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АНОТАЦІЯ 

Стасюк Н.Є. Мікробні ензими у поєднанні з нанозимами для створення 

біо(хемо)сенсорів та тест-наборів для визначення вмісту практично важливих 

аналітів. – Кваліфікаційна наукова праця на правах наукової доповіді за 

сукупністю статей. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за 

спеціальністю 03.00.07 «Мікробіологія» – Інститут біології клітини Національної 

академії наук України, Львів, 2023. 

 

Представлена робота присвячена комплексному дослідженню структурних, 

фізико-хімічних та каталітичних властивостей нанозимів у поєднанні їх з 

мікробними ензимами, а також вивченню біологічної та токсичної дії (in vivo) 

нанозимних композитів на клітини дріжджів Ogataea (Hansenula) polymorpha. 

Основну увагу в роботі зосереджено на кон’югації наноматеріалів з мікробними 

ензимами та створенню на їх основі нових біо(хемо)сенсорів та тест-наборів для 

визначення вмісту практично важливих аналітів, зокрема, креатиніну, L-аргініну, 

L-лактату, глюкози, етанолу та метиламіну.   

Постійно зростаюча необхідність ранньої діагностики багатьох захворювань, 

поліпшення охорони навколишнього середовища, контролю біотехнологічних 

процесів, якості харчових продуктів і питної води потребують дедалі ширшого 

використання у практиці високочутливих, селективних, швидких та економічних 

методів аналізу. Серед різних аналітичних підходів особлива роль відводиться 

аналітичній біотехнології – науці, яка використовує принципи біомолекулярного 

розпізнавання для детекції практично важливих аналітів. Біосенсори є найновішим 

досягненням аналітичної біотехнології, вони складаються з двох функціональних 

частин: біоселективного елемента — іммобілізованого біологічно активного 

матеріалу та фізичного перетворювача, який відповідає за трансляцію біохімічного 

сигналу в електричний. Головними перевагами біосенсорних підходів є висока 

чутливість, селективність та відтворюваність сигналу, задовільні діапазони та 
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низькі границі визначення метаболітів, швидкість аналізу, простота у 

використанні, портативність, економічність, придатність до масового виробництва.  

На сьогодні, у розпізнавальних елементах біосенсорів найчастіше 

використовують ензими завдяки їхній унікальній каталітичній дії. Проте природні 

ензими, як правило, мають обмежену хімічну та біологічну стабільність, високу 

вартість, що пов'язано зі складними технологіями їх виділення та очищення з 

біологічних джерел. Розглядаючи ензими в ролі біоспецифічних перетворювачів, 

що перетворюють аналіт у форму, яка детектується різними фізичними або 

хімічними методами, в останні роки особливий інтерес викликає використання 

нанорозмірних  матеріалів, особливо у поєднанні з ензимами, у тому числі, для 

розробки технологій одержання біонаноматеріалів із каталітичними 

властивостями. Розробка нових нанокаталізаторів – нанозимів з високою 

каталітичною активністю розширює їх застосування в біоаналітиці. 

Нанозими – це найновіший клас функціональних наноматеріалів, які мають 

ензимоподібну активність. Порівняно з природними ензимами, нанозими 

володіють підвищеною стабільністю та більшою доступністю завдяки відносно 

простим технологіям синтезу. Важлива перевага нанозимів – залежність їхньої 

активності від розміру/складу наночастинок (НЧ). Це дозволяє створювати нові 

матеріали з широким діапазоном каталітичної активності, просто змінюючи 

форму, структуру та склад НЧ. Нанозими (НЗ) також мають унікальні властивості, 

порівнюючи з іншими штучними ензимами, зокрема велику питому площу 

поверхні, що значно полегшує їхню подальшу модифікацію та біокон'югацію. 

Здатність наноматеріалів до спонтанної структурної самоорганізації також є дуже 

важливою характеристикою для біології та медицини завдяки легшому включенню 

біологічних компонентів у структуру наноматеріалу. Завдяки своїй каталітичній 

активності НЗ можуть застосовуватися в наукових дослідженнях, біотехнології та 

харчовій промисловості, сільському господарстві, для деградації забруднювачів 

навколишнього середовища (очищення стічних вод, деградація хімічних бойових 

речовин), а також у клінічній діагностиці та фармакології. Крім їхнього 

використання як діагностичних засобів, нанозими є перспективними 
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каталітичними компонентами терапевтичних препаратів. Завдяки біосумісності та 

магнітним властивостям деяких нанозимів, їх можна використовувати для 

локального цілеспрямованого лікування злоякісних утворень. Нанозими можуть 

слугувати антиоксидантами при лікуванні аутоімунних захворювань, хвороб 

Альцгеймера та Паркінсона, а також застосовуватись як антибактерійні засоби. Із 

відкриттям НЗ як штучних ензимів стало можливим використання явища прямого 

електронного перенесення при створенні нанозимних біосенсорів «третього 

покоління», а також для забезпечення вимог щодо їхньої високої каталітичної 

активності, хімічної та біологічної стабільності, розміру.  

 Таким чином, прості методики синтезу нанозимів, їхні унікальні каталітичні 

властивості, а також здатність до специфічного зв’язування ензимів робить їх 

привабливими кандидатами для досліджень у біосенсорних технологіях. Саме 

тому, створення нових біонанокомпозитів (іммобілізованих мікробних ензимів на 

поверхні наноматеріалів) із подальшим використанням їх у біосенсориці, а також в 

ензиматичному аналізі є актуальним завданням.  

Метою роботи було дослідження структурних, фізико-хімічних і каталітичних 

властивостей штучних ензимів – нанозимів у поєднанні з мікробними ензимами 

для створення на їхній основі нових діагностичних методів, придатних для 

використання у клінічній діагностиці, фармацевтиці та харчових технологіях, а 

також вивчення біологічної дії нанозимних композитів на еукаріотичні клітини 

(зокрема, на моделі дріжджів).  

У роботі використано комплекс різноманітних методів, зокрема, 

мікробіологічні, генно-інженерні, біохімічні, фізико-хімічні, електрохімічні, 

аналітичні та біосенсорні методи дослідження. При аналізі активності ензимів та 

чистоти ензимних препаратів використано методи спектрофотометричного аналізу, 

електрофорезу білків за нативних та денатуруючих умов, іонообмінна та афінна 

хроматографія. Для фізико-хімічного та структурного аналізу нанономатеріалів 

використано методи сканувальної електронної мікроскопії, рентгеноспектрального 

аналізу, атомно-силової мікроскопії, трансмісійної електронної мікроскопії, Раман-

спектроскопії та спектроскопії ядерного  магнітного резонансу. Як референтні 
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методи для аналізу іонів металів (Mn
2+

 та Co
2+

) використано атомно-абсорбційну 

спектроскопію. При конструюванні амперометричних біосенсорів застосовано 

циклічну вольтамперометрію та хроноамперометрію, статистичний і кореляційний 

аналіз. 

Отримано експериментальні дані, які вперше в науковій практиці доводять 

можливість заміни природного ензиму – каталази штучними «катазимами», які 

повністю відновлюють здатність мутантних безкаталазних клітин метилотрофних 

дріжджів рости на метанолі. Молекулярно-генетичний аналіз та секвенування 

локусу геному штаму дріжджів Ogataea polymorpha С-105 виявив дві мутації у гені 

каталази: заміна азотистої основи цитозину (С) у 895 положенні кодуючої 

послідовності на азотисту основу тимін (Т) та делеція С у положенні 896. Така 

комбінація веде до зсуву рамки зчитування і утворення стоп-кодону TGA, що 

спричинює у клітинах штаму С-105 продукцію нефункціонального, неповного 

протеїну. Уперше показано різну цитотоксичну дію синтезованих нанозимів на 

клітини дріжджів O. polymorpha. На моделі високоочищеної Манган-залежної 

рекомбінантної людської аргінази І вперше отримано препарати апоензиму, 

позбавленого металу, та здійснено реконструкцію холоензиму. Уперше розроблено 

новий ензиматичний метод на основі апоензиму аргінази І та 2,3-

бутандіонмонооксиму для селективного та ультрачутливого визначення вмісту 

йонів Мn
2+

 та Co
2+

 (на рівні 1пМ для йонів Мn
2+

 та 2,5 пМ для йонів Co
2+

). Уперше 

опрацьовано чутливі та селективні ензиматичні методи кількісного аналізу L-

аргініну із флуоресцентним та спектрофотометричним способом детектування 

кольорового продукту реакції за допомогою о-фталевого альдегіду та  

високоочищених препаратів аргінази І і уреази або аргініндеімінази. Уперше 

використано поєднання каталітичних наноматеріалів та високоочищених 

препаратів ензимів класу гідролаз: аргінази І, креатиніндеімінази, аргініндеімінази 

при формуванні біоселективних елементів амперометричних біосенсорів на L-

аргінін та креатинін. Уперше за використання наноміметиків пероксидази і 

природної алкогольоксидази створено нові ензимо-нанозимні методи аналізу 

етанолу. 
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SUMMARY 

Stasyuk N.Ye. “Microbial enzymes combined with nanozymes for creation of 

bio(chemo)sensors and test kits for determining the content of practically important 

analytes” – Qualifying scientific work in the form of a scientific report based on 

research articles. 

Thesis for Doctor of Sciences degree in Biology (specialty 03.00.07 – 

Microbiology). Institute of Cell Biology, National Academy of Sciences of Ukraine, 

Lviv, 2023.  

The presented work is devoted to a comprehensive study of the structural, 

physicochemical, and catalytic properties of nanozymes in combination with microbial 

enzymes, as well as to the study of the biological and toxic effects (in vivo) of nanozyme 

composites on Ogataea (Hansenula) polymorpha yeast cells. The main focus of the work 

is directed on the conjugation of nanomaterials with microbial enzymes and on their 

basis the creation of new bio(chemo)sensors and test kits for determining the content of 

practically important analytes, in particular, creatinine, L-arginine, glucose L-lactate, 

ethanol and methylamine. 

The ever-increasing need for early diagnosis of many diseases, improvement of 

environmental protection, control of biotechnological processes, quality of food products 

and drinking water require the wider use in practice of highly sensitive, selective, fast 

and economical methods of analysis. Among various analytical approaches, a special 

role is assigned to analytical biotechnology – a science that uses the principles of 

biomolecular recognition for the detection of practically important analytes. Biosensors 

are the newest achievement of analytical biotechnology, they consist of two functional 

parts: a bioselective element — an immobilized biologically active material and a 
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physical transduser responsible for translating a biochemical signal into an electrical one. 

The main advantages of biosensor approaches are high sensitivity, selectivity and 

reproducibility of the signal, satisfactory ranges and low limits of determination of 

metabolites, speed of analysis, ease of use, portability, economy, suitability for mass 

production. 

Nowadays, enzymes are most often used in the recognition elements of biosensors 

due to their unique catalytic action. However, natural enzymes, as a rule, have limited 

chemical and biological stability, high cost, which is associated with complex 

technologies for their isolation and purification from biological sources. 

To consider enzymes as biospecific transducers that convert the analyte into a 

form that can be detected by various physical or chemical methods, the use of nanoscale 

materials, especially in combination with enzymes, including for the development of 

technologies for obtaining bionanomaterials with catalytic properties, has attracted 

special interest in recent years. The development of new nanocatalysts – nanozymes with 

high catalytic activity expands their use in bioanalysis. Thus, the simple methods of 

synthesis of nanozymes, their unique catalytic properties, as well as the ability to 

specifically bind enzymes make them attractive candidates for research in biosensor 

technologies. Nanozymes are the newest class of functional nanomaterials that have 

enzyme-like activity. Compared to natural enzymes, nanozymes have increased stability 

and greater availability due to relatively simple synthesis technologies. An important 

advantage of nanozymes is the dependence of their activity on the size/composition of 

nanoparticles (NPs). This makes it possible to create new materials with a wide range of 

catalytic activity by simply changing the shape, structure and composition of NPs. 

Nanozymes also have unique properties compared to other artificial enzymes, in 

particular, a large specific surface area, which greatly facilitates their further 

modification and bioconjugation. The ability of nanomaterials for spontaneous structural 

self-organization is also a very important characteristic for biology and medicine due to 

the easier incorporation of biological components into the nanomaterial structure. Due to 

their catalytic activity, NPs can be used in scientific research, biotechnology and the food 

industry, agriculture, for the degradation of environmental pollutants (wastewater 
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treatment, degradation of chemical warfare agents), as well as in clinical diagnostics and 

pharmacology. In addition to their use as diagnostic tools, nanozymes are promising 

catalytic components of therapeutic drugs. Due to the biocompatibility and magnetic 

properties of some nanozymes, they can be used for local targeted treatment of malignant 

formations. Nanozymes can serve as antioxidants in the treatment of autoimmune 

diseases, Alzheimer's and Parkinson's diseases, and can also be used as antibacterial 

agents. With the discovery of NPs as artificial enzymes, it became possible to use the 

phenomenon of direct electron transfer in the creation of "third generation" nanoscale 

biosensors, as well as to meet the requirements for their high catalytic activity, chemical 

and biological stability, and size. So, the creation of new bionanocomposites 

(immobilized microbial enzymes on the surface of nanomaterials) and their further 

application in biosensors, as well as in enzymatic analysis, is an urgent task.  

The main aim of the work was to study the structural, physicochemical and 

catalytic properties of artificial enzymes – nanozymes in combination with microbial 

enzymes to create new diagnostic methods on their basis, suitable for use in clinical 

diagnostics, pharmaceuticals and food technologies, as well as to study the biological 

effect of nanozyme composites on eukaryotic cells (on the yeast model). 

A complex of various methods was used in the work, in particular, 

microbiological, genetic engineering, biochemical, physicochemical, electrochemical, 

analytical and biosensor research methods. The methods of spectrophotometric analysis, 

protein electrophoresis under native and denaturing conditions, ion exchange and affinity 

chromatography were used to analyze the activity of enzymes and the purity of enzyme 

preparations. The methods of scanning electron microscopy, X-ray spectral analysis, 

atomic force microscopy, transmission electron microscopy, Raman spectroscopy and 

nuclear magnetic resonance spectroscopy were used for the physicochemical and 

structural analysis of nanomaterials. Atomic absorption spectrophotometry was used as a 

reference method for the analysis of metal ions (Mn
2+

 and Co
2+

). During the construction 

of amperometric biosensors, cyclic voltammetry, chronoamperometry, statistical and 

correlation analysis were used. 

Experimental data were obtained which, for the first time in the world, prove the 
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possibility of replacing the natural enzyme catalase with artificial "catazyme", which 

restores the ability of mutant non-catalase yeast cells to grow on methanol. Molecular-

genetic analysis and sequencing of the genome locus of the yeast strain Ogataea 

polymorpha C-105 revealed two mutations in the catalase gene: replacement of 

nitrogenous base of cytosine (C) at the 895 position of the coding sequence by thymine 

(T) and deletion of C at the 896 position; this combination leads to a shift in the reading 

frame and the formation of the stop codon TGA, which causes the production of non-

functional, incomplete catalase protein in the strain C-105. For the first time, different 

cytotoxic effect of synthesized nanozymes on the yeast O. polymorpha cells was shown. 

Highly purified manganese-dependent recombinant human arginase I preparations of the 

metal-free apoenzyme were obtained for the first time, and the reconstruction of the 

holo-enzyme was carried out. For the first time, a new enzymatic method based on 

apoenzyme arginase I and 2,3-butanedione monooxime was developed for the selective 

and ultrasensitive determination of the content of Mn
2+

 and Co
2+

 ions (on the level 1 pM 

for the Мn
2+ 

ions and 2,5 pМ for – Co
2+ 

ions). For the first time, sensitive and selective 

enzymatic methods for the quantitative detection of L-arginine with fluorescent and 

spectrophotometric detection of the colored reaction product using o-phthalaldehyde and 

highly purified preparations of arginase I and urease or arginine deiminase were 

developed. For the first time, a combination of catalytic nanomaterials and highly 

purified preparations of enzymes of hydrolases, in particular, arginase I, creatinine 

deaminase, arginine deaminase was used in the formation of bioselective elements of 

amperometric biosensors selective for L-arginine and creatinine. For the first time, a new 

enzyme-nanozyme methods for ethanol analysis were created using nanomimetics of 

peroxidase and natural alcohol oxidase. 

Key words: microbial cells, enzymes, arginine oxidase, methylamine oxidase, 

alcohol oxidase, glucose oxidase, peroxidase, creatinine deiminase, arginase, arginine 

deiminase, L-lactate: cytochrome c oxidoreductase (flavocytochrome b2), nanozymes. 
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ВСТУП 

Сучасна медична діагностика, дослідження в галузі екологічної безпеки 

навколишнього середовища та безпеки харчових продуктів значною мірою 

базуються на використанні компонентів та властивостей молекулярного рівня 

організації живого. Такі актуальні проблеми, як контроль якості питної води та 

харчових ресурсів, створення надійних та експресних методів діагностики і 

лікування, часто не можуть бути вирішені традиційними підходами. Існує гостра 

необхідність у розробці й впровадженні принципово нових методів та технологій, 

які ґрунтуються на високоспецифічних ензимах, отриманих із традиційних 

мікробних джерел або рекомбінантних мікроорганізмів.  

На сьогодні, одним із досягнень прикладної мікробіології є покращення як 

існуючих продуцентів біологічно активних сполук, так і конструювання нових 

генетично модифікованих штамів, здатних до надсинтезу цільових продуктів. 

Поєднання досягнень у сфері мікробіології, біохімії, генетики, ензимології, 

біотехнології та мікроелектроніки привело до створення нового класу аналітичних 

систем — біологічних сенсорів, в яких у ролі біоселективного елемента 

використовують ензими або генетично-модифіковані організми [1–5]. Головними 

перевагами біосенсорних підходів є їхня висока чутливість та можливість 

проведення масштабних досліджень навіть у польових умовах, та порівняно 

невисока вартість аналізу загалом [6].  

Сучасна аналітична біотехнологія використовує різноманітні системи 

біорозпізнавання, створені природою: ензим - субстрат (кофактор, ефектор - 

активатор або інгібітор), гормон - рецептор, антиген - антитіло, комплементарні 

взаємодії нуклеїнових кислот, комплекси, що беруть участь у регуляції експресії 

генів, сигнальні каскадні комплекси [7]. В останні роки штучні біоміметики – 

аптамери, абзими, нанозими – також використовуються в ролі біоаналітичних 

інструментів [8].  

До складу біоселективного шару біосенсорів найчастіше входять ензими. 

Вони каталізують біохімічі реакції і специфічно зв'язуються зі своїми субстратами. 

Ензими давно стали незамінним інструментом у багатьох хімічних та 
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біотехнологічних процесах, які широко використовуються у харчовій 

промисловості, сільському господарстві та медицині [9–10]. Вони 

характеризуються високою селективністю та надзвичайно високою каталітичною 

активністю. Однак природні ензими здебільшого мають обмежену хімічну та 

біологічну стабільність, а також високу вартість через складні технології, що 

застосовуються для їхнього виділення та очищення з біологічних джерел. Хоча 

сучасна прикладна мікробіологія та генетична інженерія значно полегшують ці 

процедури, отримання високоочищених ензимів у комерційних кількостях все ще 

залишається ключовим викликом для практичної ензимології.  

На сьогодні, перспективним підходом щодо розробки електрохімічних 

біосенсорів є встановлення прямої електронної комунікації між біомолекулами та 

поверхнею електрода. Це дозволяє створити біосенсори «третього покоління» на 

основі оксидоредуктаз або їх штучних аналогів – нанозимів.  

Нанозими – це найновіший клас функціональних наноматеріалів [11–12], які 

мають ензимоподібну активність. Порівняно з природними ензимами, нанозими 

володіють підвищеною стабільністю та більшою доступністю завдяки відносно 

простим технологіям синтезу. Важлива перевага нанозимів – залежність їхньої 

активності від розміру/складу наночастинок (НЧ). Це дозволяє створювати нові 

матеріали з широким діапазоном каталітичної активності, просто змінюючи 

форму, структуру та склад НЧ. Нанозими (НЗ) також мають унікальні властивості, 

порівнюючи з іншими штучними ензимами, зокрема велику питому площу 

поверхні, що значно полегшує їхню подальшу модифікацію та біокон'югацію [13]. 

Здатність наноматеріалів до спонтанної структурної самоорганізації також є дуже 

важливою характеристикою для біології та медицини завдяки легшому включенню 

біологічних компонентів у структуру наноматеріалу.  

 Завдяки своїй каталітичній активності НЗ можуть застосовуватися в 

наукових дослідженнях, біотехнології та харчовій промисловості, сільському 

господарстві, для деградації забруднювачів навколишнього середовища 

(очищення стічних вод, деградація хімічних бойових речовин), а також у 

клінічній діагностиці та фармакології [14]. Крім їхнього використання як 
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діагностичних засобів, нанозими є перспективними каталітичними компонентами 

терапевтичних препаратів [15]. Завдяки біосумісності та магнітним властивостям 

деяких нанозимів, їх можна використовувати для локального цілеспрямованого 

лікування злоякісних утворень. Нанозими можуть слугувати антиоксидантами 

при лікуванні аутоімунних захворювань, хвороб Альцгеймера та Паркінсона, а 

також застосовуватись як антибактерійні засоби. Із відкриттям НЗ як штучних 

ензимів [16–17], стало можливим використання явища прямого електронного 

перенесення при створенні нанозимних біосенсорів «третього покоління», а 

також для забезпечення вимог щодо їхньої високої каталітичної активності, 

хімічної та біологічної стабільності, розміру.  

Отже, прості методи синтезу НЗ, їхні унікальні каталітичні властивості, а 

також здатність до специфічного зв’язування з багатьма біологічними молекулами 

робить їх привабливими об’єктами для досліджень у біосенсорних технологіях. 

Зважаючи на актуальність вищезгаданих проблем, основну увагу в дисертаційній 

роботі приділено синтезу нових наноматеріалів із каталітичною активністю, а саме, 

штучних ензимів – нанозимів; дослідженню структурних, фізико-хімічних та 

каталітичних властивостей НЗ у поєднанні їх з мікробними ензимами; вивченню 

біологічної та можливої токсичної дії (in vivo) нанозимних композитів на клітини 

дріжджів Ogataea (Hansenula) polymorpha; кон’югації наноматеріалів з мікробними 

ензимами та створення на їній основі нових біоаналітичних методів – 

біонаносенсорних та нанозимно-ензиматичних.  

 Дисертаційна робота є результатом досліджень, які проведено автором на 

базі відділу аналітичної біотехнології Інституту біології клітини НАН України, в 

якому одним із напрямків досліджень є розробка ензиматичних та біосенсорних 

методів аналізу практично важливих сполук у біологічних рідинах, харчових 

продуктах та об’єктах навколишнього середовища. Дисертаційна робота відповідає 

основному плану науково-дослідних робіт відділу і виконувалася в рамках 

бюджетних тем: “Розробка нових біоаналітичних методів визначення вмісту L- і D-

лактату та L-аргініну для діагностики деяких захворювань, контролю їх перебігу” 

(№ держреєстрації 0113U000142, 2013-2015 рр.), “Створення нових біосенсорних 
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та ензиматичних методів визначення вмісту креатиніну як біомаркера 

функціонального стану нирок та контролю процесу гемодіалізу” (№ 

держреєстрації 0116U002208, 2016-2018 рр.), «Нанозими і наномедіатори: пошук, 

синтез, характеристика та використання для біосенсорного та ензиматичного 

аналізу на основі мікробних оксидоредуктаз» (№ держреєстрації 0119U001418, 

2019-2021 рр.), комплексної науково-технічної програми фундаментальних 

досліджень НАН України у 2015 р. «Розробка, тестування та випуск пробної серії 

ензиматичного набору “Aргітест” для аналізу аргініну в клінічних зразках. Розділ 

1. Оптимізація складу набору, умов проведення аналізу та розробка науково-

технічної документації» (проєкт 29-2015), цільової програми наукових досліджень 

НАН України у 2013-2017 рр. “Сенсорні прилади для медико-екологічних та 

промислово-технологічних потреб: метрологічне забезпечення та дослідна 

експлуатація” (№ держреєстрації 0112U002963, 2013-2016 рр.), науково-технічної 

програми «Розумні» сенсорні прилади нового покоління на основі сучасних 

матеріалів та технологій» в межах наукового проєкту «Створення смарт-сенсорних 

приладів для аналізу креатиніну та йонів амонію на основі нових нанокомпозитних 

плівок. Розділ 1. Розробка амперометричного портативного аналізатора, сумісного 

із сучасними ґаджетами, для визначення креатиніну та йонів амонію» (№ 

держреєстрації 0118U006259, 2018-2022 рр.) та в рамках конкурсів НФД України 

"Підтримка досліджень провідних та молодих вчених" (грант 2020.02/0100 

«Створення нових нанозимів як каталітичних елементів для ензиматичних наборів 

та хемо/біосенсорів», № держреєстрації 0120U104115, 2020-2022 рр.) та «Наука 

для безпеки і сталого розвитку України» (грант 2021.01/0010 «Створення 

ензиматичного набору та портативних біосенсорів для експрес-аналізу креатиніну 

– маркера гострих функціональних порушень нирок», № держреєстрації 

0123U102859, 2023-2025 рр.). Автор дисертаційної роботи є одним із виконавців 

вищезгаданих досліджень. Робота виконувалась також у рамках міжнародного 

наукового гранту  НАТО «Наука заради миру»: «Cучасні електрохімічні 

наносенсори для виявлення токсичних йонів» (SPS(NUKR)SFPP 984173, 2012 – 

2016 рр.) та міжнародних індивідуальних проєктів: FEMS-2013 (UA-SMU2013-
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1Stasyuk) «The development of the new bioanalytical approaches for L-arginine assay 

by the use recombinant human liver arginase I and the yeast cells, over-producers of the 

target enzyme»; FEBS-2022 “Enzymatic biofuel cells and bionanosensors for monitoring 

of creatinine, a marker of acute functional disorders of the kidneys”, гранту для 

підтримки молодих вчених провідних вищих навчальних закладів та наукових 

установ від компанії «ОПТЕК» для проведення наукового дослідження: «The 

development of the new bioanalytical approaches for L-arginine assay by the use of 

recombinant human liver arginase I conjugated with nanoсаrriers» (2014 р.) та 

стипендії президента України для молодих вчених у 2016-2017 р.  

Метою дослідження було вивчення структурних, фізико-хімічних і 

каталітичних властивостей штучних ензимів – нанозимів у поєднанні з мікробними 

ензимами для створення на їхній основі нових діагностичних методів, придатних 

для використання у клінічній діагностиці, фармацевтиці та харчових технологіях, а 

також вивчення біологічної дії нанозимних композитів на еукаріотичні, зокрема 

дріжджові клітини.  

Для досягнення поставленої мети до завдань роботи входило: 

1. Провести синтез і скринінг нових наноматеріалів на псевдоензиматичну 

активність. Дослідити каталітичні властивості та субстратну специфічність 

отриманих нанозимів (НЗ).  

2. Отримати НЗ із каталазною активністю та дослідити біологічну та можливу 

цитотоксичну дію «катазимів» на еукаріотичні клітини метилотрофних дріжджів 

Hansenula (Ogataea) polymorpha С-105 (gcr1 catX).  

3. Отримати НЗ із редуктазною активністю та протестувати їх на антиоксидантну 

активність відносно вільних радикалів AБТС
•+ 

та DPPH
•
. На основі найактивніших 

редуктазних НЗ сконструювати амперометричний біосенсор для аналізу вмісту 

селеніту та протестувати його на реальних зразках. 

4. Отримати НЗ із пероксидазною активністю та сконструювати амперометричні 

біосенсори на основі різних мікробних оксидаз та НЗ як міметиків пероксидази. 

Створені біоелектроди протестувати для аналізу вмісту етанолу, метиламіну та L-

аргініну.  
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5. Синтезувати нові метал-гібридні наноматеріали та електропровідні полімери 

селективні до іонів амонію, та сконструювати на їхній основі біосенсори з 

використанням мікробних деаміназ (аргініндеімінази та креатиніндеімінази) для 

кількісного аналізу вмісту L-аргініну та креатиніну.  

6. Розробити ензиматичні методи кількісного аналізу вмісту L-аргініну із 

флуоресцентним і спектрофотометричним способом детектування кольорового 

продукту реакції на основі аргінін-гідролізуючих ензимів: аргінази І та 

аргініндеімінази.  

7. На моделі високоочищеної Манган-залежної рекомбінантної людської аргінази І 

провести дослідження з отримання препаратів апоензиму, позбавленого металу, та 

реконструкції холоензиму. Дослідити можливість використання препаратів 

апоензиму аргінази І для ензиматичного моніторингу вмісту іонів Мn
2+

 та Co
2+ 

у 

зразках стічних вод.   

8. Сконструювати амперометричний біосенсор для аналізу вмісту креатиніну за 

використання рекомбінантної КДІ та НЧ CoCu, чутливих до N-метилгідантоїну, та  

дослідити можливу структуру утвореного комплексу.  

9. Провести апробацію розроблених біоаналітичних підходів на реальних зразках 

рідин людини, харчових продуктів, стічних вод та фармацевтичних препаратів.  

Об’єкт дослідження – очищені препарати мікробних оксидоредуктаз та 

деаміназ, нанорозмірні матеріали з ензимоподібною активністю; комбінації 

природних ензимів із нанозимами.    

Предмет дослідження – структурно-функціональні та каталітичні властивості 

наноматеріалів, кон’югованих з ензимами; дія нанозимів на клітини дріжджів; 

використання синтетичних нанокомпозитів для створення нових біосенсорних та 

ензиматичних методів аналізу.  

Методи дослідження. У роботі використано різноманітні мікробіологічні, 

генно-інженерні, біохімічні, фізико-хімічні, електрохімічні, аналітичні та 

біосенсорні методи дослідження. При аналізі активності ензимів та чистоти 

ензимних препаратів використано методи спектрофотометричного аналізу, 

електрофорезу білків за нативних та денатуруючих умов, іонообмінна та афінна 
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хроматографія. Для фізико-хімічного та структурного аналізу наноматеріалів 

використано методи сканувальної електронної мікроскопії, флуоресцентної 

мікроскопії, рентгеноспектрального та рентгеноструктурного аналізу, атомно-

силової мікроскопії, трансмісійної електронної мікроскопії, динамічного 

світлорозсіювання, Раман-спектроскопії, спектроскопії ядерного магнітного 

резонансу, а також метод математичного моделювання фізичної сорбції. При 

конструюванні амперометричних біосенсорів використано циклічну 

вольтамперометрію, хроноамперометрію та статистичний аналіз. 

Наукова новизна отриманих результатів. Уперше в науковій практиці 

показано можливість заміни природного ензиму – каталази штучними 

«катазимами», які повністю відновлюють здатність мутантних безкаталазних 

клітин метилотрофних дріжджів рости на метанолі. Молекулярно-генетичний 

аналіз та секвенування локусу геному безкаталазного штаму дріжджів Ogataea 

polymorpha С-105 виявив дві мутації у гені каталази: заміна азотистої основи 

цитозину (С) у 895 положенні кодуючої послідовності на іншу азотисту основу 

тимін (Т) та делеція С у положенні 896. Така комбінація веде до зсуву рамки 

зчитування і утворення стоп-кодону TGA, що спричинює у клітинах штаму С-105 

продукцію нефункціонального, неповного протеїну. Уперше показано 

цитотоксичну дію синтезованих нанозимів (НЗ) на клітини дріжджів O.polymorpha. 

На моделі високоочищеної Манган-залежної рекомбінантної людської аргінази І 

отримано препарати апоензиму, позбавленого металу, та здійснено реконструкцію 

холоензиму. Вперше розроблено новий ензиматичний метод на основі апоензиму 

аргінази І та 2,3-бутандіонмонооксиму для селективного та ультрачутливого 

визначення вмісту іонів Мn
2+

 та Co
2+

 (на рівні 1 пМ та 2,5 пМ для йонів Мn
2+

 та 

Co
2+

, відповідно). Вперше опрацьовано чутливі та селективні ензиматичні методи 

кількісного аналізу вмісту L-аргініну із флуоресцентним та спектрофотометричним 

способом детектування кольорового продукту реакції за допомогою о-фталевого 

альдегіду та високоочищених препаратів аргінази І і уреази або аргініндеімінази. 

Уперше використано поєднання каталітичних наноматеріалів і високоочищених 

препаратів ензимів класу гідролаз: аргінази І, креатиніндеімінази, аргініндеімінази 
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при формуванні біоселективних елементів амперометричних біосенсорів на L-

аргінін та креатинін. Уперше за використання наноміметиків пероксидази і 

алкогольоксидази створено нові ензимо-нанозимні методи аналізу вмісту етанолу. 

 Практичне значення отриманих результатів. Отримано нові нанозимні 

композити, придатні для біоаналітичного використання. Опрацьовано нові 

ензиматичні методи та відповідні біоаналітичні набори для визначення вмісту L-

аргініну та креатиніну, а також створено  прототипи ензимних та мікробних 

біосенсорів на основі очищених препаратів ензимів класу гідролаз, клітин 

надпродуцентих штамів дріжджів та метал-гібридних наночастинок. 

Опрацьовано нові методи ензиматичного та біосенсорного моніторингу 

етанолу, L-аргініну, глюкози та метиламіну на основі L-селективних 

оксидоредуктаз та наноміметиків пероксидази.  

За результатами виконання дисертаційної роботи одержано три патенти 

України на корисну модель (№142490 від 10.06.2020 р.; №107543 від 10.06.2016 р.; 

№108773 від 25.07.2016 р.), що стосуються розробки ензиматичних методів для 

кількісного визначення L-аргініну, креатиніну та амонію в біологічних рідинах 

людини, у харчових продуктах та алкогольних напоях за використання 

високоочищених препаратів аргінази І, кратиніндеімінази та аргініндеімінази, 

відповідно. 

 Особистий внесок здобувача. Роботи здобувачки, представлені в цій 

дисертації, основані на результатах отриманих нею особисто, або за її 

безпосередньої участі чи під її керівництвом. Автором проведено науковий пошук 

і критичний аналіз наявних даних літератури щодо обґрунтування вибору 

оптимального нанозиму та його поєднання із ензимом для створення 

біоаналітичних систем, придатних для аналізу вмісту практично важливих сполук. 

Мету і завдання дослідження, а також планування експериментів, аналіз та 

обговорення отриманих результатів проведено спільно із д.б.н., проф. М.В. 

Гончаром. Експериментальні дослідження, результати яких викладені в дисертації, 

проведено спільно зі співавторами відповідних публікацій.  
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Апробація результатів дисертації. Основні положення роботи опубліковано 

у вигляді наукових статей у профільних журналах та представлено у формі тез 

усних або стендових доповідей на міжнародних наукових конференціях. 

Результати роботи доповідалися на V Польсько-Українській Вайглівській 

мікробіологічній конференції (Чернівці, Україна, 2013),  IV з’їзді Українського 

товариства клітинної біології (Ужгород, Україна, 2014), V міжнародній науковій 

конференції молодих учених „Human - Nutrition - Environment” “Biotechnology for 

sustainable development” (Rzeszow, Poland 2014), XXVII Міжнародній конференції з 

генетики та молекулярної біології дріжджів (Levico Terme, Italy, 2015), 

Міжнародній конференції "Актуальні проблеми клітинної біології та біотехнології" 

(Львів, Україна, 2015), V з’їзді Українського товариства клітинної біології з 

міжнародним представництвом (Одеса, Україна, 2016), VII Польсько-Українській 

Вайглівській мікробіологічній конференції (Львів, Україна, 2017), III Міжнародній 

науковій конференції “Microbiology and Immunology – the Development Outlook in 

the 21
st
 Сentury” (Київ, Україна, 2018), Міжнародній конференції “Non-conventional 

Yeasts: from Basic Research to Application” (Rzeszow, Poland, 2018) та Міжнародній 

конференції “Advances in Microbiology and Biotechnology” (Львів, Україна, 2018). 

Публікації. За темою дисертації опубліковано 59 наукових праць, включаючи 

24 статті у фахових виданнях (20 – у закордонних та 4 – у вітчизняних виданнях), з 

них 16 статей у виданнях, віднесених до першого і другого квартилів (Q1 і Q2) 

відповідно до класифікації SCImago Journal and Country Rank, 6 розділів 

монографій (4 – у закордонних, із них – 2 огляди належать до Q1 SCImago та 2 – у 

вітчизняному виданні), 3 патенти України на корисну модель, 26 тез доповідей на 

міжнародних наукових конференціях. Сумарний імпакт фактор публікацій за 

темою дисертації – 90,82.  

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота є кваліфікаційною 

науковою працею на правах наукової доповіді за сукупністю статей, викладена на 

516 друкованих сторінках. Дисертація складається зі вступу, огляду літератури, 

розділу матеріалів та методів досліджень, результатів досліджень, узагальнення 

результатів досліджень, висновків, переліку використаних джерел і додатка.  
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РОЗДІЛ 1 Огляд літератури 

Аналітична біотехнологія – важлива складова сучасної біотехнології, яка 

пов'язана з використанням біологічних об’єктів (ензимів, тканин, клітин, органел), 

субмолекулярних комплексів, біомолекул або навіть принципів функціонування 

живих систем для аналітичних цілей [18]. Значний прогрес аналітичної 

біотехнології у великій мірі визначається бурхливим розвитком генетичної та 

клітинної інженерії, ензимології, нанотехнологій та біоелектроніки. Здобутки 

аналітичної біотехнології використовуються як у фундаментальних дослідженнях, 

так і в практичних галузях діяльності людини – медицині (діагностика і контроль 

ефективності лікування та профілактики захворювань), фармацевтичній і харчовій 

промисловості (контроль якості лікувальних препаратів та харчових продуктів), а 

також для моніторингу стану довкілля (аналіз токсичних речовин). 

Пошук біомаркерів найпоширеніших захворювань та індикаторів для оцінки 

перебігу і лікування хвороб – пріоритетні напрямки світової науки в галузі 

аналітичної біотехнології. Серед таких біомаркерів важлива роль належить, 

зокрема, креатиніну, L-аргініну, L-лактату, глюкозі, етанолу та метиламіну [19]. 

Більшість із вказаних речовин є природними метаболітами людини, а також 

складниками багатьох косметичних, фармацевтичних препаратів, миючих та 

дезінфікуючих засобів. Вміст креатиніну у сироватці крові та сечі є важливим 

діагностичним біомаркером для виявлення захворювань нирок різного генезу, 

зокрема  гострого хронічного інтерстиціального нефриту, нефрозу, ниркової 

недостатності, а також інфаркту міокарда [20–21]. Вміст цього метаболіту в 

діалізаті або ультрафільтраті може слугувати  інформативною кількісною оцінкою 

ефективності гемодіалізу [22]. Аналіз L-лактату широко використовують у 

молочній галузі харчової промисловості, а також для контролю якості продуктів, 

які містять солі лактату або саму молочну кислоту як рН-стабілізувальну та 

консервувальну добавку [23]. У клінічній діагностиці L-лактат є біомаркером при 

діагностиці гіпоксії, молочнокислого ацидозу, деяких гострих серцевих 

захворювань, а також ефекту Варбурга для виявлення злоякісних пухлин [24]. 

Рівень L-аргініну в сироватці крові є важливим клініко-діагностичним індикатором 
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таких складних захворювань, як астма та туберкульоз легень, гепатокарцинома, 

меланома, колоректальний рак, ішемічна хвороба серця, серцева недостатність та 

гіпертензія [25–30]. Вміст етанолу необхідно контролювати у біологічних зразках, 

оскільки він є важливим маркером для контролю при лікуванні алкоголізму [31–

33], тоді як метиламін є прекурсором у виробництві метамфетаміну та 

діагностичним маркером триметиламінурії [34–35].  

Отже, з кожним роком моніторинг довкілля, харчових продуктів, питної води 

та потреби медицини вимагають більш високочутливих, селективних, швидких та 

економічних методів аналізу. Саме тому, у опублікованих оглядах нами розглянуто 

сучасні біоаналітичні підходи щодо кількісного визначення L-аргініну, L-лактату, 

глюкози, етанолу та метиламіну за використання специфічних до вказаних речовин 

ензимів, зокрема, аргінази І, флавоцитохрому b2, глюкозоксидази, 

алкогольоксидази та метиламіноксидази, відповідно [36–38]. Нами також 

розглянуто основні принципи, щодо конструювання сенсорних систем для 

кількісного визначення вмісту креатиніну, у тому числі ензиматичні, на основі 

використання креатиніндеімінази [39]. В опублікованих оглядах показано роль як 

ензимів мікробного походження, так і рекомбінантних клітин мікроорганізмів 

здатних до надсинтезу ензимів біоаналітичного значення.  

На сьогодні, основною перевагою біоаналітичних систем є їх виняткова 

специфічність, що пояснюється надзвичайною селективністю біорозпізнавання на 

молекулярному рівні. Завдяки цим властивостям, природні ензими найчастіше 

застосовують при створенні біоаналітичних систем. Протягом останніх років 

інтенсивні дослідження сфокусовано на створенні штучних ензимів на основі 

каталітично активних наноматеріалів – нанозимів [40–42] та їх використанні в 

біосенсориці. Нанозими (НЗ) – це наноматеріали, які виявляють ензимоподібну 

активність і здатні підсилювати сигнали у біоаналітичних системах [43–44]. Як 

правило, активність штучних ензимів є нижчою, ніж активність природних 

ензимів, і їх каталітичні показники в значній мірі залежать від різних чинників: 

методу синтезу (рН, час реакції та температура) [45]; складу наноматеріалу [46]; 

форми, розміру, кристалічності та кінцевої морфології [47]; масового 
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співвідношення компонентів у нанокомпозиті та поверхневої функціоналізації [48]. 

НЗ виявляють унікальні властивості порівняно з природними ензимами, 

включаючи велику питому площу поверхні, що значно полегшує їхню подальшу 

модифікацію та біокон'югацію. Нещодавно встановлено, що вони можуть бути 

чудовою альтернативою природним ензимам при виготовленні сучасних 

біосенсорів, а використання НЗ у поєданні з ензимами як компонентів у 

біоселективному шарі сенсорних систем приводить до покращення аналітичних 

параметрів та мініатюризації біоаналітичних систем. Синтез НЗ, дослідження їхніх 

унікальних каталітичних властивостей, а також здатність до зв’язування з багатьма 

ензимами робить їх привабливими кандидатами для досліджень у біосенсорних 

технологіях. Усі вивчені, на сьогодні, аспекти синтезу НЗ, їхні властивості та 

кон’югація з ензимами повно описано в огляді автора [49].  

Таким чином, усі оглядові публікації автора охоплюють результати 

досліджень аналітичних характеристик моноензимних біосенсорів, хемосенсорів, 

біосенсорних систем та ензиматичних методів аналізу практично важливих 

речовин. Представлені напрацювання можуть бути основою при розробці та 

налагодженні промислового випуску конкурентоспроможних вимірювальних 

портативних приладів чи ензиматичних наборів для експресного та селективного 

аналізу низки аналітів, що мають діагностичне значення в сучасній клінічній 

діагностиці та необхідні для контролю якості продуктів харчової та інших галузей 

промисловості. 
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Анотація: Опублікований автором огляд присвячено нанозимам, зокрема, 

наноструктурованим штучним каталізаторам, які імітують каталітичні 

властивості природних ензимів. Використання терміну «нанозим» до усіх 

наночастинок не завжди виправдано. Наприклад, в літературі часто 

використовують термін «нанозим» для наноматеріалів, які іммобілізовані на 

електродах і володіють каталітичною активністю лише при подачі електричного 

потенціалу. Якщо ензимоподібна активність такого матеріалу не доведена в 

розчині (без застосування потенціалу), такий каталізатор слід називати 

«електронокаталізатором», а не нанозимом. У цьому розділі нами наведено огляд 

класифікації нанозимів, їхні переваги порівняно з природними ензимами та їхнє 

практичне застосування. Особливу увагу приділено методам синтезу нанозимів 

(гідротермальний та сольвотермічний, хімічне відновлення, золь-гель метод, 

співосадження, полімеризація/поліконденсація, електрохімічне осадження). Нами 

також проведено детальний аналіз оцінки каталітичної ефективності нанозимів 

та дослідження їхніх каталітичних параметрів. Центральна частина огляду 

присвячена характеристикам нанозимів, які імітують природні ензими 

аналітичного значення («нанопероксидази», «нанооксидази», «нанолаккази»), та 

їхньому використанню при конструюванні електрохімічних (біо)сенсорів 

(«нанобіосенсорів»).  
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Анотація: Наука, медицина, клінічна діагностика, біотехнології, в тому 

числі, харчові технології і виробництво напоїв, а також екологічні технології 

потребують селективних, чутливих, швидких та надійних методів визначення 

вмісту ключових інгредієнтів або метаболітів, які визначають якість продукту 

або виступають маркерами деяких захворювань, фізіологічного стану організму 

людини або екологічної безпеки. Біосенсори є найбільш перспективним 

інструментом для цих цілей. Хоча більшість створених біосенсорів ґрунтуються 

на використанні ензимів у ролі біокаталізаторів, в останні роки активно 

розробляються клітинні сенсори, особливо, мікробні. Мікробний біосенсор 

складається з фізичного перетворювача в поєднанні з іммобілізованими 

мікробними клітинами. Цільовий аналіт зазвичай є або субстратом, або 

інгібітором клітинного метаболізму. У цьому огляді нами розглянуто основні 

досягнення в галузі створення мікробних сенсорів на основі дріжджових клітин та 

перспективи їх використання в клінічній діагностиці та контролю якості 

харчових продуктів.  
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Оригінал доступний за посиланням: https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-

319-58829-2_14 
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Анотація: Для людини L-аргінін є напівнезамінною амінокислотою, його 

достатню кількість необхідно споживати в раціоні, щоб запобігти негативним 

наслідкам, пов’язаним з недостатнім синтезом цієї амінокислоти за певних 

фізіологічних умов. Метаболізм L-аргініну важливий для синтезу біохімічно 

різноманітних продуктів, зокрема, сечовини, деяких амінокислот, креатину, 

поліамінів, оксиду Нітрогену та ін. L-аргінін є важливим біомаркером у клінічній 

діагностиці, зокрема, він використовується для профілактики/лікування деяких 

захворювань, у тому числі онкологічних та COVID-19. Крім того, рівень L-аргініну 

служить індикатором якості харчових продуктів та напоїв. На сьогодні, 

запропоновано різноманітні оптичні та електрохімічні методи визначення вмісту 

L-аргініну. Досліджено, що біосенсорні системи на основі ензимів метаболізму L-

аргініну можуть бути найбільш перспективним інструментом для аналізу L-

аргініну. Цей огляд зосереджено на висвітленні особливостей функціонування 

електрохімічних біосенсорів для аналізу L-аргініну, зокрема, на використанні 

ензимів, що розщеплюють L-аргінін, а також на аналізі їхніх переваг порівняно з 

іншими підходами. 
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Оригінал доступний за посиланням: 
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Анотація: Цей огляд зосереджено на висвітленні основних характеристик 

креатиніндеімінази (КДІ), важливого біоаналітичного інструменту для аналізу 

креатиніну (Крн). Крн є незамінним метаболітом для діагностики дисфункції 

нирок та деяких інших захворювань, біомаркером для контролю процедури 

гемодіалізу, а також важливим аналітом для спортивної медицини (оцінка 

загального фізіологічного стану спортсменів). Нами проаналізовано важливі 

джерела для виділення КДІ, клонування відповідного гена, конструювання 

мікробних рекомбінантних штамів та подано характеристики ензиму з різних 

мікроорганізмів. Також розглядаються нові біоаналітичні методи кількісного 

визначення Крн, у тому числі, ензиматичні на основі використання КДІ. 
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Оригінал доступний за посиланням: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30426898/ 
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РОЗДІЛ 2 Матеріали і методи досліджень 

 

2.1 Матеріали досліджень 

 

2.1.1 Організми. У роботi використовували наступні штами із колекції Інституту 

біології клітини НАН України: 

Ogataea polymorpha С-105 (gcr1 catX) – безкаталазний мутант 

метилотрофних дріжджів з порушеною глюкозною катаболітною репресією 

синтезу алкогольоксидази; 

O. polymorpha NCYC 495 (pGAP1-HsARG1 leu2car1:LEU2) – рекомбінантний 

надпродуцент аргінази І людини; 

O. polymorpha “tr1” (gcr1 catX/prAOX_CYB2) – рекомбінантний 

надпродуцент флавоцитохрому b2; 

Escherichia coli BL21(DE3)/pET32a-codA – рекомбінантний надпродуцент 

креатиніндеімінази; 

E. coli BL21 (DE3)/pET3d-ADI-codA – рекомбінантний надпродуцент 

аргініндеімінази; 

Saccharomyces cerevisiae C13ABYS86 (Mat a, leu2-3, ura3, his, pra1-1, prb1-1, 

prc1-1, cps1-3) – рекомбінантний надпродуцент метиламінооксидази;  

O. polymorpha NCYC495 (leu1-1) – продуцент алкогольоксидази та дикий 

штам O.polymorpha NCYC 495; 

Ізольований із природи гриб Ammanita phalloides –– продуцент 

аргініноксидази. 

 

2.1.2 Характеристика використаних реактивів та препаратів. Усі водні 

розчини, які використовували у роботі, готували на бідистиляті. Робочі розчини 

хлоридної, сульфатної, фосфатної кислот готували розведенням відповідних 

концентрованих кислот кваліфікації “х.ч.”, ацетатної – з ацетатної кислоти (льод.) 

кваліфікації “ч.д.а”. У роботі використовували розчини Натрій та Калій 

гідроксиду, який готували розчиненням реактиву кваліфікації “х.ч.”. 
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Ензими: уреаза (EC 3.5.1.5, тип IX від Jack Beans, 26100 Од. г
-1

) марки 

“Sigma-Aldrich” (Німеччина); глюкозооксидаза (ГО), отримана з міцеліального 

гриба P. Adametzii ЛФ F-2044.1 у лабораторії ензимів Інституту мікробіології НАН 

Білорусі (20 Од. мг
-1

); пероксидаза хрону (ПО, RZ-3,0) виробництва ТзОВ «Астер», 

Львів, Україна.  

Для досліджень використовували реактиви марки “Sigma-Aldrich” 

(Німеччина): гідроген тетрахлороаурумат, L-аргінін, аргентум нітрат, о-діанізидин, 

2,2`-азинобіс-(3-етилбензотіазолін-6-сульфонат) діамонієва сіль (АБТС), гідроген 

пероксид, амоній хлорид, гідроген гексахлороплатинат, церій гідроген карбонат, 

паладій хлорид, кадмій(ІІ) сульфат, натрій боргідрид, аскорбінова кислота, 

тринатрій цитрат, ферум(ІІІ) хлорид, купрум(ІІ) сульфат, кобальт(ІІ) хлорид, цинк 

сульфат, манган(ІІ) хлорид та інші неорганічні солі, а також глутаровий альдегід 

(25%), цистеамін, нафіон (5%). Амінокислоти були отримані від «Sigma-Aldrich» 

(Німеччина). Усі буфери і стандартні розчини були приготовлені з використанням 

води, очищеної за допомогою системи Milli-Q (Millipore), або бідистиляту. 

Пробірки (діаметром 5 мм) для проведення аналізу 
1
H ЯМР виробництва 

Wilmad (Steinheim, Німеччина). Дейтеровані розчинники виробництва «Sigma 

Aldrich» (Німеччина) використовували без додаткового очищення.  

 

2.2 Методи досліджень 

2.2.1 Склад середовищ, культивування клітин і отримання безклітинних 

екстрактів. Дріжджі вирощували в синтетичному середовищі Беркгольдера (СБ) 

наступного складу: КН2РО4 – (0,5 – 1) г/л; (NH4) 2SO4 – (2 – 3,5) г/л; MgSO47H2O – 

(0,2 - 0,5) г/л; CaCl2 – 0,1 г/л; сіль Мора – (0,2 мг – 1) мг/л; стандартна суміш 

мікроелементів – 0,5 мл/л; біотин – 1 мкг/л та в середовищі YPD. 

У залежності від мети експерименту, використовували різні джерела 

Карбону та енергії: сахароза, глюкоза (0,5 – 2 %); L-лактат натрію, сукцинат 

натрію (0,2 – 1 %); метанол, етанол, гліцерол (0,5 – 1 %) чи їх суміші в різних 

співвідношеннях.  
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До СБ, за необхідності, додавали: амінокислоти (лейцин, лізин, гістидин) як 

селективні фактори росту (40 – 100 мг/л); дріжджовий екстракт (0,05 – 0,2 %); 

пептон (0,02 %) урацил (200 мг/л); тіамін (0,02 – 0,2 мг/л), піридоксин (4,5 мг/л) і 

пантотенову кислоту (4,5 мг/л). 

Вихідні штами зберігали на скосах із сусло-агаром. 

Дріжджі вирощували в колбах Ерленмейера на роторному шейкері при 250 

об./хв або на чашках з 2 % агаризованим середовищем у термостаті при 

температурі 30 °С. Клітини осаджували при 3000 об./хв, 20 хв, відмивали водою. 

Бактерії E. coli BL21 вирощували при 37 
о
С на багатому (LB) середовищі [50] 

з додаванням, за потреби, 50 мкг/мл канаміцину сульфату. 

Оптичну густину клітин вимірювали турбідиметрично на 

фотоелектроколориметрі КФК-2МП, (кювета 3 мм, світлофільтр № 6), і, 

використовуючи калібрувальну криву, визначали їх суху біомасу в 1 мл 

середовища. 

Для отримання безклiтинного екстракту (БЕ), відмиті від середовища 

клітини руйнували на планетарному гомогенізаторі (діаметр скляних кульок 0,5 

мм, 1000 об./хв, rсер10 см, 6 хв, 4 
0
С). БЕ віддділяли від осколків клітин 

центрифугуванням при 15000 g, rсер8 см, 15 хв, 4 
0
С. Концентрацію білку в БЕ 

визначали за методом Лоурі. 

 

2.2.2 Пермеабілізація клітин дріжджів. Відмиті від середовища клітини 

ресуспендували у 100 мМ фосфатному буфері рН 7,5 до концентрації 20-50 мг/мл, 

додавали рівний об’єм розчину цетилтриметиламоній броміду у концентрації 2 

мг/мл. Суміш інкубували на водяній лазні протягом 15 хв при 30
0
С, струшуючи її 

кожні 3-4 хв. Після пермеабілізації, клітини тричі промивали 5 мМ фосфатним 

буфером (ФБ) рН 7,5 і використовували для експериментів у різних концентраціях.  

 

2.2.3 Визначення життєздатності клітин у присутності наноматеріалів 

флуоресцентним методом. До 1 мл суспензії клітин дріжджів вносили 20 мкл 

розчину 2',7'-дихлорфлуоресцеїн діацетату (1 мг/мл етанолу) і 10 мкл розчину 
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пропідій йодиду (1 мг/мл води) та інкубували при кімнатній температурі в темряві 

впродовж 1 години. Після інкубації з барвниками, клітини відмивали і аналізували 

на флуоресцентному мікроскопі Axio Lab. A1, Carl Zeiss (Німеччина). Життєздатні 

клітини генерують зелену флуоресценцію, а мертві клітини є червоними. Щоб 

оцінити життєздатність дріжджових клітин, в полі зору підраховували загальну 

кількість клітин та співвідношення живих та мертвих клітин за флуоресценцією. 

 

2.2.4 Визначення вмісту Гідроген пероксиду в культуральній рідині дріжджів. 

Гідроген пероксид у культуральній рідині визначали в пероксидазній реакції за 

використання 3,3',5,5'-тетраметилбензидину (ТМБ) як хромогенного субстрату. 

Стандартний розчин Н2О2 готували розведенням 10 мМ вихідного розчину, точну 

концентрацію якого вивіряли спектрофотометрично при 240 нм (ɛмМ = 0,0436). 

 

2.2.5 Виділення і очистка ензимів. (His)6-мічену креатиніндеіміназу (КДІ, КФ 

3.5.4.21) виділяли з нерозчинних «тілець включення» [51] та очищували за 

допомогою металоафінної хроматографії на кульках Ni-NTA Superflow (Qiagen). 

Вихід КДІ становив 30 мг/л культури. При ліофілізації в присутності трегалози 

КДІ не втрачала своєї активності протягом 120 днів зберігання при –20ºC [52]. 

Аргіназу (КФ 3.5.3.1) виділяли методом афінної колонкової хроматографії із 

безклітинного екстракту штама надпродуцента на синтезованому нами сорбенті – 

L-аргінін-макропористе скло [53]. Препарати аргінази із питомою активністю 1500 

– 2600 Од.‧мг
-1

 білка було одержано із 40-60-кратною очисткою, із 42 %-овим 

виходом у кращих фракціях. Препарати зберігались за певних умов без втрати 

активності протягом року, а за 3 роки зберігання ензиматична активність падала 

лише удвічі.  

Аргініндеіміназу (АДІ, КФ 3.5.3.6) виділяли з нерозчинних «тілець 

включення», як описано раніше [51], та очищували за допомогою аніонної та 

гідрофобної хроматографії на сорбентах QAE-сефароза та феніл-сефароза, 
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відповідно. Одержаний у результаті електрофоретично гомогенний препарат АДІ 

(до 180 Од.⋅мг
−1

) зберігався без втрати активності упродовж 20 місяців [53]. 

Алкогольоксидазу (АО, КФ 1.1.3.13) виділяли з безклітинного екстракту 

штаму надпродуцента O. polymorpha C-105 (gcr1 catX) за допомогою 

двостадійного фракціонування сульфатом амонію (при 30 і 70% насичення) з 

подальшою іонообмінною хроматографією на DEAE-Toyopearl 650 М [54]. 

Очищену АО з питомою активністю 20 Од⋅мг
−1 

білка зберігали у вигляді суспензії 

в 70% сульфаті амонію, 50 мМ фосфатному буфері (ФБ) pH 7,5 при 4∘C. 

Метиламіноксидазу (МАО, КФ 1.4.3.21) очищали з безклітинного екстракту 

штаму надпродуцента S. cerevisiae C13ABYS86 за допомогою металоафінної 

хроматографії на Ni-NTA-агарозі. Активність МАО визначали за швидкістю 

утворення гідроген пероксиду в реакції з метиламіном за результатами 

перекисного окиснення АБТС у присутності пероксидази. Очищену МАО з 

питомою активністю 16 Од.⋅мг
−1

 білка зберігали у 20 % гліцеролі, 30 мМ ФБ рН 7,5 

при –20∘C [55]. 

Aргініноксидазу (АргО, КФ 1.4.3.25) з гриба Ammanita phalloides очищали 

іонообмінною хроматографією на Toyopearl DEAE-650M [56]. Частково очищений 

препарт AргO з питомою активністю 7,9 мОд⋅мг
−1

 білка зберігали у вигляді 

суспензії в 70% сульфаті амонію, 50 мM фосфатному буфері, pH 7,5, при 4°C. 

Флавоцитохром b2 (ФЦ b2, КФ 1.1.2.3, L-лактат цитохром: с 

оксидоредуктаза) очищали з безклітинного екстракту за допомогою іонообмінної 

хроматографії на Toyopearl DEAE-650M (до 40 Од⋅мг
−1

). Висолювання ензиму 

проводили додаванням до елюату сухого сульфату амонію до 70 % (від насичення 

при 0 
0
С при контролі рН близько 7.0-7.5). Стабілізований таким чином ензим 

зберігав свою активність протягом двох місяців при - 25 
0
С. 

 

2.3. SDS-ПААГ електрофорез. SDS-поліакриламідний гель-електрофорез (12%) 

проводили згідно з Laemmli (1970). 
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2.4 Визначення активності ензимів.  

2.4.1 Визначення активностi флавоцитохрому b2  

Спектрофотометричний аналіз ФЦ b2 проводили при =420 нм, за швидкістю 

знебарвлення реакційної суміші, що містила  33 мМ лактат натрію, 1 мМ ЕДТА і 

0,83 мМ К3[Fe(CN)6] у 30 мМ фосфатному буфері, рН 8,0. 

 

2.4.2. Визначення активності аргінази. Процедуру вимірювання активності 

аргінази проводили наступним чином: до 250 мкл субстрату, що містив 65 мМ L-

Arg, 2 мМ манган(ІІ) хлорид в 20 мМ буфері Тріс-KОН, рН 9,5 додавали 20 мкл 

досліджуваного зразка з визначеною концентрацією білка (аліквоту культуральної 

рідини або безклітинного екстракту розводили до концентрації 0,1 мг/мл; очищені 

препарати аргінази – до 0,001 - 0,002 мг/мл). Реакційну суміш інкубували протягом 

15 хв при 37 
o
С, реакцію зупиняли додаванням 3 мл розчину реагенту на сечовину 

виробництва НВФ «СІМКО», Львів. Кількість утвореної в результаті ензиматичної 

реакції сечовини визначали за кількістю забарвленого червоно-рожевого 

комплексу діацетилу із сечовиною, що має максимум поглинання при 520 нм. 

Питому активність аргінази виражали в стандартних одиницях активності: мкмоль 

продукту (сечовини), утвореного за 1 хв. в перерахунку на 1 мг білка у реакційній 

суміші за стандартних умов реакції (мкмольхв
-1
мг

-1
). 

 

2.4.3 Визначення активності алкогольоксидази. Активність алкогольоксидази 

(АО) вимірювали в реакційній суміші з кінцевим об’ємом 3,0 мл, що містила 50 

мМ фосфатний буфер, pH 7,5, 0,25 мМ о-діанізидин, пероксидазу хрону (0,07 

мг/мл), 10 мМ метанол та відповідну кількість ензиму або 10 мг пермеабілізованих 

клітин. Інкубацію проводили 5-10 хв при 30 °С. Ензиматичну реакцію зупиняли 

додаванням 0,8 мл 12 М HCl. Утворений забарвлений продукт визначали 

спектрофотометрично при 525 нм. Мілімолярний коефіцієнт екстинкції утвореного 

продукту в кислому розчині (2,5 М HCl) становить 13,38 мМ
–1

·см
–1

. За одиницю 
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активності AO приймали кількість ензиму, що вивільняє 1 мкмоль H2O2 за 1 хв при 

30 °C за стандартних умов аналізу. 

2.4.4 Визначення активності метиламінооксидази. Активність 

метиламінооксидази (МАО) визначали за модифікованим методом Haywood [55]. 

Активність МАО вимірювали в реакційній суміші з кінцевим об’ємом 3,0 мл, що 

містила 75 мМ фосфатний буфер, pH 7,0, 1 мМ АБТС, пероксидазу хрону (0,01 

мг/мл), 5 мМ метиламін гідрохлорид та відповідну кількість ензиму. Інкубацію 

проводили 5-10 хв при 30 °С. Утворений забарвлений продукт визначали 

спектрофотометрично при 405 нм. Мілімолярний коефіцієнт екстинкції утвореного 

продукту становить 18,41 мМ
–1

·см
–1

.   

2.4.5 Визначення активності аргініноксидази. Активність аргініноксидази 

(АргО) визначали за швидкістю утворення Гідроген пероксиду в реакції з L-

аргініном, що монітурується перекисним окисненням о-діанізидину. Активність 

вимірювали в реакційній суміші з кінцевим об’ємом 1,0 мл, що містила 50 мМ 

фосфатний буфер, pH 7,5, 0,25 мМ о-діанізидин, пероксидазу хрону (0,07 мг/мл), 

25 мМ L-аргінін і відповідну кількість ензиму. Після інкубації протягом 

фіксованого часу (1–10 хв) при 30°C і після появи оранжевого забарвлення реакцію 

зупиняли додаванням 0,26 мл 12 М хлоридної кислоти. Утворений колір визначали 

при 525 нм за допомогою спектрофотометра. Мілімолярний коефіцієнт екстинкції 

отриманого барвника в кислому розчині становить 13,38 мМ
–1

·см
–1

. За одиницю 

активності AргO приймали кількість ензиму, що вивільняє 1 мкмоль H2O2 за 1 хв 

при 30 °C за стандартних умов аналізу. 

2.4.6 Визначення активності креатиніндеімінази. Визначення активності 

креатиніндеімінази (КДІ) проводили у 50 мМ К, Na-фосфатному буфері, рН 7,5, що 

містив 5 мМ креатинін, в кінцевому об'ємі 1 мл. Після інкубації упродовж 15-30 хв 

при 37 °С концентрацію йонів амонію аналізували флуориметричним методом на 

основі реакції аміаку з о-фталевим альдегідом (ОФА) та сульфітом натрію [56]. За 

одиницю активності КДІ приймали таку кількість ензиму, яка забезпечує 



129 
 

утворення 1 мкмоль продукту (амонію) за 1 хв в ензиматичній реакції за описаних 

вище умов. 

2.4.7 Визначення активності аргініндеімінази. Процедуру вимірювання 

активності аргініндеімінази (АДІ) проводили в дві стадії. На першій стадії, до 0,5 

мл розчину субстрату, що містив 120 мМ натрій саліцилат, 6,4 мМ натрій 

нітропрусид та 1 мМ ЕДТА у 100 мМ фосфатному буфері, рН 6,7, додавали 0,5 мл 

зразка та інкубували упродовж 10 хв. при кімнатній температурі. На другій стадії, 

до інкубаційної суміші вносили 1 мл реагенту ІІ, що містив 75 мМ Натрій 

гідроксид, 75 мМ Натрій гіпохлорит та через 10 хв проводили фотометрування 

дослідних проб при 580 нм проти «сліпої» проби. Мілімолярний коефіцієнт 

екстинкції утвореного продукту становить 15,6 мМ
–1

·см
–1

.  

 

2.4.8. Визначення активності пероксидази. Активність пероксидази хрону (ПО) 

визначали за використання хромогену – о-діанізидину. Для визначення питомої 

активності ПО (1 Од./мг; мкмольхв
-1
мг

-1
) у пробірки розливали по 2,7 мл 

реакційної суміші, що містила 2,5 мл 0,3 мМ хромогену в 50 мМ ФБ, рН 7,5 та 0,2 

мл досліджуваного розчину із ПО. Реакцію запускали внесенням розчину Гідроген 

пероксиду та інкубували упродовж 5–10 хв, залежно від швидкості розвитку 

кольорової реакції. Реакцію зупиняли у точно фіксований час додаванням 0,8 мл 

концентрованої HCl. Проби фотометрували при 525 нм (ε =13,38 мМ
-1

∙см
-1

) проти 

сліпої проби, яка містила 0,2 мл ФБ замість ензиму. Мілімолярний коефіцієнт 

екстинкції отриманого барвника в кислому розчині становить 13,38 мМ
–1

·см
–1

. 

 

2.4.9 Визначення активності глюкозооксидази. Активність глюкозооксидази 

(ГО) вимірювали в реакційній суміші з кінцевим об’ємом 3,0 мл, що містила 50 мМ 

ФБ рН, 6.5, 0,25 мМ о-діанізидин, пероксидазу хрону (0,07 мг/мл), 0,05 % розчин 

глюкози та відповідну кількість ензиму. Інкубацію проводили 5-10 хв при 30 °С. 

Ензиматичну реакцію зупиняли додаванням 0,8 мл 12 М HCl. Утворений 

забарвлений продукт визначали спектрофотометрично при 525 нм. Мілімолярний 
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коефіцієнт екстинкції утвореного продукту в кислому розчині (2,5 М HCl) 

становить 13,38 мМ
–1

·см
–1

. За одиницю активності ГO приймали кількість ензиму, 

що вивільняє 1 мкмоль H2O2 за 1 хв при 30 °C за стандартних умов аналізу. 

 

2.5 Збагачення клітин ензимами, кон’югованими з золотими наночастинками.  

2.5.1 Збагачення клітин дріжджів O. polymorpha NCYC 495 аргіназою І. До 0,09 

мл біонаночастинок (із іммобілізованою аргіназою І) вносили 0,09 мл клітин О. 

polymorpha NCYC 495 (до кінцевої концентрації клітин 30 мг‧мл
-1

 у 5 мМ ФБ, рН 

7,5) та інкубували протягом ночі при температурі + 4 ºС. Як контроль 

використовували 0,18 мл суспензії клітин із наночастинками без ензиму (як 

контроль) (до концентрації клітин 30 мг‧мл
-1

) та 0,18 мл клітин без наночастинок 

(до кін. концентрації клітин 30 мг‧мл
-1

). Після ночі інкубації, клітини фугували при 

270 g протягом 3 хв. Далі відбирали супернатант (це наночастинки, які не осіли). 

Осад клітин двічі промивали 5 мМ ФБ, рН 7,5. Промиті клітини ресуспендовували 

у 0,3 мл 5 мМ ФБ, рН 7,5 та аліквоту суспензії клітин (0,04 мл) відбирали на аналіз 

активності.  

До клітин, які залишились (0,26 мл) вносили цетилтриметиламоній бромід 

(ЦТАБ) до кінцевої концентрації 2 мг‧мл
-1

 та інкубували на водяній лазні при 

температурі +30 ºС, перемішуючи кожні 2-3 хв. упродовж 15 хв. Після процедури 

пермеабілізації, клітини центрифугували при 1700 g 15 хв., відбирали супернатант. 

Промивали ще раз 5 мМ ФБ, рН 7,5. Отриманий осад пермеабілізованих клітин 

ресуспендовували у 0,3 мл 5 мМ ФБ, рН 7,5 та відбирали на аналіз активності. 

Отримані клітини, збагачені відповідним ензимом, використано для формування 

біоселективної мембрани амперометричного сенсора.  

 

2.5.2 Збагачення клітин дріжджів О. polymorpha С-105 алкогольоксидазою. До 

осаджених біонаночастинок (АО-Au) вносили 0,18 мл суспензії клітин О. 

polymorpha С-105 (з кінцевою концентрацією клітин 30 мг‧мл
-1

 у 5 мМ ФБ, рН 7,5), 

суміш інкубували протягом ночі при температурі +4 ºС при постійному 

перемішуванні. Паралельно інкубували 180 мкл клітин і клітини із наночастинками 
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без ензиму – контроль. Після ночі інкубації, клітини центрифугували при 670 g 

протягом 3 хв. Осад клітин двічі промивали 5 мМ ФБ, рН 7,5. Промиті клітини 

ресуспендовували у 300 мкл 5 мМ ФБ, рН 7,5 та відбирали аліквоту суспензії 

клітин на аналіз активності АО. Для проведення пермеабілізації, до клітин, які 

залишились, вносили ЦТАБ до кінцевої концентрації 2 мг‧мл
-1

 та інкубували на 

водяній лазні при температурі +30º С, збовтуючи кожні 3-4 хв протягом 15 хв. 

Після процедури пермеабілізації, клітини центрифугували при 1700 g 10 хв та 

промивали ще двічі 5 мМ ФБ, рН 7,5. Отриманий осад пермеабілізованих клітин 

ресуспендовували у 300 мкл 5 мМ ФБ, рН 7,5.  

 

2.6 Методи хімічного синтезу НЧ 

2.6.1 Синтез металевих НЧ методом відновлення. Синтез НЗ та «мікрозимів» 

(Cd/Pd, Cu/Cd, Co/Cu, Сu/Au, Cu/Pt, Сu/Ag, Pt/Ag, Ag/Zn, Mn, Cu/Ce, Pd/Ce, Pd/Cu, 

Au, Pt/Au, Cu/Pd та ін.) проводили методом хімічного відновлення металів з 

розчину їхніх солей, за використання 1 мМ розчину аскорбінової кислоти або 

Натрій боргідриду. Деякі типи НЧ формували методом співосадження за 

використання натрій сульфіду (Cu/Ce
S
, Zn(Hg)S, Cu/Zn(Hg)S, Mn/Cu(Zn)S, CuS). 

Усі експерименти проводили при кімнатній температурі. Отримали НЧ осаджували 

центрифугуванням при 16 000 об./хв упродовж 40 хв (центрифуга Hettich Micro-

22R), двічі промивали водою і зберігали до використання при +4° C. 

 

2.6.2 Синтез наночастинок методом відновленння на пластині. Синтез 

наноголок Cd/Zn здійснювали методом відновлення Сd
2+

 з водного розчину СdCl2 

на поверхні цинкової пластини. Для цього, попередньо очищену Zn пластину 

поміщали в реакційну суміш на 20 год., що приводило до прямого зростання 

наноголок Cd на підкладці Zn. Для одержання мікрозимів (МЗ) Zn/Cd/Cu, 

попередньо отримані, відмиті від компонентів реакційного середовища, наноголки 

Cd/Zn поміщали в 0,01 М водний розчин мідного купоросу. Реакційну суміш 

витримували при кімнатній температурі упродовж 2 днів при кімнатній 
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температурі. Отримані МЗ Zn/Cd/Cu кілька разів промивали водою та 

використовували для подальшої характеристики.  

 

2.7 Методи «зеленого» синтезу НЧ 

2.7.1 Біосинтез Au-НЧ позаклітинними метаболітами дріжджів “in vitro”. Для 

біосинтезу НЧ після досягнення фази експоненціального росту (біомаса 2,9 мг/мл), 

клітини дріжджів NCYC 495 O. polymorpha осаджували центрифугуванням при 

3000 об./хв протягом 20 хв. Отриману надосадову рідину/культуральну рідина (КР) 

використовували в подальшому для синтезу біоНЧ “in vitro” [57]. КР інкубували з 

0,5 – 1 мМ HAuCl4 протягом 72 год при 30 ° С. Під час інкубації, контролювали 

колір суміші, а також розмір сформованих біоНЧ. Процес біовідновлення 

тетрахлораурат(III) аніона (AuCl4
-
) до Au

0
 контролювали шляхом відбору проб 

розчину (2 мл) і вимірюванням його спектра поглинання за допомогою УФ-

видимого спектрофотометра Shimadzu. Кожен експеримент мав свій контроль (КР 

клітин, вирощених без HAuCl4) та проводився в трьох паралелях і повторювався 

щонайменше тричі. 

 

2.7.2 Біосинтез біметалевих НЧ. Синтез біметалевих НЧ за типом ядро/оболонка 

проводили за наступною схемою: після досягнення фази експоненційного росту 

(біомаса 2,9 мг/мл), клітини дріжджів осаджували центрифугуванням при 3000 

об./хв протягом 20 хв. Надосадову рідину інкубували з 1 мМ HAuCl4 протягом 72 

год при 30 °С. Перевіривши наявність утворених НЧ, додавали H2PtCl6, CuSO4 або 

PdCl3 залежно від мети експерименту для формування оболонки біметалевих НЧ та 

продовжували культивування протягом 2 діб. НЧ були виділені або шляхом 

ультрацентрифугування (в центрифузі типу Еппендорф 5424R при 21,130×g 

упродовж 1 год. при 18 °С) або фільтрацією, пропускаючи культуральну рідину 

через шприц, оснащений фільтром Minisart®, 0,45 мкм. Для одержаних НЧ було 

досліджено спектр поглинання у видимій та УФ ділянці спектра (на Shimadzu UV-

1800 спектрофотометрі). 
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2.8 Методики досліджень розміру та структури НЧ 

2.8.1 Фізико-хімічна характеристика розміру НЧ. Для морфологічного аналізу 

мікро/нанокомпозитів використовували сканувальний електронний мікроскоп 

СЕМ-мікроаналізатор РЕММА-102-02 (Суми, Україна) та FEI Nova NanoSEM 450 

(Варшава, Польща). Зразки із концентрацією 0,05 мг·мл
-1

 наносили крапельним 

методом на кремнієву підкладку товщиною 0,05 см, діаметром 0,5 см. Після 

висихання, зразки фіксували плівкою, що формувалася розчином Бутварної смоли 

B-98 (Sigma, St. Louis, MO, USA) у 1,5 % хлороформі за дії ультразвуку частотою 

24 кГц. В експериментах відстань від останньої лінзи мікроскопа до зразка (WD) 

становила від 24,4 мм до 24,7 мм; використовували збільшення різної кратності – 

від х800; х200; х1200; х3000. 

 

2.8.2 УФ-видима спектроскопія. Оптичні властивості синтезованих НЧ 

досліджували за використання спектрофотометра Shimadzu UV-1650 PC та  

стандартного програмного забезпечення “UVProbe 2.20”. 

 

2.8.3 Атомно-силова мікроскопія. Розміри і структуру НЧ характеризували 

методом атомно-силової мікроскопії (АСМ) на мікроскопі Solver P47 – PRO, NT-

MDT (Нідерланди). Для цього, аліквоту суспензії НЧ наносили на поверхню 

очищеної слюди та висушували на повітрі. Проби аналізували “точковим” методом 

з резонансною частотою 80 кГц, сканувальною швидкістю 1 Гц та роздільною 

здатністю 256×256 пікселів.  

 

2.8.4 Флуоресцентна мікроскопія. Для візуалізації зразків використовували 

флуоресцентний мікроскоп (Axio Lab. A1., Carl Zeiss, Німеччина) з лампою 

збудження серії X-Cite 120Q та комплектом фільтрів: ізотіоціанат флуоресцеїну 

(FITC-фільтр), 4',6-діамідино-2-феніліндол (DAPI-фільтр), Техаський червоний 

(Texas red – фільтр) та азид 5-ціаніну (Cy5). Для приготування досліджуваного 

зразка, 10 мкл розчинів НЧ або клітин, попередньо розведених у воді, поміщали на 

предметне скло і покривали накривним склом діаметром 12 мм.  
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2.8.5. Трансмісійна електронна мікроскопія. Морфологічний аналіз  НЧ та 

клітин проводили за використання трансмісійного електронного мікроскопа PEM-

100 (Суми, Україна). Спеціальна плівка підкладки виготовлялась на мідній сітці 

(300 меш) за використання Бутварної смоли B-98 в 1,5 % хлороформі та дії 

ультразвуку при частоті 24 кГц. На поверхню підкладки крапельним шляхом 

наносили певний зразок. 

2.8.6 Спектроскопія ядерного магнітного резонансу. Експерименти з ЯМР 

проводили на спектрометрі Bruker AVANCE II 300 МГц із зондом BBI 300 МГц 

W1 та контролером температури BVT-3000 (Варшава, Польща). Спектрометром 

керували через TOPSPIN 3.2. Для оброблення результатів використовували 

стандартну пульсову програму Bruker. Перед проведенням аналізу, зразок масою 

150 мг розчиняли в 0,75 мл D2O. 

 

2.8.7 Спектроскопія комбінаційного розсіювання світла (Раман-

спектроскопія). Для вимірювань картування гіперспектрального комбінаційного 

розсіяння використовувався мікроспектрометр Renishaw InVia (Варшава, Польща). 

Джерелом збудження був HeNe-лазер з довжиною хвилі 632,8 нм (Renishaw). 

Збудження та детектування сигналу проводили за допомогою об’єктива Leica ×100 

з апертурою (NA) 0,85, що забезпечувало бічну роздільну здатність приблизно 1 

мкм. Для детектування використовували камеру Renishaw EM-CCD (1024×256 

пікселів) і дифракційну решітку 1200 ліній/мм, що дозволяло записувати спектри 

комбінаційного розсіювання світла з роздільною здатністю 6 см
-1

. 

Для проведення аналізу, розчини зразків капали на очищені покривні 

скельця мікроскопа та залишали висихати при кімнатній температурі. Для кожного 

зразка були зроблені гіперспектральні Раманівські растрові карти, що складалися 

приблизно з 150 точок кожна, вимірюючи прямокутні області з кроком 10 мкм. 

Потужність лазера на зразку підтримувалася на рівні 1 мВт, а час накопичення 

однієї точки становив 20–60 с (залежно від зразка). За допомогою програмного 

забезпечення Wire 5.5 (Renishaw) піки космічного випромінювання були видалені з 
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карт. Потім з кожної карти створювався середній спектр шляхом обчислення 

середнього всіх одноточкових спектрів. Рідкі зразки аналізували в 10 мм 

кварцових кюветах (Hellma) за допомогою насадки для макрозразків Renishaw. 

Спектри Раман спектроскопії та SERS отримані з використанням об’єктива з 

фокусною відстанню 15 мм (Renishaw) і потужності лазера 1 мВт на зразок. Для 

кожного зразка записано 360 послідовних спектрів із часом збору даних 100 

секунд, що полегшує виключення потенційного фоторозкладання під час процесу 

вимірювання.  

2.8.8 Квантово-хімічне моделювання. Оптимізацію молекулярної геометрії було 

виконано згідно з теорією функціоналу густини (DFT) з використанням гібридного 

функціоналу Пердева, Берка та Ернцергофа (PBE0) та базисного набору def2-

TZVPPD, використовуючи програмне забезпечення для квантової хімії Orca 5.0.4. 

пакет. У розрахунках використовувалась поправка попарної дисперсії (D4) [58]. 

Для моделювання впливу металевих наночастинок на спектри комбінаційного 

розсіювання застосовували спрощені двоатомні та десятиатомні кластери міді. 

Спектри раманівської активності створено з припущенням про 5 см
-1

 смуг 

Лоренца. Коефіцієнти масштабування не використовували. 

 

2.8.9 Дослідження площі та пористості НЧ. Площу поверхні та пористість НЧ 

вимірювали за допомогою автоматичного аналізатора ASAP 2020 (Micromeritics 

Instrument Corp., США), використовуючи азот у ролі адсорбату. Перед 

вимірюванням адсорбції при температурі рідкого азоту (77 К) зразок дегазували 

при 473 К протягом 4 год. у вакуумній камері для очищення його поверхні. Питома 

поверхня НЧ, їхній об’єм і розмір пор розраховували методами БET, Барретта–

Джойнера–Халенда та Хорват-Кавазої. Питома поверхня НЧ була визначена 

додатковими вимірюваннями БЕТ з використанням криптону в ролі адсорбату при 

473 К. 
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2.8.10 Дослідження НЧ за допомогою динамічного світлорозсіювання. Для 

характеристики розміру НЧ вимірювання динамічного світлорозсіювання (DLS) та 

дзета-потенціалу використовували прилад Litesizer™ 500 (Любляна, Словенія). 

Вимірювання DLS проводили в кварцевій кюветі при температурі 25 °C і з кутом 

розсіювання 90°. Для цього, розчин НЗ попередньо розводили 0,1 мМ фосфатним 

буфером до концентрації 0,05 мг/мл в кюветі. Фокусування автоматично 

підбиралося програмою. Кожен вимір повторювали тричі. 

2.8.11 Рентгеноструктурний аналіз НЧ. Розміри синтезованих НЧ  досліджували 

методом рентгено-структурного аналізу на дифрактометрі ДРОН-3. Спектр 

дифракції рентгенівських променів досліджували в області 10 – 100°. Середній 

розмір кристалітів (D) визначали по розширенню найбільш інтенсивної і окремо 

розміщеної лінії (111) за методикою для полікристалічних твердих тіл [59].  

 

2.9 Методи аналізу псевдоензиматичної активності НЧ 

2.9.1 Визначення пероксидазо-подібної активності НЧ в розчині за 

використання о-діанізидину. Питому активність НЧ виражали в мкмоль продукту 

утвореного за 1 хв в перерахунку на 1 мг НЗ за стандартних умов реакції (1 Од./мг; 

мкмольхв
-1
мг

-1
). У пробірки розливали по 1 мл реакційної суміші. У дослідні 

проби вносили по 0,01 мл розведених препаратів НЗ - крім сліпої проби, у яку 

вносили 0,01 мл 50 мМ ацетатного буфера, рН 4,5. Реакцію запускали додаванням 

0,01 мл 0,88 М Н2О2. Реакцію зупиняли у точно фіксований час 0,8 мл 

концентрованої соляної кислоти. Вимірювання оптичної густини дослідних проб 

проводили при довжині хвилі 525 нм у 1 см–кварцевих кюветах об’ємом 4 мл 

проти сліпої проби. 

 

2.9.2 Визначення пероксидазо-подібної активності НЧ в розчині за 

використання ТМБ. Визначення пероксидазної активності НЧ проводили у 50 

мМ ацетатному буфері, рН 4,5, що містив 8,8 мМ Н2О2 та 1 мМ ТМБ, в кінцевому 

об'ємі 1 мл. У реакційну суміш вносили тестований зразок і аналізували 
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колориметричним методом утворений продукт реакції при 650 нм на 

спектрофотометрі SHIMADZU UV-1650 PC з використанням програмного 

забезпечення “UVProbe 2.20”, приймаючи для окисненого ТМБ коефіцієнт 

мілімолярної екстинкції ε =39 мМ
-1

·см
-1

. За одиницю активності (Од.) приймали 

таку кількість ензимоподібних НЧ, яка забезпечує утворення 1 мкмоль 

забарвленого продукту за 1 хв. за описаних вище умов (1 Од. = 1 мкмоль/хв.). 

 

2.9.3 Визначення пероксидазо-подібної активності НЧ в розчині за 

використання АБТС. Визначення пероксидазної активності НЧ проводили у 50 

мМ ацетатному буфері, рН 4,5, що містив 8,8 мМ Н2О2 та 1 мМ АБТС, в кінцевому 

об'ємі 1 мл. У реакційну суміш вносили тестований зразок і аналізували 

колориметричним методом утворений продукт реакції при 650 нм на 

спектрофотометрі SHIMADZU UV-1650 PC з використанням програмного 

забезпечення “UVProbe 2.20”, приймаючи для окисненого АБТС коефіцієнт 

мілімолярної екстинкції ε =36 мМ
-1

·см
-1

. За одиницю активності (Од.) приймали 

таку кількість ензимоподібних НЧ, яка забезпечує утворення 1 мкмоль 

забарвленого продукту за 1 хв за описаних вище умов (1 Од. = 1 мкмоль/хв). 

 

2.9.4 Визначення редуктазної активності НЧ в розчині за використання 

катіон-радикалу АБТС
+
. АБТС розчиняли у воді до концентрації 7 мМ. Катіон-

радикал (АБТС
+∙

) формували шляхом змішування попередньо виготовленого 7 мМ 

водного розчину АБТС із 2,45 мМ свіжоприготовленим розчином амоній 

персульфату у співвідношенні 1:0,5. Отриману суміш витримували в темноті 

упродовж 15 год. при температурі 20 
0
С. Перед початком аналізу, суміш розводили 

96 % етанолом до досягнення оптичної густини 0,700 ± 0,020 при 734 нм. 

Коефіцієнт мілімолярної екстинкції катіон-радикалу АБТС
+· 

приймали рівним 17 

мМ
-1

∙см
-1

. Редуктазну активність НЧ визначали після змішування 1 мл реакційної 

суміші із 10 мкл зразків НЧ упродовж 2 хв.  
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2.9.5 Визначення глутатіонредуктазної активності НЧ в розчині. 

Глутатіонредуктаза – ензим, який каталізує відновлення окисненого глутатіону у 

присутності кофактору NADPH. Метод базується на зміні величини оптичної 

абсорбції розчину при утворенні окисненої форми NADPH
+
. Дослідна проба 

містила 2,5 мл 0,15 мМ ФБ, рН 7,5, 1 мМ ЕДТА, 10 мкл розчину НЧ, 0,1 мл 1,2 мМ 

розчину NADPH. Контрольний розчин містив усі компоненти, що й дослідна 

проба, за винятком НЧ. Перед початком вимірювання, в кювету з дослідною 

пробою вносили 0,2 мл 7,5 мМ розчину окисненого глутатіону, перемішували і 

вимірювали зміну величини оптичної густини при 340 нм через 15 сек протягом 1 

хв. В контрольну пробу вносили 0,2 мл 0,15 мМ ФБ, рН 7,5. Коефіцієнт 

мілімолярної екстинкції NADPH при 340 нм приймали рівним 6,2 мМ
-1

∙см
-1

.  

 

2.9.6 Визначення глутатіонпероксидазної активності НЧ в розчині. Швидкість 

реакції, яка каталізується НЧ із глутатіонпероксидазною активністю, оцінювали 

спектрофотометрично за зменшенням величини оптичної густини при довжині 

хвилі 340 нм. За одиницю активності приймали кількість НЗ, які каталізують 

перетворення 1 мкмоль субстрату за 1 хв. при 25°С. Реакційна суміш для 

визначення псевдо-глутатіонпероксидазної активності була наступного складу: 50 

мМ калій-фосфатний буфер (pH 7,5), що містив 1 мМ ЕДТА, 0,12 мМ NADPH, 0,85 

мМ відновлений глутатіон, 0,37 мМ Н2О2, 10 мкл розчину НЧ. В контрольній пробі 

був відсутній глутатіон відновлений.  

 

2.9.7 Визначення каталазо-подібної активності НЧ в розчині. У дослідну і 

контрольну проби додавали по 2 мл 0,03 % розчину Гідроген пероксиду у воді, 

потім в дослідну – 0,01 мл НЧ, в контрольну – 0,01 мл дистильованої води. Проби 

витримували при кімнатній температурі 10 хв., після чого в кожну пробу додавали 

по 1 мл 4 % розчину молібдату амонію і вимірювали світлопоглинання при λ=410 

нм. Каталазну активність розраховували за зменшенням оптичної густини, що 

характеризує зниження концентрації комплексу Гідроген пероксиду з молібдатом 
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внаслідок розкладу H2O2. Коефіцієнт мілімолярної екстинкції комплексу 

пероксиду з молібдатом приймали рівним 22,2 мМ
-1

∙см
-1

.  

 

2.9.8 Визначення антиоксидантної активності за використання радикалу 2,2-

дифеніл-1-пікрилгідразилу (ДППГ). Антиоксидантну активність НЗ та деяких 

харчових продуктів визначали за допомогою стабільного радикалу DPPH
·
. Як 

стандарт використовували Тролокс. Для проведення аналізу, 0,04 мл НЗ або 

Тролоксу з концентраціями: 0,31, 0,62, 1,25, 2,5 і 5 мг/мл змішували з 1,2 мл 1 мМ 

свіжовиготовленого розчину 2,2-дифеніл-1-пікрилгідразилу (ДППГ) у метанолі і 

ретельно перемішували. Проби інкубували при кімнатній температурі на темноті 

упродовж 30 хв. Зміну оптичної густини реєстрували при 517 нм за допомогою 

спектрофотометра UV-Vis (Shimadzu, U-1860). Як контроль, використовували 

ДППГ робочий розчин (без додавання зразка), а метанол – як «сліпий» розчин. 

Здатність до нейтралізації вільних радикалів визначали за формулою: 

Антиоксидантна активність = (ODк – ODп)/ODк*100%  

де ODк – оптична густина контролю (робочий реагент ДППГ без додавання 

досліджуваного зразка), тоді як ODп – оптична густина тестованого або 

стандартного (Тролокс) зразка. 

 

2.9.9 Визначення константи Міхаеліса-Ментен (Км) НЗ та константи 

швидкості реакції kcat стостовно H2O2. Кінетичні параметри KM і Vmax (в одиницях 

мМ і мМ∙хв
-1

, відповідно) визначали експериментально за залежністю швидкості 

реакції V від концентрації субстрату S. Для цього, при постійній концентрації 

органічного субстрату 0,017 мМ і при різних концентраціях Н2О2 в інкубаційній 

суміші визначали значення швидкості реакції Vi. Розраховували обернені величини 

1/Si і 1/Vi. На основі отриманих даних будували графік функції 1/Vi = f (1/ Si) і 

графічно розраховували величини KM і Vmax та статистичні параметри для них. 

Величини kcat розраховували за формулою: kcat = Vmax/Снз, де Снз – це концентрація 

НЗ в інкубаційній пробі, мг/мл. Оскільки практично неможливо визначити 



140 
 

концентрацію НЗ в мМ одиницях, а тільки в масових одиницях (мг/мл), 

розмірність kcat виражена в с
-1

·мкмоль·мг
-1

. 

 

2.9.10 Визначення субстратної специфічності. Для реакцій НЗ та мікрозимів 

(МЗ) досліджували субстратну специфічність у двосубстратній реакції у 

присутності Гідроген пероксиду і різних органічних субстратів, зокрема, АБТС, 

гваяколу, о-діанізидину, 4-аміноантипірину (ААП) та TMB. Для дослідження 

активності НЗ в розчині, препарати НЗ або мікрозимів із H2O2 і досліджуваним 

органічним субстратом, інкубували фіксований час в 50 мМ ацетатному буфері та 

визначали активність відповідно до пп. 2.9 «Методи аналізу псевдоензиматичної 

активності НЧ». 

 

2.10 Конструювання та дослідження функціональних властивостей 

біосенсорів.  

Амперометричні біосенсори конструювали на базі амперометричного 

потенціостату Metrohm Autolab PGSTAT30 за використання трьохелектродної 

сенсорної конфігурації: хлорсрібний електрод (Ag/AgCl/3 М KCl) – як електрод 

порівняння, як допоміжний – стержневий платиновий електрод (діаметр 1 мм). Як 

робочі електроди використовували комерційний платиновий електрод (діаметром 

7,0 мм), дисковий скловугільний електрод (Mineral, діаметром 1,5 та 3,0 мм) та 

графітовий електрод (діаметром 3,03 мм). 

Перед приготуванням біоелектродів, платиновий та скловугільний електроди 

полірували на полірувальній тканині, використовуючи алюміній оксидну пасту 

(Leco, ФРН) з різним діаметром частинок (1,0; 0,5 та 0,3 мм). Відполіровані 

електроди відмивали водою та протирали 96 % етиловим спиртом. Робочу 

поверхню графітових електродів полірували на наждачному папері та відмивали 

водою в ультразвуковій лазні 10-15 хв.  

Усі амперометричні вимірювання проводили при кімнатній температурі в 

скляній комірці об’ємом 50 мл, заповненій 10 мл фосфатним буфером (ФБ), з 
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значенням pH залежно від мети експерименту. Біосенсор поміщали в розчин з 

інтенсивним перемішуванням і, після встановлення базового сигналу, в комірку 

вносили певний аналіт.  

Для забезпечення іммобілізації біоелемента (ензимів, біонанокомпозитів та 

пермеабілізованих клітин рекомбінантних штамів О. polymorpha) на поверхні 

робочих електродів використовували різні процедури та методи: 

1) Утримання діалізною плівкою: 2-4 мкл ензиму або 2 мкл суспензії 

пермеабілізованих клітин О. polymorpha (50 мг·мл
-1

) наносили крапельним 

методом порціями по 2 мкл на поверхню електрода і залишали підсихати при 4 
0
С 

протягом 10 хв. Потім, електрод покривали стандартною діалізною мембраною 

(1х1 см
2
). Для утримання діалізної мембрани використовували «O»-кільце 

діаметром 5 мм (для торцевих графітових електродів) або плівку скотчу (у випадку 

використання планарних електродів). Перед використанням електроди промивали 

буфером із відповідним рН (в залежності, від рН оптимуму ензиму). 

2) Осадження катодним полімером: 2-4 мкл ензиму або клітин (з 

активністю 19-22 Од.·мл
-1

) наносили крапельним методом на поверхню робочого 

електрода та підсушували при кімнатній температурі упродовж 5 хв. Поверх 

сформованої біоплівки, наносили 8 мкл розведеного в 10 разів катодного полімеру 

(GY 83-0270 005). При цьому відбувалась осадження полімеру і формувалась міцна 

полімерна плівка, що утримувала біоелемент. Електроди промивали 20 мМ ФБ 

буфером із відповідним рН та зберігали при +4 ºС до їхнього використання. 

3) Покриття плівкою 1 % Нафіону: 2-4 мкл ензиму або клітин (з 

активністю 19–22 Од.·мл
-1

) наносили крапельним методом на поверхню обочого 

електрода та підсушували при кімнатній температурі протягом 5 хв. Поверх 

сформованої біоплівки, наносили 8 мкл 1% Нафіону. При цьому формувалась 

міцна полімерна плівка, що утримувала біоелемент. Електроди промивали 20 мМ 

ФБ буфером із відповідним рН та зберігали при +4 ºС до їхнього використання. 

4) «Перехресне зшивання» ензимів та нанозимів на поверхні електрода: для 

формування біоелектроду, 2 мкл суспензії НЧ (0,1 мг·мл
-1

) наносили крапельним 

методом на поверхню електрода та підсушували при кімнатній температурі 
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протягом 5 хв. Далі, аліквоту суміші, що містила цистеамін (1 мМ) і глутаровий 

альдегід (1%), поміщали на поверхню електроду і висушили на повітрі. Нарешті, 

активовані НЧ промивали 50 мМ фосфатним буфером, рН 7,0 і використовували 

для подальшого іммобілізації ензимів методом перехресного зшивання. 

5) Ковалентна кон’югація ензимів: 2 мкл суспензії НЧ (0,1 мг·мл
-1

) наносили 

крапельним методом на поверхню електрода та підсушували при кімнатній 

температурі протягом 5 хв. Далі, на поверхню робочого електроду вносили 5 мкл 5 

мМ ω-меркаптогексадеканої кислоти. Електрод витримували упродовж 1 год при 

кімнатній температурі та вносили 5 мкл суміші, що містила 2 мМ 1-етил-3-(3-

диметиламінопропіл)карбодімід (ЕДК) та 5 мМ N-гідроксисукцинімід (ГСІ) в 

етанолі. Електрод витримували при +8 ˚С упродовж 12 год. Далі поверхню 

електроду промивали 20 мМ ацетатним буфером, рН 5,5 (для відмивання 

надлишку реагентів) та вносили 3 мкл відповідного ензиму. Після підсихання 

електроду проводили подальші електрохімічні дослідження. 

 

2.11. Підготовка реальних зразків до аналізу.  

Для одержання сироватки крові, 5 мл венозної крові поміщали у 

центрифужну пробірку та центрифугували протягом 10 хв. при 3000 об./хв. Фугат 

переносили в іншу центрифужну пробірку та центрифугували додатково протягом 

10 хвилин при 10000 об./хв. Одержану сироватку фіксованого об’єму (наприклад 

0,9 мл) депротеїнізували додаванням 50 % розчину трихлороцтової кислоти до 

кінцевої концентрації 5 % (0,1 мл). Утворену суспензію перемішували, 

витримували 30 хв. при 0°C та знову центрифугували упродовж 10 хв. при 10000 

об./хв. Для аналізу використовували безбілкову надосадову рідину (БНР). 

Одержану БНР зберігали до початку аналізу при +4 °С. У разі, якщо аналізована 

проба не досліджувалась протягом 24 год., її зберігали при –20°С. Перед початком 

аналізу спочатку підлужнювали розчин БНР до рН 6, додаючи 1,5 М NaOH, потім 

аліквоту ензиму (аргіназу, уреазу або КДІ) та інкубували упродовж 20 хв. при 

кімнатній температурі.  
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Визначення вмісту етанолу та L-аргініну у зразках харчових напоїв (на 

прикладі соків та вин) проводили після попереднього центрифугування зразків 

протягом 15 хв. при 10000 об./хв. на лабораторній центрифузі (центрифуга Hettich 

Micro-22R). Готові розчини зберігали не більше доби. Визначення вмісту 

проводили безпосередньо після розпакування зразка.  

 

2.12 Статистичний аналіз експериментальних даних 

Досліди проводились у чотирьох-шести повторах. Для кожної вибірки 

показників визначали середнє арифметичне значення (М), стандартну похибку 

середнього (m) та середнє арифметичне відхилення (σ). Для розроблених 

аналітичних методів розраховували коефіцієнт варіації (Сv, %). Розрахунок 

статистичних показників і побудову графіків проводили за допомогою програми 

OriginPro 8,5. Лінеаризацію графіків проводили за рівнянням регресії Y= A + B·X 

(A і B – параметри рівняння), розраховували коефіцієнт кореляції R та рівень 

достовірності зв’язку р (для події R = 0). Вказані параметри та статистичні 

показники наведені в рисунках та таблицях відповідних статей. 
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РОЗДІЛ 3 

СКРИНІНГ НОВИХ НАНОМАТЕРІАЛІВ НА ПСЕВДОЕНЗИМАТИЧНУ 

АКТИВНІСТЬ ТА ДОСЛІДЖЕННЯ СТРУКТУРНИХ І КАТАЛІТИЧНИХ 

ВЛАСТИВОСТЕЙ ОТРИМАНИХ НАНОЗИМІВ  

 

 В розділі III представлено основні етапи синтезу нових нанозимів (НЗ), 

поєднуючи хімічне відновлення неорганічних солей перехідних або шляхетних 

металів аскорбіновою кислотою з новим методом осадження НЗ на металеві 

пластинки. У даному розділі описано також метод «зеленого» синтезу 

біонаночастинок за використання клітин термотолерантних дріжджів Ogataea 

polymorpha та досліджено процеси редукції неорганічних солей дріжджовою 

культурою і формування позаклітинних стабільних біонаночастинок.  Здійснено 

структурну характеристику усіх отриманих наноматеріалів за використання 

методів сканувальної електронної, флуоресцентної, атомно-силової мікроскопії; 

методу динамічного світлорозсіювання, рентгено-спектрального та 

рентгеноструктурного аналізу. Встановлено, що розмір отриманих матеріалів 

знаходиться в межах від 10 нм (НЗ) до 15 мкм (мікрозими, МЗ).   

Аналіз синтезованих наноматеріалів на псевдоензиматичну активність 

(пероксидазну, каталазну, глутатіонпероксидазну, селенітредуктазну та 

глутатіонредуктазну) показав, що серед отриманих 50 різних за хімічним 

складом НЧ, 12 володіють високою пероксидазною (7 – 10,6 Од./мг), 2 – 

редуктазною (14,3 – 32,7 Од./мг), 2 – каталазною (0,2 – 0,3 Од./мг), по одному 

типу – глутатіонпероксидазною (0,14 Од./мг) та глутатіонредуктазною (0,61 

Од./мг) активностями.  

Проведено ковалентну модифікацію металевих НЗ, що місять Аурум, 

поєднанням цистеаміну, глутарового альдегіду та поліетиленіміну. Показано, що 

функціоналізація НЗ полімерними носіями дозволяє модулювати каталітичні 

параметри НЗ, дещо змінювати субстратну специфічність та підвищувати їхню 

стабільність.  
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 Досліджено каталітичні властивості та субстратну специфічність усіх 

отриманих НЗ. Встановлено, що найвищою пероксидазною активністю серед 

синтезованих НЗ володіють CuCeAu та Cu. Визначено кінетичні параметри (КМ 

і kcat) для отриманих "голих" НЗ і МЗ та їх модифікованих полімерами форм. У 

пероксидазних реакціях, більшість синтезованих НЗ, зокрема, CuCeAu, Cu, PtCu 

та PdCe виявляють найвищу активність стосовно о-діанізидину.  

 Проведено скринінг монометалевих (Cd, Сe), біметалевих (CCu, CePd, 

PtCu, CeCu, PdCd, PdCu) та триметалевих (CuCdZn) наночастинок (НЧ) на 

редуктазну активність. Встановлено, що найвищу редуктазну, зокрема, 

селенітредуктазну активність, виявляють НЗ складу CuCdZn та CeCu. Отримані 

НЗ CuCdZn протестовано на антиоксидантну активність відносно вільних 

радикалів AБТС
•+ 

та DPPH
•
 у порівнянні із Тролоксом: значення 

напівмаксимального інгібування (IC50) для НЗ Cu/Cd/Zn
пл

 становить 6,8 ± 0,2 

мкг/мл, що близько до Тролоксу (2,70 ± 0,1 мкг/мл). Синтезовані НЗ із 

редуктазною активністю використано для конструювання амперометричного 

біосенсора для аналізу селеніту. Сконструйований біосенсор характеризується 

високою чутливістю (1700 A·M
-1

·м
-2

) та широким лінійним діапазоном (від 16 

мкМ до 1 мМ). Сконструйований амперометричний сенсор протестовано на 

реальних зразках мінеральної води із підвищеним вмістом селену.  
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3.1. Синтез та структурно-морфологічна характеристика металевих 

наночастинок із оксидоредуктазною активністю. 

Анотація: Нанозими (НЗ) — це наноструктуровані штучні ензими, які імітують 

каталітичні властивості природних ензимів. НЗ виявляють суттєві переваги 

порівняно із природними ензимами, а саме, завдяки їхній низькій вартості 

приготування, хорошій стабільності, великій площі поверхні, достатній 

активності, що залежить від розміру та складу, широкій можливості для 

модифікації та біосумісності. НЗ виявляють широкий потенціал практичного 

застосування в ролі каталізаторів у біосенсориці, технології паливних елементів, 

екологічній біотехнології та медицині. Більшість відомих НЗ є міметиками 

оксидоредуктаз або гідролаз. У цій роботі ми демонструємо сучасні підходи щодо 

одержання ефективних штучних пероксидазоподібних (ПО)-подібних НЗ 

(наноПО), наводимо їх характеристику та оцінку перспектив аналітичного 

застосування. НаноПО синтезовано з використанням низки НЧ перехідних і 

шляхетних металів і протестовано їхню каталітичну активність у розчині та на 

електродах. Найефективніші наноПО відібрано для детальної характеристики 

їхньої каталітичної активності. Визначено кінетичні параметри, розмір і 

структуру найкращих наноПО (Cu/Ce
S
). Сенсор на основі Cu/Ce

S
 для визначення 

вмісту H2O2 показав високу чутливість (1890 А·М⁻¹·м⁻²), широкий лінійний 

діапазон (1,5 – 20 000 мкМ) і високий струмовий відклик (786 мкА) після додавання 

H2O2. Показано можливість подальшого застосування Cu/Ce
S
-НЗ в ролі 

селективного шару амперометричних сенсорів для аналізу Гідроген пероксиду у 

зразках комерційних дезінфікуючих засобів. 
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3.2. Синтез, скринінг, антиоксидантні властивості та електрохімічна 

поведінка нанозимів із потенційною редуктазною активністю.  

Анотація: Нанозими (НЗ) – стабільні економічно ефективні міметики природних 

ензимів. Вони є перспективними каталізаторами в харчовій та екологічній 

біотехнології, біосенсориці, альтернативній енергетиці та медицині. Більшість 

відомих НЗ є міметиками оксидоредуктаз, проте на сьогодні існують обмежені 

дані щодо міметиків редуктаз. У цій роботі, ми повідомляємо про отримання 

металевих НЗ, що виявляють властивості редуктаз та тестування отриманих 

НЗ на антиоксидантну активність у розчині. Нами детально охарактеризовано 

найбільш ефективний міметик селенітредуктази – НЗ Zn/Cd/Cu, а також 

досліджено його субстратну специфічність, розмір, склад, антиоксидантні 

властивості в порівнянні з кількома харчовими продуктами та тролоксом, 

Сконструйовано амперометричний сенсор з високою чутливістю (1700 А·М
-1

·м
-2

) і 

широким лінійним діапазоном (16-1000 мкМ) для йонів селеніту. 

Продемонстровано можливість застосування виготовленого сенсора для 

визначення вмісту селеніту в промисловій мінеральній воді. 
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3.3. Біосинтез металевих наночастинок клітинами дріжджів O. polymorpha та 

застосування їх в флуоресцентному аналізі.  

Анотація: Наночастинки металів (НЧ) є важливими об’єктами нанотехнологій 

завдяки перспективам їхнього застосування у промисловості й медицині. Металеві 

НЧ можуть бути отримані різними фізико-хімічними методами, а також 

«зеленим» синтезом. У даній роботі нами показано, що термотолерантні 

дріжджі О. polymorpha можуть бути використані в ролі біологічного 

інструмента для «зеленого» синтезу наночастинок золота (AuНЧ) з 

тетрахлораурату (ТХА). Нами вивчено процеси редукції ТХА дріжджовою 

культурою та формування позаклітинних стабільних біоAuНЧ. Характеристику 

отриманих біоAuНЧ здійснено із застосуванням методів трансмісійної 

електронної мікроскопії, сканувальної електронної мікроскопії, флуоресцентної 

мікроскопії, УФ-видимої адсорбційної спектроскопії. Вивчено вплив різних 

параметрів, зокрема, часу та концентрації ТХА, на формування AuНЧ. Отримані 

результати є важливими для фундаментальної та прикладної біологічної науки, 

особливо для досліджень молекулярних механізмів захисту клітини від стресу, 

спричиненого токсичною сполукою, а також для розробки нових ефективних і 

економічно вигідних методів одержання нових наноматеріалів. 
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РОЗДІЛ 4 

ВИВЧЕННЯ БІОЛОГІЧНОЇ ТА МОЖЛИВОЇ ТОКСИЧНОЇ ДІЇ 

НАНОЗИМНИХ КОМПОЗИТІВ НА ЕУКАРІОТИЧНІ КЛІТИНИ ДРІЖДЖІВ 

OGATAEA POLYMORPHA 

В розділі IV наведено дослідження біологічної дії наночастинок (НЧ) на 

еукаріотичні клітини дріжджів Ogataea (Hansenula) polymorpha. Клітини 

вирощували на середовищі із додаванням різних НЧ, синтезованих на основі 

шляхетних і перехідних металів, а також їх гібридів, що володіють ензимними 

(зокрема, каталазними, пероксидазними або редуктазними) та флуоресцентними 

властивостями. Доведено, що всі НЧ у мінімальній концентрації (до 0,1 мг/мл) 

нетоксичні для клітин дріжджів. Показано, що біметалеві НЧ володіють 

стабільною флуоресценцією в розчині та всередині клітин, що дозволяє 

спостерігати явище переходу НЧ від батьківських до дочірніх клітин через 

щонайменше три покоління з подальшим вивільненням із модифікованих клітин.  

Для оцінки впливу нанозимів на життєздатність клітин дріжджів, крім тесту 

на ростову активність, використовували барвники, які реагують на зміни цілісності 

та функціональності клітинної мембрани. Встановлено, що нанозими (у 

концентації 0,1 мг/мл у середовищі) проявляють різний цитотоксичний вплив на 

клітини дріжджів O. polymorpha: «катазими» знижують виживання клітин в 2,6-4,5 

раза, тоді як НЗ з пероксидазною активністю дещо підвищують цей показник. У 

цілому, ці дані корелюють із результатами вивчення впливу НЗ на ростову 

активність клітин. Спостережувана відмінність у дії НЗ на клітини дріжджів 

пов’язана із різною ефективністю транспорту НЗ у клітини та різний вплив 

поглинутих НЗ на метаболічні клітинні процеси. 

Досліджено ефективність поглинання клітинами O. polymorpha НЗ та їх 

локалізацію всередині клітин. У збагачених нанозимами клітин, у порівнянні із 

контрольними, показано зростання ензиматичної активності, зокрема псевдо-

редуктазна активність у присутності CdCu НЗ підвищується у 10,7 раза, 

каталазна – у 1,9 раза (для Pt-НЧ) та пероксидазна – у 4,9 раза (для PtAu), 

відповідно. 
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Нанозими з каталазною активністю («катазими») Pt і PtAu використали для 

поглибленого вивчення їхнього впливу на ріст та властивості безкаталазного 

штаму дріжджів Ogataea polymorpha С-105 (gcr1catX), здатного до 

конститутивного синтезу алкогольоксидази на глюкозному середовищі та 

повністю позбавленого каталазної активності. У зв’язку з генетичним блоком 

каталази, мутантні клітини ростуть на суміші глюкози з метанолом після тривалого 

лаг-періоду, необхідного для адаптації клітин до Гідроген пероксиду, що 

генерується в культурі, проте не здатні засвоювати метанол як єдине джерело 

Карбону та енергії. Здатність клітин безкаталазного штаму рости на середовищі, за 

використання як джерела Карбону глюкози та метанолу при повній відсутності 

каталазної активності пов’язана, з підвищеним синтезом за таких умов росту 

цитохром с пероксидази, яка здатна розщеплювати токсичний H2O2 у 

пероксидазній реакції з цитохромом с. Нами висунуто гіпотезу про здатність НЗ 

компенсувати відсутність певного ензиму у клітинах завдяки псевдоензиматичній 

активності НЗ. Для підтвердження такої гіпотези, вивчено можливість усунення 

дефекту каталазної активності клітин штаму дріжджів O. polymorpha С-105 за 

допомогою НЗ, що володіють каталазною активністю. З цією метою, до 

середовища вирощування додавали НЗ в різних концентраціях (25 – 500 мкг/мл) та 

вносили клітини дріжджів O. polymorpha С-105. Через 24 год тестували вплив НЧ 

на ріст клітин. Встановлено, що внесення «катазимів» у ростове метанольне 

середовище відновлює здатність мутантних клітин рости на метанолі. Електронне 

мікроскопування дріжджових клітин підтвердило поглинання і накопичення НЧ у 

цитоплазмі клітин O. polymorpha С-105.  Таким чином, доведено, що поглинання 

безкаталазними клітинами «катазимів» Pt і Pt/Au відновлює здатність мутантних 

клітин рости на метанолі. Каталазна активність НЗ Pt і Pt/Au забезпечує 

розщеплення надмірної кількості Гідроген пероксиду, що утворюється внаслідок 

росту клітин на метанолі, усуваючи його токсичну дію на клітини. Це дає 

можливість клітинам повноцінно рости та ділитись на середовищі із метанолом. 

Встановлено, що це перший у світі експериментальний доказ можливості заміни 

природного ензиму нанозимом in vivo. 
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4.1. Вивчення біологічної та можливої токсичної дії катазимів на еукаріотичні 

клітини безкаталазного штаму дріжджів O. polymorpha С-105 (gcr1catX). 

Анотація: Наноматеріали, що володіють штучною ензиматичною каталітичною 

активністю (нанозими, НЗ), мають великий потенціал для застосування в 

наукових дослідженнях, імунологічних аналізах, біосенсорах та візуалізації in vivo. 

Незважаючи на очевидний прогрес у конструюванні та розумінні функціональних 

властивостей НЗ, досі немає чітких доказів того, чи можуть вони компенсувати 

втрату відповідної ензиматичної активності in vivo. Нами вперше у світовій 

науці наведено приклад успішної заміни природного ензиму каталазоподібними 

наночастинками платини (Pt) і платино-золота (Pt/Au) в клітинах 

метилотрофних дріжджів O. polymorpha. НЗ Pt синтезовано методом хімічного 

відновлення та використано в ролі ядра для отримання бі-металевих частинок 

Pt/Au (ядро/шар). Нами досліджено псевдо-каталазну активність НЗ Pt і Pt/Au in 

vitro. Встановлено, що штам O.polymorpha С-105 з генетичним дефектом 

каталази здатний рости на метанолі та суміші глюкози і метанолу в 

присутності, але не за відсутності НЗ, що корелює зі зниженням 

внутрішньоклітинної продукції Гідроген пероксиду. Отримані результати є 

першим прикладом заміни функції природного ензиму синтетичними НЗ, явища, 

яке можна надалі використовувати для скринінгу нових каталазоподібних НЗ і як 

плідний інструмент для модифікації живих клітин наночастинками, що 

володіють каталітичною активністю, та подальшого застосування 

модифікованих клітин в ролі чутливих елементів клітинних біосенсорів. 
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Оригінал доступний за посиланням: https://link.springer.com/article/10.1007/s00604-

023-05753-8 

Електронний додаток до статті доступний за посиланням: 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00604-023-05753-8#Sec21 



192 
 

4.2. Візуалізація та дослідження клітин за використання флуоресцентних 

наноматеріалів.  

Анотація: В останні десятиліття в біологічних і біомедичних дослідженнях 

застосовуються різні методи візуалізації, зокрема, магнітно-резонансна 

томографія, флуоресценція/біолюмінесценція, а також мультимодальні підходи. 

Флуоресцентний іміджинг, особливо в поєднанні з нанорозмірними матеріалами, є 

дуже перспективним інструментом для експериментів in vivo та клінічних 

застосувань завдяки його високій часовій і просторовій роздільній здатності. 

Флуоресцентні наночастинки (НЧ), здатні взаємодіяти з біомолекулами як на 

поверхні, так і всередині клітин, можуть революціонізувати підходи до 

візуалізації клітин для діагностики та терапії. Нами розроблено новий метод 

візуалізації клітин за допомогою флуоресцентних біметалевих НЧ, синтезованих 

хімічним відновленням відповідних йонів. Як модель живого організму, 

використано клітини дріжджів О. polymorpha. Нами встановлено, що всі НЧ у 

мінімальній концентрації (до 0,05 мМ) нетоксичні для клітин дріжджів. НЧ та 

клітини, модифіковані НЧ, охарактеризовано методами UV-VIS спектроскопії, 

сканувальної електронної мікроскопії, атомно-силової мікроскопії, трансмісійної 

електронної мікроскопії та флуоресцентної мікроскопії. Продемонстровано 

феномен передачі флуоресцентних бі-металеві НЧ від батьківських до дочірніх 

клітин з подальшою екскрецією НЧ в культуральне середовище. Показано, що 

синтезовані флуоресцентні НЧ є нетоксичними і можуть стати перспективним 

інструментом для візуалізації клітин.  
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Оригінал доступний за посиланням:  

https://rajpub.com/index.php/jac/article/view/6694 



206 
 

Анотація: У поточній роботі ми пропонуємо новий метод візуалізації клітин, 

заснований на використанні флуоресцентних наночастинок (НЧ) Au та Ag, 

синтезованих хімічним відновленням відповідних йонів. У мінімальних 

концентраціях (до 0,1 мМ) ці НЧ були нетоксичними для дріжджових клітин О. 

polymorpha, використаних в ролі експериментальної моделі живого організму. 

Металеві НЧ виявляють стабільну флуоресценцію в розчині, а також всередині 

живих клітин. Також нами продемонстровано використання синтезованих НЧ Au 

для доставки ензиму (аргінази І людини) до клітин дріжджів. Таким чином, 

синтезовані металеві НЧ Au та Ag можуть бути перспективним інструментом 

візуалізації клітин та контрольованої доставки ліків. 
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Оригінал доступний за посиланням: http://ir.librarynmu.com/handle/123456789/7658 
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РОЗДІЛ 5 

СТВОРЕННЯ АМПЕРОМЕТРИЧНИХ БІОСЕНСОРІВ НА ОСНОВІ 

НАНОКОМПОЗИТІВ – ХЕМОМІМЕТИКІВ ПЕРОКСИДАЗИ І МІКРОБНИХ 

ЕНЗИМІВ, ПРИДАТНИХ ДЛЯ АНАЛІЗУ ЕТАНОЛУ, МЕТИЛАМІНУ ТА L-

АРГІНІНУ 

В розділі V представлено основні підходи щодо конструювання 

амперометричних біосенсорів на основі нанозимів із псевдо-пероксидазною 

активністю та мікробних оксидаз. У поєднанні з нанозимами, використовували 

алкогольоксидазу O. polymorpha, глюкозооксидазу Penicillium vitale, 

аргініноксидазу Amanita phalloides та метиламінооксидазу O. polymorpha.  

Для формування біоселективного шару досліджували методи ковалентної та 

електростатичної кон’югації ензимів на поверхні наноносіїв. Для вивчення впливу 

модифікації поверхні електрода на біоаналітичні характеристики біонаносенсорів, 

в ролі хемоміметиків ПО вибрано нанозими, синтезовані методом хімічного 

відновлення або електроосадження з розчину солей. З метою підвищення 

чутливості сенсорних систем, поверхню електродів додатково модифікували 

пористим золотом.  

Запропоновані біонаноелектроди використовували для аналізу глюкози, 

первинних спиртів та метиламіну. Розроблені моноензимні біонаносенсори 

показали покращені аналітичні характеристики, порівняно з відповідними 

біензимними амперометричними електродами, що містили природну пероксидазу. 

Встановлено, що після модифікації поверхні електроду нанозимом CuCe 

чутливість біосенсора зростає від 4 до 18 разів (для електроду з конфігурацією 

МАО/CuCe/порAu/ГЕ).  

 На основі мікробних оксидаз АО і АргО та наночастинок в ролі міметиків 

ПО сконструйовано амперометричні біосенсори для аналізу етанолу та L-аргініну. 

Протестовано широкий спектр наноматеріалів на псевдо-ензиматичну активність 

до Гідроген пероксиду в розчині та на поверхні електродів. Усі сконструйовані 

біосенсори характеризуються високою чутливістю до цільових аналітів, а також 

задовільною операційною стабільністю.  
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Проведено конструювання біонанозимних електродів на основі  

електроосадженого нанокомпозиту PtRu та мікробних оксидаз (алкогольоксидази 

та метиламінооксидази). Іммобілізація усіх каталітичних компонентів (нанозимів 

та ензимів) проводилась із використанням катодного полімеру, що забезпечувало 

формування надійної біонанозимно-полімерної плівки з високою проникною 

здатністю для цільових субстратів/аналітів. Створено новий ензимо–нанозимний 

метод аналізу етанолу за використання ензиму – АО, НЗ PtCu як ефективного 

міметика пероксидази та 3,3',5,5'-тетраметилбензидину (ТМБ) в ролі органічного 

хромогену. Для фіксації біонанокомпозиту використано кальцій альгінат. 

Запропонований ензиматичний метод володіє широким діапазоном лінійності: від 

0,01 мМ до 0,15 мМ з нижньою межею виявлення етанолу – 3,3 мкM. Створений 

метод є чутливим, економним та може бути цілком придатним для рутинного 

аналізу етанолу у клінічних лабораторіх.  

Усі розроблені біонанозимні електроди та ензимо-нанозимний метод для 

аналізу етанолу та метиламіну протестовано на реальних зразках харчових 

продуктів та вина. Кореляційний зв'язок між результатами визначення вмісту 

етанолу та метиламіну в реальних зразках різними підходами становив R=0,999, 

що демонструє велику точність і надійність аналізу за допомогою створених 

біонаноаналітичних систем.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



233 
 

 

5.1. Дослідження методів іммобілізації оксидаз на поверхні наноносіїв. 

Анотація: За допомогою хімічних методів синтезовано наночастинки срібла (Ag 

НЧ) та золота (Au НЧ). Ag НЧ одержано відновленням нітрату Арґентуму 

глюкозою, а Au НЧ – відновленням гідрогентетрахлороаурумату тринатрій 

цитратом або Натрій боргідридом. Запропоновано нові методи функціоналізації 

поверхні одержаних наноматеріалів. Активовані Au НЧ і Ag НЧ, синтезовані 

цитратним методом, обробляли ω-меркаптогексадекановою кислотою, а Au НЧ, 

одержані боргідридним методом, функціоналізували цистеаміном. Іммобілізацією 

пероксидази хрону та глюкозооксидази Penicillium adametzii на активованих 

наночастинках золота і срібла одержано нові біонаноматеріали. Методами 

сканувальної електронної мікроскопії та спектрофотометричного аналізу 

доведено нанорозмірність синтезованих Au НЧ та Ag НЧ, а також нанотрубок 

золота, кон’югованих із ензимами. Дослідження каталітичних властивостей 

ензимів, іммобілізованих на наноносіях, засвідчило, що Au НЧ є найефективнішими 

для зв’язування пероксидази хрону, тоді як Ag НЧ є оптимальними носіями для 

зв’язування глюкозооксидази. 
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http://publications.lnu.edu.ua/journals/index.php/biology/article/view/192/190 

5.2. Конструювання амперометричних біонаносенсорів за використання 

електродів, модифікованих пористим золотом, пероксидазними нанозимами та 

мікробними оксидазами. 

Анотація: Металеві наночастинки можуть мати широке практичне 

застосування в різних галузях науки та промисловості. У біосенсориці вони 

зазвичай діють як каталізатори або нанозими (НЗ) та як посередники переносу 

електронів (медіатори). В даній роботі ми повідомляємо про розробку 

амперометричних біонаносенсорів (АБС) на основі мікробних оксидаз 

(глюкозооксидази, алкогольоксидази, метиламіноксидази та L-аргініноксидази), 

синтезованих наночастинок CuCe і мікро/нанопористого золота (порAu), 

електроосаджених на графітовому електроді (ГЕ). В ролі міметиків пероксидази 

(ПО) використано НЗ CuCe. У результаті проведеної роботи створено та 

охарактеризовано АБС для аналізу глюкози, метанолу, метиламіну та L-аргініну. 

Розроблені АБС на основі НЧ CuCe продемонстрували покращені аналітичні 

характеристики порівняно з відповідними АБС на основі природної ПО. Крім того, 

нами показано, що наявність в розпізнавальному елементі сенсора порAu з його 

просторово організованим 3D поверхневим шаром значно підвищує чутливість усіх 

сконструйованих АБС. Як приклад, після модифікації поверхні електроду 

нанозимом CuCe чутливість біосенсора зростає від 4 до 18 разів (для 

МАО/CuCe/порAu/ГЕ). Таким чином, нами доведено, що порAu є ефективним 

носієм електроактивних наноматеріалів у поєднанні з оксидазами, що є 

перспективним для використання в конструюванні біосенсорів.  
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5.3. Розробка нового фотометричного методу аналізу етанолу на основі АО та 

нанозимів PtCu, інкапсульованих в альгінатні кульки.  

Анотація: Нанозими (НЗ) — це наночастинки, які імітують каталітичні 

властивості природних ензимів. У поточній роботі ми повідомляємо про 

одержання ефективних міметиків пероксидази (ПО-подібних НЗ), дослідження їх 

морфологічних властивостей, оцінку кінетичних параметрів отриманих НЗ та 

встановлення перспектив їх застосування в аналізі етанолу. Нами розроблено 

спектрофотометричний метод аналізу етанолу з використанням багаторазових у 

використанні альгінатних кульок, збагачених алкогольоксидазою (AO) і 

наночастинками PtCu (Pt/Cu), що виконують функцію ПO-подібних НЗ. В ролі 

оранічного хромогену використовували 3,3',5,5'-тетраметилбензидин (TMB).  

Діапазон лінійності запропонованого методу Pt/Cu-AO/альгінатні кульки/ТМБ 

становить від 0,01 мМ до 0,15 мМ з межею виявлення 3,3 мкМ етанолу. Метод 

використали для кількісного визначення вмісту етанолу в алкогольних напоях. 

Отримані результати підкреслюють потенціал подальшого практичного 

застосування Pt/Cu в ролі міметиків ПО. Запропонований метод, будучи чутливим, 

економічним і придатним для рутинних і мікрооб’ємних форматів, може бути 

використаний у клінічній діагностиці для аналізу етанолу. 
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5.4. Створення амперометричних біонаносенсорів на основі мікробних оксидаз 

(АО, МАО, АргО) та НЗ – міметиків ПО.  

Анотація: Точний та швидкий аналіз етанолу потрібен в багатьох сферах, 

включаючи промисловість і судову медицину. У поточній роботі ми повідомляємо 

про розробку амперометричних біонаносенсорів (АБС) на основі дріжджової 

алкогольоксидази (АО) та гібридних металевих наночастинок в ролі штучних 

пероксидаз (ПО). Нами синтезовано велику кількість металевих ПO-подібних НЗ 

та протестовано їхню здатність заміщати природну ПО в розчині та в складі 

амперометричного електрода. Усі ПО міметики ко-іммобілізовано з AO на 

графітових електродах (ГE) та електрохімічно охарактеризовано. Встановлено, 

що два типи модифікованих біоелектродів, а саме, AO/AuCePt/ГE та 

AO/FePtAu/ГE, виявляють найвищу чутливість до етанолу (2600 A⋅M−1⋅м−2
 та 

1250 A⋅M−1⋅м−2
, відповідно), найнижчу межу виявлення (1,5 мкМ і 2,2 мкМ), широкі 

лінійні діапазони (5 – 100 мкМ і 12 – 120 мкМ), а також задовільну стабільність 

при зберіганні. Сконструйований біонаноелетрод на основі AO/AuCePt/ГE 

протестовано на реальних зразках сироваток крові та слини людини. Показано 

високу кореляцію отриманих даних із результатами референтного ензиматичного 

методу «Алкотест».  
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Анотація: Каталітично активні наноматеріали мають низку переваг перед 

природними ензимами при використанні їх в ролі штучних ензимів (нанозимів), а 

саме, вищу стабільність і нижчу вартість. Металеві нанозими є перспективними 

каталізаторами для застосування у біосенсориці. В поточній роботі ми 

повідомляємо про конструювання біоелектродів на основі мікробних оксидаз та 

наноензимів у ролі міметиків пероксидази для аналізу харчових продуктів. Бі-

металічні наночастинки PtRu (PtRu) у поєднанні з мікробними алкогольоксидазою 

(AO) і метиламіноксидазою (MАO) обрано для побудови амперометричних 

біосенсорів (АБС) для аналізу первинних спиртів і метиламіну (MA). Показано, що 

усі сконструйовані АБС виявляють високу чутливість (336 A⋅M−1⋅м−2
 для AO-АБС 

та 284 A⋅M−1⋅м−2
 для AMO-AБС), широкі лінійні діапазони (25–200 мкМ до етанолу 

та 20 – 600 мкМ до MA) і задовільну стабільність при зберіганні. Практичне 

значення сконструйованих АБС підтверджено при аналізі зразків харчових 

продуктів. Спостерігається висока кореляція між вмістом МА та етанолу в 

харчових продуктах, визначених АБС та референтними методами. 
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Анотація: На сьогодні існують обмежені дані щодо амперометричних біосенсорів 

(АБС) для визначення L-аргініну на основі оксидаз та нанозимів – міметиків 

пероксидази. В літературі описано АБС для аналізу L-аргініну, однак вони 

ґрунтуються на використанні каскаду ензимів, що значно ускладнює процедуру і 

збільшує вартість аналізу. Саме тому, конструювання моно-ензимного АБС для 

аналізу L-аргініну є важливим завданням. У поточному дослідженні ми 

повідомляємо про конструювання АБС для прямого аналізу L-аргініну. L-

аргініноксидаза (AргO), виділена з гриба Amanita phalloides, спільно ко-

іммобілізована з ПО-подібними нанозимами (НЗ) на поверхні графітових 

електродів. У ролі міметиків ПО використовували хімічно синтезовані НЗ CeCu 

та NiPtPd. Усі запропоновані АБС показали високу чутливість (1630 A⋅M−1⋅м−2
 для 

AргO-CeCu та 284 A⋅M−1⋅м−2
 для АргО-NiPtPd) і селективність до L-аргініну, 

широкий лінійний діапазон і хорошу стабільність при зберіганні. Два АБС 

протетовано на реальних зразках напоїв (соків і вина), а також фармацевтичного 

препарату «Тівортін». Показано тісний кореляційний зв’язок (R = 0,995) між 

результатами тестування «Тівортину» та соку з використанням 

біонаноелектродів на основі CuCe/ГЕ та NiPtPd/ГE. Для «Тівортіну» 

спостерігалася лише незначна різниця (менше 1%) між експериментально 

визначеним вмістом L-аргініну та його значенням, заявленим виробником. 

Сконструйовані АБС на основі міметиків ПО та L-аргініноксидази можуть бути 

перспективними для аналізу L-аргініну у різних галузях науки, медицини та 

промисловості. 
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Анотація: У поточній роботі нами повідомлється про конструювання 

амперометричного біонаносенсора для аналізу гідроген пероксиду за використання 

пероксидази хрону (ПО), кон’югованої з наночастинками шляхетних металів: Au, 

Au/Ag та Ag/Au. Для конструювання біосенсорів усі нанокомпозити іммобілізовано 

на поверхні графітових електродів (ГE). Методами циклічної вольтамперометрії 

та хроноамперометрії досліджено основні біоаналітичні характеристики 

отриманих біонаноелектродів у порівнянні з немодифікованим біоелектродами на 

основі ПО/ГE. Встановлено, що ПО, іммобілізована на поверхні НЧ, виявляє високу 

електрокаталітичну реакцію на внесений гідроген пероксид. Усі розроблені 

біонаноелектроди показують вищі значення констант Міхаеліса-Ментена і, 

отже, мають розширені лінійні діапазони до H2O2, а також вищу чутливість у 

порівнянні з ПО/ГE. Найбільш ефективний біонаносенсор на основі ПО та НЧ Au 

використали для аналізу гідроген пероксиду в зразках промислових дезінфікуючих 

засобів. Показано високу кореляцію із заявленими виробником значеннями вмісту 

гідроген пероксиду. 
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Анотація: Наноматеріали з ензимними характеристиками (нанозими) є 

штучними ензимами нового покоління і є перспективними каталізаторами в 

біосенсорах. Показано, що ПО-подібні нанозими, які складаються з наночастинок 

шляхетних металів (міметики пероксидази), є ефективними хемосенсорами на 

Гідроген пероксид – кінцевий продукт каталізованої оксидазою реакції. Однак, 

необхідність у високих робочих потенціалах для біосенсорів на основі ПО-подібних 

міметиків є проблемою, яка може обмежити їх застосування для тестування 

реальних зразків у клінічній діагностиці та харчовій промисловості. Ми 

повідомляємо про створення глюкозоселективних біонаносенсорів за використання 

глюкозооксидази (ГОх) кон’югованої з НЧ шляхетних металів: Ag, Au/Ag та Ag/Au. 

Методами циклічної вольтамперометрї та хроноамперометрії досліджено 

основні біоаналітичні характеристики електродів, модифікованих НЧ. Усі 

розроблені біоелектроди показали вищу чутливість, ширші лінійні діапазони, 

нижчі межі виявлення та вищу стабільність порівняно з біоелетродом на основі 

ГОх та ПО. Найбільш ефективний біонаносенсор на основі НЧ Ag використано 

для аналізу глюкози в зразках вин. Показано високу кореляцію значень вмісту 

глюкози, отриманими за допомогою біонаносенсора та комерційного 

ензиматичного набору. 
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Анотація: У поточній роботі нами сконструйовано новий амперометричний 

біензимний біосенсор, селективний до метиламіну, на основі рекомбінантної 

метиламінооксидази (МАО), виділеної з рекомбінантного дріжджового штама 

Saccharomyces cerevisiae. Нами запропоновано дві архітектури біоселективного 

шару: вільно дифундуючий ензим (MАO) та ковалентно іммобілізований на 

поверхні наночастинок золота (MАO-Au). Для отриманих біосенсорів 

досліджували основні біоаналітичні параметри, зокрема, чутливість, 

селективність та стабільність при зберіганні. Встановлено, що після 

іммобілізації МАО на поверхні НЧ Au чутливість зростає практично вдвічі: з 

700 ± 30 до 1450 ± 113 A
−1⋅M−1⋅м−2

 (для МАО та MАO-Au відповідно). Для 

біоелектроду, модифікованого НЧ Au, досліджували операційні 

характеристики, зокрема, селективність та стабільність при зберіганні. 

Сигнал для диметиламіну та триметиламіну – менше 5%, а для етиламіну – на 

15% порівняно із сигналом на MA. Розроблені біосенсори протестовано на 

реальних зразках рибних продуктів у порівнянні із хімічним методом. Значення, 

отримані за допомогою обох підходів, виявили високу кореляцію. 
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РОЗДІЛ 6 

СТВОРЕННЯ МІКРОБНИХ АМПЕРОМЕТРИЧНИХ БІОСЕНСОРІВ 

НА ОСНОВІ КЛІТИН, ДОДАТКОВО ЗБАГАЧЕНИХ ЦІЛЬОВИМ 

ЕНЗИМОМ IN VITRO 

В розділі VI представлено результати досліджень in vitro щодо введення 

екзогенного ензиму (аргінази, алкогольоксидази та флавоцитохрому b2) в 

дріжджові клітини О. polymorpha з метою підвищення в них кількості цільового 

ензиму та подальшого застосування збагачених клітин у біосенсорному аналізі.  

Однією із основних особливостей наночастинок (НЧ) є висока хімічна активність, 

що обумовлена їх підвищеною здатністю до йонного чи атомного обміну, 

адсорбції, до утворення поверхневих зв’язків із іншими адсорбатами. Доступні 

методи синтезу НЧ, а також їх спорідненість до багатьох біологічних молекул 

робить їх привабливими кандидатами для досліджень у сенсорних технологіях. 

Для біотехнологічних процесів є особливо актуальним одержання 

біонаноматеріалів із покращеними каталітичними властивостями – як на основі 

ензимів, так і генетично модифікованих клітин з поліпшеними біотехнологічними 

параметрами. Показано можливість посилення каталітичної активності 

рекомбінантних клітин шляхом додаткового введення в них відповідних ензимів, 

кон’югованих з НЧ. Висока проникливість клітин до НЧ інтенсивно вивчається в 

останні роки у зв’язку з перспективою використання такого підходу для 

скерованого введення ліків, проте ідея введення НЧ, зв’язаних із ензимами, з 

метою поліпшення біосенсорних характеристик клітин в літературі не 

висловлювалась і експериментально до нас не вивчалась.  

Синтез золотих НЧ проводили із використанням неорганічного відновника – 

Натрій боргідриду. Вивчено можливість застосування НЧ золота (Au) в ролі носія 

для іммобілізації рекомбінантних ензимів та поєднання Au НЧ з клітинами 

дріжджів у складі нанокомпозитних матеріалів (полімерна матриця + Au НЧ). Слід 

зазначити, що збагачення дріжджових клітин ензимами досягалось комбінацією 

двох підходів: 1) на генетичному рівні – шляхом надекспресії відповідного гена 
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HpCYB2 або HsARG1 у рекомбінантних клітинах О. polymorpha – для 

флавоцитохрому b2 чи аргінази, відповідно; 2) з використанням 

нанотехнологічного підходу – шляхом введення в клітини цільових ензимів, 

іммобілізованих на Au НЧ. Проведено дослідження структурних, фізико-хімічних 

та каталітичних властивостей біонаночастинок та показано перспективність їх 

використання в біосенсорних технологіях з метою покращення біоаналітичних 

характеристик клітинних сенсорних елементів.  

Позитивний вплив ензимо-модифікованих наночастинок золота на кінетичні 

параметри клітинних сенсорів також підтверджено експериментами з 

використанням золотих наночастинок з іммобілізованою алкогольоксидазою (АО). 

Пермеабілізовані АО-Au-модифіковані клітини штаму дикого типу H. polymorpha 

NCYC 495 (штам до модифікації не володів підвищеною активністю АО) 

іммобілізували із пероксидазою хрону на поверхні 4 мм-золотих планарних 

електродів С220АТ «DropSens». Хронамперометричні дослідження проводили при 

робочому потенціалі системи – 50 мВ проти Ag/AgCl/KCl електроду порівняння. 

Показано, що величина відгуку немодифікованих пермеабілізованих клітин штаму 

дикого типу O. polymorpha NCYC 495 на метанол не перевищує 8 нА, тоді як, АО-

Au-модифіковані пермеабілізовані клітини цього ж штаму виявляють значно 

вищий відгук на метанол – 170 нА. Таким чином, модифікація пермеабілізованих 

клітин дріжджів наночастинками золота, зв’язаними з АО, покращує відгук 

сенсора у 21 раз.  

Проведені дослідження яскраво свідчать, що додаткове введення ензимів, 

іммобілізованих на металевих наноносіях, суттєво покращує біоаналітичні 

характеристики клітинних сенсорів (підвищує чутливість, збільшує швидкість 

розвитку сигналу).  
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6.1. Конструювання біоелектродів на основі пермеабілізованих клітин 

дріжджів О. polymorpha, збагачених ензимо-нанокомпозитними матеріалами.  

Анотація: В останні роки нанотехнологія є галуззю, що інтенсивно розвивається 

завдяки широкому розмаїттю потенціалу застосування в біомедичній та 

біотехнологічній галузях. Можливість зв'язування наночастинок з різними 

біологічними молекулами робить їх привабливими кандидатами для використання 

в сенсорних технологіях. Особливо актуальним є отримання біонаномембран на 

основі біокаталітичних елементів із покращеною чутливістю. У поточному 

розділі ми повідомляємо про створення мікробних селективних біосенсорів на 

основі рекомбінантних дріжджових клітин O. polymorpha, які додатково 

збагачені ензимами (флавоцитохромом b2, алкогольоксидазою, аргіназою І), що 

іммобілізовані на поверхні наночастинок золота. Хоча висока проникність живих 

клітин до наночастинок інтенсивно вивчається (в основному, для доставки ліків), 

ідея використання як рекомбінантної технології, так і нанотехнології для 

збільшення кількості ензиму у біоселективному шарі біосенсора принципово є 

новою. Нами показано, що інтактні та пермеабілізовані дріжджові клітини, 

додатково збагачені ФЦ b2-Au, придатні для конструювання біоселективної 

мембрани мікробного L-лактат-селективного амперометричного біосенсора. 

Феназину метосульфат служив в ролі вільного медіатора, який забезпечує 

ефективне перенесення електронів від ензиму до поверхні електрода. Показано, 

що відгук на L-лактат пермеабілізованих дріжджових клітин, збагачених FC b2-

nAu, у 2,5 рази вищий, порівняно з контрольними клітинами. Таким чином, нами 

встановлено, що додаткове збагачення рекомбінантних дріжджових клітин 

ензимами, кон’югованими із наночастинками, дозволяє суттєво підвищити 

чутливість та стабільність клітинних біосенсорів.  
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0039914015302058 
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6.2 Оцінювання можливості посилення сенсорного сигналу клітин веденням у 

клітини цільових ензимів за допомогою нанорозмірних носіїв 

Анотація: У представленій роботі вивчено вплив НЧ на сенсорні 

властивості рекомбінантних клітин дріжджів, здатних до надсинтезу ензимів 

аналітичного призначення, на моделі двох оксидоредуктаз (флавоцитохрому b2 і 

АО) та гідролази (аргінази І) у складі нанокомпозитних носіїв (порівняно з 

традиційними матеріалами). Крім того, вивчено можливість посилення 

каталітичної активності рекомбінантних клітин шляхом додаткового введення в 

них відповідних ензимів, кон’югованих із НЧ. Показано, що додаткове введення в 

клітини ензимів, іммобілізованих на Au носіях, істотно поліпшує біоаналітичні 

характеристики клітинних сенсорів, зокрема їхню чутливість і швидкість 

розвитку сигналу.   
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://www.nas.gov.ua/UA/Book/Pages/default.aspx?BookID=0000011117 
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Анотація: У поточному дослідженні нами повідомляється про конструювання L-

аргінін-селективного амперометричного біосенсора на основі клітин 

рекомбінантних метилотрофних дріжджів O. polymorpha. Інтактні та 

пермеабілізовані клітини, ко-іммобілізовані з комерційною уреазою на поверхні 

поліанілін-нафіон модифікованого електрода, використовували в ролі 

біорозпізнавальних елементів біосенсорів. Досліджено основні робочі параметри 

біоелектродів. Розроблений біосенсор на основі пермеабілізованих клітин показує 

задовільну селективність до L-аргініну та достатню чутливість (14 ± 1,2 A‧M
-1

‧m
-

2
) з позірною константою Міхаеліса–Ментен 0,51 ± 0,05 мМ. Лінійний діапазон 

визначуваних концентрацій є в межах до 0,6 мМ з нижньою межею виявлення – 

0,085 мМ та часом відгуку на аналіт – 60 с. Сконструйований мікробний біосенсор 

використано для аналізу L-аргініну в реальних зразках вина та соку в порівнянні з 

іншими аналітичними підходами. Значення вмісту L-аргініну, отримані різними 

методами, виявляють тісну кореляцію. 
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0925400514008016 
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РОЗДІЛ 7 

СТВОРЕННЯ АМПЕРОМЕТРИЧНИХ БІО(ХЕМО)СЕНСОРІВ ТА ТЕСТ-

НАБОРІВ НА ОСНОВІ МІКРОБНИХ ГІДРОЛАЗ: АРГІНІНДЕІМІНАЗИ ТА 

АРГІНАЗИ І ДЛЯ КІЛЬКІСНОГО АНАЛІЗУ 

L-АРГІНІНУ 

В розділі VII представлено результати досліджень щодо розробки 

амперометричних біо(хемо)сенсорів на основі амоній-селективних наночастинок та 

мікробних гідролаз – аргініндеімінази Mycoplasma hominis і аргінази І людини O. 

polymorpha. З літературних джерел відомо, що амінокислота L-аргінін зазвичай 

присутня в харчових продуктах і біологічних рідинах, і служить корисним 

індикатором якості їжі і важливим біомаркером в медицині. На сьогодні розроблено 

різноманітні оптичні та електрохімічні методи для аналізу L-аргініну. Наявні 

способи є перспективними для використання в клінічних і промислових 

лабораторіях, однак вони мають певні обмеження, зокрема, недостатню 

селективність. Для підвищення селективності аналітичних методів розроблено 

ензиматичні підходи, зокрема, електрохімічні біосенсори. Загалом усі 

сконструйовані нами біосенсори на основі ензимів для визначення L-аргініну 

грунтуються на визначенні концентрації продуктів, утворених у ензиматичних 

каскадних реакціях. Серед теоретично можливих біосенсорних підходів щодо 

аналізу L-аргініну нами використано підходи, які ґрунтуються на ензиматичному 

розкладі L-аргініну з утворенням аміаку та моніторингу останнього за допомогою 

різних перетворювачів.  

Для конструювання амперометричних біосенсорів нами синтезовано металеві 

нанокомпозити – «нанохелатори», здатні утворювати редокс-активні координаційні 

сполуки з аміаком. Оптимізовано методи іммобілізації аргініно-гідролізуючих 

ензимів і хелаторів на поверхні амперометричних перетворювачів. На основі 

аргініндеімінази та гібридних наночастинок Сu/Zn(Hg)S сконструйовано 

амперометричний біосенсор для кількісного визначення вмісту L-аргініну. 

Створений біосенсор характеризується високою селективністю та чутливістю до L-



380 
 

аргініну (1570 А∙М
-1

∙м
-2

). Лінійний діапазон біосенсора спостерігається в діапазоні 

від 0,013 мM до 0,8 мM із нижньою межею визначення L-аргініну 4,3 мкM.  

 Для конструювання амперометричних біосенсорів для аналізу L-аргініну 

запропоновано використання в ролі амоній-селективних нанохелаторів 

наночастинки CdCu та Cu із середнім розміром кристалітів 40 нм та 60 нм, 

відповідно. Виготовлено три типи лабораторних прототипів амперометричних 

нанобіосенсорів, що містять у біоселективному шарі аргініноксидазу (АргО), 

рекомбінантну аргіназу І (Арг) у поєднанні із уреазою та аргініндеіміназу (АДІ). 

Усі сконструйовані біоелектроди демонструють широкий лінійний діапазон (до 

200 мкМ), задовільну стабільність при зберіганні (14 днів) і високу чутливість до 

L-аргініну: 1650, 1700 та 4500 А∙М
-1

∙м
-2 

для біосенсорів на основі AДI, AргO та 

Арг/уреази, відповідно. Усі біосенсори протестовано для оцінки вмісту L-аргініну 

в комерційних соках. Отримані дані добре корелюють зі значеннями референтного 

методу. 

 На сьогодні, в галузі аналітичної біотехнології існує обмежена кількість 

даних щодо розробки ензиматичних методів визначення вмісту L-аргініну. При 

цьому, існуючі ензиматичні тест-системи є переважно мультиензимними із 

спектрофотометричним детектуванням кінцевого продукту реакції.  

Нами створено два варіанти ензимо-флуоресцентного методу аналізу вмісту 

L-аргініну – моноензимний та двоензимний. Запропоновані методики базуються, 

відповідно: 1) на детекції флуоресценції продукту аргіназної реакції розкладу L-

аргініну – карбаміду – при взаємодії з 2,3-бутандіонмонооксимом (ДМО); 2) на 

моніторингу флуоресценції аргіназно-уреазного або аргініндеіміназного продукту 

гідролізу L-аргініну – йонів амонію – у реакції з орто-фталевим альдегідом 

(ОФА). Показано можливість використання розроблених біоаналітичних методів 

для аналізу L-аргініну в реальних зразках фармацевтичних препаратів та 

біологічних рідин. Встановлено, що ДМО-метод володіє високою пороговою 

чутливістю визначення вмісту L-аргініну (0,15 мкМ), широким діапазоном 

лінійності – 0,28 мкМ–0,2 мМ, а також високою специфічністю, тоді як ОФА-

методу властива дещо вища порогова чутливість визначення L-аргініну (0,25 
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мкМ), а також широкий діапазон лінійності 0,35 мкМ – 24 мкМ. Усі розроблені 

ензиматичні методи аналізу L-аргініну на основі аргінази І/уреази апробовано на 

реальних зразках вин, сироваток крові, фармацевтичних препаратів. Встановлено 

високий рівень кореляції між ензиматичними та біосенсорними методами у 

порівнянні із референтними методами (R = 0,998).  

 Можливість використання апоензиму (His)6–тегованої форми рекомбінантної 

аргінази І людини при конструюванні амперометричих біосенсорів досліджувалась 

із використанням системи детекції йонів амонію на нафіон-поліанілінових 

мембранах. Проведені дослідження підтверджують можливість використання 

апоензиму рекомбінантної аргінази І для конструювання біосенсорів для аналізу 

йонів Mn
2+

 з чутливістю сенсора 9200 А‧М
-1

‧м
-2

. Cтворено також ензиматично-

флуориметричний метод для аналізу іонів деяких біометалів, зокрема, Mn
2+ 

та Сo
2+ 

за використання апоензиму (His)6–тегованої форми рекомбінантної аргінази І 

людини. Діапазон лінійності флуорометричного методу з використанням апо-

аргінази ДМО у випадку аналізу Mn
2+

 становить від 4 пМ до 1,10 мкМ з межею 

виявлення і 1 пМ Mn
2+ 

(1 фмоль/мл), тоді як діапазон лінійності цього методу у 

випадку аналізу йонів Co
2+

 становить від 8 пМ до 45 мкМ з межею виявлення 2,5 

пМ Co
2+ 

(2,5 фмоль/мл). Розроблений метод апробовано для аналізу йонів Mn
2+ 

та 

Сo
2+

 у зразках стічних вод із шахт добування золота та міді. Встановлено високий 

рівень кореляції між ензиматичним та референтним методом – атомно-

абсорбційною спектрометрією (R = 0,998). Таким чином, створений ензиматично-

хімічний метод, будучи високочутливим, селективним, надійним і недорогим, 

може бути корисним для моніторингу вмісту Mn
2+

 і Co
2+

 у клінічних лабораторіях, 

харчовій промисловості та службах екологічного контролю. 
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7.1. Створення амперометричних біосенсорів для аналізу L-аргініну за 

використання амоній-селективних наночастинок Сu/Zn(Hg)S та 

рекомбінантних деіміназ  

Анотація: Існують обмежені дані щодо амперометричних біосенсорів (АБС) 

на основі деіміназ, в ході реакцій яких утворюється амоній як побічний продукт 

ензиматичної реакції. На сьогодні, в літературі описано біосенсори, які 

грунтуються на потенціометричних перетворювачах, що містять щонайменше 

два ензими в біоселективному шарі, однак така архітектура значно ускладнює 

процедуру і збільшує вартість аналізу. У нашому дослідженні повідомляється про 

конструювання АБС для прямого визначення вмісту креатиніну (Крн) і L-аргініну 

(L-Arg), які базуються на рекомбінантних бактерійних ензимах – 

креатиніндеіміназі (КДІ) і аргініндеіміназі (АДІ). Для вибору найкращого 

хемосенсора на йони амонію нами синтезовано низку наночастинок (НЧ) та 

охарактеризовано їхні електрохімічні властивості за допомогою циклічної 

вольтамперометрії. Нами синтезовано НЧ Cu/Zn(Hg)S, що виявляють хорошу 

селективність і надзвичайно високу чутливість до йонів амонію (5660 А⋅М−1⋅м−2
 при 

+170 мВ і 1870 А⋅М−1⋅м−2
 при –300 мВ, відповідно). Запропоновані біосенсори 

виявляють достатню чутливість (2660 A⋅M−1⋅m−2
 до Крн для КДІ-АБС; 1570 

A⋅M−1⋅m−2
 до L-Arg для AДI-АБС), широкі лінійні діапазони, низькі межі виявлення, 

задовільну стабільність при зберіганні та високу селективність до цільових 

субстратів. Усі сконструйовані АБС протестовано на реальних зразках біологічних 

рідин і соків для визначення Крн і L-Arg, відповідно. Показано продемонстровані 

високі кореляції отриманих результатів з референтними методами для вмісту 

цільових аналітів. 
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7.2. Розробка ензиматичних методів аналізу L-аргініну. 

Анотація: У цій роботі ми повідомляємо про створення високоселективного та 

чутливого ензиматичного методу кількісного аналізу L-аргініну (L-Arg). 

Запропонований метод базується на використанні рекомбінантної бактерійної 

аргініндеімінази (АДІ), виділеної з клітин рекомбінантного штаму E. coli, і о-

фталевого альдегіду (ОФА) в ролі хромогену. Принцип запропонованого методу 

ґрунтується на ензиматичному розщепленні L-Arg за використання АДІ та реакції 

утвореного амонію із ОФА з утворенням продукту, який детектується 

флуориметрично (ФЛ) або спектрофотометрично (СФ). Нами показано, що 

запропонований ФЛ метод є лінійний в межах від 0,35 мкМ до 24 мкМ з нижньою 

межею виявлення 0,25 мкМ, тоді як для AДI-OФA-СФ методу, лінійність 

спостерігається від 0,7 мкМ до 50 мкМ з нижньою межею виявлення 0,55 мкM. 

Розроблений метод апробовано на реальних зразках вин і соків. Для отриманих 

результатів доведено тісну кореляцію (R = 0,998) між результатами нового 

методу та референтного ензиматичного ензиматичним способу. 



394 
 

 



395 
 

 



396 
 

 



397 
 

 



398 
 

 



399 
 

 



400 
 

 

 

Оригінал доступний за посиланням: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.01.093 

 

https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.01.093


401 
 

Анотація: У поточному дослідженні ми повідомляємо про створення  

ензиматичного методу визначення вмісту L-аргініну (L-Arg) та 

флуорометричному  моніторингу утвореного аміаку, кінцевого продукту 

розщеплення L-Arg аргіназою І печінки людини та уреазою. Показано, що 

селективний аналіз аміаку (при 415 нм) грунтується на реакції з о-фталевим 

альдегідом (OФA) у присутності сульфіту в лужному середовищі. Розроблені 

умови дозволяють уникнути побічних реакцій OФA з іншими амінокислотами 

наявними в реальних зразках. Діапазон лінійності флуорометричного методу 

аргіназа-уреаза-OФA складає від 100 нМ до 6 мкМ з межею виявлення 34 нМ L-Arg. 

Розроблений метод апробовано для кількісного аналізу L-Arg у реальних зразках 

сироваток крові. Показано, що отримані результати є у тісній кореляції з 

референтним ензиматичним методом, а також з літературними даними. 

Запропонований метод аргіназа-уреаза-OФA є чутливим, економічним, 

селективним і може бути використовуватись для аналізу L-Arg в клінічній 

діагностиці для одночасного визначення вмісту L-Arg, сечовини та аміаку в 

сироватці крові. 
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Анотація: У поточній роботі запропоновано новий ензиматично-хімічний метод 

визначення вмісту L-аргініну в харчових продуктах та алкогольних  напоях, який 

ґрунтується на використанні для гідролізу L-аргініну аргініндеімінази Mycoplasma 

hominis (далі – АДІ), виділеної із клітин рекомбінантного штаму Еscherichia colі 

BL-21 (pET3d-ADI). Генерований в ензиматичній реакції аміак реагує у 

присутності сульфіту з о-фталевим альдегідом з утворенням продукту,  який 

визначається флуориметрично або спектрофотометрично. Нами запропоновано 

та опрацьовано на зразках харчових продуктів та алкогольних  напоїв 

ензиматично-хімічний метод із флуориметричною та спектрофотометричною 

детекцією кінцевого продукту реакції, що дозволяє підвищити точність аналізу L-

аргініну за рахунок високої чутливості та селективності, суттєво знижує 

матеріальні затрати, є простим та швидким у виконанні в порівнянні із відомими 

ензиматичними підходами.  
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Анотація: У поточній роботі нами запропоновано новий ензиматично-

хімічний метод визначення вмісту L-аргініну в крові (сироватці та плазмі), який  

ґрунтується на використанні аргінази І печінки людини, виділеної із клітин 

рекомбінантного штаму дріжджів, уреази та 2,3-бутандіонмонооксиму (ДМО):  

L-аргінін у сироватці/плазмі крові, попередньо звільненої від ендогенної сечовини 

за дії уреази, гідролізується під впливом аргінази І до карбаміду і утворює з ДМО  

продукт, який визначається флуориметрично. Нами запропоновано та 

опрацьовано на зразках сироватки/плазми крові людини ензиматично-хімічний 

метод із флуоресцентною детекцією кінцевого продукту реакції, що дозволяє 

підвищити точність визначення L-аргініну за рахунок високої чутливості та 

селективності, суттєво знижує матеріальні затрати, є простим та швидким у 

виконанні в порівнянні із відомими ензиматичними підходами.  
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Анотація: На сьогодні, скринінгові тест-системи для моніторингу L-аргініну у 

біологічних рідинах, зокрема, у крові, в арсеналі засобів вітчизняної клінічної 

діагностики відсутні. У поточному дослідженні нами опрацьовано новий 

ензиматичний набір «Аргітест», який базується на розробленому ензиматично-

хімічному методі кількісного аналізу L-аргініну з використанням різних форм 

рекомбінантної аргінази І печінки людини та аргініндеімінази. Метод є 

високоселективним, економічно вигідним, простим та швидким у виконанні, 

відзначається стабільністю препаратів ензимів та продукту реакції. У роботі 

доведено можливість використання препаратів рекомбінантних аргініно-

селективних ензимів у складі біоаналітичного набору «Aргітест». У результаті 

досліджень вивчено каталітичні та аналітичні характеристики ензимних 

препаратів та показано, що кожен з них може бути використано 

як складову ензиматичного аналітичного набору.  
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7.3. Ензиматичний та біосенсорний аналіз йонів Mn
2+ 

і Co
2+

 за використання 

апоензиму Mn
2+

-залежної рекомбінантної аргінази І 

Анотація: У поточній роботі нами запропоновано новий ензиматичний метод 

визначення вмісту йонів Мангану (II) і Кобальту (II), що ґрунтується на 

використанні апоензиму Mn
2+-

вмісної рекомбінантної аргінази I та 2,3-бутандіон 

моноксиму (ДMO) в ролі хімічного реагенту. Принцип методу полягає в 

моніторингу активності L-аргінін-гідролізуючого холоензиму аргінази І після 

специфічного зв'язування йонів Mn
2+ 

або Co
2+

 з апо-аргіназою при різних значеннях 

рН. Сечовина, яка є продуктом ензиматичного гідролізу L-аргініну (L-Arg), реагує 

з ДMO, і отримана сполука детектується як флуорометрично, так і 

спектрофотометрично. Нами показано, що вміст йонів металу в досліджуваних 

зразках можна визначити шляхом вимірювання рівня сечовини, що утворюється 

після ензиматичного гідролізу L-Arg реконструйованим холоензимом аргінази в 

присутності досліджуваних йонів металу. Діапазон лінійності флуорометричного 

методу апо-аргінази-ДMO у випадку аналізу Mn
2+

 становить від 4 пМ до 1,10 нМ з 

нижньою межею виявлення 1 пМ Mn
2+,

 тоді як діапазон лінійності цього методу у 

випадку моніторингу Co
2+

 становить від 8 пМ до 45 нМ з нижньою межею 

виявлення 2,5 пМ Co
2+

. Показано, що запропонований метод, будучи 

високочутливим, селективним, надійним і недорогим, може бути корисним для 

моніторингу вмісту Mn
2+

 і Co
2+

 у клінічних лабораторіях, харчовій промисловості 

та службах екологічного контролю. 
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РОЗДІЛ 8 

СТВОРЕННЯ АМПЕРОМЕТРИЧНИХ БІО(ХЕМО)СЕНСОРІВ ТА ТЕСТ-

НАБОРІВ ЗА ВИКОРИСТАННЯ РЕКОМБІНАНТНОЇ 

КРЕАТИНІНДЕІМІНАЗИ ДЛЯ КІЛЬКІСНОГО АНАЛІЗУ КРЕАТИНІНУ 

- В розділі VIIІ представлено результати досліджень щодо розробки нових 

біоаналітичних методів (біонаносенсорів та ензиматичних тест-наборів) для 

кількісного визначення вмісту креатиніну – метаболіту білкового обміну, 

важливого біомаркера функціонального стану нирок. Як аналітичний інструмент 

використано рекомбінантну форму стабільної креатиніндеімінази (КДІ) мікробного 

походження. Ген креатиніндеімінази (КДІ) codA Corynebacterium glutamicum 

клоновано на векторі експресії pET32a з включенням у структуру рекомбінантного 

білка (His)6-фрагмента і експресовано в клітинах Escherichia coli. Опрацьовано 

оптимальну схему препаративного виділення та очищення (His)6–тагованої 

рекомбінантної КДІ з клітин штама-продуцента Escherichia coli BL21 за 

використання оригінального методу рефолдингу ензима з тілець включення та 

метало-афінної хроматографії на Ni-NTA-агарозі. Проведено фізико-хімічну та 

ензимологічну характеристику (His)6-тагованої КДІ, зокрема, визначено 

молекулярну масу субодиниці (46,3 кДа), вивчено температурний та рН-профіль 

активності, досліджено термо- та рН-стабільність ензима та його кінетичні 

параметри (kcat = 7,0 с
-1

; KM = 1,96 мМ відносно креатиніну). Показано, що (His)6-

тагований ензим є термостабільним, має високий температурний оптимум (75 
о
С) і 

стійкий у широкому діапазоні рН (6,0 – 10,5). Виявлено, що рекомбінантна КДІ 

C.glutamicum проявляє строгу субстратну специфічність до креатиніну, що вигідно 

відрізняє цей ензим від аналогічних мікробних ензимів.  

Оптимізовано умови ковалентної іммобілізації КДІ на поверхні електродів, 

покритих наночастинками металів, за використання ω-меркаптогексадеканої 

кислоти та гідроксисукцинімід-карбодіімідного методу конденсації. На основі КДІ 

та амоній-селективних наночастинками Сu/Zn(Hg)S сконструйовано 

амперометричний біосенсор для кількісного визначення креатиніну. Створений 

біосенсор характеризується високою селективністю та чутливістю до вмісту 
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креатиніну (2660 А∙М
-1

∙м
-2

). Лінійний діапазон біосенсора спостерігається в 

діапазоні від 1,5 мкM до 50 мкM із нижньою межею визначення креатиніну 0,45 

мкM.  

 Слід зазначити, що на сьогодні найбільш використовувані біосенсори на 

основі ензимів для аналізу креатиніну базуються на виявленні аміаку як продукту 

реакції, що каталізується КДІ, однак існують обмежені дані щодо моніторингу 

іншого продукту реакції КДІ – N-метилгідантоїну. У цьому розділі описано 

амперометричний біосенсор на основі КДІ для прямого аналізу креатиніну, який 

функціонує при низьких потенціалах (-50 мВ) завдяки використанню 

електрокаталітичних нанокомпозитів. З метою вибору найкращого хемосенсора на 

N-метилгідантоїн та подальшої розробки амперометричного біосенсора на основі 

КДІ обрано гібридні наночастинки CoCu. З’ясовано структуру та механізм 

утворення комплексу CoCu–N-метилгідантоїн на поверхні електрода. Новий 

біосенсор виявив достатню чутливість (195 A⋅M−1⋅м−2
 для креатиніну), широкий 

лінійний діапазон (10–800 мкМ), низьку межу виявлення (0,5 мкМ) і високу 

селективність до цільового аналіту. Сконструйований біоелектрод використано для 

аналізу креатиніну в біологічних рідинах. 

Розроблено високочутливий метод ензиматичного аналізу креатиніну за 

використання рекомбінантної КДІ з спектрофотометричною та флуориметричною 

детекцією продукту реакції (йонів амонію) з пороговою чутливістю близько 6 мкМ 

та 0,2 мкМ, відповідно. За використання рекомбінантної КДІ та 

спектрофлуорометричного методу моніторингу продукту ензиматичної реакції 

проведено оптимізацію одночасного аналізу креатиніну та аміаку в сироватках 

крові людини. Параметрами оптимізації служили концентрації КДІ, о-фталевого 

альдегіду, ЕДТА, тип буферної системи, спосіб підготовки проб для аналізу. 

Порівняльний аналіз результатів визначення креатиніну в зразках сироватки крові 

пацієнтів із порушеною функцією нирок до та після проведення процедури 

гемодіалізу розробленими біосенсорним на ензиматично-флуорометричним 

методами показав високий рівень кореляції аналітичних даних (R = 0,998), що 

свідчить про надійність і точність запропонованих підходів.  
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8.1. Клонування гена мікробної креатиніндеімінази, конструювання 

ефективного надпродуцента ензима та опрацювання технології отримання 

очищеного рекомбінантного ензиму. 

Анотація: У поточній роботі нами клоновано ген codA Corynebacterium 

glutamicum PCM 1945, що кодує креатиніндеіміназу (CDI) (EC 3.5.4.21). 

Сконструйовано рекомбінантний штам Escherichia coli, надпродуцент (His)6-

тагованої КДІ C. glutamicum, неактивної у складі тілець включення. Після 

солюбілізації тілець включення в присутності 0,3% N-лауроїлсаркозину, ензим 

ренатуровано і очищено за допомогою одноетапної процедури методом метал-

афінної хроматографії. Показано, що вихід (His)6-тагованої КДІ становить ~30 

мг з 1 л культури. Слід зазначити, що очищений ензим є достатньо стабільним і 

має питому активність 10–20 Од./мг. Основні характеристики очищеної (His)6- 

тагованої КДІ є подібними до природного ензиму.  
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8.2. Розробка біосенсорного методу визначення вмісту креатиніну в 

біологічних рідинах на основі рекомбінантної креатиніндеімінази та 

наночастинок CoCu.  

Анотація: Креатинін (Крн) є дуже важливим біомаркером для діагностики 

захворювань нирок і оцінки ефективності лікувального процесу та гемодіалізу. На 

сьогодні, в літературі описано біосенсори для аналізу Крн, які ґрунтуються на 

виявленні аміаку – кінцевого продукту реакції гідролізу Крн, що каталізується 

креатиніндеіміназою (КДІ), однак існують дуже скупі дані щодо моніторингу 

іншого продукту реакції КДI – N-метилгідантоїну (N-MГ). Основним недоліком 

біосенсорів, які сконструйовано на сьогодні, є те, що Крн-селективні біосенсори 

функціонують за високого негативного робочого потенціалу, що є проблематичним 

для аналізу Крн в біологічних рідинах. В поточному дослідженні нами описано 

новітній амперометричний біосенсор для аналізу Крн, що ґрунтується на 

електрохімічному моніторингу N-MГ за використання КДІ та  наночастинок CoCu. 

Для вибору найефективнішого хемосенсора на N-MГ нами  синтезовано низку 

наноматеріалів та охарактеризовано їхню електрохімічну активність методом 

циклічної вольтамперометрії. Гібридні наночастинки CoCu, що володіють високою 

селективністю та достатньою чутливістю до N-MГ (730 А⋅М−1⋅м−2
 при –50 мВ), 

вибрано для розробки амперометричних біосенсорів на основі КДІ. Новизною 

поточного дослідження є те, що нами з'ясовано структуру та механізм дії 

утвореного комплексу CoCu–N-МГ на поверхні електрода. Новий біосенсор 

продемонстрував достатню чутливість до Крн (195 А⋅М−1⋅м−2
), широкий лінійний 

діапазон (10–800 мкМ), низьку межу виявлення (0,5 мкМ), задовільну стабільність 

при зберіганні та відмінну селективність до цільового аналіту. Розроблений 

біонаноелектрод використано для чутливого та високоселективного аналізу Крн в 

біологічних рідинах. Виявлено високі кореляції отриманих результатів з 

референтним методом налізу Крн. 
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8.3. Розробка ензиматичного методу визначення вмісту креатиніну за 

використання рекомбінантної креатиніндеімінази.  

Анотація: Пошук біомаркерів найпоширеніших захворювань та індикаторів для 

оцінки перебігу і лікування хвороб є пріоритетним напрямком в галузі аналітичної 

біотехнології. Серед таких біомаркерів важлива роль належить метаболітам, 

зокрема, креатиніну. У поточній роботі повідомляється про розробку нового 

ензиматичного методу одночасного визначення вмісту амонію та креатиніну в 

біологічних рідинах людини, що ґрунтується на ензиматичному розщепленні 

креатиніну до N-метилгідантоїну та амонію, концентрацію якого визначають в 

ході паралельних реакцій. Показано, що для гідролізу креатиніну є ефективним 

використання креатиніндеімінази Corynebacterium glutamicum, виділеної з клітин 

рекомбінантного штаму Escherichia coli BL-2\/pET32-codA. Ґенерований в 

креатиніндеіміназній реакції амоній утворює з о-фталевим альдегідом 2,3-

дигідро-1Н-ізоіндол-1-тіол, концентрацію якого визначають флуориметрично, при 

хвилі емісії 415 нм та хвилі збудження 360 нм.  
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Розділ 9 

УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ 

Скринінг нових наноматеріалів на псевдоензиматичну активність та 

дослідження структурних і каталітичних властивостей отриманих нанозимів.  

Особливістю сучасного прогресу в розвитку аналітичних біотехнологій є 

поєднання використання як природних ензимів, так і наноматеріалів, які 

найчастіше володіють каталітичною активністю (нанозими) або прискорюють 

перенесення електронів між ензимом та іншими компонентами системи 

(наномедіатори).  

У біоаналітичних системах ензими використовують завдяки їхній 

селективності та надзвичайно високій каталітичній активності, проте вони 

виявляють обмежену хімічну та біологічну стабільність, а також високу вартість 

через складні технології, що застосовуються для їх виділення та очищення. 

Завдяки цьому використання штучних ензимів – нанозимів (НЗ), що володіють 

достатньою каталітичною активністю та стабільністю стало надзвичайно 

актуальним. Найважливішою перевагою НЗ є залежність їхніх властивостей від 

розміру та складу наноматеріалу. Це дозволяє створювати нові матеріали з 

широким діапазоном каталітичної активності, просто змінюючи форму, структуру 

та склад наночастинок. НЗ також мають унікальні властивості порівняно з іншими 

наноматеріалами, включаючи велику питому площу поверхні, що значно полегшує 

їх подальшу модифікацію та біокон'югацію. Завдяки цьому, НЗ часто 

використовують при створенні біоаналітичних систем, а саме задяки їх 

поєднанняю з ензимами можна отримати принципово нові нанокомпозитні 

матеріали із унікальними властивостями. Це дозволяє створення нових 

біонанокомпозитних матеріалів – на основі нанозимів та мікробних ензимів та 

конструювання на їхній основі нових біо(хемо)сенсорів та тест-наборів для 

визначення вмісту практично важливих аналітів.   

З метою пошуку ефективних нанокомпозитних матеріалів здійснено скринінг 

та синтез нових НЗ, поєднуючи хімічне відновлення неорганічних солей 
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перехідних або шляхетних металів аскорбіновою кислотою або Натрій 

боргідридом з новим методом осадження НЗ на металевій пластинці. Проведено 

структурну характеристику отриманих НЗ за використання методів сканувальної 

електронної, флуоресцентної, атомно-силової мікроскопії; рентгено-спектрального 

аналізу та динамічного світлорозсіювання. Встановлено, що розмір отриманих 

матеріалів знаходиться в межах від 10 нм до 5 мкм (нанозими, НЗ та мікрозими, 

МЗ).  

Здійснено скринінг монометалевих (Cd, Сe), біметалевих (Cd/Cu, Ce/Pd, 

Pt/Cu, Ce/Cu, Pd/Cd, Pd/Cu) та триметалевих (Cu/Cd/Zn) наночастинок (НЧ) на 

редуктазну активність. Для отриманих НЧ досліджували ензимо-подібну активність 

відносно різних субстратів. Встановлено, що Cd/Cu-НЧ виявляють найвищу 

редуктазну активність. Для кількісної оцінки редуктазної активності 

використовували реакцію із АБТС катіон-радикалом (АБТС
+·

). Так, при введенні 

НЧ в реакційну суміш концентрація катіон-радикалу зменшувалась, при цьому 

спостерігалося еквімолярне до катіон-радикалу утворення АБТС, тобто, в 

присутності НЧ відбувається відновлення катіон-радикалу до вихідної молекули. 

Розрахована за цією реакцією псевдо-редуктазна активність НЧ Cd/Cu становить 

1,3 Од./мг. Отримані НЗ Cu/Cd/Zn протестовано на антиоксидантну активність 

відносно вільних радикалів AБТС
•+

 та DPPH
•
 у порівнянні із Тролоксом: значення 

напівмаксимального інгібування (IC50) для НЗ Cu/Cd/Zn становить 6,8 ± 0,2 мкг/мл, 

що близько до Тролоксу (2,70 ± 0,1 мкг/мл). Синтезовані НЗ використано для 

побудови амперометричного біосенсора для аналізу селеніту. 

Для усіх синтезованих НЧ аналізували також псевдо-пероксидазну 

активність. Аналіз ПО активності проводили за використання Н2О2 (8,8 мМ), як 

субстрату та о-діанізидину як хромогену. Встановлено, що найвищою 

пероксидазною активністю серед синтезованих НЗ володіють Cu/Ce/Au та Cu. 

Визначено кінетичні параметри (КМ і kcat) для отриманих НЗ і МЗ та їх 

модифікованих полімерами форм. У пероксидазних реакціях, більшість 

синтезованих НЗ, зокрема, Cu/Ce/Au, Cu, Pt/Cu, Au/Ce/Pt та Pd/Ce виявляють 

найвищу активність стосовно о-діанізидину. Проведено ковалентну модифікацію 
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металевих НЗ, що місять Аурум, поєднанням цистеаміну, глутарового альдегіду та 

поліетиленіміну. Для отриманих функціоналізованих НЗ досліджено кінетичні 

характеристики, зокрема величини Kм, Vmax, kcat та субстратну специфічність. 

Показано, що функціоналізація НЗ полімерними носіями дозволяє модулювати 

каталітичні параметри НЗ, дещо змінювати субстратну специфічність та 

підвищувати їхню стабільність.  

Проведено також «зелений» синтез НЧ Au шляхом інкубації відповідних 

солей металів із культурою клітин дріжджів (“іn vivo”). Електронні спектри 

поглинання в діапазоні від 250 до 700 нм підтверджують факт утворення НЧ 

культурою клітин. Здійснено структурну характеристику отриманих НЗ за 

використання методів сканувальної електронної мікроскопії та встановлено, що 

розмір отриманих наноматеріалів становить в межах 20 – 40 нм.  

Вивчення біологічної та можливої токсичної дії нанозимних композитів 

на еукаріотичні клітини дріжджів Ogataea polymorpha.  

У поточному дослідженні, нами синтезовано НЧ Pt та Pt/Au (ядро/оболонка) 

за використання Натрій боргідриду в ролі відновника. Для отриманих НЧ 

досліджували ензимо-подібну активність. Встановлено, що Pt-НЧ виявляють 

псевдо-каталазну активність (далі – «катазими»). Для кількісної оцінки каталазної 

активності використовували реакцію Гідроген пероксиду з амоній молібдатом. 

Розрахована псевдо-каталазна активність Pt-НЧ та Pt/Au-НЧ становила 0,3 Од./мг 

та 0,8 Од./мг, відповідно. Отримані НЗ використали для вивчення їхнього впливу 

на ріст та властивості мутантного безкаталазного штаму дріжджів Ogataea 

polymorpha С-105 (gcr1catX), здатного до конститутивного синтезу 

алкогольоксидази на глюкозному середовищі та повністю позбавленого каталазної 

активності. Молекулярно-генетичний аналіз та секвенування локусу геному штаму 

дріжджів O. polymorpha С-105 виявив дві мутації у гені каталази: заміна С у 895 

положенні кодуючої послідовності на Т та делеція С у положенні 896. Така 

комбінація веде до зсуву рамки зчитування і утворення стоп-кодону TGA, що 

спричинює у штамі С-105 продукцію нефункціонального, неповного білка. 
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Встановлено, що внесення «катазимів» у ростове середовище відновлює здатність 

мутантних клітин рости на метанолі.  

Проаналізовано зміни у накопиченні Н2О2 у культуральному середовищі 

дріжджів при рості на метанолі чи суміші глюкози та метанолу за присутності 

«катазимів». Отримані результати вказують на суттєве зниження вмісту 

генерованого дріжджами Гідроген пероксиду у культуральному середовищі при 

введенні «катазимів». Показано, що на 38 год. інкубації, вміст Гідроген пероксиду в 

культуральному середовищі зменшується за присутності НЧ Pt в 5,9 раза на 

середовищі, що містить метанол, та у 4,9 раза – на середовищі, що містить суміш 

глюкози з метанолом, тоді як при додаванні НЧ Pt/Au – у 2,6 раза на обох 

середовищах. Отже, «катазими» Pt і Pt/Au ефективно виконують функцію 

відсутньої природної каталази в клітинах штаму О. polymorpha С-105, 

розщеплюючи генерований клітинами Гідроген пероксид і, таким чином, 

зменшуючи його вміст у клітинах та культуральній рідині. Отже, наші дослідження 

показують, що НЗ із каталазною активністю можуть успішно замінити природну 

каталазу клітин, виконуючи її детоксикаційну функцію. Аналіз літературних даних 

дозволяє зробити висновок, що це перше експериментальне свідчення можливості 

заміни природного ензиму на НЗ in vivo. 

Створення амперометричних біосенсорів на основі нанокомпозитів 

хемоміметиків пероксидази і мікробних ензимів, придатних для аналізу 

етанолу, метиламіну та L-аргініну.  

У наступних розділах нами показано можливість практичного використання 

синтезованих НЗ при розробці нових біоаналітичних систем. Із літературних 

джерел відомо, що модифікація електроду наноматеріалами може суттєво 

підвищити ефективність перенесення електронів за рахунок збільшення 

електрохімічно доступної площі поверхні електрода. З метою збільшення площі 

поверхні електрода та підвищення чутливості сенсорної системи, ми 

електрохімічно осаджували пористе золото (пор-Au) на графітовому електроді. 

Для дослідження впливу модифікації поверхні електрода на біоаналітичні 

характеристики біосенсорів, в ролі хемоміметиків ПО вибрано НЧ CuCe у 
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поєднанні з мікробними оксидазами: алкогольоксидаза O. polymorpha, 

глюкозооксидаза Penicillium vitale, аргініноксидаза Amanita phalloides та 

метиламінооксидаза O. polymorpha. В таблиці 9.1 наведено біоаналітичні 

характеристики щодо сконструйованих нами біосенсорів на основі вказаних 

мікробних оксидаз, НЧ CuCe та пористого золота. Для формування 

біоселективного шару досліджували методи ковалентної та електростатичної 

кон’югації ензимів на поверхні наноносіїв.  

 

Таблиця 9.1 

Характеристики біонаноелектродів на основі мікробних оксидаз, міметиків ПО і 

пористого золота. 

Примітка: 
1
ГЕ – графітовий електрод; 

2
НМВ – нижня межа визначення; 

3
ГО – 

глюкозоокисдаза; 
4
MAO – метиламінооксидаза; 

5
AргO – аргініноксидаза; 

6
пор-Au – 

поверхня електроду модифікованого пористим золотом; 
*
При площі робочого 

електрода 7.0 мм
2
. 

 

Ензим 
Модифікована 

поверхня ГЕ
1 

Потенціал, 

мВ 

Чутливість, 

A·M
−1

·м
−2

 

Лінійний 

діапазон, 

мM 

НМВ
2
, 

мкM 

Iмакс
*
, 

мкA 

KM
поз

, 

мM 

AO 

ПО/ГЕ –50 22 0,13 – 0,9 39 0,255 0,68 

CeCu/ГЕ –50 32 0,05 – 2,1 15 1,57 5,05 

CeCu/
6
пор-

Au/ГЕ 
–50 102 

0,033 – 

0,50 
10 1,12 1,23 

3
ГО 

ПО/ГЕ –50 44 0,5 – 5,0 150 0,30 5,23 

CeCu/ГЕ –50 73 0,5 – 7,3 150 1,16 18 

CeCu/пор-

Au/ГЕ 
–50 400 0,25 – 2,0 75,7 2,31 5,81 

4
MAO 

ПО/ГЕ –250 7,1 0,2 – 1,7 130 0,19 2,07 

CeCu/ГЕ –250 35 0,06 – 1,7 18 0,92 2,15 

CeCu/пор-

Au/ГЕ 
–250 125 0,06 – 0,5 18 0,89 0,55 

5
AргO 

CeCu/ГЕ –150 113 0,05 – 2,25 15 2,56 1,5 

CeCu/пор-

Au/ГЕ 
–150 200 0,1 – 0,5 33 1,73 0,83 
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Показано, що модифікація поверхні електроду пористим золотом приводить 

до покращення аналітичних характеристик усіх сконструйованих біосенсорів, 

порівняно з відповідними біензимними амперометричними електродами, що 

містять природну ПО, зокрема, встановлено, що після модифікації поверхні 

електроду НЗ CuCe чутливість зростає від 4 до 18 разів (для сенсора з 

архітектурою МАО/CuCe/порAu/ГЕ). 

 На основі мікробних оксидаз – АО та АргО, а також різних синтезованих 

НЧ, що виконували роль міметиків ПО, сконструйовано амперометричні 

біосенсори для аналізу етанолу та L-аргініну. Протестовано широкий спектр 

наноматеріалів на псевдо-ензиматичну активність до Гідроген пероксиду в 

розчині та на поверхні електродів. Усі сконструйовані біосенсори 

характеризуються високою чутливістю до цільових аналітів, а також задовільною 

операційною стабільністю.  

В таблиці 9.2 наведено основні біоаналітичні характеристики розроблених 

біонаноелектродів на основі АО та НЗ, міметиків ПО. Показано, що при робочому 

потенціалі –200 мВ, електрод із архітектурою AO/AuCePt/ГE виявляє найвищу 

чутливість до етанолу – 2600 A∙M
−1

∙м
−2

 та найнижчу межу виявлення 0,001 мM. 

Найбільш чутливі до етанолу біоелектроди із архітектурою біоселективного шару 

AO/AuCePt/ГE використано для аналізу етанолу в реальних зразках біологічних 

рідин людини (слини, поту та сироватки крові). 

Нами запропоновано також новий ензимо–нанозимний 

спектрофотометричний метод аналізу етанолу за використання АО, НЗ PtCu та 

3,3',5,5'-тетраметилбензидину в ролі органічного хромогену. Для фіксації 

біонанокомпозиту використано кальцій альгінат. Запропонований ензиматичний 

метод володіє широким діапазоном лінійності: від 0,01 мМ до 0,15 мМ з нижньою 

межею виявлення етанолу – 3,3 мкM. Розроблений метод використано для 

кількісного визначення вмісту етанолу в алкогольних напоях, соках та біологічних 

рідинах людини. Запропонований метод є чутливим, економним та може бути 

придатним для рутинного аналізу етанолу у клінічних лабораторіях.  
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Таблиця 9.2 

Біоаналітичні характеристики розроблених біонаноелектродів на основі АО та НЗ, 

міметиків ПО 

Біоелектрод Потенціал, 

мВ 

Чутливість, 

A·M
−1

·м
−2

 

Лінійний 

діапазон, мM 

KM
app

, 

мM 

НМВ, 

мM 

AO/AuCePt/ГE –200 2600 0,005 – 0,10 0,097 0,001 

AO/FePtAu/ГE –200 1250 0,002 – 0,10 0,40 0,002 

AO/CoCuCe/ГE –200 584 0,016 – 0,12 0,7 0,005 

AO/CuCeAu/ГE –200 530 0,016 – 0,25 0,18 0,004 

AO/Co/ГE –200 535 0,015 – 0,25 1,5 0,005 

AO/CePt/ГЕ –200 23 0,066 – 8,00 13,2 0,020 

AO/AgCu/ГЕ –50 57 0,050 – 0,75 0,96 0,030 

AO/PtCu/ГЕ –200 42 0,030 – 2,00 2,1 0,015 

AO/NiPtPd/ГЕ –150 40 0,050 – 0,80 1,36 0,040 

AO/Cu/ГЕ –200 22 0,125 – 31,00 615 0,038 

 

Проведено конструювання біонанозимних електродів на основі мікробних 

оксидаз (АО та МАО) та електроосадженого нанокомпозиту PtRu, що виконує роль 

міметика пероксидази. Усі запропоновані біоелектроди виявляють достатню 

чутливість до цільових аналітів: 336 та 284 А⋅М−1⋅м−2
 до етанолу та метиламіну, 

відповідно; широкі лінійні діапазони: 25–200 мкМ і 20–600 мкМ (до етанолу та 

метиламіну, відповідно), задовільну стабільність при зберіганні та хорошу 

селективність до природних субстратів. Продемонстровано, що заміна природної 

ПО на PtRu як штучний ПО-міметик у біочутливому шарі забезпечує покращення 

електрохімічних властивостей електродів і більш широкі діапазони лінійних 

відгуків. Сконструйовані біоелектроди тестували на реальних зразках харчових 

продуктів (алкогольних напоїв та в екстрактах риб).  
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Створення мікробних амперометричних біосенсорів на основі клітин, 

додатково збагачених цільовим ензимом in vitro.  

У представленій роботі вивчено вплив НЧ на сенсорні властивості 

рекомбінантних клітин дріжджів, здатних до надсинтезу ензимів аналітичного 

призначення, на моделі двох оксидоредуктаз (флавоцитохрому b2 і АО) та 

гідролази (аргінази І) у складі нанокомпозитних носіїв (порівняно з традиційними 

матеріалами). Крім того, вивчено можливість посилення каталітичної активності 

рекомбінантних клітин шляхом додаткового введення в них відповідних ензимів, 

кон’югованих із НЧ.  

У роботі використовували клітини різних штамів метилотроних дріжджів O. 

polymorpha: рекомбінантний надпродуцент аргінази людини І – O. polymorpha 

NCYC 495 (pGAP1-HsARG1 leu2car1:LEU2); рекомбінантний надпродуцент 

флавоцитохрому b2 – O. polymorpha “tr1” (gcr1 catX/prAOX_CYB2) та “дикий” 

штам O.polymorpha NCYC 495. Як носії для іммобілізації ензимів використовували 

НЧ Au, отримані методом хімічного відновлення з відповідної солі. Вихід за 

активністю ензимів, іммобілізованих на поверхні НЧ, великою мірою залежить від 

їхньої природи. Якщо для ФЦ b2 він становив 15%, то для АО та аргінази І – 55 % 

та 47,5 %, відповідно. Далі, усі пермеабілізовані клітини збагачували 

біофункціоналізованими НЧ Au. Ефект проникнення біофункціоналізованих НЧ 

Au крізь пори клітин підтверджували за допомогою рентгеноспектрального 

аналізу, який виявив наявність слідових кількостей золота всередині 

пермеабілізованих клітин.  

На основі НЗ-збагачених клітин сконструйовано амперометричні біосенсори. 

Для конструювання біоелектрода для аналізу L-аргініну використано поліанілін-

чутливу хемосенсорну мембрану. Встановлено, що модифікація пермеабілізованих 

клітин H.polymorpha НЧ Au із зв’язаною аргіназою порівняно з клітинами 

дріжджів, модифікованих лише nAu, підвищує відгук клітинно-ензимного сенсора 

у 7 разів. Продемонстровано, що відгук електродів із ФЦ b2-Au-збагаченими 

пермеабілізованими клітинами на внесення 2,4 мМ L-лактату становить 420 нА, 

що у 17 разів більше порівняно із біоелектродами на основі Au-модифікованих 
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пермеабілізованих клітин (без збагачення ензимом) – 25 нА. Це доводить, що саме 

збагачення НЧ із зв’язаним ензимом посилює відгук клітинного сенсора. Водночас 

немодифіковані НЧ Au знижують ефективність електронного перенесення крізь 

пермеабілізовані клітинні стінки дріжджів у 8 разів порівняно з контрольними 

пермеабілізованими клітинами O.polymorpha “tr1”, однак причини цього явища не 

з’ясовано. Позитивний вплив збагачення клітин ензимо-модифікованим НЧ Au 

(АО-Au) на кінетичні параметри клітинних сенсорів підтверджено також 

експериментами з використанням НЧ Au з іммобілізованою АО. Показано, що 

збагачення пермеабілізованих клітин дріжджів НЧ Au, зв’язаними з АО, підвищує 

відгук сенсора у 21 раз. Отже, додаткове введення в клітини ензимів, 

іммобілізованих на Au носіях, істотно поліпшує біоаналітичні характеристики 

клітинних сенсорів, зокрема їхню чутливість і швидкість розвитку сигналу.   

Створення амперометричних біо(хемо)сенсорів та тест-наборів на основі 

мікробних гідролаз: аргініндеімінази та аргінази І для кількісного аналізу L-

аргініну.  

У роботі представлено результати досліджень щодо розробки біоаналітичних 

систем, зокрема, амперометричних біо(хемо)сенсорів та ензиматичних методів на 

основі амоній-селективних мембран та наночастинок у поєднанні із мікробними 

гідролазами – аргініндеіміназою M. hominis і аргіназою І людини, експресованої в 

клітинах дріжджів O. polymorpha. Принцип визначення L-аргініну 

сконструйованими біоелектродами базується на генеруванні, в результаті 

ензиматичних реакцій, йонів амонію. Утворені йони амонію реагують із амоній-

селективними мембранами, генеруючи при цьому сигнал, який детектуються за 

допомогою відповідних перетворювачів.  

Запропоновано амперометричні біосенсори для аналізу L-аргініну за 

використання металевих НЧ, які здатні утворювати редокс-активні координаційні 

сполуки з аміаком. В основі запропонованого біоелектроду на основі АДІ лежить 

принцип ензиматичного гідролізу L-аргініну до цитруліну та амонію з наступною 

детекцією останнього за допомогою амоній-чутливих НЧ Zn(Hg)S/Cu. Для 

сконструйованого біосенсора вивчали основні біоаналітичні характеристики 
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(чутливість, нижня межа визначення, лінійність відгуку, селективність). Лінійний 

діапазон визначення вмісту L-аргініну сконструйованим біосенсором складає 0,013 

мM – 0,8 мM (R = 0,998). Чутливість біосенсора становить 1570 А∙М
-1

∙м
-2 

 із 

нижньою межею визначення креатиніну 4,3
 
мкM. Позірна величина константи 

Міхаеліса-Ментен (КМ) амперометричного біосенсора для креатиніну складає 1,75 

мM.  

Для розробки амперометричних біосенсорів для аналізу L-аргініну 

запропоновано використання в ролі амоній-селективних нанохелаторів – НЧ CdCu 

та Cu із середнім розміром кристалітів 40 та 57 нм, відповідно. В ролі 

біоселективних елементів використано L-аргінін-гідролізуючі ензими – АргО, АДІ 

та аргіназу І (див. Таблиця 4.3). Усі сконструйовані біоелектроди виявляють 

широкий лінійний діапазон (до 200 мкМ), задовільну стабільність при зберіганні 

(14 днів) і високу чутливість до L-аргініну: 1650, 1700 та 4500 А∙М
-1

∙м
-2 

(для 

біосенсорів на основі AДI, AргO та аргінази/уреази, відповідно).  

Усі запропоновані амперометричні біосенсори використано для чутливого та 

високоселективного аналізу L-аргініну у комерційних соках та винах. 

Спостерігалися високі кореляції між вмістом L-аргініну, визначеним розробленими 

біонаносенсорами та ензиматичним референтним методом (R = 0,993 – 0,999). 

Таким чином, сконструйовані біосенсори на основі наночастинок або полімерних 

мембран можуть бути перспективними як для звичайного кількісного визначення 

вмісту L-аргініну для виноробів з метою контролю потенційних рівнів 

етилкарбамату під час виробництва вина, так і для застосування в клінічній 

діагностиці. 

Нами досліджено можливість використання апоензиму (His)6–тегованої форми 

рекомбінантної аргінази І людини при конструюванні амперометричних 

біосенсорів. Для отримання апоензиму аргінази І, препарат ензиму попередньо 

діалізували у присутності 1 мМ ЕДТА із наступним пропусканням через 

металозв'язуючий сорбент Сhelex. Для детекції йонів Мn
2+ 

використано нафіон-

модифіковану поліанілінову хемосенсорну мембрану, чутливу до йонів амонію. 
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Запропонований біосенсор характеризується високою чутливістю на внесені іони 

Мn
2+

 – 9200 А‧М
-1

‧м
-2

 та низькою межею визначення – 0,15 мкМ.  

 

Таблиця 9.3. 

Порівняння робочих характеристик різних типів L-аргінін-чутливих 

біосенсорів, сконструйованих за використання АргО, аргінази І та АДІ 

Біоелектрод Детектований 

продукт 

Чутливість, 

A·M
-1

·м
-2

 

Лінійний 

діапазон, 

µM 

НМВ, 

мкM 

Джерело 

AргО/CeCu/
1
СВЕ 

H2O2 

1630 ± 92 5 – 100 
2
Н.в. 

 

Ця 

робота AргО/NiPtPd/СВЕ 578 ± 5 10 –250 

AргО/CuHCF/СВЕ 602 ± 42 10 – 100 

AДI/ПАНі/Нафіон/Pt-

3
ЕТД

 

NH4
+
 

684±32 3 – 200 1,0 

ADI/Cu/Zn(Hg)S/ГЕ 1570 13 – 800 4,3 

аргіназа/уреаза/ПАНі/PtE 110 ± 1,3 70 – 600 38 

4
п-

клітини/уреаза/ПАНі/PtE 

14 ± 1,1 до 600 

Н.в. 

 
аргіназа-Au/п-

клітини/уреаза 

/ПАНі/PtE 

357 ± 24 10 – 700 

AргO/Cu/СВЕ 2300 ± 15 2 – 18 0,7 

аргіназа-уреаза/Cu/СВЕ 780 ± 55 6 – 50 1,75 

аргіназа-уреаза/ 

CdCu/СВЕ 

4500 ± 170 2–80 0,6 

AргO/CdCu/СВЕ 1700 ± 80 30–160 5,5 

AДІ/CdCu/СВЕ 1650 ± 75 12–200 3,6 

AДІ/Cu/СВЕ  665 ± 2 6 – 100 1,8 [60] 
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Примітка: 
1
СВЕ – скловуглецевий електрод; 

2
Н.в. – не визначали; 

3
ЕТД – електрод 

із трафаретним друком; 
4
п-клітини – пермеабілізовані клітини O. polymorpha.  

На сьогодні, в галузі аналітичної біотехнології існує обмежена кількість даних 

щодо ензиматичних методів визначення L-аргініну. Найперспективніші для 

розробки таких методів є ензими метаболізму L-аргініну, зокрема, аргіназа І, 

аргініндеіміназа, аргініноксидаза та аргініндекарбоксилаза. Існуючі комерційні 

тест-системи (виробництва фірм «Sigma», «Enzytec», «Elisa», «Megazyme» та ін.) є, 

переважно, мультиензимними зі спектрофотометричним (СФ) детектуванням 

кінцевого продукту реакції. Мультиензимні методи аналізу L-аргініну мають низку 

недоліків, зокрема неабсолютну селективність до цільового аналіту, спричинену 

позитивною реакцією на гуанідинові сполуки. Необхідність використання каскаду 

із кількох (3–5) ензимів і екзогенних кофакторів підвищує вартість методів та 

ускладнює процедуру аналізу (Таблиця 9.4). На сьогодні, тест-системи для 

моніторингу L-аргініну у біологічних рідинах, зокрема, у крові, в арсеналі засобів 

вітчизняної клінічної діагностики відсутні. Нами створено два варіанти ензимо-

флуоресцентного методу аналізу вмісту L-аргініну – моноензимний та 

двоензимний (Таблиця 9.3). Принцип роботи ензиматичних методів полягає у 

ензимативному перетворенні L-аргініну і спектрофотометричному або 

флуорометричному детектуванню кольорової сполуки – кінцевого продукту 

хімічної реакції карбаміду (за дії аргінази), цитруліну (за дії АДІ) або амонію (за дії 

АДІ чи аргінази-уреази) із диметилмонооксимом (ДМО) або орто-фталевим 

альдегідом (ОФА). На основі запропонованих методів створено ензиматичний 

набір «Аргітест» для аналізу вмісту L-аргініну за використання препаратів 

термостабільної аргінази І або аргініндеімінази (АДІ), одержаних із 

сконструйованих нами штамів-надпродуцентів та очищених за власними 

технологіями, що суттєво знижує матеріальні затрати при виготовленні 

аналітичного набору. Як видно із таблиці 4.4, розроблені нами методи мають низку 

переваг, порівняно із іншими методами, зокрема, це висока чутливість та широкий 

діапазон тестованих концентрацій L-аргініну. Запропоновані нами методи не 



487 
 

потребують попереднього відокремлення L-аргініну з дослідного зразка, є 

простими у виконанні, високоселективними та надійними і комерційно 

доступними.  

Таблиця 9.4 

Порівняльна характеристика створених ензиматично-хімічних методів аналізу 

L-аргініну 

Метод Ензим Лінійний 

діапазон, мкМ 

НМВ, 

мкМ 

Джерело 

ДМО-ФЛ, λ = 360 

нм, λ = 510 нм  

Аргіназа 

 

0,28 – 280 0,15 Ця 

робота 

ОФА-СФ, λ = 362 нм Аргіназа-уреаза 0,9 – 60,0 0,85 

ОФА-ФЛ, λ = 364 

нм, λ = 425 нм 

Аргіназа-уреаза 0,09 – 6,0 0,06 

ОФА-ФЛ, λ = 364 

нм, λ = 415 нм 

АДІ 0,35 – 24 0,25 

ОФА-СФ, λ = 340 нм АДІ 0,7 – 50 0,55 

Мультиензимний, 

СФ, λ = 340 нм 

Аргіназа, 

уреаза, 
1
ГДГ  

до 470 2,0 [61] 

Мультиензимний, 

СФ, λ = 340 нм 

Аргіназа, 

уреаза, ГДГ 

2,9 – 100 2,1 [62] 

Мультиензимний, 

СФ, λ = 555 нм 

АДІ, 
2
АргС, 

3
ПДК,  

піруватоксидаз

а, пероксидаза 

хрону 

до 100 –  [63] 

Примітка: 
1
ГДГ – глутаматдегідрогеназа; 

2
АргС – аргініносукцинат синтаза; 

3
ПДК – піруватфосфат дикіназа 
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Усі розроблені ензиматично-хімічні методи успішно протестовано на зразках 

сироваток крові та харчових продуктів. У випадку аналізу L-аргініну в крові, 

предіснуючу у сироватці сечовину усували обробкою комерційною уреазою. 

Показано, що кожен із досліджених ензимів може бути використаний як складова 

ензиматичного набору «Аргітест». Запропоновані методи є простими та швидкими 

у порівнянні із відомими ензиматичними підходами, що дозволяє підвищити 

точність визначення вмісту L-аргініну за рахунок високої селективності аргініно-

гідролізуючих ензимів. Оскільки препарати аргінази та АДІ володіють високою 

стабільністю при зберіганні, можна прогнозувати перспективність комерційного 

випуску ензиматичних наборів для визначення L-Arg для застосування їх у 

лабораторній практиці. Пропонована розробка відповідає рівню кращих 

зарубіжних прототипів.  

 Нами створено також надчутливий ензиматично-флуориметричний метод 

аналізу йонів деяких біометалів, зокрема Mn
2+ 

та Сo
2+ 

за використання апоензиму 

(His)6–тегованої форми рекомбінантної аргінази І людини та ДМО. Діапазон 

лінійності методу апо-аргінази-ДМО у випадку аналізу Mn
2+

 становить від 4 пМ до 

1,10 мкМ з межею виявлення 1 пМ Mn
2+

, тоді як діапазон лінійності цього методу 

для аналізу йонів Co
2+

 становить від 8 пМ до 45 мкМ з межею виявлення 2,5 пМ 

Co
2+

. Розроблений метод апробовано для аналізу йонів Mn
2+ 

та Сo
2+

 у зразках 

стічних вод із шахт добування золота та міді. Встановлено високий рівень 

кореляції між ензиматичним та референтним методом (атомно-абсорбційна 

спектрометрія, R = 0,998). Таким чином, запропонований ензиматично-хімічний 

метод, будучи високочутливим, селективним, надійним і недорогим, може бути 

корисним для моніторингу вмісту Mn
2+

 і Co
2+

 у клінічних лабораторіях, харчовій 

промисловості та службах екологічного контролю. 

Створення амперометричних біо(хемо)сенсорів та тест-наборів за 

використання рекомбінантної креатиніндеімінази для кількісного аналізу 

креатиніну.  

Серед мікробних гідролаз, значну увагу в роботі присвячено дослідженню 

властивостей рекомбінантної креатиніндеімінази (КДІ) та створенню на її основі 
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нових біоаналітичних систем. Нами проведено клонування гена codA C. glutamicum 

на векторах індуктивних систем експресії з включенням у структуру 

рекомбінантного білка (His)6-фрагмента та S-пептиду рибонуклеази А. 

Сконструйовано рекомбінантний надпродуцент КДІ на основі клітин E. coli з 

продуктивністю 20-50 мг/л культури. Опрацьовано одноетапний метод очищення 

рекомбінантного ензиму з використанням метало-афінної хроматографії та 

отримано високо очищений препарат ензиму з питомою активністю 22 мкмоль·хв
-

1
∙мг

-1
∙білка.  

Проведено фізико-хімічну та ензимологічну характеристику ензиму, зокрема, 

визначено молекулярну масу субодиниці (46,3 кДа), вивчено температурний та рН-

профіль активності, досліджено термо- та рН-стабільність ензиму, а також його 

кінетичні параметри (kcat = 7,15 с
-1

; KM = 1,96 мМ відносно креатиніну). Показано, 

що ензим є термостабільним, має високий температурний оптимум (75 
о
С) і 

стійкий у широкому діапазоні рН (6,0 – 10,5). Виявлено, що рекомбінантна КДІ C. 

glutamicum проявляє строгу субстратну специфічність до креатиніну, що вигідно 

відрізняє цей ензим від аналогічних мікробних ензимів. 

На основі КДІ та амоній-селективних наночастинок Сu/Zn(Hg)S 

сконструйовано амперометричний біосенсор для кількісного визначення вмісту 

креатиніну. Створений біосенсор характеризується високою селективністю та 

чутливістю до креатиніну (2660 А∙М
-1

∙м
-2

). Лінійний діапазон біосенсора 

спостерігається в діапазоні від 1,5 мкM до 50 мкM із нижньою межею визначення 

креатиніну 0,45 мкM (Таблиця 4.5). Розроблений лабораторний прототип 

біосенсора адаптовано для використання у складі дослідного зразка 

амперометричного аналізатора, сумісного з планшетом (розробленого у співпраці 

із ТзОВ «Науково-виробнича фірма «Інженерна Лабораторія» (Львів, Україна) в 

особі директора к.т.н. Вуса Б.С. в рамках комплексної науково-технічної програми: 

«Розумні» сенсорні прилади нового покоління на основі сучасних матеріалів та 

технологій». Тестування біосенсорної системи проводили на зразках біологічних 

рідин людини (сироватки крові та поту). Дані дослідження проводили на базі 
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відділу біохімії крові ДУ «Інститут патології крові та трансфузійної медицини 

НАМН України».  

 

Рис. 9.1. Загальний вигляд портативного креатинінового аналізатора, 

сумісного із планшетом Microsoft Lenovo Mix 320. 

Пряме визначення вмісту креатиніну у біологічних рідинах має вирішальне 

значення для належного лікування захворювань нирок, особливо для пацієнтів, які 

проходять терапію після трансплантації нирки. Однак наявність ендогенного 

аміаку в зразках крові значно ускладнює рутинний аналіз і вимагає додаткового 

аналізу вмісту аміаку або попередньої обробки зразка для видалення наявного 

аміаку. Оскільки постійний моніторинг стану здоров’я пацієнта є надійним 

засобом раннього виявлення ниркової недостатності, неінвазивні креатинін-

селективні біосенсори привертають значну увагу дослідників. В поточному 

дослідженні створено амперометричний біосенсор на основі рекомбінантної 

бактерійної КДІ та наночастинок CoCu для прямого аналізу креатиніну у 

біологічних рідинах. Розроблений біосенсор з детекцією N-метилгідантоїну не 

потребує видалення ендогенного аміаку та характеризується високою 

селективністю до цільового аналіту. Пропонований біосенсор характеризується 

низьким прикладеним потенціалом (–50 мВ), швидкою реакцією на аналіт (20 с), 

широким лінійним діапазоном (0,01–0,8 мМ), достатньою чутливістю (195 
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А⋅М−1⋅м−2
) та низькою межею виявлення (0,5 мкМ) (Таблиця 9.5). Крім того, нами 

з’ясовано можливу структуру комплексу CoCu–N-МГ та механізм детектування 

креатиніну. Використовуючи метод багаторазового додавання стандартів, 

розроблений CoCu/КДІ-функціоналізований електрод протестовано для аналізу 

креатиніну у реальних біологічних рідинах (сеча та сироватка крові). Показано 

високу кореляцію між отриманими аналітичними результатами та референтним 

методом. Таким чином, створений лабораторний прототип креатинін-селективних 

біосенсорів є перспективним і корисним для рутинного клінічного аналізу 

креатиніну. 

Таблиця 9.5 

Аналітичні характеристики створених амперометричних біосенсорів на основі 

рекомбінантної КДІ 

Тип біосенсора Детектований 

продукт  

Робочий 

потенціал, 

мВ  

Чутливість, 

A·M
-1

·м
-2

 

Лінійний 

діапазон, 

мкM 

НМВ, 

мкM 

KM
app

, 

мM 

КДІ/ 

Сu/Zn(Hg)S  

[Ця робота] NH4
+
 

+170 2660 1,5 – 50 0,45 0,04 

КДІ/ПАНi/Cu 

 [66] 
–350 

850 до 125 0,5 0,163 

КДI/CoCu/
1
СВЕ 

[Ця робота]  

4
N-МГ 

–0.05 195  10 – 800 0,5 3,8 

CoCl2/
6
МС/ 

КДІ/
2
ГЕ  

[64] 

–1,4
5
 

3
Н.в. 

0,71 – 

3550 
Н.в. Н.в. 

CoCl2/ КДІ/
2
ГЕ 

 [65] 
–1,4

5
 Н.в. 

0,17 – 

3530 
Н.в. Н.в. 

Примітка: 
1
СВЕ – скловуглецевий електрод; 

2
ГE – графітовий електрод; 

3
Н.в. – не 

визначали; 
4
N-МГ

 
– N-метилгідантоїн; 

5
Автори не проводили класичні 

хроноамперометричні дослідження при вибраному робочому потенціалі; 
6
МС – 

метиленовий синій. 
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У поточній роботі, нами розроблено високочутливий ензиматично-

флуориметричний метод аналізу креатиніну за використання рекомбінантної КДІ 

та о-фталевого альдегіду зі спектрофотометричною (СФ метод) та 

флуориметричною детекцією (ФЛ метод) продукту реакції – йонів амонію. 

Порогова чутливість запропонованого методу становить 6 мкМ (СФ метод) та 0,2 

мкМ (ФЛ метод). Проведено оптимізацію одночасного аналізу креатиніну та 

аміаку в сироватках крові людини. Параметрами оптимізації служили концентрації 

КДІ, о-фталевого альдегіду, ЕДТА, тип буферної системи, спосіб підготовки проб 

для аналізу. Порівняльний аналіз результатів вмісту креатиніну в зразках 

сироватки крові пацієнтів із порушеною функцією нирок до та після проведення 

гемодіалізу розробленими біосенсорним на ензиматично-флуорометричним 

методами показав високий рівень кореляції аналітичних даних (R = 0,998), що 

свідчить про надійність і точність запропонованих підходів.  

Таким чином, розроблений нами креатинін-селективний біосенсор переважає 

відомі аналоги, перш за все, за використаним низьким робочим потенціалом, 

вищою чутливістю та коротшою тривалістю аналізу. Розроблені біосенсори на 

основі рекомбінантної КДІ успішно апробовано для одночасного аналізу 

креатиніну та амонію в реальних зразках сироваток крові.  

Отже, як результат виконання дисертаційної роботи, за допомогою 

поєднання різних експериментальних підходів показано позитивний потенціал 

поєднання класичної мікробіології, генетичної інженерії та нанотехнологій для 

створення нових селективних біоаналітичних методів кількісного аналізу 

практично важливих аналітів, зокрема, метиламіну, етанолу, креатиніну та L-

аргініну, визначення яких є важливим для практичного використання у клінічній 

діагностиці, фармацевтиці та харчовій промисловості. 
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ВИСНОВКИ 

У дисертаційній роботі представлено результати комплексного дослідження 

структурних, фізико-хімічних та каталітичних властивостей нанозимів та 

поєднання їх з мікробними ензимами, а також вивчення біологічної та можливої 

токсичної дії (in vivo) нанозимних композитів на клітини дріжджів Ogataea 

(Hansenula) polymorpha. Досліджено кон’югацію наноматеріалів із мікробними 

ензимами та створено на їх основі нові біо(хемо)наносенсори та тест-набори для 

визначення практично важливих аналітів, зокрема, креатиніну, L-аргініну, 

глюкози, етанолу та метиламіну.  

Основні наукові та практичні результати роботи викладено у наступних 

висновках: 

1. Проведено синтез та скринінг нових наноматеріалів на каталітичну, 

нанозимну активність. Здійснено структурно-морфологічну характеристику 

нанозимів (НЗ). Встановлено, що розмір отриманих матеріалів із каталітичною 

активністю знаходиться в межах від 15 нм (НЗ) до 5 мкм (мікрозими, МЗ). 

Проведено аналіз синтезованих НМ на псевдоензиматичну активність – 

пероксидазну, каталазну та редуктазну. Досліджено каталітичні властивості та 

субстратну специфічність отриманих НЗ.  

2. Вивчено цитотоксичну дію синтезованих НЗ на клітини метилотрофних 

дріжджів за впливом на швидкість росту та виживання клітин за допомогою 

флуоресцентної мікроскопії.  Показано, що НЗ (у концентації 0,1 мг/мл у 

середовищі) проявляють різний цитотоксичний вплив на клітини дріжджів 

Ogataea (Hansenula) polymorpha: «катазими» знижують виживання клітин в 2,6–

4,5 раза, тоді як НЗ з пероксидазною активністю дещо підвищують цей показник. 

3. Встановлено, що поглинання безкаталазними клітинами «катазимів» 

відновлює здатність мутантних клітин рости у середовищі, що містить метанол. 

Активність НЗ забезпечує розщеплення надмірної кількості гідроген пероксиду, 

що утворюється внаслідок росту клітин у середовищі з метанолом, усуваючи його 

токсичну дію на клітини. Вірогідно, це перший у науковій практиці 

експериментальний доказ можливості заміни природного ензима нанозимом in 
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vivo. 

4. Отримані НЗ із редуктазною активністю протестовано на антиоксидантну 

активність відносно вільних радикалів AБТС
•+ 

та DPPH
•
 у порівнянні із Тролоксом. 

Найактивніші редуктазні НЗ використано для конструювання амперометричного 

біосенсора для аналізу вмісту селеніту. Сконструйований біосенсор 

характеризується високою чутливістю (1700 A·M
-1

·м
-2

) та широким лінійним 

діапазоном (від 16 мкМ до 1 мМ) щодо селеніту.   

5. Сконструйовано амперометричні біосенсори на основі різних мікробних 

оксидаз та НЗ, які володіють пероксидазною активністю. Створені біоелектроди 

використано для аналізу вмісту етанолу, метиламіну та L-аргініну. Розроблені 

моноензимні біосенсори показали покращені аналітичні характеристики, 

порівняно з відповідними біензимними амперометричними електродами, що 

містять природну ПО. Встановлено, що після модифікації поверхні електроду НЗ 

nCuCe чутливість зростає від 4 до 18 разів для графітового електроду, покритого 

метиламінооксидазою та шаром нCuCe/порAu. 

6. Синтезовано нові метал-гібридні наноматеріали, селективні до йонів 

амонію. Розроблено чутливі та селективні амперометричні біосенсори для 

кількісного аналізу вмісту L-аргініну та креатиніну на основі мікробних деаміназ 

та наночастинок. В основі запропонованих біосенсорних методів лежить 

застосування термостабільної аргініндеімінази (АДІ), аргінази І/уреази або 

креатиніндеімінази (КДІ) у поєднанні з амоній-селективними наноматеріалами. 

Створені амперометричні біосенсори характеризуються високою селективністю 

та чутливістю до цільових аналітів, а також задовільною операційною 

стабільністю.  

7. Уперше розроблено амперометричний біосенсор для аналізу вмісту  

L-аргініну на основі пермеабілізованих клітин штаму-надпродуцента 

рекомбінантної аргінази І людини O. polymorрha NCYC 495 у комбінації із 

комерційною уреазою і електроосадженого поліаніліну та досліджено його 

фізико-хімічні характеристики. Біосенсор відзначається високою селективністю, 

достатньою чутливістю до L-аргініну (14 ± 1,2 А∙М
−1

·м
−2

) та широким діапазоном 
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лінійності (до 0,6 мМ). 

8. Уперше розроблено чутливі та селективні ензиматичні методи 

кількісного аналізу вмісту L-аргініну із флуоресцентним та 

спектрофотометричним способом детектування кольорового продукту реакції за 

допомогою о-фталевого альдегіду. Методи базуються на використанні 

високоочищених препаратів аргінази І або аргініндеімінази. Запропоновані 

методи є простими та швидкими у виконанні у  порівнянні з відомими 

ензиматичними підходами і дозволяють підвищити точність визначення вмісту L-

аргініну за рахунок високої селективності цільових ензимів та їх 

термостабільності.  

9. На моделі високоочищеної Манґанзалежної рекомбінантної аргінази І 

людини, отриманої з клітин рекомбінантних дріжджів O. polymorpha, вперше 

проведено дослідження по отриманню препаратів апоензиму, позбавленого 

металу, та реконструкції холоензиму. Вперше розроблено новий ензиматичний 

метод на основі апоензиму аргінази І та 2,3-бутандіонмонооксиму для кількісного 

визначення йонів Мn
2+

 та Co
2+

. Запропонований метод характеризується 

надзвичайно високою чутливістю до йонів Mn
2+

 та Co
2+  

–
 
1 пM та 2,5 пМ, 

відповідно.  

10. Розроблено амперометричний біосенсор для аналізу вмісту креатиніну 

за використання рекомбінантної КДІ та НЧ CoCu, чутливих до N-метилгідантоїну. 

Вперше ідентифіковано структуру утвореного компексу CoCu-N-метилгідантоїн. 

Створений біосенсор відзначається високою селективністю, хорошою чутливістю 

до креатиніну (200 ± 1,2 А∙М
−1

·м
−2

) та широким діапазоном лінійності (10 мкМ – 

0,4 мМ).  

11. Проведено конструювання та тестування мініатюризованого 

мікрострумового потенціостата, сумісного з сучасними ґаджетами. Прилад 

адаптовано під використання комерційних планарних електродів, модифікованих 

рекомбінантною КДІ.  

12. Розроблені біоаналітичні підходи на основі рекомбінантних клітин та 

очищених ензимів використано для кількісного аналізу вмісту L-аргініну, 
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етанолу, метиламіну та креатиніну в реальних зразках біологічних рідин людини, 

харчових продуктів, фармацевтичних препаратів трансфузійного призначення та 

стічних водах. Завдяки високій чутливості та селективності, а також надійності та 

простоті у використанні, опрацьовані ензиматичні та біосенсорні підходи аналізу 

вмісту цільових аналітів можуть знайти практичне використання в клінічній 

діагностиці, медицині та харчових технологіях. 
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