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Аннотация 

Разработаны новые амперометрические биосенсоры на основе планарных плати-

новых электродов, модифицированных многослойными углеродными нанотрубками, 

наночастицами золота и иммобилизованного фермента – тирозиназы для определения 

микотоксина патулина в области концентраций 1·10
–6

 – 8·10
–12

 моль/л с погрешностью 

не более 0.063. Подобраны наилучшие условия для получения наночастиц золота в рас-

творах. Найдены условия иммобилизации многостенных углеродных нанотрубок и на-

ночастиц золота на поверхность планарных электродов. Выявлены условия функцио-

нирования предлагаемых биосенсоров. Полученные результаты использовали для кон-

троля содержания патулина в пищевых продуктах на уровне и ниже ПДК.  

Ключевые слова: микотоксины, амперометрический биосенсор, тирозиназа, па-

тулин, углеродные нанотрубки, наночастицы золота, пищевые продукты 

 

Введение 

В настоящее время микотоксины (продукты жизнедеятельности микроско-

пических плесневых грибов) составляют одну из наиболее опасных групп ток-

сичных соединений, представляющих угрозу здоровью населения. Многие из 

них обладают мутагенными (в том числе канцерогенными) свойствами. Мико-

токсины содержатся во многих пищевых продуктах и кормах, где их содержа-

ние может достигать сотен мкг/кг. Для основных микотоксинов в ряде стран 

установлены ПДК [1] 

Патулин – микотоксин, вырабатываемый различными плесневыми грибка-

ми из родов Penicillium и Aspergillus и обладающий выраженными токсически-

ми и мутагенными свойствами. В высоких концентрациях патулин обнаружи-

вается в продуктах переработки фруктов и овощей.  

Установлено, что патулин обладает свойствами антибиотика широкого 

спектра действия, и его действие проверено на эффективность при простудных 

заболеваниях. Однако патулин никогда в этом плане не использовался на прак-

тике в медицинских целях по причине его раздражающего действия на желудок 

и способности вызывать тошноту и рвоту [2].  

В последнее время достаточно активно разрабатываются различные биохими-

ческие, в том числе иммунохимические, методы [3–7] определения микотоксинов. 
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Такие методы анализа являются удобным инструментом для первичного скри-

нинга больших партий продукции благодаря своей простоте, экспрессности 

и относительно невысокой стоимости. Среди них следует отметить работы по 

использованию различных биосенсоров [8–11] для решения данной аналитиче-

ской задачи. Однако примеры работ по применению биосенсоров для опреде-

ления микотоксинов пока немногочисленны.  

В настоящее время идет активный поиск путей повышения чувствительно-

сти определений микотоксинов, упрощения процедуры и сокращения времени 

анализа, снижения матричного эффекта анализируемых объектов.  

Разработка новых аналитических устройств на основе биосенсоров, позво-

ляющих с высокой чувствительностью и избирательностью определять мико-

токсины, обладающие определенной универсальностью действия, представляет 

интерес для пищевой промышленности, сельскохозяйственной деятельности, 

охраны здоровья населения.  

Современный подход к совершенствованию и разработке новых амперомет-

рических биосенсоров связан с различными способами модификации поверхно-

сти первичных преобразователей с целью придания им заданных свойств.  

В качестве модификаторов используют различные наноматериалы. В част-

ности, углеродные нанотрубки (УНТ), в том числе и многостенные УНТ (МУНТ), 

благодаря своим уникальным электронным и оптоэлектронным свойствам 

весьма перспективны для использования в качестве основы для создания мини-

атюрных биосенсорных устройств. Применение наночастицы золота (НЧ Au) 

обусловливает новые физические и электрохимические свойства [12]. Исполь-

зование УНТ и наночастиц дает возможность создать необходимую плотность 

заряда, что позволяет напрямую влиять на чувствительность сенсора и поддер-

жать его высокую электроактивность, что открывает новые возможности в 

плане разработки биосенсоров, предназначенных для определения различных 

микотоксинов [13].  

Разработка новых амперометрических биосенсоров на основе иммобилизо-

ванного фермента – тирозиназы – и планарных электродов, модифицированных 

МУНТ и НЧ Au для определения микотоксина патулина, оценка их аналитиче-

ских возможностей, сопоставление результатов анализа, полученных на моди-

фицированных углеродными нанотрубками и наночастицами золота и немоди-

фицированных сенсорах, а также использование полученных результатов для 

контроля содержания патулина в пищевых продуктах являются целью настоя-

щей работы. 

1. Экспериментальная часть 

1.1. Аппаратура. Основой тирозиназного биосенсора служила однока-

нальная система, состоящая из рабочего, вспомогательного электродов и элек-

трода сравнения (фирма BVT Technologies, г. Брно, Чехия). Материалом по-

верхности рабочего электрода, на который иммобилизуется фермент, является 

платиносодержащая паста. В роли вспомогательного электрода выступал пла-

тиновый электрод, в роли электрода сравнения – электрод из серебра. Объем 

рабочей ячейки системы составлял 200 мкл. Все измерения с использованием 
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этих электродов проводили с помощью многоцелевого электрохимического 

детектора МЕВ с компьютеризированным управлением.  

Для приготовления суспензии УНТ использовали ультразвуковую ванну 

(WiseClean модель WUC-A03H, DAIHAN Scientific Co.Ltd, Корея) с частотой 

ультразвука 40 КГц. 

 

1.2. Реактивы. В качестве субстрата использовали фенол марки «х.ч.», 

растворы которого готовили по точной навеске в рабочем буферном растворе и 

использовали в течение не более 3 ч. Применяли тирозиназу из ткани грибов 

(шампиньонов). 

Применяли 1%-ный раствор глутарового альдегида (ГА) фирмы ICN и бы-

чий сывороточный альбумин (БСА) фирмы Reanal (Венгрия).  

Для получения наночастиц золота использовали цитрат натрия («х.ч.»), 

HCl («х.ч.»), HAuCl4×4 H2O («х.ч.») , SnCl2 («ч.»), полиэтиленгликоль (PEG-

3000) (Sigma) 

В работе использовали УНТ с геометрическими параметрами: длина 0.1–

10 мкм, внутренний диаметр 2–6 нм, внешний диаметр 10–15 нм, производство 

Sigma-Aldrich.  

Использовали хроматографически чистый препарат микотоксина – патулина 

(раствор патулина в бензоле) из государственного стандартного образца (изго-

товитель: ГНУ ВНИИВСГЭ, г. Москва). 

Для получения рабочих растворов из стандартного образца патулина про-

водили вакуумную отгонку органического растворителя (бензола) при комнат-

ной температуре. Полученный препарат патулина использовали для приготов-

ления рабочих растворов путем их растворения в бидистиллированной воде. 

Применяли фосфатный (рН 7.0 ± 0.05). Значения рН водных растворов опреде-

ляли рН-метром рН-150 со стеклянным электродом, градуированным по стан-

дартным буферным растворам. 

 

1.3. Получение гомогената из грибов. В качестве источников тирозиназы 

использовали гомогенат из грибов (шампиньоны – Agaricus bisporus). Для этого 

навеску растительного материала нарезали, измельчали и растирали в выморо-

женной ступке до пастообразной текстуры. Затем добавляли фосфатный буфер-

ный раствор с рН 7.0 и получившуюся смесь перемешивали на магнитной ме-

шалке. После этого смесь отфильтровывали через двойной марлевый слой и 

использовали как непосредственный источник тирозиназы [14]. 

 

1.4. Подготовка УНТ для модификации электродов. Для подготовки УНТ 

к использованию в качестве модификатора электродной поверхности, для очистки 

их от остаточных количеств оксидов переходных металлов, а также от аморф-

ного углерода была проведена обработка их растворами кислот с последующей 

обработкой ультразвуком, используя ультразвуковую ванну. В общем плане 

схему процесса можно представить в следующем виде: 
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Для этого навеску МУНТ помещали в эпиндорфик, добавляли раствор смеси 

азотной и серной кислот в объемном соотношении 1 : 3. Эпиндорфик помещали 

в ультразвуковую ванну, предварительно герметизировав его тефлоновой нитью. 

Обрабатывали УНТ в течение 2–4 ч при температуре 30–50 °С. Затем отделяли 

УНТ от маточного раствора с помощью центрифуги и многократно (5–6 раз) 

обрабатывали водой до нейтральной реакции с последующим промыванием 

этанолом. Контроль рН среды проводили с помощью универсальной индика-

торной тест-полоски [15]. 

 

1.5. Изготовление амперометрического биосенсора на основе иммоби-

лизованной тирозиназы. Для иммобилизации фермента на поверхности элек-

тродов нами использована методика кросс-сшивки. Принцип действия основан 

на образовании нерастворимых продуктов с большим размером за счет реакции 

разных молекул фермента с двумя карбонильными группами глутарового аль-

дегида. Кросс-сшивка ферментного слоя глутаровым альдегидом повышает ста-

бильность биочувствительной части. Для стабилизации ферментов использовали 

бычий сывороточный альбумин (матричный материал). 

 

При получении биочувствительной части ферментных сенсоров использо-

вали разный порядок нанесения реагентов на рабочую поверхность электродов: 

1) наносили готовую смесь фермента – тирозиназы, БСА и ГА, который 

добавляли в последнюю очередь;  

2) наносили сначала ГА, затем фермент тирозиназу в буферном растворе. 

Полученные таким образом биосенсоры оставляли на ночь в закрытой 

чашке Петри при t = 4 °С. На следующий день биосенсоры промывали водой, 

оставляли для высушивания на воздухе и в дальнейшем хранили в холодильнике. 

 

1.6. Получение биочувствительной части амперометрического тирози-

назного биосенсора на основе печатного платинового электрода, модифи-

цированного МУНТ и МУНТ/НЧ Au. Для получения биочувствительной ча-

сти биосенсора на поверхность рабочего электрода наносили гомогенат, полу-

ченный из грибов как источника тирозиназы. Для этого готовили смесь, содер-

жащую раствор фермента, раствор БСА (50 мг/мл), фосфатный буферный рас-

твор (50 мМ, pH 7.5), дистиллированную воду и 1%-ного раствора глутарового 

альдегида. Глутаровый альдегид вносили в последнюю очередь, и после энер-

гичного перемешивания на поверхность электродов наносили по 1 мкл этой 

смеси. Полученные таким образом биосенсоры оставляли на ночь в закрытой 

чашке Петри при температуре 4 °С. На следующий день биосенсоры промыва-

ли водой, оставляли для высушивания на воздухе и в дальнейшем хранили в 

холодильнике при 4 °С. 

По полученным нами спектрофотометрическим данным каталитическая 

активность тирозиназы составила (165 ± 10) U/ml. 
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1.7. Расчет кинетических параметров реакций ферментативных пре-

вращений. Для определения кинетических параметров реакции ферментатив-

ного процесса в присутствии или в отсутствие микотоксинов проводили инте-

гральный анализ полной кинетической кривой зависимости тока от времени. 

Зависимость тока от времени находили экспериментально и по получен-

ным данным строили кинетическую кривую, из которой находили характери-

стические параметры ферментативной реакции: K
0
m – кажущаяся константа 

Михаэлиса, Vmax – максимальная скорость реакции, которые использовали для 

оценки типа ингибирования ферментативной реакции [16]. 

Согласно литературным данным [17], расчет константы ингибирования (Кi) 

происходит в зависимости от типа ингибирования. Поскольку в исследуемых 

нами условиях наблюдалось двухпараметрически рассогласованное (бесконку-

рентное) ингибирование, расчет константы ингибирования проводили по сле-

дующей формуле: 

,

1
'' max

0
max

0





















VK

VK

C
K

m

m

i
i  

где K
0
m и K'm – константа Михаэлиса в отсутствие эффектора и в присутствии 

определенной концентрации эффектора соответственно; V
0

max и V'max – макси-

мальная скорость реакции в отсутствие эффектора и в присутствии определен-

ной концентрации эффектора соответственно. 

2. Результаты и их обсуждение 

2.1. Природа формирования аналитического сигнала тирозиназного 

биосенсора. Из литературных данных известно, что под действием тирозиназы 

фенол подвергается биокаталитическому гидролизу с образованием хинона 

по следующей схеме. 

Ферментативная реакция [18]: 

 

 

 

 

 

Электрохимическая реакция:  

 

Пики при потенциалах 0.2 В относятся, вероятнее всего, к электрохимиче-

скому окислению фенола до соответствующего хинона (рис. 1). Поскольку раз-

ность потенциалов в пиках составляет около 300 мВ, что значительно больше, 

чем для обратимых процессов, хотя высота катодного и анодного пиков прак-

тически одинакова, наблюдаемый процесс электроокисления можно отнести 

к квазиобратимым электрохимическим реакциям [19].  

Тирозиназа  

  

http://www.xumuk.ru/encyklopedia/2/4094.html
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Рис. 1. Циклическая вольтамперограмма продуктов реакции ферментативного превращения 

субстрата тирозиназы – фенола – в присутствии тирозиназного биосенсора. Концентрация 

фенола 1·10
–3

 моль/л, фоновый электролит – фосфатный буферный раствор с рН 7.0 

Еще одним продуктом, образующимся на второй стадии ферментативной ре-

акции, является пероксид водорода. Дополнительный пик, который наблюдается 

на тирозиназном биосенсоре в области потенциалов 0.65–0.70 В, можно отнести 

к процессу окисления пероксида водорода (рис. 1). Согласно литературным дан-

ным электрохимическое окисление пероксида водорода протекает по схеме [20]:  

 

Наибольший каталитический эффект для этого фермента наблюдается в среде 

фосфатного буферного раствора с рН 7.0 ± 0.05 [21], поэтому этот фоновый элек-

тролит использовали для проведения измерений с использованием тирозиназного 

биосенсора. Используемая концентрация субстрата тирозиназы – фенола – со-

ставляет 1·10
–3

 моль/л. 
 

2.2. Изучение действия патулина на каталитическую активность им-

мобилизованной тирозиназы. Изучение действия патулина на иммобилизо-

ванную тирозиназу, входящую в состав биочувствительной части амперомет-

рического биосенсора на основе печатных электродов, показало, что в его при-

сутствии наблюдается уменьшение величины аналитического сигнала в обла-

сти концентраций от 1·10
–7

до 1·10
–10

 моль/л (рис. 2). 

Максимальная степень (процент) ингибирования при действии патулина на 

фермент-субстратную систему фенол – тирозиназа составляет (70.0 ± 1.0)% 

в изученной области концентраций.  

Эффект ингибирования, возможно, связан с взаимодействием молекул па-

тулина с гидрофобными участками, расположенными вблизи активного центра 

фермента, но уже в периферийной части молекулы фермента. Как следствие, 

это препятствует входу субстрата внутрь в активную часть щели, создавая сте-

рические препятствия для подхода его молекул к каталитическим сайтам фер-

мента. Это приводит к уменьшению процессов взаимодействия фенола с ак-

тивными участками тирозиназы. Через 10 мин инкубации тирозиназного био-

сенсора в растворе, в котором присутствует патулин, величина тока практиче-

ски не меняется, что указывает на обратимый характер ингибирования. Граду-

ировочная зависимость между током и концентрацией патулина для тирози-

назного биосенсора и значения сн приведены в табл. 1.  
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Рис. 2. Вольтамперограммы окисления фенола и пероксида водорода на тирозиназном 

биосенсоре в отсутствие (2) и в присутствии (1) патулина, cн = 1·10
–6

 моль/л (3), фос-

фатный буферный раствор с рН 7.0  

Табл. 1 

Аналитические характеристики определения патулина с помощью тирозиназного био-

сенсора (n = 5, P = 0.95) 

Область рабочих 

концентраций 

моль/л 

Уравнение градуировочной зависимости
*
 

I = (А ±  δ) + (В ± δ)·(–lg С) сн, моль/л 

А ± δ В ± δ r
 

Тирозиназный биосенсор 

1·10
–7

 – 1·10
–10

 95 ± 1 –3.4 ± 0.3 0.9870 8·10
–11

 

Тирозиназный биосенсор, модифицированный МУНТ в хитозане 

1·10
–6

 – 1·10
–11

 73 ± 3 –5.8 ± 0.4 0.9901 8·10
–12 

Тирозиназный биосенсор, модифицированный МУНТ и НЧ Au в хитозане 

1·10
–6

 – 8·10
–12

 99.6 ± 2.9 –4.3 ± 0.4 0.9932 3·10
–12

 

* I = Iр / Iо·100, Ip = Iо – Is, где Is – ток в присутствии ингибитора, Iо – ток в отсутствие ингибитора. 

 

Табл. 2 

Результаты определения патулина с помощью тирозиназного биосенсора (n = 5, P = 0.95) 

Введено, моль/л Найдено, моль/л Sr Процент открытия, % 

Тирозиназный биосенсор 

5·10
–8

 

3·10
–9

 

7·10
–10

 

(5.1 ± 0.1)·10
–8

 

(2.8 ± 0.1)·10
–9

 

(6.7 ± 0.3)·10
–10

 

0.020 

0.036 

0.045 

92–108 

96–103 

97–103 

Тирозиназный биосенсор, модифицированный МУНТ в хитозане 

4·10
–8

 

5·10
–9

 

7·10
–10

 

(3.9 ± 0.1)·10
–8

 

(5.2 ± 0.2)·10
–9

 

(7.3 ± 0.3)·10
–10

 

0.025 

0.038 

0.041 

94–106 

97–103 

97–103 

Тирозиназный биосенсор, , модифицированный МУНТ и НЧ Au в хитозане 

8·10
–8

 

5·10
–9

 

3·10
–10

 

(8.2 ± 0.3)·10
–8

 

(5.1 ± 0.2)·10
–9

 

(3.2 ± 0.2)·10
–10

 

0.037 

0.039 

0.063 

94–106 

97–103 

98–102 
 

Правильность определения патулина в указанных диапазонах концентра-

ций биосенсором на основе иммобилизованной тирозиназы оценена способом 

«введено – найдено» (табл. 2).  
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2.3. Влияние наноструктурированных материалов на аналитические 

характеристики разрабатываемых биосенсоров. 

2.3.1. Тирозиназный биосенсор, модифицированный МУНТ, для опре-

деления патулина. Подготовленные для применения в качестве модификатора 

поверхности электродов МУНТ (способ описан в разд. 1.4.) высушивали при 

60 °С до постоянной массы. После этого к навеске УНТ (1 мг) добавляли 1 мл 

хитозана 0.5 мас. %, растворенного в уксусной кислоте (0.05 М, рН 4.2), смесь 

солюбилизировали с помощью ультразвука при комнатной температуре до 

получения гомогенного раствора. Однородность используемых для модификации 

поверхности электрода растворов УНТ поддерживали периодической (не менее 

раза в месяц) обработкой ультразвуком. 

Конечная концентрация УНТ составляла 1 мг/мл.  

Полученные УНТ наносили на поверхность электродов, используя прием 

капельного испарения.  

Изучение действия патулина на тирозиназу, иммобилизованную на моди-

фицированные МУНТ в хитозане электроды, показало, что характер действия 

этого соединения существенно не изменился: он по-прежнему оказывает обра-

тимое ингибирующее действие на тирозиназу.  

Биосенсор на основе электродов, модифицированных МУНТ в хитозане, 

позволяет расширить диапазон определяемых концентраций от 1·10
–6

 до 1·10
–11

 

моль/л, снизить сн для патулина до 8·10
–12

 моль/л (см. табл. 1), улучшить коэф-

фициент корреляции. Максимальная степень ингибирования при действии на 

фермент-субстратную систему фенол – тирозиназа в этих условиях увеличилась 

и составила для патулина (78.0 ± 0.9)% в изученной области концентраций.  

Правильность определения патулина в указанных диапазонах концентраций 

с помощью тирозиназных биосенсоров оценена способом «введено – найдено» 

(табл. 3). 

 

2.3.2. Наночастицы золота как модификаторы поверхности планарных 

электродов. 

2.3.2.1. Получение наночастиц золота. Одним из современных приемов 

изменения свойств биосенсоров и их аналитических характеристик является 

модификации поверхности электродов, служащих основой биосенсоров, УНТ и 

нанокомпозитами на их основе, например МУНТ/НЧ металлов (МУНТ/НЧ Аu). 

На сегодняшний день известно достаточно много способов получения НЧ Аu. 

Мы остановились на одном из них [21], поскольку этот способ достаточно 

прост и позволяет проводить синтез наночастиц золота из доступных реагентов 

и не занимает много времени, его можно проводить в мягких условиях. Синтез 

наночастиц золота осуществляли восстановлением золотохлористоводородной 

кислоты хлоридом олова(II). Применение хлорида олова как в щелочной, так и 

сильнокислой средах ограничивается образованием α-оловяной кислоты, что 

вызывает коагуляцию и оседание частиц из-за образования mSnO2·nH2O [21, 22]: 

2HAuCl4 + 3SnCl2 → 2Au + 3SnCl4 + 2HCl, 

SnCl4 + 3H2O → H2SnO3↓ + 4HCl. 
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Табл. 3 

Условия получения наночастиц золота 

Компоненты 
HAuCl4 × 

4 H2O, мг/л 

SnCl2, 

мг/л 

Цитратный 

буферный 

раствор, pH 

PEG, 

мг/л 

Хи-

тозан 

Цвет  

полученного 

раствора 

Количе-

ство веще-

ства 

11 25 950 4.3 ± 0.1 10 0.5 розовый 

22 1·10
4
 9500 4.3 ± 0.1 10 0.75 бордовый 

 

Синтез наночастиц осуществляли при pH 4.3 ± 0.1, применение анионоген-

ных и неанионогенных ПАВ повышает устойчивость коллоидных частиц при 

добавлении их на стадии синтеза. Эффективность стабилизации системы, вклю-

чающей цитратный буферный раствор (pH 4.3), золотохлористоводородную кис-

лоту и хлорид олова(II), зависит от гидрофильности и заряда добавляемого ПАВ, 

способности адсорбироваться на поверхности золота и степени заполнения 

этой поверхности. 

Синтез наносфер золота в присутствии водных растворов полиэтиленгли-

коля (PEG) способствует повышению устойчивости монодисперсного коллоид-

ного золота, препятствуя их слипанию в более крупные агрегаты [23]. Восста-

новление золотохлористоводородной кислоты протекает через ряд основных 

стадий: получение высокопересыщенного раствора золота, нуклеации и форми-

рования двойного электрического слоя на поверхности мицеллы. Показано, что, 

используя хлорид олова, PEG и изменяя их концентрацию и pH среды, можно 

синтезировать НЧ Аu со средним диаметром 5, 30, 50, 80 нм. 

Для получения НЧ Аu в эпиндорфик наливали растворы HAuCl4, SnCl2, по-

лиэтиленгликоля в цитратном буфере в различных соотношениях концентраций: 

1 : 4 : 0.04 и 1 : 1 : 0.001. В качестве стабилизатора наночастиц золота использо-

вали хитозан. Для получения суспензии наночастиц золота использовали ультра-

звук с частотой 37 КГц. Диспергировали наночастицы золота в течение 1 ч до 

получения гомогенного раствора. Такой нанокомпозит с НЧ Аu наносили на по-

верхность платинового планарного электрода, модифицированного МУНТ, су-

шили в течение суток. 

Наилучшие условия получения НЧ Аu представлены в табл. 3. Для доказа-

тельства присутствия в растворах конкретной формы НЧ Аu были использованы 

данные спектрофотометрии. 

Показано, что в оптических спектрах растворов наночастиц (рис. 3) наблю-

даются плазмонные полосы поглощения с максимумами, характерными для 

поглощения сферических НЧ Аu в присутствии хитозана при λ 545 нм (розовый 

цвет раствора, размер частиц около 50 нм) и НЧ Au в присутствии раствора хито-

зана при λ 540 нм (бордовый цвет раствора, размер частиц около 25 нм). Исходя 

из формы спектров поглощения, НЧ Аu размером 50 нм являются более одно-

родными по размеру, чем наночастицы размером 25 нм. 

Как показывают предварительные исследования, модификация поверхности 

электродов суспензиями УНТ и НЧ Аu приводит к изменению аналитических 

возможностей биосенсоров. Поэтому представляло интерес рассмотреть морфо-

логию (изменение) поверхности электродов  при  модификации  УНТ  и НЧ Au.  
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Рис. 3. Спектры поглощения НЧ Au в растворе хитозана: 1) для размера НЧ 50 нм, 2) для 

размера НЧ 25 нм 

         

Рис. 4. Изображения в режиме топографии в 2D-проекциях поверхности электрода, мо-

дифицированного: а)  НЧ Au в K3Cit, б) НЧ Au в хитозане, размер 1.2×1.2 мкм 

 

Рис. 5. Изображения в режиме топографии в 3D-проекциях поверхности электрода с мо-

дификатором: а) НЧ Au в K3Cit, б) НЧ Au в хитозане, размер 1.2×1.2 мкм 

Удобным методом визуального анализа является атомно-силовая  микроскопия  

(АСМ), которая дает хорошую обзорную информацию. Использование АСМ 

позволяет получить изображение поверхности электродов на разных стадиях 

получения биочувствительной части сенсоров в разных условиях (рис. 4, 5). 

Судя по полученным нами АСМ-изображениям поверхности электрода, при 

нанесении наночастиц Аu второго типа поверхность становится более развитой, 

наночастицы более однородные и более равномерно распределены по поверх-

ности электрода. 
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Рис. 6. Зависимость величины аналитического сигнала (тока) от количества НЧ Au, 

наносимого на рабочую поверхность электрода 

При модификации поверхности рабочего электрода варьировали количе-

ство раствора НЧ Au в хитозане (то есть количество НЧ Au на единицу поверх-

ности электрода от 1 до 0.2 мкл), наносимого на поверхность печатного элек-

трода. Было установлено, что 0.5 мкл раствора позволяет получить более вос-

производимую однородную поверхность, обеспечивающую получение доста-

точного по величине аналитического сигнала, поэтому в дальнейшем исполь-

зовали именно такое количество раствора НЧ Au (рис. 6). 

 

2.3.2.2. Влияние модификации поверхности электродов МУНТ и НЧ Аu 

на аналитические возможности тирозиназного биосенсора. Изучение дей-

ствия патулина на модифицированный МУНТ и НЧ Au тирозиназный сенсор по-

казало, что патулин оказывает ингибирующее действие на такой сенсор в обла-

сти концентраций от 1·10
–6

 до 8·10
–12

 М. Максимальная степень (процент) ин-

гибирования при действии на фермент-субстратную систему тирозиназа – фе-

нол составляет для патулина (85.3 ± 0.7)% в изученной области концентраций. 

Нижняя граница определяемых содержаний, градуировочная зависимость между 

током и концентрацией для патулина представлены в табл. 1. 

Использование модифицированного МУНТ/НЧ Au тирозиназного биосен-

сора позволило расширить диапазон определяемых концентраций и снизить сн 

по сравнению с немодифицированным и модифицированным МУНТ аналогами 

(см. табл. 1). 

 

2.4. Кинетические параметры реакции ферментативного превращения 

фенола в присутствии патулина. Выяснение закономерностей действия опре-

деляемого эффектора на иммобилизованную тирозиназу невозможно без изучения 

кинетики действия этого соединения на каталитическую активность изучаемого 

фермента, входящего в состав биосенсора. Кроме того, знание характеристических 

кинетических параметров (константы Михаэлиса, максимальной скорости 

ферментативной реакции) и типа ингибирования может быть использовано для 

подбора условий, обеспечивающих получение максимального аналитического 

сигнала при определении микроколичеств эффекторов. 

Для определения кинетических параметров, таких как кажущаяся константа 

Михаэлиса   Кm,  максимальная   скорость  Vmax и  константы  ингибирования Ki, 
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Табл. 4 

Кинетические параметры реакции тирозиназного превращения фенола в присутствии 

патулина, cн = 1·10
–3

, рН 7.0, n = 3 

Концентра-

ция патулина, 

моль/л 

Кm  10
5
, 

моль/л 

Vmax  10
7
, 

моль/л·с 

Соотноше-

ние парамет-

ров Кm и Vmax 

Тип 

ингибирования 

Кш, моль
–1

 

Тирозиназный биосенсор 

0 

10
–7

 

10
–8

 

9.7 ± 1.3 

5.3 ± 0.8 

6.5 ± 0.9 

8.9 ± 0.8 

4.4 ± 0.4 

5.0 ± 0.2 

 

К′m  Кm 

V'max  V max 

Двухпараметри-

чески рассогла-

сованное (бес-

конкурентное) 

 

(3.2 ± 0.6)·10
–8 

(5.2 ± 0.8)·10
–9 

Тирозиназный биосенсор, модифицированный МУНТ и НЧ Au в хитозане 

0 

10
–7

 

10
–9

 

7.2 ± 0.9 

1.6 ± 0.3 

4.5 ± 0.6 

8.2 ± 0.5 

1.3 ± 0.3 

2.4 ± 0.4 

 

К'm  Кm 

V'max  V max 

Двухпараметри-

чески рассогла-

сованное 

 

(7.6 ± 0.9)·10
–8

 

(2.6 ± 0.3)·10
–9

 

 

использовали интегральный анализ полной кинетической кривой действия им-

мобилизованной тирозиназы на фенол в отсутствие и в присутствии эффекто-

ров. Для определения скоростей реакции использовали начальный участок этой 

кривой (методика построения кинетической кривой приведена в разд. 1.7). 

Из результатов кинетических исследований при изучении изменения ката-

литической активности иммобилизованных ферментов в составе немодифици-

рованных и модифицированных МУНТ и НЧ Au биосенсоров в присутствии 

различных концентраций микотоксинов следует, что наблюдается двупарамет-

рически рассогласованное (бесконкурентное) ингибирование (табл. 4), то есть 

при одинаковом воздействии, ведущем к снижению сродства субстрата и фер-

мента, ингибитор в присутствии этой концентрации фенола уменьшает ско-

рость его ферментативного превращения 

3. Определение патулина в пищевых продуктах 

Полученные результаты показывают, что предлагаемые биосенсоры могут 

быть использованы для определения содержания патулина в пищевых продуктах.  

Патулин поражает большей частью овощи и фрукты, вызывая их гниение 

(томаты, айва, облепиха, брусника, бананы, виноград, персики, вишня). Более 

всего заражению подвержены яблоки, концентрация токсина в них может до-

стигать 17–18 мг/кг. При этом токсин наиболее сконцентрирован в подгнившей 

части яблока, а, например, в заражённом томате он располагается равномерно 

по всей ткани. Поэтому была сделана попытка определить именно данный токсин 

в соках (томатный, яблочно-виноградный). При пробоподготовке образцов ис-

пользовали рекомендации, предложенные в работах [24, 25]. 
 

Методика извлечения (выделения) патулина из соков (яблочно-виноградный 

и томатный). 

Для удобства последующей обработки томатный сок разбавляли водой 

в соотношении 1 : 1. 
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Табл. 5 

Результаты определения патулина в образцах пищевых  продуктов  с помощью  тиро-

зиназного биосенсора (модификация МУНТ и НЧ Au в хитозане) (n = 5, P = 0.95). 

ПДК = 0.05 мг/кг 

Образцы Содержание патулина, мг/кг Sr 

Нектар осветленный яблочно-виноградный 

«Каждый день» 

(ООО «ИНТЕРАГРОСИСТЕМ», РФ, 

Краснодарский край) 

(2.8 ± 0.5)·10
–6 

0.054 

Сок осветленный яблоко-виноград  

«Сады Придонья» для детского питания 

(ОАО «Сады Придонья» РФ) 

(7.8 ± 0.1)·10
–8

 0.040 

Томатный сок «Каждый день» 

(ООО «ИНТЕРАГРОСИСТЕМ» РФ,  

Краснодарский край) 

(1.8 ± 0.4)·10
–7 

0.069 

 

Пробу сока (томатный, виноградные) объемом 5.0 мл экстрагировали этила-

цетатом в течение не менее 1 мин. Экстракцию повторяли еще два раза новыми 

порциями этилацетата. Этилацетатные фазы объединяли и дальнейшую экстрак-

цию проводили раствором карбоната натрия. К экстракту добавляли уксусную 

кислоту, смесь перемешивали и проводили вакуумную отгонку этилацетата. 

Остаток растворяли в 1 мл воды [24, 25]. 

 

Методика определения содержания патулина в образцах соков. 

В ячейку на 200 мкл вносили раствор образца, фенол (1·10
–3

 М), фосфат-

ный буферный раствор (рН 7) и тирозиназный биосенсор. Растворы инкубиро-

вали в течение 10 мин. Затем измеряли значение тока при потенциале 0.7 В.  

Содержание патулина в образцах определяли по градуировочному графику 

(см. разд. 2.2). Полученные результаты представлены в табл. 5. Следует отме-

тить, что ПДК патулина, предъявляемое к фруктовым и овощным сокам, пюре, 

составляет не более 0.05 мг/кг; в продуктах детского и диетического питания 

присутствие следов патулина не допускается. 

Разработанные биосенсоры позволили определять патулин в пищевых про-

дуктах на уровне ПДК и ниже. Во всех анализируемых продуктах патулин был 

обнаружен на уровне ниже ПДК. 

Выводы 

1. Предложены новые амперометрические биосенсоры для определения па-

тулина на основе модифицированных УНТ и НЧ Au в хитозане планарных пла-

тиновых электродов и иммобилизованной тирозиназы, позволяющие в ряде 

случаев расширить диапазон определяемых концентраций, снизить cн, улуч-

шить коэффициент корреляции, получить более воспроизводимый аналитиче-

ский отклик. Погрешность определения не превышает 0.063. 

2. Найдены условия получения наночастиц золота размером от 25 до 50 нм. 

3. Установлено впервые, что патулин проявляет свойства обратимых инги-

биторов тирозиназы, что позволяет проводить его определение с помощью 
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биосенсоров, модифицированных УНТ и НЧ Au в следующих рабочих концен-

трационных интервалах:  

– тирозиназный биосенор – от 1·10
–7

 до 1·10
–10

 моль/л, сн 8·10
–11

 моль/л;  

– тирозиназный биосенсор, модифицированный УНТ, – 1·10
–6

 до 1·10
–11

 

моль/л, сн 8·10
–12 

моль/л. 

– тирозиназный биосенор, модифицированный УНТ и НЧ Au, – 1·10
–6

 до 

8·10
–12

 моль/л, сн 3·10
–12

 моль/л.  

4. Кинетические параметры реакции ферментативного превращения фенола 

в присутствии тирозиназного биосенсора (УНТ, НЧ Au) и патулина в опреде-

ленных концентрационных интервалах соответствуют процессам двухпарамет-

рически рассогласованного ингибирования. 

5. Разработаны методики определения патулина с помощью предлагаемых 

ферментных электродов на основе тирозиназы в пищевых продуктах (яблочно-

виноградные и томатный соки) разных производителей и стран, позволяющие 

определять микотоксин на уровне и ниже ПДК с Sr не более 0.069. 
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Abstract 

New amperometric biosensors based on platinum screen printed electrodes modified with multi-

walled carbon nanotubes, gold nanoparticles, and immobilized enzyme – tyrosinase have been developed 

for determination of patulin in the concentrations of 1·10–6 – 8·10–12 mol/L with an error of no more than 

0.063. The best conditions for obtaining gold nanoparticles have been chosen. The conditions for     

immobilization of multi-walled carbon nanotubes and gold nanoparticles on the surface of the planar 

electrode have been revealed. The conditions for functioning of the proposed biosensors have been iden-

tified. The results have been used to control the content of patulin in food products within and lower 

than the maximum allowable levels. 

Keywords: mycotoxins, amperometric biosensor, tyrosinase, patulin, multi-walled carbon nano-

tubes, gold nanoparticles, food products 

Figure Captions 

Fig. 1. The cyclic voltamperogram of the products of fermentation of the tyrosinase substrate – phenol 

in the presence of the tyrosinase biosensor. Phenol concentration 1·10–3 mol/L, background electro-

lyte – phosphate buffer saline with рН 7.0. 
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Fig. 2. Voltamperograms showing the oxidization of phenol and hydrogen peroxide on the tyrosinase 

biosensor in the absence (2) and in the presence (1) of patulin, cн = 1·10–6 mol/L (3), phosphate 

buffer saline with рН 7.0. 

Fig. 3. Absorption spectra of Au NP in the chitosan solution: 1) λ 545 nm – pink, 2) λ 540 nm – claret. 

Fig. 4. Images in the topography regime in 2D projections of the modified electrode surface: а) Au NP 

in K3Cit, b) Au NP in chitosan, 1.2×1.2 μm. 

Fig. 5. Images in the regime of 3D projections of the modified electrode surface: a) Au NP in K3Cit, 

b) Au NP in chitosan, 1.2×1.2 μm. 

Fig. 6. The dependence of the analytical signal (current) on the number of Au NP applied to the working 

surface of the electrode. 
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