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РЕФЕРАТ Разработаны и изготовлены нанобиокомпозитные материалы на основе графена, поли(3,4-
этилендиокситиофена) и глюкозооксидазы, иммобилизованной на поверхности наноматериалов различной 
природы (наночастицы золота и многостенные углеродные нанотрубки) и размера (нанотрубки различного 
диаметра). Сравнительное изучение возможного влияния природы наноматериала на биоэлектрокатали-
тические характеристики глюкозоокисляющих биоанодов в нейтральном фосфатном буферном растворе 
показало, что плотности биоэлектрокаталитических токов биоэлектродов на основе нанокомпозитов слабо 
зависят от размера наноматериала и в большей мере определяются его природой. Полученные нанобиоком-
позиты являются перспективными материалами для новых биоэлектронных устройств из-за возможности 
легко варьировать емкостные и биоэлектрокаталитические характеристики, что позволяет использовать 
их для изготовления электродов с двойной функцией, а именно для одновременной генерации и накопления 
электрической мощности.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА глюкозооксидаза, графен, нанобиокомпозит, электропроводящий органический полимер, 
электрод с двойной функцией.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ACN – ацетонитрил; GE – желатин; EDOT – 3,4-этилендиокситиофен; PEDOT – 
поли(3,4-этилендиокситиофен); PEG – полиэтиленгликоль; GA – глутаровый альдегид; TTF – тетратиа-
фульвален; TCNQ – 7,7,8,8-тетрацианохинодиметан; THF – тетрагидрофуран; GOx – глюкозооксидаза; 
AuNP – наночастицы золота; GR – графен; CNT – углеродные нанотрубки; SCE – насыщенный каломельный 
электрод; SEM – сканирующая электронная микроскопия; Au – золотой электрод; CTC – комплекс с перено-
сом заряда; PB – фосфатный буферный раствор; j – плотность биокаталитического тока; CV – циклическая 
вольтамперограмма.

ВВЕДЕНИЕ
Нанобиокомпозитные материалы находят все боль-
шее применение в различных областях науки и тех-
ники, в том числе и в новых биомедицинских техно-
логиях [1]. Современные биоэлектронные устройства 
(биосенсоры, биотопливные элементы, биобатареи 
и т.п.), созданные на основе нанокомпозитных мате-
риалов, могут быть использованы для непрерывного 
мониторинга состояния организма, направленного 
воздействия на органы и ткани, а также для точечной 
доставки лекарственных препаратов. Сравнительные 
исследования особенностей функционирования на-

нобиокомпозитов в буферных растворах и сложных 
физиологических жидкостях человека служат осно-
вой для создания высокоэффективной и стабильной 
биоэлектроники для биомедицинского использова-
ния. В представленной работе созданы и изучены 
в условиях, близких к физиологическим, новые на-
нобиокомпозитные материалы на основе графена, 
поли(3,4-этилендиокситиофена) и глюкозооксидазы, 
иммобилизованной на поверхности наноматериалов 
различной природы (наночастицы золота и много-
стенные углеродные нанотрубки) и размера (угле-
родные нанотрубки различного диаметра).
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и методы
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, цитрат натрия, ацетонитрил (≥ 99.9%, 

ACN), толуол (≥ 99.8%), желатин (GE), D-глюкоза, 
3,4-этилендиокситиофен (EDOT), полиэтиленгли-
коль (PEG), 25% раствор глутарового альдегида (GA), 
тетратиафульвален (TTF), 7,7,8,8-тетрацианохино-
диметан (TCNQ), тетрагидрофуран (THF), а также 
глюкозооксидаза (GOx) из Aspergillus niger получены 
из Sigma-Aldrich (США) и использовались без до-
полнительной очистки. Этанол (95%) и аргон купле-
ны в компании Kemetyl AB (Швеция) и AGA Gas AB 
(Швеция) соответственно. Все растворы готовили 
на деионизированной воде (18 МОм · см), получен-
ной с использованием системы PURELAB UHQ II 
из ELGA Labwater (Великобритания). 

Для синтеза нанобиокомпозитов использовали на-
ночастицы золота (AuNP) диаметром 20 нм и угле-
родные наноматериалы трех типов: графен (GR, 
толщина – 1.6 нм, менее трех углеродных моно-
слоев) и два типа многостенных углеродных нано-
трубок (CNT): CNT

1
 (внешний диаметр – 10–15 нм, 

внутренний диаметр – 2–6 нм, длина – 0.1–10 мкм) 
и CNT

2
 (внешний диаметр – 20–30 нм, внутренний 

диаметр – 1–2 нм, длина – 0.5–2 мкм). GR был куплен 
в компании Graphene Supermarket (США), CNT – 
в Sigma-Aldrich. AuNP синтезированы с использо-
ванием цитрата натрия в качестве восстановителя 
по методике, описанной в работе [2]. Раствор HAuCl

4
 

(50 мл, 250 мкМ) нагревали до кипения при постоян-
ном перемешивании, затем добавляли 750 мкл во-
дного раствора с массовой долей цитрата натрия 1%. 
После добавления цитрата натрия смесь выдержи-
вали в течение 10 мин без нагревания при постоян-
ном перемешивании. Полученную суспензию AuNP 
охлаждали до комнатной температуры и концентри-
ровали в 50 раз центрифугированием при 10000 g 
в течение 30 мин [3], при этом 98% супернатанта уда-
лялось, концентрат AuNP объединяли и ресуспензи-
ровали ультразвуковой обработкой.

Электрохимические измерения осуществля-
ли при помощи потенциостата/гальваностата 
µAutolab Type III/FRA2 от Metrohm Autolab B.V. 
(Нидерланды) с использованием трехэлектродной 
схемы с насыщенным каломельным электродом 
сравнения (SCE, 242 мВ относительно нормального 
водородного электрода) и платиновой проволокой 
в качестве вспомогательного электрода. Все значения 
потенциалов, представленные в работе, даны относи-
тельно SCE, если об этом не упомянуто специально.

Ультразвуковую обработку проводили с исполь-
зованием ванны Ultrasonic Cleaner XB2 от VWR 

International Ltd. (Великобритания). Сканирующую 
электронную микроскопию (SEM) проводили на ми-
кроскопе высокого разрешения EVO LS 10 от Zeiss 
(Германия).

Изготовление электродов на основе 
нанобиокомпозитных материалов
Поликристаллические золотые дисковые электроды 
(Au) от компании Bioanalytical Systems (США) с гео-
метрической площадью поверхности 0.031 см2 меха-
нически очищали полировкой на бумаге Microcloth 
(Buehler, Великобритания) в суспензии оксида алю-
миния с размером частиц 0.1 мкм, купленной в Struers 
(Дания). Далее электроды промывали деионизиро-
ванной водой и подвергали ультразвуковой обработке 
в этаноле в течение 5 мин для удаления остаточных 
частиц оксида алюминия, а затем электрохимически 
очищали циклированием в 0.5 М H

2
SO

4
 в диапазоне 

потенциалов от –0.2 до +1.7 В в течение 20 циклов со 
скоростью развертки потенциала 0.1 В/с, промывали 
водой и высушивали в потоке воздуха.

Далее на поверхности Au синтезировали нано-
композит поли(3,4-этилендиокситиофен)/графен 
(PEDOT/GR) потенциодинамическим циклировани-
ем в диапазоне от 200 до 1300 мВ (1 цикл при скоро-
сти развертки потенциала 100 мВ/с) в 0.1 М фосфат-
ном буферном растворе (PB, рН 7.4), содержащем 
20 мМ EDOT, 1 мМ PEG, 0.1 М LiClO

4
 и GR в мас-

совом соотношении с EDOT 1 : 5 [4]. До проведения 
электрополимеризации смесь подвергали обработке 
ультразвуком в течение 1 ч для получения устой-
чивой суспензии, после чего в течение 20 мин про-
дували аргоном для удаления кислорода. Как видно 
из рис. 1А, полученный слой PEDOT/GR отличается 
достаточной однородностью с незначительными де-
фектами, заполненными полимером.

Затем на поверхности композитного материала 
PEDOT/GR синтезировали комплекс с переносом 
заряда (CTC) TCNQ/TTF – известный медиатор 
для обеспечения контакта между электродом и им-
мобилизованной GOx (см. ниже) [4]. TCNQ и TTF 
растворяли в THF и ACN соответственно для полу-
чения концентрации растворов 1.2 мг/мл. Растворы 
TCNQ (1 мкл) и TTF (2 мкл) смешивались на поверх-
ности композита PEDOT/GR, избыток непрореаги-
ровавшего TTF смывали ACN по окончании процесса 
кристаллизации CTC. Полученные кристаллы CTC 
имеют характерную игольчатую форму, что согласу-
ется с данными [5], однако достаточно неравномерно 
распределены по поверхности электрода, формируя 
островки, соответствующие центрам кристаллиза-
ции (рис. 1Б).

На поверхность комплекса TCNQ/TTF наносили 
2 мкл суспензии наноматериала, CNT или AuNP. 
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Для получения устойчивой суспензии 1 мг CNT сме-
шивали с 1 мл толуола, концентрат AuNP разводили 
деионизированной водой в 10 раз; полученные сме-
си подвергали ультразвуковой обработке в течение 
20 мин. 

Д л я  б и о м о д и ф и к а ц и и  п о л у ч е н н ы х  н а -
н о к о м п о з и т о в  P E D O T / G R | T C N Q / T T F | C N T 
и PEDOT/GR|TCNQ/TTF|AuNP 2 мкл раствора GOx 
(10 мг/мл в PB) наносили на поверхность электро-
да и выдерживали при +4°С в течение 1 ч. Для оцен-
ки влияния наноматериала на биокаталитические 
свойства электрода был изготовлен биокомпозит 
PEDOT/GR|TCNQ/TTF|GOx, в котором фермент 
был иммобилизован непосредственно на поверхности 
CTC. SEM-изображение поверхности нанобиокомпо-
зита PEDOT/GR|TCNQ/TTF|CNT

1
/GOx представле-

но на рис. 2. Следует отметить развитую поверхность 
и достаточную однородность слоя CNT

1
/GOx, равно-

мерно покрывающего CTC.

Для стабилизации полученной структуры на по-
верхность электродов наносили 2 мл раствора жела-
тина в воде (2.5 масс. %) с последующим высушивани-
ем в течение 1 ч при комнатной температуре. После 
этого электроды погружали в водный раствор GA 
(5 масс. %) на 60 с и промывали водой.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Биокаталитические свойства разработанных элек-
тродов изучали в 0.1 М PB в интервале потенциалов 
от –0.2 до 0.2 В относительно SCE при скорости раз-
вертки 10 мВ/с. Циклические вольтамперограммы 
(CV) биоанодов различной структуры представлены 
на рис. 3.

Емкость полученных электродов не зависит 
от присутствия нанокомпозита и находится в диапа-
зоне 1.5–2.5 мФ/см2 для всех типов структур. Следует 
отметить легкость изменения емкости нанобиокомпо-
зитов как на этапе синтеза PEDOT/GR (количество 
циклов электрополимеризации), так и на этапе соз-
дания нанобиокомпозита. Данное свойство позволяет 
использовать разработанные материалы для созда-
ния и оптимизации гибридных биоэлектродов с двой-
ной функцией – генерации и накопления электриче-
ской мощности [6].

Как видно из представленных данных, выражен-
ный биоэлектрокаталитический отклик с начальным 
потенциалом электроокисления глюкозы около 0 В, 
возрастающий с повышением концентрации глюкозы 
до 50 мМ, был зафиксирован для всех использован-
ных электродов в PB, содержащем глюкозу, что со-
гласуется с опубликованными для системы CTC/GOx 
данными [7]. 

Плотность биокаталитического тока (j) для элек-
тродов Au|PEDOT/GR|TCNQ/TTF|GOx|GE оказалась 

1 мкм

Рис. 2. SEM-изображение поверхности электрода 
Au|PEDOT/GR|TCNQ/TTF|CNT

1
/GOx

А

Б

1 мкм

1 мкм

Рис. 1. SEM-изображения поверхности электрода 
Au|PEDOT/GR (А) и Au|PEDOT/GR|TCNQ/TTF (Б)
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Рис. 3. CV биоанодов Au|PEDOT/GR|TCNQ/TTF|GOx|GE (А) и Au|PEDOT/GR|TCNQ/TTF|Наноматериал/GOx|GE 
(Б–Г) в PB (пунктирная кривая) и PB, содержащем глюкозу различной концентрации (сплошные кривые), ммоль/л: 
0.05 (красная кривая), 5 (зеленая кривая) и 50 (синяя кривая). Наноматериал: CNT

1
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2
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минимальной (67 ± 4 мкА/см2 при концентрации глю-
козы 50 мМ и потенциале 0.2 В) по сравнению с об-
разцами, содержащими наноматериал, что может 
быть связано с неравномерностью распределения 
CTC на поверхности электрода (рис. 1Б). При ад-
сорбции фермента на поверхности CTC медиаторный 
электронный перенос блокируется для молекул GOx, 
адсорбированных на нанокомпозите PEDOT/GR, 
в связи с чем снижается доля биоэлектрохимически 
активного фермента.

В случае электродов типа Au|PEDOT/GR|TCNQ/
TTF|Наноматериал/GOx|GE полученная величина j 
составила 229 ± 13 и 251 ± 15 мкА/см2 при исполь-
зовании в качестве наноматериала CNT

1
 и СNT

2
 со-

ответственно и 175 ± 8 мкА/см2 при использовании 

AuNP в условиях, аналогичных условиям для био-
анодов, не содержащих наноматериал. Величина 
j при использовании в качестве наноматериала 
CNT

2
 примерно на 10% выше j для электродов, ос-

нованных на CNT
1
, что соответствует разнице в ем-

кости Au|PEDOT/GR|TCNQ/TTF|CNT
1
/GOx|GE 

и Au|PEDOT/GR|TCNQ/TTF|CNT
2
/GOx|GE (1.63 ± 0.05 

и 1.85 ± 0.05 мФ/см2 соответственно). Можно предпо-
ложить, что увеличение j при использовании CNT

2
 

связано с большей удельной площадью поверхности, 
а не с лучшими условиями иммобилизации фермен-
та. Это согласуется c данными, полученными ранее 
для билирубиноксидазы, адсорбированной на по-
верхности, модифицированной AuNP различного 
диаметра, превышающего размер фермента [8].
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ВЫВОДЫ
В результате проведенных исследований созда-
ны многокомпонентные нанобиокомпозиты с воз-
можностью контролируемой регуляции их ем-
костных и биоэлектрокаталитических параметров. 
Полученные материалы могут быть использова-
ны для создания современных биоэлектронных 

устройств, функционирующих в условиях, близких 
к физиологическим. 

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда  

(проект № 14-14-00530).
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