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АНОТАЦІЯ 

Ходикіна М.О. Формування гетероструктур в системі неорганічний носій - 

нативний ферментний препарат класу оксидоредуктаз. - Кваліфікаційна нау-

кова праця на правах рукопису. 

 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата хімічних наук за 

спеціальністю 02.00.04 – фізична хімія. – Інститут загальної та неорганічної 

хімії ім. В.І. Вернадського НАН України, Київ, 2017. 

 

На даний час більшість досліджень присвячено створенню нанокомпо-

зитних систем і гетероструктур для перетворення енергії і біокаталізаторів, 

складовими компонентами яких є електропровідні вуглецеві матеріали (гра-

фен, нанотрубки). Використання неорганічних матеріалів, переважно силі-

катів - досліджується в значно меншому обсязі. Гетероструктури з викорис-

танням нативного ферментного препарату - витяжки з рослин - досі не дос-

ліджувались. 

Згідно з основною ідеєю роботи, зшивання неорганічного компонента 

з ферментним препаратом створює гетероструктури, здатні до розподілу за-

рядів, змінює механізм перебігу хімічних і електрохімічних реакцій і відк-

риває нові сфери застосування отриманих матеріалів. 

Метою даної роботи є встановлення закономірностей впливу природи 

неорганічного носія з різною структурою та фізико-хімічними властивостями 

на зв'язування нативних ферментних препаратів класу оксидоредуктаз (на 

прикладі витяжки з коренеплоду редьки чорної); застосування одержаних 

гетероструктур в якості активних мас електродів для енергоперетворюю-

чих пристроїв та біосенсорів. 

Для досліджень формування гетероструктур в системі неорганічний 

носій - нативний ферментний препарат класу оксидоредуктаз застосовано ряд 

фізико - хімічних та електрохімічних методів. Фізико-хімічні властивості ор-

ганомінеральних гетероструктур встановлені завдяки прямій потенціометрії і 
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потенціометричному титруванню, інфрачервоній (ІК) і ультрафіолетовій 

(УФ) спектроскопії, атомно-абсорбційній спектрофотометрії (ААС), спект-

рофотометрії, скануючій електронній мікроскопії (СЕМ), циклічній вольтам-

перометрії (ЦВА), спектроскопії електрохімічного імпедансу (СЕІ). Одноча-

сне застосування взаємодоповнюючих загальноприйнятих методів дослі-

дження дають підстави стверджувати про обґрунтованість зроблених в роботі 

висновків. 

Методом атомно-адсорбційного аналізу встановлено наявність чотирьох 

основних іонів металів (Fe3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+) у нативному ферментному пре-

параті, що свідчить про формування різних каталітичних і адсорбційних 

центрів білкової молекули. Виявлено, що природний бентоніт селективно 

зв'язує іони Cu2+, модифікований фосфат-іонами бентоніт – іони Fe3+, Cu2+, 

Zn2+, а аеросил-300 та каолін – всі чотири іона металу (Fe3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+). 

Це вказує на можливість формування різних каталітичних центрів на основі 

суміші ферментів класу оксидоредуктаз, або суміші пероксидази з суперок-

сиддисмутазою. 

Основний вплив на функціональні властивості гетероструктур має не 

площа поверхні, а кількість кислих і основних центрів на поверхні носія. Пі-

двищення кількості кислих центрів обумовлює неселективне зв'язування різ-

них оксидоректуктаз, що і передбачає значний вплив синергізму на електро-

хімічні властивості досліджених систем. Збільшення кількості основних 

центрів на поверхні неорганічних носіїв обумовлює селективне зв'язування 

іонів металів. 

Комплексом фізико-хімічних і електрохімічних методів встановлена ві-

дмінність в механізмах зв'язування металовмісних ділянок білкових молекул 

ферментів з препарату, засноване на реалізації просторового поділу фермен-

тів по іонам металів, що входять до їх складу. Реалізація такого поділу дозво-

ляє підвищити окислювальну активність і стабільність іммобілізованого пре-

парату і створює умови для утворення областей, здатних до специфічної (ро-

зподіленої) адсорбції зарядів. 
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За результатами досліджень іммобілізації нативного ферментного пре-

парату на неорганічних носіях і даних ІЧ- спектрів встановлено зміну механі-

зму зв'язування ферментів з носієм, що істотно впливає на збільшення його 

окисної активності. Так, на бентоніті окислювальна активність в реакції збі-

льшується в 7 разів, на модифікованому фосфат-іонами бентоніті - в 3 рази, 

на каоліні активність практично не змінюється, а на аеросилі-300 вона зрос-

тає в 4 рази. 

Виявлено вплив кислотно-основних властивостей поверхні носія на по-

силення активності ферментного препарату після іммобілізації на неорганіч-

них носіях. Встановлена макроструктура активного центру, утвореного нати-

вним ферментним препаратом, іммобілізованим на неорганічних носіях. Під-

тверджено наявність у ньому системи з двох ферментів і двох коферментів. 

Показано, що в залежності від природи носія механізм зв'язування ферментів 

і активність змінюються. 

Вперше показано, що редокс - активністю іммобілізованого нативного 

ферменту можна керувати застосуванням носіїв з переважно електронною 

або протонною провідністю, які впливають на окисні або відновні властивос-

ті новоствореної системи. Аналіз спектрів електрохімічного імпедансу в ко-

ординатах Боде виявив наявність резонансних частотних областей зсувів фа-

зового кута Θ у всіх досліджених системах, які обрані в якості основних зон 

для отримання значень активного і реактивного опору, і подальшого розра-

хунку сумарного опору і типу носія заряду. На цій основі запропоновано роз-

рахунковий метод оцінки впливу матеріалу носія на редокс - активність гете-

роструктури та її стабільність у часі на основі значень активного і реактивно-

го опорів системи. Наявність високих позитивних значень ∑ += XR  призво-

дить до ініціації електронної провідності іммобілізованого ферменту. Зворо-

тний вплив буде надавати носій, що володіє високим негативним значенням 

∑ += XR , тобто високою протонною провідністю. Виявлено, що максималь-

но ефективним носієм для іммобілізації ферментного препарату редьки чор-
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ної є аеросил - 300, який підвищує в присутності води внесок електронної 

провідності. 

Із застосуванням розрахункового методу на основі значень активного 

і реактивного опорів показана можливість оцінки впливу матеріалу носія на 

редокс - активність кінцевої гетероструктури і її стабільність у часі. 

Наявність чотирьох основних іонів металів в ферментному препараті 

приводить до формування різних каталітичних і адсорбційних центрів білкової 

молекули, що визначається появою різних поверхневих структур. На основі 

аналізу зображень скануючої електронної мікроскопії встановлено, що на бен-

тоніті і модифікованому бентоніті, що мають основну поверхню, активний 

центр ферменту формує ендо- тип структури з розривом «внутрішніх» гліко-

зидних зв'язків на поверхні білкової молекули ферменту, уздовж якої і розта-

шовується субстрат. На аеросилі-300 з кислою поверхнею відбувається фор-

мування активного центру екзо- типу з розривом «зовнішніх» глікозидних 

зв'язків, спрямований вглиб білкової молекули, структура якого не дозволяє 

вмістити більше визначеного числа мономерних ланок субстрату. На каоліні, 

для якого характерна наявність кислих і основних центрів, формуються хаоти-

чні структури. 

Аналізом спектрів імпедансу показана можливість формування стру-

ктур, що відповідають за накопичення енергії в системах з іммобілізованими 

ферментами. Доведено, що зв'язування просторово розділених ферментів 

проявляє стабілізуючий вплив на формування областей, здатних накопичува-

ти заряд і реалізовувати редокс перетворення. Встановлено дестабілізуючу 

роль води на редокс - перетворення у гетероструктурі каолін - ферментний 

препарат. 

Встановлено, що кислотно-основні властивості носія є основним фак-

тором впливу на селективність зв'язування ферментів з суміші; вони забезпе-

чують формування систем з різними функціями: основне середовище формує 

сенсорну активність, а кисле - здатність до накопичення енергії. 
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Спектр електрохімічного імпедансу 0,5% водної суспензії нативного 

ферментного препарату показує, що чистий фермент поводить себе як елект-

роліт. Еквівалентна схема є характерною для неоднорідного електроліту (мо-

дель Ершлера - Рендлса). 

Моделювання еквівалентних схем досліджених систем встановили різ-

ницю в послідовності з’єднання елементів у гетероструктурах з бентонітом 

та його кислою формою. Існування опору індуктивності в схемі пов’язана, 

очевидно, з наявністю редокс – пари та протона, які володіють магнітним 

моментом. Така властивість пов’язана зі змінами у структурі носія після ім-

мобілізації. Типові схеми гетероструктур для бентоніту та модифікованого 

бентоніту формально моделюють електроліт, це пов’язано з утворенням ква-

зігомогенної системи між носієм та ферментом. З іншого боку, на аеросилі-

300 та каоліні спостерігається утворення двофазної системи, в якій відбува-

ється фізичний процес переносу заряду між фазами. Таким чином, типові ек-

вівалентні моделі вказують на різні електрохімічні властивості синтезованих 

гетероструктур та можливість їх використання в якості суперконденсаторів 

або біосенсорів. Для перших необхідний лише фізичний перенос заряду, для 

других – участь у редокс – реакції. 

На основі аналізу циклічної вольтамперометрії гетероструктур неорга-

нічний носій - ферментний препарат показана можливість використання син-

тезованих гетероструктур в якості активних мас (твердого електроліту) для 

створення редокс- сенсорів і пристроїв для накопичення енергії. 

Вперше створена система гетероструктура - графен - струмознімач, і 

показана можливість формування суперконденсатора в системі графен - ае-

росил-300 - ферментний препарат і графен - каолін - ферментний препарат. 

Виміряні величини ємності досягають 95 Ф/г, що знаходиться на рівні кра-

щих розробок останніх років в області накопичення енергії з біомаси. 

Доведено, що специфічність зв'язування з носієм переважно комплексів 

заліза дає можливість використання синтезованих гетероструктур на основі 

бентоніту і його модифікованої форми в якості ефективних і перспективних 
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платформ для іммобілізації ферментів при створенні амперометричних біо-

сенсорів на глюкозу з високим рівнем вихідного сигналу. 

Вибір матеріалу збірки, а саме використання Au - струмопідводу обу-

мовлений високою каталітичної активністю ферментного препарату. Викори-

стання інших електродів (Pt) призводило до появи досить високих фонових 

струмів і подальшої втрати чутливості сенсора. 

Результати дослідження можна використовувати для створення деше-

вих накопичувачів енергії, біосумісних джерел струму, сенсорів з високим 

рівнем сигналу. 

Ключові слова: гетероструктура, фермент, іммобілізація, бентоніт, модифі-

кований бентоніт, аеросил, каолін, вольтамперометрія, імпеданс, біосенсор, 

суперконденсатор. 

SUMMARY 

Khodykina M.O. Formation of heterostructures in the system of inorganic carrier - 

native enzyme preparation of the class of oxidoreductases – Manuscript. 

 

Thesis for the scientific degree of the Candidate of Chemical Sciences in the 

specialty 02.00.04. – Physical Chemistry. – Vernadsky Institute of General and In-

organic Chemistry of the Ukrainian National Academy of Sciences, Kyiv, 2017. 

 

Currently, most research is dedicated to the design of nanocomposite systems 

and heterostructures for energy conversion and biocatalysts that contain electrical 

components of carbon materials (graphene, nanotubes). Use of inorganic materials, 

preferably silicates – is explored to a much lesser extent. Heterostructures with the 

usage of native enzymes - extracts of plants - has not yet been investigated. 

According to the basic idea of the work, stitching the enzyme preparation in-

to the inorganic component creates heterostructure capable for the distribution of 

charges what changes mechanisms of chemical and electrochemical reactions and 

opens new areas of application of such materials. 



8 
 

The aim of current work is the determination of the influence of natural in-

organic carrier with a different structure and physicochemical properties onto the 

binding of the native enzyme from the class of oxidoreductases (for example, ex-

tracts from black radish root) isolated from its root, the use of heterostructures ob-

tained as platforms for the design of energy conversion devices and biosensors. 

To study the formation of heterostructures of system inorganic carrier - na-

tive enzyme from class of oxidoreductases several physical - chemical and electro-

chemical methods were used. Physical and chemical properties of organomineral 

heterostructures established through direct potentiometry and potentiometric titra-

tion, infrared (IR) and ultraviolet (UV) spectroscopy, atomic absorption spectro-

photometry (AAS) spectrophotometry, scanning electron microscopy (SEM), cy-

clic voltammetry (CVA), electrochemical spectroscopy impedance (EIS). Concom-

itant use of complementary research methods generally give reason to assert the 

validity of findings made in the work. 

The presence of four major metal ions (Fe3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+) in the native 

enzyme Preparations was revealed by AAS indicating that the formation of various 

catalytic and adsorption centers of protein molecule is possible. The natural ben-

tonite was found to bind selectively ions of Cu2+, the modified bentonite modified 

by phosphate ions - ions Fe3+, Cu2+, Zn2+, aerosil-300 and kaolin - all four metal 

ions – (Fe3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+). This indicates the possibility of forming different 

catalytic centers on a mixture of enzymes oxidoreductases class, or a mixture of 

peroxidase superoxide dismutase. 

The main influence on the functional properties of heterostructures has not 

the surface area but the number of acidic and basic centers on the surface of the 

carrier. Increasing the number of acid centers causes the selective binding of dif-

ferent oxidoreductases, which provides a significant effect on the electrochemical 

properties of synergy in studied systems. Increasing the number of alkaline centers 

on the surface of the inorganic carrier causes the selective binding of metal ions. 

The complex of physical-chemical and electrochemical methods has estab-

lished the difference in the mechanisms of metal-binding sites of the protein mole-
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cules of native enzymes based on the implementation of the spatial separation of 

metal ions in enzymes that make up their composition. The implementation of such 

a division can increase oxidative activity and stability of the immobilized prepara-

tion and creates conditions for the formation of regions capable to specific (distrib-

uted) adsorption of charges. 

According to the research the native enzyme immobilization on inorganic 

carriers and IR spectra data set change mechanism of linking enzymes with a carri-

er, which significantly affects the increase of its oxidative activity. Thus, in pres-

ence of bentonite oxidation reaction activity increased in 7 times, the modified 

bentonite phosphate ions gives rise in 3 times, for kaolin activity remains virtually 

unchanged, and at the silica-300 it increases in 4 times. 

The influence of acid-base properties of the surface of the carrier in the en-

hancement of enzyme activity after immobilization on inorganic carriers is found. 

The macrostructure of active center formed by native enzymes, immobilized on in-

organic carriers is established. The presence of two enzymes and two nucleotides 

in a system is confirmed. It is shown that depending on the nature of the carrier a 

mechanism of enzyme linking and activity changes. 

For the first time it’s shown that the redox – activity of immobilized native 

enzyme can be controlled using carriers possessing predominantly electronic or 

proton conductivity that affect the oxidation or reducing properties of the newly 

synthesized system. Analysis of the EIS spectra in Bode coordinates in presence of 

in all investigated systems is revealed the Θ resonant frequency domain which 

shifts the phase angle systems. These shifts are selected as key areas for the values 

∑ += XR of active and reactive resistance, and further calculations of total re-

sistance and type of carriers. Based on this the numerical method is proposed to as-

sess the impact of carrier material for redox - active heterostructure and its stability 

over time based on the values ∑ += XR of active and reactive resistance of a sys-

tem. The presence of high positive values ∑ += XR  leads to the initiation of elec-

tronic conductivity of immobilized enzyme. The reverse effect provides a carrier 
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that has a high negative value ∑ += XR , i.e., with high proton conductivity. The 

most efficient carrier for immobilized enzyme black radish preparation became 

aerosil - 300, which increased the proportion of electronic conductivity in presence 

of water. 

With the application of the numerical method based on the values of active 

and reactive resistance, the possibility of assessing the impact on the redox carrier 

material - the final activity heterostructures and its stability over time is shown. 

The presence of four main metal ions in enzyme preparations leading to the 

formation of various catalytic and adsorption centers of protein molecules is de-

termined by the appearance of different surface structures. Based on image analy-

sis of SEM it was revealed that on the bentonite and modified bentonite with basic 

surface active sites the enzyme forms endo-type structures with a gap of "internal" 

glycoside bonds on the surface of the enzyme protein molecule along which the 

substrate and positioned. In aerosil-300 with acidic surface the formation of the ac-

tive center of exogenous type gaps of "external" glycoside bonds directed into the 

depth of protein molecule forms whose structure does not allow to accommodate 

more than a certain number of monomer units of the substrate. On kaolin, which is 

characterized by the presence of acidic and basic centers, chaotic structures are 

forming. 

It’s established that the acid-base properties of the media is a major factor in 

the binding selectivity of enzymes with the mixture. They provide the formation of 

different functions: basic environment creates sensory activity, and acidic - the ca-

pacity for energy storage. 

EIS spectra of 0.5% aqueous suspension of native enzyme indicate that pure 

enzyme behaves as the electrolyte. The equivalent circuit is a typical for non-

uniform electrolyte (Randls model). 

Modeling of equivalent circuits of studied systems has established differ-

ences in the sequence of combining the elements in heterostructures with bentonite 

and its acidic form. The existence of inductance resistance in the circuit is connect-

ed, apparently, with the presence of redox - pair and protons, which have a magnet-
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ic moment. This property is associated with changes in the structure of the carrier 

after immobilization. Typical schemes of heterostructures for bentonite and modi-

fied bentonite formal modeling electrolyte is associated with the formation kuazi 

homogenous system between the carrier and the enzyme. On the other hand, in 

presence of silica-300 and kaolin the two-phase system formation was observed, in 

which the physical process of charge transfer between the phases takes place only. 

Thus, typical equivalent models indicate different electrochemical properties of the 

synthesized heterostructures and their possible use as supercapacitors or biosen-

sors. For the first only the physical transfer of charge is required, for others – 

charge transfer involved in redox - reaction. 

Based on analysis of cyclic voltammetry of synthesized heterostructures in-

organic carrier - enzyme the possibility of the usage of heterostructures as active 

layers (solid electrolyte) in the design of redox sensors and devices for energy stor-

age was proven. 

For the first time a system heterostructure - graphene - current collector de-

signed, and the possibility of forming ultracapacitor in the system - aerosil-300 - 

enzyme - graphene and graphene - kaolin – enzyme is shown. The measured ca-

pacity values reached 95 F/g, which coincides to best developments of recent years 

in the field of energy storage devices from biomass. 

It is proved that the specificity of binding to a carrier mainly iron complexes 

enables the use of synthesized heterostructures based on bentonite and its modified 

form as effective and promising platforms for the immobilization of enzymes in 

creating biosensors for glucose with high output signal. 

The choice of material distribution, namely the use of Au – current collector 

is due to the high catalytic activity of enzymes. Using of other electrode (Pt) leads 

to the emergence of relatively high background current and further loss of sensitiv-

ity of the sensor. 

Results of the study can be used to create cheap energy storage, biocompati-

ble power sources and sensors with high signal. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 

 

ААС – атомно-абсорбційна спектрофотометрія; 

ПЕШ – подвійний електричний шар; 

ІК – інфрачервона спектроскопія; 

УФ – ультрафіолетова спектроскопія; 

СЕМ – скануюча електронна мікроскопія; 

ЦВА – циклічна вольтамперометрія; 

СЕІ – спектроскопія електрохімічного імпедансу; 

СРЕ – елемент постійної фази (Constant Phase Element); 

ЕСП – електронні спектри поглинання; 

НФП – нативний ферментний препарат; 

«ч.д.а» – чистий для аналізу; 

«х.ч.» – хімічно чистий; 

«ч.» – чистий; 

EM – еквівалент; 

М – молярна маса, г/моль; 

f – фактор еквівалентності; 

Соб – об’ємна концентрація речовини, %; 

τ – час, с/хв/год; 

N – ступінь зв’язування фермента з носієм, %; 

Dпоч – початкова оптична густина розчину фермента; 

Dкін – кінцева оптична густина розчину фермента; 

Ā – активність, о.а.; 

о.а. – одиниці активності, мкмоль/мл·мл; 

СМ – молярна концентрація, моль/л (М); 

V – об’єм, мл; 

λ – довжина хвилі, нм; 

α – ступінь дисоціації в даний момент титрування, %; 

V0 – амплітуда напруги, В; 
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I0 – амплітуда струму, А; 

f – частота, Гц; 

θ – фазовий зсув, град; 

χ – питома електропровідність, См/см2; 

t+ – рухливість протона; 

RH – константа Холла, м-1·Кл-1; 

J – 1−  

ω – кругова частота, рад; 

n – експонентний фактор; 

ε – діелектрична проникність, Ф/м; 

Cеф – ефективна ємність, Ф; 

L – індуктивність, Гн; 

X – реактивний опір, Ом; 

R – активний опір, Ом; 

S – площа, см2; 

q – заряд, Кл; 

ρ – густина заряду, Кл/м3; 

t± – рухливість заряду, См/см. 
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ВСТУП 

Актуальність теми. Сьогоденні зусилля вчених спрямовані на пошуки 

нових матеріалів для поновлюваних «зелених» джерел енергії. Пріоритети 

досліджень зміщуються в область створення структур, що складаються з но-

сія та активного шару, які мають здатність до гетеропереходів, що надає мо-

жливість їх застосування в біо- і хемосенсориці, фото- та хімічних джерелах 

струму. Розділення зарядів в таких матеріалах можливе тільки за умови, якщо 

носій та сполука формує шарувату структуру, яка здатна до гетеропереходів. 

Органомінеральні гетероструктури вже стали інноваційною альтернативою 

для сенсибілізованих сонячних елементів, тому що вони обумовлені взаємо-

дією обох систем. Однак, досі не існує чіткого визначення взаємозв’язку між 

природою поверхні носія зі сполуками, що мають супрамолекулярну будову, 

для розширення сфер їх подальшого застосування. 

Рослинні ферменти є типовими представниками супрамолекулярних 

структур, які мають здатність до редокс- перетворень, з одного боку, та з дру-

гого - є поновлюваними джерелами. Активність ферменту до конкретного 

субстрату визначається його структурними особливостями і хімічною приро-

дою субстрату. Наявність таких властивостей дозволили сформулювати осно-

вні принципи селективної взаємодії субстрату з ферментом, що передбачають 

диференціацію каталітичних центрів для субстратів різної природи. Тому во-

ни представляють інтерес як компоненти біосенсорів і енергоперетворюючих 

пристроїв. Регулювання структурних, хімічних і каталітичних властивостей 

нативних ферментів з використанням іммобілізації на неорганічних матеріа-

лах (створення гетероструктур) не тільки стабілізують ферменти у водних се-

редовищах, а й підвищують їх електрохімічну активність, що призводить до 

розширення можливостей використання ферментних систем. Це обумовлено 

тим, що гетероструктури за участю ферментів полегшують транспорт заряду 

завдяки утворенню розподілених каталітичних центрів. Носій і механізм 

зв’язування ферменту з ним є основними факторами формування електроно - 

і протоноакцепторної активності новоствореної структури. 
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Нині існують два підходи до створення гетероструктур для перетворен-

ня енергії. У першому основна маса робіт з іммобілізації чистих індивідуаль-

них ферментів присвячена їх закріпленню на поверхні різних вуглецевих ма-

теріалів (графен, нанотрубки) з метою підвищення електропровідності нового 

матеріалу. Другий підхід - використання неорганічних матеріалів, переважно 

силікатів, і органічних полімерів, для створення високочутливих біосенсорів і 

біокаталізаторів - використовується у поодиноких випадках. Гетероструктури 

із застосуванням суміші нативних ферментних препаратів (НФП) досі не дос-

ліджувались. 

Тому визначення взаємозв’язків між фізико-хімічними (кислотно-

основними, каталітичними, спектральними, морфологічними) та електрохі-

мічними властивостями ферменту та носія, що впливають на властивості кі-

нцевої гетероструктури має як фундаментальне, так і важливе практичне 

значення. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робо-

та виконана відповідно до планів науково-дослідних робіт Інституту зага-

льної та неорганічної хімії ім. В.І. Вернадського НАН України «Розробка 

електрохімічних систем з малою перенапругою катодних та анодних проце-

сів та високоекономічних електролізерів для одержання водню високої чис-

тоти», № Держреєстрації 0110U001650 (2012-2014 р.) та «Синтез і фізико-

хімічні властивості неорганічних електрокаталізаторних систем на основі 

карбіду вольфраму, модифікованого металами Ib (Cu, Ag), IVb (Ti, Zr, Hf) та 

Vb (V, Nb, Ta) підгруп, для альтернативної електрохімічної енергетики», № 

Держреєстрації 0110U001650 (2015 – 2017 р.). 

Мета і задачі дослідження. Метою даної роботи є встановлення зако-

номірностей впливу природи неорганічного носія з різною структурою та 

фізико-хімічними властивостями на зв'язування нативних ферментних пре-

паратів класу оксидоредуктаз (на прикладі витяжки з коренеплоду редьки 

чорної); застосування одержаних гетероструктур в якості активних мас еле-

ктродів для енергоперетворюючих пристроїв та біосенсорів. 
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Для досягнення даної мети необхідно було вирішити наступні задачі: 

• Визначити фізико-хімічні властивості неорганічних носіїв різної при-

роди (бентоніт, модифікований фосфат-іонами бентоніт, каолін, пірогенний 

кремнезем), що відповідають за утворення гетероструктур з ферментним 

препаратом класу оксидоредуктаз; 

• Дослідити вплив кислотно – основних властивостей носія на зміну ре-

докс - активності в системах нативний ферментний препарат на основі ок-

сидоредуктаз, іммобілізований на цих носіях; 

• Визначити вплив структурних та морфологічних особливостей мінера-

льного носія на стабільність редокс - активності іммобілізованого нативного 

ферментного препарату; 

• Виявити взаємозв'язок особливостей зв'язування з електрохімічною ак-

тивністю гетероструктур в системі неорганічний носій - нативний фермент-

ний препарат; 

• Випробувати синтезовані гетероструктури як активні маси для ство-

рення суперконденсаторів та біосенсорів. 

Об'єкт досліджень: гетероструктури в системі неорганічний носій 

(бентоніт, модифікований фосфат-іонами бентоніт, каолін, пірогенний кре-

мнезем) - нативний ферментний препарат класу оксидоредуктаз. 

Предмет досліджень: закономірності утворення, фізико-хімічні та 

електрохімічні властивості гетероструктур в системі неорганічний носій - 

нативний ферментний препарат класу оксидоредуктаз. 

Методи дослідження. В роботі використано: пряма потенціометрія та 

потенціометричне титрування – визначення кількості кислотно-основних 

центрів на поверхні носіїв. Фотоколоріметрія – визначення концентрацій гі-

дрохінону в досліджених системах. Інфрачервона (ІЧ) спектроскопія - ви-

вчення особливостей будови досліджених матеріалів. Ультрафіолетова (УФ) 

спектроскопія - вивчення особливостей будови нативного ферментного пре-

парату. Атомно-абсорбційна спектрофотометрія (ААС) – визначення компо-

нентного складу ферментного препарату по іонам металів. Спектрофотомет-
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рія – визначення активності нативного ферментного препарату. Скануюча 

електронна мікроскопія (СЕМ) - дослідження мікротекстури досліджених 

зразків. Циклічна вольтамперометрія (ЦВА) – дослідження електрохімічних 

властивостей отриманих гетероструктур. Спектроскопія електрохімічного 

імпедансу (СЕІ) – дослідження механізмів електропровідності отриманих 

систем. 

Наукова новизна одержаних результатів. У роботі вперше: 

• встановлено, що кислотно-основні властивості носія є основним факто-

ром впливу на селективність зв'язування ферментів із суміші; вони забезпе-

чують формування систем з різними функціями: основне середовище формує 

сенсорну активність, а кисле – здатність до накопичування енергії; 

• методами спектроскопії, елементного аналізу та скануючої електронної 

мікроскопії доведено зміну селективності зв'язування ферментів із рослинної 

суміші (нативного ферментного препарату), завдяки просторовому поділу 

ферментів по іонам металів, що входять до їх складу; 

• методом спектроскопії електрохімічного імпедансу показано, що фор-

мування гетероструктур призводить до зміни природи електропровідності в 

залежності від хімії поверхні неорганічного носія: з електронної на протонну 

та навпаки; 

• аналізом даних циклічної вольтамперометрії та спектроскопії електрохі-

мічного імпедансу показана можливість формування структур, що відповіда-

ють за накопичення енергії в неорганічних системах з іммобілізованими фер-

ментами. 

Практичне значення одержаних результатів: 

• Одержано гетероструктури з редокс- активністю вищою, ніж у вихід-

ному субстраті, здатні зберігати окислювальну активність в часі. 

• Створено систему, що моделює суперконденсатор, а також показана 

можливість формування підвищеної ємності у гетероструктурах з неспеци-

фічним зв’язуванням фрагментів ферменту з носієм. З’ясовано, що в залеж-
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ності від природи носія можливо створення електрохімічних систем, які 

здатні заряджатися й мають високу питому ємність – до 95 Ф/г. 

• Встановлено можливість формування сенсорних властивостей гетерос-

труктур на визначення глюкози на основі бентоніту та його модифікованої 

форми за рахунок селективного зв’язування активних центрів за участю йо-

нів Fe3+ та Cu2+, що дозволяє розглядати їх в якості перспективної основи 

для створення редокс- сенсорів з високим вихідним сигналом. 

Особистий внесок здобувача. Вибір та обґрунтування тематики нау-

кових досліджень, формулювання мети роботи, постановки завдань, які не-

обхідно було розв’язати для її реалізації, обговорення вихідних положень та 

інтерпретація основних експериментальних результатів, формулювання 

узагальнень та висновків дисертаційної роботи проводилися спільно з на-

уковим керівником – д.х.н., ст.н.с. К.О. Каздобіним. 

Дисертантка особисто виконала експериментальну роботу по виділен-

ню ферментного препарату з рослинної сировини та його іммобілізацію на 

неорганічних носіях, проаналізувала дані ІЧ- та УФ- спектроскопії, провела 

та узагальнила обробку одержаних експериментальних даних, дослідила 

електрохімічну активність гетероструктур, провела апробацію макетів гіб-

ридних систем, що моделюють суперконденсатор та амперометричний сен-

сор, систематизувала дані літературного огляду, оформила матеріали дисер-

тації. 

Атомно-абсорбційну, ІЧ- та УФ- спектрофотометрію проведено у спів-

робітництві з к.х.н. Шовковою Г.В., пров. інж. Бистрик О.В. Аналіз елект-

ронних спектрів ферментного препарату проведено спільно з д.х.н. Труно-

вою О.К. СЕМ природних та синтезованих гетероструктур здійснено спіль-

но з к.х.н. Бережницькою О.С. (ІЗНХ ім. В.І. Вернадського НАН України). 

Електрохімічні дослідження (ЦВА, СЕІ) проведено спільно з д.х.н. Перши-

ною К.Д. (Міжвідомче відділення електрохімічної енергетики НАН України). 

Апробація результатів дисертації. Основні результати дисертації 

представлені та обговорені на наукових конференціях: 13 науковій конферен-
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ції «Львівські хімічні читання – 2011» (28 травня-1 червня 2011 р., м. Львів), 

Міжнародній конференції «Прикладна фізико-неорганічна хімія» (2-7 жовтня 

2011 р., м. Севастополь), IV Міжнародній конференції студентів, аспірантів 

та молодих вчених з хімії та хімічної технології (4-6 квітня 2012 р., м. Київ), 

VIII Всеукраїнській науковій конференції студентів, аспірантів і молодих 

учених з міжнародною участю «Хімічні проблеми сьогодення» (17-20 травня 

2014 р., м. Донецьк), ХІХ Українській конференції з неорганічної хімії з між-

нар. участю (7-11 вересня 2014 р., м. Одеса), VII Міжнародній науковій кон-

ференції з хімії та хімічної освіти «SVIRIDOV READINGS – 2015» (7-11 квіт-

ня 2015 р., м. Мінськ, Білорусь), Всеукраїнській конференції з міжнар. участю 

«Хімія, фізика і технологія поверхні» (13-15 травня 2015 р., 17-18 травня 2016 

р., м. Київ), VIII Всеукраїнській науковій конференції студентів та аспірантів 

«Хімічні Каразінські читання» (18-20 квітня 2016 р., м. Харків), VIII Міжна-

родній конференції «Матеріалознавство і фізика конденсованих середовищ» 

(12-16 вересня 2016 р., м. Кишинеу, Молдова), конференції молодих вчених 

ІЗНХ ім. В.І. Вернадського (17-18 листопада 2016 р., м. Київ). 

Публікації. За результатами дисертаційної роботи опубліковано 6  

статей у фахових вітчизняних та зарубіжних виданнях, тези 11 наукових 

доповідей на міжнародних та всеукраїнських наукових конференціях. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі 

вступу, п’яти розділів, висновків, списку цитованої літератури (151 на-

йменування). Робота викладена на 136 сторінках друкованого тексту, міс-

тить 51 рисунок та 30 таблиць. 
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РОЗДІЛ 1 ФІЗИКО ХІМІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ОРГАНО-

МІНЕРАЛЬНИХ ГЕТЕРОСТРУКТУР (літературний огляд) 

 

Широке застосування нанокомпозитних матеріалів і гетероструктур 

обумовлює пошук нових компонентних складів таких матеріалів. Зокрема, це 

ферменти і ферментні системи, оскільки вони володіють унікальним компле-

ксом фізико-хімічних властивостей (групова субстратна специфічність і ви-

сока каталітична активність), що робить їх перспективними в біо - і хемосен-

сориці, хімічних джерелах струму, мікроелектроніці, біоінженерії в порів-

нянні з індивідуальними речовинами . Електрохімічні системи на основі фе-

рментів здатні полегшувати електронний транспорт завдяки власній селекти-

вності і редокс - активності, які є функцією електроно - і протоноакцепторної 

здатності ферменту [1]. Особливо перспективним є переведення нативного 

біокаталізатора в іммобілізовану форму на різних носіях неорганічної та ор-

ганічної природи, які не тільки стабілізують ферменти в різних середовищах, 

але й підвищують їх активність.  

Особливий інтерес представляє використання неорганічних носіїв для 

іммобілізації ферментів класу оксидоредуктаз, що мають високу редокс - ак-

тивність. При використанні таких носіїв можливе утворення гетероструктур, 

які володіють високою селективністю, чутливістю щодо кисню, гідроген пе-

роксиду та озону, і стабільністю в широкому температурному діапазоні. Це 

робить їх перспективними для розробки датчиків, біокаталізаторів, та для су-

часних пристроїв перетворення енергії [3]. Таким чином, практична необхід-

ність в таких пристроях диктує необхідність дослідження і створення нових 

композитних систем на їх основі. 
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1.1 Знаходження в природних об'єктах, структурні особливості і бу-

дова оксидоредуктаз 

 

До класу оксидоредуктаз належать ферменти, що каталізують реакції 

окиснення-відновлення. Загальна схема їх може бути представлена наступ-

ним чином: 

Субстрат + акцептор  →← ктазаоксидореду  Субстрат окиснений + Акцептор ві-

дновлений  (1.1) 

Окиснення протікає як віддача атомів Н (електронів) від субстрату, а ві-

дновлення - як приєднання атомів Н (електронів) до акцептора. Рівняння реа-

кції окиснення-відновлення за участю оксидоредуктаз має вигляд: 

ВН2 + А  →← ктазаоксидореду  В + АН2  (1.2) 

де А – акцептор, а В – субстрат. 

Характерною особливістю оксидоредуктаз є їх здатність утворювати си-

стеми (так звані ланцюги окисно-відновних ферментів), в яких здійснюється 

багатоступінчасте перенесення атомів Н (електронів) від первинного суб-

страту до кінцевого акцептору, яким є, як правило, кисень, в результаті чого 

утворюється вода. 

Розрізняють такі класи оксидоредуктаз - аеробні дегідрогенази або окси-

дази та анаеробні дегідрогенази або редуктази. Перші переносять атоми Н 

або електрони безпосередньо на кисневі атоми, а інші - атоми Н і електрони 

від одного компонента окислювального ланцюга ферментів до іншого без пе-

редачі їх на кисневі атоми [4]. 

Головна особливість оксидоредуктаз полягає в тому, що вони приско-

рюють перебіг хімічних реакцій, пов'язаних з вивільненням енергії, яка вико-

ристовується як для забезпечення синтетичних процесів в організмі, так і для 

інших потреб. 

Оксидоредуктази - двокомпонентні ферменти з вельми обмеженим на-

бором активних груп (коферментів), здатні прискорювати велику кількість 
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найрізноманітніших окисно-відновних реакцій. Це досягається за рахунок то-

го, що один і той самий кофермент здатний з'єднуватися з багатьма апофер-

ментами, утворюючи щораз оксидоредуктази, специфічні по відношенню до 

того чи іншого субстрату або акцептору. 

У природних об'єктах виявлено близько п'ятисот індивідуальних окси-

доредуктаз [5]. Класифікація та відмінні риси пероксидаз рослинного похо-

дження наведені у таблиці 1.1. 

 

1.2 Механізми формування редокс - активності оксидоредуктаз 

 

Основним ферментом класу оксидоредуктаз, що становлять інтерес для 

композитних редокс - матеріалів є пероксидаза. Фермент здатний каталізува-

ти реакції оксидазного, пероксидазного та оксигеназного окиснення субстра-

тів. Не володіючи специфічністю в реакціях індивідуального пероксидазного 

окиснення, фермент здатний набувати вибірковість в реакціях спільного оки-

снення субстратів [6]. Хоча участь ферменту в оксигеназних реакціях мало 

досліджена. 

Наявність у ферменту двох різних функцій (оксидазної та 

пероксидазної) дозволяє припустити, що в каталітичній дії ферменту можуть 

брати участь два незалежних активних центра пероксидази, просторово 

розділених, хоча і близько розташованих один від одного на молекулі 

ферменту. Така поліфункціональність пероксидази модулюється іонами 

металів і станом мікросередовища поблизу молекули. При цьому 

ідентифікація пероксидазного і оксидазного ділянок ферменту утруднена 

через недостатність кількісних даних про деталі структури пероксидази та її 

молекулярної неоднорідності [7]. 
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Таблиця 1.1 – Класифікація та відмінні особливості пероксидаз 

С
уп

ер
се

ме
йс

тв
о 

ро
сл

ин
ни

х 
пе

ро
кс

ид
аз

 
Клас Фермент Іони ме-

талів 
Оптимальна 
рН стійкість 

Білкові залишки 

I 
мікробіальні 
пероксидази 

Дріжджова цитохром с 
пероксидаза 

Cu  Білки не глікозовані, й не містять ані дису-
льфідних зв'язків, ані іонів Са2+ 

Аскорбатпероксидаза  pH = 6,5–7,5 
Бактеріальна каталаза-
пероксидаза 

  

II 
пероксидази 
грибів 

Лігнінпероксидаза Fe pI* = 3,2–4,7 Ферменти - мономерні глікопротеїди, хара-
ктерна наявність чотирьох дисульфидних 
зв'язків і двох консервативних кальцій-
зв'язуючих доменів 

Манган-пероксидаза Mn pI = 3–4 
Лакказа Cu pI = 3,0–5,1 
Секреторна пероксидаза 
рослинного типу 

 pH = 7 

III 
класичні перо-
ксидази рослин 

Пероксидаза хрону 
Пероксидаза арахісу  
Пероксидаза сої 

Fe pI = 9  
рН = 6–8 

Мономерні глікопротеїди, мають чотири 
дисульфідні зв'язки і два кальцій-
зв'язуючих центра, проте розташування ди-
сульфідних зв'язків та «укладання» поліпе-
птидного ланцюга в пероксидазі другого і 
третього класів дещо різняться 

 

pI* - ізоелектрична точка 
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Таблиця 1.2 – Класифікація оксидоредуктаз щодо координованого іона металу 

Клас 
оксидоредуктаз 

Класифікація Фермент Іони  
металів 

Оксидази Металоферменти Глюкозо-6-фосфатаза 
Гексокіназа 
ДНК-полімераза 

Mg 

Гемованадін V 
Аргіназа Mn 
Каталаза, Пероксидаза, Гідрогеназа, Аконітаза Fe 
Уреаза, Гідрогеназа Ni 
Цитохром с-оксидаза, Лакказа Cu 
Алкогольдегідрогеназа 
Карбоксипептидаза 
Амінопептидаза 
Бета-амілоїд 

Zn 

Нітратредуктаза Mo 
Глутатіонпероксидаза 
Монодейодиназа 

Se 

Флавопротеїди 
(Простетична група представлена флаві-
наденіндинуклеотидом (ФАД) або фла-
вінмононуклеотидом (ФМН)) 

Ксантін-оксидаза 
Альдегідоксидаза 
Ацил-КоА-дегідрогеназа 

негемове 
Fe 

 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%B5%D1%82%D0%B0%D0%BB%D0%BB%D0%BE%D1%84%D0%B5%D1%80%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D1%82%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%93%D0%BB%D1%8E%D0%BA%D0%BE%D0%B7%D0%BE-6-%D1%84%D0%BE%D1%81%D1%84%D0%B0%D1%82%D0%B0%D0%B7%D0%B0&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B5%D0%BA%D1%81%D0%BE%D0%BA%D0%B8%D0%BD%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%9D%D0%9A-%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%B5%D0%BC%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D0%BD%D0%B0%D0%B4%D0%B8%D0%BD%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%90%D1%80%D0%B3%D0%B8%D0%BD%D0%B0%D0%B7%D0%B0&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B0%D1%82%D0%B0%D0%BB%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%93%D0%B8%D0%B4%D1%80%D0%BE%D0%B3%D0%B5%D0%BD%D0%B0%D0%B7%D0%B0&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%90%D0%BA%D0%BE%D0%BD%D0%B8%D1%82%D0%B0%D0%B7%D0%B0&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A3%D1%80%D0%B5%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%93%D0%B8%D0%B4%D1%80%D0%BE%D0%B3%D0%B5%D0%BD%D0%B0%D0%B7%D0%B0&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A6%D0%B8%D1%82%D0%BE%D1%85%D1%80%D0%BE%D0%BC_%D1%81-%D0%BE%D0%BA%D1%81%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B0%D0%BA%D0%BA%D0%B0%D0%B7%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BB%D0%BA%D0%BE%D0%B3%D0%BE%D0%BB%D1%8C%D0%B4%D0%B5%D0%B3%D0%B8%D0%B4%D1%80%D0%BE%D0%B3%D0%B5%D0%BD%D0%B0%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B0%D1%80%D0%B1%D0%BE%D0%BA%D1%81%D0%B8%D0%BF%D0%B5%D0%BF%D1%82%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%90%D0%BC%D0%B8%D0%BD%D0%BE%D0%BF%D0%B5%D0%BF%D1%82%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D1%8B&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D0%B5%D1%82%D0%B0-%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D0%BB%D0%BE%D0%B8%D0%B4
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%9D%D0%B8%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%82%D1%80%D0%B5%D0%B4%D1%83%D0%BA%D1%82%D0%B0%D0%B7%D0%B0&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%BB%D1%83%D1%82%D0%B0%D1%82%D0%B8%D0%BE%D0%BD%D0%BF%D0%B5%D1%80%D0%BE%D0%BA%D1%81%D0%B8%D0%B4%D0%B0%D0%B7%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%9C%D0%BE%D0%BD%D0%BE%D0%B4%D0%B5%D0%B9%D0%BE%D0%B4%D0%B8%D0%BD%D0%B0%D0%B7%D0%B0&action=edit&redlink=1
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Структура каталітичного центру пероксидази в різних станах представ-

лена на рис. 1.1. Основний стан представлено феррі-ферментом, який при од-

ноелектронному відновленні утворює ферро-форму; остання приєднує моле-

кулу кисню і утворює так звану сполуку III - оксидазний цикл. 

Пероксидазний каталітичний цикл починається зі швидкої взаємодії 

ферменту й H2O2 з утворенням так званої сполуки I, яка містить 2 окислюва-

льних еквівалента: оксиферрил - гем та вільний радикал. Сполука I віднов-

люється донором електронів з утворенням сполуки II, а потім нативного фе-

рменту. 

 
Рисунок 1.1 – Структура каталітичного центру пероксидази в різних 

станах 

 
Під дією надлишку гідроген пероксиду сполука II утворює сполуку III, 

проте, при такому утворенні вона швидко розкладається під дією надлишку 

гідроген пероксиду [8-9]. 

Фермент може проявляти оксидазну (субстрат окисник О2) і оксигеназну 

активність. Оксигенази активують молекулу кисню, а потім впроваджують один 

або два атоми кисню в молекулу окислюваної речовини. Участь ферменту в ок-
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сигеназних реакціях мало досліджена. Оксигеназний цикл, як передбачається, 

діє при окисненні гормону росту рослин, індолілуксусної кислоти [10]. 

Вперше модель активної частини пероксидази хрону була представлена 

в роботі [11], і з тих пір не зазнала змін. 

 
Рисунок 1.2 – Модель активної частини пероксидази хрону  

 

На рис. 1.2 показано оголені сектора простетичної гемової частини, в 

яких відбувається перехід електронів від субстрату. 

 

1.3 Електрохімічні властивості оксидоредуктаз 

 
Оксидоредуктази - це ферменти, які каталізують перенесення 

відновлених еквівалентів від донора до акцептора. Спроби реалізації 

перенесення електрона між редокс-парою та оксидоредуктазою повинні 

враховувати внутрішні природні властивості цих ферментів [12]. 

Дослідження механізмів електронного перенесення в ферментах класу 

оксидоредуктаз розпочаті у 80-х роках XX ст. [13]. Першими каталізаторами 

і медіаторами були залізо-сірчані білки, тіоредоксини і флавін. Різниця поте-

нціалів нових ферментів коливалася в діапазоні від -500 mV до +200 mV і 
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була доступна в якості джерела енергії для живих систем. Згодом різниця по-

тенціалів була розширена до 1300 mV. Таким чином, енергія окисно-

відновних реакцій дозволила вирішити задачу перенесення одного або декі-

лькох електронів, оминаючи утворення високореактивних і цитотоксичних 

радикалів. Заряд може переноситися електронами, протонами, катіонами, 

аніонами та нейтральними сполуками. У великих молекулах ферментів від-

сутній безпосередній контакт з носіями заряду, і перенесення досягається за 

рахунок механізмів, що залучають фрагмент органічної макромолекули [14]. 

Структури і можливості доступу до активних центрів залізо-сірчаних 

білків, флавопротеїдів, цитохромів і білків міді корелюють з можливостями 

електронного обміну між штучними медіаторами і модифікованими електро-

дами. При цьому необхідно дотримуватись певної орієнтації (конформації) 

білкової молекули і електрода. Використання спеціально модифікованих еле-

ктродів, наприклад, на основі електропровідних полімерів, пропонується в 

якості одного з варіантів прямого перенесення електрона в білках [15]. 

 
1.3.1 Електрохімічні методи досліджень ферментів 

 
У ферментах класу оксидоредуктаз представлені найбільш розповсю-

джені типи окисно-відновних центрів, які вивчені різними електрохімічними 

методами. При опосередкованому (непрямому) або прямому перенесенні 

електронів між електродами і білком спостерігаються результати, які узго-

джуються з їх структурними особливостями.  

Для визначення сфери практичного застосування оксидоредуктаз в біо-

електрохіміі необхідно систематично комбінувати інформацію щодо струк-

тури білка і конформації активного центру молекули, спостерігаючи при 

цьому за її електрохімічною поведінкою. Для деяких оксидоредуктаз редокс 

стан надає модулюючий або регуляторний вплив на їх діяльність, наприклад 

співвідношення тіолу до дисульфідних груп в деяких білках, і у флавопротеї-

дах [16]. Аналогічним чином, закріплення субстрату може викликати конфо-
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рмаційні зміни і зсуви окисно-відновних потенціалів, а також впливати на 

електронно-транспортний механізм і кінетику. 

Систематичні дослідження поверхні електрода і його модифікацій, на 

електрохімічну поведінку адсорбованих білків і розроблення нових методів 

зв'язування, включає в себе використання електропровідних полімерів з ката-

літичними властивостями на основі механізмів дії оксидоредуктаз [17]. 

Орієнтована іммобілізація маленьких біомолекул, з доступними окис-

но-відновними центрами на поверхні електрода може бути способом перене-

сення електронів на великі оксидоредуктази з прихованими центрами, іміту-

ючи природні механізми електронного транспорту [18-19]. 

 

1.4 Іммобілізація ферментів. Види іммобілізації ферментів на неорга-

нічних носіях 

 

Одним з механізмів формування гетероструктур є іммобілізація ферме-

нтного препарату на носіях різної структури (природи). При цьому вибір ме-

ханізму зв'язування впливає на формування гетероструктури в цілому. 

Термін «іммобілізовані ферменти» узаконений порівняно нещодавно, в 

1974 р. Сандерємом і Реєм, хоча ще в 1916 р. Нельсон і Гриффі показали, що 

інвертаза, адсорбована на вугіллі або алюмогелі, зберігає свою каталітичну 

активність [20]. Однак початок цілеспрямованих досліджень, орієнтованих на 

створення такого роду стабілізованих ферментних каталізаторів, відноситься 

до середини XX століття. 

Відповідно до одного з прийнятих визначень, під іммобілізацією фер-

менту розуміється його включення в яку-небудь ізольовану фазу, яка відо-

кремлена від фази вільного розчину, але здатна обмінюватися з розташова-

ними в останній молекулами субстрату [21]. На підставі цього визначення всі 

існуючі методи іммобілізації поділяються на 2 групи: фізичні та хімічні. 

Методи фізичної іммобілізації (тобто іммобілізації, при якій фермент 

не з'єднаний з носієм ковалентними зв'язками) можна розділити на чотири 
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групи (рис. 1.3): 1 - адсорбція на нерозчинних носіях; 2 - включення в пори 

гелю; 3 - просторове відділення ферменту від решти обсягу реакційної сис-

теми за допомогою напівпроникної перегородки (мембрани); 4 - включення в 

двофазне середовище, де фермент розчинний, і може знаходитися тільки в 

одній з фаз [22]. 

Головною відмінністю хімічних методів іммобілізації є те, що шляхом 

хімічного впливу на структуру ферменту в його молекулі створюються нові 

ковалентні зв'язки, зокрема між білком і носієм [23]. Препарати іммобілізо-

ваних ферментів, отримані із застосуванням хімічних методів, володіють 

двома важливими перевагами: високою міцністю утвореного кон'югату, під-

вищеною субстратною специфічністю і каталітичною активністю. 

 

 
Рисунок 1.3 – Способи іммобілізації ферментів: а - адсорбція на нероз-

чинних носіях; б - включення в пори гелю; в - відділення ферменту за 

допомогою напівпроникної мембрани; г - використання двофазного ре-

акційного середовища 
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Використання одного і того ж методу в якості стандартної процедури 

для різних ферментів призводить до кінцевих результатів, що різко відрізня-

ються між собою по рівню залишкової активності і стабільності. Вибір мето-

ду іммобілізації роблять, виходячи з критеріїв стабільності іммобілізованого 

ферменту, його доступності для реакції з обумовленою речовиною, способу 

реєстрації аналітичного сигналу [24]. 

 

1.4.1 Адсорбційна іммобілізація 

 

Найпростіший метод іммобілізації ферментів - це адсорбція на нероз-

чинному носії [25]. В даний час адсорбційна іммобілізація завдяки цілому 

ряду переваг, є найбільш широко поширеним способом отримання іммобілі-

зованих ферментних препаратів промислового значення [23]. 

Процедура іммобілізації полягає в перемішуванні при певних умовах 

ферменту і носія, відокремленні нерозчинного компонента суміші від роз-

чинного центрифугуванням або фільтруванням. Носії для адсорбційної іммо-

білізації можна розділити на два основні класи - неорганічні і органічні 

(табл.1.3). 

 
Таблиця 1.3 – Класифікація носіїв для адсорбційної іммобілізації фер-

ментів [22-24] 

 
Неорганічні носії Органічні носії 

кремнезем 

оксиди алюмінію 

оксиди титану та інших металів 

природні алюмосилікати (глини) 

пористе скло 

кераміка 

активоване вугілля 

полісахариди 

полімерні іонообмінні смоли 

колаген 

поліетилен 

спінена гума 
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Іммобілізація досягається за рахунок дифузії ферменту до поверхні носія 

з подальшою адсорбцією. Недоліком методу є те, що для отримання препарату 

з високим вмістом адсорбованого ферменту необхідно тривалий час контакту 

ферменту і носія. У лабораторній практиці найчастіше застосовується метод з 

перемішуванням, при якому носій суспендується в розчині ферменту і отри-

мана суміш безперервно перемішується за допомогою магнітної чи механічної 

мішалки. Цей спосіб набагато ефективніше статичного і забезпечує більш рів-

номірне заповнення поверхні носія адсорбованим ферментом [26-27]. 

До числа переваг методу адсорбційної іммобілізації слід віднести дос-

тупність і дешевизну сорбентів, які виступають в ролі носіїв, яким можна на-

дати будь-яку конфігурацію і забезпечити необхідну пористість; простота за-

стосованих методик. Крім того, при адсорбційній іммобілізації нерідко вда-

ється одночасно вирішити і проблему очищення ферменту, оскільки зв'язу-

вання білка з носієм в багатьох випадках досить специфічне. Недоліком ме-

тоду є те, що для отримання препарату з високим вмістом адсорбованого фе-

рменту необхідний тривалий час контакту ферменту з носієм. 

 

1.4.2 Механізми іммобілізації оксидоредуктаз на неорганічних носіях 
 

Наскільки різноманітні матеріали, що застосовуються для адсорбції 

ферментів, настільки різні механізми і міцність зв'язування ферменту з носі-

єм. Характеризуючи ці зв'язки, можна говорити про широкий їх спектр, від 

простого «обростання» носія до утворення полярних, іонних і ковалентних 

зв'язків. 

Вибір методу іммобілізації залежить від характеристик, що пред'явля-

ються до носія [28]: 

• велика внутрішня поверхня, для досягнення геометричної відповідності з 

поверхнею ферменту; 

• висока концентрація на поверхні і стабільність активних груп, з метою до-

сягнення мультиточечного ковалентного приєднання; 
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• мінімальні стеричні утруднення в реакції між реакційними групами білкової 

молекули ферменту і носія, так як після первинної іммобілізації ковалентне 

приєднання вимагає контакту між групами, пов'язаними з жорсткими конс-

трукціями; 

• легкість отримання інертної поверхні в носії після іммобілізації при блоку-

ванні інших реакційно здатних груп у носії, які не впливають на фермент. 

Серед неорганічних носіїв [29] для іммобілізації в літературі є деякі, які 

можуть відповідати більшій частини цих вимог як цеоліти, глинисті мінерали 

[30], пористі стекла [31-32], силікатні нанотрубки [33], оксиди металів [34]. 

Дані матеріали доступні в широкому діапазоні завдань, можливо хіміч-

но змінити їх поверхню шляхом багатьох методів іммобілізації. Неорганічні 

носії мають термічну і механічну стійкість. [35]. Крім того, двома новими 

особливостями неорганічних носіїв є жорсткість і пористість [36-37]. На від-

міну від неорганічних матеріалів, органічні дуже чутливі до тиску і рН. Най-

більш перспективними є мезопористі матеріали, що мають пори в діапазоні 

від 2 до 50 нм, і площу поверхні, починаючи від 300-500 м2·г−1 й до 1500 

м2·г−1 [38]. 

Алюмосилікатні нанотрубки додають в УФ захисні покриття. Плівки, 

створені на основі композиту ГНТ/хітозан з іммобілізованим ферментом, де-

монстрували пряме перенесення електронів в електрохімічній комірці. Крім 

того, вони проявили активність при електрокаталітичному розкладі гідроген 

пероксиду. Схожі плівки з іммобілізованим гемоглобіном можуть бути за-

требувані в біосенсорах і біокаталізі [33]. 

Застосування адсорбційного зв'язування в кожному індивідуальному ви-

падку вимагає додаткових досліджень для виявлення справжнього механізму 

зв'язування на конкретних носіях. Однак прийом адсорбційної іммобілізації не 

завжди призводить до отримання адсорбованих продуктів, так як адсорбція є 

оборотним процесом. Часто спостерігається хімічне зв'язування за двома ме-

ханізмами: поверхнево ковалентне зв'язування і об'ємне зшивання [23]. 

 



 39 

1.4.3 Способи ковалентного зв'язування ферменту з носієм 
 

Шляхом хімічного впливу на структуру ферменту в його молекулі утво-

рюються нові ковалентні зв'язки, зокрема між білком і носієм. Дана взаємодія 

з носієм забезпечує високу міцність утвореного кон'югату і при досить широ-

кому варіюванні умов (рН, температура), фермент не десорбується з носія і не 

забруднює цільових продуктів каталізуємої їм реакції [39]. Хімічна модифіка-

ція ферментів здатна приводити до істотних змін їх властивостей, таких, як 

субстратна специфічність, каталітична активність і стабільність. Саме хіміч-

ними методами, шляхом ковалентного закріплення білкової структури вдаєть-

ся досягти найбільших ефектів стабілізації ферментів [40-41]. 

Незалежно від числа і хімічної природи компонентів у ковалентній ім-

мобілізації розрізняють три елементи - блоку хімічної конструкції: молекула 

ферменту (Ф), носій (Н) і зшиваючий бі- чи поліфункціональний реагент (З), 

званий також «зшивання», «спейсер» [20-21]. 

Ковалентна іммобілізація ферментів передбачає створення конструкцій 

з трьох елементів, пов'язаних хімічними зв'язками: Н-З-Ф (як максимум) і 

(або) двох, Н-Ф і З-Ф (як мінімум). У свою чергу, принципи конструювання 

відповідних кон'югатів можна наочно позначити термінами «пришиття» (для 

Н-Ф), «зшивання» (для Н-З-Ф) і «вшивка» (для З-Ф). 

При наявності на поверхні носія функціональних груп, здатних вступа-

ти в хімічні реакції з функціональними групами фермента з утворенням ко-

валентних зв'язків: отримання іммобілізованого ферменту зводиться до ви-

ключно простої процедури, аналогічно використовуваній для фізичної адсор-

бції ферменту на носії [42]. До розчину ферменту вводиться носій і фермент 

на ньому адсорбується, однак адсорбція при хімічній іммобілізації необорот-

на - фермент пришивається до носія однією або кількома ковалентними зв'яз-

ками (рис. 1.4, а). 

Тісний контакт білка з носієм іноді може виявитися небажаним. Для ці-

єї мети застосовуються зшиваючи реагенти різної довжини. Вони можуть бу-
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ти як простими біфункціональними (тобто з двома однаковими або різними 

за хімічною природою реакційно здатними групами), так і дуже складними 

поліфункціональними реагентами, в тому числі побудованими з різних за хі-

мічною природою ланок та з різними по міцності зв'язками між ними. Тим не 

менш, використовується один загальний принцип ковалентної іммобілізації – 

зшивка ферменту з носієм допомогою зшиваючого агента (рис. 1.4, б). 

 

 
Рисунок 1.4 – Блок-схеми ковалентної іммобілізації ферментів 
 

Цілий ряд рішень для ковалентної іммобілізації ферментів дає викори-

стання систем, які спочатку не містять носія, а тільки фермент і зшиваючі 

агенти, де носій (як тверде тіло) формується безпосередньо при іммобілізації 

або ж сам фермент служить одночасно і носієм. Мова, таким чином, йде про 

ковалентне вшивання молекули ферменту в різні типи сіток (рис. 1.4, в). 

Характеристики одержуваних методами ковалентної іммобілізації фер-

ментних препаратів істотним чином залежать від вихідного зразка ферменту 

(зокрема, від процедури його виділення та очищення), природи носія, чисто-

ти використовуваних реагентів [28]. При хімічній модифікації активний 
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центр бажано захищати шляхом формування нових ковалентних зв'язків в 

молекулі з використанням функціональних груп, які істотно не впливають на 

прояв його каталітичної активності [22]. 
 

1.5 Електрохімічні системи на основі органо-мінеральних  

гетероструктур 

 

Сьогодні існує кілька видів електрохімічних систем з використанням 

ферментів: амперометричні, потенціометричні та ємнісні сенсори, а також 

паливні елементи і суперконденсатори. Це обумовлено симетричною будо-

вою і властивостями цих ферментів [43-44]. 

В кінці XX ст. виникла нова сфера наукових досліджень - біоелектроні-

ка, і поступово почали з'являтися пристрої для аналізу і переробки інформа-

ції, що отримали назву біосенсорів. Нині біосенсори розглядаються як перші 

біоелектронні пристрої [45-47]. Біосенсори - це аналітичні пристрої, що ви-

користовують біологічні матеріали для "розпізнавання" певних молекул і ви-

дають інформацію про їх присутність і кількості у вигляді електричного сиг-

налу [48]. 

 

1.5.1 Електрохімічні сенсори 

 

Вперше, модель біосенсора була запропонована в 1967 році Кларком і 

Ліонсом [49], де в якості біологічного чутливого елемента використовувався 

іммобілізований фермент. Завдяки такому електрохімічного датчику створе-

но і досліджено багато систем, деякі з яких отримали апробацію і промисло-

ву реалізацію [50-52]. 

 

1.5.1.1 Амперометричні сенсори 
 

Засновані на використанні ферментів, які каталізують окисно-відновні 

реакції [53-55]. За механізмами роботи їх можна розділити на перше, друге і 
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третє покоління біосенсорів (рис. 1.5). Біосенсори першого покоління, скла-

даються тільки з ферменту і датчика, який вимірює електрохімічний сигнал в 

окисно-відновній реакції, що належить до природної схеми ферментативної 

реакції. 

 

 
а 

 
б 

 
в 

Рисунок 1.5 – Сумарна схема генерації амперометричних біосенсорів 

першого покоління (а), другого покоління (б), третього покоління (в) 

 

Найбільш поширеним типом є біосенсори на основі оксидаз (глюкозоо-

ксидаза) [56] і дегидрогеназ (алкогольдегідрогеназа) [57], де вимірювання 

основані на утворенні гідроген пероксиду або окисненні спирту (етанолу). 

У другому поколінні біосенсорів природний субстрат замінюється на 

спеціальну редокс речовину - медіатор, який має окисно-відновний потенціал 

достатній для регенерації активного стану окисно-відновного ферменту [58-60]. 

При цьому необхідно забезпечити вільну дифузію медіатора між елект-

родом і ферментом, щоб здійснити його електрохімічну регенерацію. 

Застосування третього покоління біосенсорів обмежено тільки для пев-

них білків, наприклад, для пероксидази хрону [61], оскільки не всі ферменти 

здатні переносити електрони безпосередньо на поверхні електрода без дена-

турації білкової молекули. 
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1.5.1.2 Потенціометричні сенсори 

 

Іоноселективні електроди використовують для того, щоб перетворювати 

біологічні реакції в електричний сигнал. У найпростішому вигляді він скла-

дається з іммобілізованої ферментної мембрани, навколишнього зонд рН- ме-

тра, де каталізатор реакції генерує або поглинає іони гідрогену [62-63]. Реак-

ції, що відбуваються поруч з тонкою скляною мембраною зондування приз-

водять до зміни рН, які фіксуються на дисплеї рН- метра. Електричний поте-

нціал визначається при дуже високих опорах, що дозволяє ефективно подава-

ти нульовий струм і не викликає перешкод в реакції [64]. Основною перева-

гою таких пристроїв є їх вкрай малий розмір (<< 0.1 мм2), що дозволяє виго-

товляти дешеві біосенсори, використовуючи технологію виробництва інтег-

ральних мікросхем [65]. 

 

1.5.1.3 Ємнісні сенсори 

 

Принцип дії ємнісних біосенсорів базується на вимірюванні ємності 

подвійного електричного шару на межі поділу електрод / електроліт і діелек-

тричних властивостях мембрани [66-67]. Подібні датчики з успіхом викорис-

товуються в деяких іммуносенсорах, де зв'язування антитіл з антигенами 

призводить до зменшення діелектричної постійної приповерхневої зони [68]. 

 

1.5.2 Паливні елементи 

 

Біологічні паливні елементи («клітини біопалива») визначені в якості 

паливних елементів, які ґрунтуються на ферментативному каталізі. Це при-

строї, здатні безпосередньо перетворювати хімічну енергію в електричну за 

допомогою електрохімічних реакцій за участю біохімічних [69]. У паливному 

елементі відбувається реакція окиснення на аноді, і зниження реакції на катоді 
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[70]. Продуктивність паливних елементів характеризується початковою поту-

жністю, яка залежить від струму, досягнутого при різній напрузі в комірці. 

У біологічних паливних елементах ферменти використовуються в якос-

ті каталізатора і, як правило, працюють в м'яких умовах (20-40 0С, рН середо-

вища близький до нейтральної) [71]. Ці властивості роблять біопаливні еле-

менти з участю ферментів привабливою перспективою для використання в 

пристроях, де генерація ускладнюється при високих температурах, або де 

жорсткі умови реакції не є бажаними [72]. Біокаталізатори, або білки, ферме-

нти в порівнянні з металевими каталізаторами володіють ціновими перевага-

ми у великих виробничих масштабах [73]. 

 
1.5.3 Суперконденсатори 

 
Електрохімічні конденсатори, так звані. суперконденсатори - енергети-

чні пристрої з високою потужністю і щільністю енергії. Вони є перспектив-

ними пристроями акумулювання енергії для вирішення багатьох проблем, 

пов'язаних з переходом від енергії викопного палива до технології викорис-

тання поновлюваних джерел енергії [74-75]. Це нове покоління накопичува-

чів енергії між електрохімічними акумуляторами і діелектричними конденса-

торами [76]. Суперконденсатори можуть зберігати у 20-200 разів більше ене-

ргії, ніж звичайні конденсатори і випускати її з найвищою потужністю, дося-

гаючи в той же час щільності струму характерного для конденсаторів і недо-

ступного для акумуляторів. Сьогодні багато конденсаторів можуть працюва-

ти при напрузі близько 1000 В і при рівнях потужності понад 100 кВт [77-78]. 

Таким чином, суперконденсатори є єдиним технічним пристроєм, що дозво-

ляє заощадити до 25% спожитої енергії. 

 
1.5.3.1 Конструкційні особливості суперконденсаторів 

 

Електрохімічні конденсатори, які накопичують заряд в ПЕШ або супе-

рконденсатори відрізняються від звичайних конденсаторів рівнем електрич-
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ної ємності: максимальна ємність звичайних конденсаторів становить сотні 

мікрофарад, а максимальна ємність суперконденсаторів досягає тисячі фарад, 

тобто, на шість порядків більше. Таким чином, суперконденсатори мають на-

ступні характеристики [79]: 

 - густина електричної ємності до 900 Ф/г; 

- густина електричної енергії до 50 Дж/см3; 

- внутрішній опір до 0,0001 Ом; 

- час заряду і розряду в діапазоні 0,025÷5,0 с.; 

- мала втрата струму - і можливість зберігання заряду протягом сотень годин. 

 Такі характеристики виділили суперконденсатори в особливу групу 

пристроїв зберігання енергії, що займає нішу між звичайними конденсатора-

ми і акумуляторними батареями, що ілюструє діаграма Рагона [80] (рис. 1.6). 

 
Рисунок 1.6 – Діаграма Рагону для пристроїв генерації та накопичення 

енергії 

 

Матеріали для редокс-електродів, в тому числі оксиди перехідних ме-

талів і електронно-провідні полімери, здатні до фарадеєвських реакцій пере-

несення зарядів, і грають важливу роль в більшості електрохімічних накопи-

чувачів енергії, наприклад суперконденсатор, акумуляторна батарея та їх гіб-

рид [81-82]. Батареї часто засновані на окисно-відновних матеріалах з низь-
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кою потужністю. Суперконденсатори, зокрема, на основі редокс-неактивних 

матеріалів, таких як активоване вугілля, проявляють високу вихідну потуж-

ність, але мають відносно низьку енергетичну потужність. Поєднуючи пере-

ваги суперконденсаторів і акумуляторів, гібридні суперконденсатори - бата-

реї можуть мати енергію, як акумулятор і вихідну потужність майже таку ж 

високу, як у суперконденсаторі [83]. 

Мініатюризація і інтеграція суперконденсаторів в більш складні систе-

ми, які включають комбінування енергії і функціональних пристроїв, є знач-

ним механізмом для вирішення систем автономії енергії [84]. 

В даний час набула розвитку розробка тонких і гнучких суперконденса-

торів за допомогою адитивних технологій на основі осадження надзвукового 

кластерного пучка, який буде здійснюватися в ємнісних електролітах транзи-

стора закритого типу і ємнісних мікробних паливних елементах [85-86]. Такі 

системи інтегрують в матеріалах конкретні функції пристрою: електричні пе-

реходи або зберігання енергії з оборотною можливістю. Таким чином, дослі-

дження відкривають нові горизонти для розвитку та застосування нових ба-

гатофункціональних і енергетичних елементів для зберігання і накопичення 

енергії [87-88]. 

 

1.6 Висновки. Постановка завдань дослідження 

 
В даний час більшість досліджень присвячено створенню нанокомпози-

тних систем і гетероструктур для перетворення енергії і біокаталізаторів, 

складовими компонентами яких є електропровідні вуглецеві матеріали (гра-

фен, нанотрубки). Використання неорганічних матеріалів, переважно силіка-

тів - досліджується в значно меншому обсязі. Гетероструктури з використан-

ням нативного ферментного препарату - витяжки з рослин - досі не дослі-

джувались. Згідно з основною ідеєю роботи, зшивання неорганічного компо-

нента з ферментним препаратом створює гетероструктури, здатні до розподі-
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лу зарядів, змінює механізм перебігу хімічних і електрохімічних реакцій і ві-

дкриває нові сфери застосування отриманих матеріалів. 

Тому метою даної роботи є встановлення закономірностей впливу при-

роди неорганічного носія з різною структурою та фізико-хімічними власти-

востями на зв'язування нативних ферментних препаратів класу оксидоредук-

таз (на прикладі витяжки з коренеплоду редьки чорної); застосування одер-

жаних гетероструктур в якості активних мас електродів для енергоперет-

ворюючих пристроїв та біосенсорів. 

Для досягнення даної мети необхідно було вирішити наступні задачі: 

• Визначити фізико-хімічні властивості неорганічних носіїв різної при-

роди (бентоніт, модифікований фосфат-іонами бентоніт, каолін, пірогенний 

кремнезем), що відповідають за утворення гетероструктур з ферментним 

препаратом класу оксидоредуктаз; 

• Дослідити вплив кислотно – основних властивостей носія на зміну ре-

докс - активності в системах нативний ферментний препарат на основі ок-

сидоредуктаз, іммобілізований на цих носіях; 

• Визначити вплив структурних та морфологічних особливостей мінера-

льного носія на стабільність редокс - активності іммобілізованого нативного 

ферментного препарату; 

• Виявити взаємозв'язок особливостей зв'язування з електрохімічною ак-

тивністю гетероструктур в системі неорганічний носій - нативний фермент-

ний препарат; 

• Випробувати синтезовані гетероструктури як активні маси для ство-

рення суперконденсаторів та біосенсорів. 
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РОЗДІЛ 2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ МЕТОДИКИ ТА 

АПАРАТУРА 

 

2.1 Об'єкти дослідження 
 

Пероксидаза дуже широко поширена в рослинах. Фермент був отри-

маний з таких різноманітних джерел, як хрін [89], дріжджі [90], солодка 

картопля [91], квасоля [92], ріпа [93], японська редька [94], люпин [95] та 

пшениця [96]. Одним з найбільш детально вивчених ферментів, виділених 

з рослин є корінь хрону. Тому, дослідження проведені на витяжці природ-

ного ферментного препарату, виділеного з коренеплоду редьки чорноїОсо-

бливістю експерименту стало використання саме нативної суміші фермен-

тів, а не очищених форм оксидоредуктаз. 

 

2.1.1 Виділення ферментного препарату з рослинної сировини 

 

Для дослідження використовували нативну суміш ферментних препа-

ратів складу (г / 100 г): білки - 1,9, жири - 0,2, вуглеводи - 6,7 (моно- і диса-

хариди- 6,4, крохмаль - 0,3), харчові волокна - 2,1, органічні кислоти - 0,1, 

вода - 88, зольність – 1 [97]. Препарат отримували шляхом змішування 3 г 

рослинної маси з 25 г скляних гранул (розмір 0,25 мм) і 7мл фосфатного бу-

фера рН 6,86 і розтиранням протягом 5 хв. Значення рН для виділення фер-

ментного препарату вибиралися відповідно до рН максимальної активності 

пероксидази хрону рН 5-8 [4, 98]. Далі суміш поділяли на 3 частини, і кожну 

частину окремо розтирали в порцеляновій ступці протягом 5 хв. Розтерту 

масу об'єднували, доливали 6 мл того ж буфера. Виділення препарату про-

водилося в центрифузі СМ-50 (СРСР) на швидкості 7000 об / хв протягом 10 

хв. Прозору надосадову рідину використовували як джерело ферментного 



 49 

препарату. Виділення ферментного препарату проводили за методикою, ха-

рактерною саме для збереження ферментів класу оксидоредуктаз. 

 

2.1.2 Іммобілізація ферментного препарату 

 
Іммобілізацію проводили методом поглинання ферментного препа-

рату з 20% розчину у фосфатному буфері при рН 6,86. У мірну колбу міст-

кістю 100 см3 поміщали 20 мл досліджуваного розчину нативного фермен-

тного препарату, доводили об'єм розчину водою до мітки і перемішували. 

Неорганічний носій масою 10 г заливали приготовленим розчином ферме-

нтної суміші об'ємом 100 мл при температурі 25 0С і витримували протя-

гом 2 год на повітрі [20-21, 23]. 

Проведені раніше дослідження кінетики сорбції ферментного препа-

рату на неорганічних носіях за часів контакту від 0.5 до 24 год показали 

значне зниження каталітичної активності ферменту в часі, починаючи з 2 

год контакту ферментного препарату з носієм. Це пов'язано з утворенням 

нових продуктів в системі внаслідок взаємодії на світлі компонентів фос-

фатно-буферних розчинів між собою, з компонентами носія, киснем повіт-

ря [99]. 

Отриману гетероструктуру неорганічний носій-ферментний препарат 

відокремлювали від вихідного розчину фільтруванням з подальшою суш-

кою на повітрі протягом 48 год. Отримані зразки зберігали без доступу по-

вітря в поліетиленових контейнерах протягом 6 місяців і більше. 

 

2.1.3 Неорганічні носії 

 
В якості носіїв для іммобілізації ферментного препарату використані 

неорганічні матеріали різного походження, природи і будови. Це природні 

силікати і алюмосилікати: бентоніт, модифікований фосфат - іонами бенто-
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ніт, каолін, а також промисловий силікат - пірогенний кремнезем марки ае-

росил-300. 

Оцінку питомої поверхні носіїв проводили методом БЕТ на приладі 

СОРБІ – М (РФ) шляхом порівняння обсягів газу-адсорбата, сорбуючого 

досліджуваним зразком і стандартним зразком матеріалу (Al2O3) з відо-

мою питомою поверхнею. Вимірювання питомої поверхні проводили по 4-

х точкового методу БЕТ. В якості газу-адсорбата в даній модифікації вико-

ристовувався газоподібний азот ГОСТ 9293-74. Характеристики носіїв 

представлені в табл. 2.1. 

Модифікований фосфат-іонами бентоніт отримували низькотемпера-

турною обробкою (до 40 0С) бентоніту 0,1 М розчином H3PO4 при постій-

ному перемішуванні, і подальшій сушці на повітрі. 

В якості електропровідного носія використовували графен. Графен 

отримували шляхом механічного відлущування шарів пластин пресованого 

терморозширеного графіту виробництва ІХП ім. А.А. Чуйка НАН України. 

Даний метод дозволяє отримувати найбільш якісні зразки з високою рух-

ливістю носія, але не передбачає використання масштабного виробництва, 

оскільки це ручна процедура. 

Листовий графен використовували у якості струмозбірника для сис-

тем гетероструктура – графен – золотий контакт (див. розділ 5). 

Суспензію графена отримували з тонкошарового графена, отримано-

го з графіту AG-1500, "Графіт-майстер", Запоріжжя, Україна, анодним роз-

пиленням. Отримані частинки середнього розміру 5×5 мкм, товщиною 50 

нм промивали в етанолі, сушили, а потім диспергували в киплячому етано-

лі з ультразвукової обробкою за допомогою ультразвукового диспергатора 

УЗДН-2T (РФ) при частоті 20 кГц. Отриману суспензію використовували 

для друку двостороннього покриття на ватманському папері. 

 

 



 51 

Таблиця 2.1– Походження, хімічний і структурний склад використаних носіїв 

Матеріал Склад, % Метод обробки Площа поверх-
ні, м2/г 

 
Структура 

Бентоніт  

(родовище  

Дашуківка,  

Україна) 

SiO2 – 58,3; А12О3 – 

12,8; Fe2O3 – 6,8;  

СаО – 1,45; MgO – 1,6; 

Na2O + К2О – 0,5; 

Вологість – 9,3 

Втрати при прожарю-

ванні – 9,75 

Відмулювання 

дрібної фракції 

у воді 

 

36±2 

Шарувата, розмір зерна 50-110 нм 

 
Бентоніт, моди-

фікований фос-

фат-іонами 

SiO2 – 57,0; А12О3 – 

12,1; Fe2O3 – 6,6;  

СаО – 1,45; MgO – 1,3;  

Na2O + К2О – 0,3;  

Р2О5 – 2,45; 

Вологість – 9,0 

Втрати при прожарю-

ванні – 9,8 

Низькотем-

температурна 

обробка H3PO4 

 

115±5 

Шарувата, розмір зерна 50-70 нм 
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Каолініт  

(Глуховецьке  

родовище, 

 Україна) 

Al2O3 – 35,5;  

SiO2 – 62,0;  

TiO2 -0,4; 

Fe2O3 – 0,35; 

MgO 0,18-0,9; 

CaO – 0,71; 

Na2O+К2O 0,18-1,6 

Відмулювання 

дрібної фракції 

у воді 

16±2 Шарувата, розмір зерна 50-70 нм 

 

Аеросил – 300 

(Калуш, Україна) 

SiO2 – 100 – 300 Аморфна 
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2.1.4 Вихідні реактиви 

 

В якості вихідних реактивів для іммобілізації нативного ферментно-

го препарату і досліджень отриманих гетероструктур використано: НCl, 

KMnO4 (стандарт- тітри, Черкаський завод хімреактивів), FeCl3⋅6H2O, КCl, 

KBr, C6H12O6 ("ч", РЕАХІМ), крохмаль, H2SO4, (концентрована), "ч.д.а" 

H3PO4, о-фенантролін, гідрохінон, NaOH ("х.ч.", РЕАХІМ), Na2HPO4, 

NaH2PO4 ("ч. д. а", РЕАХІМ), C2H5OН ГОСТ 18300-87, ацетатний буфер-

ний розчин, H2O2 (30%). Аналітичні розчини готували на дистильованій 

воді. 

В якості субстратів - відновників застосовували гідрохінон (СМ= 

0,0001 ÷ 0,001 М), субстрата окисника - H2O2 (СМ= 30%). 

 

2.1.4.1 Визначення вмісту гідроген пероксиду 

 

В основі визначення покладена реакція, представлена рівняннями: 

MnO4
- + 8 H+ +5е = Mn2+ + 4 H2O  

H2O2 - 2e = O2↑ + 2H+  
__________________________________________ 
2 MnO4

- + 5 H2O2 + 6 H+ = 2 Mn2+ + 5O2↑ + 8 H2O   (2.1) 

 

EM(H2O2) = M(H2O2) · f  

f = 1/2  

В мірну колбу місткістю 100 см3 поміщали аліквотний об’єм дослі-

джуваного розчину H2O2, доводили розчин водою до мітки і перемішува-

ли. В колбу для титрування мірною піпеткою відбирали аліквотну частину 

отриманого розчину (20 см3), додавали10-15 см3 1 М розчину H2SO4 й тит-

рували 0,1 М розчином KMnO4 до отримання слабо-рожевого забарвлення, 

стійкого не менше 15 секунд. Титрування повторюють до одержання відт-
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ворюваних результатів. Розраховували вміст H2O2, г, в об’ємі мірної колби 

[100-101]. 

 

2.2 Методи дослідження 

2.2.1 Сорбція ферментного препарату на носіях 
 

Для вивчення поглинання ферментного препарату на неорганічних 

носіях використовували його розчини, де об'ємна концентрація фосфатно-

буферного екстракту варіювалася від 5% до 50%. Склад досліджуваних со-

рбційних систем представлений в табл. 2.2. 

Динаміку сорбції ферментного препарату на носіях вивчали в роз-

чинах з Соб =20%. 
 

Таблиця 2.2 – Склад сорбційних систем 
 

Сорбат Сорбент Умови 

фосфатно-буферний екстракт 

ферментного препарату 

 Соб, % від 5 до 50 

Носій 

m(сорбента) = 1 г 

τ = від 10 хв до 24 год, 

pH = 6,8 
 

Сорбційні дослідження проводили в статичних умовах при темпера-

турі 25 ºС.  

Залишковий вміст ферментного препарату в розчині визначали через 

відповідні інтервали часу фотоколориметричним методом на колориметрі 

КФК-2 (λ=400 нм, ι=10 мм) по калібрувальному графіку (рис. 2.1). 

Після цього розраховували ступінь зв'язування ферментного препа-

рату з твердою фазою N (2.5). 

N (%) = %100
D

⋅
−

нач

коннач

D
D

;  (2.5) 
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Рисунок 2.1 – Залежність оптичної густини від об'ємної концентрації 

ферментного препарату в розчині (λ=403 нм, ι=10 см) 

 

2.2.2 Визначення середньої ферментативної активності 

 
Активність визначали по початковій швидкості реакції ферментного 

окиснення гідрохінону (τ=10 хв), (табл 2.3). 

 
Таблиця 2.3 – Склад каталітичної системи 

Окисник Відновник Каталізатор Умови 

CМ(Н2О2)= 0,02 

М 

СМ(С6Н4(ОН)2)= 

0,005 М 

 

іммобілізований на носії 

фермент 

m=2,5; 5; 7,5 г 

τ=10 хв 

t=25 °C 

pH = 6,8 

 
Зміну концентрації гідрохінону в досліджуваних системах контро-

лювали методом фотоколориметрії по реакції з о-фенантроліном в присут-

ності іонів Fe3+  [102]. 
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За одиницю активності приймали кількість окисненого субстрата 

(мкМ), каталізоване 1 мл ферментного препарату протягом 1 хв. 

Активність розраховували за формулою: 

Ā (активність)= ;
)хв(t)млфермента,(V

)лсуміші,реакційної(V)агідрохінон(CM

⋅
⋅⋅   (2.6) 

1·
хв а)мл(фермент

страта)мкмоль(суб
⋅

=1о.а. 

 

2.2.2.1 Фотоколориметричне визначення гідрохінону 

 
Залишкові концентрації гідрохінону в досліджуваних системах ви-

значали фотоколориметричним методом на приладі КФК – 2МП, (λ=580 

нм, l=10 мм). 

Метод заснований на реакції окиснення гідрохінону FeCl3: 

C6H4(OH)2 + 2Fe3+ = C6H4O2 + 2Fe2+ 2H++  (2.8) 

Утворене залізо (II) в кількості, еквівалентній початковому змісту гі-

дрохінону, визначають з о- фенантроліном, з яким Fe2+ дає стійкий пома-

ранчево-червоний комплекс Fe(C12H8N2)3/2+. Інтенсивність забарвлення не 

змінюється в межах рН=2-9. Молярний коефіцієнт світлопоглинання ста-

новить 13,6⋅103 [103]. 

Досліджуваний розчин, що містить у 5 мл від 0,01 до 0,16 мг гідрохі-

нону, помістили у калібровану пробірку місткістю 20 мл, забезпечену при-

тертою пробкою. До нейтральної проби (при необхідності, її попередньо 

нейтралізують, визначивши необхідну кількість кислоті або лугу титру-

ванням однієї порції проби того ж об’єму) додають 1 мл ацетатного буфер-

ного розчину, 1 мл 0,004 М розчину FeCl3⋅6H2O, 0,5 мл розчину о-

фенантроліну і розбавляють водою до 20 мл. 

Через 1 год вимірювали оптичну густину отриманого помаранчево-

червоного розчину в кюветі товщиною 10 мм при довжині хвилі світла 508 
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нм по відношенню до розчину холостого досліду, проведеного з дистильо-

ваною водою і всіма перерахованими реактивами. Концентрацію гідрохі-

нону визначили по калібрувальному графіку (рис. 2.2). 

 

 
Рисунок 2.2 – Залежність оптичної густини розчинів гідрохінону від 

концентрації 

 

2.2.3 Визначення кількості кислотно - основних центрів на пове-

рхні носіїв методом потенціометричного титрування 
 

Розрахунок співвідношення кислотних і основних центрів проводив-

ся за результатами потенціометричного титрування водних суспензій 0,1 М 

розчинами HCl і NaOH з використанням лабораторного іономіра І-160М, 

хлорид- срібного (ЕВЛ-1М3.1) і скляного (ЕС-1) електродів. Титрування 

проводили у водному середовищі і у середовищі індиферентного електро-

літу (1 М розчин КCl). Для фонового розчину використовували перекрис-

талізований хлорид калію кваліфікації х.ч., 0,1 М розчин HCl готували з 

фіксанала. Наважку зразка масою 100 мг заливали водою, після чого готу-
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вали суспензію з концентрацією 1·10-2 г/л. Загальний обсяг розчину стано-

вив 20 мл. Після досягнення рівноваги в розчині вимірювали рН і будували 

криві титрування в координатах Е – VТ (рН – VТ), де VТ – об’єм титранта. 

Для точного визначення VТ в точці еквівалентності (ТЕ) будували дифере-

нціальні криві титрування в координатах Δ2Е∕Δ2V, що представляють зале-

жність зміни потенціалу (ΔЕ) від об’єму доданого титранта (ΔV). З кривих 

титрування визначали повну обмінну ємність (ПОЄ). Значення силових 

показників активних центрів (рКα) у воді визначали по лінеаризованим 

кривим титрування у координатах рівняння Гендерсона-Гассельбаха (рН –

lgα/(1-α)) [104]: 

рН= рКα +n lg α/(1-α) (2.9), 

2.2.4 Визначення ізоелектричної точки у ферментному препараті 

та синтезованих гетероструктурах 

 

У ізоелектричній точці розчин ферментного препарату як білкової 

молекули нестійкий. Молекули з однаковою кількістю позитивних і нега-

тивних зарядів легко випадають в осад. Значення рН, що відповідає ізоеле-

ктричній точці, є характерним для кожного ферменту. 

рН – стабільність нативного та іммобілізованого на неорганічних но-

сіях ферментного препарату досліджували у 0,5% суспензіях при 25 0С 

протягом 10 хв, і при витримці даних суспензій протягом 1 тижня 

(Waterproof pH Tester 30 OAKTON EUTECH Instruments, USA, похибка 

виміру 0,01 рН). 

Для випадання осаду у ферментному препараті та гетероструктурі 

додавали водовіднімаючу речовину - 96% розчин етилового спирту. Через 

5-10 хв. переглядали всі проби та оцінювали ступінь каламутності отрима-

них сумішей. рН найбільш каламутної суміші відповідала ізоелектричній 

точці ферментного препарату та гетероструктури. 
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2.2.5  Визначення компонентного складу ферментного препарату 

 

Компонентний склад дослідженого нативного і іммобілізованого на 

неорганічних носіях ферментного препарату визначали на атомно-

абсорбційному спектрофотометрі Analyst 200 Perkin Elmer (США). Дослі-

дження проводили з наважок масою 9 г, загальний об’єм системи становив 

10 мл і 15 мл для нативного і іммобілізованого ферментного препарату ві-

дповідно. 

 

2.2.6 Спектральні методи дослідження 

 

Електронна спектроскопія. Електронні спектри поглинання розчи-

нів досліджуваних систем записані на спектрометрі Specord M40 Karl Zeiss 

Jena (5000 – 11000 см-1) у кварцових кюветах, l =1 см. Аналіз зафіксованих 

смуг поглинання проводили після розкладання їх на гаусові компоненти 

[105]. 

ІЧ - спектроскопія. Для запису спектрів нативного ферментного 

препарату, носіїв і гетероструктур використана методика пресування зраз-

ків в таблетках з KBr у співвідношенні (mзразка:mKBr=1:50). ІЧ - спектри 

зняті на спектрофотометрі Specord M80 Karl Zeiss Jena, BRD у діапазоні 

довжин хвиль 4000-280 см-1. 

Скануюча електронна мікроскопія. Мікротекстури зразків дослі-

джували на скануючому електронному мікроскопі з високою роздільною 

здатністю Mira 3 FESEM Tescan USA Inc. з катодом з польовою емісією 

при SEM HV – 10 KeV і автоматичним виміром на зображенні в вакуумі 

9×10-3 Пa. 

Спектрофотометрія. Дослідження ферментних препаратів проведе-

ні на приладі КФК – 2МП, (λ=580 нм, l=10 мм). 
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2.2.7 Циклічна вольтамперометрія 

 

Вимірювання проведені з використанням 3х-електродної комірки на 

електрохімічному модулі Autolab-30, Ekochemie BV, the Netherlands.  

 
 

Рисунок 2.3 – Вимірювальна схема досліджуваних гетероструктур для 

ЦВА: 1 – фільтрувальний папір, змочений у KCl; 2 – струмозбірник, 3 - 

графен (робочий електрод); 4 – гетероструктура; 5 – мембрана (ацетил-

целюлоза); 6 – платинований титан (допоміжний електрод); 7 – хлорид-

срібний електрод порівняння 

 

Стандартизація областей потенціалів вольтамперних кривих проведена 

за розчином Н2О2 в діапазоні концентрацій 1 – 10-6 М. Заданою програмою 

на комірку подавався потенціал, значення якого варіювалося в області по-

тенціалів -1.0 ÷ +1.5 В. 

Запис вольтамперограмм проведений із швидкістю розгортки потенціа-

лу в інтервалі 5 ÷ 100 мВ/с. Електродом порівняння служив хлорид-

срібний електрод. Схема вимірів по screen-printed technology представлена 

на рис. 2.3. 
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2.2.8 Спектроскопія електрохімічного імпедансу 

 

Дослідження механізмів електропровідності нативного ферментного 

препарату і синтезованих гетероструктур проводили на підставі аналізу 

спектрів електрохімічного імпедансу 0,5% водних суспензій при 22 ± 2 0С. 

Спектри електрохімічного імпедансу знімали у двохелектродній комір-

ці з платиновими електродами площею по 1 см2 на відстані 1 см на елект-

рохімічному модулі Autolab-30 модели PGSTAT302N Metrohm Autolab, 

оснащеному модулем FRA (Frequency Response Analyzer) в інтервалі 10-2 – 

106 Гц. Управління модулем здійснювали за допомогою програми Autolab 

4.9 за стандартною процедурою з подальшою обробкою в пакеті Zview 2.0. 

Моделювання електрохімічних реакцій здійснювали за методом еквівален-

тних схем [106]. 

 

2.2.8.1 Вимірювання імпедансу 

 
У основі методу спектроскопії електрохімічного імпедансу лежить 

вивчення реакції відгуку електрохімічної системи, що знаходиться в стаці-

онарному стані, на вплив коливань (струму або напруги) малої амплітуди. 

Основним завданням цього методу є побудова найбільш ймовірних елект-

ричних ланцюгів, що моделюють електрохімічні явища в зразках, з вико-

ристанням сучасних фізико-хімічних уявлень про будову міжфазних кор-

донів і розчинів електролітів. 

Суть методу спектроскопії імпедансу (СЕІ) полягає в подачі синусої-

дального сигналу малої амплітуди, що впливає на приелектродний шар до-

сліджуваної системи, внаслідок чого змінюється і сигнал відгуку на виході 

[107]. Якщо в якості вхідного імпульсу використовувати напругу V(t) = V0 

sin(ωt), а сигнал на виході фіксувати як струм I(t) = I0 sin(ωt + θ), що проті-

кає через цю систему, де V0 та I0 – амплітуди, відповідно, напруги і стру-



 62 

му, ω = 2πf – кутова частота, θ – фазовий зсув, то імпеданс Z*(ω) визнача-

ється співвідношенням (2.10) [108-110]. 

( )( )
( )

V tZ
I t

ω =  (2.10) 

Для подальшого розрахунку використали метод комплексних амплі-

туд. 

 

 
Рисунок 2.4 – Схема вимірювання імпедансу - RСL- метр 

 

При розрахунку цим методом кожній синусоїдальній функції часу 

ставиться у відповідність комплексне число виду (2.11) 

 j
m mÀ A e ψ
•

=  (2.11) 

яке називається комплексною амплітудою величини. Як видно, комплексна 

амплітуда - це комплексне число, модуль якого дорівнює амплітуді сину-

соїдальної величини, а аргумент - початковій фазі. 
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Рисунок 2.5 – Поняття комплексної амплітуди 
 

Як і будь-яке комплексне число - комплексна амплітуда може бути 

представлена на комплексній площині вектором з довжиною Am і кутом 

повороту щодо дійсної осі (рис. 2.5). 

Існує взаємно однозначна відповідність між комплексною ампліту-

дою і синусоїдальною функцією часу. 

 
2.2.8.2 Комплексний опір і комплексна електропровідність 

 
Відношення комплексної амплітуди напруги на контактах двополю-

сника до комплексної амплітуді струму, що протікає через ці затискачі, на-

зивається комплексним опором пасивного двополюсника. 

 ,
uj

jm m
j

m
m

U U eZ ze Î ì
I eI

ι

ψ
ω

ψ

•

•= = =  (2.12) 

Модуль комплексного опору дорівнює відношенню амплітуди на-

пруги до амплітуди струму й називається повним опором двополюсника, 

тобто 

,m mz Z U I Î ì= =  (2.13) 

Аргументом комплексного опору є фазовий зсув між напругою і 

струмом на затискачах двополюсника, тобто  

u ιφ ψ ψ= −   (2.14) 



 64 

Представляючи комплексний опір, як комплексне число в алгебраїч-

ній формі, отримаємо 

cos sin ,Z z jz R jX Î ìφ φ= + = +    (2.15) 

Дійсна і уявна частини комплексного опору двополюсника назива-

ються відповідно активною і реактивною складовими комплексного опору. 

Величина зворотна комплексному опору, називається комплексною елект-

ропровідністю. 

, 
u

j
jm m

j
m

m

I I eY ze Ñì
U eU

ιψ
ω

ψ

•

−
•= = =   (2.16) 

Модуль комплексної електропровідності, яка дорівнює відношенню 

амплітуди струму до амплітуди напруги, називається повною електропро-

відністю двополюсника, тобто 

,  m my Y I U Ñì= =   (2.17) 

Аргумент комплексної електропровідності є фазовий зсув між на-

пругою і струмом на контактах двополюсника, взятому зі знаком (-). 

Представляючи комплексну електропровідність, як комплексне чис-

ло в алгебраїчній формі, отримаємо 

(cos sin ) ,  Y y j g jb Ñìφ φ= − = −   (2.18) 

Вимірювані параметри: 

Вид Назва Значення Функція 

 
R - Resistor Опір Опір 

 

C - Capacitor Ємність Реактивний опір 
(заряджання 
ПЕШ) 

 

L - Inductor Індуктивність Індуктивність 
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CPE - Constant 

Phase Element 

Елемент 

постійної фази 

Характеристика 

нерівноважності 

 
Warburg Short 

Circuit Terminus 

Елемент Варбур-

га 

Массоперенос, 

дифузія 
 

На особливу увагу заслуговує елемент постійної фази (Constant Phase 

Element, СРЕ), який є узагальненим і універсальним засобом для моделю-

вання імпедансу великого класу електрохімічних систем. У найзагальні-

шому сенсі поведінку елемента СРЕ можна розглядати як прояв властивос-

тей фрактальності у просторі частот.  

Цей елемент може відображати як експоненційний розподіл параме-

трів даної електрохімічної реакції, пов'язаної з подоланням енергетичного 

бар'єру при перенесенні заряду і маси, так і імпеданс системи, що має фра-

ктальні структури на поверхні досліджуваного електрода або гетерогенні 

утворення поблизу нього. Часто елемент СРЕ є формальним описом склад-

ної системи, що дає лише зовнішню, якісну подобу, не відображаючи фізи-

чної суті явища. В цьому випадку СРЕ є найпростішою моделлю, яка лише 

формально апроксимує більш складний розподіл параметрів об'єкта. Тому 

пошуки фізичного сенсу в цих випадках повністю неспроможні [107]. 

Застосовувати його можливо лише на базі комплексного фізико - хімі-

чного опису досліджуваної системи. 

Сума наведених параметрів застосована для опису комплексної елект-

ропровідності досліджуваних матеріалів. 
 

2.2.9 Методики формування електродів для амперометричних 

сенсорів і дослідження їх характеристик 
 

В якості токоподвода до ферментного електроду використовували Au- 

електрод модифікований гетероструктурою, нанесеною на підкладку з гра-
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фена. В якості гетероструктур використовували іммобілізовані неорганічні 

носії m=0,03 г, змочені розчином KCl, які наносили на графен (1х1 см). 

Виміри проводили за допомогою цифрового мультиметра UNI-T 

UT30 C (USA) з вхідним опором не менше 20 мОм. 

Схема вимірів представлена на рис. 2.6. 

Аналітичний сигнал фіксували у вигляді значень густини струму на 

комірці у часі, який встановлювався в системі після послідовного додаван-

ня до системи гетероструктура - графен аліквот 3·10-6 ÷ 0,15 г/мл розчину 

глюкози об'ємом 0,05 мл. 

 

 
 

Рисунок 2.6 – Вимірювальна схема досліджуваного глюкозного біосен-

сора: 1 – Au - електрод; 2 – шар графену; 3 – гетероструктура; 4 – мем-

брана (ацетилцелюлоза); 5 – фільтрувальний папір, змочений у KCl; 6 – 

платинований титан 

 

2.3 Висновки до розділу 2 

 
Для дослідження формування гетероструктур в системі неорганічний 

носій - нативний ферментний препарат класу оксидоредуктаз крім фізико - 

хімічних були також використані електрохімічні методи. Фізико-хімічні 
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властивості органомінеральних гетероструктур встановлені завдяки прямій 

потенціометрії і потенціометричному титруванню, інфрачервоній (ІК) і 

ультрафіолетовій (УФ) спектроскопії, атомно-абсорбційній спектрофото-

метрії (ААС), спектрофотометрії, скануючій електронній мікроскопії 

(СЕМ), циклічній вольтамперометрії (ЦВА), спектроскопії електрохімічно-

го імпедансу (СЕІ). 

Вибір матеріалу збірки, а саме використання Au - струмопідводу 

обумовлений високою каталітичної активністю ферментного препарату. 

Використання інших електродів (Pt) призводило до появи досить високих 

фонових струмів і подальшої втрати чутливості сенсора. 

Одночасне застосування взаємодоповнюючих загальноприйнятих 

методів дослідження дають підстави стверджувати про обґрунтованість 

зроблених в роботі висновків. 
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РОЗДІЛ 3. ФІЗИКО-ХІМІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ СИСТЕМИ 

НЕОРГАНІЧНИЙ НОСІЙ - ФЕРМЕНТНИЙ ПРЕПАРАТ ЯК 

ГЕТЕРОСТРУКТУРИ 

 

Всі відомі дослідження систем фермент - носій виконані з використан-

ням індивідуальних ферментів високої чистоти. Склад нативного ферментно-

го препарату значно складніший. Тому, в припущенні можливих додаткових 

вкладів компонентів препарату, досліджені його хімічний склад і властивості 

утворених гетероструктур. 

 

3.1 Елементний склад і властивості нативного ферментного препа-

рату 

 

Атомно-абсорбційний аналіз нативного та іммобілізованого на неорга-

нічних носіях ферментного препарату (табл. 3.1) виявив чотири основних іо-

нів металів (Fe3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+), що входять до його складу. 

 

Таблиця 3.1 – Зміст іонів металів в нативному та іммобілізованому на 

неорганічних носіях ферментному препараті 

 

 

Система 

Зміст іонів металів, % 

Fe3+·10-3 Cu2+·10-4 Ni2+·10-5 Zn2+·10-4 

НФП 1,85±0,09 1,20±0,06 6,72±0,34 5,38±0,27 

Бентоніт + НФП 2,55±0,13 0,32±0,02 6,50±0,33 4,62±0,23 

Мод.бентоніт+НФП 1,40±0,07 0,17±0,01 6,70±0,34 4,30±0,22 

Каолін + НФП 0,77±0,04 0,12±0,01 5,01±0,251 2,90±0,15 

Аеросил-300 + НФП 0,30±0,02 0,012±0,001 2,40±0,120 1,50±0,08 
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Концентрацію металів в іммобілізованих гетероструктурах визначали 

за різницею між концентраціями металів у нативному ферментному препара-

ті та у носіях. 

Аналіз необоротного зв'язування за іонами металів, що входять до 

складу нативного ферментного препарату встановив таку залежність для іо-

нів Fe3+ і Ni2+ – аеросил-300 > каолін >> модифікований фосфат-іонами бен-

тоніт = бентоніт, для Cu2+ і Zn2+ – аеросил-300 > каолін > модифікований фо-

сфат-іонами бентоніт > бентоніт. 

Це свідчить про селективне виділення з рослинного матеріалу суміші 

ферментів класу оксидоредуктаз, або суміші пероксидази з супероксиддис-

мутазою [111-112]. 

Встановлено, що природний бентоніт селективно зв'язує іони Cu2+, мо-

дифікований фосфат-іонами бентоніт – іони Fe3+, Cu2+, Zn2+, а аеросил-300 й 

каолін – всі чотири іона металу (Fe3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+), (табл. 3.2-3.3). 
 

Таблиця 3.2 – Ступінь необоротного зв'язування іонів металів, що вхо-

дять до складу ферментного препарату на носіях різної природи 

 

Носій Необоротне зв'язування іонів металів 

Fe3+·10-3 % Cu2+·10-4 % Ni2+·10-5 % Zn2+·10-4 % 

Бентоніт - - 0,84±0,04 70,0 - - - - 

Мод. бе-

нтоніт 

0,19 10,2 1,00±0,05 83,3 - - 0,19±0,01 3,5 

Каолін 0,84 45,3 1,04±0,05 86,7 0,98±0,05 14,6 2,06±0,10 38,3 

Аеросил-

300 

1,26 68,0 1,14±0,06 98,4 3,29±0,16 48,9 3,50±0,18 65,0 

 

Наявність чотирьох основних іонів металів в нативному ферментному препа-

раті свідчить про присутність кількох типів ферментів, що мають відмінності 

у складі і будові каталітичних і адсорбційних центрів білкової молекули. 
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Таблиця 3.3 – Еквівалентні співвідношення іммобілізованих іонів мета-

лів на поверхні неорганічних носіїв 
 

Носій Співвідношення 

Бентоніт Cu1 

Мод. бентоніт Fe11,7 : Cu5,5 : Zn1 

Каолін Fe89,8 : Cu9,8 : Ni1 : Zn19 

Аеросил Fe40,1 : Cu3,1 : Ni1 : Zn9,6 

 

Різниця в адсорбційній ємності щодо ферменту і пористості вихідних 

носіїв (останні коливаються в межах від 16 до 300 м2/г) носить антибатний 

характер, що вказує на вплив кількості кислих і основних центрів поверхні на 

вибірковість зв'язування. 

Аналіз кислотно-основної активності носіїв встановив, що вибірковість 

зв'язування оксидоредуктаз різної будови (супероксиддисмутаз і пероксидаз) 

є функцією концентрації основних груп на поверхні носія (табл. 3.4). 

 

Таблиця 3.4 – Кількість кислих і основних центрів на поверхні неорга-

нічних носіїв до і після іммобілізації ферментного препарату, (ммоль-

екв/г) 
 

Система [Н+] Δ [Н+] [ОН-] Δ [ОН-]  

Бентоніт 0,09±0,005  0,08±0,004  

Бентоніт + НФП 0,072±0,004 -0,02 0,08±0,004 0 

Мод. бентоніт 0,14±0,007  0,08±0,006  

Мод. бентоніт + НФП 0,14±0,007 0 0,1±0,006 + 0,02 

Каолін 0,220±0,011  -  

Каолін + НФП 0,320±0,016 + 0,10 0,200±0,010 + 0,20 

Аеросил-300 0,072±0,004  0,200±0,010  

Аеросил-300 + НФП 0,045±0,002 + 0,06 0,110±0,006 - 
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З підвищенням кількості протонів на поверхні неорганічного матеріалу 

втрачається вибірковість зв'язування ферментів. В результаті абсолютна кі-

лькість зв'язаного ферменту зменшується за рахунок конкурентного зв'язу-

вання оксидоредуктаз інших класів. 

З табл. 3.4 видно, що надмірна концентрація іонів Н+ впливає на вихід-

ну структуру оксидоредуктаз. Поява додаткових гідроксид - іонів (ОН-) в разі 

модифікованого фосфат - іонами бентоніту може бути викликана виділенням 

вільної полуацетальної гідроксидної групи в результаті гідролізу ферменту. 

Це зберігає здатність фрагменту адсорбованої молекули до розкриття циклу, 

посилює можливість здійснення цикло-оксо-таутомерії і обумовлює відновні 

властивості отриманої системи. 
 

3.2 Спектральні характеристики гетероструктур 

 

Для визначення впливу структурних особливостей мінерального носія 

на стабільність редокс - активності іммобілізованого ферментного препарату 

паралельно знято ІЧ – спектри всіх досліджених носіїв та гетероструктур на їх 

основі. 

 
Рисунок 3.1 – ІЧ - спектри бентоніту (1) і гетероструктури на його ос-

нові (2) 
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В спектрі досліджуваного бентоніту (рис. 3.1, табл. 4.3) ідентифіковані всі 

найбільш характерні для мінералів дашуківського родовища смуги поглинання, 

а саме: смуги з максимумами 470, 1040 см-1 – обумовлені коливаннями Si–O 

зв’язків; 525 см-1 – Si–O–Al, коливання ОН- груп проявляються у вигляді смуг 

поглинання в областях 1600-3200 и 3200-4000 см-1. 

Таблиця 3.5 – Характеристичні довжини хвиль ІЧ- спектрів бентоніту і 

гетероструктури на його основі 

 
Частота коливань (см-1) Тип 

коливань 

Атомна група  

[113-115]  Бентоніт Бентоніт + НФП 

3700 3710, 3640 3600 v -ОН (структурн.) 

3400 3400 3400 v Н2О (адсорбц.) 

2320 2320 — v Н2О 

 1640 — δ Н2О 

1627-1683 — 1630  δ С=О (амід I) 

1498-1587 — 1500  v 
N-H в площині (амід 

II) 

 1450 — δ -ОН 

1040 1040 1030 δ Si-O- Si 

613-700 — 680 v 
О=С-N в площині 

(амід IV) 

525 525 520 δ 
змішані Si–O–Al і Mg-

O 

 470 470 δ Si-O 

470 430 430 δ 
Fe(III)-O в окт. пози-

ціях 
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Максимальну стабільність в часі показав носій - модифікований фосфат 

- іонами бентоніт (рис. 3.2, табл. 3.6). Однак в спектрі щодо вихідного природ-

ного мінералу спостерігається зміщення піку адсорбованої води в більш дов-

гохвильову область, а прояв структурних ОН- груп в більш короткохвильову 

область, що в сумі знижує хвильовий діапазон в 1.5 рази. Отже, можливе зни-

ження енергетичного бар'єру при утворенні водневих зв'язків між ОН- група-

ми і водою, або ОН- групами і полярними групами ферменту, що повинно 

призводити до більш стабільної редокс - активності гетероструктури. 

 
Рисунок 3.2 – ІЧ-спектри модифікованого бентоніту (1) і гетерострук-

тури на його основі (2) 

 

Присутність в ІЧ- спектрі модифікованого бентоніту, що контактував з 

розчином ферментного препарату смуг, характерних для коливань амідних 

груп білків (1654, 1648, 1642 см-1 - (v) С=О (амід I); 1562, 1556, 1500 см-1 - (δ) 

N-H в площині (амід II); 694, 668 см-1 – (δ) О=С-N в площині (амід IV)), підт-

верджує сорбційне зв'язування ферменту з носієм. Зсув і зменшення інтенси-

вності смуг поглинання амід-I з 1650 до 1640 см-1 та амід–II з 1520 до 1500 

см-1 обумовлений змінами CN- конформації білкової молекули [4]. У зв'язку з 

відсутністю смуг поглинання, характерних для валентних коливань груп С-N 
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(амід – А, В) – 3300-3100 см-1 і значними змінами спектра в області валент-

них коливань вільних ОН- груп поверхні модифікованого бентоніту і адсор-

бованої води: зсув смуги 3437 до 3428 см-1, а також деформаційних коливань 

адсорбційної води 1650 см-1 і 1375 см-1 (δ – тетраедр Si-OH), свідчать про 

утворення міцних хімічних зв'язків молекул ферменту з бентонітом і підтве-

рджують наявність необоротного зв'язування, що і визначає стабільність ре-

докс - активності отриманої гетероструктури. 

 

Таблиця 3.6 – Характеристичні довжини хвиль ІЧ- спектрів модифіко-

ваного фосфат- іонами бентоніту і гетероструктури на його основі 

 

Частота коливань (см-1) 
Тип  

коливань 
Атомна група  

[113-115]  
Мод. 

бентоніт 
Мод. бентоніт + НФП 

3700 3625, 3575 3840, 3792 v -ОН (структурн.) 

3400 3437 3428 v Н2О (адсорбц.) 

2320 — 2368, 2364, 2336, 2304 v Н2О 

 1650 — δ Н2О (адс) 
 1575 — δ -ОН 

1627-1683 — 1654, 1648, 1642 v С=О (амід I) 

1498-1587 
— 

1562, 1556, 1500  δ 
N-H в площині 

 (амід II) 
 1375 — δ -ОН 

1040 1037 1064 v Si-O- Si 

613-700 
— 

694, 668 δ 
О=С-N в площині  

(амід IV) 

525 
525 

520 δ 
змішані Si–O–Al і 

Mg-O 

470 
— 

470 δ 
Fe(III) в окт.  

позиціях 
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На ІЧ - спектрах каоліну (рис. 3.3, табл. 3.7) спостерігаються смуги в 

діапазонах, характерних для валентних коливань гідроксид - аніону, (3620 - 

3700 см-1). 

 

 
 

Рисунок 3.3 – ІЧ-спектри каоліну (1) і гетероструктури на його основі (2) 

 

При детальній розшифровці спектра виявлено невеликий пік з макси-

мумом 1682 см-1, який характерний для коливань поверхневої води в компле-

ксі типу М-ОН2, що вказує на слабку фіксацію води поверхнею мінералу, а 

також на конкуруючу адсорбцію ферменту цими групами при іммобілізації 

ферменту на каоліні. 

Виявлені характерні для коливань амідних груп білків смуги: (v) 

зв’язки С=О (амід I), (δ) N-H в площині (амід II), (δ) О=С-N в площині (амід 

IV)) підтверджують слабке сорбційне зв'язування ферменту з каоліном. Та-

ким чином, наявність конкурентної оборотної адсорбції призводить до неста-

більності редокс - активності гетероструктури. 
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Таблиця 3.7 – Характеристичні довжини хвиль ІЧ- спектрів каоліну і 

гетероструктури на його основі 

 

 

На ІЧ- спектрі вихідного аеросилу -300 (рис. 3.4, табл. 3.8) ідентифіко-

вані смуги, що відповідають наступним видам коливань поверхневих гідрок-

силів: 3752, 3744 см-1 − υ- коливання ОН- основна (Н- пов'язана). 

 

Частота коливань (см-1) Тип  

коливань 

Атомна група  

[113-115]  Каолін Каолін + НФП 

3700 
3780 3696, 3676, 

3668, 3652 
v 

-ОН серпентиту  

(структурн.) 

3620 3640 3624 v -ОН 

3400 3465 3440 v Н2О (адс) 

2320 2420 2368, 2324, 2320 v Н2О 

1640 1682 — δ Н2О (адс) 

1627-1683 — 1644 v С=О (амід I) 

1498-1587 
— 

1536, 1500, 1492 δ 
N-H в площині  

(амід II) 

 1472 —— δ -ОН 

1100 1125 1104 vas Si-O- Si 

850-1100 

 

937, 1060 916, 964 v 

молекули тетраедрів, 

складених з атомів О2 з 

атомами Si  всередині 

730-760 748, 717 754, 730 v групи SiO2 

613-700 
— 

696 δ 
О=С-N в площині  

(амід IV) 

≤ 500 
544, 465, 

433 
568 δ 

групи SiO2 

Si-O-AlVI – зв’язки 

 — 384 δ Fe(III) в окт.позиціях 
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Рисунок 3.4 – ІЧ-спектри аеросилу-300 (1) і гетероструктури на його 

основі (2) 

 

Після адсорбції ферменту виявляються характерні для білків смуги 

амід I і амід II (1500—1700 см-1). Присутність в спектрі характерних смуг 

амід I і амід II дозволяє зробити висновок, що при адсорбції не відбувається 

істотних змін вторинної структури білкової молекули. Однак при іммобіліза-

ції ферменту на аеросилі-300, в ІЧ-спектрі з'являються зміни в області вален-

тних коливань пов'язаних водневим зв'язком основних гідроксилів поверхні 

аеросилу-300 (водневі зв'язки (3400-3750 см-1)) і адсорбційної води (1670-

1640 см-1). Так, значно зменшується інтенсивність смуги 3750 см-1 і зовсім 

зникає смуга 1670-1640 см-1 (δ Н2О (адс)), що, очевидно, пов'язано з утворен-

ням водневих зв'язків білкової частини ферменту з поверхнею носія, що час-

тково утримує фермент від десорбції. 

Аналіз ІЧ-спектрів дозволив припустити консервуючу дію носія на ім-

мобілізований ферментний препарат з подальшою його активацією у водно-

му середовищі. 
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Таблиця 3.8 – Характеристичні довжини хвиль ІЧ- спектрів аеросилу-

300 і гетероструктури на його основі 

 

Частота коливань (см-1) Тип  

коливань 

Атомна група  

[113-115]  Аеросил-300 Аеросил-300 + НФП 

3750 
 

3750 
3752, 3744 v 

-ОН-основна  

(Н- пов'язана) 

3400 3250-3500 3464 v Н2О (адс) 

 1900-1875 — δ -ОН 

1627-1683 — 1636  v С=О (амід I) 

 1670-1640 — δ Н2О (адс) 

1498-1587 
 

— 
1524 δ 

N-H в площині  

(амід II) 

1100  1260 1116 vas Si-O-Si  

 — 480 δ Fe(III) в окт.позиціях 

 
Таблиця 3.9 – Окислювальна активність іммобілізованих ферментних 

препаратів щодо субстрату - відновника С6Н4(ОН)2 

Система Ā, о.а. 

НФП 0,1±0,01 

Бентоніт + НФП 0,7±0,01 

Мод. бентоніт + НФП 0,3±0,001 

Каолін + НФП 0,12±0,001 

Аеросил-300 + НФП 0,42±0,001 

 

За результатами досліджень іммобілізації нативного ферментного пре-

парату на неорганічних носіях і даних ІЧ-спектрів встановлено зміну механі-

зму зв'язування ферментів з носієм, що істотно впливає на збільшення його 



79 

окисної активності (табл. 3.9) [116]. Так, на бентоніті окислювальна актив-

ність в реакції (2.8) збільшується в 7 разів, на модифікованому фосфат-

іонами бентоніті в 3 рази, на каоліні активність практично не змінюється, а 

на аеросилі-300 зростає в 4 рази. 

 

3.3 Утворення поверхневих сполук з перенесенням заряду 

 

В електронних спектрах поглинання 20% розчину нативного фермент-

ного препарату (рис. 3.5) зафіксована смуга поглинання з максимумом при 

29920 см-1, яка відповідає d-d переходу 4T2g → 2А2g,2T1g іона Fe3+ в октаедрич-

ному оточенні. Особливістю поглинання в заданому діапазоні є прояв пере-

важно перенесення заряду, проте невелике розщеплення дублетних і кварте-

тних станів при 28736 (4T2g) і 30960 (2А2g,2T1g) см-1 може свідчити про фор-

мування низкоспінового комплексу Fe3+ групи симетрії Оh [105, 117-122]. Та-

кий комплекс дозволяє здійснювати переходи типу: πL - - -  xz, yz (е), πL - - - 

z2 (a 1) і πL - - - x2—у2 (b 1). 

Використовуючи модель кутового перекривання, і вводячи поправку на 

зміну енергії спін - спарювання (параметр D), обумовлене переходами з пе-

ренесенням заряду ліганд - метал, відносні енергії d-орбіталей можна записа-

ти в наступному вигляді: 
 

Е (х2—у2) = 3е σ  (As) — (4/3) D 
Е (z2)=2е а (Х) + е σ  (As) — (4/3) D 
E(xz, yz) = 2е π  (X) + 2е π  (As) + (2/3) D 
Е (ху) = 4eπ  (As) + (2/3) D 
 

Таким чином, для залізовмісних частин ферменту характерні два типи 

взаємодії з поверхнею носія, обумовлені ковалентним зв'язуванням, а також 

наявністю слабких електростатичних взаємодій на іоногенних групах повер-

хні при відсутності стеричних труднощів, обумовлених типом симетрії ком-

плексу заліза. 
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Рисунок 3.5. – Електронні спектри поглинання нативного ферментного 

препарату (Сф.п.=20%, λ=5000 – 11000 см-1, l =1 см): а - d-d переходи 

іона Fe3+; б - d-d переходи іона Cu2+ 
 

 
Рисунок 3.6. – Нормальний (гаусівський) розподіл - триплет для Cu2+ 
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В ЕСП нативного ферментного препарату зафіксована широка розще-

плена смуга поглинання з максимумом при 13453 см-1, яка відноситься до d-

d переходу A1g →T1g іона Cu2+ (рис. 3.6) [105,117]. Подібна спектральна кар-

тина свідчить про наявність в структурному фрагменті ферменту 5 коорди-

нованого мідь – вмісного хромофора. На зниження координаційного числа 

міді (ІІ) з 6 до 5 вказує і батохромний зсув основного максимуму поглинан-

ня (~12000→13500 см-1). Ймовірно, координаційний поліедр Cu2+ відповідає 

викривленій тригональній біпіраміді (симетрія D3h) [123-124].  

Даний висновок підтверджується наявністю в d-d-спектрах триразово-

го розщеплення νмакс, що може свідчити про дозвіл трьох електродипольних 

станів іона міді. Розкладання зазначеної смуги на гаусові складові (рис. 4.2) 

дозволило виявити, що вона складається з трьох компонентів, що мають си-

льну енергетичну смугу (13453 см-1), яка супроводжується слабшими смуга-

ми в області низьких частот (13265 і 12856 см-1). Лінійна симетрія комплексу 

та наявність електродипольних станів збільшує можливість реалізації фізич-

ної адсорбції, викликаної електростатичною взаємодією, а також підвищує 

ймовірність захоплення і зшивання ферменту неорганічним носієм. 

На ЕСП нативного ферментного препарату в даному частотному діапа-

зоні не вдалося виявити переходи іона Ni2+ через його низьку концентрацію 

(~10-5%). Однак доказом присутності даного іона, так само як і іона Zn2+ в 

нативному ферментному препараті, є дані високочутливого атомно-

адсорбційного аналізу [124-125]. 

 

3.4 Висновки до розділу 3 

 

В даному розділі встановлено наявність чотирьох основних іонів металів 

(Fe3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+) у нативному ферментному препараті, що свідчить про 

формування різних каталітичних і адсорбційних центрів білкової молекули. 

Виявлено, що природний бентоніт селективно зв'язує іони Cu2+, модифікова-
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ний фосфат-іонами бентоніт – іони Fe3+, Cu2+, Zn2+, а аеросил-300 та каолін – 

всі чотири іона металу (Fe3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+). 

Основний вплив на функціональні властивості гетероструктур має не 

площа поверхні, а кількість кислих і основних центрів на поверхні носія. Пі-

двищення кількості кислих центрів обумовлює неселективне зв'язування різ-

них оксидоректуктаз, що і передбачає значний вплив синергізму на електро-

хімічні властивості досліджених систем. Збільшення кількості основних 

центрів на поверхні неорганічних носіїв обумовлює селективне зв'язування 

іонів металів. 

Комплексом фізико-хімічних і електрохімічних методів встановлена ві-

дмінність в механізмах зв'язування металовмісних ділянок білкових молекул 

ферментів з препарату, засноване на реалізації просторового поділу фермен-

тів по іонам металів, що входять до їх складу. Реалізація такого поділу дозво-

ляє підвищити (в 4 рази) окислювальну активність і стабільність іммобілізо-

ваного препарату і створює умови для утворення областей, здатних до спе-

цифічної (розподіленої) адсорбції зарядів. 
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РОЗДІЛ 4. ФОРМУВАННЯ РЕДОКС-АКТИВНОСТІ 

ГЕТЕРОСТРУКТУР НА ОСНОВІ НЕОРГАНІЧНИХ НОСІЇВ І 

ФЕРМЕНТНОГО ПРЕПАРАТУ 

 

Відмінності у поведінці гетероструктур на різних носіях обумовлені 

проявом відмінностей в механізмах зв'язування нативного ферментного 

препарату з неорганічним носієм. При цьому важливим фактором є природа і 

кислотно-основні властивості поверхні носія і їх вплив на властивості 

утвореної гетероструктури. Необхідні подальші дослідження зміни 

морфології поверхні носія під впливом ферменту. 

 

4.1 Морфологічні характеристики поверхні гетероструктур фермент-

носій 

 

Інформація про розмір і розподілу часток в досліджених 

гетероструктурах отримана на основі аналізу СЕМ зображень. Наявність 

чотирьох основних іонів металів у нативному ферментному препараті 

призводить до зміни розподілу каталітичних і адсорбційних центрів 

початкової конфігурації ферментного препарату, що визначається появою 

різних поверхневих структур. 

Ферментам, що входять до складу різних систем, властива певна 

спеціалізація: одні з них ефективно гідролізують «внутрішні» глікозидні 

зв'язки між моносахаридними залишками, віддаленими від кінців 

полісахариду (їх називають ендоферменти); інші переважно розщеплюють 

«зовнішні» глікозидні зв'язки, що знаходяться на кінцях полісахаридної 

молекули (екзоферменти) [125-126]. 

На основі сучасних уявлень про структуру активного центру ферменту 

екзо-типу можна виділити структуру з розривом «зовнішніх» глікозидних 

зв'язків, спрямований вглиб білкової молекули, структура якого не дозволяє 

вмістити більше визначеного числа мономерних ланок субстрату, а для 



84 

ферментів ендо-типу – структуру з розривом «внутрішніх» глікозидних 

зв'язків на поверхні білкової молекули ферменту, уздовж якої і 

розташовується субстрат. 

У природного бентоніту на поверхні існує приблизно рівна кількість 

кислих і основних центрів (табл. 3.4). В цьому випадку зберігається 

можливість зв'язування ферменту як за кислими, так і за основними центрами 

мінералу. Можливий розрив не тільки «внутрішніх», але і крайових 

глікозидних зв'язків, що знаходяться на кінцях молекули. У зв'язку з цим на 

поверхні носія будуть формуватися два типи гетероструктур. Однак після 

іммобілізації ферменту на поверхні зменшується кількість тільки кислих 

центрів. Це вказує на те, що зв'язування йде тільки по одному з механізмів, 

тому в гетероструктурі формується ендо-тип структура, що підтверджується 

даними електронної мікроскопії (рис. 4.1). 

 

 
а     б 

 

Рисунок 4.1 – СЕМ гетероструктури (а) і вихідної поверхні (б) 

природного бентоніту 
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Так, згідно з даними таблиці 4.1, розміри пор в утвореній 

гетероструктурі бентоніт-фермент вказують на переважне формування 

структур ендо-типу. 
 

Таблиця 4.1 – Розмір пор бентоніту і гетероструктури на його основі 

 
Носій Екзо- тип, нм Ендо- тип, нм Розмір пор, нм 

Бентоніт 100-300 150-200 150-200 

Бентоніт + НФП 150-300 250-500 100-200 

 

У разі модифікованого фосфат-іонами бентоніту (рис. 4.2), фермент 

іммобілізують за рахунок розриву внутрішніх глікозидних зв'язків, і 

активний центр залишається доступним для субстратів будь-яких розмірів. 

 

 
а     б 

Рисунок 4.2 – СЕМ гетероструктури (а) і вихідної поверхні (б) 

модифікованого фосфат-іонами бентоніту 

 

Додатковим доказом розриву цих зв'язків служить необоротне 

зв'язування іонів металів, які формують активні центри ферментів: заліза 

(активний центр оксидоредуктаз), міді (активний центр редуктази і кофактор 

оксидоредуктаз) і цинку (кофактор оксидоредуктаз) (табл. 3.2). Наявність 
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певного кількісного співвідношення іонів металів, пов'язаних модифікованим 

бентонітом дозволяє припустити вибірковість незворотного зв'язування, 

викликаного не тільки наявністю кислих центрів на мінеральній поверхні, але 

і структурними особливостями мінералу - носія, що має ламеллярну 

структуру. Тому, як і в випадку з бентонітом, на модифікованому бентоніті 

теж відбувається формування структур ендо-типу [127]. 

Аналіз даних таблиці 4.2 показав утворення близьких за розміром пір з 

гетероструктурою бентоніт-фермент, але при цьому - відсутність структур 

екзо- типу. 

 

Таблиця 4.2 – Розмір пор модифікованого бентоніту і гетероструктури 

на його основі 

 

Носій Екзо- тип, нм Ендо- тип, нм Розмір пор, нм 

Мод. бентоніт 50-250 100-200 100-200 

Мод. бентоніт + НФП - 300-400 - 

 

На поверхні каоліну є тільки кислі центри (табл. 3.4), які формують 

його високу протонну провідність у водних середовищах. Ці особливості 

носія і визначають специфіку зв'язування ферментів, знижуючи загальну 

кількість необоротно зв'язаних ділянок, що містять іони металів. На поверхні 

формується чотири активних центра ферментів: заліза (активний центр 

оксидоредуктаз і супероксиддисмутаз), міді (активний центр 

супероксиддисмутаз і кофактор оксидоредуктаз), цинку (активний центр 

супероксиддисмутаз, кофактор оксидоредуктаз) і нікелю (активний центр 

оксидоредуктаз і супероксиддисмутаз) [111, 128-129]. При цьому специфіка 

зв'язування впливає на підвищення еквівалентних співвідношень в залізо - 

нікель (в 1,4 рази) і мідь-цинк (в 1,9 рази) вмісних ділянках ферменту (табл. 

3.3). Отримані результати дозволяють припустити переважний вплив кислих 

центрів поверхні носія на іммобілізацію ферменту. 
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Після іммобілізації на каоліні є обидва типи центрів (кислі та основні), 

тому селективність даного носія істотно знижується в порівнянні з іншими 

матеріалами. Тому на каоліні замість структур екзо- або ендо- типу 

формується хаотична структура (рис. 4.3). 
 

 
а     б 

Рисунок 4.3 – СЕМ гетероструктури (б) і вихідної поверхні (а) каоліну 

 

Так, за даними таблиці 4.3 розміри пір для структур екзо- і ендо-типу 

практично однакові, це свідчить про одночасне формування цих структур. 

 

Табл. 4.3 – Розмір пор каоліну і гетероструктури на його основі 
 

Носій Екзо- тип, нм Ендо- тип, нм Розмір пор, нм 

Каолін 200-300 200-450 150-450 

Каолін + НФП 200-450 250-500 300-500 

 

Аналіз кислотно-основних характеристик аеросилу-300 до та після 

іммобілізації встановив, що кількість основних центрів перевищує більш ніж 

у 2,5 рази кількість кислих центрів на поверхні носія (табл. 3.4). Однак після 

іммобілізації спостерігається сімбатне зниження кількості кислих і основних 
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центрів, що вказує на їх спільну участь у зв'язуванні ферментів. При цьому 

значне збільшення частки необоротного зв'язування з іонами Fe3+ і Ni2+ 

корелює зі зменшенням як частки основних, так і кислих центрів, а по іонам 

Cu2+ і Zn2+ - зі зменшенням частки кислих центрів (рис.4.4). 

 

 
 

Рисунок 4.4 – Зміна зв'язування іонів металів в залежності від 

кількості кислих і основних центрів на поверхні носія 

Таким чином, проявляється дуальний характер зв'язування з іонами 

Fe3+ і Ni2+, тоді як для іонів Cu2+ і Zn2+ підтверджується переважно зв'язування 

з кислими центрами. Отже, за формування структур екзо-типу в 

іммобілізованих ферментах можуть відповідати ферменти, що містять мідь і 

цинк (рис. 4.5). 

Присутність основних груп на поверхні аеросилу-300 створює певні 

стеричні труднощі, що відбивається на кількісному співвідношенні зв'язаних 

металів. Виявлена відмінність в механізмах зв'язування металовмісних 

ділянок білкових молекул дозволяє припустити наявність просторового 

поділу ферментів, що мають іони Fe3+ і Ni2+ з мідь і цинк- вмісними 

ферментами. 
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а     б 

 

Рисунок 4.5 – СЕМ гетероструктури (б) і вихідної поверхні (а) 

аеросилу - 300 

 

У гетероструктурі аеросил-300–фермент (табл. 4.4) розміри пір 

вказують на формування структур тільки екзо-типу. 

 

Табл. 4.4 – Розмір пор аеросилу-300 та гетероструктури на його основі 

 

Носій Екзо- тип, нм Ендо- тип, нм Розмір пор, нм 

Аеросил-300 100-250 150-400 50 

Аеросил-300 + НФП 100-450 150-350 70-100 

 

Таке просторове розділення значно підвищує (у 4 рази) окислювальну 

активність іммобілізованого препарату (табл. 3.9) і створює умови для 

утворення областей, здатних до специфічної адсорбції зарядів. Наявність 

таких зон підвищує ймовірність утворення стійких подвійних електричних 

шарів, здатних до накопичення енергії у водних середовищах. 
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4.2 Редокс – властивості синтезованих гетероструктур 

 

Дослідження кінетики зміни рН і областей появи точок ізоелектричного 

зсуву в нативному ферментному препараті показали наявність ефектів, які 

призводять до пригнічення електронодонорних властивостей ферменту і 

появи надлишку протонів у перші 2 години контакту ферменту з водним 

середовищем (рис. 4.6). Подібна поведінка відповідає будові ферментів типу 

оксидоредуктаз, що мають ВН+ і ОН-- групи [4], які обумовлюють сумарну 

редокс - активністю. Тому кислотно-основні властивості системи можуть 

служити тестом для оцінки загальної редокс - активності будь-яких 

гетероструктур на основі ферментів класу оксидоредуктаз. 

 

 
Рисунок 4.6 – Кінетика зміни рН в фосфатно-буферному екстракті 

нативного ферментного препарату 

 

З урахуванням отриманих результатів, проведено математичний аналіз 

імпедансу ферментних систем на підставі припущення про участь вільних 

протонів у формуванні основних носіїв заряду [130]. 
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Слідуючи цьому припущенню, висловимо питому електропровідність 

дистильованої води: 

[ ] +
+= tНeσ , (4.1) 

де e  – елементарний заряд; [H+] – концентрація протонів в одиниці об'єму; 

t+– рухливість протонів. 

Беручи до уваги наявність власного магнітного моменту у вільного 

протона, отримуємо вирази для константи Холла: 

[ ]eHRH
+= 1  (4.2) 

Таким чином, з підвищенням концентрації протонів слід очікувати 

зменшення значення постійної Холла, тому відношення поперечної різниці 

потенціалів до поздовжнього струму буде зменшуватися: 

продольное

поперечное
H I

U
R =  (4.3) 

Це відповідає практичній відсутності опору уздовж поздовжньої лінії 

струму. Наявність таких ефектів має відповідати появі на спектрах імпедансу 

областей з нульовими значеннями реактивного опору. 

При наявності індуктивної складової загальний опір системи 

представляється як: 

jXR
C

LjRZ +=−+= )1(
ω

ω , (4.4) 

тобто, закон Ома запишемо у формі: 

jXR
ÅI +=  (4.5) 

При R>jX jXR +∑  завжди буде > 0, тому використовуючи вираз для густини 

струму: 

±=== eðt
tS
q

S
Ii

  
(4.6)

 
отримали залежність для густини заряду, яка входить в рівняння постійної 

Холла, що визначає знак носія заряду: 

ðe
RÍ

1
=

 
(4.7) 
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+

+
=  (4.8) 

Отже, знак алгебраїчної суми активного і реактивного опору в спектрах 

імпедансу 

∑ += XR  (4.9) 

дозволяє оцінити знак основного носія струму.  

 Аналіз спектрів імпедансу в координатах Боде (рис. 4.7) виявив 

наявність резонансних частотних областей зсувів фазового кута Θ у всіх 

досліджених гетероструктурах, які, відповідно до рівняння 4.4, обрані в 

якості основних зон для отримання значень активного і реактивного опору, і 

подальшого розрахунку сумарного опору і типу носія заряду (табл. 4.1).  
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Рисунок 4.7 – Спектри імпедансу в координатах Боде: носія (1), 

гетероструктур з іммобілізованим ферментом в початковий момент 

часу (2) і після 3 діб витримки у дистильованій воді (3) 
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Використання запропонованої методики оцінки типу носія заряду і 

визначення значень сумарного імпедансу за формулою (4.9) виявило 

залежність знаку і значення алгебраїчної суми реактивного й активного 

опору від типу носія. Це вказує на здатність носія впливати не тільки на 

редокс - властивості ферменту шляхом зміни знаку носія заряду (протонна та 

електронна складова), але також на сумарну кількість носіїв заряду в 

досліджуваних гетероструктурах (табл. 4.5). 

 

Таблиця 4.5 – Основні характеристики резонансних областей спектрів 

імпедансу водних суспензій, що містять фермент 
 

Система Rs 

Ом 
Зсув 

фазового 
кута, θ 

Резонанс. 
частота, 

Гц 

Поч. 
значення 

Z״
P, Ом 

Поч. 
значення 

Z’, Ом 

∑ += XR  

Бентоніт 559 -14.602 1.123 -1477.3 5671 +4193.7 
Бентоніт + 
НФП 

7435 -40.07 0.036 -18234 21677 +3443 

Те ж, 3 дні 3893 -44.545 0.021 -20567 20896 +329 
Мод. 
бентоніт 

560.5 -61.773 0.275 -5280.8 2834.8 -2446 

Мод.бентоніт
+ НФП 

3733 -49.86 0.036 -20665 17426 -3239 

Те ж, 3 дні 2492 -51.591 0.052 -15232 12077 -3175 
Каолін 2861 -61.78 0.044 -23272 12489 -10783 
Каолін + 
НФП 

9976 -30.984 0.021 -51518 85795 +34277 

Те ж, 3 дні 5100 -46.524 0.036 -22562 21393 -1169 
Аеросил-300 - -42.004 0.076 -79541 88326 +8785 
Аеросил-300 
+ НФП 

- -45.528 0.044 -118730 116560 -2170 

Те ж, 3 дні - -51.097 0.044 -143580 115870 -27710 
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У всіх експериментах, за винятком систем з каоліном, спостерігається 

підвищення протонної активності гетероструктури, яка досягає максимуму на 

носії аеросил - 300. Це свідчить про різке підвищення окислювальної 

активності системи в цілому.  

В гетероструктурах з каоліном спостерігається зворотна тенденція 

[131-132]. 

 

 
 

Рисунок 4.8 – Векторна залежність негативної (1) і позитивної (2) 

струмової компоненти від частоти 

 

Співставлення векторів спрямованості областей електронної та 

протонної провідності показало наявність поздовжньої і поперечної 

компоненти в русі зарядів різного знаку (рис. 4.8). При цьому негативна 

компонента (електронна провідність) залежно від матеріалу носія охоплює 

більш широкий частотний діапазон, ніж позитивна (протонна провідність). 
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4.3 Закономірності перенесення заряду в системі неорганічний 

носій - нативний ферментний препарат – електроліт 
 

Спектр електрохімічного імпедансу 0,5% водної суспензії нативного 

ферментного препарату (рис. 4.9) в координатах Найквіста показує, що 

чистий фермент поводить себе як електроліт. 

 
 

Рисунок 4.9 – Спектр імпедансу 0.5% суспензії нативного ферментного 

препарату в координатах Найквіста 

 

 
Рисунок 4.10 – Спектр імпедансу 0.5% суспензії нативного 

ферментного препарату в координатах Боде 
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Моделювання еквівалентної схеми для нативного ферментного 

препарату встановило наявність елемента постійної фази (CPE) і двох опорів 

(рис. 4.11). 
R1 CPE1

R2

 

   

     
     
        

 
 

   
   

 
 

Рисунок 4.11 – Еквівалентна схема нативного ферментного препарату 

 

Еквівалентна схема є характерною для неоднорідного електроліту 

(модель Ершлера - Рендлса) [106]. 

Аналіз чисельного значення елементу СРЕ-Р показав, що ферментний 

препарат має переважно електронну провідність (табл. 4.6). 

 

Таблиця 4.6 –Чисельні значення елементів еквівалентної схеми, що 

моделюють електрохімічну систему нативного ферментного препарату 

 

Елемент Значення, Ом Похибка, % 

R1 91,37 0,66 

СРЕ-Т 2,0·10-5 0,74 

СРЕ-Р 0,85 0,22 

R2 1,6·106 8,05 

 

Спектри електрохімічного імпедансу 0,5% водних суспензій отриманих 

гетероструктур в координатах Найквіста демонструють вплив ферментів на 

зміну електрохімічної поведінки системи. 

Так в спектрі бентоніту та гетероструктури на його основі (рис. 4.12) 

спостерігається поява областей перегину з нульовими значеннями 

реактивного опору. 
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Рисунок. 4.12 – СЕІ 0,5% суспензій ферментного препарату, 

іммобілізованого на бентоніті у координатах Найквіста: 1 – вихідний 

матеріал носія, 2 – те ж зі свіжонанесеним на носій препаратом, 3 – через 

3 дні витримки в дистильованій воді 

 

 
Рисунок 4.13 – Еквівалентна схема гетероструктури бентоніт - 

ферментний препарат 

 

Елемент СРЕ-Р і його значення експоненційного фактору для n = 0.5 ± 

ε (область W) вказують, що СРЕ моделює імпеданс ідеальної або 

деформованою дифузії у квазігомогенній системі (рис. 4.13, табл. 4.7). Поява 

в еквівалентній схемі опору індуктивності пов'язано з проявом ефекту Холла 

на високих частотах. Це, за нашим припущенням, є відгуком частинок з 

власним магнітним моментом, а саме іонів заліза, які присутні як у носії, так і 

у препараті, і протона. 
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Таблиця 4.7 – Чисельні значення елементів еквівалентної схеми, що 

моделює електрохімічну систему бентоніт - ферментний препарат 

 

Елемент Значення, Ом Похибка, % 

R1 3824 0,67 

СРЕ-Т 1,4·10-4 1,55 

СРЕ-Р 0,69 1,56 

R2 -1764 14,50 

R3 1,2·105 14,45 

L1 -3,0·10-4 9,07 

 

За даними СЕІ спектр гетероструктури модифікований бентоніт-

фермент подібний спектру даної системи після витримки у воді, що вказує на 

консервуючу дію носія з наступною активацією в водній фазі (рис. 4.14). 
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Рисунок 4.14 – СЕІ 0,5% суспензій ферментного препарату, 

іммобілізованого на модифікованому бентоніті у координатах Найквіста: 

1 – вихідний матеріал носія, 2 – те ж зі свіжонанесеним на носій 

препаратом, 3 – через 3 дні витримки в дистильованій воді 
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Рисунок 4.15 – Еквівалентна схема гетероструктури модифікований 

бентоніт - ферментний препарат 

 

Елемент СРЕ-Р, його значення n →1 - ε, де 0 « ε < (0.1-0.2) (область С), 

у цьому випадку СРЕ дає імпеданс чистого або розподіленого ємнісного 

елемента, тобто описує появу структур, що відповідають за накопичення 

енергії в даній системі. Поява в еквівалентній схемі опору індуктивності 

також пов'язана з проявом ефекту Холла на високих частотах. Це обумовлено 

подібністю поведінки носіїв однієї природи (рис 4.15, табл. 4.8). 

 

Таблиця 4.8 – Чисельні значення елементів еквівалентної схеми, що 

моделює електрохімічну систему модифікований бентоніт - 

ферментний препарат 

 

Елемент Значення, Ом Похибка, % 

R1 3839 1,13 

СРЕ-Т 1,1·10-4 2,34 

СРЕ-Р 0,71 2,20 

R2 -1498 12,18 

R3 2,1·105 28,9 

L1 -5,0·10-4 13,66 

 

Зовнішній вигляд спектра після іммобілізації подібний спектрами 

суперконденсаторів [133], але відрізняється високими значеннями як 

активної, так і реактивної складових імпедансу, що обумовлено відсутністю 

електролітної складової. 
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Моделювання спектрів і подальше дослідження механізму перенесення 

заряду в системі неорганічний носій - нативний ферментний препарат 

встановило наявність ємнісного елемента на чистому каоліні, який при 

нанесенні ферментного препарату бере участь в редокс - реакції і перенесенні 

заряду. Наявність редокс реакції з перенесенням заряду схематично 

описується шунтованим елементом постійної фази (СРЕ) і відповідає куту 

нахилу прямолінійної ділянки спектра 450 (рис. 4.16 - 4.17). 

 
 

Рисунок 4.16 – СЕІ 0,5% суспензій ферментного препарату, 

іммобілізованого на каоліні у координатах Найквіста: 1 – вихідний 

матеріал носія, 2 – те ж зі свіжонанесеним на носій препаратом, 3 – через 

3 дні витримки в дистильованій воді 

 

Зникаюче малі значення ємнісного елемента (табл. 4.2) дозволяють не 

враховувати його в описі загального процесу перенесення заряду. Отже, в 

системі каолін - ферментний препарат основну функцію генератора енергії 

виконує власне редокс реакція за участю ферменту. Це узгоджується з 

даними по значенням елемента СРЕ і описує експоненціальний розподіл 

параметрів даної електрохімічної реакції, пов'язаної з подоланням 

енергетичного бар'єру при перенесенні заряду і маси. Отримані значення 
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СРЕ-Т = 1,1 10-4 формально описує імпеданс чистого або розподіленого 

(спотвореного) резистивного елемента, його значення n → 0, що відображає 

частотну залежність. Елемент СРЕ-Р, його значення n →1 - ε, де 0 « ε < (0.1-

0.2) (область С), в цьому випадку СРЕ дає імпеданс чистого або 

розподіленого ємнісного елемента, тобто описує появу структур, що 

відповідають за накопичення енергії в даній системі. Подальше підвищення 

кута нахилу низькочастотної області спектра більш 450 після витримки в 

дистильованій воді підтверджує низьку активність і нестабільність 

іммобілізованих на каоліні ферментів, що узгоджується з раніше отриманими 

результатами. 
 

 
Рисунок 4.17 – Еквівалентна схема гетероструктури каолін - 

ферментний препарат 

 

Таблиця 4.9 – Чисельні значення елементів еквівалентної схеми, що 

моделює електрохімічну систему каолін - ферментний препарат 

 

Елемент Значення, Ом Похибка, % 

С1 1,7 10-11 11,7 

СРЕ-Т 1,1 10-4 1,22 

СРЕ-Р 0,79 0,98 

R2 3,6 105 20,3 

R3 2866 0,62 

 

На аеросилі-300 іммобілізація ферментів, призвела до протилежних 

результатів. Іммобілізований препарат істотно не змінив вихідних 

електрохімічних властивостей носія, а при тривалому перебуванні у водному 
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середовищі, навпаки, його стабілізував. Таким чином, нанесення просторово 

розділених ферментів проявляє стабілізуючий вплив на формування 

областей, здатних накопичувати заряд і реалізовувати редокс перетворення. 

Виходячи з моделі (схема Войта) таких областей повинно бути дві (рис. 4.18), 

що корелює з даними по іммобілізації залізо - нікель і мідь-цинк вмісних 

ферментів. 

 
Рисунок 4.18 – СЕІ 0,5% суспензій ферментного препарату, 

іммобілізованого на аеросилі-300 у координатах Найквіста: 1 – вихідний 

матеріал носія, 2 – те ж зі свіжонанесеним на носій препаратом, 3 – через 3 

дні витримки в дистильованій воді 

 

Наявність двох шунтованих елементів СРЕ, розташованих 

симетричного один від одного, у яких значення СРЕ-Т n → 0, а СРЕ-Р n →1 - 

ε, (рис. 4.19, табл. 4.10), свідчать про формування системи 

суперконденсатора [133]. 

CPE1
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Рисунок 4.19 – Еквівалентна схема гетероструктури аеросил-300 - 

ферментний препарат 
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Таблиця 4.10 – Чисельні значення елементів еквівалентної схеми, що 

моделює електрохімічну систему аеросил-300 - ферментний препарат 

 

Елемент Значення, Ом Похибка, % 

R2 32792 0,23 

СРЕ1-Т 3,1·10-11 6,11 

СРЕ1-Р 0,95 0,43 

R3 3,6·105 1,52 

СРЕ2-Т 1,56 10-5 0,58 

СРЕ2-Р 0,78 0,49 

 

Відмінності в чисельних значеннях СРЕ1-Р від СРЕ2-Р на 0,25 Ом 

повинно призводити до появи асиметричності в цих системах і підвищенню 

енергоємності [134]. 

 

4.4 Висновки до розділу 4 

 

Виявлено вплив кислотно-основних властивостей поверхні носія на 

посилення активності ферментного препарату після іммобілізації на 

неорганічних носіях. Встановлена макроструктура активного центру, 

утвореного нативним ферментним препаратом, іммобілізованим на 

неорганічних носіях. Підтверджено наявність у ньому системи з двох 

ферментів і двох коферментів. Показано, що в залежності від природи носія 

механізм зв'язування ферментів і активність змінюються. 

Вперше показано, що редокс - активністю іммобілізованого нативного 

ферменту можна керувати застосуванням носіїв з переважно електронною 

або протонною провідністю, які впливають на окисні або відновні 

властивості новоствореної системи. Запропоновано розрахунковий метод 

оцінки впливу матеріалу носія на редокс - активність гетероструктури та її 

стабільність у часі на основі значень активного і реактивного опорів системи. 
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Таким чином, можна зробити висновок, що наявність високих 

позитивних значень ∑ += XR  буде призводити до ініціації електронної 

провідності іммобілізованого ферменту. Зворотний вплив буде надавати 

носій, що володіє високим негативним значенням ∑ += XR , тобто високою 

протонною провідністю. Виявлено, що максимально ефективним носієм для 

іммобілізації ферментного препарату редьки чорної є аеросил - 300, який 

підвищує в присутності води частку електронної провідності. 

Із застосуванням розрахункового методу на основі значень активного 

і реактивного опорів, можлива оцінка впливу матеріалу носія на редокс - 

активність кінцевої гетероструктури і її стабільність у часі. 

Аналізом спектрів імпедансу показана можливість формування 

структур, що відповідають за накопичення енергії в системах з 

іммобілізованими ферментами. Доведено, що зв'язування просторово 

розділених ферментів проявляє стабілізуючий вплив на формування 

областей, здатних накопичувати заряд і реалізовувати редокс перетворення. 

Встановлено дестабілізуючу роль води на редокс перетворення в 

гетероструктурі каолін - ферментний препарат. 
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РОЗДІЛ 5. ЗАСТОСУВАННЯ ГЕТЕРОСТРУКТУР 

ФЕРМЕНТНИЙ ПРЕПАРАТ – НЕОРГАНІЧНИЙ НОСІЙ В 

ЕЛЕКТРОХІМІЧНИХ ПРИСТРОЯХ 

 

Одним з перспективних напрямків електрохімії є вивчення 

властивостей систем перетворення енергії з використанням біологічних 

препаратів, зокрема, ферментів [70]. Висока окислювально - відновна 

активність і селективність ферментів, а також їх здатність до іммобілізації на 

носіях різної природи з тривалим збереженням вихідної активності [134-135] 

роблять привабливими такі гетероструктури для використання в 

електрохімічних джерелах енергії і сенсорах [136]. Прояв електрохімічної 

активності пов'язується зі здатністю іммобілізованих ферментів до 

специфічного поділу зарядів на межі гетероструктура / електроліт, що 

формують ПЕШ [23,137-138]. 

Тому гетероструктури в системі неорганічний носій - нативний 

ферментний препарат класу оксидоредуктаз апробовані в якості електродів 

систем накопичення енергії і чуттєвих шарів амперометричних біосенсорів, 

наприклад, для визначення глюкози. 
 

5.1 Електрохімічні властивості синтезованих гетероструктур 
 

Специфіка зв'язування позначилася на електрохімічних властивостях 

отриманих гетероструктур. Їх дослідження методом ЦВА, проведені на 

електродній збірці, яка складалась зі струмозбірника, шару графену, 

покритого шаром одержаних матеріалів (рис. 2.3), в насиченому розчині KCl. 

Дослідження встановили значне зростання струмів в присутності 

матеріалів по відношенню до електрода з графена (рис. 5.1). Так, отримані 

значення струмів перевищують результати, отримані за подібною 

технологією [139]. 

По суті, контакт гетероструктура-графен є активним шаром, у якому 

проявляється електропровідність і фіксується заряд. 
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Рисунок 5.1 – ЦВА гетероструктури: 1- графен, 2- графен – каолін – 

НФП, 3- графен – аеросил-300 – НФП. Швидкість розгортки потенціалу 

5 мВ/с. Наважка гетероструктури – 3 мг/см2 
 

На ЦВА фіксується відсутність електродних реакцій, що характерно 

для конденсаторів. Однак уявлення залежностей зі змазаними кутами 

переходу і значним нахилом говорить про помітний внесок омічних втрат. 

Цей висновок підтверджується даними СЕІ (розділ 4), де показана низька 

електропровідність синтезованих гетероструктур. 
 

 
Рисунок 5.2 – ЦВА неорганічних носіїв 1- каолін, 2- аеросил-300, 3- 

бентоніт, 4- модифікований бентоніт. Електроліт - насичений розчин 

KCl, Sел = 1.5 см2. Швидкість розгортки потенціалу 5 мВ/с 



107 

 

Рисунок 5.3 – ЦВА гетероструктури носій – ферментний препарат: 1- 

каолін, 2- аеросил-300, 3- бентоніт, 4- модифікований бентоніт. 

Швидкість розгортки потенціалу 5 мВ/с. Електроліт - насичений розчин 

KCl, Sел = 1.5 см2, наважка гетероструктури – 3 мг/см2 

Так, струми для вихідних носіїв, нанесених на графен (рис. 5.2) удвічі 

нижче, ніж для гетероструктур носій – ферментний препарат (рис. 5.3). 

 

 

Рисунок 5.4 – ЦВА гетероструктури бентоніт–ферментний препарат в 

залежності від швидкості розгортки потенціалу (мВ/с): 1 – 5; 2 – 50; 3 – 

75; 4 – 100. Електроліт - насичений розчин KCl, Sел = 1.5 см2, наважка 

гетероструктури – 3 мг/см2 

2 

1 
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Аналіз даних ЦВА в гетероструктурах на основі бентоніту і його кислої 

форми показав досить низькі значення струмів, тому ці носії виявилися 

неперспективними для використання в якості суперконденсаторів (рис. 5.4-5.5). 

 

Рисунок 5.5 – ЦВА гетероструктури модифікований бентоніт – 

ферментний препарат в залежності від швидкості розгортки потенціалу 

(мВ/с): 1 – 5; 2 – 75; 3 – 100. Електроліт - насичений розчин KCl, Sел = 

1.5 см2, наважка гетероструктури – 3 мг/см2 

 
Рисунок 5.6 – ЦВА гетероструктури аеросил-300 – ферментний 

препарат в залежності від швидкості розгортки потенціалу (мВ/с): 1 – 

5; 2 – 50; 3 – 75; 4 – 100. Електроліт - насичений розчин KCl, Sел = 1.5 

см2, наважка гетероструктури – 3 мг/см2 
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Максимальні струми досягнуті на носії аеросил-300 - ферментний 

препарат, що має максимальну концентрацію по всім іонам металів (рис. 5.6). 

Так струми вище, ніж на носії каолін - ферментний препарат (рис. 5.7) і 

значно, в 10 - 50 разів, перевищують відомі результати, отримані на 

електродах з використанням чистого ферментного препарату пероксидази 

[126, 140-141]. 

 

 
 

Рисунок 5.7 – ЦВА гетероструктури каолін – ферментний препарат в 

залежності від швидкості розгортки потенціалу (мВ/с): 1 – 5; 2 – 50; 3 – 

75; 4 – 100. Електроліт - насичений розчин KCl, Sел = 1.5 см2, наважка 

гетероструктури – 3 мг/см2 

 

Спектр імпедансу суперконденсатора на основі аеросил-300 - 

ферментний препарат (рис. 5.8), зібраного у корпусі типорозміру 2016, 

представляє собою класичне півколо [106], він характерний для систем, в 

яких відсутні електрохімічні реакції, а протікають лише фізичні процеси. 

Лінійний вигляд спектра імпедансу в координатах Боде вказує на 

наявність тільки одного типу електропровідності (рис. 5.9). 
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Рисунок 5.8 – СЕІ суперконденсатора на основі аеросил-300 - ферментний 

препарат 

 

Рисунок 5.9 – СЕІ суперконденсатора на основі аеросил-300 - 

ферментний препарат в координатах Боде 
 

Моделювання спектру СЕІ дало еквівалентну схему (рис. 5.10), яка 

включає паралельно з'єднані опір (R3) і ємність (С1), що характеризує 

відсутність електродної реакції на міжфазній межі. 
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Рисунок 5.10 – Еквівалентна схема суперконденсатора на основі 

аеросил-300 - ферментний препарат 
 

Таблиця 5.1 – Чисельні значення елементів еквівалентної схеми, що 

моделює електрохімічну систему суперконденсатора на основі аеросил-

300 - ферментний препарат 
 

Елемент Значення, Ом Похибка, % 

С1 2,38·10-10 1,02 

R3 1,06·105 0,59 

 

На основі досліджень ЦВА гетероструктур при різній швидкості 

розгортки потенціалу і даних СЕІ по початковій ємності розраховані питомі 

ємності досліджених матеріалів (табл. 5.2). 

Суперконденсатори мають настільки великі значення ємності, що 

вимірювання на стандартному обладнанні не може бути використано для 

вимірювання їх ємності. Тому розрахунок ємностей отриманих 

гетероструктур проводили за даними спектрів СЕІ і ЦВА. 

Ємність зразка вимірювалася згідно з наступною методикою [142, 143]: 

1. З даних СЕІ за розрахунком пакета Zview 2.0 визначили початкову 

ємність гетероструктури. 

2. Проводили зйомку ЦВА при різних швидкостях розгортки потенціалу. 

3. Зі значень різниці (ΔV) початкового і кінцевого потенціалів розгортки 

V1 до V2, різниці швидкостей розгортки (U2 – U1) і модуля певного струму (I) 

розраховували ємність (C) по формулі: 

21

12 )(
VV

UUI
V
QC

−
−⋅

=
∆
∆

=  (5.1) 
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Таблиця 5.2 – Характеристики зарядної ємності гетероструктур 
 

Система Споч, Ф/г Сеф, Ф/г 

Бентоніт + НФП 0,00062 1,6 

Мод. бентоніт + НФП 0,00114 0,068 

Каолін + НФП 0,00174 51,3 

Аеросил-300 + НФП 0,00038 95,7 
 

Встановлено, що гетероструктура на основі аеросилу-300 відрізняється 

здатністю заряджатися, і при високих швидкостях розгортки потенціалу її 

ємність в 1,5 рази вище ємності гетероструктур на основі каоліну. Матеріали 

на основі бентонітів виявили значно нижчі показники. Ємності 

гетероструктур залежать від концентрації кислих та основних центрів 

поверхні матеріалу. 

Таблиця 5.3 – Кількість нативного ферментного препарату, зв'язаного з 

різними носіями 

Носій СМ(Fe), мг/л V (носій + НФП), л А, мг/г 

Бентоніт 15,31 0,015 22,96 

Мод. бентоніт 8,13 0,015 12,19 

Каолін 6,29 0,011 6,92 

Аеросил-300 2,42 0,011 2,60 

 

Дослідження показали, що площа поверхні носія має незначний вплив 

на іммобілізацію ферменту в разі реалізації механізму зшивання [4] (табл. 

5.3), оскільки в цьому випадку основний вплив має не площа поверхні, а 

кількість кислих і основних центрів на одиницю площі поверхні носія (табл. 

3.3-3.4). 
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Таким чином, підвищення кількості кислих центрів збільшує 

неспецифічне зв'язування різних оксидоректуктаз, що призводить до різкого 

збільшення струмів заряджання і дає можливість припускати значний вплив 

синергізму на електрохімічні властивості досліджених гетероструктур. 

5.2 Амперометричний глюкозний біосенсор на основі 

гетероструктури: неорганічний носій - іммобілізований 

ферментний препарат 

Для виявлення ефективності отриманих гетероструктур в якості 

матеріалу для платформи в біосенсорах і дослідження їх особливостей, 

сконструйовані і протестовані біосенсори на глюкозу на основі неорганічний 

носій - іммобілізований ферментний препарат. Детально виготовлення і 

методика дослідження властивостей сконструйованих біосенсорів описана в 

розділі 2.2.9. 

Глюкоза - стандартний маркер для сенсорів амперометричного типу. 

Біосенсори на глюкозу користуються широким попитом вже десятки років, і 

з тих пір зазнали різноманітних змін в конструкції. Однак результати 

повторюються і відтворюються до тепер – струми відгуку мають значення 

порядку десятків – сотень µА/см2 [144]. 

Продуктами окиснення глюкози є глюконолактон і гідроген пероксид 

[46, 145]: 

β - D- глюкоза + O2 → β- глюколактон (GL) + H2O2  (5.2) 

У водних розчинах, глюконолактон (C6H10O6) спонтанно реагує з 

водою з утворенням глюконової кислоти (C6H12O7), тому загальна реакція: 

C6H12O6 + H2O + O2 → C6H12O7 + H2O2  (5.3) 

Глюкозу можна визначити за кількістю спожитого кисню, або 

утвореного Н2О2 [146-147]. Обидві ці речовини є електроактивними, проте 

кількість кисню, витраченого на окиснення глюкози зафіксувати складніше. 
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Тому в більшості випадків визначають кількість утвореного по реакції (5.4) 

кисню, фіксуючи величину струму його окиснення: 

H2O2 → H2O + ½ O2 + ē (5.4) 

Дані дослідження представлені на рис. 5.11 – 5.14. 

Найбільш стабільними виявилися дані, отримані з використанням 

бентоніту і його кислої форми. Результати дослідження біосенсора з 

використанням в якості неорганічного носія каоліну і аеросилу-300 показали 

нестабільність у часі, а аналітичний сигнал у вигляді значень густини струму 

і напруги виявився невідтворюваним. 

На платформі модифікований бентоніт- фермент був сконструйований 

біосенсор і досліджений його відгук при додаванні кількості глюкози. 

 

 
 

Рисунок 5.11 – Амперометричні відгуки глюкозного біосенсора на 

платформі модифікований бентоніт- фермент при додаванні (у мкл) 

відповідних аліквот субстрату (СМ(C6H12O6)=0,03 г/мл)* 
 

*Примітка. Тут і надалі позначки над стрілками вказують об’єм аліквот 

субстрату (в мкл), доданих до досліджуваного розчину у відповідний 

проміжок часу. 
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В таблиці 5.4 показані зміни часу відгуку і релаксації від густини 

струму при додаванні відповідних аліквот субстрату глюкози 

(СМ(C6H12O6)=0,03 г/мл). При цьому інтенсивність аналітичного сигналу 

досягнувши свого максимального значення 0,04 мА/см2 не змінювалася в 

часі. Встановлено, що час відгуку біосенсора складає 1 с, а час релаксації 5 с, 

що свідчить про високу чутливість сконструйованого біосенсора. 

Чим товстіший шар контакту в гетероструктурі, тим більше час 

релаксації сенсора, тому збільшення навішування не призводило до 

позитивних результатів. 

 

 

Рисунок 5.12 – Залежність відгуку струму глюкозного біосенсора на 

платформі модифікований бентоніт- фермент від концентрації при 

додаванні субстрату (СМ(C6H12O6)= 3·10-6 – 0,15 г/мл) 

 

Для цього біосенсора спостерігається досить чітка лінійна залежність 

аналітичного сигналу від кількості субстрату (рис. 5.12) в області 

концентрацій СМ(C6H12O6)= 3·10-6 – 3·10-2 г/мл. При подальшому збільшенні 

концентрацій від 3·10-2 до 0,15 г/мл під час наступних додавань аліквот 

глюкози значення густини струму дискретно зростали. 
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Таблиця 5.4 – Час відгуку і час релаксації глюкозного біосенсора на 

платформі модифікований бентоніт- фермент 

 

i, мA/см2 0,03 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 

τ1, с 1 1 1 1 1 1 2 1 

τ2, с 2 5 5 5 5 5 4 5 

 

З рис. 5.11 та 5.12 видно, що додавання аліквот аналіту призводить до 

зростання відгуку густини струму в часі, а значить сконструйований 

біосенсор можна використовувати для визначення глюкози. 

Результати дослідження глюкозного біосенсора на платформі бентоніт-

фермент представлені на рис. 5.13 і 5.14. Значення густини струму виявилися 

значно нижче, ніж в попередньому біосенсорі з використанням 

модифікованого бентоніту. 

 
Рисунок 5.13 – Амперометричні відгуки глюкозного біосенсора на 

платформі бентоніт- фермент при додаванні (у мкл) відповідних 

аліквот субстрату (СМ(C6H12O6)=0,03 г/мл) 

 

У таблиці 5.5 показані зміни часу відгуку і релаксації при додаванні 

відповідних аліквот субстрату глюкози. Максимальне значення аналітичного 
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сигналу при концентрації глюкози СМ(C6H12O6)=0,03 г/мл склало 0,03 мА/см2. 

Час відгуку був в межах 2-3 с, а час релаксації істотно відрізнявся і коливався 

в діапазоні від 8 до 12 с. 

Однак, отримана залежність при збільшенні кількості глюкози, мала 

більш лінійний вид (рис. 5.14). Відгук біосенсора простежувався при всіх 

використаних концентраціях аналіту. Дані аналітичного сигналу (густини 

струму) в порівнянні з попереднім змінюють свій знак від негативного в 

позитивну область, але в 2,5 рази нижче. 

 

Таблиця 5.5 – Час відгуку і час релаксації глюкозного біосенсора на 

платформі бентоніт - фермент 
 

i, мA/см2 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03 

τ1, с 2 3 2 2 3 3 3 3 

τ2, с 8 8 8 11 11 12 12 12 

 

 

Рисунок 5.14 – Залежність відгуку струму глюкозного біосенсора на 

платформі бентоніт- фермент від концентрації при додаванні субстрату 

(СМ(C6H12O6)= 3·10-6 – 0,15 г/мл) 
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Відмінності в поведінці гетероструктур обумовлені проявом 

відмінностей в механізмах зв'язування ферментного препарату з 

неорганічним носієм. При цьому важливим фактором є природа і кислотно-

основні властивості поверхні утвореної гетероструктури. Виявлено, що одні 

можуть вести себе як системи перетворення енергії - суперконденсаторів 

(каолін, аеросил-300), або як електрохімічні системи - біосенсори (бентоніт, 

модифікований бентоніт). Таким чином, змінюючи умови зв'язування 

ферменту з носієм можна впливати на формування електронної та 

протоноакцепторної здатності системи. 

Таким чином, синтезовані гетероструктури мають ряд переваг по 

відношенню до вже відомих систем [148–151]. Гетероструктури типу 

неорганічний носій - нативний ферментний препарат відрізняються своєю 

простотою виготовлення, дешевизною, доступністю щодо поновлюваного 

джерела рослинної сировини, а також отримані без термічної обробки. Крім 

того, отримані високі значення ефективної ємності до 95,7 Ф/г в 

електрохімічній системі на зразку з аеросилом-300 сумірні з даними в 

кращих американських патентах останніх років. Ефективність і 

перспективність використання синтезованих гетероструктур як платформ для 

іммобілізації ферментів при створенні глюкозних біосенсорів 

амперометричного типу підтверджується значеннями струмів, які у 100 разів 

перевищують вже відомі датчики аналогічної будови. Відкриття перспектив у 

створенні суперконденсаторів і біосенсорів нового покоління обумовлені 

повною екологічною безпекою і простотою утилізації відпрацьованих 

відходів синтезованих гетероструктур. 

5.3 Висновки до розділу 5 

Встановлено, що кислотно-основні властивості носія є основним 

фактором впливу на селективність зв'язування ферментів з суміші; вони 

забезпечують формування систем з різними функціями: основне середовище 

формує сенсорну активність, а кисле - здатність до накопичення енергії. 
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На основі аналізу вольтамперометрії гетероструктур неорганічний 

носій - ферментний препарат показана можливість використання 

синтезованих гетероструктур в якості активних мас (твердого електроліту) 

для створення редокс- сенсорів і пристроїв для накопичення енергії. 

Вперше створена гібридна система гетероструктура - графен - 

струмознімач, і показана можливість формування суперконденсатора в 

системі графен - аеросил-300 - ферментний препарат і графен - каолін - 

ферментний препарат. Виміряні величини ємності досягають 95 Ф/г, що 

знаходиться на рівні кращих розробок останніх років в області накопичення 

енергії з біомаси. 

Доведено, що специфічність зв'язування з носієм переважно комплексів 

заліза дає можливість використання синтезованих гетероструктур на основі 

бентоніту і його модифікованої форми в якості ефективних і перспективних 

платформ для іммобілізації ферментів при створенні амперометричних 

біосенсорів на глюкозу з високим рівнем вихідного сигналу. 

Результати дослідження можна використовувати для створення 

дешевих накопичувачів енергії, біосумісних джерел струму, сенсорів з 

високим рівнем сигналу. 



120 

ВИСНОВКИ 

У роботі вирішено важливе наукове завдання: синтезовано і вперше си-

стематично досліджено гетероструктури типу неорганічний носій - нативний 

ферментний препарат класу оксидоредуктаз на прикладі витяжки коренепло-

ду редьки чорної. вивчено вплив природи та структури неорганічного носія 

на фізико-хімічні властивості отриманих гетероструктур та показано можли-

вість застосування синтезованих матеріалів в якості активних мас для ство-

рення енергоперетворюючих пристроїв та біосенсорів. 

1. На основі комплексу фізико-хімічних методів доведено зміну механі-

зму і селективності зв'язування суміші ферментів з ферментного препарату на 

неорганічних носіях (бентоніт та його кисла форма, каолін, пірогенний крем-

незем), виявлено вплив кислотно-основних властивостей поверхні носія на по-

силення активності ферментного препарату в результаті іммобілізації та здат-

ність зберігати її в часі. Так, на бентоніті окислювальна активність збільшу-

ється в 7 разів, на модифікованому фосфат-йонами бентоніті - в 3 рази, на као-

ліні активність практично не змінюється, а на аеросилі-300 зростає в 4 рази. 

2. Встановлено, що наявність чотирьох основних іонів металів (Fe3+, 

Cu2+, Ni2+, Zn2+) у ферментному препараті формує різні за складом гетеростру-

ктури з різними властивостями. Виявлено, що природний бентоніт селективно 

зв'язує іони Cu2+, модифікований фосфат-іонами бентоніт – іони Fe3+, Cu2+, 

Zn2+, а аеросил-300 та каолін – всі чотири іона металу (Fe3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+). 

Це вказує на можливість формування структур на основі суміші ферментів 

класу оксидоредуктаз, або суміші пероксидази з супероксиддисмутазою. 

3. Вперше показано, що редокс - активністю іммобілізованого нативно-

го ферменту можна керувати застосуванням носіїв з переважно електронною 

або протонною електропровідністю, які впливають на окисні або відновні 

властивості новоствореної системи. Застосовано метод оцінки впливу матері-

алу носія на редокс - активність гетероструктури та її стабільність у часі на 

основі алгебраїчної суми значень активного і реактивного опорів системи. 
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4. Аналізом СЕІ в неорганічних системах на базі каоліну та пірогенного 

кремнезему з іммобілізованими ферментами показана можливість формуван-

ня гетероструктур, що відповідають за накопичення енергії. Доведено, що 

зв'язування просторово розділених ферментів проявляє стабілізуючий вплив 

на формування областей, здатних накопичувати заряд і реалізовувати редокс 

- перетворення. такі електрохімічні системи графен – НФП здатні заряджати-

ся і мають високу питому ємність - до 95 Ф/г, на рівні кращих зразків супер-

конденсаторів на біологічній основі. 

5. Встановлено, що специфічність зв’язування переважно іонів заліза 

надає можливість використання синтезованих гетероструктур на основі бен-

тоніту та його модифікованої форми як ефективних і перспективних актив-

них мас графенових електродів для іммобілізації ферментів при створенні 

амперометричних біосенсорів на глюкозу з високим вихідним сигналом. Ви-

явлено, що час відгуку біосенсора становить 1 с, а час релаксації - 5 с. 
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