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Для розробки біосенсора, чутливого до формальдегіду, використано тонкоплівкові планарні 
електроди і бактерійну формальдегіддегідрогеназу Pseudomonas putida. Запропоновано новий підхід 
до створення біоселектив ної мембрани сенсора, який дозволяє визначати концентрацію формаль­
дегіду без використання екзогенного NAD в аналізованому зразку та проводити виміри на одному 
й тому ж перетворювачі без регенерації NAD через його високу (100 мМ) локальну концентрацію 
у мембрані. Час аналізу формальдегіду в розчині не перевищує 2 хв і 10 с у стаціонарному і 
кінетичному режимах вимірювання сигналів кондуктометричного біосенсора відповідно. Лінійний 
динамічний діапазон концентрації формальдегіду, яку можна визначити, знаходиться в межах 
1—50 мМ. Досліджено залежність величини сигналу біосенсора від pH, концентрації буфера та 
іонної сили. Вивчено також операційну стабільність, стабільність при зберіганні і селективність 
створеного кондуктометричного біосенсора. 
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Вступ. Швидке визначення різноманітних токсич­
них речовин у довкіллі, товарах масового спожи­
вання і продуктах харчування є надзвичайно акту­
альним упродовж останнього десятиліття, а також 
одним із основних напрямків розвитку сучасних 
аналітичних біо/хемотехнологій. 

Серед комерційних реагентів одним із найваж­
ливіших вважається формальдегід завдяки його 
надзвичайно високій хімічній активності, можли­
вості простого і дешевого отримання у високоочи-
щеному стані [1 ]. Формальдегід — надзвичайно ва­
жлива сировина для нафтопереробної, деревооброб­
ної, текстильної і косметичної промисловостей [3 ]. 
Він є незамінним при виробництві миючих засобів, 
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олій, деяких газів [2, 4 ], а також використовується 
як розчинник і дезінфікуючий засіб [3, 5] . Фор­
мальдегід постійно присутній у навколишньому 
середовищі, що є наслідком не лише промислових 
викидів, а й результатом життєдіяльності деяких 
організмів [6], фотохімічного окислення вуглевод­
нів в атмосфері та присутності його у вихлопних 
газах [3, 16]. Він також привертає до себе значну 
увагу завдяки негативному впливу на здоров'я 
людини [7, 8] . Ця токсична речовина може стати 
причиною порушення росту, сліпоти та респіра­
торних захворювань великої кількості живих ор­
ганізмів [6, 9]. Він викликає алергічні реакції 
дихальної системи, очей і шкіри людини. Формаль­
дегід є одним із хімічних медіаторів апоптозу та 
належить до категорії канцерогенів [6, 10 ]. 
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Для кількісного і якісного аналізу формаль­
дегіду використовують різні стандартні методи, зо­
крема, газову хроматографію [11], рідинну хрома­
тографію [12], флуорометрію, рефрактометрію і 
спектрофотометрію [13—15]. Однак при їхньому 
застосуванні дослідники стикаються з досить істот­
ними труднощами, серед яких необхідність при­
дбання дорогого і складного обладнання, викори­
стання токсичних реагентів, а також виникає по­
треба у висококваліфікованому персоналі. Окрім 
того, більшість з цих методів недостатньо чутливі, 
селективні і непридатні для експресного аналізу 
великої кількості зразків. 

Отже, виявлення формальдегіду вимагає роз­
робки альтернативних підходів, які були б позбав­
лені більшості (а в ідеалі — усіх) недоліків, прита­
манних рутинним методам його визначення. На 
наш погляд, цим вимогам відповідають біо/хемо-
сенсори — аналітичні пристрої нової генерації на 
основі різних типів перетворювачів і селективних 
молекул біологічного або хімічного походження. 
Слід зазначити, що впродовж останніх років для 
кількісного визначення формальдегіду у модельних 
та реальних зразках запропоновано цілу низку 
біо/хемосенсорів [3, 6, 17—21, http://chem.ch.hu-
ji.ac.il/~eugeniik/electron_mediators.htm ], включа­
ючи біосенсори на основі ферментів алкогольокси-
дази [19—21 ] і формальдегіддегідрогенази [3, б, 
18]. Проте найбільшим недоліком останніх є вико­
ристання екзогенного NAD в аналізованому зразку, 
включення у біоселективну мембрану (БСМ) сен­
сора, ковалентно зв'язаного NAD, регенерація ко­
фактора для проведення повторного аналізу вна­
слідок його електрохімічного чи ензиматичного від­
новлення з NADH. 

Роботу присвячено створенню, дослідженню і 
модифікації аналітичних характеристик кондукто-
метричного біосенсора для визначення концент­
рації формальдегіду із застосуванням принципово 
нової методики формування біоселективної мемб­
рани, в якій створюється висока локальна концен­
трація NAD+ та вводиться іонообміння матриця для 
зв'язування кофактора. 

Матеріали і методи. Матеріали. В роботі ви­
користано формальдегіддегідрогеназу (ФДГ) з Pse­
udomonas putida (КФ 1.2.1.46) з активністю 3,7 од. 
акт/мг, альбумін сироватки бика (БСА), NAD, 
параформ та 25 %-й глутаровий альдегід (ГА) від 
«Sigma-Aldrich Chemie» (Франція), ДЕАЕ-декстран 
від «Fluka Biochemica» (Франція), всі інші реакти­

ви — вітчизняного виробництва кваліфікації «ос. 
ч» і «х. ч.» 

Субстрат формальдегід (5 М) отримували з 
параформу методом гідролізу. Параформ (1,5 г) 
розводили у 10 мл дистильованої води, запаювали 
у скляну ампулу і витримували протягом доби за 
температури 100 °С до повного зникнення осаду. 

Конструкція перетворювача. Використовува­
ли кондуктометричні перетворювачі (рис. 1), ви­
роблені в інституті хемо- і біосенсорики (Німеч­
чина), які складаються з двох ідентичних пар 
платинових гребінчастих електродів, виготовлених 
вакуумним напиленням платини на скляну основу 
(5 х 40 мм). Чутлива поверхня кожної електродної 
пари складає 1,0 х 1,5 мм. Відстань між пальцями 
гребінок та ширина самих пальців гребінок стано­
вить 20 мкм. 

Одержання біоселективних мембран. Спочатку 
готували 0,1 М розчин NAD+ у 20 мМ К-фосфатно-
му буфері, який додатково нейтралізували 6 М 
NaOH до рН 7,2. Потім у 40 мкл зазначеного 
розчину розводили 2 мг ФДГ, 2 мг БСА і 5 мг 
ДЕАЕ-декстрану і отримували вихідний розчин для 
формування БСМ. Аналогічний розчин для форму­
вання референтної мембрани (РМ) готували таким 
же чином, як і в разі БСМ, але замість наважки 
ферменту брали 2 мг БСА. Кожен з вихідних 
розчинів наносили крапельним методом на від­
повідний (вимірювальний і референтний) гребін­
частий електрод кондуктометричного перетворюва­
ча, який потім витримували впродовж 30 хв в 
атмосфері насичених парів ГА за температури 
25 °С. Отриманий чіп з БСМ та РМ висушували на 
повітрі за кімнатної температури протягом 15 хв, 
відмивали 10 мМ боратним буфером, рН 8,7, про­
тягом 12 год за температури 4 °С та використову­
вали в подальших експериментах 

Блок-схему вимірювальної установки зображе­
но на рис. 2. З низькочастотного генератора сиг­
налів ГЗ-118 подається змінна напруга з частотою 
100 кГц та амплітудою 10 мВ на гребінчасті елек­
троди (диференційна пара), які знаходяться у ко­
мірці з досліджуваним розчином. Отриманий сиг­
нал на електродах сенсора знімається з опорів 
навантаження RH = 1 кОм і надходить через дифе-
ренційний підсилювач Unipan-233-б на селектив­
ний нановольтметр Unipan-233. Далі цей сигнал 
подається на реєструвальний пристрій. 

Методика реєстрації сигналів біосенсора. Ви­
мірювання проводили при денному світлі за кім-
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КОНДУКТОМЕТРИЧНИЙ БІОСЕНСОР ДЛЯ ВИЗНАЧЕННЯ ФОРМАЛЬДЕГІДУ 

Рис. 1. Загальний вигляд тонкоплівкових гребінчастих планарних електродів 

Рис. 2. Блок-схема вимірювальної установки: / - генератор; 2 - електроди; 5 - опори навантаження; 
4 - диференційний підсилювач; 5 - фазочутливий нановольтметр; 6 - реєструвальний пристрій 
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Рис. 3. Залежність відгуку біосенсора від величини рН розчину. 
Вимірювання проводили в 10 мМ боратному буфері, концент­
рація формальдегіду складала 10 мМ 

натної температури (25 °С) у скляній комірці. 
Сенсорний чіп занурювали у вимірювальну комір­
ку, заповнену 2 мл 10 мМ боратного буфера, рН 
8,7, який активно перемішували. Після цього випи­
сували базову лінію вихідного сигналу біосенсора і 
до комірки вносили аналіт — формальдегід. Дифе-
ренційний вихідний сигнал між вимірювальним і 
референтним гребінчастими електродами кондукто-
метричного перетворювача реєстрували за допомо­
гою вимірювальної установки (рис. 2) і отримували 
залежність величини сигналу біосенсора від кон­
центрації субстрату. 

Результати і обговорення. В основі роботи 
формальдегід-чутливого біосенсора лежить фермен­
тативна реакція, яка викликає генерацію протонів 
і форміат-аніонів, що спричиняє зміну провідності 
розчину, а також виникнення кондуктометричного 
сигналу: 

ФДГ 
НСНО + NAD+ + Н 2 0 - НСООН + NADH + Н + 

і 

нсосг + н+. 
Принципово новою є запропонована методика 

формування БСМ на поверхні тонкоплівкових пла-
нарних електродів, яка полягає в іммобілізації 
ферменту ФДГ у присутності його кофактора NAD 
і ДЕАЕ-декстрану (деталі дивись у розділі «Ма­
теріали і методи»). Останній завдяки електроста­
тичній взаємодії запобігає активному вимиванню 
NAD із БСМ, а висока концентрація NAD (0,1 М) 
дозволяє багаторазово застосувувати створений біо-
сенсор без регенерації кофактора. Для порівняння: 

0 50 100 150 200 
Формальдегид, мМ 

Рис. 4. Калібрувальні криві для визначення концентрації фор­
мальдегіду. Вимірювання проводили у 5 мМ (І), 10 мМ (2) і 15 
мМ (3) боратному буфері, рН 8,7 

більшість із створених раніше біосенсорних при­
строїв на основі ФДГ [3, 6, 18] базується на 
застосуванні ковалентно зв'язаного NAD, що сут­
тєво знижує його доступність та ефективність для 
ферментно-субстратних взаємодій (http://www.bre-
nda.uni-koeln.de). 

Відомо, що кожен фермент має свій рН-діа-
пазон функціонування і свій оптимум дії. Так, 
ФДГ з P. putida найефективніше працює в діа­
пазоні рН від 7,8 до 8,9, а оптимальне значення рН 
складає 8,9 (http://www.brenda.uni-koeln.de). Про­
те необхідно знати, яка саме величина рН буде 
оптимальною для ферменту в іммобілізованому 
стані, оскільки процес іммобілізації, як правило, 
призводить до суттєвої зміни рН-оптимуму його 
функціонування. Тому було досліджено залежність 
величини відгуку створеного кондуктометричного 
біосенсора від рН буфера. Як видно з рис. З, 
діапазон рН і рН-оптимум для іммобілізованої на 
поверхні кондуктометричних перетворювачів ФДГ 
повністю збігається з відповідними параметрами 
вільного ферменту, що свідчить про вірний вибір 
методики отримання БСМ та відсутність значної 
модифікації просторової структури ФДГ під час 
іммобілізації. 

Кондуктометричний метод досліджень грунтує­
ться на вимірюванні зміни провідності аналізова­
ного розчину, яка в свою чергу залежатиме, оче­
видно, від природи самої ферментативної реакції і 
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Рис. 5. Залежність величини сигналу біосенсора від іонної сили 
розчину. Вимірювання проводили в 10 мМ боратному буфері, рН 
8,7 

характеристик розчину, де ця реакція відбувається. 
Зважаючи на ці факти, було досліджено залежність 
величини відгуку створеного кондуктометричного 
біосенсора від концентрації формальдегіду і буфера 
(рис. 4). Виявлено, що лінійний діапазон концент­
рації формальдегіду, яка може бути визначена, 
складає 1—50 мМ (у логарифмічних координатах). 
Сконструйований нами кондуктометричний сенсор 
на основі ФДГ, як і створені раніше потенціомет­
ричний і кондуктометричний сенсори з використан­
ням алкогольоксидази [19—21 ], характеризується 
значно меншою залежністю величин відгуків від 
концентрації буфера порівняно з потенціометрич­
ним сенсором на основі клітин метилотрофних 
дріжджів [22]. 

Ще одним фактором, який може викривити 
результати аналізу формальдегіду за допомогою 
кондуктометричного біосенсора, є іонна сила. Вона 
здатна негативно вплинути на роботу створеного 
біосенсора, якщо мова йде про реальні зразки, такі 
як сироватка крові і сеча, де концентрація NaCl 
інколи сягає 200 мМ. Досліджено вплив КС1 (рис. 
5) на величину сигналу біосенсора і показано, що, 
як і для більшості раніше створених кондуктомет-
ричних біосенсорів [21 ], сигнал істотно зменшу­
ється при зростанні концентрації солі у зразку до 
50 мМ і залишається практично незмінним при 
подальшому збільшенні вмісту NaCl (до 200 мМ). 
Найвірогіднішим поясненням отриманих резуль­
татів видається порушення електростатичної взає­
модії у комплексі NAD—ДЕАЕ-декстран і можливе 
вимивання із БСМ частини NAD, необхідної для 
протікання ензиматичної реакції. 

Вивчали також селективність розробленого біо-

Рис. 6. Зміна величини рН робочого 10 мМ боратного буфера 
залежно від концентрації гліцерину 

сенсора на основі ФДГ. При концентрації викори­
станих речовин 25 мМ величина відгуку біосенсора 
(у мкСм) становила: для метанолу — 0,05±0,0015; 
етанолу —0,04 ±0 ,00144; гліцерину — 0,12 ± 
± 0,00468; формальдегіду — 1,8±0,063. Як і очі­
кувалося, створений сенсор є високоселективним 
щодо свого основного субстрату — формальдегіду 
(ФДГ із Р. риНсіа, здатна каталізувати також 
перетворення цілої низки деяких альдегідів і спир­
тів). Інші використані речовини, зокрема, метанол 
і етанол призводять до несуттєвої зміни сигналу 
кондуктометричного сенсора і складають лише 2 % 
(нижче похибки вимірювання) від величини сигна­
лу у відповідь на формальдегід. Щодо гліцерину, то 
величина відгуку формальдегід-чутливого біосен­
сора на нього більш ніж у 10 разів нижча порівняно 
із сигналом на формальдегід. Відгук біосенсора на 
гліцерин зумовлений, напевно, не стільки його 
взаємодією з іммобілізованою ФДГ, скільки тим, 
що він вступає у реакцію з компонентами боратно­
го буфера (рис. 6), викликаючи зміну величини рН 
розчину (0,01 од. рН/мМ гліцерину) у вимірюваль­
ній комірці. Зміна ж рН (у даному разі зниження) 
спричиняє зменшення буферної ємності самого бо­
ратного буфер, що і реєструється кондуктометрич-
ним перетворювачем. Проте наявність сигналу на 
гліцерин у практичному аналіті не є суттєвою, 
оскільки він відсутній у багатьох реальних зразках, 
а також не є супутньою речовиною при синтезі 
формальдегіду або використанні його у фармацев­
тичній промисловості. 

Однією з найважливішихих характеристик 
будь-якого сенсора є його операційна стабільність і 
стабільність при зберіганні. Щоб дослідити першу, 
ми протягом одного робочого дня з інтервалом у 

429 



СОЛДАТКІН С. С. ТА ш. 

430 



КОНДУКТОМБТРИЧНИЙ БЮСЕНСОР ДЛЯ ВИЗНАЧЕННЯ ФОРМАЛЬДЕГІДУ 

40 хв реєстрували сигнали біосенсора на дві кон­
центрації формальдегіду — 10 і 25 мМ. З рис. 7 
видно, що створений біосенсор давав відтворювані 
відгуки на кожну з досліджуваних концентрацій 
формальдегіду, а стандартне відхилення величин 
сигналів сенсора не перевищувало 4 %. Щодо 
стабільності при зберіганні (рис. 8), то найкращі 
результати одержано в разі зберігання біосенсора в 
10 мМ боратному буфері, pH 8,7, за температури 
4 °С. Відгук біосенсора залишався стабільним що­
найменше упродовж 130 днів, а збільшення його 
величини на 30 % і подальша незмінність після 
10-ї доби зумовлені повним урівноваженням БСМ. 

Для визначення перспектив подальшої комер­
ціалізації розробленого кондуктометричного біосен­
сора буде здійснено серію експериментів по дослід­
женню особливостей його роботи у реальних зраз­
ках, зокрема, для оцінювання умов зберігання і 
безпеки споживання деяких видів свіжозаморо-
женої риби, що можуть містити формальдегід, а 
також аналізу промислових стічних вод. Окрім 
того, буде вивчено специфічність (залежність вели­
чини сигналу сенсора на формальдегід за присут­
ності інших речовин) створеного біосенсора. 

Висновки. Розроблено новий кондуктометрич-
ний біосенсор для визначення формальдегіду на 
основі тонкоплівкових гребінчастих планарних 
електродів та іммобілізованої бактерійної формаль-
дегіддегідрогенази. Іммобілізація останньої у при­
сутності NAD (у високих концентраціях) і ДЕАЕ-
декстрану у біоселективній мембрані дозволяє за­
стосовувати створений біосенсор без допоміжних і 
дорогих ферментів — NADa3H і діафорази — для 
регенерації кофактора. Підібрано оптимальні умови 
роботи формальдегід-чутливого біосенсора у водних 
зразках, які забезпечують високий рівень чутли­
вості, селективності, стабільності при довгостро­
ковій роботі (більше 500 вимірювань) та зберіганні 
(щонайменше 4 місяці). Сконструйований біосен­
сор може бути використано для аналізу реальних 
зразків, зокрема, для охорони довкілля і контролю 
якості деяких харчових продуктів. За аналітич­
ними характеристиками створений нами сенсор на 
основі ФДГ та кондуктометричних перетворювачів 
є одним із найкраїцих серед відомих біосенсорів 
(таблиця). 

Автори щиро вдячні INTAS (Грант № 03-51-
6278), NATO (Грант № LST.NUKR.CLG 980621) 
та HAH України (угода 27/1-2005) за фінансову 
підтримку. 

О. О. Soldatkin, О. F. Sosovskaya, I. V. Benilova, М. V. Gonchar, 
У. /. Кограп 

Enzymatic conductometric sensor for formaldehyde detection in 
model samples 

Summary 

Thin-film planar electrodes and formaldehyde dehydrogenase from 
Pseudomonas putida have been used for the development of 
formaldehyde-sensitive enzyme conductometric biosensor. A new 
approach to create a biologically active sensor membrane has been 
proposed. This approach allows to detect formaldehyde concen­
tration without usage of exogenous NAD in the analyzed sample 
since the biomembrane contains NAD at high concentration (100 
mM). Moreover, because of this the formaldehyde concentration can 
be measured many times with the same transducer without NAD 
regeneration The time of formaldehyde analysis in the solution is 
no longer than 2 min and 10 s in steady-state and kinetic modes of 
the biosensor signal measuring, respectively. The linear dynamic 
range of the sensor output signals corresponds to 1—50 mM 
formaldehyde concentration The optimal values of pH, buffer 
capacity and ionic strength have been determined. Operational 
stability, storage stability and selectivity of the developed conduc­
tometric biosensor have also been analyzed 

Key words: biosensor, formaldehyde dehydrogenase, 
conductometry. 

А, А. Солдаткин, О. Ф. Сосовская, И. В. Бенилова, 
М. В. Гончар, Я. И. Корпан 

Энзиматический кондуктометрический сенсор для определения 
концентрации формальдегида в модельных образцах 

Резюме 

Для разработки биосенсора, чувствительного к формальдеги­
ду, использовали тонкопленочные планарные электроды и бак­
териальную формальдегиддегидрогеназу Pseudomonas putida 
Предложен новый подход к созданию биоселективной, мембра­
ны сенсора, позволяющий определять концентрацию формаль­
дегида без использования экзогенного NAD в анализируемом 
образце и проводить измерения на одном и том же преобразо­
вателе без необходимости регенерации NAD из-за его высокой 
(100 мМ) локальной концентрации в мембране. Время анализа 
формальдегида не превышает 2 мин и 10 с соответственно в 
стационарном и кинетическом режимах измерения сигналов 
кондуктометрического биосенсора. Линейный динамический 
диапазон определяемой концентрации формальдегида находит­
ся в пределах 1—50 мМ. Исследованы зависимость величины 
сигнала биосенсора от рН, концентрации буфера и ионной 
силы, а также операционная стабильность, стабильность при 
хранении и селективность созданного кондуктометрического 
биосенсора. 

Ключевые слова- биосенсор, формальдегиддегидрогеназа, кон-
дуктометрия 
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