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ВСТУП 

 

Контроль за вмістом лактату в крові важливий для клінічної діагностики 

та спортивної медицини. У клінічній діагностиці рівень лактату в організмі 

людини змінюється при наявності ряду захворювань, наприклад, гіпоксії 

тканин, кардіогенного або бактеріально-токсичного шоку, дихальної 

недостатності, діабету. Вироблення лактату в енергійно працюють скелетних 

м’язах може збільшуватися в десятикратному розмірі, що обґрунтовує інтерес 

спортивної медицини до рівня лактату в крові. 

Розробка високочутливих, надійних і експресних методів визначення 

лактату представляє великий інтерес. Серед них біосенсори займають одну з 

лідируючих позицій, так як специфічність іммобілізованого ферменту до свого 

субстрату дозволяє проводити вимірювання безпосередньо в зразку, 

незважаючи на складність його складу, без попередньої підготовки проб, що 

також скорочує час аналізу. В даний час для визначення лактату широко 

використовуються біосенсори, засновані на дії ферменту лактатоксідази, в 

такому випадку здійснюється детектування пероксиду водню, що виділяється в 

ході ферментативної реакції. На сьогоднішній день найбільш ефективними 

сенсорами на пероксид водню є електроди, модифіковані берлінської блакиттю, 

яка дозволяє вибірково визначати пероксид водню по реакції його відновлення 

в присутності кисню. 

Лактатоксідаза – дуже лабільний фермент, тому підвищення стабільності 

є одним із ключових завдань при створенні біосенсорів на її основі. Основні 

витрати робочого часу припадають саме на підбір оптимальних умов 

іммобілізації ферменту. Скануюча електрохімічна мікроскопія є 

найпотужнішим способом візуалізації в ближній зоні і дозволяє відображати 

локальну електрохімічний поверхневу активність в мікроскопічному дозволі. 

Адаптація скануючої електрохімічної мікроскопії для скринінгу 

ферментомістних мембран дозволяє істотно зменшити трудомісткість пошуку 

умов іммобілізації. 
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 У клінічній діагностиці і спортивній медицині лактат визначають в крові, 

проте все більша увага приділяється неінвазивним методам дослідження, які не 

порушують цілісності шкірних і слизових покривів, і, тим самим, виключають 

зараження і травматизм. Хімічний аналіз зразків з метою неінвазивної 

діагностики має на увазі наявність екскреторної рідини, концентрації шуканих 

метаболітів в якій корелюють з вмістом їх в крові. З цієї точки зору інтерес 

викликає піт, так як показано, що збільшення концентрації лактату в крові 

корелює зі збільшенням вмісту аналіту в поті. В процесі важких спортивних 

тренувань вміст лактату в поті досягає 40–80 мМ, а разом з тим, верхня межа 

визначених змістів лактату з використанням найкращого відомого лактатного 

біосенсора складає 5 мМ; тобто, визначення аналіту в поті можна проводити 

тільки шляхом розведення зразка в 100 і більше разів, що не представляється 

можливим при on-line моніторингу. 

Таким чином, виникла потреба в розробленні лактатних біосенсорів, що 

характеризуються тривалою стабільністю, високою чутливістю і 

відтворюваністю, з можливістю розширення діапазону визначаються 

концентрацій в область високих значень з метою створення неінвазивного 

монітора на лактат. 
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НАДН + Н+ НАД+ 

РОЗДІЛ 1 ОГЛЯД ІСНУЮЧИХ РІШЕНЬ. ОБРАННЯ НАПРЯМКУ 

ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

Молочна кислота, а іншими словами лактат, входить в число найбільш 

важливих аналітів, оскільки є універсальним продуктом обміну речовин 

практично у всіх живих організмів, кінцевим продуктом тканинного обміну 

глюкози при нестачі кисню, основним міжклітинних енергетичним речовиною 

в тканинах мозку [1], а також натуральним компонентом вин та інших харчових 

продуктів, що використовується для оцінки їх якості [2, 3]. 

Молочна кислота в організмі людини утворюється при розпаді глюкози. 

Глюкозу іноді називають «кров’яною цукром» і саме вона є основним паливом 

для нервової системи, мозку, а також для м’язів під процесі фізичного 

навантаження. Розщеплення глюкози сприяє виробництву аденозинтрифосфату 

(АТФ), який в свою чергу забезпечує енергією більшість хімічних реакцій в 

організмі [4, 5]. Лактат утворюється з пірувату під дією лактатдегідрогенази 

(ЛДГ) на останній стадії гліколізу відповідно до реакції: 

 

 

 

 

 

де НАД – нікотинамідаденіндінуклеотид. 

Практично всі клітини організму виробляють лактат, при цьому 

найбільший вміст метаболіту забезпечують тканини кишечника, мозку, а також 

скелетні м’язи. Нормальна концентрація лактату в крові варіюється в межах 

0,5–2,2 ммоль/л [6–9], однак при інтенсивних фізичних навантаженнях рівень 

лактату в крові може підвищуватися в 10 разів у порівнянні з базовим, 

демонструючи, таким чином, напруженість метаболічних процесів аеробного і 

анаеробного гліколізу. Даний факт визначає інтерес до рівня лактату в крові в 

спортивній медицині. Динаміка зростання концентрації лактату дозволяє 
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визначати найбільш перспективних спортсменів у видах спорту на 

витривалість, таких як: біг, велоспорт, лижні гонки та інші. Також 

найважливішим фізіологічним показником є анаеробний (лактатний) поріг, про 

який вперше було опубліковано Овлесом в 1930 році, саме поріг відображає 

рівень тренованості організму і взаємовідношення між аеробними і 

анаеробними шляхами енергозабезпечення фізичного навантаження [10]. Чим 

вище анаеробний поріг, тим більше тренований спортсмен, і його організм має 

більш розвинену аеробну систему енергозабезпечення, потужність якої може 

складати від 80 до 90% від максимального споживання кисню. З біохімічної 

точки зору анаеробний поріг спостерігається при підвищенні рівня лактату в 

крові до 4–10 ммоль / л [7, 11]. Дані по концентрації лактату крові в процесі 

фізичних вправ дозволяють класифікувати режими інтенсивності бігових чи 

інших навантажень у спортсменів і, як наслідок, підвищити можливості 

реалізації функціональних і тренувальних потенціалів. В даний час 

вимірювання частоти серцевих скорочень (ЧСС) і рівня лактату в крові є 

невід’ємним елементом тренування у професійних спортсменів. 

Зростання вмісту лактату в крові при фізичних навантаженнях різниться 

зі збільшенням концентрації метаболіту у критичних хворих, описаним Дж. 

Мекінс і С. Лонг в 1927 році [12]. Вже тоді було показано, що підвищення 

концентрації лактату в крові свідчить про гіпоксії тканин у пацієнтів із серцево-

судинним шоком. А також у пацієнтів з клінічним шоком, пов’язаним з 

тахікардією, гіпотензією, холодної і липкою шкірою і зниженням діурезу, 

рівень лактату був прийнятий як кращий об’єктивний показник тяжкості 

захворювання [13]. Різке збільшення (в – 3 рази) рівня лактату в сироватці крові 

спостерігається при тяжѐлих розладах кровообігу, таких як геморагічний шок, 

гостра лівошлуночкова недостатність і інші, коли одночасно страждає і 

надходження кисню в тканини і печінковий витік крові. 

Важливе значення лактат придбав і в харчовій промисловості, де молочна 

кислота присутня в якості натурального компонента в багатьох продуктах. 

Лактат утворюється при молочнокислому бродінні цукрів, зокрема, в кислому 
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молоці, йогурті, сирі, при бродінні вина, пива, квасу. Також виступає в якості 

консерванту, харчова добавка E270. Визначення лактату в продуктах 

використовується для оцінки і контролю якості виробничого сировини і 

харчових продуктів. 

Таким чином, зміст лактату в крові в клінічній діагностиці має життєво 

важливе значення, в спортивній медицині воно є показником ефективності 

фізичних навантажень, а в харчовій промисловості визначення лактату 

необхідно для контролю якості харчових продуктів. Всі ці галузі широко 

поширені і, безсумнівно, визначення лактату дуже актуально. Методи 

визначення, що характеризуються високою чутливістю, селективністю, 

широким діапазоном що визначаються концентрацій лактату і тривалої 

операційної стабільністю представляють великий інтерес. 

 

1.1 Методи визначення лактату 

Вперше можливість визначення лактату в крові ссавців продемонстрував 

Гагліо 1866 году [14], однак результати були отримані з використання крові 

собак і кроликів після розтину вен. Пізніше Берлінерблау в 1877 році 

підтвердив ці спостереження у ссавців і вперше визначив концентрацію лактату 

в венозної крові людини [15]. Тоді для аналізу потрібно майже 200 мл крові. 

Зараз же для визначення концентрації лактату існує безліч методів і для 

проведення аналізу досить 100–150 мкл крові. 

Беркером і Самерсоном було запропоновано колориметричне визначення 

лактату в біологічних пробах [16]. У присутності сірчаної, фосфорної кислот і 

солей міді з лактату утворюється оцтовий альдегід, який реагує з 

параоксідіфенілом з утворенням забарвленого у фіолетовий колір сполуки. 

Інтенсивність забарвлення пропорційна концентрації лактату в пробі, що 

реєструють спектрофотометрично при довжині хвилі 340 нм. Даний метод 

широко застосовується в лабораторній практиці, однак вимагає тривалу 

підготовку проб і складне апаратне забезпечення, при цьому діапазон 
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визначених змістів лактату складає трохи більше одного порядку від 1 ∙ 10-5 до 

1,3 ∙ 10-4 М. 

 Зустрічаються методи визначення лактату з використанням 

високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ) [17, 18]. При цьому автори 

спочатку проводять поділ на колонці з оберненою фазою, потім екстракцію в 

кілька ступенів, після чого лактат визначають в ультрафіолетовому діапазоні 

(242 і 320 нм) шляхом дериватизації з α-бромацетофеноном. Діапазон 

визначуваних концентрацій лактату в такому випадку становить 0,18–6,0 мМ. 

Лактат і інші метаболіти вимірювали методом спектроскопії протонного 

магнітного резонансу в клітинах мозку у пацієнтів, які пережили інфаркт [19]. 

В інших джерелах досліджували середу культивованих клітин на глюкозу, 

лактат і аміак в ближній інфрачервоній спектроскопії в спектральному 

діапазоні 2,0–2,5 мкм [20]. Також відомі методи визначення лактату кальцію 

методом комплексонометричного титрування [21, 22]. 

Однак, при наявності достатньої різноманітності методів визначення 

лактату, перевага віддається ферментативним методам щодо всіх 

вищенаведених. Ферментативні методи визначення лактату засновані на 

каталітичному дії ферментів лактатоксідази і лактатдегідрогенази, вони прості в 

застосуванні, але забезпечують найвищу специфічність, точність і 

відтворюваність. Перше визначення лактату з використанням ферменту 

лактатдегідрогенази було засновано на перенесенні водню від лактату до 

гексаціаноферат калію, однак метод був складний у виконанні і не отримав 

широкого розповсюдження. Наступні способи були засновані на 

ультрафіолетовому вимірі що утворюється в ході ферментативної реакції 

НАДН відповідно до: 

лактатдегідрогеназа 

Лактат + НАД+  Піруват + НАДН 

 

У 1974 році Гутманом і Вахлефідом було описано визначення лактату за 

НАДН, що виділяється в ході ферментативної реакції, з використанням 
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гідразину в якості агента вилову для пірувата [23]. Нолл також детектувала 

лактат з використанням лактатдегідрогенази, але в реакційній суміші була 

присутня ще аланінамінатрансфераза, використовувана для більш швидкого 

видалення пірувату [24]. 

Однак, визначення лактату за НАДН досить важко при аналізі реальних 

об’єктів, що не можна сказати про реакції, що каталізується лактатоксідазой, 

коли лактат можна визначати по витрати кисню, або по окисленню або 

відновленню пероксиду водню, що виділяється в ході ферментативної реакції: 

лактатоксидаза 

Лактат + O2  Піруват + H2O2 

 Першим датчиком, що працює на даному принципі, був біосенсори для 

визначення глюкози з використанням ферменту глюкозооксідаза (ГОД). 

Повідомлення про його створення було зроблено в 1962 році на засіданні Нью-

Йоркської Академії Наук вченими Кларком і Лайонсом [25]. Вони помістили 

РІК в клітинку з кисневим електродом, струм відновлення кисню на 

платиновому електроді при -0,60 В (тут і скрізь далі потенціал вказано щодо 

хлорид-срібного електрода порівняння) пропорційний концентрації глюкози в 

зразку, що дозволило проводити визначення останньої в широкому діапазоні 

концентрацій. Однак визначення глюкози через кількість поглиненого в ході 

реакції кисню має низку недоліків. По-перше, в рівновазі з повітрям 

концентрація кисню у водних розчинах висока (0,2 мМ), що ускладнює 

визначення низьких концентрацій аналізованих речовин. По-друге, в реальних 

об’єктах рівноважна концентрація кисню може змінюватися. По-третє, що 

утворюється в ході ферментативної реакції пероксид водню здатний 

відновлюватися в ході електрохімічних реакцій в тих же умовах, що призводить 

до значних похибок визначення [26]. 

Поряд з визначенням кисню використовується метод детектування 

пероксиду водню, що утворюється в ході ферментативної реакції, заснований 

на його окисленні або відновленні [26]: 
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E + S + O2  P + H2O2 

Відновлення  Окислення  

H2O2 + 2e–  2 OH– H2O2 – 2e–  O2 + 2H+ 

 Окислення пероксиду водню пов’язане з використанням високих значень 

робочого потенціалу біосенсора (0,60–0,70 В), що тягне посилення шкідливого 

впливу інших відновників на відгук ферментного електрода при аналізі 

реальних об’єктів. Набагато більшою популярністю при створенні ферментних 

електродів користується метод визначення пероксиду водню, заснований на 

його відновленні, що забезпечує найвищу чутливість і низьку межу виявлення 

[27]. Значення робочих потенціалів біосенсорів в цьому випадку знаходяться в 

районі 0,00 В, що дозволяє знизити шкідливий вплив відновників на відгук. 

У комерційно доступних наборах зустрічається метод, з використанням 

ферменту пероксидази для визначення пероксиду водню. В такому випадку 

H2O2 в присутності ферменту реагує з N-етил-N-(2-гідрокси-3-сульфопропіл) -

3-метиланилин з утворенням забарвленого з’єднання, інтенсивність фарбування 

пропорційна концентрації лактату в пробі [28, 29]. 

 

1.2 Неінвазивний моніторинг лактату 

В процесі фізичних навантажень в організмі людини відбуваються зміни 

фізіологічного і біохімічного характеру, що привертає увагу дослідників вже 

більше ста років. У 1927 році Дугласом і співавторами було описано 

збільшення вмісту лактату в крові при деякій фізичному навантаженні, а разом 

з тим зниження концентрації бікарбонатних іонів і посилення дихання [70]. 

Пізніше Холман [71], а потім Вассерман [72] розробили концепцію «порогу 

анаеробної навантаження організму», зв’язавши підвищення концентрації 

лактату з виникаючим кисневим боргом. 

В даний час лактат визначають в крові, для цього кров беруть з пальця 

або з мочки вуха. Для отримання повної інформації необхідний безперервний 

моніторинг лактату в організмі, що складно здійснити, тому що потрібен 

регулярний відбір крові, а це часто викликає додаткову напругу і може 
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впливати на результати тренувань. Безперервний моніторинг лактату 

необхідний як для спортсменів під час інтенсивних фізичних навантажень, так і 

для пацієнтів в процесі інтенсивної клінічної терапії. 

Необхідність безперервного визначення лактату в організмі людини і 

нинішня тенденція розвитку неінвазивних методів аналізу спонукали 

дослідників вивчити зміна концентрації лактату в інших рідинах тіла. 

Неінвазивні методи дослідження і лікування не порушують цілісності шкірних і 

слизових покривів, і, тим самим, виключають зараження і травматизм.  

У літературі наведено, що концентрація лактату в крові корелює зі 

змістом аналіту в тканинної рідини, але цей аналіз відноситься до 

малоінвазивних [73]. Існує безліч рідин, що виділяються людиною, такі як: 

слина, сеча, піт, конденсат повітря, що видихається (КВП), сльоза і інші, однак 

вирішальним фактором при хімічному аналізі екскреторних рідин з метою 

неінвазивного визначення лактату в організмі людини є кореляція його змістом 

з кров’ю. 

У літературі описані випадки визначення лактату в зразках слини [74, 75], 

але зустрічаються дані як про високу [75, 76], так і про низьку [77] кореляції 

змісту лактату в слині і в крові, а також наявність бактерій [78]. 

 Проведено дослідження з визначення вмісту лактату в конденсаті 

повітря, що видихається, спрямовані на заміну об’єкта дослідження з крові 

мочки вуха на КВП. Марек і співавтори стверджують про кореляцію вмісту 

лактату в крові зі швидкістю накопичення метаболіту в КВП (R2 = 0,7423), 

проте дане питання ще потребує уточнень [79, 80]. Також варто мати на увазі, 

що на вміст лактату в КВП і слині сильно впливає їжа, якою харчувався людина 

і відбір проби обов’язково проводити натщесерце. Концентрація лактату в сечі 

залежить від багатьох факторів, тому не може корелювати з вмістом його в 

крові. Зміст лактату в слізної рідини вивчалося і висувалися гіпотези про 

існуючу кореляції [81, 82]. 
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РОЗДІЛ 2 ЕЛЕКТРОХІМІЧНІ БІОСЕНСОРИ 

 

2.1 Принцип дії і класифікація біосенсорів 

Найбільш яскравими представниками аналітичних систем, що поєднують 

в собі високу чутливість і селективність визначення, є біосенсори [94]. При 

цьому електрохімічні пристрої традиційно мають найбільше поширення серед 

існуючих біосенсорів [95, 96]. Такі пристрої виробляють просту, недорогу і в 

той же час точну платформу для діагностики пацієнтів. Електрохімічні 

біосенсори містять в собі елемент біохімічного розпізнавання і трансд’юсер. 

Мета трансд’юсера полягає в перетворенні біохімічної інформації в корисний 

електричний сигнал. 

Перше припущення про можливість іммобілізації ферментів на 

електрохімічних датчиках було висунуто ще в 1962 році Ліланд Кларком- 

молодшим і співавторами [25]. Була винесена гіпотеза, що дані «ферментні 

електроди» надалі розширять діапазон аналітичних можливостей базового 

датчика. 

Основною перевагою біосенсорів щодо безлічі існуючих методів є висока 

специфічність біорозпізнавалього елемента, завдяки чому можна кількісно 

визначати індивідуально аналізовану речовину або групу речовин в суміші 

величезного числа подібних з’єднань. Це значно спрощує роботу з кров’ю, 

потом і іншими біологічними рідинами. 

Біосенсори класифікуються за типами біорецепторів і трансд’юсерів. 

Різні типи біологічних структур використовуються в биосенсорах у якості 

розпізнавальних елементів [97]: 

– цілі організми, тканини, клітки, органели, мембрани,  антитіла,  

рецептори, фермент, редокс білки, нуклеїнові кислоти, органічні молекули. 

Методи біорозпізнавання з основними типами рецепторів наведені на    

рис. 2.1. 
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субстрат 

антитіло фермент 

нуклеїнові 

кислоти клітки 

Рисунок 2.1 – Методи біорозпізнавання з різними типами біорецепторів 

 

2.2 Електрокаталізатори окислення і відновлення пероксиду водню 

2.2.1 Фізико-хімічні характеристики електрокаталізаторів окислення 

і відновлення пероксиду водню 

Для створення біосенсорів першого покоління одним з основних завдань 

є знаходження найбільш ефективного трансд’юсера пероксиду водню. 

Визначення пероксиду водню на платинових електродах вимагає 

використання високих потенціалів (0,60 – 0.70 В) і являє собою незворотний 

двохелектронний процес окислення Н2О2 [97]. При цьому константа швидкості 

окислення Н2О2 становить близько 10–6 см / с, а діапазон визначуваних 

концентрацій пероксиду водню – від 1 ∙ 10–7 до 1 ∙ 10–4 М [102]. Високе 

значення робочого потенціалу зумовлює посилення шкідливого впливу інших 

відновників на відгук ферментного електрода, таким чином, найважливішою 

вимогою є використання низько потенційного визначення при використанні 

біосенсорів для аналізу біологічних рідин. Саме тому набагато більшою 

популярністю при створенні ферментних електродів користується метод 

визначення пероксиду водню, заснований на його відновлення. 

Можливість вибіркового визначення пероксиду водню по реакції його 

відновлення в присутності кисню на електродах, модифікованих 

гексаціаноферат заліза (берлінської лазурі) при нульовому потенціалі і рН, 
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близьких до нейтральних, в широкому діапазоні концентрацій Н2О2, вперше 

була продемонстрована в 1994 році в лабораторії електрохімічних методів 

Хімічного факультету МГУ [27]. Реєстрація пероксиду водню по його 

відновленню дозволяє знизити потенціал і досягти максимальної селективності 

сенсора. 

В результаті оптимізації процедури осадження плівок БЛ на електродах 

був створений сенсор, селективний в широкому діапазоні потенціалів 

електрокаталізаторів відновлення H2O2 [103].  

 

Рисунок 2.2 – Вольтамперограмма електрода, модифікованого 

берлінською лазур’ю:  

 – фоновий струм відновлення кисню повітря,  

 – струм відновлення 0,1 мМ Н2О2,  

 – 10 мкМ Н2О2 [103] 

 

Таблиця 2.1 – Порівняння електрокаталітичні властивостей і аналітичних 

характеристик існуючих систем для визначення Н2О2 

 

Сенсор 

Платиновий 

мікроелектрод 

[105] 

Електрод 

на основі 

пероксидази [106] 

Електрод, 

модифікований 

берлінською лазур’ю 

[107] 

Електрокаталітичні властивості 

Селективність, 

j(H2O2)/j(O2) 

0.1 30-40 400-600 

Електрохімічний 

константа, см/с 

4∙10-6 1·10-3 1∙10-2 
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Продовження табл. 2.1 
Аналітичні характеристики 

Коефіцієнт чутливості, 

А∙М-1∙см-2 

 

2.8 

 

1.5 

 

1.0 ± 0.3 

Лінійний діапазон 

визначених 

концентрацій H2O2, М 

 

2.0·10-5-4.0·10-2 

 

1.0·10-8-1.0∙10-6 

 

1.0∙10-7-1.0∙10-2 

 

 У табл. 2.1 наведено порівняння основних існуючих електрокаталітичних 

систем для визначення пероксиду водню [104]. Як бачимо, електроди на основі 

БЛ перевершують платинові електроди на три порядки, як по електрохімічної 

константі, так і по селективності визначення пероксиду водню в присутності 

кисню. У той же час вартість каталізатора, синтезованого з неорганічних солей 

заліза, на три порядки нижче, ніж платинового. Діапазон визначуваних 

концентрацій пероксиду водню при використанні сенсора, модифікованого БЛ, 

досягає 5 порядків, що значно більше, ніж при використанні платинового або 

пероксидазного електрода. Крім того, електроди, модифіковані БЛ, на відміну 

від електродів на основі платини, не схильні до отруєння низькомолекулярними 

сполуками (такими як Меркаптани, сульфіди і ін.), А можливість використання 

низьких потенціалів при визначенні Н2О2 дозволяє уникнути шкідливого 

впливу відновлювачів, присутніх в багатьох біологічних системах (урат, 

аскорбат, парацетамол). Все це дозволяє значно розширити сферу застосування 

БЛ в якості трансд’юсера пероксиду водню в біосенсорах для аналізу реальних 

об’єктів. 

Таким чином, найбільш ефективним електрокаталізатором для 

визначення пероксиду водню при створенні біосенсорів зараз є берлінська 

лазур. Основними перевагами сенсорів на основі БЛ в порівнянні з аналогами є 

їх стабільність, широкий діапазон визначених концентрацій і висока 

селективність в присутності кисню, а також ряду відновлювачів, присутніх в 

біологічних рідинах. 
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2.2.2 Берлінська лазур 

Берлінська лазур або феррицианида (II) заліза (III) Fe4
III[FeII(CN)6]3 – одне 

з перших вивчених координаційних з’єднань, згадки про яке відносяться до 

початку 18 століття. Однак дослідження, опубліковані Нефф в 1978 році [110, 

111], започаткували новий напрям – використання БЛ в області електрохімії. 

Берлінська лазур може утворювати електроактивні плівки після 

електрохімічного осадження на поверхні електродів. В останні 20 років активно 

ведуться фундаментальні дослідження плівок БЛ і її аналогів з точки зору їх 

синтезу і структури. 

 Хімічний синтез БЛ може бути проведено шляхом змішування іонів 

заліза і гексаціаноферата з різним ступенем окислення атомів заліза, тобто, 

можливі обидва варіанти: Fe3+ + [FeII(CN)6]
4– або Fe2+ + [FeIII(CN)6]

3–. Осадження 

БЛ на електродах проводиться з водних розчинів, що містять суміш іонів заліза 

Fe3+ і ферраціаніда [FeIII(CN)6]
3–, або мимовільно, або при протіканні катодного 

струму. Перше електрохімічне осадження БЛ було здійснено японськими 

вченими в 1982 році з водних розчинів, що містять іони Fe3+ і [FeIII(CN)6]
3– в 

гальваностатичному режимі, при цьому спостерігали за зміною потенціалу 

робочого електрода з плином часу [112]. Отримані кристали проаналізовані 

методом циклічної вольтамперометрії. 

Хронопотенціометричні дослідження еквімолярних розчинів 

феррицианида і тривалентного заліза демонструють наявність двох плато: при 

0/70 В і при 0/40 В [113]. Ці плато відповідають відновленню відкритого раніше 

комплексу FeIII[FeIII(CN)6] [114] і іонів тривалентного заліза. Циклічна 

вольтамперограма (ЦВА) електрода, модифікованого БЛ, представлена на    

рис. 2.3. 

На ЦВА плівок БЛ в розчинах електролітів, представленої на рис. 2.3, 

можна виділити дві пари піків редокс-активності: положення першої пари 

відповідає формальному потенціалу 0,15 В і характеризує перехід берлінської 

блакиті в відновлену безбарвну форму, іменовану берлінський білий. 

Формальний потенціал другої пари піків дорівнює приблизно 0,80 В і 
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відповідає переходу берлінської блакиті в окислених форму, звану берлінський 

зелений. В інтервалі потенціалів 0,20 – 0,80 В неорганічний полікристал існує у 

вигляді яскраво пофарбованої берлінської блакиті. 

 

Рисунок 2.3 – Циклічна вольтамперограмма електрода, модифікованого 

берлінською лазур’ю, в розчині 0,1 М HCl / 0,1 M KCl [107] 

 

Існує залежність редокс-потенціалу від активності іонів калію, що 

підкоряється рівнянню Нернста: при зменшенні концентрації в розчині іонів 

калію на порядок, потенціал зсувається в негативну область приблизно на 0.06 

В. Крім іонів калію, в кристалічну решітку БЛ можуть проникати тільки іони 

амонію, цезію і рубідію [115], інші одно- та двовалентні катіони блокують 

електроактивність БЛ. 

Про якість електродів, модифікованих плівками БЛ, можна судити по 

гострій формі піків окислення і відновлення, які спостерігаються на циклічних 

вольтамперограммах. Для досягнення регулярної структури плівок БЛ 

необхідно враховувати два основні фактори: потенціал електроосадження і 

значення рН вихідного розчину солей заліза. Значення рН вихідного розчину, 

що дорівнює 1,0, є оптимальним для осадження плівок [116, 117]. 

Можливість виборчого визначення пероксиду водню по реакції його 

відновлення в присутності кисню на електродах, модифікованих БЛ, вперше 
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продемонстрована в роботах [108, 118]. Кількома роками пізніше в пресі 

з’явилися роботи по визначенню пероксиду водню, заснованому на окисленні 

пероксиду водню за допомогою БЛ при високому потенціалі [102, 119, 120]. 

 

2.2.3 Використання берлінської лазурі для створення біосенсорів 

першого покоління 

Берлінська лазур знаходить широке застосування при конструюванні 

біосенсорів на основі іммобілізованих оксидаз. Перша робота в даному 

напрямку опублікована в 1994 році [27]. Прикладами біосенсорів, що 

функціонують на основі БЛ є глюкозний біосенсор на основі модифікованого 

берлінською лазур’ю скловуглецевого  електрода з іммобілізованою в мембрані 

націон глюкозооксідазою [27, 108] і ферментний електрод на основі 

модифікованої БЛ платини, при приготуванні якого ГОД іммобілізували в шар 

полі-2-фенілендіамін [109]. Значення робочих потенціалів біосенсорів 

знаходилися в районі 0,00 В. А також пізніше цей принцип був успішно 

застосований для визначення лактату, з використанням електродів, 

модифікованих БЛ з іммобілізованим ферментом лактатоксідазой [50], схема дії 

біосенсора приведена на рис. 2.4. 

В основі дії біосенсора лежить реакція окислення специфічного субстрату 

(лактату) киснем повітря в активному центрі ферменту. При цьому кисень 

відновлюється до пероксиду водню, який детектується на електроді, 

модифікованому БЛ. 

У число біосенсорів на основі гексаціанофератів металів входять також 

сенсори для визначення глюкози [121–123], етанолу, D-аланіну, оксалату [124] і 

глутамату, причому БЛ використовується в більшій частині даних аналітичних 

пристроїв. 

Таким чином, берлінська лазур є найкращим відомим 

електрокаталізаторів відновлення пероксиду водню, можливість проведення 

експериментів при потенціалі 0.00 В дозволяє позбутися від шкідливого впливу 

відновлювачів, присутніх в біологічних рідинах. Стабільність, широкий 
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діапазон визначених концентрацій і висока селективність в присутності кисню 

дозволяють успішно застосовувати електроди, модифіковані берлінською 

лазур’ю, в якості основи при створенні біосенсорів для аналізу біологічних 

об’єктів. 

Рисунок 2.4 – Схема дії біосенсора на основі берлінської лазурі  

для визначення лактату 

 

2.3 Іммобілізація ферментів при конструюванні біосенсорів 

Функціонування електрохімічних біосенсорів здійснюється за допомогою 

сполучення біохімічної і електрохімічної реакції. У зв’язку з цим крім 

створення ефективного покриття трансд’юсера при конструюванні біосенсора 

важливу роль відіграє іммобілізація біологічно чутливого елемента на поверхні 

робочого електрода [125]. Іммобілізація – це процес створення гетерогенних 

каталізаторів шляхом зв’язування ферментів з носіями різної хімічної природи. 

Саме іммобілізація є найбільш трудомістким процесом при створенні 

біосенсорів, так як завдяки ефективній іммобілізації ферменту на поверхні 

електрода можна домогтися тривалої стабільної роботи датчика, а так само 

підвищення чутливості і розширення діапазону визначаються концентрацій. 

Серед методів іммобілізації ферментів найбільшого поширення набули 

фізичне утримування (адсорбція або захоплення в полімерному гелі) і 

ковалентне зв’язування з нерозчинної підкладкою. 

Адсорбція ферменту є найбільш простим способом створення 

біочутливого шару, який є найменш руйнівним для ферментів. При даному 

способі іммобілізації кулька ферменту утримується на поверхні електрода за 
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допомогою електростатичних, водневих або гідрофобних взаємодій [126, 127]. 

Головним недоліком методу адсорбції ферменту на поверхні електрода є 

вимивання ферменту в процесі реакції з обумовленою речовиною. Для 

запобігання даного явища часто застосовують метод «подвійний іммобілізації» 

[128]: на поверхню адсорбованого ферменту наносять шар мембрани, яка 

виступає також бар’єром для домішок, що впливають на відгук біосенсора. 

Однак нерідко при нанесенні додаткової мембрани поверх адсорбованого 

ферменту істотно знижується чутливість біосенсора. 

 Ковалентна іммобілізація ферменту на поверхні електрода дозволяє 

досягти більшої стабільності біочутливого шару [129]. Для цього 

використовуються функціональні групи на поверхні глобули ферменту 

(аміногрупи, карбоксильні, гідроксильні і імідазольні). При цьому в ході 

іммобілізації не будуть зачіпатися ті функціональні групи, які важливі для 

здійснення каталітичної активності ферменту. Тому іноді ковалентну 

модифікацію проводять в присутності субстрату ферменту. Найчастіше для 

ковалентної іммобілізації застосовують глутаровий альдегід. 

Найбільший інтерес, з точки зору збереження активності ферменту, 

представляє захоплення ферменту в мембрани з полімерного гелю. При 

формуванні гелю в полімерної суміші, що містить фермент, він захоплюється 

створюючи гелевий носій. При контролі ступеня зшивання гелю даний метод 

може використовуватися для будь-якого ферменту, оскільки в гелі білкові 

молекули утримуються тривимірною решіткою (як, наприклад, в желатині), що 

використовують при створенні ферментних електродів [97]. Даний спосіб 

іммобілізації має дві основні переваги: 

– існує можливість одночасно включати в гель і відповідні переносники 

електронів [130, 131];  

– матриці можуть виконувати роль іоноселектівних мембран, тобто брати 

участь у формуванні відгуку біосенсора, або запобігати шкідливому впливу 

деяких частинок [132]. 

 



21 

РОЗДІЛ 3 СХЕМНО–АПАРАТНІ РІШЕННЯ НЕІНВАЗИВНОГО  

МОНІТОРА СТАНУ ГІПОКСІЇ 

 

3.1 Принцип роботи скануючого електрохімічного мікроскопа 

Принципова схема скануючого електрохімічного мікроскопа розділяється 

на три основні частини. По-перше, це (бі) потенціостат, який контролює три 

(робочий електрод – WE, електрод порівняння – RE і допоміжний – CE) або 

чотири (два робочих електрода – WE1 і WE2, електрод порівняння – RE і 

допоміжний – CE) електроди і одночасно вимірює фарадеївський струм, що 

генерується підкладкою і / або зондом (рис. 3.1). По-друге, це точна система 

позиціонування, яка дозволяє переміщати зонд в горизонтальному (X, Y) і 

вертикальному (Z) напрямках з високим ступенем точності (до нм). І, нарешті, 

це комп’ютер, який дозволяє управляти системою позиціонування, зберігати 

дані, а потім їх обробляти. 

 

Рисунок 3.1 – Схема вимірювань скануючого електрохімічного мікроскопа  

[186] 
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З.2 Гнучкі планарні мікроелектроди в якості зондів для скануючої 

електрохімічної мікроскопії 

У скануючої електрохімічної мікроскопії сигнал, реєстрований зондом, 

залежить від реакційної здатності поверхні зразка і відстані d між поверхнею і 

електродом. Для отримання картини реакційної здатності зразка, величина d 

повинна бути незмінною протягом усього експерименту. Найбільш часто 

використовуваними зондами для СЕХМ є мікроелектроди з платинового дроту, 

діаметром 10 або 25 мкм, поміщені в скляний капіляр [186–191]. Однак при 

наявності у поверхні шорсткості і нерівностей виникають складнощі при роботі 

зі скляними електродами. Це відбувається тому, що відстань між електродом і 

поверхнею не завжди залишається незмінною, відповідно величина d не є 

постійною, а при зіткненні з поверхнею зразка мікроелектрод тріскається і 

ламається [192]. 

Запропоновано новий вид амперометричних зондів для СЕХМ, що 

представляють собою гнучкі планарні мікроелектроди з поліетилентерефталату 

(ПЕТФ) з вуглецевим мікроканалом [192]. Гнучкі мікроелектроди позбавлені 

вищеописаного недоліку, оскільки тонка плівка ПЕТФ згинається при зіткненні 

з поверхнею, що дозволяє проводити вимірювання в безпосередньому контакті 

з підкладкою. Товщина плівки ПЕТФ задає постійну робочу відстань між 

електродом і зразком, як показано на рис. 3.2. 

Праворуч на рис. 3.2 показано, як зонд торкається поверхні і згинається 

на деякий кут, що дозволяє проводити сканування СЕХМ в контактному 

режимі з підкладкою. Це є перевагою, оскільки при скануванні шорсткуватих 

поверхонь нахил зонда компенсує топографічні особливості, утворюючи 

однакові робочі відстані. Висновки щодо положення зонду в системі відносно 

підкладки та введення зонда в контакт з поверхнею, здійснюють на підставі 

кривої наближення (в англомовній літературі – approach curve). Крива 

наближення являє собою функцію залежності струму, що реєструється на 

мікроелектроді, від відстані до досліджуваної підкладки. Для математичного 

опису ситуації після торкання зразка зондом була введена вертикальна 
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координата hP, яка представляє різницю hP = hA – lT між верхньою точкою 

приєднання зонда hA і вертикальної координатою довжини випрямленої зонда lT 

(рис. 3.2). Таким чином, діюча робоча відстань d визначається як: 

 

 

 

де tL – товщина плівки ПЕТФ, що покриває вуглецевий канал, α - кут між 

площиною перерізу зонда і поверхнею зразка. Розташування зонда в 

контактному і неконтактному режимах показано на рис. 3.2. 

Крива наближення моделюється тільки при hp ≥ 0 тому, що еластична 

деформація і ковзання зонда при контакті з підкладкою не можуть бути 

пояснені поточною моделлю [192]. 

Сканування і отримання зображення СЕХМ в контактному режимі було 

представлено і раніше [192, 193]. Однак основною перевагою використання 

гнучких планарних зондів для СЕХМ є можливість проведення сканування з 

постійною величиною d по нерівній і нахиленій поверхні без будь-яких 

додаткових пристосувань [193]. 

Таким чином, скануюча електрохімічна мікроскопія є одним з 

найпотужніших сучасних методів дослідження локальних властивостей 

поверхні, який дозволяє реєструвати місцеву електрохімічну активність в 

ближній зоні. Шляхом адаптації скануючої електрохімічної мікроскопії 

ферментовмістної мембрани різних складів, можна сканувати для виявлення 

профілю концентрації пероксиду водню, що виділяється в ході ферментативної 

реакції, з метою спрощення і прискорення процесу оптимізації біосенсорів. 

З аналізу літературних даних можна зробити наступні висновки. Лактат є 

одним з найважливіших метаболітів, що розглядаються в клінічній діагностиці і 

в спортивній медицині. Дані по концентрації лактату в крові в процесі фізичних 

вправ дозволяють класифікувати режими інтенсивності бігових чи інших 

навантажень у спортсменів і, як наслідок, підвищити можливості реалізації 
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функціональних і тренувальних потенціалів. У професійних спортсменів вимір 

рівня лактату в крові становить невід’ємний елемент тренування, в зв’язку з 

чим, неінвазивні методи визначення аналіту викликають великий інтерес. 

Дослідження показали, що збільшення концентрації лактату в крові корелює зі 

збільшенням вмісту аналіту в поті [11, 77, 83]. 

 

 

Рисунок 3.2 – Схема, що демонструє робочу відстань на віддаленні і при 

контакті з досліджуваної підкладкою при проведенні експериментів на 

мікроскопі 

 

Зміст лактату в поті в стані спокою за кількома джерелами становить від 

4 до 25 мМ [11, 84–87], однак при важких фізичних навантаженнях ця 

концентрація досягає 40–80 мМ [11, 84, 86]. З безлічі методів визначення 

лактату не відомо жодного, які дозволяють проводити вимірювання аналіту в 

даному діапазоні визначення концентрацій, навіть так званий «Неінвазивний 

датчик для визначення лактату в людському поті в процесі реального часу» 

лімітується тільки 20 мМ, як найвищою визначеною концентрацією [92], чого 

не достатньо для моніторингу лактату в процесі фізичних навантажень. У даній 

роботі пропонується вирішити дану проблему шляхом створення 

високоефективних біосенсорів для визначення лактату, які б забезпечили кращі 

аналітичні характеристики, з можливістю розширення діапазону визначених 
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концентрацій в область високих значень, з метою створення неінвазивного 

монітора на лактат для аналізу нерозбавленого поту. 

Лідируюче місце серед методів визначення лактату займають 

ферментативні методи, засновані на каталітичній дії ферменту лактатоксідази, 

які мають найвищу специфічність, точність і відтворюваність результатів. При 

цьому, серед електрохімічних біосенсорів для аналізу реальних об’єктів, 

найбільшого поширення набули біосенсори першого покоління, при створенні 

яких вирішальними факторами є вибір трансд’юсера пероксиду водню та 

іммобілізація ферменту на поверхні електрода. 

Як відомо, найкращим відомим електрокаталізатором відновлення 

пероксиду водню визнана берлінська лазур, яка дозволяє проводити 

експерименти при потенціалі 0,00 В, і, завдяки чому, виключити шкідливий 

вплив відновлювачів, присутніх в біологічних рідинах. А використання 

поліпшеного способу іммобілізації ферментів, що включає солюбілізацію 

ферментів в водно-органічних сумішах з високим вмістом органічних 

розчинників, дозволяє створити ферментовмісні мембрани підвищеної 

стабільності і активності і регулювати аналітичні характеристики біосенсорів 

на їх основі. 

Скануюча електрохімічна мікроскопія є сучасним методом дослідження 

локальних властивостей поверхні і визнана найпотужнішим способом 

візуалізації в ближній зоні. У даній роботі запропоновано адаптувати скануючу 

електрохімічну мікроскопію до скринінгу ферментовмісних мембран з метою 

спрощення і прискорення процесу оптимізації біосенсорів. 

 

3.3 Модельна проточна тонкошарова комірка з вбудованим 

біосенсором для визначення лактату 

Неінвазивне визначення лактату вимагає створення монітора, фіксованого 

на поверхні шкіри, який здійснює всмоктування виділеного поту і безперервне 

визначення лактату в ньому. Для цього було необхідно створити комірку з 

вбудованим лактатним біосенсором на високі (міллімолярной) концентрації 
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лактату. Оскільки кількість поту, що виділяється, зазвичай є вкрай малою, то 

була поставлена задача розробити систему для аналізу малих обсягів проби, для 

чого на поверхні лактатного біосенсора був сконструйований капіляр. 

При первинному розгляді виникла комірка, яка моделює неінвазивний 

монітор, що проводить вимірювання в системі проточно-інжекційного аналізу. 

Для активації виділення поту у добровольців в стані спокою, використовувався 

електрофорез з пілокарпіном, при фізичному навантаженні піт виділявся 

мимовільно. Для збору поту з метою аналізу в модельній комірці, 

використовувався комерційно доступний збирач поту Macroduct, наведений на 

рис. 3.3. Збирач поту прикладали до поверхні шкіри (зазвичай на нозі або руці 

добровольця в області працюючих м’язів) і кріпили еластичним джгутом, після 

чого протягом 20–50 хв. здійснювалося всмоктування поту в капіляр, а потім 

рідину виймали за допомогою піпетки. 

Збирач поту з одного боку містить довгий капіляр, а з іншого невелике 

конусоподібне поглиблення, яке при зборі поту прилягає до поверхні шкіри і 

піт мимовільно всмоктується в капіляр. Конструкція системи збору поту 

Macroduct запатентована в США і в Англії. Збирач поту використовується для 

збирання поту у новонароджених при діагностиці вродженого захворювання 

муковісцидозу (кістозного фіброзу) по провідності. 

 

Рисунок 3.3 – Комерційно доступний збирач поту Macroduct 

 

 Прототипом монітора для аналізу поту був паралелепіпед з органічного 

скла з отвором для штуцера, який переходив в тонкий капіляр, як видно на      

рис. 3.4. Вбудований в модельну комірку біосенсор являв собою планарний 

електрод, модифікований БЛ з іммобілізованим ферментом ЛОД в змішану 
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мембрану (суміш для іммобілізації ферменту містила 3% силоксан і 5% ПФС), 

який має найбільш широкий діапазон визначених концентрацій лактату аж до 

0.5 М в системі ПІА і тривалу операційність. 

 

Рисунок 3.4 – Фотографія модельної тонкошарової комірки з вбудованим 

біосенсором для визначення лактату 

 

Біосенсор приклеювали до комірки таким чином, щоб не заклеєна 

поверхня містила частину допоміжного електрода, робочого і електроду 

порівняння, як показано на рис. 3.5, липку частину комірки, яка залишилася,  

герметично заклеювали пластиком, края обробляли герметиком і висушували. 

Після того, як герметик висихав, систему підключали з одного боку до 

перистальтичних насосів, а з іншого до потенціостата і проводили 

вимірювання, фотографія комірки в процесі роботи приведена на рис. 3.6. 

 

 

Рисунок 3.5 – Схема тонкошарової комірки [192] 
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Рисунок 3.6 – Фотографія модельної проточної тонкошарової комірки в процесі 

вимірювання [192] 

 

 Для побудови градуювальної залежності, через перистальтичний насос 

прокачували буферний розчин (рН 6,0) і чекали виходу на стаціонарний рівень. 

Далі, після встановлення фонового значення струму, розчин, що прокачувався, 

міняли на лактат 1∙10-4 М, виготовлений з використанням буферного розчину 

(рН 6,0), потім 5∙10-4 М і так далі до 0,1 М розчину. Відгук біосенсора наведено 

на рис. 3.7, видно маленькі значення фонових струмів, перша визначена 

концентрація чітко помітна. Відгук біосенсора з використанням модельних 

розчинів лактату повторювали трикратно, на підставі чого будували 

градуювальну залежність. Як видно на градуювальному графіку на рис. 3.8, 

спостерігаються необхідні співвідношення між досліджуваними 

концентраціями лактату. 

 

Час, с 

Рисунок 3.7 – Відгук біосенсора при визначенні лактату  

в модельній проточній комірці 

(суміш для іммобілізації ферменту містила 3% силоксан і 5% ПФС).  

Буферний розчин 0,1 M KCl, 0,05 M KH2PO4 (рН 6,0), потенціал 0,00 В 
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Рисунок 3.8 – Градуювальний графік для визначення лактату в модельній 

проточній комірці  

(суміш для іммобілізації містила 3% силоксан і 5% ПФС).  

Буферний розчин 0,1 M KCl, 0.05 M KH2PO4 (рН 6,0),  

потенціал 0,00 В, (n = 3, P = 0,95 

  

У модельній проточній комірці біосенсор продемонстрував аналітичні 

характеристики, які не поступаються стандартній амперометричній комірці. 

Діапазон визначуваних концентрацій лактату склав 1∙10–4 – 5∙10–2 М, коефіцієнт 

чутливості 0,8 ± 0,3 мA ∙ M–1 ∙ cм–2 (n = 3, P = 0,95). Прототип монітора для 

визначення лактату в поті досить простий у використанні, за допомогою нього 

були проведені вимірювання лактату в поті в стані спокою і при фізичному 

навантаженні у добровольців, результати представлені в табл. 3.1. 

 

Таблиця 3.1 – Концентрація лактату в відібраних зразках поту  

(n = 2, P = 0,95) 
Стан Зразок С(лактата), мМ 

У стані 

покою 
1 8 ± 2 

2 16 ± 2 

3 13 ± 3 

В процесі 

фізичного 

наванта-

ження 

4 52 ± 5 

5 18 ± 2 

6 38 ± 2 

 Отримані результати по концентрації лактату в поті в стані спокою і в 

процесі тренувань повністю узгоджуються з літературними даними [11, 84–87]. 
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Таким чином, шляхом інтеграції лактатного біосенсора і тонкошарової 

комірки, був розроблений прототип неінвазивного монітора. Продемонстровано 

широкий діапазон визначуваних концентрацій лактату, достатній для 

визначення лактату в поті не тільки в стані спокою, а й в процесі фізичних 

навантажень. Прототип апробований для визначення лактату в пробах поту, що 

дозволяє його використовувати в якості бази при створенні неінвазивного 

монітора стану гіпоксії. 

 

3.4 Створення неінвазивного монітора стану гіпоксії 

Для розробки неінвазивного монітора стану гіпоксії, який проводить 

вимірювання лактату в поті в процесі реального часу, до модельної проточної 

комірки з вбудованим лактатним біосенсором були внесені зміни. А саме, в 

конструкцію комірки, замість з’єднання з системою ПІА, було додано 

конусоподібне поглиблення, форма якого була взята з комерційно доступного 

збирача поту (рис. 3.3). Сторона комірки, яка містить конус, була призначена 

для безпосереднього контакту з поверхнею шкіри, всмоктування поту і 

подальшого проходження його по капіляру, як показано на рис. 3.9. 

Вбудований в неінвазивний монітор біосенсор, являє собою планарну 

трьохелектродну структуру з робочим електродом, модифікованим БЛ з 

іммобілізованим ферментом ЛОД в суміш, яка містить 3% силоксан і  5% ПФС. 

Рисунок 3.9 – Схема роботи неінвазивного монітора 
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 Перед вимірюванням поту електрод попередньо градуювали з 

використанням стандартних розчинів лактату. Для виходу на стаціонарний 

рівень, в область конусоподібного поглиблення на монітор наносили кілька 

крапель буферного розчину, які самостійно всмоктувалися і заповнювали 

капіляр, після чого фіксували фонові значення струмів. Потім наносили 

розчини лактату, виготовлений з використанням буферного розчину (рН 6,0), 

іноді було необхідно притуляти комірку до поверхні шкіри для кращого 

всмоктування. Також градуювання проводили другим способом, для цього 

після виходу на стаціонарний рівень, для введення стандартних розчинів 

лактату використовували шприц, дуже повільно і акуратно вводячи розчини в 

капіляр. 

На рис. 3.10 показаний відгук біосенсора в системі неінвазивного 

монітора при побудові градуювальної залежності, спостерігаються маленькі 

значення фонових струмів, перша визначена концентрація чітко помітна і не 

зливається з базовою лінією. Відгук біосенсора з використанням модельних 

розчинів лактату відтворювали трикратно і, на підставі отриманих даних, 

будували градуювальну залежність (рис. 3.11).  

 

Час, с 

Рисунок 3.10 – Відгук біосенсора при визначенні лактату в системі 

неінвазивного монітора при побудові градуювальної залежності  

(суміш для іммобілізації ферменту містила 3% силоксан і 5% ПФС). Буферний 

розчин 0,1 M KCl, 0,05 M KH2PO4 (рН 6,0), потенціал 0,00 В 
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Рисунок 3.11 – Градуювальний графік для визначення лактату в системі 

неінвазивного монітора  

(суміш для іммобілізації містила 3% силоксан і 5% ПФС).  

Буферний розчин 0,1 M KCl, 0,05 M KH2PO4 (рН 6,0),  

потенціал 0,00 В (n = 3, P = 0,95) 

 

 На градуювальному графіку бачимо, що діапазон визначуваних 

концентрацій біосенсора на лактат в системі неінвазивного монітора склав 0,1 –

80 мМ, що повністю покриває фізіологічне вміст лактату в поті в стані спокою і 

в процесі фізичних навантажень. Коефіцієнт чутливості біосенсора, який 

визначається як тангенс кута нахилу початкової частини градуювальної 

залежності – 1,6 ± 0,5 мA ∙ M-1 ∙ cм-2 (n = 4, P = 0,95). 

Після проведення градуювання, капіляр промивали надлишком води і 

сушили в холодильній камері при + 4 °С. 

Таким чином, можна стверджувати, що за цією технологією може бути 

створений неінвазивний монітор для визначення лактату. Діапазон 

визначуваних концентрацій лактату повністю покриває фізіологічний зміст 

аналіту в поті, як в стані спокою, так і в процесі інтенсивних фізичних 

навантажень, а значення чутливості вище, ніж при аналізі в batch-режимі і при 

використанні у проточній амперометричній комірці. 
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ВИСНОВКИ 

 

В науковій роботі розв’язана актуальна науково-практична 

задача – розроблення постійного, зручного пристрою моніторингу вмісту 

лактату в крові людини на основі інженерії лактатоксідази при іммобілізації для 

можливості визначення лактату в різних діапазонах змісту, зокрема при 

розробці неінвазивного монітора стану гіпоксії. Основні результати полягають 

у тому, що: 

1. Існує безліч методів визначення лактату, серед яких перевага 

віддається ферментативним методам, які мають найвищу специфічність, 

точність і відтворюваність результатів. Проте, залишається питання 

підвищення стабільності ферментних біосенсорів в зв’язку з лабільністю 

ферменту з метою тривалого використання і зберігання аналітичних пристроїв, 

що є невід’ємною складовою комерційного застосування біосенсорів. 

2. Неінвазивний моніторинг лактату представляє великий інтерес. Однак 

немає існуючих аналогів, що працюють в діапазоні концентрацій, який 

покриває фізіологічне вміст лактату в поті, саме тому важливим завданням є 

створення такого неінвазивного монітора стану гіпоксії. 

3. Серед електрохімічних біосенсорів для аналізу реальних об’єктів 

найбільшого поширення набули біосенсори першого покоління з детекцією 

пероксиду водню шляхом його окислення або відновлення. При створенні 

високоефективних біосенсорів вирішальними факторами є вибір трансд’юсера 

пероксиду водню та іммобілізація ферменту на поверхні електрода. 

4. Берлінська лазур є найкращим відомим електрокаталізатором 

відновлення пероксиду водню, можливість проведення експериментів при 

потенціалі 0,00 В дозволяє позбутися шкідливого впливу відновлювачів, 

присутніх в біологічних рідинах. 

5. Іммобілізація ферментів має важливе значення при конструюванні 

біосенсорів. Золь-гель метод є поширеним при створенні біосенсорів, 

використання гелю в якості матриці дає можливість змінювати характеристики 
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електродів. Поліпшений спосіб іммобілізації ферментів, що включає 

солюбилізацію ферментів у водно-органічних сумішах з високим вмістом 

органічних розчинників, дозволяє створити ферментовмістні мембрани 

підвищеної стабільності і активності і регулювати аналітичні характеристики 

біосенсорів на їх основі. 

6. Найкращим відомим електрокаталізатором відновлення пероксиду 

водню визнана берлінська лазур, яка дозволяє проводити експерименти при 

потенціалі 0,00 В, і, завдяки чому, виключити шкідливий вплив відновлювачів, 

присутніх в біологічних рідинах. А використання поліпшеного способу 

іммобілізації ферментів, який включає солюбілізацію ферментів у водно-

органічних сумішах з високим вмістом органічних розчинників, дозволяє 

створити ферментовмісні мембрани підвищеної стабільності і активності і 

регулювати аналітичні характеристики біосенсорів на їх основі. 

7. Скануюча електрохімічна мікроскопія є сучасним методом 

дослідження локальних властивостей поверхні і визнана найпотужнішим 

способом візуалізації в ближній зоні. У даній роботі запропоновано адаптувати 

скануючу електрохімічну мікроскопію до скринінгу ферментовмісних мембран 

з метою спрощення і прискорення процесу оптимізації біосенсорів. 

8. Доведено, що за запропонованою технологією може бути створено 

неінвазивний монітор для визначення лактату. Діапазон визначуваних 

концентрацій лактату повністю покриває фізіологічний зміст аналіту в поті, як 

в стані спокою, так і в процесі інтенсивних фізичних навантажень, а значення 

чутливості вище, ніж при аналізі в batch-режимі і при використанні у проточній 

амперометричній комірці. 

9. Доведено, що за запропонованою технологією може бути створено 

неінвазивний монітор стану гіпоксії, який здійснює безперервне визначення 

лактату в поті в стані спокою і при фізичному навантаженні. Показана висока 

кореляція результатів за змістом лактату в поті, отриманих з використанням 

монітора та за допомогою альтернативного методу.  
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