ èñïîëüçîâàëèñü ïèððîëû ñ ïî-
ëîæèòåëüíûì çàðÿäîì N-çàìåñòèòåëÿ, õàðàêòåðèçó-
þòñÿ ëó÷øèìè àíàëèòè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè,
÷åì ïèððîëû ñ îòðèöàòåëüíûì çàðÿäîì. Ðàññìàòðè-
âàÿ âëèÿíèå äëèíû ñïåéñåðà íà àíàëèòè÷åñêèå õà-
ðàêòåðèñòèêè, ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïðè ïîëîæè-
òåëüíîì çàðÿäå çàìåñòèòåëÿ ïðåäïî÷òèòåëüíåå
äëèííûé ñïåéñåð, ïðè îòðèöàòåëüíîì çàðÿäå – êî-
ðîòêèé. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î âîçìîæíîñòè ýëåêò-

Ðèñ. 1. Àìïåðîìåòðè÷åñêîå îïðåäåëåíèå ëàêòàòà â ïðîòî÷íî-
èíæåêöèîííîé ñèñòåìå

Ðèñ. 2. Ãðàäóèðîâî÷íûé ãðàôèê äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëàêòàòà ñ
ïîìîùüþ áèîñåíñîðà, èçãîòîâëåííîãî ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîìå-

ðà 2 è ëàêòàòîêñèäàçû èç Pediococcus sp.
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ðîñòàòè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé ïîëèïèððîëüíîé ìàò-
ðèöû ñ àêòèâíûì öåíòðîì ôåðìåíòà, èìåþùèì ïî-
ëîæèòåëüíûé çàðÿä. Äëÿ ñåíñîðîâ ñ ìîíîìåðîì 2
÷óâñòâèòåëüíîñòü ñîñòàâèëà 164±9 ìÀ/M.cì2, îò-
êëèê îêàçàëñÿ ëèíåéíûì â äèàïàçîíå áîëåå òðåõ
ïîðÿäêîâ êîíöåíòðàöèè ëàêòàòà.

Äëÿ îïòèìèçàöèè óñëîâèé èììîáèëèçàöèè âàðüèðîâà-
ëè ñîäåðæàíèå ôåðìåíòà è ìîíîìåðà â íàíîñèìîé íà
ïîâåðõíîñòü ýëåêòðîäà êàïëå. Ëó÷øèå õàðàêòåðèñòèêè
(÷óâñòâèòåëüíîñòü è äèàïàçîí ëèíåéíîñòè) íàáëþäàþò-
ñÿ äëÿ äàò÷èêîâ ñ ñîäåðæàíèåì ËÎÄ 25 ìêã â 3 ìêë
ðàñòâîðà è êîíöåíòðàöèåé ìîíîìåðà, ðàâíîé 6 ìM.

Â òàáë. 3 ïðèâåäåíû ëèòåðàòóðíûå äàííûå äëÿ
ýëåêòðîõèìè÷åñêèõ áèîñåíñîðîâ íà ëàêòàò. Òàêèì
îáðàçîì, ñåíñîðû, ïîëó÷åííûå èììîáèëèçàöèåé ËÎÄ
ïóòåì âêëþ÷åíèÿ â ïîëèïèððîëüíóþ ìàòðèöó, îáëà-
äàþò áîëåå âûñîêèìè ïîêàçàòåëÿìè ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòè è ëèíåéíîãî äèàïàçîíà, ÷åì èçâåñòíûå èç ëèòå-
ðàòóðû.

Ðàçðàáîòàííûå íàìè áèîñåíñîðû ïðèãîäíû òàêæå
äëÿ îïðåäåëåíèÿ íèçêèõ êîíöåíòðàöèé ëàêòàòà
(5×10–7–5×10–4 Ì). Âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü è íèç-
êèé ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ëàêòàòà ñ ïîìîùüþ äàí-
íûõ áèîñåíñîðîâ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ðàç-
ðàáîòêè íåèíâàçèâíîãî ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ ëàêòàòà
â êëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêå.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàí ëàêòàòíûé áèîñåíñîð,
èìåþùèé ñëåäóþùèå õàðàêòåðèñòèêè: âðåìÿ îòêëèêà
25–40 ñ, ÷óâñòâèòåëüíîñòü îêîëî 190 ìÀ/Ì.ñì2, ëè-
íåéíûé äèàïàçîí îò 1×10–7 äî 0,001 Ì ãëþêîçû. Äàò-
÷èê äåìîíñòðèðóåò ñòàáèëüíûé îòêëèê ïðè íàõîæäå-
íèè â íåïðåðûâíîì ïîòîêå 1×10–5 Ì ëàêòàòà â òå÷å-

íèå ïîëóòîðà ÷àñîâ. Áèîñåíñîðû òàêæå ïîëíîñòüþ
ñîõðàíÿëè ñâîþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ïîñëå ìåñÿöà õðà-
íåíèÿ â õîëîäèëüíèêå ïðè òåìïåðàòóðå 4°Ñ â çàïå÷à-
òàííîì âèäå. Áëàãîäàðÿ èñïîëüçîâàíèþ ðàçðàáîòàí-
íîé ìåòîäèêè èììîáèëèçàöèè áèîñåíñîðû èìåþò âû-
ñîêóþ âîñïðîèçâîäèìîñòü èçãîòîâëåíèÿ: ðàçáðîñ ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè ñåíñîðîâ íå ïðåâûøàåò 8%.

Îïðåäåëåíèå ëàêòàòà â ðåàëüíûõ îáúåêòàõ
Ìíîãèå ïðîäóêòû ïèòàíèÿ (êåôèð, ïðîñòîêâàøà,

ñûð, êâàøåíûå îâîùè), íàïèòêè (âèío, ïèâî, êâàñ)
ÿâëÿþòñÿ ïðîäóêòàìè ôåðìåíòàòèâíîãî áðîæåíèÿ è
ñîäåðæàò â ñâîåì ñîñòàâå øèðîêèé ñïåêòð îðãàíè-
÷åñêèõ êèñëîò, ñðåäè êîòîðûõ âàæíîå ìåñòî çàíèìàåò
ìîëî÷íàÿ êèñëîòà. Âûäåëÿþò íåñêîëüêî òèïîâ áðîæå-
íèÿ (ìîëî÷íî-êèñëîå, ñïèðòîâîå, ìàñëÿíî-êèñëîå è
äð.), â êîòîðûõ ñîäåðæàíèå ìîëî÷íîé êèñëîòû ÿâëÿ-
åòñÿ ïîêàçàòåëåì êà÷åñòâà ïðîäóêöèè.

Êâàñ (òðàäèöèîííûé ðóññêèé ñëàáîàëêîãîëüíûé
íàïèòîê) – ïðîäóêò íåçàêîí÷åííîãî ìîëî÷íî-êèñëîãî è
ñïèðòîâîãî áðîæåíèÿ õëåáíîãî ñóñëà. Â çàâèñèìîñòè
îò ñîðòà, óñëîâèé ïðèãîòîâëåíèÿ, áðîæåíèÿ è õðàíå-
íèÿ ñîñòàâ êâàñà âåñüìà ëàáèëåí. Â íåì ñîäåðæèòñÿ
îò 0,21 äî 0,58% ìîëî÷íîé êèñëîòû. Ïðè ýòîì îòñóò-
ñòâèå ìîëî÷íîé êèñëîòû ìîæåò áûòü îäíîçíà÷íûì
èíäèêàòîðîì íàðóøåíèÿ òåõíîëîãè÷åñêîãî ðåãëàìåíòà
ïðîèçâîäèòåëåì.

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè â ïðîòî÷íî-èíæåêöèîí-
íîé ñèñòåìå, ïîçâîëÿþùåé àíàëèçèðîâàòü äî 40–
60 ïðîá â ÷àñ. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íîãî ãðà-
ôèêà îïðåäåëÿëè ëàêòàò â ìîäåëüíûõ îáðàçöàõ
(5×10–7–5×10–3 Ì) â ïðîòî÷íî-èíæåêöèîííîì ðåæè-

Ò à á ë è ö à  2

Ñðàâíåíèå àíàëèòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê áèîñåíñîðîâ ñ ðàçëè÷íûìè ïèððîëàìè.
Ýëåêòðîïîëèìåðèçàöèÿ ïðîâîäèëàñü â 0,1 Ì âîäíîì ðàñòâîðå LiClO4, êîíöåíòðà-

öèÿ ìîíîìåðà 6 ìÌ

Íîìåð 
ñîåäèíåíèÿ 

×óâñòâèòåëüíîñòü áèîñåíñîðà, 
ìÀ/M.cì2 

Äèàïàçîí ëèíåéíîñòè 
ãðàäóèðîâî÷íîãî ãðàôèêà, 
M 

1 6,9±0,5 1×10−5–1×10−3 

2 164±9 1×10−7–5×10−4 

3 50±4 1×10−6–5×10−4 

4 1,5±0,1 5×10−6–5×10−4 

5 4,8±0,4 1×10−6–5×10−3 
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Ðèñ. 3. Îïðåäåëåíèå ëàêòàòà â êâàñå «Ñòàðûé êëàññè÷åñêèé» ñ
ïîìîùüþ áèîñåíñîðà ìåòîäîì äîáàâîê

Ò à á ë è ö à  3

Ñðàâíåíèå àíàëèòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê íîâîãî ëàêòàòíîãî áèîñåíñîðà ñ
ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè

ìå. Ïîñëå ÷åãî îáðàçöû êâàñà ðàçáàâëÿëè â 30 ðàç, à
êèñëî-ìîëî÷íûõ íàïèòêîâ – â 3000 ðàç (“Íåî Èìóíå-
ëå”) è 100 ðàç (“Äàíàêîð”), à çàòåì  ââîäèëè ïðîáó â
ïðîòî÷íî-èíæåêöèîííîì ðåæèìå.

Îïðåäåëåíèå ëàêòàòà â íàïèòêàõ ïðîâîäèëè íå-
ñêîëüêèìè ìåòîäàìè: ïóòåì íåïîñðåäñòâåííîãî âû-
÷èñëåíèÿ ñ ïîìîùüþ ãðàäóèðîâî÷íîãî ãðàôèêà è ìå-
òîäîì äîáàâîê. Â êà÷åñòâå îòêëèêà áèîñåíñîðà íà
ñîäåðæàíèå ëàêòàòà ïðèíèìàëè ñðåäíåå çíà÷åíèå ïî
ðåçóëüòàòàì ïÿòè èçìåðåíèé îòêëèêà. Âåëè÷èíà ñòàí-
äàðòíîãî îòêëîíåíèÿ îïðåäåëåíèÿ ëàêòàòà â îáðàçöå
ýëåêòðîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè, âêëþ÷àþùèìè êàê
âû÷èñëåíèå êîíöåíòðàöèè ëàêòàòà ñ ïîìîùüþ ãðàäó-
èðîâî÷íîé êðèâîé, òàê è îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè
ìåòîäîì äîáàâîê, íå ïðåâûøàëà 7%.

Ïðèìåð îïðåäåëåíèÿ ëàêòàòà â îáðàçöå êâàñà
“Ñòàðûé êëàññè÷åñêèé” ìåòîäîì äîáàâîê ïðèâåäåí
íà ðèñ. 3.  Ïî ïåðåñå÷åíèþ ãðàôèêà ñ îñüþ àáñöèññ
îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ ëàêòàòà â ðàçáàâëåííîé
ïðîáå.

Â òàáë. 4 ïðèâåäåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå
ïî ðåçóëüòàòàì îïðåäåëåíèÿ ëàêòàòà â îáðàçöàõ íà-
ïèòêîâ.

Â êâàñå, ïîëó÷åííîì ìåòîäîì åñòåñòâåííîãî áðî-
æåíèÿ, ñîäåðæàíèå ëàêòàòà ñîñòàâëÿåò 6,7−11,7 ìÌ.
Â íàïèòêàõ, ñîäåðæàùèõ äîáàâëåííóþ ìîëî÷íóþ êèñ-
ëîòó, ñîãëàñíî ñîñòàâó ïðîäóêòà (êâàñ “Êðóæêà è
Áî÷êà Òðàäèöèîííûé”), ñîäåðæàíèå ëàêòàòà áûëî íà-
ìíîãî íèæå, ÷åì â êâàñå åñòåñòâåííîãî áðîæåíèÿ, à
â êâàñå “Íèêîëà” ìîëî÷íàÿ êèñëîòà âîîáùå íå îïðå-
äåëÿåòñÿ, ò.å. øèðîêî ðåêëàìèðóåìûé êâàñíîé íàïè-

òîê “Íèêîëà” íå ÿâëÿåòñÿ ïðîäóêòîì åñòåñòâåííîãî
áðîæåíèÿ.

Äîáàâëåíèå ìîëî÷íîé êèñëîòû â ãîòîâûé ïðîäóêò
óäîðîæàåò åãî ñòîèìîñòü, ïîýòîìó ïðîèçâîäèòåëè
ïðåäïî÷èòàþò äîáàâëÿòü áîëåå äåøåâóþ ëèìîííóþ
êèñëîòó äëÿ óëó÷øåíèÿ âêóñà ãîòîâîãî ïðîäóêòà, ÷òî
áûëî ñäåëàíî â êâàñå “Êðóæêà è Áî÷êà Òðàäèöèîí-
íûé”.

Â êèñëî-ìîëî÷íûõ ïðîäóêòàõ îïðåäåëåíà êîíöåíò-
ðàöèÿ ëàêòàòà âûøå, ÷åì â êâàñå, ÷òî ìîæåò ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î íàëè÷èè ïðîáèîòè÷åñêèõ êóëüòóð è
çàêâàñêè.

Êðîìå òîãî, ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ìîëî÷íîé êèñ-
ëîòû â êâàñå ñîîòâåòñòâîâàëè äàííûì õðîìàòîãðàôè-
÷åñêèõ òåñòîâ, âûïîëíåííûõ â ðàáîòå [17].

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ðàçðàáîòàííîãî
íàìè ëàêòàòíîãî áèîñåíñîðà íà îñíîâå ïëàíàðíûõ

Ñåíñîð ×óâñòâèòåëüíîñòü, 
ìÀ/Ì.ñì2 

Äèàïàçîí ëèíåéíîñòè 
ãðàäóèðîâî÷íîãî ãðàôèêà 

[13] 30 0,25−1,5 ìÌ 

[14] 125 íåò äàííûõ 

[15] 90 0,02−2 ìÌ 

[16] 16 äî 2 ìÌ 

ËÎÄ, èììîáèëèçîâàííàÿ â 
ïëåíêó 
ýëåêòðîïîëèìåðèçîâàííîãî 
ïðîèçâîäíîãî ïèððîëà 

190 ± 14 5×10−7−5×10−4 Ì 
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Äàííàÿ ñòàòüÿ ïîäãîòîâëåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÐÔÔÈ (ïðîåêòû ¹ 06-03-33013-à, ÈÍÒÀÑ 05-
10000070429, ÈÍÒÀÑ 06-1000014-5981), Ãîñêîíòðàêò ÔÖÍÏ ¹ 02.512.11.2180, Ãîñêîíòðàêò ÔÖÍÏ

¹ 02.512.11.2261.

Ò à á ë è ö à  4

Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ëàêòàòà â êâàñå è êèñëî-ìîëî÷íûõ ïðîäóêòàõ ñ ïîìîùüþ ëàêòàòíîãî áèîñåíñîðà

Àíàëèçèðóåìûé îáúåêò C(ëàêòàòà), ìÌ 

Êâàñ «Íèêîëà» 
Ñîñòàâ: î÷èùåííàÿ âîäà, ñàõàð, ñîëîä ðæàíîé, ñîëîä ÿ÷ìåííûé, ìóêà ðæàíàÿ, õëåáîïåêàðíûå 
äðîææè. 

íå îáíàðóæåí 

Êâàñ «Êðóæêà è Áî÷êà® Òðàäèöèîííûé» 
Ñîñòàâ: ïîäãîòîâëåííàÿ âîäà, ñàõàð, êîíöåíòðàò êâàñíîãî ñóñëà (ðæàíàÿ ìóêà, ðæàíîé è 
ÿ÷ìåííûé ñîëîä), äðîææè õëåáîïåêàðíûå ñóøåíûå, ðåãóëÿòîðû êèñëîòíîñòè (êèñëîòà 
ìîëî÷íàÿ, êèñëîòà óêñóñíàÿ). 

2,7 ± 0,2 

Êâàñ «Ñòàðûé êëàññè÷åñêèé» 
Ñîñòàâ: âîäà ïèòüåâàÿ, ñàõàð, êîíöåíòðàò êâàñíîãî ñóñëà, äðîææè. 

6,7 ± 0,3 

Êâàñ «Áðàæíèê» 
Ñîñòàâ: ïîäãîòîâëåííàÿ ïèòüåâàÿ âîäà, êîíöåíòðàò êâàñíîãî ñóñëà, ñàõàð-ïåñîê, äðîææè 
õëåáîïåêàðíûå. 

11,2 ± 0,5 

Êâàñ «Î÷àêîâñêèé» 
Ñîñòàâ: ñïåöèàëüíî ïîäãîòîâëåííàÿ âîäà, ñàõàð, êîíöåíòðàò êâàñíîãî ñóñëà (ðæàíàÿ ìóêà, 
ðæàíîé è ÿ÷ìåííûé ñîëîä), ÷èñòûå êóëüòóðû äðîææåâîé è ìîëî÷íî-êèñëîé áàêòåðèé â âèäå 
ñìåøàííîé çàêâàñêè, äâóîêèñü óãëåðîäà. 

11,5 ± 0,5 

Êâàñ «Ðàìñòîð» 
(íàòóðàëüíûé êâàñ, ïîëó÷åííûé ïóòåì åñòåñòâåííîãî áðîæåíèÿ) 
Ñîñòàâ: ïîäãîòîâëåííàÿ ïèòüåâàÿ âîäà, êîíöåíòðàò êâàñíîãî ñóñëà, ñàõàð-ïåñîê, äðîææè 
õëåáîïåêàðíûå. 

11,7 ± 0,5 

Äàíàêîð (Danone) 
Cîñòàâ: ìîëîêî îáåçæèðåííîå, ìîëîêî ñóõîå îáåçæèðåííîå, ñàõàð, ýôèðû ðàñòèòåëüíûõ 
ñòåðèíîâ «Ôèòîíàòóðàëèñ», éîãóðòîâàÿ çàêâàñêà, ôðóêòîâàÿ äîáàâêà (êîíöåíòðàò áåëîãî 
âèíîãðàäà, ñàõàðíûé ñèðîï, ñèðîï ãëþêîçû è ôðóêòîçû, çàãóñòèòåëè: Å 1422, êàìåäü 
ðîæêîâîãî äåðåâà; ðåãóëÿòîðû êèñëîòíîñòè: ëèìîííàÿ êèñëîòà, öèòðàò íàòðèÿ; àðîìàòèçàòîð, 
èäåíòè÷íûé íàòóðàëüíîìó (ëèìîí). 

30 ± 2 

Neo Imunele (natural) 
Ñîñòàâ: ìîëîêî íîðìàëèçîâàííîå, ñàõàð, âîäà, êîíöåíòðèðîâàííûé ÿáëî÷íûé ñîê, ñûâîðîòêà 
ñóõàÿ, ñòàáèëèçàòîðû (ïåêòèí, êàìåäü ðîæêîâîãî äåðåâà, ãóàðîâàÿ êàìåäü), ëèìîííàÿ 
êèñëîòà, àðîìàòèçàòîð, èäåíòè÷íûé íàòóðàëüíîìó, çàêâàñêà, ïðîáèîòè÷åñêèå êóëüòóðû 
(Lactobacillus Casei, Lactobacillus Rhamnosus). 

1455 ± 10 

ýëåêòðîäîâ, ìîäèôèöèðîâàííûõ Áåðëèíñêîé ëàçóðüþ,
äëÿ îïðåäåëåíèÿ ëàêòàòà â ðåàëüíûõ îáúåêòàõ. Ïîêà-
çàíî, ÷òî áèîñåíñîð, âêëþ÷åííûé â ïðîòî÷íî-èíæåêöè-

îííóþ ñèñòåìó, ïîçâîëÿåò ïðîèçâîäèòü ýêñïðåññíóþ
îöåíêó êà÷åñòâà ïèùåâûõ ïðîäóêòîâ, íàïðèìåð, îïðå-
äåëÿòü êà÷åñòâî êâàñà.
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ELECROCHEMICAL POLYMERIZATION OF N-SUBSTITUTED
PYRROLS FOR DEVELOPMENT OF NOVEL LACTATE BIOSENSOR
L.Ch. Korneyeva, A.V. Borisova, Y.I. Yashina, E.E. Karyakina, O.G. Voronin,
S. Cosnier, À.À. Karyakin
(Division of Chemical Enzymology, Division of Analytical Chemistry)

Lactate oxidase from Pediococcus species was immobilized into conducting polymer films on the
surface of planar electrodes modified with Prussian Blue. Polypirrole ammonium was
electropolymerized to obtain the conducting polymer. The analytical characteristics of the
resulted biosensor were: the sensitivity of 190±14 mA/M.sm2, linear dynamic range of 5×××××10–7 –
5×××××10–4 Ì, and high operational stability. The applicability of lactate biosensor for food quality
control (fîr example, kvass) has been shown. Effective and non-expensive biosensors for lactate
analysis may be applied in clinical diagnostics, sports medicine, food and farm products quality
control as well as for biotechnology processes.

Key words: Prussian blue, lactate oxidase, planar electrodes, biosensor, electrochemical
polymerization, electroanalysis, lactate detection.
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