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Аннотация. Достижения инженерной энзимологии легли в основу современных безреагентных 
методов анализа с использованием различных биохимических сенсоров. Присутствие биоматериала 
с уникальными свойствами позволяет с высокой точностью определять необходимые соединения в 
сложных смесях без необходимости применения дополнительных реагентов или манипуляций.

Высокий уровень специфичности катализируемых реакций делает ферменты идеальными сенсо-
рами для аналитических целей. Биосенсоры способны обнаруживать вещества в предельно низких 
концентрациях, а также при наличии в растворе множества других соединений. На сегодняшний 
день существуют различные искусственные аналитические системы с иммобилизованными фер-
ментами и клетками, предназначенные для автоматического обнаружения продуктов ферментатив-
ных реакций.

Процедура иммобилизации фермента играет ключевую роль в создании стабильного распозна-
ющего элемента биосенсора, обуславливая его операционные характеристики, чувствительность 
и способность точно определять изменение концентрации биологических компонентов в сложных 
смесях. Выбор типа датчика для электрода должен соответствовать характеру ферментативной ре-
акции. Датчик должен реагировать на один из продуктов или субстратов ферментативной реакции. 
Важно помнить, что чем прочнее иммобилизован фермент, тем стабильнее он будет и тем дольше 
его можно использовать для проведения измерений. Биосенсоры функционально схожи с биорецеп-
торами, способными преобразовывать различные типы сигналов из окружающей среды в электри-
ческие сигналы.

Фицин (КФ 3.4.22.3) – цистеиновая протеаза. Липаза (КФ 3.1.1.3) – фермент, катализирующий 
расщепление глицеридов на глицерин и высшие жирные кислоты. Определение содержания липазы 
позволяет диагностировать широкий спектр заболеваний, в частности, панкреатит, перитонит, рак 
молочной железы.

В нашей лаборатории был pазработан биосенсор на основе фицина, иммобилизованного на пе-
чатных электродах. Отчетливый пик на вольтаммограмме в диапазоне от 500 до 700 мкВ при до-
бавлении к датчику раствора липазы свидетельствовал о протекании процессов гидролиза липазы 
фицином. 

Показано, что печатные электроды, модифицированные фицином, перспективны для детекти-
рования пищеварительного фермента липазы для обнаружения заболеваний желудочно-кишечного 
тракта.
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Уникальная специфичность ферментов играет 
ключевую роль в их применении для аналитиче-
ских целей. Ферментные методы анализа отлича-
ются высокой точностью, чувствительностью и 

быстрым откликом на сигнал, что делает их иде-
альным выбором для работы в сложных средах 
[1]. Разнообразие ферментов, включая оксидоре-
дуктазы, трансферазы, гидролазы и др., исполь-
зуется в аналитической энзимологии, где помимо 
моноферментных систем активно применяются 
мультиферментные. Ферментный анализ относит-
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ся к кинетическим методам анализа, при котором 
искомое соединение определяют по скорости ре-
акции, пропорциональной концентрации тестиру-
емого вещества [2].

Бурное развитие инженерной энзимологии 
способствовало разработке безреагентных ме-
тодов анализа с использованием биохимических 
сенсоров. Уникальные свойства биоматериалов 
в устройствах обеспечивают высокую селектив-
ность при определении нужных соединений в 
сложных смесях без необходимости дополнитель-
ных операций с реагентами [3].

Одним из критических факторов в создании 
надежных биосенсоров является процесс иммо-
билизации каталитически активного компонента, 
который определяет работоспособность сенсора, 
его чувствительность и способность селективно 
определять отдельные компоненты в сложных сме-
сях. При разработке ферментных электродов кри-
тическое значение имеют характеристики чистоты 
фермента, чтобы минимизировать вклад побочных 
реакций. Кроме того, важен уровень активности 
фермента и соответствие типа датчика природе ре-
акции [4]. Корректно подобранная методика иммо-
билизации фермента обеспечивает стабильность и 
долговечность биосенсора, а также возможность 
проведения большего числа измерений [5-7].

Ферменты благодаря своей высокой эффектив-
ности и специфичности становятся основой для 
создания идеальных сенсоров для аналитической 
химии. Они позволяют обнаруживать вещества в 
низких концентрациях в присутствии других со-
единений. Существуют различные искусственные 
аналитические системы, такие как биосенсоры, 
датчики, ферментные электроды, способные авто-
матически обнаруживать продукты энзиматиче-
ского превращения [8].

Биосенсоры позволяют быстро и с высокой 
степенью точности определять содержание мно-
жества соединений, таких как глюкоза, амино-
кислоты, антибиотики в многокомпонентных сре-
дах, поэтому их широко применяют в медицине, 
промышленности и научных исследованиях для 
анализа биологических жидкостей, а именно, для 
диагностики заболеваний, контроля содержания 
вредных веществ в пищевых продуктах и в воз-
духе. Биосенсоры на базе иммобилизованных 
ферментов подобны биорецепторам, способным 
преобразовывать различные типы сигналов в 
электрические [9-12].

Фицин (КФ 3.4.22.3) – цистеиновая протеаза, 
которая продуцируется тропическими растени-

ями рода Ficus. Фермент сохраняет активность в 
широком диапазоне значений pH (6,5-9,5). Изо-
электрическая точка энзима равна 9,0. Темпера-
турный оптимум фицина находится в пределах 
60-65 °C, инактивируется фермент при 80 °C [13].

Липаза (КФ 3.1.1.3) – фермент, катализиру-
ющий расщепление глицеридов на глицерин и 
высшие жирные кислоты. В норме у человека ак-
тивность липазы составляет от 0 до 190 МЕ/л. В 
организме человека липазу вырабатывают многие 
органы, поэтому выделяют липазу желудочного 
происхождения, поджелудочной железы, легких, 
кишечного сока, лейкоцитов и др. Наибольшее 
внимание привлекает панкреатическая липаза, 
так как она выполняет важнейшую функцию – пе-
реваривание жиров. Определение содержания ли-
пазы позволяет диагностировать широкий спектр 
заболеваний, в частности, панкреатит, перитонит, 
рак молочной железы, COVID-19 [14-20].

Целью работы являлась разработка биосенсо-
ра на основе фицина для детектирования липазы 
в растворе.

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. Объектом исследова-
ния был выбран фицин фирмы «Sigma», субстра-
том для гидролиза служила липаза фирмы «Sig-
ma». Основу для создания биосенсора составляли 
печатные электроды производства ООО «Русенс», 
которые представляют собой планарные электро-
ды, производимые методом трафаретной печати. 
Рабочий и вспомогательный электроды изготав-
ливаются из углеродной пасты, электрод сравне-
ния – из серебряной. Размеры: 10×28×0,35 мм. 
Сопротивление: 10-30 Ом. Материал подложки – 
полиэтилентерефталат (ПЭТФ).

Модификация печатных электродов. 10 мкл 
раствора фицина (концентрация 10 мг/мл, 0,05 М 
глициновый буфер, рН 9,0) наносили на рабочий 
электрод, оставляли до полного высыхания при 
комнатной температуре.

Получение вольтаммограммы методом ци-
клической вольтамперометрии.

100 мкл раствора липазы (концентрация 3 мг/
мл, 0,05 М трис-HCl буфер, рН 7,5) наносили на 
модифицированный фицином печатный электрод, 
полностью покрывая рабочий, вспомогательный и 
электрод сравнения. Далее измеряли вольтампер-
ные характеристики сенсора с помощью потенци-
остата IPC-ProMF. Использовался треугольный 
входной сигнал, время дискретизации составляло 
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Разработка биосенсора на основе фицина

10 мкс, подаваемое напряжение изменялось от -1 
до +1 В. Измерение сигнала производилось в те-
чение 40 секунд при комнатной температуре.

ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

Электроаналитическое поведение ферментно-
го печатного электрода на основе фицина по отно-
шению к липазе изучалось методом циклической 
вольтамперометрии (рис. 1). В качестве контроль-
ных экспериментов были записаны отдельные 
вольтаммограммы 0,05 М трис-HCl буфера с рН 
7,5, раствора липазы в концентрации 3 мг/мл в 
0,05 М трис-HCl буфере с рН 7,5, раствора фици-
на в концентрации 10 мг/мл в 0,05 М глициновом 
буфере с рН 9,0.

Наблюдался отчетливый пик на вольтаммо-
грамме в диапазоне от 500 до 700 мкВ при добав-
лении к датчику раствора липазы, что свидетель-
ствует о протекании процессов гидролиза липазы 
фицином. Постепенное увеличение силы тока на 
отдельной вольтаммограмме раствора фицина в 
концентрации в 0,05 М глициновом буфере с рН 
9,0 без образования пика в области 500-700 мкВ 
говорит о возможном протекании процессов ав-
толиза. Сенсор детектировал липазу в количестве 
0,3 мг. Дальнейшие исследования будут направле-
ны на снижение порога чувствительности сенсора 
к концентрации липазы.

Таким образом, можно сделать заключение о 
том, что печатные электроды, модифицированные 

Рис. 1. Циклические вольтаммограммы, полу-
ченные при нанесении на печатный электрод: 1 
– 0,05 М трис-HCl буфера, рН 7,5; 2 – раствора 
липазы в концентрации 3 мг/мл в 0,05 М трис-HCl 
буфере, рН 7,5; 3 – раствора фицина в концентра-
ции 10 мг/мл в 0,05 М глициновом буфере, рН 9,0, 
а также 4 – при нанесении на модифицированный 
фицином печатный электрод раствора липазы

фицином, весьма перспективны для детектиро-
вания пищеварительных ферментов-маркеров, в 
частности липазы, для обнаружения заболеваний 
желудочно-кишечного тракта.
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DETERMINING LIPASE
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Abstract. Achievements in engineering enzymology formed the basis for modern reagent-free analysis 
methods using various biochemical sensors. The presence of a biomaterial with unique properties makes 
it possible to accurately determine the required compounds in complex mixtures without the need for 
additional reagents or manipulations.

The high level of specificity of the catalyzed reactions makes enzymes ideal sensors for analytical 
purposes. Biosensors are capable of detecting substances in extremely low concentrations, as well as in the 
presence of many other compounds in solution. Today, there are various artificial analytical systems with 
immobilized enzymes and cells designed for the automatic detection of products of enzymatic reactions.

The enzyme immobilization procedure plays a key role in creating a stable recognition element of 
the biosensor, determining its operational characteristics, sensitivity and ability to accurately determine 
changes in the concentration of biological components in complex mixtures. The choice of sensor type for 
the electrode should correspond to the nature of the enzymatic reaction. The sensor must respond to one 
of the products or substrates of the enzymatic reaction. It is important to remember that the more firmly 
an enzyme is immobilized, the more stable it will be and the longer it can be used for measurements. 
Biosensors are functionally similar to bioreceptors, capable of converting various types of signals from the 
environment into electrical signals.

Ficin (EC 3.4.22.3) is a cysteine protease. Lipase (EC 3.1.1.3) is an enzyme that catalyzes the breakdown 
of glycerides into glycerol and higher fatty acids. Determination of lipase content makes it possible to 
diagnose a wide range of diseases, in particular pancreatitis, peritonitis, and breast cancer.

Our laboratory has developed a biosensor based on ficin immobilized on printed electrodes. A distinct 
peak in the voltammogram in the range from 500 to 700 μV when a lipase solution was added to the sensor 
indicated the occurrence of lipase hydrolysis processes with ficin.

Ficin-modified printed electrodes have been shown to be promising for detecting the digestive enzyme 
lipase for the detection of gastrointestinal diseases.

Keywords: biosensor, ficin, lipase
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