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ВВЕДЕНИЕ
Сенсоры играют большую роль в повседневной 

жизни ,  такими  датчиками  являются  наши 
собственные чувства. Человеку необходимо знать 
значения бесчисленного количества ненаблюдаемых 
переменных без использования датчиков [1]. Био-
сенсор представляет собой аналитическое устройс-
тво, включающее в себя материал биологического 
распознавания (ферменты, антитела, клетки, нукле-
иновую кислоту и т. д.), прикрепленные к детектору 
[2]. Биосенсоры могут быть классифицированы по 
типу иммобилизованного биорецептора или по типу 
преобразователя (электрохимические, термометри-
ческие, пьезоэлектрические, фотометрические) [3]. 
Наибольшее распространение в быту получили элек-
трохимические биосенсоры глюкозы, основанные на 
использовании фермента глюкооксидазы.

Сенсоры применяются в различных областях: 
медицина, диагностика, сельское хозяйство, ве-
теринария, бактериальный, вирусный и промыш-
ленный контроль, горнодобывающая промышлен-
ность, охрана окружающей среды, военная про-
мышленность [4]. К 2020 году объём продаж био-
сенсоров достигнет 5 миллиардов долларов [5]. 
Биосенсоры, основанные на использовании фер-
ментов, получили распространение в медицине и 
пищевой промышленности. 

Казеин молочного белка является одним из на-
иболее потребляемых в рационе человека. На терри-
тории Российской Федерации, как и во всём мире, су-
ществуют стандарты, которые контролируют исполь-
зование казеина (ГОСТ 31689-2012, ГОСТР 53667-
2009). Организация Объединенных Наций имеет 
свои собственные стандарты (CODEXSTAN 290-
1995). Казеин – это основной белок коровьего моло-
ка [6]. Он имеет множество применений не только в 
пищевой промышленности, но и в производстве клея 
[7], пластмассы [8, 9], текстильных волокон [10], а 
также в косметологии и фармации [11, 12]. Казеин 
может вызывать аллергию, что делает важным его 
экспресс-идентификацию [13]. 

Трипсин – фермент класса гидролаз, расщеп-
ляющий пептиды и белки, обладает также эсте-
разной (гидролиз сложных эфиров) активностью. 
Трипсин представляет собой бесцветное кристал-
лическое вещество с температурой плавления око-
ло 150 °C. Таблицы рентгеноструктурного анали-
за трипсина хранятся в базе данных под кодовым 
названием 2ptc. Трипсин используется в медици-
не для расщепления омертвевших тканей, при этом 
живую ткань он не расщепляет из-за наличия в ней 
ингибитора. Кроме того, способность трипсина се-
лективно гидролизировать некоторые связи позво-
ляет использовать его при анализе структуры бел-
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ков. В промышленности трипсин применяют для 
размягчения кожи [14].

Нанокомпозиты представляют собой такие эле-
менты, в которых один компонент имеет наномет-
ровый размер, в то время как гибридные материа-
лы, используемые для обучения, имеют наноуров-
ни. Основное различие заключается в том, что на-
нокомпозиты имеют новое свойство.

Гибридный материал представляет собой со-
единение, которое образовано из двух материа-
лов, объединенных на молекулярном уровне. В 
большинстве случаев он формируется из неорга-
нических и органических компонентов. Соедине-
ние этих наноразмерных материалов может дать в 
результате более однородные матрицы или новый 
материал, который имеет характеристики каждо-
го компонента.

Целью нашего исследования является обна-
ружение казеина за счет электрохимических про-
цессов на гибких печатных электродах, покрытых 
гибридным материалом трипсин - углеродные на-
нотрубки. Изготовленные в Московском государс-
твенном университете электрохимические электро-
ды послужили материалом для исследования. Мы 
модифицировали поверхность этих электродов с 
помощью трипсина и получили статистические 
результаты по обнаружению казеина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве исходных компонентов были взяты 
следующие вещества: трипсин фирмы «BP biomed-
icals»; углеродные нанотрубки (УНТ) фирмы «Bay-
er»; печатные электроды производства Московского 
государственного университета, изготовлены из се-
ребряной пасты, при этом рабочий и вспомогатель-
ный электроды были покрыты графитной пастой, 
а электрод сравнения имел состав Ag/AgCl; казеин 
фирмы «Sigma». Растворы трипсина и казеина при-
готовили в 0.2 М фосфатном буфере pH = 6.5. 

Одна из проблем углеродных нанотрубок со-
стоит в том, что они имеют тенденцию ухудшать 
свои характеристики со временем, однако их можно 
растворить не только в воде, но и в различных ве-
ществах, таких как хлороформ, дихлорметан, аце-
тон, метанол, этанол с использованием органичес-
кой функционализации. В нашем случае мы гото-
вили коллоидный раствор в концентрациях 10–5 и 
2.5·10–5 М углеродных нанотрубок в дистиллиро-
ванной воде с помощью ультразвукового диспер-
гирования при частоте 22 кГц и мощности 100 Вт 
в течение 15 минут (УЗГ 12).

Исследования методом атомно-силовой мик-
роскопии (АСМ) проводили на микроскопе Solv-
er P47 Pro. Анализ морфологии наноструктур осу-
ществляли в 2 стадии:

1. Анализ чистого фермента трипсина. Раствор 
трипсина концентрации 10–5 М наносился на плас-
тину слюды, после чего пластина просушивалась 
при комнатной температуре в течение 24 часов.

2. Анализ системы трипсин + углеродные на-
нотрубки. Смешивали 2.5 мл раствора трипсина 
концентрации 10–5 М с 0.5 мл коллоидного рас-
твора углеродных нанотрубок. Затем смесь на-
носили на пластину слюды, после чего пластина 
просушивалась при комнатной температуре в те-
чение 24 часов.

Методом циклической вольтамперометрии [16] 
исследовали вольтамперные характеристики (ВАХ) 
электродов в анализируемом растворе. Всего ис-
пользовалось 50 гибких печатных электродов: 20 
из них были модифицированы только трипсином 
концентрации 10–5 М, а остальные 30 (по 15 на каж-
дый образец) – гибридным материалом трипсин-
УНТ при концентрации трипсина 10–5 М и концен-
трациях углеродных нанотрубок 10–5 и 2.5·10–5 М. 
Модификацию проводили путем нанесения на по-
верхность электрода 10 мкл препарата (чистого 
трипсина или смеси трипсина и УНТ), после чего 
электроду давали высохнуть в течение 24 часов при 
комнатной температуре. 

Электрохимическую ячейку изготавливали сле-
дующим образом. На модифицированный элект-
род наносили 100 мкл раствора казеина концент-
рации 10–5 М. Далее, измеряли вольтамперные ха-
рактеристики (ВАХ) электрохимической ячейки 
с помощью потенциостата IPC-ProMF. Использо-
вался треугольный входной сигнал, время дискре-
тизации составляло 10 мкс, подаваемое напряже-
ние изменялось от –1 до +1 В. Измерение сигнала 
производилось в течение двух минут при комнат-
ной температуре. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

АСМ анализ чистого трипсина. Как показа-
но на рис. 1, фермент распространился по поверх-
ности подложки пористой структуры. Поры имеют 
глубину ~20 нм и, практически, равномерно рас-
пределены по поверхности подложки. Их диаметр 
колеблется от 20 до 120 нм. На АСМ-изображениях 
хорошо видны небольшие пики, выступающие из 
пористой поверхности подложки. Они имеют  вы-
соту от 6 до 7 нм. На рис. 1 также можем наблю-

ПОЛУЧЕНИЕ, МОРФОЛОГИЯ И ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ГИБРИДНЫХ МАТЕРИАЛОВ...



314 КОНДЕНСИРОВАННЫЕ СРЕДЫ И МЕЖФАЗНЫЕ ГРАНИЦЫ, ТОМ 20, № 2, 2018

дать, как формируются четвертичные глобулярные 
структуры энзима.

АСМ анализ фермента с добавлением УНТ. 
При создании гибридных материалов с использова-
нием трипсина большую роль играют углеродные 
нанотрубки, которые радикально меняют адгезию 
фермента к поверхности, что приводит к возник-
новению изолированных кластеров гибридного ма-
териала (рис. 2). Можно сказать, что поверхность 
нанотрубок полностью покрывается энзимом. При 

этом образуются структуры с максимальной высо-
той от 9 до 11 нм. 

Результаты измерений ВАХ. На рис. 3 представ-
лены кривые ВАХ, на которых обнаружены харак-
терные пики в диапазоне 500 и 700 микровольт. Ис-
пытания с электродами, модифицированными гиб-
ридными материалами, показали лучшее время от-
клика, чем с электродами, модифицированными фер-
ментом трипсином. Вероятно, гибридные материалы 
способствуют линейности вольтамперометрических 
характеристик при обнаружении казеина.

ВЫВОДЫ
В результате экспериментов установлено, что по-

верхность углеродистых нанотрубок полностью пок-
рывается трипсином, при этом не происходит инак-
тивация фермента. Показано, что электроды, моди-
фицированные ферментом трипсином и УНТ, обла-
дают способностью детектировать казеин. Модифи-
цированные трипсином и УНТ печатные электроды 
перспективны в использовании в пищевой промыш-
ленности для обнаружения казеина в сырье.

Авторы выражают благодарность Холявке Ма-
рине Геннадьевне и Королевой Виктории Александ-
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Abstract. This study is dedicated to trypsin – carbon nanotube hybrid materials, and the possibility 
of their use in biosensor devices. The morphology of the enzyme – nanotube materials have been 
studied with AFM microscopy. The volt-ampere characteristics of the materials have been measured 
with potentiometric methods.  It has been shown that the enzyme interacts with the carbon nanotube 
in the solution by covering its surface and creation of a hybrid material without tis inactivation. The 
pure enzyme on the surface of mica creates small peaks protruding from the porous surface of the 
substrate. They have a height of 6 to 7 nm. The quaternary globular structures of the enzyme is visible. 
When creating hybrid materials using trypsin, carbon nanotubes play an important role, which radically 
change the adhesion of the enzyme to the surface, which leads to the appearance of isolated clusters 
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of a hybrid material. The surface of nanotubes is completely covered by the enzyme. In this case, 
structures with a maximum height of 9 nm to 11 nm are formed.  It has been shown that the volt-
ampere characteristic of the resulting hybrid material is sensitive to the presence of casein. The curves 
of the I-V characteristic have characteristic peaks in the range of 500 and 700 microvolts. The tests 
with electrodes modifi ed with hybrid materials showed better response times than electrodes modifi ed 
with pure trypsin. It is likely that hybrid materials contribute to the linearity of the voltmetrometric 
characteristics when detecting the casein.
It has been shown that the screen-printed electrodes modifi ed by trypsin and carbon nanotubes are 
promising in use in the food industry to detect casein in raw materials.

Keywords: trypsin, carbon nanotubes, printed electrodes, biosensor, volt-ampere characteristics, 
electrochemical cell.
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