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Корисна модель належить до екології і може бути використана, зокрема для експрес-
аналізів водних проб (змивів зернових), для оцінки наявності та визначення концентрації 
афлатоксинів, а більш конкретно, до конструкції аналітичних систем для моніторингу токсичних 
речовин у водних розчинах, а саме, до кондуктометричного біосенсора на основі 
ацетилхолінестерази для аналізу афлатоксинів у водних розчинах. 5 

Афлатоксини - являють собою одну з найбільш небезпечних груп мікотоксинів, що мають 
сильні канцерогенні властивості. Афлатоксини виявляють в різних продуктах харчового 
призначення - в зерні злакових культур, в різних горіхах, спеціях, какао, кава, деяких овочах і 
фруктах, в насінні олійних рослин, в молоці, м'ясі, яйцях. 

Одним з найбільш небезпечних та поширених афлатоксинів, це афлатоксин В1 - продукт 10 

життєдіяльності цвілевих грибів Aspergillus flavus, який розмножується на зерні при високій 
вологості і теплих умовах. Цю речовину вважають найтоксичнішим природним 
гепатоканцерогеном з усіх сполук, які охарактеризовані на сьогодні. Вона спричиняє 
гепатоцелюлярну карціному людини - пухлину, що з'являється з великою частотою в деяких 
регіонах земної кулі. Потрапляючи до організму афлатоксини спричиняють афлатоксикози - 15 

специфічні захворювання, що розвиваються в результаті дії на організм людини і тварин 
токсичних метаболітів мікроскопічних патогенних грибів [1]. У печінці афлатоксин В1 та інші 
токсини цієї групи не зворотно зв'язуються з молекулами білків і ДНК та утворюють аддукти 
(наприклад, афлатоксин В1-лізин у молекулі альбуміну). Руйнування білків і азотистих основ 
ДНК у гепатоцитах зумовлює токсичність афлатоксинів щодо печінки. У гепатоцитах афлатоксин 20 

В1 перетворюється до більш токсичних і канцерогенних метаболітів за участю цитохром Р450-
монооксигенази [2, 3]. 

Серед афлатоксинів, як відомо афлатоксин В1 вважається одним із самих шкідливих та 
поширених. Навіть дуже низькі концентрації негативно впливають на здоров'я людини. Цю 
речовину вважають найтоксичнішим природним гепатоканцерогеном з усіх сполук, які 25 

охарактеризовані на сьогодні. 
У зв'язку з вищевикладеним, постійний ефективний контроль наявності цих токсинів 

(перевищення допустимих концентрацій) в кормі тварин і продуктах харчування людей є 
обов'язковим для запобігання отруєнь. Сучасні стандартні методи високоточного визначення 
токсичних речовин, а саме рідинна хроматографія, спектрофотометрія, колориметрія, 30 

різноманітні хімічні та фізичні методи потребують наявності кваліфікованого персоналу та 
складного і дорогого обладнання. Ще одним недоліком наведених методів аналізу є 
необхідність в складній попередній підготовці проб, що виливається у великі затрати часу та 
коштів. Тому сьогодні постає дуже актуальне питання створення більш зручного, точного, 
селективного, швидкого та дешевого методу визначення афлатоксинів. 35 

Розробка та створення кондуктометричних біосенсорів для визначення афлатоксинів може 
сьогодні найкраще вирішити проблеми, пов'язані з перерахованими вище недоліками, та 
задовольнити усім вищезгаданим вимогам. 

На даний момент існує кілька варіантів біосенсорів для визначення афлатокинів [4-10]. 
Робота низки цих біосенсорів основана на використанні імунного або імунно-ферментного 40 

методів аналізу. Біосенсори на основі цих методів характеризуються складністю та тривалістю 
процедури аналізу, дороговизною матеріалів при виготовленні самих біосенсорів [4-6]. 

Інші варіанти біосенсорів для визначення афлатоксинів, що існують на даний момент у світі, 
це амперметричні [7-10]. В основі біоселективних елементів даних біосенсорів використовують 
або афлатоксиноксидазу [7, 8] або, як і в запропонованій корисній моделі, ацетилхолінестеразу 45 

[9, 10]. 
Але, порівняно з кондуктометричними біосенсорами на основі тих самих ферментних 

систем, описані амперометричні біосенсори мають ряд недоліків, таких як потреба у наявності 
допоміжних речовин - медіаторів в складі біоселективного елементу або/та недостатня 
чутливість та селективність за рахунок чутливості амперометричних перетворювачів до 50 

інтерферуючих електроактивних речовин. Крім того, кондуктометричні методи аналізу на 
відміну від амперометричних є достатньо простими, зручними, точними та дозволяють вирішити 
ряд важливих науково-дослідних та виробничих задач [11]. 

Найбільш близьким до пропонованого за технічною суттю є амперометричний біосенсор для 
визначення концентрації афлатоксину у водних розчинах, який має один амперометричний 55 

електрод, на який нанесена робоча мембрана на основі ацетилхолінестерази, а сам біосенсор 
призначений для підключення до амперометричної установки [9]. 

Недоліками описаного пристрою є те, він є менш чутливим, селективним та значно 
складнішим під час його приготування. 
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В основу корисної моделі поставлена задача створення такого кондуктометричного 
біосенсора для визначення афлатоксинів у водних розчинах, який би був більш чутливим, 
селективним та простим при виготовлені. 

Поставлена задача вирішується пропонованим кондуктометричним біосенсором для 
визначення концентрації афлатоксинів у водних розчинах, який має дві пари кондуктометричних 5 

електродів, на одну з яких нанесена робоча ферментна мембрана, на другу нанесена 
референтна мембрана, а вказаний біосенсор призначений для підключення до 
кондуктометричної установки, згідно з корисною моделлю робоча мембрана має просту 
безмедіаторну архітектуру та складається з ацетилхолінестерази чутливої до афлатоксинів. 

Поставлена задача вирішується за рахунок застосування кондуктометричного методу 10 

вимірювання, ефекту інгібування іммобілізованого ферменту ацетилхолінестерази і створення 
умов для селективної оцінки вмісту афлатоксину у досліджуваному зразку. 

Необхідну селективність та чутливість було отримано завдяки використанню 
кондуктометричного біосенсора на основі простої безмедіаторної архітектури біомембрани з 
ацетилхолінестеразою, яка є чутливою до афлатоксинів. Щоб отримати селективний біосенсор, 15 

який можна використовувати для роботи з реальними зразками було застосовано 
кондуктометричний метод вимірювання. 

В основі роботи кондуктометричного біосенсора для визначення афлатоксинів лежить 
ефект інгібування ацетилхолінестерази з наступною ферментативною реакцією: 

Ацетилхолін    HCOOCHХолінOH 3
AXE

2
 20 

В процесі проходження ферментативної реакції ацетилхолінестераза розщеплює 
ацетилхолін, при цьому змінюється концентрація заряджених іонів в робочій мембрані, яку і 
можна реєструвати за допомогою кондуктометричного перетворювача [12]. 

Далі перевіряли реакцію біосенсора на досліджуваний розчин з можливим вмістом в ньому 
афлатоксинів. В ході цього впливу афлатоксини, що присутні в аналізованому зразку, інгібують 25 

роботу ферменту. Відповідно, по ходу ферментативної реакції, при наявності інгібіторів, 
генерується вже менше заряджених іонів, що призводить теж до зміни провідності розчину, але 
у меншій мірі ніж спочатку. В залежності від цієї різниці і визначали наявність афлатоксинів в 
досліджувальному зразку. 

Ферментативну систему вибирали експериментально за умов отримання покращених 30 

аналітичних характеристик біосенсору таких як чутливість, селективність, простота конструкції, 
а також мінімальної собівартості. 

Суть пропонованої корисної моделі пояснюється графічними матеріалами, де на фіг. 1 
схематично показано кондуктометричний біосенсор для визначення концентрації афлатоксинів 
у водних розчинах; 35 

на фіг. 2 показана блок-схема кондуктометричної установки [13]; 
на фіг. 3 продемонстровано принцип роботи кондуктометричного біосенсора на основі 

ацетилхолінестерази для визначення афлатоксинів на реальному прикладі проведення 
експерименту; 

на фіг. 4 наведено калібрувальний графік залежності залишкової активності біосенсора від 40 

концентрації афлатоксину В1. 
Кондуктометричний біосенсор для визначення концентрації афлатоксинів у водних розчинах 

складається з двох пар електродів 1 та 2 (фіг. 1). На одну пару електродів 1 нанесена робоча 
мембрана 3. На другу пару електродів 2 нанесена референтна мембрана 4. Згаданий біосенсор 
підключений до кондуктометричної установки (фіг. 2). Робоча мембрана 3 містить фермент 45 

ацетилхолінестеразу, селективну до впливу афлатоксинів. Кондуктометрична установка містить 
блок 5 для реєстрації сигналів біосенсора /РБ/, низькочастотний генератор сигналів 6 /ГС/ (типу 
Г3-118 /Україна/), входи якого підключені до відповідних електродів кондуктометричного 
біосенсора. Виходи генератора сигналів 6 /ГС/ підключені до входу фазочутливого 
нановольтметра 7 /НВ/. Виходи нановольтметра 7 /НВ/ підключені до реєстраційного блока 5 50 

/РБ/, призначеного для реєстрації сигналів з біосенсора. Окрім того, установка оснащена 
опорами навантаження 9 /ОН/, призначеними для відображення сигналів з відповідних пар 
електродів. При цьому входи нановольтметра 7 /НВ/ через диференційний підсилювач 8 /ДП/ 
підключені до відповідних пар електродів біосенсора, які розташовані у вимірювальній комірці 
10 /ВК/. 55 

Пропонований кондуктометричний біосенсор для визначення концентрації афлатоксинів у 
водних розчинах працює наступним чином: 

На робочу поверхню однієї пари електродів 1 кондуктометричного біосенсора наносили 
вихідну суміш для створення робочої мембрани 3 (об'єм 50 нл), яку вносили в пари глутарового 
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альдегіду (ГА) на 15-25 хвилин, Цю робочу мембрану готували із 25 мМ фосфатного буфера, рН 
6,2, і наступних інгредієнтів у такому їх співвідношенні (у мас. %): 

ацетилхолінестерази (АцХЕ) 0,25-1,25 
сироватковий альбумін бика 
(БСА) 3-6  
гліцерин 8-18. 
На другу пару електродів 2 наносили вихідну суміш для створення референтної мембрани 4 

(50 нл), яку вносили в ГА на 15-25 хвилин, цю мембрану формували з 25 мМ фосфатного 
буфера, рН 6,2, і наступних інгредієнтів у такому їх співвідношенні (у мас. %): 5 

БСА 3,25-6,25  
гліцерин 8-18  
З генератора 6 /ГС/ на електроди біосенсора 1 та 2, що утворюють диференційну пару і 

знаходяться в комірці 10 /К/ з розчином, що досліджується, подавали змінну напругу з частотою 
100 кГц та амплітудою 10 мВ. При цьому із згаданих електродів 1 та 2 отримували сигнали, які 
знімалися з опорів навантаження 9 /ОН/ (RH=1 кОм) та надходили через диференційний 
підсилювач /типу Unipan-233-6 (Польща)/ 8 /ДП/ до селективного нановольтметра /типу Unipan-10 

233 (Польща)/ 7 /НВ/. Після нановольтметра 7/НВ/ сигнал подавали до реєстраційного блока 5 
/РБ/ для реєстрації сигналу біосенсора кондуктометричної вимірювальної установки, в якій 
відбувалося перерахування даних та отримання сигналу, який відповідає концентрації 
афлатоксинів у досліджуваному водному розчині. 

Пропоновану систему використовували так. 15 

Попередньо виготовляли біоселективні мембрани. 
Створення біосенсора: виготовляли робочу мембрану 3. Для цього готували розчин з 

вмістом 1 % Ацетилхолінестерази (АцХЕ), 5 % БСА та 10 % гліцерину у 25мМ фосфатному 
буфері, рН 6,2. Референтну мембрану 4 виготовляли таким же чином, але замість наважки 
фермента брали лише 6 % БСА. Гліцерин у складі мембран 3, 4 використовувався для 20 

стабілізації ферменту при іммобілізації та запобігання передчасного підсихання розчину, 
нанесеного на поверхню перетворювача. В свою чергу, БСА в складі робочої мембрани 3 
відігравав роль стабілізуючого агенту для ферменту. 

Для створення мембран біосенсора, відповідно, 3 та 4, краплю суміші АцХЕ-БСА (50 нл) 
наносили на одну частину чутливої поверхні перетворювача 1, а на іншу 2 - розчин БСА без 25 

ферменту (це був датчик порівняння). Для іммобілізації мембран датчики розміщували в 
атмосфері насичених парів глутарового альдегіду (ГА) на 15-25 хв. і потім підсушували на 
повітрі й відмивали від надлишку ГА та незв'язаного ферменту в буферному розчині протягом 
10-20 хв. 

Протокол аналізу афлатоксинів на прикладі афлатоксину В1 в модельних розчинах. 30 

Спочатку отримували залежності величин відгуків кондуктометричного біосенсора на 
ацетилхолінхлорид до і після інгібування біосенсора різними концентраціями афлатоксину В1 - 
одержували калібрувальний графік (Фіг.4). Мінімальна границя визначення афлатоксину В1 
була 0,05 мкг/мл, що в 20 разів краще ніж, у найбільш близького до пропонованого за технічною 
суттю амперометричного біосенсора - 1 мкг/мл [9]. Для перевірки роботи пропонованого 35 

кондуктометричного біосенсора з реальними зразками, готували розчин з умовно невідомою 
концентрацією афлатоксину В1. За допомогою біосенсора отримували сигнал (X) на внесення 
до комірки 1 мМ ацетилхолін хлориду (див. Фіг. 3.). Величину цього сигналу приймали за 100 %. 
Потім до вимірювальної комірки додавали розчин з умовно невідомою концентрацією 
афлатоксину В1. Починав зменшуватись відгук біосенсора на субстрат. В залежності від 40 

концентрації афлатоксину В1 в аналізованій пробі, зменшується величина відгуку на субстрат 
(Y). В залежності від величини сигналу по формулі Z=Y*100/X (Х, Y-величини сигналів 
біосенсора до і після, інгібування афлатоксином В1) отримували залишкову активність (Z). 
Оскільки залишкова активність відома, по калібрувальному графіку отримували концентрацію 
афлатоксину, яка на сто відсотків співпадала з умовно невідомою концентрацію афлатоксину у 45 

розчині. 
З прикладу роботи біосенсора та за допомогою калібрувального графіка (Фіг. 4) видно, що 

пропонований кондуктометричний біосенсор на основі ацетилхолін естерази є функціонально 
придатним і дозволяє отримувати результати з більш високим ступенем достовірності, 
порівняно із прототипом, проводити аналіз афлатоксинів в реальних розчинах. 50 
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ФОРМУЛА КОРИСНОЇ МОДЕЛІ 
 

Кондуктометричний біосенсор для визначення концентрації афлатоксинів у водних розчинах, 
що містить дві пари кондуктометричних електродів, на одну з яких нанесена робоча ферментна 
мембрана, на другу нанесена референтна мембрана, а вказаний біосенсор виконаний з 40 

можливістю підключення до кондуктометричної установки, який відрізняється тим, що робоча 
мембрана містить ацетилхолінестеразу чутливу до афлатоксинів. 
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