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Аннотация

Предложены новые амперометрические биосенсоры на основе планарных плати-
новых электродов, модифицированных многослойными углеродными нанотрубками
(МУНТ), и иммобилизованных ферментов: цистеиндесульфгидразы, щелочной фосфа-
тазы и холинэстеразы для определения охратоксина А. Действие биосенсоров основано
на ингибирующей способности охратоксина А. Сопоставлены аналитические возмож-
ности биосенсоров на основе модифицированных и немодифицированных электродов.
Область концентраций определения охратоксина А составляет 1·10–5 ÷ 1·10–11 моль/л.
Использование МУНТ для модификация электродов обеспечивает расширение области
определяемых концентраций, позволяет наблюдать хорошо выраженный эффект инги-
бирования и более низкие пределы определения. Показана возможность определения
охратоксина А в продуктах питания на уровне значений ПДК и ниже.
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Введение

Загрязненность продуктов питания и кормов для сельскохозяйственных
животных микотоксинами представляет реальную угрозу здоровью населения.
Поскольку микотоксины относятся к одной из наиболее опасных групп токси-
кантов, вполне обоснован интерес исследователей к разработке современных
способов их определения.

Охратоксин А (ОТА) рассматривают как наиболее опасный и распростра-
ненный токсикант. Жизнедеятельность плесневых грибов рода Aspergillus и
Penicillium чаще всего приводит к загрязнению ОТА зерна и продуктов на его
основе, а также кофейных зерен и какао, сушеных фруктов, вина и виноградно-
го сока, пива, специй [1]. При этом ОТА с продуктами растительного и живот-
ного происхождения может попадать в организм человека. Поскольку ОТА вы-
зывает целый ряд негативных последствий для здоровья человека (оказывает
нефротоксичное, гепатотоксичное, тератогенное, канцерогенное и иммуноде-
прессивное действие [2]), необходим контроль за его содержанием в продуктах
питания и кормах для сельскохозяйственных животных. Все это указывает на
необходимость разработки методов количественного определения ОТА.

Для определения ОТА в продуктах питания в последние годы наиболее часто
применяют хроматографические методы: высокоэффективную жидкостную
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хроматографию, тонкослойную хроматографию, жидкостную хроматографию и
их сочетание с масс-спектрометрической или флуоресцентной детекцией [3–5].

Хроматографические методы обладают, как правило, достаточно высокой
чувствительностью обнаружения и относительно высокой избирательностью.
Тем не менее проведение определений этими методами занимает много времени,
зачастую требует операций пробоподготовки, в том числе и процедуры предва-
рительной концентрации.

Признанной альтернативой и дополнением к известным хроматографическим
аналитическим методам обнаружения таких микотоксинов, как ОТА, служат
иммунохимические методы [6] и использование биосенсоров [7, 8], в том числе
и ряд ДНК-сенсоров [9, 10].

Биосенсорные устройства позволяют проводить экспрессное определение
загрязнителей в полевых условиях и не требуют высококвалифицированного
персонала. Анализ литературы показывает, что использование биосенсорных
технологий имеет определенные преимущества по сравнению с другими мето-
дами определения широкого круга биологически активных веществ.

Следует отметить и тот момент, что примеры разработок биосенсоров, а
именно ферментных сенсоров для определения микотоксинов пока немного-
численны, причем используется ограниченный круг ферментов. В полной мере
это относится к определению ОТА.

В частности, предложен амперометрический ферментный сенсор на основе
пероксидазы хрена, иммобилизованной на поверхность печатных графитовых
электродов в виде полипиррольной пленки [11]. В другой работе те же авторы
предложили усовершенствованный вариант пероксидазного биосенсора для оп-
ределения ОТА, который отличается от предыдущего способом иммобилизации
фермента. Использована возможность нанесения раствора пероксидазы хрена
путем трафаретной печати совместно с графитосодержащими чернилами [12].

Актуальность проблемы селективного определения отдельного микотоксина
привела к разработке иммуносенсоров [13]. Следует отметить, что в качестве
метки в работе [14] применяли также пероксидазу хрена. При этом использовали
золотые электроды, модифицированные карбоксиметилированным декстраном,
а в качестве субстрата пероксидазы – дигидрохлорид 3,3´,5,5´-тетраметилбен-
зидина. Линейная зависимость наблюдалась в диапазоне концентраций от 0.01
до 100 мкг/л при погрешности определения не более 8%. Предел обнаружения
был на уровне 0.05 мкг/л.

Современный подход к совершенствованию и разработке новых амперо-
метрических биосенсоров связан с различными способами модификации по-
верхности первичных преобразователей с целью придания им заданных свойств.
Наноматериалы являются наиболее перспективными материалами для огром-
ного множества приложений в композитных материалах, химических источни-
ках тока, в электронике и т. д. [15]. В частности, углеродные нанотрубки (УНТ)
благодаря своим уникальным электронным и оптоэлектронным свойствам
весьма перспективны для использования в качестве основы для создания ми-
ниатюрных биосенсорных устройств, что связано, наряду с их размерами, также
с улучшением аналитических характеристик, главной из которых является высо-
кая чувствительность к присутствию на модифицированной поверхности молекул
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различного типа. Такой подход оказался весьма перспективным для совершен-
ствования поверхности используемых первичных преобразователей [16], что
открывает новые возможности в плане разработки биосенсоров, предназначен-
ных для определения микотоксинов разных классов.

Цель исследования состояла в разработке новых амперометрических био-
сенсоров на основе немодифицированных и модифицированных углеродными
нанотрубками электродов и иммобилизованных ферментов: цистеиндесульф-
гидразы (ЦДГ), шелочной фосфатазы (ЩФ) и холинэстеразы (ХЭ) для опреде-
ления ОТА и оценки их характеристик при анализе зерновых культур.

1. Экспериментальная часть

1.1. Аппаратура и оборудование. Основой биосенсоров служила система
планарных электродов, состоящая из рабочего и вспомогательного электродов,
а также электрода сравнения (фирма BVT Technologies, Брно, Чехия). Материа-
лом поверхности рабочего электрода, на который иммобилизовали фермент,
являлась платиносодержащая паста. Из платины изготовлен и вспомогательный
электрод, электрод сравнения – из серебра. Объем рабочей ячейки системы со-
ставлял 200 мкл. Все измерения с использованием этих электродов проводили
с помощью многоцелевого электрохимического детектора МЕВ (Чехия) с ком-
пьютеризированным управлением.

1.2. Реактивы. В качестве субстратов использовали бутирилтиохолин хло-
рид (БТХХ) (ICN Biomedicals Inc., США), L-цистеин (Sigma) и 1-нафтил фос-
фата мононатриевую соль марки «ч.д.а.» («Диа», Россия), растворы которых
готовили по точной навеске в рабочем буферном растворе и использовали в
течение не более трех часов. Применяли бутирилхолинэстеразу сыворотки кро-
ви лошади с активностью 30 АЕ/мг, изготовленную НПО «Биомед» (Россия, г.
Пермь) и щелочную фосфатазу с активностью 1000 АЕ/мг (Sigma, Германия).
Как источник L-цистеиндесульфгидразы использовали гомогенат из пророст-
ков зерновых культур и листьев огурца. Зерновую культуру и огурцы выращи-
вали из семени в почве для рассады. Высаживали на глубине 1.5–2 см. Выра-
щивание растительного материала проводили в стандартных условиях [17]. Для
приготовления гомогената растительный материал мелко нарезали и растирали
пестиком в вымороженной ступке, заливали 0.1 М фосфатным буферным рас-
твором с рН 7.6 в соотношении 1 : 3, процеживали суспензию через двойной
марлевый слой и добавляли 0.5 М раствор сахарозы.

Применяли 1%-ный раствор глутарового альдегида фирмы ICN и бычий
сывороточный альбумин (БСА) фирмы Reanal (Венгрия).

В работе использовали МУНТ с линейными размерами от 2–6 до 10–15 нм
производства Sigma-Aldrich.

Использовали хроматографически чистый препарат охратоксин А (раствор
ОТА в смеси бензола и уксусной кислоты в соотношении 99 : 1.) из государст-
венных стандартных образцов (изготовитель: ГНУ ВНИИВСГЭ, г. Москва) (см.
рис. 1).

Для получения рабочего раствора из стандартного образца ОТА проводили
вакуумную отгонку бензола и уксусной кислоты  при  комнатной  температуре.
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Рис. 1. Структурная формула ОТА (7-карбокси-5-хлоро-8-гидрокси-3,4-дигидро-3R-
метилизокумарин-7-L-β-фенилаланина)

Полученный препарат ОТА взвешивали и использовали для приготовления ра-
бочих растворов путем их растворения в 1 мл ацетонитрила, а затем в биди-
стиллированной воде.

1.3. Подготовка углеродных нанотрубок. Для модификации рабочей по-
верхности биосенсоров использовали МУНТ, которые предварительно очищали
от остаточных количеств оксидов переходных металлов, а также аморфного угле-
рода, обработкой растворами кислот (1 М НNO3 : 3 M H2SO4), а затем ультразву-
ком, используя ультразвуковую ванну (WiseClean модель WUC–A03H, DAIHAN
Scientific Co. Ltd, Korea), с частотой 40 КГц в течение 2–4 ч до получения гомо-
генного раствора. Затем отделяли УНТ от маточного раствора с помощью цен-
трифуги, многократно (5–6 раз) обрабатывали водой до нейтральной реакции
(до pH 7.0) [18]. Обработанные УНТ высушивали до постоянной массы и взве-
шивали. Затем солюбилизировали МУНТ в N,N-диметилформамиде с помощью
ультразвука до получения гомогенного раствора с концентрацией 1 мг/мл. Полу-
ченные растворы УНТ использовали для модификации поверхности электродов.

1.4. Получение ферментных сенсоров. А) Для получения биочувстви-
тельной части ХЭ-, ЦДГ- и ЩФ-биосенсоров на поверхность рабочего электро-
да наносили раствор, содержащий ферментные препараты. Для этого готовили
смесь, содержащую раствор фермента с концентрацией 20 нкат/мкл, раствор
БСА, фосфатный буфер (50 мМ, pH 7.0), 1%-ный раствор глутарового альдеги-
да и дистиллированную воду. Глутаровый альдегид вносили в последнюю оче-
редь и после энергичного перемешивания на поверхность электродов наносили
по 1 мкл этой смеси.

Б) Для получения нового варианта биосенсоров использовали электроды с
модифицированной УНТ поверхностью рабочего электрода. Для этого наносили
по 0.5 мкл 1 мг/мл раствора МУНТ на поверхность электродов. Затем электроды
высушивали в течение 1–2 ч при комнатной температуре и промывали фосфат-
ным буфером (pH 7.0) 5 мин. После этого на поверхность рабочего электрода
наносили 1 мкл смеси, содержащей фермент и остальные компоненты, то есть
смеси, приготовленной аналогично варианту А.

Полученные таким образом биосенсоры оставлялись на ночь в закрытой
чашке Петри при +4°С. На следующий день биосенсоры промывали водой, вы-
сушивали на воздухе и в дальнейшем хранили в холодильнике.

При модификации поверхности рабочего электрода варьировали количест-
во раствора УНТ (то есть количество УНТ на единицу поверхности электрода
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от 1 до 0.2 мкл), наносимого на поверхность планарного электрода. Экспери-
ментально было установлено, что 0.5 мкл раствора УНТ позволяет получить
более воспроизводимую однородную рабочую поверхность электрода, обеспечи-
вающую получение достаточного по величине аналитического сигнала, поэтому
в дальнейшем использовали именно такое количество раствора УНТ для моди-
фикации поверхности.

Биосенсоры, хранящиеся в холодильнике, сохраняют каталитическую ак-
тивность фермента в течение месяца с погрешностью не более 5–6%.

2. Результаты и их обсуждение

Как следует из литературных данных, примеры практического использова-
ния биосенсоров для определения ОТА на сегодняшний день немногочисленны
и основаны на использовании ограниченного круга ферментов [11, 12]. Разра-
ботка новых амперометрических биосенсоров неразрывно связана с поиском
новых источников ферментов. Поэтому представляет интерес применение для
этих целей других ферментов или их содержащих препаратов.

Перспективным является использование в биосенсорах гомогенатов расти-
тельных и животных тканей в качестве ферментных препаратов. Гомогенаты рас-
тительных и животных тканей содержат достаточное количество ферментов и мо-
гут служить доступным источником ферментных препаратов, а их использование
возможно без сложной предварительной обработки. Кроме того, ферменты в тка-
нях находятся в естественном для них окружении и поэтому часто более устой-
чивы во времени, срок эксплуатации биосенсоров на основе гомогенатов тканей
может быть больше, ткани более дешевы, чем очищенные ферменты, ферменты в
гомогенатах меньше подвержены инактивации под действием рН, температуры
или ингибиторов фермента благодаря естественному окружению, за счет чего и
наблюдается большая стабильность тканевых материалов. Согласно литератур-
ным данным, гомогенат из листьев огурца [19] и проростков пшеницы [17] со-
держит достаточное количество цистеиндесульфгидразы – фермента, относяще-
гося к классу лиаз (К. 4.4.1.1), а процесс его получения не требует сложных ана-
литических операций. Предварительные исследования показали, что ОТА может
проявлять в определенных условиях свойства ингибитора этого фермента [20].

Биосенсоры на основе иммобилизованной ХЭ или ЩФ достаточно активно
используются для определения различных эффекторов [21, 22]. В то же время
сведения о действии ОТА на каталитическую активность этих достаточно дос-
тупных ферментов практически отсутствуют. Поэтому представляло интерес
исследовать влияние ОТА на каталитическую активность перечисленных фер-
ментов в составе амперометрических биосенсоров.

2.1. Природа формирования аналитического сигнала биосенсоров.
Цистеиндесульфгидразный биосенсор. Цистеиндесульфгидраза обладает

определенной каталитической активностью по отношению к цистеину. Фермент
катализирует распад L-цистеина с образованием пировиноградной кислоты, ам-
миака и сероводорода [19]:

   цдг
HOOCCH(NH2)CH2SH + H2O   →   NH3 + H2S + CH3C(O)COOH, (1)
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Рис. 2. Вольтамперограммы окисления раствора 1·10–3 M цистеина на фоне фосфатного
буферного раствора с рH 7.6 (1) в присутствии ЦДГ (2) и в отсутствие ЦДГ (3) из про-
ростков пшеницы

Наблюдается изменение высоты анодного пика электроокисления цистеина
при потенциале +0.70 В на фоне фосфатного буферного раствора с рН 7.6 в
присутствии фермента. В условиях эксперимента (рН 7.6) цистеин, субстрат
ЦДГ, окисляется до цистина по электрохимической реакции

2HOOCCH(NH2)CH2SH → 2H+ + 2e +
+ HOOCCH(NH2)CH2SSCH2CH(NH2)COOH.      (2)

На вольтамперограммах электроокисления раствора цистеина в отсутствие
цистеиндисуфгидразного биосенсора наблюдается большее значение тока при
потенциале 0.7 В по сравнению со значением тока окисления цистеина в при-
сутствии иммобилизованного фермента (рис. 2, кривая 3 и 2).Это явление мо-
жет быть использовано для оценки содержания в растворе эффекторов этого
фермента.

Установлено, что удобный для измерения аналитический сигнал наблюда-
ется при концентрации субстрата, равной 1·10–3 М.

Холинэстеразный биосенсор. Известно, что ХЭ катализирует реакцию гид-
ролиза тиохолиновых эфиров [23, 24]:

C3H7COSCH2CH2N+(CH3)3Сl– + H2O → C3H7COOH + HSCH2CH2N+(CH3)3Cl–. (3)

Продукт реакции (3) – тиол – электрохимически активен. На печатном пла-
тиносодержащем электроде тиол подвергается окислению:

2(CH3)3N+CH2CH2SH → 2H++2e-+ (CH3)3N+CH2CH2S-SCH2CH2N+(CH 3)3.   (4)

Наибольшее значение тока наблюдается при потенциале +0.55 В и рН 7.6.
Ток окисления, регистрируемый в потенциостатическом режиме, достигает по-
стоянного значения через 10 мин. Величину этого стабилизировавшегося от-
клика биосенсора использовали в качестве аналитического сигнала.

Биосенсор на основе щелочной фосфатазы. Известно, что под действием
щелочной фосфатазы 1-нафтил фосфат натрия подвергается биокаталитиче-
скому гидролизу с образованием продукта 1-нафтола по следующей схеме:
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+ 2OH- + PO4
3-+ 2Na+ + H2O

O-
O

P
O-Na+

O-Na+

O
           

(5)

Продукт ферментативной реакции (5) электрохимически активен, подвер-
гается процессу окисления на платиносодержащих электродах [25]:

OH

+ H2O + 2H++ 2e

O

O              

(6)

Концентрация субстрата 1-нафтил фосфата составила 1·10–3 моль/л. Ток
окисления 1-нафтола регистрировали при потенциале Е +0.6 В.

2.2. Изучение влияния охратоксина А на каталитическую активность
иммобилизованных ферментов. Изучение действия ОТА на иммобилизован-
ные ХЭ и ЩФ, входящие в состав биочувствительной части амперометриче-
ских биосенсоров, показало, что в присутствии микотоксина наблюдается
уменьшение величины аналитического сигнала по сравнению с сигналом, по-
лученным в его отсутствие. В случае ЦДГ наблюдается ток, больший по вели-
чине тока окисления цистеина в присутствии иммобилизованного фермента, но
меньший тока окисления цистеина в отсутствие фермента, то есть ОТА оказы-
вает ингибирующее действие на иммобилизованные ферменты в составе био-
сенсоров. Этот эффект был использован для разработки способа определения
ОТА с помощью биосенсоров.

Исходя из свойств углеродных наноматериалов, можно ожидать, что ис-
пользование МУНТ в электрохимических сенсорах может приводить к смеще-
нию потенциалов электроокисления некоторых соединений в менее положи-
тельную область, то есть может наблюдаться каталитический эффект [26]. Было
установлено, что в данном случае модификация поверхности электродов
МУНТ не приводит к изменению их электрохимических характеристик, то есть
пики и волны окисления субстратов наблюдаются практически при тех же по-
тенциалах, что и на немодифицированных электродах. В то же время величина
тока при потенциалах соответствующих процессов больше, чем при использо-
вании немодифицированных электродов (табл. 1). Таким образом, за счет более
развитой поверхности электродов в результате модификации МУНТ появляют-
ся дополнительные возможности для улучшения аналитических характеристик
предлагаемых биосенсоров.

Аналитические характеристики предлагаемых биосенсоров приведены в
табл. 2.

Как показывают приведенные результаты, использование модифицирован-
ных МУНТ электродов как основы биосенсоров позволяет расширить область
рабочих концентраций ОТА. Особенно это явно проявляется  для  ЦДГ-  и  ХЭ-
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Табл. 1
Сопоставление величины токов, наблюдающихся при потенциале аналитического сиг-
нала в присутствии и в отсутствие МУНТ (n = 4, P = 0.95)

Величина тока, мкАФерментный
сенсор

Потенциал электро-
окисления, мВ Iбез МУНТ IМУНТ

ЦДГ 700 0.1568 ± 0.0007 0.2354 ± 0.0008
ХЭ 550 0.0874 ± 0.0004 0.1722 ± 0.0005
ЩФ 600 0.0985 ± 0.0007 0.1377 ± 0.0006

Табл. 2
Аналитические возможности амперометрических биосенсоров в определении ОТА
(n = 5, P = 0.95)

Уравнение градуировочного графика
I = (a ± δ) + (b ± δ)·(–lg c), r

Интервал рабо-
чих концентра-
ций, моль/л a ± δ b ± δ r

сн,
моль/л

Степень ингиби-
рования, %

ЦДГ-биосенсор
1·10–6 ÷ 5·10–9 29 ± 2 –3.0 ± 0.2 0.9775 7·10–11 от 95 до 74

ЦДГ-биосенсор – МУНТ
1·10–5 ÷ 1·10–11 89.1 ± 2.4 –7.7 ± 0.3 0.9935 5·10–12 от 97 до 54

ХЭ-биосенсор
1·10–5 ÷ 1·10–9 65.4 ± 1.3 –1.7 ± 0.2 0.9888 5·10–10 от 89 до 60

ХЭ биосенсор – МУНТ
1·10–5 ÷ 1·10–10 29 ± 1.6 –2.7 ± 0.2 0.9874 7·10–11 от 96 до 64

ЩФ-биосенсор
1·10–5 ÷ 1·10–11 80.5 ± 3.6 –7.9 ± 0.4 0.9928 8·10–12 от 94 до 54

ЩФ-биосенсор – МУНТ
1·10–5 ÷ 5·10–11 81.8 ± 3.2 –6.8 ± 0.4 0.9938 1·10–11 от 92 до 72

% ингибирования = [(Io – Iр) / Io]·100, где Io и Iр – значения тока в отсутствие и в присутствии ингибитора
соответственно.

биосенсоров. Если для ЦДГ-биосенсора область концентраций расширяется как
в сторону больших, так и малых концентраций, то для ХЭ-биосенсора лишь в
сторону более низких концентраций. В результате модификации уменьшается
и нижняя граница определяемых содержаний, достигая в случае ЦДГ-биосен-
сора величины 5·10–12 моль/л. Эффект ингибирования также становится более
ярко выраженным. Практически в два раза улучшается и коэффициент чувст-
вительности у ЦДГ-биосенсора. Менее выражены все эти эффекты для биосен-
сора на основе ЩФ.

Изучение кинетики ферментативного превращения L-цистеина, где в каче-
стве регистрируемого параметра использовали изменение тока во времени, в от-
сутствие ОТА показало, что значения кажущейся константы Михаэлиса (КM(каж)) и
максимальной скорости реакции (Vmax) составляют: КM(каж) = (44 ± 2)·10–6 моль/л,
Vmax = (6.0 ± 0.3)·10–7 моль/л·с. В присутствии ОТА при концентрации 10–7 моль/л
значения кинетических параметров следующие: КM(каж) = (122 ± 6)·10–6 моль/л,
Vmax = (5.6 ± 0.3)·10–7 моль/л·с, то есть наблюдается увеличение величины
КM(каж), в то же время значение Vmax практически не меняется. Такое соотноше-
ние параметров характерно для конкурентного ингибирования [27]. Константа
ингибирования (КI) составляет в используемых условиях (5.7 ± 0.1)·10–8 моль–1.
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Табл. 3
Результаты определения ОТА в модельных растворах с помощью разработанных ампе-
рометрических ферментных сенсоров (n = 5, P = 0.95)

Введено, моль/л Найдено, моль/л Sr Процент открытия, %
ХЭ-биосенсор

5·10–6

8·10–7
(4.9 ± 0.3)·10–6

(7.8 ± 0.3)·10–7
0.061
0.038

92–104
94–101

ХЭ-биосенсор, МУНТ
5·10–8

5·10–9
(5.3 ± 0.2)·10–8

(4.9 ± 0.2)·10–9
0.039
0.041

102–110
94–102

ЦДГ-биосенсор
5·10–7

7·10–8
(4.9 ± 0.2)·10–7

(6.9 ± 0.3)·10–8
0.041
0.043

94–102
94–103

ЦДГ-биосенсор, МУНТ
7·10–6

8·10–7
(6.8 ± 0.3)·10–6

(8.1 ± 0.3)·10–7
0.039
0.037

93–101
98–105

ЩФ-биосенсор
5·10–7

5·10–9
(5.1 ± 0.2)·10–7

(4.9 ± 0.3)·10–9
0.039
0.061

98–106
92–104

ЩФ-биосенсор, МУНТ
5·10–7

8·10–9
(4.9 ± 0.2)·10–7

(7.9 ± 0.3)·10–9
0.041
0.038

94–102
95–103

Правильность определения ОТА в области линейной зависимости аналити-
ческого сигнала от концентрации с помощью ферментных сенсоров оценена
способом «введено – найдено» (табл. 3). Кроме того, процент открытия как ха-
рактеристика разработанного варианта определения ОТА колеблется в интер-
вале от 92% до 110%. Это показывает, что предлагаемые биосенсоры могут
быть использованы для определения ОТА в пищевых продуктах.

2.3. Определение ОТА в пищевых продуктах. Полученные результаты
показывают, что предлагаемые ферментные сенсоры могут быть использованы
для определения содержания ОТА в пищевых продуктах. Была предпринята
попытка разработать методику определения микотоксина в зерновых культурах,
поскольку согласно литературным данным ОТА чаще всего обнаруживается
именно в зерновых культурах, и среди них в первую очередь кукурузе, гречне-
вой и ячменной крупах [28].

Методика определения содержания микотоксинов
в образцах зерновых культур

Навеску гречневой крупы и арахиса (1 г) растирали в порошок, который сус-
пензировали в смеси этанола и воды (4 : 1). Согласно литературным данным,
в этом случае достигается достаточно полное извлечение определяемых компо-
нентов в результате однократной экстракции [28]. После центрифугирования в
течение 10 мин при скорости 10 тыс. об/мин, надосадочную жидкость использо-
вали для приготовления рабочих водных растворов путем последовательного раз-
бавления. Далее эти растворы использовали для определения ОТА с помощью
как модифицированного, так и немодифицированного ферментных сенсоров.
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Табл. 4
Определение ОТА в образцах гречневой крупы с помощью ЦДГ-биосенсоров (n = 5;
P = 0.95)

Образцы Содержание ОТА, моль/л
(ПДК, мкг/кг) Sr

Гречневая крупа (3.2 ± 0.2)·10–7 (0.0184) 0.063
Гречневая крупа «Мистраль» г. Москва Не обнаружено* –
Ядра арахиса (2.4 ± 0.2)·10–8 (0.039) 0.083

* Содержание ОТА меньше сн.

Предварительными исследованиями было установлено, что раствор, ос-
тавшийся после однократного экстрагирования микотоксинов, уже не вызывал
изменения аналитического сигнала, то есть не содержал компонентов, оказы-
вающих ингибирующее действие на иммобилизованные ферменты.

В ячейку на 200 мкл вносили определенный объем раствора субстрата
(20 мкл), буферный раствор (160 мкл), раствор аналита (20 мкл) и ферментный
биосенсор. Через 10 мин измеряли значение тока при соответствующих потен-
циалах. Результаты определения содержания ОТА в ядрах арахиса и образцах
гречневой крупы представлены в табл. 4.

Полученные результаты показывают, что предлагаемые амперометриче-
ские биосенсоры позволяют оценивать содержание ОТА в пищевых продуктах
на уровне и ниже ПДК (ПДК ОТА для России 0.005 мг/кг [29]).

Заключение

Поскольку аналитические характеристики ЦДГ-биосенсора заметно пре-
восходят аналитические характеристики ХЭ- и ЩФ-биосенсоров, на практике
более целесообразно использовать именно ЦДГ-биосенсор. Такой биосенсор
отличается еще и доступностью и дешевизной ферментсодержащего препарата
и большей стабильностью отклика.

Работа выполнена при поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований (проект № 12-03-97031-р_поволжье_а).

Summary

E.P. Medyantseva, H. Mai Thi Thanh, R.M. Varlamova, G.R. Sakhapova, E.Yu. Tara-
sova, H.C. Budnikov. Amperometric Biosensors for Determination of Ochratoxin A.

Novel amperometric biosensors based on platinum screen-printed electrodes modified with
multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs), and immobilized enzymes (cysteine desulfhydrase,
alkaline phosphatase, and cholinesterase) are developed for the determination of ochratoxin A.
The action of the biosensors is based on the inhibiting ability of ochratoxin A. The analytical
properties of biosensors based on pristine electrodes and electrodes modified with MWCNTs are
compared. The working concentration range is 1·10–5 ÷ 1·10–11 mol/l. Modification of elec-
trodes with MWCNTs allows achieving a wider range of detectable concentrations, lower
detection limits, and more pronounced effect of inhibition. The possibility of determination
of ochratoxin A in food products at maximum permissible and lower concentrations is shown.

Key words: ochratoxin A, mycotoxins, amperometric biosensor, cholinesterase, cysteine
desulfhydrase, alkaline phosphatase, carbon nanotubes, cereal crops.
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