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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 
Актуальність теми. Сьогоденні зусилля вчених спрямовані на пошуки нових 

матеріалів для поновлюваних «зелених» джерел енергії. Пріоритети досліджень змі-
щуються в область створення структур, що складаються з носія та активного шару, 
які мають здатність до гетеропереходів, що надає можливість їх застосування в біо- і 
хемосенсориці, фото- та хімічних джерелах струму. Розділення зарядів в таких мате-
ріалах можливе тільки за умови, якщо носій та сполука формує шарувату структуру, 
яка здатна до гетеропереходів. Органомінеральні гетероструктури вже стали іннова-
ційною альтернативою для сенсибілізованих сонячних елементів, тому що вони обу-
мовлені взаємодією обох систем. Однак, досі не існує чіткого визначення взає-
мозв’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 другого - є поновлю-
ваними джерелами. Активність ферменту до конкретного субстрату визначається йо-
го структурними особливостями і хімічною природою субстрату. Наявність таких 
властивостей дозволили сформулювати основні принципи селективної взаємодії суб-
страту з ферментом, що передбачають диференціацію каталітичних центрів для суб-
стратів різної природи. Тому вони представляють інтерес як компоненти біосенсорів 
і енергоперетворюючих пристроїв. Регулювання структурних, хімічних і каталітич-
них властивостей нативних ферментів з використанням іммобілізації на неорганіч-
них матеріалах (створення гетероструктур) не тільки стабілізують ферменти у вод-
них середовищах, 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 утво-
ренню розподілених каталітичних центрів. Носій і механізм зв’язування ферменту з 
ним є основними факторами формування електроно - і протоноакцепторної активно-
сті новоствореної структури. 

Нині існують два підходи до створення гетероструктур для перетворення енер-
гії. У першому основна маса робіт з іммобілізації чистих індивідуальних ферментів 
присвячена їх закріпленню на поверхні різних вуглецевих матеріалів (графен, нанот-
рубки) 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 фермент-
них препаратів (НФП) досі не досліджувались. 

Тому визначення взаємозв’язків між фізико-хімічними (кислотно-основними, 
каталітичними, спектральними, морфологічними) та електрохімічними властивос-
тями ферменту та носія, що впливають на властивості кінцевої гетероструктури має 
як фундаментальне, так і важливе практичне значення. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота ви-
конана відповідно до планів науково-дослідних робіт Інституту загальної і неор-
ганічної хімії ім. В.І. Вернадського НАН України «Розробка електрохімічних си-
стем з малою перенапругою катодних та анодних процесів та високоекономічних 
електролізерів для одержання водню високої чистоти», № Держреєстрації 
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0110U001650 (2012-2014 р.) та «Синтез і фізико-хімічні властивості неорганічних 
електрокаталізаторних систем на основі карбіду вольфраму, модифікованого мета-
лами Ib (Cu, Ag), IVb (Ti, Zr, Hf) та Vb (V, Nb, Ta) підгруп, для альтернативної еле-
ктрохімічної енергетики», № Держреєстрації 0110U001650 (2015 – 2017 р.). 

Мета та задачі дослідження. Метою даної роботи є встановлення закономір-
ностей 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 енергоперетво-
рюючих пристроїв та біосенсорів. 

Для досягнення даної мети необхідно було вирішити наступні задачі: 
• Визначити фізико-хімічні властивості неорганічних носіїв різної природи (бе-

нтоніт, модифікований фосфат-іонами бентоніт, каолін, пірогенний кремнезем), що 
відповідають за утворення гетероструктур з ферментним препаратом класу окси-
доредуктаз; 

• Дослідити вплив кислотно – основних властивостей носія на зміну редокс - ак-
тивності в системах нативний ферментний препарат на основі оксидоредуктаз, ім-
мобілізований на цих носіях; 

• Визначити вплив структурних та морфологічних особливостей мінерального 
носія на стабільність редокс - активності іммобілізованого нативного ферментного 
препарату; 

• Виявити взаємозв'язок особливостей зв'язування з електрохімічною активніс-
тю гетероструктур в системі неорганічний носій - нативний ферментний препарат; 

• Випробувати синтезовані гетероструктури як активні маси для створення су-
перконденсаторів та біосенсорів. 

Об'єкт досліджень: гетероструктури в системі неорганічний носій (бентоніт, 
модифікований фосфат-іонами бентоніт, каолін, пірогенний кремнезем) - нативний 
ферментний препарат класу оксидоредуктаз. 

Предмет досліджень: закономірності утворення, фізико-хімічні та електрохі-
мічні властивості гетероструктур в системі неорганічний носій - нативний фермен-
тний препарат класу оксидоредуктаз. 

Методи дослідження. В роботі використано: пряма потенціометрія та потен-
ціометричне титрування – визначення кількості кислотно-основних центрів на по-
верхні носіїв. Фотоколоріметрія – визначення концентрацій гідрохінону в дослі-
джених системах. Інфрачервона (ІЧ) спектроскопія - вивчення особливостей будови 
досліджених матеріалів. Ультрафіолетова (УФ) спектроскопія - вивчення особливо-
стей будови нативного ферментного препарату. Атомно-абсорбційна спектрофото-
метрія (ААС) – визначення компонентного складу ферментного препарату по іонам 
металів. Спектрофотометрія – визначення активності нативного ферментного пре-
парату. Скануюча електронна мікроскопія (СЕМ) - дослідження мікротекстури дос-
ліджених зразків. Циклічна вольтамперометрія (ЦВА) – дослідження електрохіміч-
них властивостей отриманих гетероструктур. Спектроскопія електрохімічного ім-
педансу (СЕІ) – дослідження механізмів електропровідності отриманих систем. 

Наукова новизна одержаних результатів. У роботі вперше: 
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• встановлено, що кислотно-основні властивості носія є основним фактором 
впливу на селективність зв'язування ферментів із суміші; вони забезпечують форму-
вання систем з різними функціями: основне середовище формує сенсорну актив-
ність, а кисле – здатність до накопичування енергії; 

• методами спектроскопії, елементного аналізу та скануючої електронної мікро-
скопії доведено зміну селективності зв'язування ферментів із рослинної суміші (на-
тивного ферментного препарату), завдяки просторовому поділу ферментів по іонам 
металів, що входять до їх складу; 

• методом спектроскопії електрохімічного імпедансу показано, що формування 
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 електрохімічного 
імпедансу показана можливість формування структур, що відповідають за накопи-
чення енергії в неорганічних системах з іммобілізованими ферментами. 

Практичне значення одержаних результатів: 
• Одержано гетероструктури з редокс- активністю вищою, ніж у вихідному суб-

страті, здатні зберігати окислювальну активність в часі. 
• Створено систему, що моделює суперконденсатор, а також показана можли-

вість формування підвищеної ємності у гетероструктурах з неспецифічним 
зв’язуванням фрагментів ферменту з носієм. З’ясовано, що в залежності від приро-
ди носія можливо створення електрохімічних систем, які здатні заряджатися й ма-
ють високу питому ємність – до 95 Ф/г. 

• Встановлено можливість формування сенсорних властивостей гетероструктур 
на визначення глюкози на основі бентоніту та його модифікованої форми за раху-
нок селективного зв’язування активних центрів за участю йонів Fe3+ та Cu2+, що до-
зволяє розглядати їх в якості перспективної основи для створення редокс- сенсорів 
з високим рівнем вихідного сигналу. 

Особистий внесок здобувача. Вибір та обґрунтування тематики наукових 
досліджень, формулювання мети роботи, постановки завдань, які необхідно було 
розв’язати для її реалізації, обговорення вихідних положень та інтерпретація осно-
вних експериментальних результатів, формулювання узагальнень та висновків 
дисертаційної роботи проводилися спільно з науковим керівником – д.х.н., ст.н.с. 
К.О. Каздобіним. 

Дисертантка особисто виконала експериментальну роботу по виділенню фе-
рментного препарату з рослинної сировини та його іммобілізацію на неорганічних 
носіях, проаналізувала дані ІЧ- та УФ- спектроскопії, провела та узагальнила обро-
бку одержаних експериментальних даних, дослідила електрохімічну активність ге-
тероструктур, провела апробацію макетів гібридних систем, що моделюють супер-
конденсатор та амперометричний сенсор, систематизувала дані літературного 
огляду, оформила матеріали дисертації. 

Атомно-абсорбційну, ІЧ- та УФ- спектрофотометрію проведено у співробіт-
ництві з к.х.н. Шовковою Г.В., пров. інж. Бистрик О.В. Аналіз електронних спект-
рів ферментного препарату проведено спільно з д.х.н. Труновою О.К., СЕМ приро-
дних та синтезованих гетероструктур здійснено спільно з к.х.н. Бережницькою О.С. 
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(ІЗНХ ім. В.І. Вернадського НАН України). Електрохімічні дослідження (ЦВА, СЕІ) 
проведено спільно з д.х.н. Першиною К.Д. (Міжвідомче відділення електрохімічної 
енергетики НАН України). 

Апробація результатів дисертації. Основні результати дисертації представле-
ні та обговорені на наукових конференціях: 13 науковій конференції «Львівські хімі-
чні читання – 2011» (28 травня-1 червня 2011 р., м. Львів), Міжнародній конференції 
«Прикладна фізико-неорганічна хімія» (2-7 жовтня 2011 р., м. Севастополь), IV Мі-
жнародній 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 неор-
ганічної хімії з міжнар. участю (7-11 вересня 2014 р., м. Одеса), VII Міжнародній на-
уковій конференції з хімії та хімічної освіти «SVIRIDOV READINGS – 2015» (7-11 
квітня 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 Ка-
разінські читання» (18-20 квітня 2016 р., м. Харків), VIII Міжнародній 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 найменування). Робота 
викладена на 136 сторінках друкованого тексту, містить 51 рисунок та 30 таблиць. 

 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 
 

У вступі обґрунтовано актуальність теми дисертаційної роботи, сформу-
льовано мету та завдання дослідження. Показано наукову новизну та практичну 
цінність роботи. 

У першому розділі проаналізовано літературні дані стосовно фізико-хімічних 
та електрохімічних властивостей оксидоредуктаз. Показані особливості будови ме-
талокомплексів. Розглянуто основні методи іммобілізації ферментів на неорганіч-
них та органічних носіях для створення гетероструктур. Встановлено основні меха-
нізми формування редокс- активності та розглянуто сенсорні системи, побудовані 
на їх основі. На підставі аналізу літературних даних стосовно фізико-хімічних 
властивостей оксидоредуктаз обґрунтовано вибір об’єктів дослідження, сформу-
льовано мету та основні задачі роботи. 

У другому розділі наведено перелік використаних реактивів, методику виді-
лення суміші ферментного препарату з рослинної сировини у фосфатному 
буфері (рН 6,86), саме для виділення ферментів класу оксидоредуктаз. Детально 
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описано обладнання та використані методи іммобілізації ферментного препарату 
на неорганічних носіях. Модифіковано 4 неорганічних носія (бентоніт, модифіко-
ваний фосфат-іонами бентоніт, каолін, пірогенний кремнезем марки аеросил-300) 
ферментним препаратом. Описано методики спектральних, фізико-хімічних та 
електрохімічних досліджень та приведено розрахунки за результатами цих аналізів. 

У третьому розділі встановлено метал - елементний склад нативного ферме-
нтного препарату, його редокс - активність, наведено результати фізико-хімічних 
досліджень (ІЧ та УФ спектри, кількість кислотно - основних центрів, адсорбційні 
властивості та інше) отриманих гетероструктур, показано вплив природи носія на 
зміну цих властивостей після проведення іммобілізації. Для визначення впливу 
природи неорганічного носія на механізм зв'язування природних оксидоредуктаз 
додатково проведено порівняльний аналіз адсорбції ферментного препарату на 
отриманих зразках гетероструктур. 

Аналізом ААС нативного ферментного препарату визначено наявність чоти-
рьох основних іонів металів (Fe3+, Cu2+, Ni2+, Zn2+) замість тільки одного іона – заліза 
(Fe3+), що входять до його складу, і які суттєво впливають на зміну фізико-хімічних 
властивостей кінцевого матеріалу. Дотепер ферментативну активність розглядали 
лише як результат перетворень редокс- пари Fe3+/Fe2+. Встановлено, що природний 
бентоніт селективно зв'язує іони Cu2+, модифікований фосфат-іонами бентоніт – іо-
ни Fe3+, Cu2+, Zn2+, аеросил-300 та каолін – всі чотири іона металу (Fe3+, Cu2+, Ni2+, 
Zn2+) (табл. 1). 

 
Таблиця 1 – Вміст іонів металів у нативному та іммобілізованому на неоргані-
чних носіях ферментному препараті 
 

Система Вміст 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 
Модифікований бентоніт 
+ НФП 

1,40±0,07 0,17±0,009 6,70±0,34 4,30±0,22 

Каолін + НФП 0,77±0,038 0,12±0,006 5,01±0,251 2,90±0,145 
Аеросил-300 + НФП 0,30±0,015 0,012±0,001 2,40±0,120 1,50±0,075 

 
Аналіз незворотного зв'язування з іонами металів, що входять до складу нати-

вного ферментного препарату редьки чорної встановив наступну залежність для іо-
нів Fe3+ і Ni2+ – аеросил-300 > каолін >> модифікований фосфат-іонами бентоніт = 
бентоніт, для іонів Cu2+ і Zn2+, – аеросил-300 > каолін > модифікований фосфат-
іонами бентоніт > бентоніт. Виявлена залежність знаходиться у відповідності зі 
структурою носія і структурою комплексу, що утворюється даним іоном у вихідно-
му ферменті (табл. 2). 

Таким чином, на основі дослідження іммобілізації ферментного препарату 
встановлено особливості зв'язування суміші ферментів з носієм, обумовлені кислот-
но-основними властивостями поверхні носія (таблиця 3). 
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Таблиця 2 – Еквівалентні співвідношення іммобілізованих іонів металів на по-
верхні неорганічних носіїв 
 

 
 
 
 
 
 
 
Аналіз кислотно-основної активності носіїв встановив, що селективність зв'язу-

вання оксидоредуктаз різної будови (супероксиддисмутаз і пероксидаз) є функцією 
концентрації гідроксильних груп на поверхні носія (табл. 3). З підвищенням кількості 
протонів на поверхні неорганічного матеріалу втрачається селективність зв'язування 
ферментів. Абсолютна кількість зв'язаного ферменту зменшується за рахунок конку-
рентного зв'язування оксидоредуктаз інших класів. 

 

Таблиця 3 – Кількість кислих та основних центрів на поверхні неорганічних 
носіїв до та 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±0,01  –  
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 – 

 

Для визначення впливу структурних особливостей мінерального носія на ста-
більність редокс - активності іммобілізованого ферменту одержано ІЧ –спектри всіх 
досліджених гетероструктур (рис. 1). 

Очевидною є сильна взаємодія препарату з носієм. Аналіз ІЧ - спектрів дозво-
лив пояснити консервуючу дію носія на іммобілізований ферментний препарат з по-
дальшою його активацією у водному середовищі. Так, зникнення у всіх ІЧ-спектрах 
гетероструктур смуги характерної для δ- коливань адсорбційної води пов'язано з 
утворенням водневих зв'язків білкової частини ферменту з поверхнею носія, що час-
тково утримує фермент від десорбції. 

У ІЧ-спектрі каоліну виявлено наявність коливань поверхневого шару води в 
комплексі типу М-ОН2, що вказує на слабку фіксацію води поверхнею мінералу та 
призводить до нестабільності редокс - активності гетероструктури. 

Носій Співвідношення 
Бентоніт Cu1 

Модифікований бентоніт Fe11,7 Cu5,5 Zn1 
Каолін Fe89,8 Cu9,8 Ni1 Zn19 

Аеросил - 300 Fe40,1 Cu3,1 Ni1 Zn9,6 
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Бентоніт 

 
Модифікований бентоніт 

 
Каолін 

 
Аеросил-300 

Рисунок 1 – ІЧ - спектри неорганічних носіїв (1) та гетероструктур неорганічний 
носій-фермент (2) 

 

За результатами досліджень іммобілізації ферментного препарату на неорга-
нічних носіях та даних ІЧ-спектроскопії встановлено зміну механізму зв’язування 
ферментів з носієм, що суттєво впливає на збільшення його активності (таблиця 4). 
Так, на бентоніті окислювальна активність збільшується в 7 разів, на модифікова-
ному фосфат-йонами бентоніті - в 3 рази, на каоліні активність практично не зміню-
ється, а на аеросилі-300 вона зростає в 4 рази. 

 

В електронних спектрах пог-
линання 20% розчину ферментно-
го препарату (рис. 2) зафіксована 
смуга поглинання з максимумом 
при 29920 см-1, яка відповідає d-d 
переходу 4T2g → 2А2g,2T1g іона Fe3+ 
в октаедричному оточенні. Особ-
ливістю поглинання в даному спе-
ктрі є прояв переважно переносу 
заряду, однак невелике розщеп-
лення дублетних і квартетних ста-
нів при 28736 (4T2g) и 30960 

(2А2g,2T1g) см-1 може свідчити про формування низькоспінового комплексу Fe3+ 

Таблиця 4 – Окислювальна активність іммобі-
лізованих ферментних препаратів відносно 
субстрата-відновника С6Н4(ОН)2 
 

Система Ā, од. акт. 
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 
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групи симетрії Оh (рис. 3). Таким чином, для залізовмісних частин ферменту харак-
терні два типи взаємодії з поверхнею носія, обумовлені ковалентним зв'язуванням, а 
також наявністю слабких електростатичних взаємодій на іоногенних групах поверх-
ні при відсутності стеричних труднощів, зумовлених типом симетрії комплексу залі-
за. 

 

 
 

Рисунок 2 – Електронні спектри погли-
нання ферментного препарату 
(Сф.п.=20%, λ=5000 – 11000 см-1, l =1 см): 
а - d-d переходи іону Fe3+; б - d-d перехо-
ди іону Cu2+ 

Рисунок 3 – Нормальне (гаусове) ро-
зподілення – триплет для Cu2+ 

 

На електронних спектрах поглинання ферментного препарату зафіксована ши-
рока розщеплена смуга поглинання з максимумом при 13453 см-1, яка віднесена до d-d 
переходу A1g →T1g іона Cu2+ (рис. 3). Така спектральна картина свідчить про наяв-
ність у структурному фрагменті ферменту хромофору, який містить 5- координований 
атом міді. На зниження координаційного числа міді (ІІ) с 6 до 5 вказує і батохромний 
зсув основного максимуму поглинання (~12000→13500 см-1). Вірогідно, координа-
ційний поліедр Cu2+ відповідає спотвореній тригональній біпіраміді (симетрія D3h). 

Цей висновок підтверджується наявністю триплету в d-d-спектрах, що може 
свідчити про дозвіл трьох електродипольних станів іона міді. Розклад зазначеної 
смуги на Гаусові складові (рис. 3) показав, що вона складається з трьох компонен-
тів, які мають сильну енергетичну смугу (13453 см-1), супроводжувану більш слаб-
кими смугами в області низьких частот (13265 и 12856 см-1). Лінійна симетрія ком-
плексу та наявність електродипольних станів збільшує вірогідність фізичної адсор-
бції, викликаної електростатичною взаємодією, а також підвищує ймовірність захо-
плення і зшивання ферменту з неорганічним носієм. 

У четвертому розділі подано інформацію про розмір та розподіл частинок у 
досліджених гетероструктурах, а також їх електрохімічні властивості. Наявність чо-
тирьох основних іонів металів в ферментному препараті приводить до формування 
різних каталітичних і адсорбційних центрів білкової молекули, що визначається поя-
вою різних поверхневих структур (рис. 4). 
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Бентоніт 

 
Модифікований бентоніт 

 
Каолін 

 
Аеросил-300 

Рисунок 4 – СЕМ зображення гетероструктури (а) і вихідної поверхні неор-
ганічного носія (б) 

 

На основі аналізу СЕМ зображень встановлено, що на бентоніті і модифікова-
ному бентоніті, що мають основну поверхню, активний центр ферменту формує ендо-
тип структури з розривом «внутрішніх» глікозидних зв'язків на поверхні білкової мо-
лекули ферменту, уздовж якої і розташовується субстрат. На аеросилі-300 з кислою 
поверхнею відбувається формування активного центру екзо-типу з розривом «зовні-
шніх» глікозидних зв'язків, спрямованого вглиб білкової молекули, структура якого 
не дозволяє вмістити більше визначеного числа мономерних ланок субстрату. На као-
ліні, для якого характерна наявність кислих і основних центрів, формуються хаотичні 
структури. Розміри пор досліджених зразків підтверджують формування певного ти-
пу активних центрів (таблиця 5). 

 
Таблиця 5 – Розмір пор носія та гетероструктури на його основі, (нм) 

Система Екзо- тип Ендо- тип 
Бентоніт 100-300 150-200 
Бентоніт + НФП 150-300 250-500 
Мод. бентоніт 50-250 100-200 
Мод. бентоніт + НФП - 300-400 
Каолін 200-300 200-450 
Каолін + НФП 200-450 250-500 
Аеросил-300 100-250 150-400 
Аеросил-300 + НФП 100-450 150-350 

 
Методом СЕІ показано, що наявність сильних протонпровідних властивостей 

носія прискорює перетворення протондонорного субстрату, а електрон- провідні 

а 

а 

а б 

б 

б 

а б 
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властивості впливають на перетворення електрондонорного субстрату. Подібна по-
ведінка відповідає будові ферментів класу оксидоредуктаз, що мають ВН+ та ОН- 
групи, які зумовлюють сумарну редокс - активність. Тому електрохімічні властивості 
протона можуть служити тестом для оцінки загальної редокс - активності будь-яких 
ферментних систем. Встановлено основні причини, що дозволяють цілеспрямовано 
керувати пероксидазною та оксидазною активністю іммобілізованого ферменту. 
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Рисунок 5 – Спектри імпедансу 
нативного ферментного препа-
рату в координатах Боде (1), но-
сія - модифікованого бентоніту 
(2) і гетероструктур з іммобілі-
зованим ферментом в початко-
вий момент часу (3) і після 3 
днів витримки в дистильованій 
воді (4) 

 
Аналіз спектрів СЕІ в координатах Боде виявив наявність резонансних часто-

тних областей зсувів фазового кута Θ у всіх досліджених системах, які були обрані в 
якості основних зон для отримання значень активного і реактивного опору, і пода-
льшого розрахунку сумарного опору і типу носія заряду (рис. 5, 6). 

З огляду на отримані результати, проведено математичний аналіз імпедансу 
ферментних систем на підставі припущення про участь вільних протонів у форму-
ванні основних носіїв заряду. Знак алгебраїчної суми активного і реактивного опору 
в спектрах імпедансу∑ += XR  дозволяє оцінити знак основного носія струму. 

Використання запропонованої методики оцінки типу носія заряду і значення йо-
го сумарного імпедансу показує, що наявність високих позитивних значень ∑ += XR  
приводить до ініціації електронної провідності іммобілізованого ферменту. Максима-
льну ефективність показав аеросил - 300, що в присутності води підвищує внесок елек-
тронної провідності. Зворотній вплив має носій - бентоніт, з високим від'ємним значен-
ням ∑ += XR , тобто високою протонною провідністю. 

Дані математичної обробки добре корелюють з отриманими значеннями кислот-
но – основних властивостей носія. 

Отримані результати дозволяють врахувати взаємодії між ферментом та носієм, 
а також оцінити стабільність електрохімічної поведінки гетероструктури в цілому в 
часі. 
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Рисунок 6 – СЕІ 0,5% суспензій ферментного препарату, іммобілізованого на бенто-
ніті (а), каоліні (б), модифікованому бентоніті (в) та аеросилі - 300 (г) у координатах 
Найквіста: 1 – носій, 2 – синтезована гетероструктура, 3 – через 3 дні витримки ім-
мобілізованих гетероструктур в дистильованій воді 

 

Вихідний ферментний препарат харак-
теризується еквівалентною електричною схе-
мою неоднорідного електроліту (рис. 7). 

Моделювання досліджених систем ме-
тодом еквівалентних електричних схем вста-
новило різницю в послідовності з’єднання 

елементів у гетероструктурах з бентонітом та його кислою формою (рис. 8 а). 
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Аеросил-300, каолін 
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Рисунок 8 – Еквівалентні схеми гетероструктур носій - ферментний препарат  

 

Типові схеми гетероструктур бентоніт - НФП та модифікований бентоніт - 
НФП формально також моделюють електроліт. Це пов’язано з утворенням квазіго-
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Рисунок 7 – Еквівалентна схема на-
тивного ферментного препарату
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могенної системи між носієм та ферментом. Існування опору індуктивності в схемі 
може бути пов’язане з наявністю редокс – пари з участю йонів металів та протона, 
які володіють власним магнітним моментом, й узгоджується зі зміною ׀Z׀ та зни-
женням зсуву фазового кута на діаграмах Боде (рис. 5).  

З іншого боку, на аеросилі-300 та каоліні спостерігається утворення двофазної 
системи (рис. 8 б), в якій відбувається фізичний процес переносу заряду між фазами. 
Таким чином, типові еквівалентні схеми вказують на різні електрохімічні властивос-
ті синтезованих гетероструктур та можливість їх використання в якості суперконде-
нсаторів або біосенсорів. Для перших необхідна участь у редокс – реакції, для дру-
гих – лише фізичний перенос заряду. 

П’ятий розділ присвячений вивченню електрохімічних властивостей синтезо-
ваних гетероструктур. Розглянуто використання гетероструктур на основі іммобілі-
зованого ферментного препарату для конструювання суперконденсаторів. На базі 
отриманих результатів створено систему, що моделює електрод суперконденсатора. 

Виміри виконано по screen-printed technology (рис. 9). 
 

 
 
Рисунок 9 – Вимірювальна схема досліджуваних гетероструктур для ЦВА: 1 – фі-
льтрувальний папір, змочений у KCl; 2 – струмозбірник, 3 - графен (робочий елект-
род); 4 – гетероструктура; 5 – мембрана (ацетилцелюлоза); 6 – платинований титан 
(допоміжний електрод); 7 – хлорид-срібний електрод порівняння 

 
Дослідження ЦВА електрохімічних систем встановили значне зростання стру-

мів в присутності матеріалів по відношенню до електрода з графена (рис. 10). По су-
ті, контакт гетероструктура-графен є активним шаром, у якому проявляється елект-
ропровідність і фіксується заряд. 
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Рисунок 10 – ЦВА гетероструктури: 1- 
графен, 2- графен – каолін – НФП, 3- 
графен – аеросил-300 – НФП. Швид-
кість розгортки потенціалу 5 мВ/с 

Встановлено, що максимальна ємність зразків відносно графенового носія до-
сягнута у гетероструктурі аеросил-300 – фермент (рис. 11). Так струми значно, в 10 - 
50 разів, перевищують відомі результати, отримані на електродах з використанням 
чистого ферментного препарату пероксидази. 

 

 

 
 
Рисунок 11 - ЦВА гетероструктури 
аеросил-300 – ферментний препарат в 
залежності від швидкості розгортки 
потенціалу (мВ/с): 1 – 5; 2 – 50; 3 – 75; 
4 – 100. Електроліт - насичений роз-
чин KCl, Sел = 1.5 см2, наважка – 3 мг 

 

На основі досліджень ЦВА гетероструктур при різній швидкості розгортки по-
тенціалу (U2 – U1), значень різниці (ΔV) початкового і кінцевого потенціалів розгорт-
ки V1 до V2 , модуля певного струму (I) та даних СЕІ по початковій ємності розрахо-
вані питомі ємності (C) досліджених матеріалів (табл. 6). 

Ємність зразка розраховано по відомому співвідношенню: 

21

12 )(
VV

UUI
V
QC

−
−⋅

=
∆
∆

=
 (1) 

 
Встановлено, що система на 

основі аеросилу-300 відрізняється 
здатністю заряджатися, і при ви-
соких швидкостях розгортки по-
тенціалу її ємність в 1,5 рази вище 
ємності системи на основі каолі-
ну. Матеріали на основі бентонітів 
виявили значно нижчі показники. 

Струми зарядження набагато перевищують відомі результати, отримані на чистих фе-
рментах, та знаходяться на рівні кращих відомих матеріалів розробки останніх років. 

Таблиця 6 – Характеристики зарядової 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 
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Спектр імпедансу суперконденсатора на основі аеросил-300 - ферментний 
препарат – графен, зібраний у форматі 2016, являє собою класичне півколо, воно 
характерно для систем, в яких відсутні електрохімічні реакції (рис. 12). 

Моделювання дало еквівалентну схему (рис. 13), яка включає паралельно з'єд-
нані опір (R3) і ємність (С1), що характеризує відсутність електродної реакції на мі-
жфазній межі. 

Відмінності у поведінці двох груп гетероструктур пояснюються різницею у 
зв’язуванні фрагментів препарату. Для аеросилу-300 та каоліну характерне неспе-
цифічне зв’язування, тоді як матеріали на основі бентонітів характеризуються спе-
цифічним зв’язуванням переважно йонів заліза та міді. 

 

 
Рисунок 12 – СЕІ елемента на основі аеросил-
300 - ферментний препарат - графен 
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Рисунок 13 – Еквівалентна схема 
гетероструктури на основі аеросил-
300 - ферментний препарат - гра-
фен 

 
Для виявлення ефективності отриманих гетероструктур в якості матеріалу для 

біосенсора та дослідження їх особливостей протестовані біосенсори на глюкозу на 
основі неорганічний носій – іммобілізований ферментний препарат. Найбільш стабі-
льні дані отримані з використанням носія бентоніту та його кислої форми. Дослі-
дження біосенсора з використанням в якості неорганічного носія каоліну та аероси-
лу-300 показали нестабільність у часі, а аналітичний сигнал у вигляді значень стру-
му виявився не відтворюваним. 

На платформі модифікований бентоніт - фермент сконструйовано біосенсор 
та досліджено його відгук при додаванні глюкози (рис. 14, 15). Підвищення концен-
трації аналіту призводить до зростання відгуку струму в часі, а це означає, що скон-
струйований біосенсор можливо використовувати для визначення глюкози. 

Інтенсивність аналітичного сигналу досягнувши свого максимального значен-
ня 0,04 мА/см2 не змінювалася в часі. Встановлено, що час відгуку біосенсора ста-
новить 1 с, а час релаксації 5 с, що свідчить про високу чутливість сконструйованого 
біосенсора. Для даного біосенсора спостерігається досить чітка лінійна залежність 
аналітичного сигналу від кількості субстрату (рис. 15) 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 глюкози значення струму дискретно 
зростали. 
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Рисунок 14 – Амперометричні відгуки 
глюкозного біосенсора на гетероструктурі 
модифікований бентоніт - фермент при до-
даванні (в мкл) субстрату (СМ (C6H12O6) = 
0,03 г/мл) 

Рисунок 15 – Залежність відгуку струму 
глюкозного біосенсора на гетерострук-
турі модифікований бентоніт - фермент 
від концентрації субстрату (СМ(C6H12O6) 
= 3·10-6 – 0,15 г/мл) 

 
У таблиці 7 показані зміни часу відгуку та релаксації від щільності струму 

при додаванні глюкози (СМ(C6H12O6)=0,03 г/мл). 
 

Таблиця 7 – Час відгуку та час релаксації глюкозного біосенсора на гетерост-
руктурі модифікований бентоніт – фермент 
 

i, мA/см2 0,03 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 
τ1, с 1 1 1 1 1 2 1 
τ2, с 2 5 5 5 5 4 5 

 
Встановлено, що кислотно-основні властивості носія є основним фактором 

впливу на селективність зв'язування ферментів із суміші; вони забезпечують форму-
вання систем з різними функціями: основне середовище формує сенсорну актив-
ність, а кисле – здатність до накопичування енергії. 

 
ВИСНОВКИ 

 
У роботі вирішено важливе наукове завдання: синтезовано і вперше система-

тично досліджено гетероструктури типу неорганічний носій - нативний ферментний 
препарат класу оксидоредуктаз на прикладі витяжки коренеплоду редьки чорної. Ви-
вчено вплив природи та структури неорганічного носія на фізико-хімічні властивості 
отриманих гетероструктур та показано можливість застосування синтезованих мате-
ріалів в якості активних мас для створення енергоперетворюючих пристроїв та бі-
осенсорів. 
1. На основі комплексу фізико-хімічних методів доведено зміну механізму і селекти-

вності зв'язування суміші ферментів з ферментного препарату на неорганічних но-
сіях (бентоніт та його кисла форма, каолін, пірогенний кремнезем), виявлено вплив 
кислотно-основних властивостей поверхні носія на посилення активності фермент-
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ного препарату в результаті іммобілізації та здатність зберігати її в часі. Так, на бе-
нтоніті окислювальна активність збільшується в 7 разів, на модифікованому фос-
фат-йонами бентоніті - в 3 рази, на каоліні 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 гетероструктури з різними влас-
тивостями. Виявлено, що природний бентоніт селективно зв'язує іони Cu2+, моди-
фікований 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 перокси-
дази з супероксиддисмутазою. 

3. Вперше показано, що редокс - активністю іммобілізованого нативного ферменту 
можна керувати застосуванням носіїв з переважно електронною або протонною 
електропровідністю, які впливають на окисні або відновні властивості новоство-
реної системи. Застосовано метод оцінки впливу матеріалу носія на редокс - акти-
вність гетероструктури та її стабільність у часі на основі алгебраїчної суми зна-
чень активного і реактивного опорів системи. 

4. Аналізом СЕІ в неорганічних системах на базі каоліну та пірогенного кремнезему 
з іммобілізованими ферментами показана можливість формування гетерострук-
тур, що відповідають за накопичення енергії. Доведено, що зв'язування просторо-
во розділених ферментів проявляє стабілізуючий вплив на формування областей, 
здатних накопичувати заряд і реалізовувати редокс - перетворення. Такі електро-
хімічні системи графен – НФП здатні заряджатися і мають високу питому ємність 
- до 95 Ф/г, на рівні кращих зразків суперконденсаторів на біологічній основі. 

5. Встановлено, що специфічність зв’язування переважно іонів заліза надає можли-
вість використання синтезованих гетероструктур на основі бентоніту та його мо-
дифікованої форми як ефективних і перспективних активних шарів графенових 
електродів для іммобілізації ферментів при створенні амперометричних біосенсо-
рів на глюкозу з високим вихідним сигналом. Виявлено, що час відгуку біосенсо-
ра становить 1 с, а час релаксації - 5 с. 
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АНОТАЦІЯ 

Ходикіна М.О. Формування гетероструктур в системі неорганічний носій- 
нативний ферментний препарат класу оксидоредуктаз – На правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата хімічних наук за спеціа-
льністю 02.00.04 – фізична хімія. – Інститут загальної та неорганічної хімії ім. В.І. 
Вернадського НАН України, Київ, 2017. 

На основі порівняльного аналізу фізико-хімічних властивостей синтезованих 
гетероструктур типу неорганічний носій - ферментний препарат редьки чорної ви-
явлено відмінності в поведінці гетероструктур на різних носіях, обумовлені про-
явом відмінностей в механізмах зв'язування ферментного препарату з неорганічним 
носієм. Визначальним фактором є природа і кислотно-основні властивості поверхні 
утвореної гетероструктури. Встановлено, що вибірковість зв'язування оксидоредук-
таз різної будови (супероксиддисмутаз і пероксидаз) є функцією концентрації гід-
роксильних груп на поверхні носія. Так з підвищенням кількості кислих центрів на 
поверхні неорганічного матеріалу втрачається вибірковість зв'язування ферментів. 
В результаті кількість зв'язаної пероксидази зменшується за рахунок конкурентного 
зв'язування оксидоредуктаз інших класів. 

Показана можливість формування структур, здатних накопичувати заряд в 
неорганічних системах з пірогенним кремнеземом, іммобілізованим ферментним 
препаратом та графеном, а також реалізовувати в них редокс - перетворення. Осно-
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вний вплив на функціональні властивості гетероструктур має не площа поверхні, а 
кількість кислих і основних центрів на поверхні носія. Підвищення кількості кис-
лих центрів обумовлює неселективне зв'язування різних оксидоректуктаз, що приз-
водить до різкого збільшення струмів заряджання композитних електродів і припу-
скає значний вплив синергізму на електрохімічні властивості систем. Збільшення 
кількості основних центрів на поверхні неорганічних носіїв обумовлює селективне 
зв'язування. Встановлена ефективність і перспективність використання синтезова-
них гетероструктур на основі бентоніту та його модифікованої форми як активних 
мас для амперометричних біосенсорів на глюкозу з високими струмами відгуку, а 
каоліну та аеросилу 300 - як енергоперетворюючих пристроїв (суперконденсаторів) 
з ємністю до 95 Ф/г. 

Ключові слова: гетероструктура, фермент, іммобілізація, бентоніт, ае-
росил, каолін, вольтамперометрія, імпеданс, біосенсор, суперконденсатор. 

 
АННОТАЦИЯ 

 
Ходыкина М.О Формирование гетероструктур в системе неорганический 

носитель - нативный ферментный препарат класса оксидоредуктаз – на правах 
рукописи. 

Диссертация на соискание ученой степени кандидата химических наук по 
специальности 02.00.04 – физическая химия. – Институт общей и неорганиче-
ской химии им. В.И. Вернадского НАН Украины, Киев, 2017. 

 
На основании сравнительного анализа физико-химических свойств синтези-

рованных гетероструктур типа неорганический носитель - ферментный препарат 
редьки черной выявлены различия в поведении гетероструктур на различных носи-
телях, обусловленные проявлением различий в механизмах связывания ферментно-
го препарата с неорганическим носителем. Определяющим фактором является при-
рода и кислотно-основные свойства поверхности образованной гетероструктуры. 
Установлено, что избирательность связывания оксидоредуктаз различного строения 
(супероксиддисмутаз и пероксидаз) является функцией концентрации гидроксиль-
ных групп на поверхности носителя. Так с увеличением количества кислых центров 
на поверхности неорганического материала теряется избирательность связывания 
ферментов. В результате количество связанного фермента уменьшается за счет 
конкурентного связывания оксидоредуктаз других классов. 

Показана возможность формирования структур, способных накапливать заряд 
в неорганических системах с пирогенным кремнеземом, иммобилизованным фер-
ментным препаратом и графеном, а также реализовывать в них редокс - превраще-
ния. Основное влияние на функциональные свойства гетероструктур имеет не пло-
щадь поверхности, а количество кислых и основных центров на поверхности носите-
ля. Повышение количества кислых центров обуславливает неселективное связыва-
ние различных оксидоректуктаз, что приводит к резкому увеличению токов заряда и 
предполагает значительное влияние синергизма на электрохимические свойства ис-
следованных систем. Увеличение количества основных центров на поверхности не-
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органических носителей обусловливает селективное связывание. Установлена эф-
фективность и перспективность использования таких синтезированных гетерострук-
тур на основе бентонита и его модифицированной формы как активных масс для 
биосенсора на глюкозу с высокими токами отклика, а каолина и аэросила 300 - как 
устройств преобразования энергии (суперконденсаторов) емкостью до 95 Ф/г. 

Ключевые слова: гетероструктура, фермент, иммобилизация, бентонит, 
аэросил, каолин, вольтамперометрия, импеданс, биосенсор, суперконденсатор. 

 
SUMMARY 

Khodykina M.O. The 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 special-
ity 02.00.04. – Physical Chemistry. – Vernadsky Institute of General and Inorganic 
Chemistry of the Ukrainian National Academy of Science, Kyiv, 2017. 

 
Coming from the comparative analysis of physico-chemical properties of the syn-

thesized heterostructures based on inorganic carrier - enzyme preparation of the black 
radish the differences in the behavior of heterostructures on various media are revealed 
caused by differences in the mechanisms of binding of the enzyme preparation with the 
inorganic carrier. The determining factor is the nature and acid-base properties of the sur-
face of the formed heterostructure. The selectivity of binding of different structure of oxi-
doreductases (peroxidases and superoxide dismutases) is found as a function of the con-
centration of hydroxyl groups on the carrier surface. Thus the increasing number of acidic 
centers on the surface of the inorganic material loses selectivity of enzymes binding. As a 
result, the amount of bound enzyme is reduced by the competitive binding of other clas-
ses of oxidoreductases. 

The possibility of formation of structures capable for charge storage in inorganic 
systems with aerosil-300, immobilized enzyme and graphene, allows to implement them 
in a redox transformations. The main influence on the functional properties of hetero-
structures has not a surface area and the amount of acidic and basic centers on the surface 
of the carrier. Increasing the amount of acid centers causes various nonselective binding 
of oxidoreductase, which results in a sharp increase in charge current and assumes a sig-
nificant impact on the electrochemical properties of synergism systems studied. Increas-
ing the number of basic centers on the surface of inorganic carriers causes selective bind-
ing. The efficiency and prospects of use of synthesized heterostructures based on benton-
ite and its modified form as the platforms for biosensor on glucose determination with 
high output signal is shown. Heterostructures based on kaolin and aerosil-300 could be 
promising materials in devices for energy conversion (supercapacitors) with capacities up 
to 95 F/g. 

Keywords: heterostructure, enzyme, immobilization, bentonite, modified bentonite, 
aerosil, kaolin, voltammetry, impedance, biosensor, supercapasitor. 
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