
«Заводская л а б о р а т о р и я . Д и а г н о с т и к а м а т е р и а л о в » . 2022. Том 88. № 11 

А н а л и з в е щ е с т в а Substances analysis 

DOI: https://doi.org/10.26896/1028-6861-2022-88-ll-5-13 

АМПЕРОМЕТРИЧЕСКИЕ БИОСЕНСОРЫ 
ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТЕТРАЦИКЛИНА 

© Регина Марковна Бейлинсон*, Алсу Айдаровна Явишева, 
Надежда Юрьевна Лопатко, Эльвина Павловна Медянцева 

Казанский (Приволжский) федеральный университет, 420008, Россия, г. Казань, ул. Кремлевская, д. 18; 
*e-mail: rvarlamo@mail.ru 

Статья поступила 15 августа 2022 г. Поступила после доработки 10 сентября 2022 г. 
Принята к публикации 28 сентября 2022 г. 

Для экспрессного и точного определения тетрациклина разработаны амперометрические 
биосенсоры на основе иммобилизованного фермента тирозиназы и планарньгх графито­
вых электродов, модифицированных многостенными углеродными нанотрубками (МУНТ) 
в хитозане, восстановленным оксидом графена (ВГО), наночастицами золота (НЧ Аи) в хн-
тозане и нанокомпозитами на их основе. Установлено, что тетрациклин является ингиби­
тором тирозиназы, что позволяет определять его с использованием тирозиназного биосен­
сора в диапазоне концентраций от 1 нмоль/л до 1 мкмоль/л. По результатам кинетических 
исследований реакции ферментативного превращения фенола установлено, что в присут­
ствии тетрациклина на тирозиназном биосенсоре наблюдается бесконкурентное ингибиро-
вание. Комбинация углеродных наноматериалов с наночастицами металлов может образо­
вывать нанокомпозит с синергетическим эффектом. Применение углеродных наноматери­
алов и наночастиц металлов в качестве модификаторов поверхности электродов позволило 
улучшить аналитические характеристики разрабатываемых сенсоров: расширить диапа­
зон определяемых концентраций и уменьшить нижнюю границу определяемых содержа­
ний (сн = 50 нмоль/л для биосенсора с МУНТ/НЧ Аи н 0,7 нмоль/л для биосенсора с 
ВГО/НЧ Аи). Относительное стандартное отклонение полученных с использованием био­
сенсоров результатов не превышало 0,08. Апробированы методики определения тетрацик­
лина с помощью предлагаемых биосенсоров в молоке и косметическом средстве. Присутст­
вующие в данных образцах структурно не родственные тетрациклину соединения не ока­
зывают мешающего влияния на его определение. 

К л ю ч е в ы е с л о в а : определение антибиотиков; тирозиназный биосенсор; тетрациклин; 
углеродные нанотрубки; оксид графена; наночастицы золота; молоко. 
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Amperometric biosensors based on planar graphite electrodes modified by multi-walled carbon nanotubes 
(CNTs) in chitosan, reduced graphene oxide (RGO), gold nanoparticles (Au NPs) in chitosan, nanocompo-
sites based on them, and immobilized tyrosine enzyme for the determination of tetracycline have been de­
veloped. It is shown that tetracycline is a tyrosinase inhibitor, which provides the determination of tetra­
cycline using a tyrosinase biosensor in the concentration range from 1 nM to 1 pM with LOD 0.5 nM. 
According to the results of kinetic studies of the reaction of the enzymatic conversion of phenol, it is found 
that in the presence of tetracycline, uncompetitive inhibition is observed on the tyrosinase biosensor. Elec­
trodes modified with nanomaterials can be used as primary transducers of biosensors for fast and accurate 
determination of the tetracycline concentration. Combination of carbon nanomaterials with metal 
nanoparticles can form a nanocomposite with a synergistic effect. The use of carbon nanomaterials and 
metal nanoparticles as modifiers of the electrode surface made it possible to improve the analytical charac­
teristics of the developed sensors: the range of determined concentrations in case of a biosensor modified 
with CNT/Au NPs and RGO/Au NPs was 1 nM - 1 pM and 0.1 nM - 1 pM, respectively. The correlation 
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coefficient was 0.9925, and the lower limit of the determined concentrations was 50 pM (biosensor with 
CNT/Au NPs) and 0.7 nM (biosensor with RGO/Au NPs), respectively. The relative standard deviation of 
the results obtained using biosensors did not exceed 0.078. Methods for the determination of tetracycline 
using the proposed biosensors in milk and cosmetics have been tested. The compounds present in these 
samples, structurally unrelated to tetracycline, do not interfere with the determination. 

Keywords: antibiotics; determination; tyrosinase; biosensor; tetracycline; carbon nanotubes; grapheme 
oxide; gold nanoparticles; milk. 

В в е д е н и е 

Антибиотики — лекарственные препараты, 
обладающие способностью избирательно подав­
лять жизнеспособность микроорганизмов. Они 
подразделяются на группы в зависимости от хи­
мического строения. Представители одной груп­
пы различаются лишь заместителями. 

Одними из широко используемых антибиоти­
ков являются тетрациклины. Данная группа ха­
рактеризуется общностью химической структуры 
(четырехчленное нафтаценовое ядро), сходным 
механизмом и широким спектром антибактери­
ального действия. Наиболее широкое распро­
странение в медицинской практике получил тет­
рациклин ([48-(4а,4а,5а,6В,12а)]-4-(диметилами-
но)-1,4,4а,5,5а,6,11,12а-октагидро-3,6,10,12,12а-
пентагидрокси-6-метил-1,11-диоксо-2-нафтацен-
карбоксамид) (рис. 1) — антибиотик, применя­
ющийся в виде таблеток, глазной и кожной ма­
зей, инъекций. 

Тетрациклин является препаратом бактерио-
статического действия. Он ингибирует синтез 
белка в клетках бактерий, нарушает проницае­
мость микробной клетки. Препарат высокоакти­
вен в отношении грамположительных и грам-
отрицательных бактерий [1]. 

Данное соединение относится к тетрацикли-
нам природного (биосинтетического) происхож­
дения. Препарат имеет большой спектр побоч­
ных эффектов, в частности, гепатотоксичность, 
вызывает дисбактериоз, тошноту, фотосенсиби­
лизацию, нарушение формирования костной и 
зубной ткани, изменение цвета зубной эмали у 
детей, повышение внутричерепного давления и 
др. Появление резистентности организма к одно-
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Рис. 1. Структурная формула тетрациклина 

Fig. 1. Structural formula of tetracycline 

му представителю данной группы вызывает 
устойчивость ко всей группе тетрациклиновых 
антибиотиков [2]. Поэтому его нахождение в воде 
и продуктах питания может оказывать негатив­
ное влияние на организм человека. В настоящее 
время данный препарат применяют в ветерина­
рии для лечения крупного рогатого скота, а так­
же при производстве мяса, овощей, молока для 
увеличения их срока хранения. 

В настоящее время для определения тетра­
циклина широко используют оптические [3, 4], 
хроматографические [5,6], электрохимические 
[7 - 9] биосенсорные устройства [10], отличаю­
щиеся высокой чувствительностью, селективно­
стью, экспрессностью. 

Использование амперометрических биосенсо­
ров, модифицированных наноматериалами раз­
личной природы, является одним из современ­
ных подходов к определению лекарственных со­
единений. Биосенсоры на основе растительных и 
животных тканей ввиду доступности и дешевиз­
ны биологического материала могут быть пред­
почтительнее более дорогих методов, обеспечи­
вая высокую чувствительность и, в отдельных 
случаях, селективность определения. Многообра­
зие способов модификации поверхности первич­
ных преобразователей для придания им опреде­
ленных свойств обеспечивет возможность улуч­
шения характеристик новых амперометрических 
биосенсоров. Наноматериалы, например, много­
стенные углеродные нанотрубки (МУНТ) и вос­
становленный оксид графена (ВГО) вследствие 
своих исключительных электронных свойств яв­
ляются весьма перспективными материалами 
при разработке биосенсорных устройств [11]. 
Актуальным подходом к улучшению свойств по­
верхности электродов является использование 
нанокомпозитов на основе углеродных наномате-
риалов и наночастиц металлов, в частности, 
наночастиц золота (НЧ Ац). Это обусловлено их 
высокой электропроводностью, химической стой­
костью и простотой получения стабильных золей 
золота [12]. 

Цель данной работы — разработка амперо­
метрических биосенсоров на основе графитовых 
электродов, модифицированных МУНТ, ВГО, 
НЧ Ац, и иммобилизованного фермента тирози-
назы для определения тетрациклина, оценка их 
аналитических возможностей для контроля со-
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держания тетрациклина в пищевых (в частности, 
молочных) продуктах и косметических средствах. 

Э к с п е р и м е н т а л ь н а я ч а с т ь 

Реактивы и аппаратура. В основе разраба­
тываемых биосенсоров использовали систему, со­
стоящую из рабочего и вспомогательного графи­
товых электродов и хлоридсеребряного электро­
да сравнения, полученную на полимерной под­
ложке методом печатных технологий (кафедра 
аналитической химии КФУ). 

Материалом поверхности рабочего электрода, 
на которой иммобилизуются модификатор и 
фермент, являются графитовые чернила (Gwent 
Electronic Materials, США). Вспомогательный 
электрод также изготовлен из графитовых 
чернил. 

Объем рабочей ячейки составил 2000 мкл. 
Для электрохимического детектирования исполь­
зовали потенциостат/гальваностат 204 N (Auto-
lab, Нидерланды). 

Электрохимическую стабилизацию и очистку 
поверхности электрода проводили путем цик­
лического изменения потенциала в диапазоне от 
0 до 1000 мВ, для этого регистрировали 5 - 7 
циклических вольтамперограмм в 0,15 М раство­
ре КС1 при скорости развертки потенциала 
100 мВ/с. 

Фенол квалификации хч использовали в ка­
честве субстрата. Его растворы готовили по точ­
ной навеске. В качестве растворителя был ис­
пользован фосфатный буферный раствор с рН 
7,1 ± 0,05. Срок хранения указанного раствора 
не превышал трех часов. 

Для приготовления дисперсии МУНТ (внеш­
ний диаметр — 1 0 - 1 5 нм, внутренний диа­
метр — 2 - 6 нм, длина — 0,1 - 10 мкм, Sigma-
Aldrich, США) диспергирование осуществляли в 
ультразвуковой (УЗ) ванне S30H (Elmasonic, 
Германия) с частотой 37 кГц. 

Использовали 1 %-ный раствор глутарового 
альдегида (ГА) (ICN, США) и бычий сывороточ­
ный альбумин (БСА) (Reanal, Венгрия). Для по­
лучения НЧ Аи использовали цитрат натрия хч, 
хитозан хч, НС1 хч, НАиС14 • 4 Н 2 0 хч, SnCl2 ч, 
полиэтиленгликоль (PEG-3000) (Sigma). 

Препарат тетрациклина хроматографически 
чистый (Sigma-Aldrich, США) использовали для 
приготовления рабочих растворов посредством 
их растворения в 0,1 М серной кислоте. Значения 
рН водных растворов определяли с помощью рН-
метра рН-150 со стеклянным электродом, градуи­
рованным по стандартным буферным растворам. 

Подготовка углеродных нанотрубок для мо­
дификации электродов. Перед модификацией 
поверхности электродов смешивали МУНТ с рас­
твором 0,5 %-ного (по массе) хитозана в 0,05 М 

уксусной кислоте. Для достижения однородности 
смесь диспергировали в УЗ-ванне при комнатной 
температуре. Концентрация дисперсии МУНТ 
составила 1 мг/мл. Для поддержания однород­
ности используемых для модификации растворов 
МУНТ периодически обрабатывали их ультра­
звуком. 

Подготовка оксида графена для модифика­
ции поверхности электродов. Исходный ВГО 
представлял собой водный раствор с концентра­
цией 2 мг/мл (Sigma-Aldrich). Для лучшего закре­
пления ВГО на поверхности электрода добав­
ляли 0,75 %-ный раствор хитозана в 2 %-ной 
уксусной кислоте. Полученный раствор подвер­
гали ультразвуковой обработке при температуре 
35 °С для получения дисперсии с концентрацией 
1,5 мг/мл. При повышении температуры выше 
заданной охлаждали воду в УЗ-ванне до нужной 
температуры. Однородность используемого для 
модификации поверхности электрода раствора 
ВГО поддерживали периодической обработкой 
УЗ. 

Получение тирозиназы из гомогената гри­
бов. 10 г мелконарезанного и предварительно за­
мороженного растительного материала (грибов 
шампиньонов — Agaricus bisporus) доводили до 
пастообразной текстуры в вымороженной ступке. 
После этого к гомогенату добавляли 10 мл фос­
фатного буферного раствора с рН 7,00 ± 0,05 и 
перемешивали с использованием магнитной ме­
шалки. Отделяли жидкую фракцию фильтрова­
нием через двойной марлевый слой. Фильтрат 
является прямым источником тирозиназы. 

Для определения каталитической активности 
тирозиназы использовали смесь, содержащую 
фосфатный буферный раствор (рН = 7,00 ± 0,05), 
1 мМ раствор фенола и аликвоту гомогената ти­
розиназы [13, 14]. Оптическую плотность изме­
ряли на длине волны 280 нм в течение примерно 
20 мин. Активность фермента определяли как 
увеличение оптической плотности (А = 280 нм) 
за определенное время при данных условиях. 

По спектрофотометрическим данным катали­
тическая активность тирозиназы из грибов со­
ставляла 2751 ± 133 нкат/мл. 

Получение биочувствительной части ампе-
рометрического тирозиназного биосенсора на 
основе печатного графитового электрода. Био­
чувствительной частью биосенсоров служила им­
мобилизованная на поверхности рабочего элек­
трода тирозиназа, полученная из грибов. Для на­
несения на поверхность электрода готовили 
смесь, состоящую из раствора фермента, дистил­
лированной воды, фосфатного буферного раство­
ра, раствора БСА и 1 %-ного раствора ГА, ко­
торый добавляли в самом конце, интенсивно пе­
ремешивая смесь. На электроды наносили по 
1 мкл этой смеси. Полученные биосенсоры поме-



«Заводская лаборатория. Диагностика материалов». 2022. Том 88. № 11 

ч 

.з_^У 

D.I ОД 0,3 O.S 0,6 
E, В 

0,7 0,8 0,9 I 

Рис. 2. Циклические вольтамперограммы превращения 
субстрата тирозиназы фенола (1 • Кг3 моль/л) на печат­
ном графитовом электроде: в отсутствие (кривая 3) и в 
присутствии (кривая 2) тетрациклина (1 • Ю-8 моль/л), 
фоновый электролит — фосфатный буферный раствор с 
рН 7,00 ± 0,05 (кривая 1) 

Fig. 2. Cyclic voltammograms of the conversion of phenol 
tyrosinase substrate (1 x l(r3M): in the absence (curve 3) 
and in the presence (curve 2) of tetracycline (1 x l(h8 M), the 
supporting electrolyte is a phosphate buffer solution with 
pH 7.00 ± 0.05 (curve 1) on a printed graphite electrode 

щали на ночь в закрытую чашку Петри при 
t = + 4 °С. Через 12 ч биосенсоры промывали во­
дой и высушивали. В дальнейшем их хранили в 
холодильнике при t = 4 °С. 

О б с у ж д е н и е р е з у л ь т а т о в 

Из литературных данных известно, что при 
действии фермента тирозиназы фенол подверга­
ется биокаталитическому окислению, в ходе ко­
торого образуется хинон: 

0 2 + 2Н+ 

-Н,0 -Н202 

(ферментативная реакция [15]), 

он 

(электрохимическая реакция). 
В области потенциалов 0,65 - 0,70 В на тиро-

зиназном биосенсоре наблюдается дополнитель­
ный пик, который относится к окислению перок-
сида водорода. В соответствии с литературными 
данными [16] электрохимическое окисление пе-
роксида водорода протекает по схеме: 

Н 2 0 2 

0,7 В > 0 2 +2Н+ + 2ё. 

Пик при потенциале 0,20 В, вероятно, соот­
ветствует электрохимическому окислению фено­
ла до хинона (рис. 2). 

Каталитическая активность фермента была 
максимальной при использовании в качестве сре­
ды фосфатного буферного раствора с рН 7,00 ± 
0,05 [17]. Используемая концентрация фенола — 
субстрата тирозиназы — составляет 1 ммоль/л. 

Действие тетрациклина на каталитиче­
скую активность иммобилизованной тирози­
назы. Изучение влияния тетрациклина на тиро-
зиназу в составе амперометрического биосенсора 
показало, что в присутствии тетрациклина на­
блюдается линейное уменьшение аналитическо­
го сигнала разработанного биосенсора в диапазо­
не концентраций 1 нмоль/л - 10 мкмоль/л. Таким 
образом, можно сделать вывод о том, что тетра­
циклин является ингибитором ферментативного 
превращения фенола, что обнаружено впервые 
(см. рис. 2, кривая 2). 

Максимальная степень ингибирования для 
тетрациклина в изученной области концентра­
ций при действии на фермент-субстратную сис­
тему тирозиназа - фенол составляет 85 ± 1 %. 

Наноструктурированные материалы в со­
ставе разрабатываемых биосенсоров. Для нане­
сения модификаторов на поверхность использу­
емых печатных электродов применяли метод 
капельного испарения, используя дисперсии 
ВГО и МУНТ в хитозане или НЧ Ац в хитозане. 

Углеродные наноматериалы (МУНТ и ВГО) 
благодаря своим уникальным электронным, 
электрофизическим, тепловым, оптическим и ме­
ханическим свойствам оказались весьма перспек­
тивными для использования в качестве основы 
миниатюрных биосенсорных устройств [18, 19]. 
Наличие большого количества кислородсодержа­
щих функциональных групп обеспечивает воз­
можность сшивания и/или закрепления фермен­
та на поверхности ВГО, что в сочетании с боль­
шой площадью поверхности делает ВГО идеаль­
ной платформой для ковалентной иммобилиза­
ции белка. Композиты на основе ВГО могут быть 
использованы в качестве материала электрода 
для улучшения электрохимических свойств сен­
соров и биосенсоров [20]. ВГО может осаждаться 
на любую подложку, преобразуя ее свойства. 

Далее на уже модифицированной поверх­
ности рабочего электрода иммобилизовали рас­
твор тирозиназы. Использование модификаторов 
позволяет увеличить площадь и шероховатость 
рабочей поверхности электродов, что, в первую 
очередь, отражается на количестве иммобилизо­
ванного фермента и приводит к улучшению ана­
литических характеристик сенсора. 

Тирозиназный биосенсор, модифицирован­
ный МУНТ, ВГО, для определения тетрацикли­
на. Изучение действия тетрациклина на тирози-
назу, иммобилизованную на модифицированные 
МУНТ и ВГО в хитозане электроды, показало, 
что тетрациклин по-прежнему оказывает обрати-
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мое ингибирующее действие на тирозиназу. При 
этом наблюдается лишь незначительное измене­
ние значений потенциала окисления, в частно­
сти, смещение потенциала от 0,70 до 0,73 В. 

Биосенсоры, модифицированные МУНТ в 
хитозане, позволяют расширить диапазон опре­
деляемых концентраций тетрациклина, улуч­
шить коэффициент корреляции (табл. 1). Макси­
мальная степень ингибирования тетрациклина 
при действии на фермент-субстратную систему 
тирозиназа — фенол в этих условиях составила 
около 90 % в изученной области концентраций. 

Наночастицы золота как модификаторы 
поверхности печатных электродов. Одним из 
методов модификации электродной поверхности 
является использование нанокомпозитов на ос­
нове различных углеродных наноматериалов и 
наночастиц металлов. Для улучшения аналити­
ческих свойств биосенсоров были использованы 
нанокомпозиты на основе МУНТ, ВГО и НЧ Аи 
(МУНТ/НЧ Аи, ВГО/НЧ Аи). 

Для синтеза НЧ Аи использовали восстанов­
ление золотохлороводородной кислоты хлоридом 
олова (II) [21]. Чтобы получить дисперсии нано­
частиц, применяли растворы SnCl2, полиэтилен-
гликоля и НАиС14 в определенном соотношении. 
Стабилизатором выступал хитозан [22]. 

Подтверждением присутствия в растворах 
НЧ Аи определенного размера служат соответст­
вующие спектры поглощения (рис. 3) [23]. 

Влияние модификации поверхности элек­
тродов нанокомпозитами МУНТ/НЧ Аи, 
ВГО/НЧ Аи на аналитические возможности 
тирозиназного биосенсора. Исследование влия­
ния тетрациклина на модифицированный 
МУНТ, ВГО и НЧ Аи тнрознназный биосенсор 
показало, что тетрациклин оказывает ингиби­
рующее действие на тирозиназу в области кон­
центраций 0,1 нмоль/л - 1 мкмоль/л в случае 
МУНТ/НЧ Аи н 1 нмоль/л - 1 мкмоль/л в случае 

А 

2,5 

2,0 

1,5 

1,0-

0,5 I i 1 — 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 — 1 1 

400 500 600 700 800 900 1000 
А., нм 

Рис. 3. Спектр поглощения НЧ Аи в растворе хитозана 

Fig. 3. Absorption spectrum of Au NPs in chitosan solution 

ВГО/НЧ Au (табл. 2). Из полученных результа­
тов следует, что использование нанокомпозит-
ных модификаторов позволило почти на порядок 
величины уменьшить сн и улучшить коэффици­
ент корреляции. 

Правильность определения тетрациклина в 
указанных диапазонах концентраций с помощью 
тирозиназных биосенсоров оценена способом 
«введено - найдено» (табл. 3). 

Следует отметить, что модификация поверх­
ности электродов композитами МУНТ/НЧ Аи и 
ВГО/НЧ Аи позволила улучшить аналитические 
характеристики разрабатываемых биосенсоров, в 
частности, расширить диапазон определяемых 
концентраций и снизить сн по сравнению с немо-
дифицированным аналогом. 

Анализируя результаты определения тетра­
циклина биосенсорами, модифицированными 
углеродными наноматериалами и композитами 
на их основе, можно сделать вывод о том, что 
основной вклад в улучшение аналитических ха­
рактеристик разрабатываемых биосенсоров вно-

Таблица 1. Аналитические возможности определения тетрациклина тирозиназными биосенсорами, модифицирован­
ными МУНТ и ВГО (ге = 5; Р = 0,95) 

Table 1. Analytical capabilities of tetracycline 
P = 0.95) 

Область рабочих 
концентраций, 

моль/л 

determination by tyrosinase biosensors modified by CNTs and RGO (re = 5; 

Уравнение градуировочной зависимости, 
/* = ( A ± 8 ) + ( B ± o ) ( - l g O 

(А ± 8 ) (B±8) 

сн, моль/л 

r 

Максимальная 
степень 

ингибирования,% 

1 • ю-6 - 1 • ю-9 

1 • ю-6 - 1 • ю-9 

1 • ю-6 - 1 • ю-10 

Тирозиназный биосенсор 

120 ± 8 -4,2 ± 0,5 0,9823 5 • Ю-10 

Тирозиназный биосенсор, модифицированный ВГО 

60 ± 7 -15,6 ± 0,7 0,9901 5 • Ю-10 

Тирозиназный биосенсор, модифицированный МУНТ 

101 ± 7 -15,9 ± 0,7 0,9882 7 • 1Q-11 

85 ± 1 

86,0 ± 0,8 

88,0 ± 0,9 

I = 7р/70 • 100, (7р = 10 - 1Я), где 1Я — ток в присутствии ингибитора, 10 — ток в его отсутствие. 
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Таблица 2. Аналитические возможности определения тетрациклина тирозиназными биосенсорами, модифицирован­
ными МУНТ/НЧ Аи и ВГО/НЧ Аи (п = 5; Р = 0,95) 

Table 2. Analytical capabilities of tetracycline determination by tyrosinase biosensors modified by CNT/Au NPs and 
RGO/Au NPs (n = 5; P = 0.95) 

Область рабочих 
концентраций, 

моль/л 

Уравнение градуировочной зависимости, 
/ = ( A ± o ) + ( B ± 8 ) ( - l g O с , моль/л 

(А ±8) (В ±8) 

Максимальная 
степень 

ингибирования,% 

1 • ю- 6 - 1 • ю-

1 • ю- 6 - 1 • ю- 1 0 

Тирозиназный биосенсор, модифицированный ВГО/НЧ Аи 

63 ± 6 -20,6 ± 0,8 0,9925 7 • 101 0 

Тирозиназный биосенсор, модифицированный УНТ/НЧ Аи 

131 ± 8 -21,6 ± 0,7 0,9926 5 • 10 1 1 

90 ± 1 

92 ± 1 

сят МУНТ и ВГО. Однако в отдельных случаях, 
например, для более чувствительного определе­
ния, можно использовать и биосенсоры, модифи­
цированные соответствующими нанокомпозитами. 

Кинетические параметры реакции фермен­
тативного превращения фенола в присутствии 
тетрациклина. Значения характеристических 
кинетических параметров (константы Михаэли-
са, максимальной скорости ферментативной ре­
акции и типа ингибирования) ферментативной 
реакции в присутствии определяемого эффекто­
ра могут быть использованы для подбора усло­
вий, обеспечивающих получение максимального 
аналитического сигнала при определении микро­
количеств аналита (табл. 4). 

Для определения кинетических параметров 
реакции, таких как кажущаяся константа Миха-

Таблица 3. Результаты определения тетрациклина с ис­
пользованием тирозиназных биосенсоров (п = 5; Р = 
= 0,95) 

Table 3. The results of tetracycline determination using 
tyrosinase biosensors (n = 5; P = 0.95) 

Введено, 
моль/л 

Найдено, моль/л 
Степень 

открытия, % 

Тирозиназный биосенсор 

5-Ю-8 (5,1 ± 0,4) • Ю-8 0,078 94-110 

3 • Ю-9 (2,8 ± 0,2) • Ю-9 0,071 93 - 107 

Тирозиназный биосенсор — МУНТ в хитозане 

5 • Ю-9 (4,8 ± 0,3) • Ю-9 0,062 94 - 106 

7 • Ю-10 (6,7 ± 0,5) • Ю-10 0,060 93 - 107 

Тирозиназный биосенсор — МУНТ и НЧ Аи в хитозане 

8 • Ю-8 (7,6 ± 0,4) • Ю-8 0,053 95 - 105 

3 • Ю-10 (2,9 ± 0,2) • Ю-10 0,069 93 - 107 

Тирозиназный биосенсор — ВГО в хитозане 

7 

3 

7 

5 

ю-8 

ю-9 

ю-7 

ю-8 

(6,7 ± 0,5) • Ю-8 0,075 

(2,6 ± 0,2) • Ю-9 0,077 

Тирозиназный биосенсор — ВГО 
в хитозане и НЧ Аи в хитозане 

(6,6 ± 0,5) • Ю-7 0,076 

(4,8 ± 0,2) • Ю-8 0,042 

93-

92-

92-

96-

-107 

-108 

-109 

-104 

элиса Кт, максимальная скорость Vmax и констан­
та ингибирования Къ использовали интеграль­
ный анализ полной кинетической кривой 
действия иммобилизованной тирозиназы на фе­
нол в отсутствие и в присутствии тетрациклина 
[24]. Для определения скоростей реакции ис­
пользовали начальный участок этой кривой. Как 
показывают полученные результаты кинетиче­
ских исследований, при использовании модифи­
цированных МУНТ и НЧ Аи биосенсоров в при­
сутствии тетрациклина при концентрации суб­
страта 1 ммоль/л наблюдается двухпараметриче-
ски рассогласованное ингибирование (бесконку­
рентное ингибирование). При одинаковом 
воздействии, ведущем к снижению сродства суб­
страта и фермента, эффектор в присутствии 
1 ммоль/л фенола уменьшает скорость его фер­
ментативного превращения. 

Определение тетрациклина в молоке. 
Тетрациклин, являясь антибиотиком широкого 
спектра действия, используется в ветеринарии 
для лечения крупного рогатого скота и, следова­
тельно, может содержаться в молоке и молочных 
продуктах. Содержание данного препарата со­
гласно нормам Европейского Союза регламенти­
ровано. Для молока ПДК тетрациклина состав­
ляет 100 мкг/л (4,4 • 10"v моль/л). 

Пробоподготовка образца молока (1,5 % жир­
ности) для анализа заключалась в разбавлении в 
50 раз фосфатным буферным раствором. Этого 
разбавления было достаточно для устранения 
влияния матричных компонентов. В то же время 
аналитические характеристики предлагаемых 
биосенсоров позволяют успешно работать в нуж­
ных диапазонах концентраций. 

Установлено, что линейная зависимость меж­
ду концентрацией тетрациклина и величиной 
аналитического сигнала на фоне молока в случае 
амперометрического тирозиназного биосенсора, 
модифицированного МУНТ/НЧ Аи, наблюдается 
в той же области концентраций, что и на фоне бу­
ферного раствора. Следовательно, можно исполь­
зовать любой из полученных ранее градуировоч-
ных графиков (см. табл. 4) для определения оста-
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точных количеств лекарственных препаратов в 
образцах молока. 

Результаты определения тетрациклина в об­
разцах молочных продуктов представлены в 
табл. 5. 

При анализе образцов молока другие лекар­
ственные препараты, также используемые в ве­
теринарии, но имеющие структурно не родствен­
ное строение, в частности, колхицин, левоми-
цетин, не оказывают мешающего влияния при 
определении тетрациклина разработанными био­
сенсорами. 

Определение тетрациклина в салициловом 
лосьоне. По результатам анализа широко исполь­
зуемых лосьонов от прыщей в их составе часто 
оказывается тетрациклин, который добавляют в 
эту продукцию (не заявляя об этом на этикетке), 
так как этот антибиотик может помочь справить­
ся с кожными заболеваниями, но может и усу­
губить их. В нашей стране использование анти­
биотиков в декоративной косметике незаконно. 
В связи с этим представляло интерес оценить 
возможность использования разработанного био­
сенсора для оценки наличия или отсутствия тет­
рациклина на примере салицилового лосьона от 

прыщей «Пропеллер» — недорогого косметиче­
ского средства, которое можно найти во многих 
магазинах. 

Методика определения тетрациклина в са­
лициловом лосьоне. В ячейку на 2000 мкл вноси­
ли 100 мкл раствора образца исследуемого лосьо­
на, полученного предварительным разбавлением 
в 25 раз, 0,1 М раствор фенола, фосфатный бу­
ферный раствор (рН 7,00) и тирозиназный био­
сенсор, модифицированный ВГО/НЧ Ац. Раство­
ры инкубировали в течение 10 мин, затем изме­
ряли значение тока. 

В исследуемом лосьоне тетрациклин обнару­
жен не был (с т е т р а ц и к л и н а < сн). 

З а к л ю ч е н и е 

Таким образом, предложены немодифициро-
ванный и модифицированные различными нано-
материалами биосенсоры на основе иммобилизи-
рованного фермента тирозиназы; определены их 
основные аналитические характеристики, найде­
ны оптимальные условия подготовки сенсоров 
для проведения измерений в водных и биологи­
ческих средах. Следует отметить, что примеры 
биосенсоров для определения тетрациклина в ли-

Таблица 4. Кинетические параметры реакции тирозиназного превращения фенола в присутствии тетрациклина 
(Сфенола = 1 • Ю-3 моль/л, рН = 7,00, п = 3) 

Table 4. Kinetic parameters of the reaction of tyrosinase conversion of phenol in the presence of tetracycline ( C h l o l = 
= 1 x Ю-3 M, pH = 7.00, n = 3) 

Концентрация 
тетрациклина, 
г 

тетрациклина' 

моль/л 

Константа 
Михаэлиса 

Кт • 105, моль/л 

Максимальная 
скорость 

v m a x • ю-7, 
моль/(л • с) 

Соотношение 
параметров 
К иУ 

Тип ингибирования 
Константа 

ингибирования 
Kj, молы1 

О 

• ю-8 

3,2 

1,3 

0,5 

0,3 

Тирозиназный биосенсор — МУНТ/НЧ Аи 

1,7 ± 0,2 К'т < Кт Двухпараметрически рассо- (6,8 
1 1 •+• 0 2 îriax < 4max гласованное ингибирование 

(бесконкурентное ингибирование) 

0,6) • ю-9 

П р и м е ч а н и е . Кт — кажущаяся константа Михаэлиса в отсутствие, аК' т — в присутствии ингибитора тирозиназы; 
Vmax — максимальная скорость реакции в отсутствие, a V^^ в присутствии ингибитора тирозиназы. 

Таблица 5. Результаты определения тетрациклина в образцах молока различными методами и с использованием тиро­
зиназного биосенсора, модифицированного МУНТ/НЧ Аи (п = 5; Р = 0,95) 

Table 5. Determination of tetracycline in milk samples using various methods and a tyrosinase biosensor (modifier — 
CNT/Au NP) (n = 5; P = 0.95) (MAC of tetracycline in milk is 4.43 x 1Q-7 M) 

Метод Результат определения тетрациклина в молоке Ссылка 

Магнитная твердофазная экстракция 
в сочетании с ВЭЖХ 

Магнитная твердофазная экстракция 
в сочетании с ВЭЖХ 

Хемилюминесцентный 
иммуноферментный анализ 

Тирозиназный биосенсор 
(модификатор — МУНТ/НЧ Аи) 

Обнаружен в одном образце молока 
в концентрации 75,8 ± 3,8 нг/мл 

Не обнаружено* 

Обнаружен в трех образцах молока 
в концентрациях 15 нг/мл, 18 нг/мл, 46 нг/мл 

Не обнаружено* 

[25] 

[26] 

[27] 

Результаты настоящего 
исследования 

: Концентрация меньше сн. 
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тературе отсутствуют. В качестве модификаторов 
использованы многостенные углеродные нано-
трубки в хитозане, восстановленный оксид гра-
фена, а также наночастицы золота в хитозане. 
Показано, что модификация поверхности элек­
тродов данными нанокомпозитами позволяет 
расширить диапазон определяемых концентра­
ций и уменьшить нижнюю границу определяе­
мых содержаний тетрациклина. 

Преимуществом планарных сенсоров явля­
ется возможность их использования для про­
ведения измерений в микрообъемах проб, что 
важно в анализе биосред. Показана возможность 
применения тирозиназных биосенсоров для 
определения тетрациклина в молоке и салицило­
вом лосьоне. 
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