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(57) Ферментний біосенсор для визначення конце-
нтрації аніонних поверхнево-активних речовин у 

водних розчинах, який складається з потенціомет-
ричного датчика на основі двох рН-чутливих 
польових транзисторів, на один з яких нанесена 
робоча ферментна мембрана на основі ацетилхо-
лінестерази, що є чутливою до аніонних поверхне-
во-активних речовин, на другий нанесена рефере-
нтна мембрана, вказаний біосенсор розташований 
у вимірювальній кюветі для досліджуваного розчи-
ну, де встановлений і електрод порівняння, виходи 
датчиків призначені для підключення до відповід-
них входів приладу для вимірювання сигналів по-
тенціометричних датчиків на основі іон-
селективних польових транзисторів, а виходи зга-
даного приладу призначені для підключення до 
відповідних входів комп'ютера. 

 
 

 
Пропонована корисна модель відноситься до 

галузі екології і може бути використана, зокрема, 
для експрес-аналізів стічних вод, у тому числі, 
поблизу забруднених ділянок для оцінки наявності 
та визначення концентрації на них аніонних пове-
рхнево активних речовин, а більш конкретно, до 
конструктивного елемента аналітичної системи, 
призначеної для моніторингу токсичних речовин у 
водних розчинах, а саме, до ферментного біосен-
сора на основі рН-чутливих польових транзисторів 
(рН-ПТ), призначеного для експрес-аналізу дослі-
джуваних водних розчинів щодо присутності в них 
аніонних поверхнево-активних речовин. 

Поверхнево-активні речовини (ПАР) - це хіміч-
ні речовини, які знижують поверхневий натяг ріди-
ни, полегшуючи розтікання і знижуючи міжфазний 
натяг на межі двох рідин. Це речовини, молекули 
або іони яких концентруються під дією молекуляр-
них сил (адсорбуються) біля поверхні розділу фаз і 
знижують поверхневу енергію. Завдяки своїм вла-
стивостям, ПАР широко застосовуються в промис-
ловості та побуті. Зараз в світі щороку виробля-
ється декілька мільйонів тон ПАР, 70% з яких є 
саме аніонними. Вони входять до складу різнома-
нітних миючих засобів: пральних порошків, рідин 

для миття посуду, шампунів тощо. Вони дешеві, їх 
можна отримувати в будь-яких кількостях. Моле-
кули ПАР добре очищають забруднені тканини. 
Проте ці хімічні сполуки дуже агресивні. ПАР про-
никають в мікросудини шкіри, всмоктуються в кров 
і розповсюджуються по організму. Потрапляючи в 
організм людини, ПАР викликають порушення дія-
льності мозку, нирок, легенів, печінки, алергічні 
реакції. Вони також здатні накопичуватися в орга-
нах. Потенційно небезпечні концентрації ПАР збе-
рігаються на тканинах до 4 діб, а при зіткненні з 
шкірою, відносно легко переносяться на її поверх-
ню і швидко всмоктуються всередину. 

Майже всі ПАР негативно впливають на до-
вкілля, зменшуючи поверхневий натяг у природних 
водоймах і накопичуючись в живих організмах та 
довкіллі. Наприклад, концентруючись на поверхні 
водойм вони знижують поверхневий натяг, що 
призводить до зниження концентрації вуглекисло-
го газу. Окрім того, вони можуть адсорбуватися на 
поверхні частинок землі/піску, за рахунок чого 
швидкість їх і так не дуже швидкого розпаду зни-
жується в декілька раз. Крім того, лише окремі 
види ПАР, зокрема алкілполіглюкозиди, продукта-
ми розкладу яких є вуглеводи, відносно легко руй-
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нуються в природі. Деякі штами бактерій мають 
ферментні системи, здатні розкладати ПАР [1], 
але частина ПАР не руйнується і згодом у небез-
печних кількостях накопичується в довкіллі та у 
живих організмах. Небезпеку також становить зда-
тність ПАР розчиняти токсиканти, що призводить 
до концентрації токсикантів у воді [2]. 

У зв'язку з вищевикладеним, постійний ефек-
тивний контроль наявності цих токсинів (переви-
щення допустимих концентрацій) в навколишньо-
му середовищі та продуктах споживання є 
необхідним для охорони природи та покращення 
якості життя. 

Відомі стандартні методи для визначення ані-
онних поверхнево активних речовин базуються на 
формуванні комплексу між ПАР та метиленом си-
нім, послідуючою екстракцією в хлороформі та 
спектрофотометричним вимірюванням [3]. Також 
подібним чином застосовуються етил фіолетовий 
[4], малахіт зелений [5], метил помаранчевий [6] та 
похідні пиридіну [7-9]. Всі ці методи потребують 
багато часу, велику низку процедур екстракції за 
допомогою розчинників [3-6, 8, 10], а їхні результа-
ти сильно залежать від присутності інтерферуючих 
речовин, таких як органічні сульфати, сульфонали, 
карбоксилати, фенолати, нітрати, іони хлору тощо 
[3, 7, 8]. З іншого боку, застосування цих методів 
потребує використання складних систем проточно-
го аналізу [5, 6, 8], фазового конвертера, сегмен-
тора, сепаратора та спеціального обладнання для 
здійснення двофазного процесу екстракції [4, 5]. 
Крім того, існує обмеження застосування цих ме-
тодів для кольорових та мутних розчинів. Не менш 
важливим фактором також є використання при 
аналізі токсичних розчинників. 

Таким чином, всі сучасні стандартні методи 
високоточного визначення токсичних речовин, а 
саме рідинна хроматографія, спектрофотометрія, 
колориметрія, різноманітні хімічні та фізичні мето-
ди потребують наявності кваліфікованого персо-
налу та складного і дорогого обладнання. Ще од-
ним недоліком наведених методів аналізу є 
необхідність в складній попередній підготовці 
проб, що виливається у великі затрати часу та 
коштів. Тому постає актуальне питання створення 
більш зручного, точного, селективного, швидкого 
та дешевого методу визначення аніонних ПАР в 
реальних зразках довкілля. 

Розробка та створення ферментних біосенсо-
рів для визначення ПАР може сьогодні найкраще 
вирішити проблеми, пов'язані з перерахованими 
вище недоліками, та задовольнити усім вищезга-
даним вимогам. 

На даний момент існує кілька варіантів біосен-
сорів для визначення поверхнево-активних речо-
вин [1, 11-13]. В одному з цих біосенсорів в якості 
біоселективного матеріалу використовували іммо-
білізовані на поверхню амперометричного перет-
ворювача клітини Trichosporon cutaneum [12]. В 
інших варіантах біосенсорів в складі чутливого 
елементу були присутні вже клітини інших видів - 
Pseudomonas rathonis [13] та Cornamonas 
testosteroni [2]. Але всі вже відомі біосенсори для 
визначення ПАР, розроблені на основі мікроорга-
нізмів. Відповідно, порівняно з біосенсорами на 

основі ферментів, вони мають ряд недоліків, таких 
як недостатня чутливість та селективність. Крім 
того, біосенсори на основі бактерій складно стан-
дартизувати. 

Відомий кондуктометричний ферментний біо-
сенсор для визначення концентрації катіонних 
поверхнево-активних речовин у водних розчинах, 
який має дві пари кондуктометричних електродів, 
на одну з яких нанесено фермент ацетилхолінес-
тераза [14]. В описаному пристрої застосовують 
кондуктометричний метод вимірювання, який час-
то є більш чутливим за інші методи, але менш се-
лективним за рахунок того, що до зміни фонової 
провідності водних розчинів може призводити ве-
лика кількість неспецифічних сторонніх факторів 
(зміна температури, щільності, концентрації солей 
та інших речовин в розчині). Це призводить до 
відносного зменшення корисного сигналу. Потен-
ціометричний метод реєстрації менш чутливий до 
фонової провідності розчинів, відповідно, більш 
селективний до специфічних змін. 

Авторами під час проведення патентно-
інформаційних досліджень і підготовки цієї заявки 
не виявлені конструкції ферментних біосенсорів на 
основі рН-чутливих польових транзисторів для 
визначення концентрації аніонних поверхнево ак-
тивних речовин у водних розчинах. 

В основу пропонованої корисної моделі поста-
влено задачу створення ферментного біосенсору 
на основі рН-чутливих польових транзисторів для 
більш селективної оцінки вмісту аніонних поверх-
нево-активних речовин у досліджуваному зразку. 

Поставлена задача вирішується пропонова-
ним ферментним біосенсором для визначення 
концентрації аніонних поверхнево-активних речо-
вин у водних розчинах, який складається з потен-
ціометричного датчика на основі двох рН-чутливих 
польових транзисторів, на один з яких нанесена 
робоча ферментна мембрана на основі ацетилхо-
лінестерази, що є чутливою до аніонних поверхне-
во-активних речовин, на другий нанесена рефере-
нтна мембрана, вказаний біосенсор розташований 
у вимірювальній кюветі для досліджуваного розчи-
ну, де встановлений і електрод порівняння, виходи 
датчиків призначені для підключення до відповід-
них входів приладу для вимірювання сигналів по-
тенціометричних датчиків на основі іон-
селективних польових транзисторів, а виходи зга-
даного приладу призначені для підключення до 
відповідних входів комп'ютера. 

Суть пропонованої корисної моделі поясню-
ється графічними матеріалами, де на Фіг.1 схема-
тично представлено пропонований ферментний 
біосенсор на основі рН-ПТ для визначення конце-
нтрації аніонних поверхнево активних речовин у 
водних розчинах; 

на Фіг.2 показана блок-схема портативного 
приладу для роботи з потенціометричними датчи-
ками на основі іон-селективних польових транзис-
торів; 

на Фіг.3 продемонстровано принцип роботи 
ферментного біосенсора на основі рН-ПТ для ви-
значення концентрації аніонних поверхнево-
активних речовин на реальному прикладі прове-
дення експерименту; 
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на Фіг.4 наведено калібрувальний графік за-
лежності швидкості зменшення відгуку біосенсора 
від концентрації додецилсульфат натрію 
(C12H25О4NaS - аніонна поверхнево-активна речо-
вина). 

Потенціометричний ферментний біосенсор 
для визначення концентрації аніонних поверхнево-
активних речовин у водних розчинах складається з 
двох рН-чутливих р-канальних польових транзис-
торів 1 та 2 в якості перетворювачів (Фіг.1). На 
поверхню (затвор) транзистору 1 нанесена робоча 
мембрана 3, яка містить у собі фермент ацетилхо-
лінестеразу, селективний до аніонних поверхнево-
активних речовин, на поверхню (затвор) транзис-
тору 2 нанесена референтна мембрана 4. Також 
він складається з зовнішніх контактів до виходів 
датчиків - 5, вимірювальної комірки з досліджува-
ним розчином - 6, блоку реєстрації вимірювально-
го приладу - 7, блоку керування та інтерфейсу - 8, 
інформаційних входів блоку реєстрації - 9, загаль-
ної шини пристрою - 10, електроду порівняння -11, 
виходів блоку керування та інтерфейсу - 12, ком-
п'ютеру - 13. 

Поверхні обох вказаних транзисторів безпосе-
редньо контактують з досліджуваною рідиною, що 
міститься у вимірювальній комірці 6 (Фіг.2). Датчи-
ки 1 та 2 підключаються за допомогою зовнішніх 
контактів 5 до інформаційних входів 9 блоку ре-
єстрації 7 вимірювального приладу для роботи з 
потенціометричними датчиками. Виходи блоку 
реєстрації підключені до входів блоку керування та 
інтерфейсу 8, виходи якого 12 підключається че-
рез послідовний порт до комп'ютера 13. Електрод 
порівняння 11 є підключений до вимірювальної 
комірки 6 по рідинному з'єднанню та до загальної 
шини пристрою 10 по електричному з'єднанню. 

Застосування потенціометричного методу ви-
мірювання з використанням пари диференційних 
рН-чутливих польових транзисторів та створення 
оптимальних умов для визначення аніонних ПАР 
за рахунок використання ферменту ацетилхоліне-
стерази в складі біосенсора дозволить проводити 
більш селективну оцінку вмісту аніонних поверх-
нево-активних речовин у досліджуваному зразку. 

Серед поверхнево-активних речовин 70% за-
ймають саме аніонні поверхнево-активні речовини, 
які є токсичними. Тому було поставлено задачу 
створити ферментний біосенсор на основі рН-ПТ 
для визначення аніонних поверхнево-активних 
речовин з більш високою порівняно з прототипом 
селективністю та незалежністю від впливу на ре-
зультати аналізу факторів середовища. Необхідну 
селективність роботи пристрою автори отримали 
завдяки використанню у складі чутливої мембрани 
ферменту ацетилхолінестераза, яка є чутлива до 
аніонних поверхнево-активних речовин. Застосу-
вання потенціометричного методу дозволяє отри-
мати селективний біосенсор, який можна викорис-
товувати для роботи з реальними зразками, і 
результати вимірювань не залежать від зміни про-
відності розчинів. 

В основі роботи ферментного біосенсора на 
основі рН-ПТ для визначення аніонних поверхнево 
активних речовин лежить ефект інгібування фер-
мента ацетилхолінестерази аніонними поверхне-

во-активними речовинами. Реакція розщеплення 
субстрату під каталітичною дією ферменту має 
наступний вигляд: 

АХЕ 
Ацетилхолін+Н2О→Холін+СН3СОО

-
+Н

+
 

В процесі ферментативної реакції ацетилхолі-
нестераза розщеплює ацетилхолін при цьому збі-
льшується концентрація протонів в робочій мем-
брані, відповідно, відбувається зміна рН, яку і 
можна реєструвати за допомогою рН-ПТ [15]. 

Далі перевіряли реакцію ферментного біосен-
сора на досліджуваний розчин з можливим вміс-
том в ньому аніонних поверхнево-активних речо-
вин. В ході цього впливу поверхнево активні 
речовини інгібують роботу фермента. Відповідно, 
в процесі ферментативної реакції при наявності 
інгібіторів генерувалося менше протонів, що також 
призводить до зміни рН в мембрані, але у меншій 
мірі ніж без інгібіторів. В залежності від цієї різниці 
і визначали наявність аніонних поверхнево-
активних речовин в досліджуваному зразку. 

Ферментативна система вибиралась авторами 
експериментально за умов отримання покращених 
аналітичних характеристик біосенсора таких як 
селективність, операційна стабільність, та відтво-
рюваність сигналу, а також мінімальної собіварто-
сті. 

Пропонований ферментний біосенсор на ос-
нові рН-чутливих польових транзисторів та інгібі-
торного аналізу для визначення концентрації ані-
онних поверхнево-активних речовин у водних 
розчинах працює наступним чином. 

На робочу поверхню рН-ПТ 1 потенціометрич-
ного біосенсора наносили вихідну суміш для ство-
рення робочої мембрани 3 (об'єм 50нл), яку вно-
сили в насичені пари глутарового альдегіду (ГА) 
на 20-30 хвилин. Цю робочу мембрану готували із 
20мМ фосфатного буфера, рН 6.5, і наступних 
інгредієнтів у такому їх співвідношенні (у мас. %): 

ацетилхолінестерази (АцХЕ), 5 
сироватковий альбумін бика (БСА), 5 
гліцерин 10 
На інший рН-ПТ 2 наносили вихідну суміш для 

створення референтної мембрани 4 (50нл), яку 
вносили в ГА на 20-30 хвилин, цю мембрану фор-
мували з 20мМ фосфатного буфера, рН 6,5, і на-
ступних інгредієнтів у такому їх співвідношенні (у 
мас %):  

БСА 10 
гліцерин 10 
Вимірювання проводили за допомогою порта-

тивного вимірювального приладу, розробленого та 
виготовленого в Інституті фізики напівпровідників 
ім. В. Є. Лашкарьова НАН України [16], що працює 
по схемі прямого вимірювання струму в каналі 
польового транзистора з активним навантажен-
ням. Чутливість приладу становила близько 
25мкА/рН. До входу приладу підключається двох-
елементний потенціометричний ферментний біо-
сенсор, а також електрод порівняння. Вихід при-
ладу підключається до комп'ютера через 
послідовний СОМ або USB порт. 

Пропоновану систему використовували таким 
чином. 
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Попередньо виготовляли біоселективні мем-
брани. 

Створення ферментного біосенсору: виготов-
ляли робочу мембрану 3. Для цього готували роз-
чин з вмістом 5% Ацетилхолінестерази (АцХЕ), 5% 
БСА та 10% гліцерину у 20мМ фосфатному буфе-
рі, рН 6,5. Референтну мембрану 4 виготовляли 
таким же чином, але замість наважки ферменту 
брали лише 10% БСА. Гліцерин у складі мембран 
3, 4 використовувався для стабілізації ферменту 
при іммобілізації та запобігання передчасного під-
сихання розчину, нанесеного на поверхню перет-
ворювача до його внесення в ексикатор для кова-
лентної зшивки. В свою чергу, БСА в складі 
робочої мембрани 3 відігравав роль стабілізуючо-
го агенту для ферменту. 

Для створення мембран біосенсору, відповід-
но, 3 та 4, краплю суміші АцХЕ-БСА (50нл) нано-
сили на затворну область поверхні перетворювача 
1, а на іншу 2 - розчин БСА без ферменту (це був 
датчик порівняння). Для іммобілізації мембран 
датчики розміщували в атмосфері насичених парів 
глутарового альдегіду (ГА) на 20-30хв. і потім під-
сушували на повітрі й відмивали від надлишку ГА 
у буферному розчині протягом 10-20хв. 

Протокол аналізу аніонних поверхнево-
активних речовин представлено на прикладі доде-
цилсульфат натрію (ДСН) в модельних розчинах 
(Фіг.3). Спочатку в комірку додавали 4мМ ацетил 
холін хлориду, а після отримання сигналу, дода-
вали ДСН і отримували зменшення сигналу. Шви-
дкість цього зменшення була пропорційна концен-
трації поверхнево-активних речовин. Після цього 
отримували залежність швидкості зменшення ве-
личин відгуків біосенсора на ацетилхолінхлорид 
після додавання в розчин різних концентрацій до-
децилсульфат натрію - одержували калібруваль-
ний графік (Фіг.4). Для перевірки роботи пропоно-
ваного ферментного біосенсора на основі рН-ПТ з 
реальними зразками, готували розчин з умовно 
невідомою концентрацією ДСН. За допомогою 
біосенсору отримували сигнал на внесення до 
вимірювальної комірки 4мМ ацитилхолінхлориду. 
Потім до вимірювальної комірки додавали розчин 
з умовно невідомою концентрацією ДСН. Починав 
зменшуватись відгук біосенсору на субстрат з від-
повідною швидкістю. В залежності від цієї швидко-
сті, по калібрувальному графіку отримували кон-
центрацію ДСН, яка співпадала з умовно 
невідомою концентрацією додецилсульфат натрію 
у розчині. 

Таким чином, отримана калібрувальна крива 
демонструє, що пропонований ферментний біосе-
нсор на основі рН-чутливих польових транзисторів 
є функціонально придатним і дозволяє проводити 
експрес-аналізи рідин з можливістю визначення 
концентрації аніонних поверхнево-активних речо-
вин в реальних водних розчинах. 
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