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Одной из актуальных задач современной ана-
литической химии является создание простых,
надежных и чувствительных сенсорных систем
для контроля качества лекарственных и космето-
логических препаратов, пищевых продуктов,
биохимического мониторинга, клинической диа-
гностики. Перспективность применения сенсор-
ных устройств в практике химического анализа
обусловлена рядом их преимуществ по сравне-
нию с традиционными аналитическими методи-
ками: экспрессностью и экономичностью анали-
за, технологической и методической простотой,
отсутствием необходимости привлечения высо-
коквалифицированного персонала. Включение в
такие аналитические средства биологических
компонентов – ферментов, антител, ДНК – поз-
воляет повысить чувствительность и селектив-
ность анализа и расширяет его возможности за
счет высокой избирательности биохимических
взаимодействий.

В последние 20–25 лет во всем мире активно
проводятся исследования, направленные на со-
здание ферментативных сенсорных систем для
определения биологически активных веществ в
объектах окружающей среды, продуктах питания,
фармацевтических препаратах, физиологических

жидкостях. Большинство существующих фер-
ментативных сенсоров традиционно основано на
электрохимической регистрации аналитического
сигнала, и такие биосенсоры позволяют успешно
определять органические соединения многих
классов, в то время как созданию и развитию био-
сенсоров с оптическим (спектрофотометриче-
ским, флуориметрическим и хемилюминесцент-
ным детектированием) уделяется меньшее вни-
мание.

Для создания сенсорных устройств использу-
ют такие ферменты, которые катализируют пре-
вращение либо только одного соединения (при-
меры таких узко специфических ферментов край-
не малочисленны), либо группы близких по
свойствам веществ. Особый интерес представля-
ют ферменты, катализирующие превращение
разных по свойствам и строению соединений, на-
пример субстратов-восстановителей и субстра-
тов-окислителей.

В этой связи пероксидаза из корней хрена за-
нимает особую нишу в биохимических методах
анализа. Этот хорошо изученный высокоактив-
ный коммерческий фермент катализирует пре-
вращение разных групп органических веществ,
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определение которых представляет значитель-
ный интерес. В частности, субстратами-восста-
новителями пероксидазы являются фенольные
соединения различного строения, а в роли суб-
стратов-окислителей могут выступать органиче-
ские пероксиды [1–3]. К первым относятся мно-
гие важнейшие экотоксиканты, антиоксиданты
природного и промышленного назначения, вто-
рые могут исполнять роль маркеров качества пи-
щевых, лекарственных и косметологических про-
дуктов, а также являются важным техническим и
фармацевтическим сырьем. Кроме того, как суб-
страты-восстановители, так и субстраты-окисли-
тели пероксидазы являются важнейшими марке-
рами различных социально-значимых заболева-
ний. Определение всех перечисленных выше
классов соединений − важная задача химическо-
го анализа.

Основное требование, предъявляемое к лю-
бым химическим сенсорным системам, заключа-
ется в том, что отклик их чувствительного слоя
должен быть пропорционален концентрации
только определяемого соединения (или несколь-
ких соединений при их групповом определении).
При этом компоненты матрицы анализируемого
образца не должны влиять на результаты измере-
ния аналитического сигнала. Однако, как прави-
ло, реальные объекты, представляющие наиболь-
ший аналитический интерес, имеют матрицы
сложного состава (например, биологические
жидкости), в том числе нерастворимые в воде
(многие косметические и лекарственные препа-
раты, пищевые продукты). Компоненты этих
матриц могут не только вносить погрешности в
результаты измерения, но в ряде случаев значи-
тельно затрудняют процедуру анализа. По этой
причине при анализе реальных объектов часто
возникает потребность дополнительной пробо-
подготовки анализируемого образца с использо-
ванием токсичных или агрессивных органиче-
ских растворителей, фильтрования или разделе-
ния, что существенно увеличивает погрешность
результатов измерений, продолжительность ана-
лиза, а также осложняет его выполнение.

Перспективный подход к решению перечис-
ленных проблем, по мнению авторов, заключает-
ся в создании твердофазных сенсорных систем,
основанных на формировании и измерении оп-
тического (спектрофотометрического или флуо-
ресцентного) сигнала не в анализируемом рас-
творе, а непосредственно на поверхности сенсора
в его чувствительном слое. Есть все основания
полагать, что внедрение таких индикаторных си-
стем и приемов, расширяющих возможности
ферментативных методов, в дальнейшем позво-
лит упрочить место оптических биосенсоров сре-
ди современных средств анализа.

Настоящий обзор посвящен проблеме совер-
шенствования существующих и создания новых
оптических сенсорных устройств на основе им-
мобилизованной пероксидазы для определения
биологически активных веществ.

ПЕРОКСИДАЗА В САМОСОБИРАЮЩЕМСЯ 
КОМПЛЕКСЕ С ХИТОЗАНОМ КАК ОСНОВА 

БИОРАСПОЗНАЮЩЕГО СЛОЯ 
ОПТИЧЕСКОЙ СЕНСОРНОЙ СИСТЕМЫ
Пероксидаза из корней хрена, как упомянуто

выше, − наиболее часто используемый в химиче-
ском анализе фермент [2, 3]. Однако расширение
ее аналитического применения ограничено недо-
статочной специфичностью и чувствительностью
к ряду субстратов и эффекторов, а также малой
стабильностью нативного фермента и низкой эф-
фективностью биокатализа в органических сре-
дах при определении биологически активных со-
единений в мало- или нерастворимых в воде объ-
ектах [4].

В течение трех последних десятилетий интерес
исследователей к поиску подходов к осуществле-
нию ферментативного катализа в средах органи-
ческих растворителей неуклонно растет [5–8].
Следует отметить, что в неполярных (гидрофоб-
ных) растворителях, практически не влияющих
на структуру белков, ферменты, как правило, со-
храняют каталитически активную конформацию
[9, 10] и стабильны [11, 12]. В присутствии поляр-
ных органических растворителей вследствие де-
натурации белковой глобулы биокатализаторы
частично или полностью теряют каталитическую
активность [13, 14]. Среди приемов, рекомендуе-
мых для повышения устойчивости биокатализа-
торов к этому типу инактивации, можно отметить
следующие: иммобилизация ферментов на твер-
дых носителях [15], замена аминокислотных
остатков белка [16, 17], его ковалентная модифи-
кация низкомолекулярными реагентами [18, 19] и
полимерами [20], молекулярный импринтинг
ферментов с нерастворимыми в воде лигандами с
последующей лиофилизацией [21]. Однако ни
один из этих способов стабилизации биокатализа-
торов не позволяет сохранить их высокую катали-
тическую активность в широком концентрацион-
ном диапазоне полярных органических раствори-
телей.

Перспективным подходом (ранее не использо-
вавшимся в химическом анализе) к преодолению
указанных проблем является включение биокатали-
заторов в самособирающиеся структуры полиэлек-
тролитов. Достоинством комплексов фермент–по-
лиэлектролит, образованных за счет неспецифиче-
ских электростатических взаимодействий, является
возможность моделирования физико-химических
свойств комплекса и кинетических параметров ката-
лизируемых им реакций варьированием природы и
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молекулярной массы полимеров, изменением их
соотношения в реакционной смеси в процессе
иммобилизации, условий формирования ком-
плекса (природы буферных растворов, рН, ион-
ной силы и т.д.) [22]. Таким образом, появляются
возможности создания высокоактивных и ста-
бильных ферментативных систем с заданными
свойствами (чувствительностью и селективно-
стью) для решения конкретных аналитических
задач.

Следует отметить, что способ включения фер-
мента в полиэлектролитный комплекс отличает-
ся простотой применяемых методик, обеспечива-
ет равномерное распределение биокатализатора в
объеме носителя, что позволяет получать ста-
бильные иммобилизованные препараты с хорошо
воспроизводимыми характеристиками [7, 21].
Кроме того, такие системы легко формируются, в
ряде случаев оптически прозрачны и удобны для
дальнейшего применения в химическом анализе.
Образование полиэлектролитных комплексов
между полиионами является на сегодняшний
день наиболее простым путем формирования
структур как нано- (водорастворимые коньюга-
ты, наночастицы), так и микроскопических (фи-
зические гели, пленки) размеров [22]. Последую-
щее их закрепление на твердых носителях (оптиче-
ских стеклах, тест-полосках, пластинках и т.д.)
приводит к значительному улучшению механиче-
ских свойств ферментных препаратов и служит ос-
новой для конструирования биосенсоров [23–25].

Выбор природы полиэлектролита для образова-
ния комплекса с пероксидазой. Для формирования
нековалентных полиэлектролитных ферментных
комплексов перспективно применение природ-
ных полисахаридов. Повышенный интерес к это-
му типу полимеров обусловлен их высокой био-
логической активностью и способностью образо-
вывать интерполиэлектролитные комплексы с
белками. Варьируя химическую природу полиса-
харидов и используя их различные производные,
можно получать матрицы с оптимальными для
пероксидазы характеристиками, в том числе об-
ладающие распознающими способностями, не-
обходимыми для дальнейшего применения ее им-
мобилизованных препаратов, в частности, в со-
ставе биосенсоров. При выяснении влияния
природы полиэлектролитов на физико-химиче-
ские свойства пероксидазы нами были изучены
природные полисахариды и их синтетические
производные трех различных типов: анионные –
карбоксиметилцеллюлоза и альгинат кальция,
неионные – агароза, β-циклодекстрин и крахмал,
а также катионный – хитозан [26]. Активность и
стабильность пероксидазы в их присутствии кон-
тролировали по скорости индикаторной реакции
окисления пероксидом водорода о-дианизидина
[7, 27]. Несмотря на различную природу и тип по-
лисахаридов, все они оказывали активирующее

действие (22 ± 4%) на скорость пероксидазного
превращения органического субстрата. При этом
чрезвычайно важно для дальнейшего аналитиче-
ского применения ферментных препаратов, что
наиболее стабильной оказалась пероксидаза в
присутствии хитозана [7]. Хитозан – полисаха-
рид, обладающий высоким сродством к белкам,
особенно к ферментам, и хорошей сорбционной
способностью. Его часто применяют в качестве
носителя для иммобилизации биомолекул разны-
ми способами: ковалентным и нековалентным
связыванием, капсулированием, включением в
гели и т.д. Этому способствуют такие его свой-
ства, как биосовместимость, низкая токсичность,
химическая инертность, способность образовы-
вать пленки, гели, мембраны; механическая
прочность, высокая проницаемость по отноше-
нию к воде, гидрофильность. Хитозан является
перспективной матрицей для создания оптиче-
ских сенсоров, поскольку не поглощает в ближ-
ней УФ и видимой областях спектра [27, 28]. Кро-
ме того, наличие реакционноспособных амино-
групп в составе полимера, как это будет показано
ниже, позволяет регулировать чувствительность и
селективность пероксидазы к ряду органических
субстратов, например фенолам различного строе-
ния [28].

Влияние на каталитическую активность перок-
сидазы хитозанов с различными молекулярными
массами (со степенью деацилирования 85%) изу-
чено с использованием той же индикаторной ре-
акции окисления пероксидом водорода о-диани-
зидина. Установлено, что все хитозаны – низко-
молекулярные (со средними молекулярными
массами (ММ) 5, 10, 25 кДа) и высокомолекуляр-
ный (со средней ММ 150 кДа) при их различных
содержаниях в реакционной смеси (0.01−10 и
0.001−0.05 мас. % соответственно) оказывают на
пероксидазу (0.1 нМ) активирующее действие,
степень которого зависит как от молекулярной
массы полимера, так и от его концентрации.
В наибольшей степени активирует пероксидазу
0.1%-ный (по массе) раствор хитозана со средней
ММ 10 кДа (рис. 1) [7].

Активирующее действие хитозанов на перок-
сидазу обусловлено, очевидно, образованием ими
самособирающегося комплекса {фермент–поли-
сахарид}, более каталитически активного, чем на-
тивный биокатализатор. Аналогичное повыше-
ние активности таких ферментов, как ксантинок-
сидаза и хитиназа, за счет образования ими
полиэлектролитных комплексов с хитозаном от-
мечено в работе [29].

Наличие электростатических взаимодействий
между пероксидазой и хитозаном (на примере по-
лимера с ММ 150 кДа) доказано нами при изуче-
нии влияния хлорида калия (0.001−0.1 М) на ско-
рость пероксидазного окисления о-дианизидина
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в присутствии полисахарида (известно, что силь-
ные электролиты разрушают электростатические
взаимодействия между полиионами). Показано,
что степень активирующего действия хитозана на
пероксидазу понижается по мере увеличения
концентрации KCl в реакционной смеси. При
этом в отсутствие полисахарида хлорид калия в
изученном интервале концентраций не влияет на
скорость индикаторной реакции [7].

Влияние хитозанов с различными молекулярны-
ми массами на стабильность пероксидазы. Для изу-
чения стабильности препаратов иммобилизован-
ной пероксидазы ее полиэлектролитные ком-
плексы с хитозанами со средними ММ 5, 10, 25 и
150 кДа предварительно закрепляли физической
сорбцией на твердом сорбенте [7] и затем хранили
в герметичной упаковке при 4°С. Активность по-
лученных ферментных препаратов контролиро-
вали до тех пор, пока она сохранялась на уровне
не менее 50% от первоначальной. Стабильность
полиэлектролитных комплексов с низкомолеку-
лярными хитозанами возрастала с увеличением
ММ полисахарида. Наиболее стабильным (ак-
тивность на уровне 50% от первоначальной со-
хранялась в течение 120 сут) оказался комплекс в
присутствии 10 мас. % хитозана с ММ 25 кДа. Од-
нако максимальную стабильность проявил поли-
электролитный комплекс, образованный высо-
комолекулярным (ММ 150 кДа) хитозаном с со-
держанием 0.001 мас. %: он сохранял не менее
50% от первоначальной активности в течение
550 сут (рис. 2).

В связи с тем, что стабильность биокатализа-
тора в составе комплекса является одной из наи-
более важных аналитических характеристик сен-

сорных систем, для дальнейших исследований
выбрали хитозан со средней ММ 150 кДа.

Влияние рН, ионной силы и природы буферного
раствора на каталитическую активность комплекса
{пероксидаза–хитозан} детально изучено в опти-
мальных условиях формирования нековалентных
комплексов, образующихся в результате электро-
статических взаимодействий между полиэлек-
тролитами. Такое исследование необходимо,
прежде всего, в тех случаях, когда значения рКа
полимера (рКа хитозана составляет 6.3−6.5, он
растворим только в протонированной форме [29,
30]) и изоэлектрической точки фермента (pI пе-
роксидазы составляет 7.2 [31]) различаются не-
значительно.

Каталитическая активность пероксидазы в ре-
акции окисления о-дианизидина в присутствии
0.0005–0.01 мас. % высокомолекулярного хитоза-
на оказалась максимальной в 0.05 М фталатном
буферном растворе при рН 5.9–6.2 [7]. Таким об-
разом, активность комплекса максимальна в об-
ласти рН, в которой, судя по значениям рКа хито-
зана и точки электронейтральности пероксидазы,
предположительно имеется наибольшее количе-
ство депротонированных групп хитозана и еще
достаточное количество протонированных групп
пероксидазы, необходимых для формирования
полиэлектролитного комплекса. Не меньшее зна-
чение имеет и содержание хитозана в системе. Наи-
большую каталитическую активность (в два раза
выше, чем у нативного фермента) комплекс {фер-
мент−полисахарид} проявляет в 0.05 М фталатном
буферном растворе при содержании высокомоле-
кулярного хитозана в реакции 0.006−0.009 мас. %.

Рис. 1. Зависимость степени активирования (А, %) пероксидазы от молекулярной массы (ММ, кДа) и содержания
(схитозана, мас. %) хитозана в реакционной смеси (0.05 М фталатный буферный раствор, рН 5.0). ММ хитозана, кДа:
1 – 5; 2 – 10; 3 – 25; 4 – 150.
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При изучении влияния природы буферного
раствора на свойства и условия формирования
комплекса использовали помимо фталатного
0.05 М фосфатный и цитратный буферные рас-
творы с рН 5.9−6.2. В цитратном буферном рас-
творе хитозан при различных его содержаниях
(0.0005−0.01 мас. %) в реакционной смеси не из-
меняет каталитическую активность пероксидазы.
В фосфатном буферном растворе хитозан активи-
рует пероксидазу, но слабее, чем во фталатном.
Изменение характера и степени влияния полиса-
харида на фермент может быть обусловлено
либо значительным увеличением ионной силы
буферного раствора, либо изменением заряда
аниона, либо совместным действием этих двух
факторов [7].

Для выяснения причин влияния природы бу-
ферного раствора на условия образования ком-
плекса изучены диаграммы распределения форм
фталевой, фосфорной и лимонной кислот и
рассчитаны значения ионной силы соответ-
ствующих буферных растворов при рН 5.9. При
этом значении рН ионная сила возрастает в сле-
дующем ряду 0.05 М буферных растворов: фос-
фатный (I = 0.03 M), фталатный (I = 0.09 M),
цитратный (I = 0.18 M). Причем ионная сила,
при которой степень активирования пероксида-
зы хитозаном составляет более 60%, в 0.05 М
цитратном буферном растворе всего в 1.5 раза
ниже, чем в 0.2 М фталатном буферном растворе
с I = 0.27 M. Следовательно, природа буферного
раствора незначительно влияет на ионную силу
раствора, от которой могли бы зависеть условия

формирования комплекса {пероксидаза–хито-
зан}.

Следует отметить, что согласно распредели-
тельным диаграммам при рН 5.9 около 7% фос-
форной и 80% лимонной кислот находятся в виде
двухзарядных ионов; в случае фталевой кислоты
при данном рН такие ионы отсутствуют. По дан-
ным [32] присутствие двухзарядных анионов кис-
лот способствует сшиванию молекул хитозана
между собой, что и происходит при рН 5.9 в цит-
ратном буферном растворе. В фосфатном буфер-
ном растворе протекают два конкурирующих
процесса: взаимодействие пероксидазы с хитоза-
ном и взаимодействие хитозан–хитозан. И если в
первом случае исключается возможность образо-
вания комплекса между молекулами белка и по-
лисахарида, то во втором содержание полиэлек-
тролитного комплекса в системе мало.

Распределение по размерам частиц комплекса
{пероксидаза–хитозан}. При исследовании мето-
дом фотонно-корреляционной спектроскопии
однородности получаемых частиц полисахарид-
ного комплекса и их среднего гидродинамиче-
ского радиуса установлено, что в оптимальных
условиях формирования комплекса частицы пе-
роксидазы с хитозаном представляют собой упо-
рядочную структуру со средним размером частиц
22 ± 3 нм [4]. Столь высокая однородность полу-
чаемых частиц на наноуровне свидетельствует о
перспективности их использования в дальней-
шем для получения гомогенных и воспроизводи-
мых биочувствительных пленок как основы опти-
ческих сенсоров.

Рис. 2. Продолжительность (t, сут) сохранения не менее 50% активности (от начальной) препаратами пероксидазы,
иммобилизованными на пенополиуретане, в присутствии хитозанов с различными молекулярными массами и содер-
жаниями в смеси для иммобилизации. ММ хитозана, кДа: 1 – 5, 2 – 10, 3 – 25, 4 – 150.
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Влияние диметилсульфоксида на каталитиче-
скую активность комплекса {пероксидаза–хито-
зан}. В смесях полярных органических раствори-
телей ферменты часто теряют каталитическую ак-
тивность вследствие денатурации биомолекулы,
степень которой зависит как от полярности орга-
нического растворителя, так и от его содержания
в реакционной среде [33, 34]. При этом комплек-
сы белков с полиэлектролитами устойчивы в при-
сутствии органических растворителей [35–39].

Нами изучена активность и стабильность ком-
плекса {пероксидаза–хитозан} в среде полярного
органического растворителя − диметилсульфок-
сида (ДМСО). Выбор ДМСО обусловлен его до-
вольно частым применением в медицинской
практике для обеспечения направленного транс-
порта лекарственных веществ через кожный по-
кров и клеточные мембраны. Как следствие, он
входит в состав многих фармацевтических препа-
ратов. Кроме того, ДМСО используют для подго-
товки проб к анализу биохимическими методами.
Например, его применяют в качестве экстрагента
физиологически активных веществ из клеточных
мембран различной структуры, биологических
жидкостей и других биообъектов, растворителя
фармацевтических препаратов, лекарственных
средств и т.д. [40]. Кроме того, этот растворитель
смешивается с водой в любых соотношениях, что
позволяет исследовать его влияние на активность
пероксидазы в широком интервале содержаний в
реакционной смеси.

Нами установлено, что при содержании
ДМСО 30 об. % в реакции окисления о-дианизи-
дина комплекс {пероксидаза–хитозан} в два раза
активнее, чем нативный фермент; при содержа-
нии органического растворителя 60 об. % они ха-
рактеризуются одинаковой каталитической актив-
ностью, а в присутствии 70 об. % ДМСО каталити-
ческие свойства проявляет только комплекс [7].

Сравнение стабильности пероксидазы натив-
ной и в составе комплекса с хитозаном в присут-
ствии 30 об. % ДМСО показало, что фермент со-
храняет половину первоначальной активности в
среде органического растворителя в течение 7 и
28 ч соответственно.

Формирование оптически прозрачных пленок на
основе комплекса {пероксидаза–хитозан}. Для со-
здания сенсоров на основе комплекса {перокси-
даза–хитозан} со спектрофотометрической и
флуориметрической регистрацией аналитическо-
го сигнала нами разработана простая технология
формирования биораспознающих пленок на оп-
тических стеклах и в ячейках полистирольного
планшета. При сравнительном изучении пропус-
кания пленок после их выдерживания в течение
часа в водном растворе (0.05 M фосфатный бу-
ферный раствор с рН 6.5) и в водно-органической
среде (в присутствии 30 об. % ДМСО) установле-

но, что после выдерживания в присутствии орга-
нического растворителя пленки более прозрачны
(Т = 96 ± 2%, n = 5), чем пленки, выдержанные в
водном растворе (Т = 81 ± 4%, n = 5). Для изуче-
ния морфологии и топографии пленок, получен-
ных из различных сред, использовали метод
атомно-силовой микроскопии (АСМ). Рис. 3 сви-
детельствует о том, что пленки после их выдержи-
вания в 30%-ном (по объему) растворе ДМСО бо-
лее однородные и гладкие, чем пленки, получен-
ные из водного раствора (флуктуации по высоте
на 1 кв. микрон поверхности составили 30−35 и
140−150 нм соответственно). Толщина оптиче-
ских пленок, равная 5 микрон, установлена мето-
дом оптической спектроскопии [4, 41].

Таким образом, нами показано, что включе-
ние пероксидазы в комплекс с хитозаном позво-
ляет получать высокоактивные и стабильные в
водных и водно-органических средах фермент-
ные препараты, применение которых открывает
широкие перспективы для создания оптических
сенсорных систем и устройств, способных функ-
ционировать как в водных, так и в водно-органи-
ческих средах.

КОНСТРУКЦИЯ ТВЕРДОФАЗНЫХ 
СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИХ И 

ФЛУОРИМЕТРИЧЕСКИХ СЕНСОРНЫХ 
УСТРОЙСТВ, СХЕМЫ РЕГИСТРАЦИИ 

АНАЛИТИЧЕСКОГО СИГНАЛА
Использование твердофазных оптических

сенсорных систем, основанных на формирова-
нии и измерении аналитического сигнала вне
раствора, позволяет расширить аналитические
возможности сенсоров за счет определения био-
логически активных веществ в объектах на основе
сложных матриц (мутных, окрашенных, нерас-
творимых в воде, неизвестного состава) при их
минимальной пробоподготовке. Однако следует
отметить, что чувствительность, селективность и
особенно экспрессность описанных в литературе
твердофазных сенсоров недостаточны для реше-
ния многих аналитических задач. Подход, осно-
ванный на формировании и измерении аналити-
ческого сигнала на твердой поверхности, ранее не
использовали при создании спектрофотометри-
ческих и флуоресцентных сенсорных систем для
определения фенольных соединений, гидропе-
роксидов, фенотиазинов, катехоламинов и их ме-
таболитов.

В качестве простейшей конструкции твердо-
фазных сенсорных устройств, основанных на
формировании и измерении аналитического оп-
тического сигнала не в анализируемом растворе,
а непосредственно на поверхности сенсора (в его
чувствительном слое), нами предложена пласти-
на, по размерам адаптированная под кюветные
отделения стандартных спектрофотометров и
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Рис. 3. АСМ-профили и изображения поверхности биочувствительного слоя на основе самособирающегося комплек-
са {пероксидаза–хитозан} после выдерживания в 0.05 М фосфатном буферном растворе с рН 6.5 (рис. справа) и среде
вода (0.05 М фосфатный буферный раствор с рН 6.5)–ДМСО (30 об. %) (рис. слева).
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флуориметров. Поверхность пластины покрыта
чувствительным слоем, содержащим фермент и
компоненты индикаторной реакции, иммобили-
зованные в хитозане, для того, чтобы индикатор-
ное соединение оставалось после проведения ре-
акции в этом чувствительном слое [4, 28, 41].
Смесь наносили капельным методом и равномер-
но распределяли по поверхности пластины, рас-
положенной на строго горизонтальной поверхно-
сти, и высушивали на воздухе при комнатной
температуре [4, 28].

Для проведения индикаторной реакции сен-
сорное устройство погружали в раствор, содержа-
щий определяемое соединение, выдерживали в
нем необходимое время (непроточный вариант
проведения индикаторной реакции), извлекали и
высушивали на воздухе при комнатной темпера-
туре [4, 28, 41].

Аналитический сигнал регистрируют в режиме
поглощения (спектрофотометрическое детекти-
рование) или отражения (флуориметрическое де-
тектирование) непосредственно в чувствитель-
ном слое на поверхности пластины (подложки).
Подложку устанавливают на фронтальной по-
верхности кюветного отделения спектрофото-
метра или в кюветном отделении флуориметра
перед отражающей поверхностью−зеркалом со-
ответственно (рис. 4). Такая конструкция позво-
ляет при необходимости сочетать два способа из-
мерения аналитического сигнала. При использо-
вании отражающей поверхности в случае
флуориметрической регистрации сигнала значи-
тельно повышается чувствительность определе-
ния, поскольку при этом в детектор попадает
больше возбужденного излучения.

Однако серьезной проблемой при регистрации
флуоресцентного сигнала с использованием твер-
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дофазных сенсорных устройств предложенной кон-
струкции является высокое значение фонового сиг-
нала в области 300–500 нм (λex = 300–400 нм и λem =
= 400–500 нм). Наличие интенсивного фонового
сигнала делает фактически невозможным из-
мерение полезного аналитического сигнала.
С целью выявления природы фонового сигнала,
уменьшения его величины, а также установления
рабочей области спектра (а, следовательно, и вы-
бора подходящих индикаторных систем) исполь-
зован подход, заключающийся в изменении угла
отражения возбуждающего излучения. Установ-
лено, что отношение интенсивности флуорес-
ценции фона к интенсивности флуоресценции
индикатора пиронина Б минимально при угле
75°. Рекомендуемая ширина входной и выходной
щелей составляет 5.0 нм [31].

Таким образом, нами предложены новые типы
конструкций и устройств для регистрации анали-
тического сигнала на твердой поверхности с
учетом их дальнейшего использования в универ-
сальных серийных спектрофотометрах и флуори-
метрах.

СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИЕ 
СЕНСОРНЫЕ СИСТЕМЫ 

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИ 
АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ 

В ХИМИЧЕСКОМ АНАЛИЗЕ

Определение ряда фенольных соединений и пе-
роксидов различного строения. Наличие реакци-
онноспособных аминогрупп в составе хитозана
обусловливает его способность вступать в неко-
торые реакции, характерные для аминов. Извест-
но [42], например, что он реагирует с хинонами.
Предложено несколько путей практического
применения такого взаимодействия, включаю-
щих удаление фенольных соединений из сточных
вод после их ферментативного окисления и полу-
чение модифицированных полимеров на основе
хитозана. До сих пор, однако, этот подход не на-

шел применения в аналитической практике. В то
же время аддукт хитозана и хинона сильно погло-
щает свет в УФ и видимой областях спектра и, та-
ким образом, эта реакция может быть использо-
вана для определения фенольных соединений по-
сле их предварительного окисления, т.е.
возможно создание оптической биосенсорной
системы для определения фенольных соедине-
ний, которая не требует использования дополни-
тельных хромогенных агентов. Работа предло-
женного сенсорного устройства основана на двух
последовательных процессах: ферментативном
окислении фенольного соединения с образова-
нием хинонного продукта и взаимодействии об-
разовавшегося хинонного продукта с аминогруп-
пами хитозана с образованием сильно поглощаю-
щего свет аддукта [4, 41]. Последний процесс
детально исследован и описан в работах Пейна с
соавт. [42, 43], который предположил, что реак-
ция образования аддукта хитозан–хинон проте-
кает по механизму присоединения Михаэля [44].

При разработке спектрофотометрического
биосенсорного устройства модельным водорас-
творимым фенольным соединением служил гид-
рохинон, который является субстратом перокси-
дазы. Гидрохинон применяют как антиоксидант
при производстве полимеров и в качестве отбели-
вающего кожу компонента в некоторых фарма-
цевтических препаратах наружного применения.

При оптимальных условиях формирования
биораспознающей матрицы на поверхности оп-
тического стекла и регистрации аналитического
сигнала возможно определение гидрохинона со
следующими характеристиками: диапазон опре-
деляемых концентраций 20–200 мкМ, sr = 0.02
при концентрации гидрохинона 20 мкМ (n = 4),
предел обнаружения 3 мкМ (табл. 1) [4].

Следует отметить, что аддукты продуктов фер-
ментативного окисления некоторых фенольных
соединений и хитозана поглощают свет в УФ или
видимой областях спектра при 300 нм или мень-
ших длинах волн [4, 41] Однако в большинстве

Рис. 4. Схемы измерения поглощения (1) и флуоресценции (2) чувствительного слоя твердофазного оптического био-
сенсорного устройства.
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случаев их влияние на определение гидрохинона
при 345 нм невелико и может быть устранено при
необходимости методами хемометрики. Погло-
щение самой пленки хитозана при 345 нм невели-
ко и хорошо воспроизводимо. Другие вещества,
присутствующие в системе, также не влияют на
аналитический сигнал: продукт ферментативного
окисления гидрохинона (хинон) – единственное
вещество в системе, которое взаимодействует с
хитозаном и таким образом внедряется в пленку,
поглощение которой и служит аналитическим
сигналом.

Биораспознающий слой обладает высокой
стабильностью (последнюю изучали при концен-
трации гидрохинона 100 мкМ). Перед использо-
ванием пластину с ним можно хранить в течение
по меньшей мере 3 мес. в холодильнике. Началь-
ный отклик биосенсорного устройства был при-
нят равным 100%. Отклик биосенсорного устрой-
ства после 5 дней хранения при комнатной темпе-
ратуре (25°C) составил 69 ± 7% (n = 4, P = 0.95), а
после 90 сут хранения этого же сенсора при 4°C –
98 ± 8% (n = 4, P = 0.95). Более того, аддукт, ис-
пользуемый для определения, также очень стаби-
лен во времени, и его поглощение практически не
изменяется при хранении биосенсора в течение,
по крайней мере, 6 недель после определения.
Важной особенностью разработанного биосен-
сорного устройства является то, что аналитиче-
ским сигналом является поглощение самой пла-
стинки, а не реакционного раствора. За счет этого
возможен анализ эмульсий и непрозрачных рас-
творов без предварительного отделения матрицы.
Если какие-либо частицы образца (например,
крема) остаются на поверхности пластинки, то их

можно смыть с пленки водой. Вследствие того,
что определяемое соединение связано с хитоза-
ном ковалентно, вымывание его из пленки невоз-
можно. Более того, в случае разработанного нами
оптического биосенсорного устройства значения
оптической плотности при концентрациях опре-
деляемого соединения 20–200 мкМ находятся в
диапазоне 0.4–1.6, и, следовательно, нет необхо-
димости в использовании дорогих высокочув-
ствительных приборов. Это выгодно отличает
предложенное сенсорное устройство от сенсора
аналогичной конструкции, разработанного Аб-
дуллой и соавт. [41], отклик которого в присут-
ствии значительно бóльших концентраций опре-
деляемого соединения (500–9000 мкМ пирокате-
хина) меняется в диапазоне 0.01–0.06 ед. опт.
плотн. соответственно.

В качестве объектов для апробации методик
определения гидрохинона часто выбирают содер-
жащие его фармацевтические мази и гели для от-
беливания кожи. Известно, что долговременное
употребление гидрохинонсодержащей продук-
ции опасно для здоровья, поэтому использование
гидрохинона ограничено или запрещено во мно-
гих странах [45]. Кроме того, такие образцы пред-
ставляют интерес с точки зрения подготовки их
проб к анализу. Для демонстрации эффективно-
сти сенсора в анализе фармацевтической про-
дукции его применили для определения гидро-
хинона в креме для депигментации кожи
(“Ахромин” производства Ален Мак, Болгария),
где он является единственным активным компо-
нентом (табл. 2). Результат 1.9 ± 0.1% (n = 4, P =
= 0.95), полученный методом стандартных добавок
при использовании предложенного биосенсорного

Таблица 1. Аналитические характеристики спектрофотометрической сенсорной системы для определения раз-
личных фенольных соединений и гидропероксидов

* Во всех случаях значение sr не превышало 0.08.

Аналит
Диапазон 

определяемых 
концентраций, мкM*

Предел 
обнаружения,

мкM

Чувствительность,
M–1

Органический 
растворитель,

об. %

Фенольные соединения
Фенол 20–100 13 2 × 103 –
Гидрохинон 20–200 3 7 × 103 –
Пирокатехин 20–250 7 3 × 103 –
Кверцетин 10–150 3 12 × 103 ДМСО (10)
Рутин 10–150 10 4 × 103 ДМСО (10)
Эскулетин 10–200 10 4 × 103 ДМСО (10)

Гидропероксиды
Пероксид водорода 100–1000 45 25 × 102 –
2-Бутанолпероксид 50–1000 32 12 × 102 ДМСО (20)
Бензоилпероксид 50–250 45 9 × 102 ДМСО (20)
трет-Бутилгидропероксид 150–2500 60 10 × 102 Ацетон (50)
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устройства, не отличается от результата, получен-
ного методом ВЭЖХ с амперометрическим детек-
тированием (1.9 ± 0.1%, n = 3, P = 0.95), и соответ-
ствует значению, заявленному производителем
(1.9%). Следует отметить, что использование пред-
ложенного нами устройства в анализе реального
образца на содержание гидрохинона значительно
удобнее, чем анализ методами ВЭЖХ и спектро-
фотометрии в УФ-диапазоне, поскольку не нуж-
но добиваться прозрачности образца; достаточно
гомогенизации навески образца в воде или
ДМСО.

Отклик сенсорной системы по отношению к
фенольным соединениям понижается в ряду
кверцетин, гидрохинон, катехол, рутин, эскуле-
тин, фенол. В случае таких фенолов, как резор-
цин, пирогаллол и флуороглюцин отклик био-
сенсорной системы отсутствует. По-видимому,
это обусловлено тем, что продукты окисления
этих фенольных соединений не взаимодействуют
с хитозаном с образованием аддукта Михаэля,
поскольку, как известно, все изученные фенолы
окисляются пероксидом водорода в присутствии
пероксидазы [1–3]. Использование в качестве
аналитической системы двух последовательных
реакций позволяет устранить мешающее влияние
многих компонентов нефенольной структуры (за
исключением хинонов), которые могут присут-
ствовать в реальных объектах.

При разработке методик определения органи-
ческих гидропероксидов в качестве индикаторно-
го (хромогенного) вещества использовали пирока-
техин. Определение проводили в условиях, опти-
мальных для определения фенольных соединений,
с концентрацией пирокатехина 1 мМ. Чувствитель-
ность биосенсорного устройства к органическим
гидропероксидам снижается в ряду: 2-бутанон пе-
роксид, бензоилпероксид, трет-бутилпероксид.
Аналитические характеристики всех разработан-
ных методик представлены в табл. 1.

Аналитические возможности спектрофото-
метрической сенсорной системы апробированы
при определении девяти фенольных соединений
различного строения, а также органических гид-
ропероксидов. При определении фенольных со-
единений (кверцетина, рутина, эскулетина) и ор-
ганических пероксидов (2-бутанонпероксида и
бензоилпероксида), мало растворимых в водных
растворах, реакцию проводили в присутствии
ДМСО (10 и 20 об. % соответственно) (табл. 2)
[46].

Определение фенотиазинов в водно-органиче-
ских средах. Фенотиазины – класс искусственно
синтезированных гетероциклических соедине-
ний, используемых в медицине в качестве тран-
квилизаторов, антидепрессантов, нейролепти-
ков, антиаллергенов и т.д. [47]. В основе химиче-
ской структуры этой группы препаратов лежит

Таблица 2. Результаты определения фенольных соединений и органических пероксидов в реальных объектах с
использованием спектрофотометрической сенсорной системы

Объект/пробоподготовка
Определяемое 

вещество/сопутствующие 
компоненты по данным на упаковке

Найдено
с использованием 

биосенсорного 
устройства

Заявлено 
производителем

Крем “Ахромин”/cуспен-
дирование образца в воде, 
спирте или ацетонитриле

Гидрохинон/парафин, протегин Х, 
глицерин, ланолин, хлорид натрия, 
ютанол G, гидрохинон, витконол АРМ, 
парсол МСХ, отдушка розы, метаби-
сульфит натрия, трилон ВД, трилон В, 
молочная кислота

1.9 ± 0.1% 1.9%

Витамины “Аскору-
тин”/cуспендирование 
таблетки в ДМСО

Рутин/аскорбиновая кислота, сахар; 
крахмал картофельный; кальция стеа-
рат; тальк

0.051 ± 0.003 г/табл. 0.05 г/табл.

Порошок для инъекций 
“Корвитин”/pастворение 
образца в ДМСО

Кверцетин/поливинилпирролидон, 
натрия гидроксид

0.052 ± 0.004 г/0.5 г 0.05 г/0.5 г

Гель “Базирон”/cуспенди-
рование образца в воде

Бензоил пероксид/акрилат сополимер, 
полоксамер 182, карбомер 940 (карбо-
поль 980), глицерин, динатрия эдетат, 
натрия диоктил сульфосукцинат, про-
пиленгликоль, кремний коллоидный 
безводный, натрия гидроксид

5.0 ± 0.4% 5%
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гетероциклическая система, состоящая из шести-
членного гетероцикла тиазина, конденсирован-
ного с двумя ядрами бензола [48].

Вследствие своей амфифильной природы про-
изводные фенотиазинового ряда при попадании в
организм взаимодействуют с клеточной мембра-
ной и распределяются между двумя фазами − вод-
ным раствором и гидрофобным липидным бис-
лоем (клеточной мембраной) [49]. Для эффектив-
ного направленного переноса производных
фенотиазина в клетки (например, хлорпромазина
в клетки эритроцитов) в состав фармацевтиче-
ских препаратов в качестве эффективного транс-
портера сквозь мембранные структуры часто до-
бавляют полярный органический растворитель
ДМСО. Этот же растворитель применяют для
экстракции фенотиазинов из биологических
жидкостей, тканей, а также для растворения ле-
карственных средств при подготовке проб раз-
личных объектов к анализу [50]. Определению
фенотиазинов в биологической матрице обычно
предшествует сложная пробоподготовка ─ экс-
тракция и предконцентрирование фенотиазинов.
Необходимость проведения стадии пробоподго-
товки связана, во-первых, с малыми концентра-
циями препаратов в биологических объектах (по-
рядка ppm или ppb), а, во-вторых, со способно-
стью фенотиазинов связываться с молекулами
белков, присутствующими в анализируемых объ-
ектах.

Наиболее распространенным и удобным спо-
собом выделения фенотиазинов из матрицы яв-

ляется их жидкостно–жидкостная экстракция в
подходящий органический растворитель, не сме-
шивающийся с водой [51]. В качестве растворите-
ля для экстракции фенотиазинов из плазмы кро-
ви чаще всего используют смесь неполярного
(гексана) и небольшого объема (5 об. %) полярно-
го (в том числе и ДМСО) растворителей [52, 53].

Разработанное сенсорное устройство исполь-
зовано для определения следующих фенотиази-
нов: хлорпромазина (или аминазина), промазина
и трифторперазина (или трифтазина). Эти препа-
раты коммерчески доступны, их широко применя-
ют в медицинской практике в качестве лекарствен-
ных препаратов; механизм их пероксидазного
окисления частично изучен и описан [54, 55].

Ранее установлено [47], что промазин, хлор-
промазин и трифторперазин в нейтральной среде
активируют пероксидазное окисление таких суб-
стратов пероксидазы, как никотинамидаденин-
динуклеотид (НАДН) и аскорбат-ион. Этот же
эффект так называемой “субстрат-субстратной”
активации мы обнаружили в реакции окисления
о-дианизидина. Увеличение скорости окисления
о-дианизидина пропорционально концентрации
фенотиазинов в реакционной смеси, что положе-
но в основу определения промазина, хлорпрома-
зина и трифторперазина в водных растворах в
присутствии 30 об. % ДМСО (табл. 3) [4].

Как видно из табл. 3, метрологические харак-
теристики методик определения фенотиазинов в
водно-органическом растворе в присутствии
комплекса {пероксидаза–хитозан} гораздо луч-

Таблица 3. Метрологические характеристики методик определения фенотиазинов по их активирующему дей-
ствию на реакцию окисления о-дианизидина, катализируемого нативным ферментом (I) и комплексом {перок-
сидаза–хитозан} (II) в водных растворах и в присутствии 30% (по объему) ДМСО (n = 5)

Определяемое соединение Диапазон определяемых 
концентраций, мкМ

sr при сн (n = 5)

0.05 М фталатный буферный раствор с рН 5.8

Промазин I 0.03–0.2 0.03
II 0.02–01 0.05

Хлорпромазин I 0.07–0.5 0.07
II 0.05–0.4 0.04

Трифторперазин I 0.1–1 0.05
II 0.09–0.7 0.08

0.05 М фталатный буферный раствор с рН 5.8 + ДМСО (30 об. %)

Промазин I 0.1–0.8 0.07
II 0.02–0.1 0.05

Хлорпромазин I 0.5–2 0.06
II 0.05–0.4 0.04

Трифторперазин I – –
II 0.09–0.7 0.08
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ше, чем методик в присутствии нативного биока-
тализатора. Коэффициент чувствительности
определения промазина и хлорпромазина в вод-
но-органической среде в присутствии комплекса
больше в 6 и 11.5 раз соответственно по сравне-
нию с тем же параметром аналогичных методик в
отсутствие хитозана. Нижние границы определя-
емых концентраций фенотиазинов в водно-орга-
нической среде в присутствии комплекса на по-
рядок ниже, чем в случае использования натив-
ной пероксидазы в водных растворах. Следует
отметить, что в отсутствие хитозана разработать
методику определения самого трудноокисляемо-
го из изученных субстратов пероксидазы – три-
фторперазина – в водно-органической среде не
удалось. Предложенная методика определения
промазина применена для анализа органических
экстрактов гексан–ДМСО из плазмы венозной
крови человека.

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ СЕНСОРНЫЕ 
СИСТЕМЫ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ 
И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ 

В ХИМИЧЕСКОМ АНАЛИЗЕ

Предложены два типа новых индикаторных
систем для определения фенольных соединений
и пероксидов различного строения, включающие
следующие процессы: 1) взаимодействие продук-
тов ферментативного окисления фенолов с хито-
заном, меченным флуоресцентной меткой, со-

провождающееся уменьшением интенсивности
флуоресценции; 2) пероксидазная дериватизация
катехоламинов и их метаболитов с ароматически-
ми диаминами – о-фенилендиамином или эти-
лендиамином – с образованием флуоресцирую-
щих производных [28].

Флуоресцентная сенсорная система для опреде-
ления биологически активных веществ на основе
хитозана, меченного изотиоцианатом родамина Б.
Распространенный подход при создании флуо-
ресцентных сенсоров заключается во введении в
их чувствительный слой соединений, обладаю-
щих сильной собственной флуоресценцией, и по-
следующем определении компонентов индика-
торной системы по тушению флуоресценции [56].
Биочувствительный слой в этом случае представ-
ляет собой смесь хитозана, меченного флуорес-
центной меткой (изотиоцианатом родамина Б), и
пероксидазы. При ферментативном окислении
фенольных соединений интенсивность флуорес-
ценции биочувствительного слоя уменьшается
пропорционально содержанию аналита.

Определение фенольных соединений. Оптималь-
ные условия функционирования сенсорной си-
стемы на основе пероксидазы в комплексе с хито-
заном, меченным изотиоцианатом родамина Б
(концентрации хитозана, флуоресцентной метки,
фермента, пероксида водорода, толщины плен-
ки, концентрации и рН буферного раствора, длин
волн возбуждения и испускания) приведены в ра-
боте [28]. С использованием этой системы разра-
ботаны методики определения пирокатехина, ре-
зорцина, гидрохинона, допамина и адреналина
(табл. 4).

Отклик чувствительного слоя сенсорного
устройства аддитивен при концентрациях анали-
тов, входящих в диапазоны линейности градуи-
ровочных графиков. Поскольку коэффициенты
чувствительности определения различаются по
величине, информация, полученная при анализе
объекта, одновременно содержащего смесь фено-
лов, позволяет сделать вывод лишь об их суммар-
ном содержании в образце.

Таким образом, разработанные биосенсорные
устройства на основе хитозана, меченного флуо-
ресцентной меткой, могут быть использованы
для анализа объектов, содержащих только одно
фенольное соединение (например, фармацевти-
ческих и косметических препаратов), либо для
оценки суммарного содержания фенольных со-
единений в анализируемом образце (например, в
промышленных и сточных водах), а также при
анализе с использованием совокупности сенсо-
ров на основе разных индикаторных реакций.
Анализ более сложных смесей (биологических
жидкостей) требует создания более чувствитель-
ных, селективных и стабильных индикаторных
систем.

Таблица 4. Метрологические характеристики опреде-
ления дигидроксифенолов, катехоламинов и гидропе-
роксидов в водной среде с использованием биосенсор-
ной системы на основе хитозана, меченного флуорес-
центной меткой

Определяемое 
соединение

Диапазон 
линейности, 

мкМ

сmin, 
мкМ

sr (при сн,
n = 4, 

P = 0.95)

Фенольные соединения
Пирокатехин 0.5–5.0 0.10 0.04
Резорцин 0.5–7.5 0.15 0.03
Гидрохинон 0.5–7.5 0.20 0.03
Допамин 5.0–50.0 2.0 0.05
Адреналин 5.0–50.0 1.5 0.06

Гидропероксиды
Пероксид водорода 100–1000 45 0.08
Пероксид мочевины 25–250 10 0.08
2-Бутанонпероксид 100–1000 40 0.08
Бензоилпероксид 50–750 45 0.07
трет-Бутилгидро-
пероксид 250–25000 230 0.07
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Определение пероксидов различного строения.
Флуоресцентный отклик биочувствительного
слоя на основе пероксидазы в комплексе с хито-
заном, меченным изотиоцианатом родамина Б,
пропорционален концентрации не только восста-
новителя – фенольного соединения, но и окисли-
теля – пероксида. Вследствие этого перспективно
его применение для определения пероксидов раз-
личного строения, в том числе органических. В ка-
честве субстрата-восстановителя использовали
пирокатехин (фенольное соединение с наиболь-
шим коэффициентом чувствительности определе-
ния) при концентрации 2.5 мкМ, соответствую-
щей середине диапазона линейности. Метроло-
гические характеристики методик определения
ряда пероксидов приведены в табл. 4.

По чувствительности и воспроизводимости
результатов определения органических гидропе-
роксидов описанная флуоресцентная биосенсор-
ная система сопоставима с известными аналога-
ми, в том числе твердофазным спектрофотомет-
рическим биосенсорным устройством на основе
хитозана (несколько превосходя последний). При
этом существенное преимущество твердофазного
флуоресцентного биосенсорного устройства по
сравнению со спектрофотометрическим анало-
гом заключается в меньшей продолжительности
анализа при комнатной температуре (10–15 мин
вместо 24 ч) [4, 28, 41].

С целью повышения чувствительности опре-
деления гидропероксидов индикаторную реак-
цию проводили в среде прямых и обращенных
мицелл ПАВ, которые должны способствовать
повышению активности фермента за счет изме-
нения его конформации и доступности активного
центра. Кроме того, в мицеллярных средах воз-
можно увеличение аналитического сигнала
вследствие повышения растворимости малорас-
творимых аналитов. Введение молекул ПАВ в
раствор флуорофора может сопровождаться уве-
личением интенсивности флуоресценции в ре-
зультате его включения в мицеллу и уменьшения
числа его вращательных степеней свободы, что
понижает долю безызлучательных переходов. По-
скольку действие биочувствительного слоя на ос-
нове меченого хитозана основано на тушении его
собственной флуоресценции, введение молекул
ПАВ может как повысить, так и понизить чув-
ствительность определения (вследствие наличия
в системе двух конкурентных процессов). Следо-
вательно, необходимо выделить вклад каждого
процесса в формирование аналитического сигна-
ла. По этой причине изучили возможность ис-
пользования мицеллярных сред параллельно для
описанного выше флуоресцентного и спектрофо-
тометрического сенсоров [28, 41].

Установлено, что проведение реакции в ми-
целлярных средах сопровождается существен-

ным по сравнению с немицеллярной системой
(до 2 раз в случае мицелл на основе додецилсуль-
фата натрия, ДДС) увеличением интенсивности
собственной флуоресценции хитозановой плен-
ки (в том числе при проведении контрольного
опыта). При этом значительно ухудшается вос-
производимость результатов измерений (sr ~
~ 0.2–0.3 при n = 4, P = 0.95). Метрологические
характеристики методик определения перокси-
дов в среде прямых мицелл ПАВ с использовани-
ем спектрофотометрического биосенсора позволи-
ли выявить следующие закономерности: чувстви-
тельность определения всех пероксидов, кроме
трет-бутилгидропероксида, возрастает в ряду сред
цетилтриметиламмония бромид (ЦТАБ) < неми-
целлярная среда < ТВИН 80 < ДДС, причем по-
вышение чувствительности закономерно сопро-
вождается сужением диапазона линейности [41].

Таким образом, аналитические характеристи-
ки предложенной нами флуоресцентной биосен-
сорной системы на основе хитозана, меченного
изотиоцианатом родамина Б, сопоставимы с ха-
рактеристиками сенсоров, описанных в литера-
туре [57–60]. При этом значительное преимуще-
ство предложенной сенсорной системы заключа-
ется в том, что использованная при его создании
методика формирования и измерения аналитиче-
ского сигнала позволяет анализировать негомо-
генные и непрозрачные среды. Однако достигае-
мые чувствительность и селективность определе-
ния недостаточны для решения некоторых
важных аналитических задач, например анализа
биологических жидкостей и тканей на содержа-
ние катехоламинов, таких как допамин, адрена-
лин, и их метаболитов (гомованилиновой и вани-
лилминдальной кислот).

ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ СЕНСОРНАЯ 
СИСТЕМА ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ 
НА ОСНОВЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 

ПРОДУКТОВ ФЕРМЕНТАТИВНОГО 
ОКИСЛЕНИЯ ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЙ 

С ДЕРИВАТИЗИРУЮЩИМИ АГЕНТАМИ
Перспективным для определения катехолами-

нов (допамин, адреналин) и их метаболитов (го-
мованилиновая и ванилилминдальные кислоты)
представляется подход, основанный на измере-
нии флуоресценции их производных. Деривати-
зирующими агентами, обеспечивающими чувстви-
тельное и селективное определение фенольных со-
единений по флуоресценции их производных,
являются ароматические и алифатические амины.

Реакция дериватизации катехоламинов и их
метаболитов ароматическими и алифатическими
аминами осуществляется по следующей схеме: на
первой стадии определяемое соединение окисля-
ется до соответствующего хинона с открытой це-
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пью, который далее вступает в реакцию внутри-
молекулярного присоединения по Михаэлю.
В щелочной среде образовавшийся аддукт Михаэля
мгновенно восстанавливается до гидроксииндола,
который далее окисляется с образованием соответ-
ствующего о-хинона с закрытой цепью. Конечный
продукт окисления взаимодействует с дериватизи-
рующими агентами с образованием производных
бензоксазола или хиноксалина. Идентичность
продуктов ферментативной и неферментативной
дериватизации доказана в работе [61] методами
спектрофотометрии и жидкостной хромато-
масс-спектрометрии на примере взаимодействия
адреналина и бензиламина.

Определение фенольных соединений. Для раз-
работки флуоресцентных методик определения
фенольных соединений в сенсорном варианте в
качестве дериватизирующих агентов использова-
ли о-фенилендиамин (о-ФДА) и этилендиамин
(ЭДА), дериватизаты которых флуоресцируют в
области 500–600 нм. Интенсивность флуоресцен-
ции пропорциональна концентрации фенольных
соединений. Спектры возбуждения и флуорес-
ценции симметричны, а положение максимумов
флуоресценции не зависит от длины волны воз-
буждающего излучения [28].

Для получения наибольшего количества флуо-
ресцирующего аддукта в биочувствительном слое
оптимизировали условия формирования анали-
тического сигнала (концентрацию фермента, пе-
роксида водорода, дериватизирующего агента,
время реакции, рН и концентрацию буферного
раствора). При использовании иммобилизован-
ного о-ФДА в качестве модельных фенольных со-
единений использовали простейший изомерный
дигидроксифенол – пирокатехин, катехоламины
(допамин и адреналин) и их метаболиты (гомова-
нилиновую и ванилилминдальные кислоты). При
применении ЭДА ограничились разработкой ме-

тодик определения пирокатехина, допамина и ад-
реналина (табл. 5).

Чувствительность и воспроизводимость ре-
зультатов измерений, а также экспрессность ана-
лиза существенно возрастают при переходе от из-
мерения сигнала в растворе к измерению сигнала
на поверхности, а также при замене ЭДА на о-
ФДА. Так, биосенсор на основе о-ФДА позволяет
определять катехоламины и их метаболиты на на-
номолярном уровне концентраций, что достаточ-
но для определения этих соединений в биологи-
ческих жидкостях человека. При этом время, не-
обходимое для достижения 90%-ной величины
аналитического сигнала, не превышает 30 с. Био-
сенсорное устройство на основе ЭДА позволяет
определять фенольные соединения на микромо-
лярном уровне концентраций, а продолжитель-
ность реакции составляет от 2 до 15 мин. От-
клик чувствительного слоя биосенсоров на ос-
нове о-ФДА и ЭДА сохраняется на уровне 90–
95% от первоначального в течение двух дней при
25°С и не менее 4 недель при –20°С. При перехо-
де от измерения аналитического сигнала в рас-
творе к использованию биосенсоров сужается
диапазон линейности, что свидетельствует о
концентрировании продуктов окисления фе-
нольных соединений в полимерной пленке. Как и
в случае описанной ранее твердофазной флуорес-
центной биосенсорной системы на основе мече-
ного хитозана, увеличение объема реакционной
системы сопровождается понижением чувстви-
тельности определения и расширением диапазо-
на определяемых концентраций.

На примере анализа смесей, содержащих одно-
временно попарно допамин и адреналин, гомова-
нилиновую кислоту и адреналин, а также ванилил-
миндальную кислоту и адреналин, установлено, что
как в растворе, так и при использовании биосенсор-
ного утройства, адреналин значительно превосхо-
дит остальные модельные фенольные соединения

Таблица 5. Метрологические характеристики определения фенольных соединений с использованием флуорес-
центной биосенсорной системы на основе дериватизации с о-фенилендиамином и этилендиамином

Определяемое соединение Диапазон линейности, нМ сmin, нМ sr (при сн, n = 5, P = 0.95)

Дериватизирующий агент – о-фенилендиамин
Пирокатехин 50–1000 20 0.03
Допамин 50–500 18 0.03
Адреналин 10–2500 5 0.04
Гомованилиновая кислота 10–250 5 0.03
Ванилилминдальная кислота 5–100 3 0.03

Дериватизирующий агент – этилендиамин
Пирокатехин 500–5000 180 0.04
Допамин 250–5000 75 0.06
Адреналин 250–1000 150 0.08
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по скорости образования его флуоресцентных
производных в реакции дериватизации с о-ФДА,
вследствие чего величина аналитического сигна-
ла в перечисленных выше системах неаддитивна.
Так, определение допамина, гомованилиновой и
ванилилминдальной кислот в присутствии адрена-
лина возможно только при их многократном (в
100–1000 раз) избытке. При одновременном вве-
дении в реакционную систему допамина и гомо-
ванилиновой кислоты, допамина и ванилилмин-
дальной кислоты, а также гомованилиновой и ва-
нилилминдальной кислот сенсорная система дает
аддитивный отклик. Следует отметить, что при
рН 10 (оптимальном для определения гомованили-
новой кислоты) скорость реакции ферментативной
дериватизации ванилилминдальной кислоты с о-
ФДА настолько мала, что даже при двукратном
избытке ванилилминдальная кислота не мешает
определению гомованилиновой кислоты. В нор-
ме содержание гомованилиновой кислоты в био-
логических жидкостях превышает содержание
ванилилминдальной кислоты. Следовательно, с
учетом возможного разбавления анализируемого
образца, а также требуемой и достигаемой чув-
ствительности определения катехоламинов и их
метаболитов биосенсор на основе о-ФДА может
быть использован для индивидуального опреде-
ления гомованилиновой кислоты в крови и моче
(при рН 10), а также для совместного определе-
ния гомованилиновой и ванилилминдальной
кислот в моче (при рН 9.5).

Таким образом, разработанная нами флуо-
ресцентная биосенсорная система на основе ре-
акции пероксидазной дериватизации с о-ФДА
превосходит описанные в литературе аналоги по
чувствительности определения фенольных соеди-
нений и сопоставима с ними по селективности
определения и воспроизводимости результатов из-
мерения, а также стабильности аналитического
сигнала [60, 61]. Достигаемые чувствительность и
селективность определения, а также небольшое
время отклика (30 с) позволяют использовать
предложенную сенсорную систему для индивиду-
ального определения катехоламинов и их метабо-

литов в фармацевтических препаратах и для опре-
деления гомованилиновой и ванилилминдальной
кислот в биологических жидкостях.

Определение пероксидов. Описанные выше
биосенсорные системы также использованы для
разработки методик определения пероксидов раз-
личного строения. В качестве дериватизирующего
агента использовали о-ФДА, поскольку биосенсор
на его основе имеет лучшие метрологические ха-
рактеристики, чем биосенсорное устройство на ос-
нове ЭДА. Метрологические характеристики опре-
деления пероксидов с помощью флуоресцентной
биосенсорной системы на основе о-ФДА приве-
дены в табл. 6.

Следует отметить, что имеется относительно
небольшое число работ [62–69], посвященных
оптическим сенсорным системам для определе-
ния пероксида водорода и органических перокси-
дов. Существующие оптические сенсоры позво-
ляют определять пероксиды преимущественно на
микро/миллимолярном уровне, т.е. по чувстви-
тельности сравнимы (в единичных случаях пре-
восходят [62, 63]) со спектрофотометрическими и
флуоресцентными сенсорными системами на ос-
нове полиэлектролитного комплекса {пероксида-
за–хитозан}. При этом только единичные оптиче-
ские сенсоры (согласно литературным сведениям)
апробированы в анализе реальных объектов – оп-
тически прозрачных сред (дождевой воды и раство-
ра для дезинфекции контактных линз), не требую-
щих дополнительной пробоподготовки [67, 68].
Важным преимуществом регистрации аналитиче-
ского сигнала непосредственно в биораспознаю-
щем слое сенсорных систем, предложенных нами,
является возможность анализа окрашенных раство-
ров, а также образцов, нерастворимых в воде и ми-
целлярных средах (растворах, суспензиях разной
плотности и полярности), без предварительной
пробоподготовки.

Таблица 6. Метрологические характеристики определения пероксидов в водной и мицеллярной средах
с помощью флуоресцентной биосенсорной системы на основе дериватизации с о-фенилендиамином

Определяемое соединение Диапазон линейности, мкМ сmin, мкМ sr (при сн, n = 4, P = 0.95)

Пероксид водорода (вода) 25–500 10 0.03
Пероксид водорода (ЦТАБ) 100–2500 80 0.15
Пероксид водорода (ТВИН) 50–500 30 0.15
Пероксид мочевины 25–500 15 0.05
2-Бутанонпероксид 100–1000 80 0.06
Бензоилпероксид 50–500 30 0.07
трет-Бутилгидропероксид 50–2500 40 0.13
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ПРИМЕНЕНИЕ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ 
БИОСЕНСОРНЫХ СИСТЕМ В АНАЛИЗЕ 

РЕАЛЬНЫХ ОБЪЕКТОВ

Флуоресцентные биосенсорные системы, осно-
ванные на тушении флуоресценции (с меченым хи-
тозаном) и возрастании сигнала (дериватизация с о-
ФДА), а также спектрофотометрическая система на
основе комплекса {пероксидаза–хитозан} апроби-
рованы при определении фенольных соединений
(гидрохинона, допамина, адреналина) и органиче-
ских пероксидов (бензоилпероксида, пероксида
мочевины) в составе косметических и лекар-
ственных препаратов различной природы (рас-
творимых и нерастворимых в воде). Следует под-
черкнуть, что пробоподготовка была ограничена
гомогенизацией (в случае водонерастворимых
препаратов) или разбавлением (в случае инъек-
ционных растворов) анализируемого образца в
воде. Результаты определения фенольных соеди-
нений в фармацевтических препаратах хорошо
согласуются с содержаниями, указанными про-
изводителем (табл. 7).

Флуоресцентную биосенсорную систему на
основе о-ФДА применили для определения ко-
нечных продуктов метаболизма катехоламинов
(гомованилиновой и ванилилминдальной кис-

лот) в моче. Анализ проводили способом стан-
дартных добавок при условиях, оптимальных для
определения гомованилиновой кислоты (селек-
тивное определение последней) и ванилилмин-
дальной кислоты (определение суммарного содер-
жания гомованилиновой и ванилилминдальной
кислот). Результаты определения гомованилиновой
кислоты хорошо согласуются с данными, получен-
ными при определении этого соединения мето-
дом ВЭЖХ с амперометрическим детектировани-
ем [28].

* * *
Таким образом, наши исследования по созда-

нию и совершенствованию существующих опти-
ческих (спектрофотометрических и флуорес-
центных) сенсорных систем позволили предло-
жить оригинальные подходы к иммобилизации
широко используемого в анализе фермента пе-
роксидазы, обеспечивающие его активность и
стабильность при хранении и протекании катали-
тических процессов в неблагоприятных для белка
условиях и средах. Разработаны новые типы кон-
струкций и устройств для регистрации аналити-
ческого сигнала твердой фазы (биочувствитель-
ного слоя) на основе универсальных серийных

Таблица 7. Результаты определения гидрохинона, допамина, адреналина, бензоилпероксида и пероксида моче-
вины в фармацевтических и лекарственных препаратах в водной среде(I) и в среде прямых мицелл ПАВ(II)

Тип 
биосенсорной 

системы

Фармацевтический 
препарат

Определяемое 
соединение

Найдено, % Заявлено 
произво-

дителем, %I II

Спектрофотомет-
рическая сенсор-
ная система

Ахромин Гидрохинон 2.1 ± 0.2 – 1.9

Базирон Бензоилпероксид 4.8 ± 0.7 4.8 ± 0.7 5.0

Пероксидерм 2.8 ± 0.4 2.5 ± 0.3 2.5

Splat Exreem White Пероксид мочевины 0.09 ± 0.01 0.09 ± 0.01 0.1

Флуоресцентная 
сенсорная 
система на основе 
хитозана, мечен-
ного флуорес-
центной меткой

Ахромин Гидрохинон 2.1 ± 0.2 – 1.9

Допамин – Ферейн Допамин 0.53 ± 0.04 0.5

Адреналина гидрохлорид Адреналин 0.1 ± 0.01 0.1

Ксилокаин – Адреналин (5.4 ± 0.6) × 10–4 5 × 10–4

Базирон Бензоилпероксид 4.7 ± 0.6 5.0

Пероксидерм 2.5 ± 0.4 2.5

Splat Exreem White Пероксид мочевины 0.11 ± 0.02 0.1

Флуоресцентная 
сенсорная 
система на основе 
дериватизации 
с о-ФДА

Допамин – Ферейн Допамин 0.54 ± 0.07 0.5

Адреналина гидрохлорид Адреналин 0.11 ± 0.02 0.1

Ксилокаин – Адреналин (4.9 ± 0.6) × 10–4 5 × 10–4

Базирон Бензоилпероксид 4.7 ± 0.4 5.0

Пероксидерм 2.4 ± 0.4 2.5

Splat Exreem White Пероксид мочевины 0.11 ± 0.01 0.1
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спектрофотометров и флуориметров. Предложе-
ны новые индикаторные системы для определе-
ния фенольных соединений – фенотиазинов, ка-
техоламинов и их метаболитов, пероксидов раз-
личного строения для обеспечения контроля
качества лекарственных препаратов, биомеди-
цинских исследований, клинической диагности-
ки. Достоинством разработанных оптических
сенсорных систем является простота их изготов-
ления и эксплуатации. Чувствительность, селек-
тивность и быстродействие предложенных
устройств достаточны для определения перечис-
ленных выше аналитов в фармацевтической про-
дукции, а в ряде случаев и в биологических жид-
костях человека. Формирование и измерение
аналитического сигнала вне раствора, непосред-
ственно в чувствительном слое сенсора, позволя-
ет анализировать непрозрачные и мутные среды
и, следовательно, объекты на основе матриц
сложного состава без дополнительной пробопод-
готовки. Последнее достоинство выгодно отлича-
ет предложенные биосенсоры от описанных в ли-
тературе аналогов, основанных на формировании
и измерении аналитического сигнала в растворе.
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