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Аннотация. Для модификации графитовых электродов проводящей ферментной 

полимерной матрицей применялась методика капельного нанесения жидкого полимерного 

раствора различного состава: поливинилпирролидон (40%), хитозан (0,1%), глутаровый 

диальдегид (0,1%), глюкооксидаза и пероксидаза в соотношении 2:5. Для оценки влияния 

времени иммобилизации (x1), pH иммобилизации (x2) и соотношения фермент/носитель (x3) 

на активность работы ферментных электродов, использовался трехфакторный и 

трехуровневый дизайн Бокса-Бенкена и RSM (Response surface methodology). Эта модель 

помогла адекватно предсказать результаты иммобилизации в пределах диапазона 

используемых переменных. Наиболее благоприятные условия и наибольшее число молекул 

комплекса ферментов находится в электрохимически активном состоянии при их 

иммобилизации на ПВП с использованием модифицирующих агентов хитозана и глутарового 

диальдегида. Результаты демонстрируют, что производительность ферментативного 

биотопливного элемента прямо пропорциональна активности иммобилизованного комплекса 

GOX/HRP, поскольку в этом случае реакция окисления глюкозы может протекать более 

эффективно. 
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Abstract. To modify graphite electrodes with a conductive enzyme polymer matrix, 

the method of drip application of a liquid polymer solution of various compositions was used: 

polyvinylpyrrolidone (40%), chitosan (0.1%), glutaric dialdehyde (0.1%), glucoxidase and 

peroxidase in a ratio of 2:5. To assess the effect of the immobilization time (x1), the pH of 

immobilization (x2) and the enzyme/carrier ratio (x3) on the activity of the enzyme electrodes, 

a three-factor and three-level Box-Benken and RSM design was used. This model was able to 

adequately predict the results of immobilization within the range of variables used. The most 

favorable conditions and the largest number of molecules of the enzyme complex are in 

the electrochemically active state when they are immobilized on PVP using modifying agents 

chitosan and glutaraldehyde. The results demonstrate that the productivity of the enzymatic biofuel 

element is directly proportional to the activity of the immobilized GOX/HRP complex, since in this 

case the glucose oxidation reaction can proceed more efficiently. 

 

Ключевые слова: графитовые электроды, ферментполимерная модификация, 

моделирование электрохимических реакций, дизайн Бокса-Бенкена. 

 

Keywords: graphite electrodes, enzyme polymer modification, modeling of electrochemical 

reactions, Box-Benken design. 

 

Введение 

Актуальность исследований биотопливных элементов на основе ферментных 

электродов в реакционном растворе глюкозы связывают с поиском альтернативы «зеленому» 

источнику топлива, который является экономически эффективным и может удовлетворить 

растущие глобальные потребности в энергии. Поскольку глюкоза является важным 

источником энергии для многих живых организмов, такие биотопливные элементы нашли 

применение для питания имплантируемых биоэлектронных устройств, используемых для 

диагностики и лечения различных заболеваний от метаболических до неврологических. 

Обычный узел топливного элемента состоит из анода, катода и электролита и основан на 

преобразовании химической энергии топлива в электролите в электрическую энергию [1, 2]. 

В топливном элементе происходят два типа реакций: реакция окисления и восстановления, 

также известная как окислительно-восстановительная реакция. Реакция окисления 

происходит на границе анода и электролита; тогда как реакция восстановления происходит на 

границе раздела катода и электролита. Окисление топлива высвобождает электроны, которые 

проходят через внешние цепи к катоду, производя электричество. Глюкозный биотопливный 

элемент является подклассом обычных топливных элементов, в которых глюкоза 

используется в качестве топлива в присутствие кислорода, а затем окисляется с образованием 

глюконолактона и высвобождает электроны под высоким напряжением, позволяя 

восстанавливать кислород для обеспечения биоэлектричества [3]. Экспериментальная 

установка для такого производства энергии показана на Рисунке 1. 

Таким образом, глюкозный биотопливный элемент, делает ферментативные 

биотопливные элементы на основе глюкозы «зеленой» альтернативой обычным топливным 

элементам для выработки энергии с высокой конверсией и эффективностью при температуре 

окружающей среды и нейтральной pH. Для улучшения электрических свойств 

ферментативного биотопливного элемента необходимо повышение активности 

биокатализатора на электроде [4–6]. 
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Рисунок 1. Схематическое изображение ферментативного глюкозного биотопливного элемента: 

где, PQQ-GDH — пирохинолинхинонглюкозодегидрогеназа, HRP — пероксидаза корня хрена (150 

ед/г), Gox — глюкооксидаза, BOD — биологическая потребность в кислороде 

 

Целью данной работы явился поиск оптимальных условий работы ферментных 

электродов на основе окислительно-восстановительных ферментов, иммобилизованных в 

полимерные матрицы поливинлпирролидона с помощью последовательного нанесения 

модифицирующих агентов хитозана и глутарового диальдегида (ПВП/Chit/GA/GOx/HRP). 

Одна единица (А) активности ферментного комплекса GOx/HRP определялась как 

количество GOx/HRP, вызывающее окисление одного микромоля глюкозы кислородом 

воздуха в минуту (А, ед/г) [7]. 

 

Методика проведения эксперимента 

 Для модификации графитовых электродов проводящей ферментной полимерной 

матрицей применялась методика капельного нанесения жидкого полимерного раствора 

различного состава: поливинилпирролидон (40%), хитозан (0.1%), глутаровый диальдегид 

(0.1%), глюкооксидаза и пероксидаза в соотношении 2:5. Схема получения исследуемых 

полимерных пленок на основе поливинилпирролидона (ПВП) представлена на рисунке 2. 

  
 

Рисунок 2. Схема получения ферментполимерной композиции на основе ПВП 

 

Для оценки влияния времени иммобилизации (x1), pH иммобилизации (x2) и 

соотношения фермент/носитель (x3) на активность работы ферментных электродов, 

использовался трехфакторный и трехуровневый дизайн Бокса-Бенкена и RSM [4]. 

Методология поверхностного отклика (RSM) - это набор математических и статистических 

методов для планирования экспериментов, построения моделей, оценки относительной 

значимости нескольких независимых переменных и определения оптимальных условий для 

получения желаемых откликов [5]. Она используется для оценки влияния различных 

параметров и их взаимодействия в процессе, при этом требуется небольшое количество 

экспериментов. По сравнению с однофакторным планом, который наиболее часто 
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используется в литературе, экспериментальный план и RSM более эффективен в плане 

сокращения как количества экспериментальных прогонов, так и количества времени, 

необходимого для исследования оптимальных условий. 

Переменные каждого из выбранных уровней исследования были следующими: время 

иммобилизации 0,5–1,5 ч, pH 6–8 и соотношение фермент/носитель 1–3, масс. частей.  

Вольтамперометрические характеристики измерялись с помощью трехэлектродной 

электрохимической ячейки с разделенным катодным и анодным пространством. Измерения 

проводились с помощью потенциостата-гальваностата Р-40Х. Все кривые I/E были записаны 

при скорости сканирования 2 мВ/с. 

 

Результаты и их обсуждение 

В Таблице 1 показаны уровни независимых факторов и экспериментальные планы как 

закодированные (0,1 и −1), так и некодированные (фактическое значение). В общей 

сложности были применены 15 экспериментальных прогонов, включая комбинации 

различных уровней трех факторов, были выполнены в двух экземплярах. Экспериментальные 

данные (Таблица 1) были проанализированы с помощью регрессии поверхности отклика 

(RSREG) с помощью программного обеспечения SAS, чтобы соответствовать следующему 

полиномиальному уравнению второго порядка. 
 

Y= βk0 + ∑ 𝛽𝑘𝑖 𝑋𝑖 + ∑ 𝛽𝑘𝑖𝑖3
𝑖=1

3
𝑖=1 𝑋𝑖

2 +  ∑ ∑ 𝛽𝑘𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗3
𝑗=𝑖+1

2
𝑖=1  (1) 

 

где Y — ответ (активность GOx/HRP); βk0, βki, βkii и βkij — постоянные коэффициенты; 

Xi и Xj — незакодированные независимые переменные.  

Опция максимумов использовалась для расчета предполагаемого максимального 

отклика для увеличения радиуса активного центра.  

Таблица 1.  

ПЛАН БОКСА-БЕНКЕНА И НАБЛЮДАЕМЫЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ДАННЫЕ  

ДЛЯ АНАЛИЗА ТРЕХУРОВНЕВОЙ И ТРЕХФАКТОРНОЙ ОТКЛИКА ПОВЕРХНОСТИ 
 

Номер варианта Время pH, x2 Фермент/субстрат Активность GOx/HRP, ед/г 

1 0 (60) −1(6) −1(1) 20,44±0,63 

2 1(30) 0(7) −1(1) 11,76±0,51 

3 1(90) 0(7) −1(1) 16,52±1,06 

4 0(60) 1(8) −1(1) 3,36±0,33 

5 1(30) −1(6) 0(2) 27,18±0,49 

6 1(90) 1(6) 0(2) 28,80±0,63 

7 0(60) 0(7) 0(2) 20,82±1,40 

8 0(60) 0(7) 0(2) 19,60±1,18 

9 0(60) 0(7) 0(2) 19,60±0,63 

10 1(30) 1(8) 0(2) 5,48±0,11 

11 1(90) 1(8) 0(2) 8,45±1,15 

12 0 (60) −1(6) 1(3) 32,81±0,18 

13 1(30) 0(7) 1(3) 26,55±0,92 

14 1(90) 0(7) 1(3) 23,58±0,54 

15 0 (60) 1(8) 1(3) 6,95±0,40 

 

Среди различных обработок наибольшей активностью иммобилизованной GOX/HRP 

(32,81 Ед./г-носитель) была обработка №12 (1 час, pH 6 и фермент/носитель как 3/1), а 

http://www.bulletennauki.com/


Бюллетень науки и практики / Bulletin of Science and Practice 

https://www.bulletennauki.com 

Т. 7. №10. 2021 

https://doi.org/10.33619/2414-2948/71 

 

 Тип лицензии CC: Attribution 4.0 International (CC BY 4.0) 21 

наименьшая активность иммобилизованного GOX/HRP (всего 3.36 Ед./г носителя) была №4 

(1 час, pH=8 и соотношение фермент/носитель=1). Из программного обеспечения SAS, 

выводимого RSREG полиномиальное уравнение второго порядка может быть выражено 

формулой (2). 
 

Y =- 05.026646-0.001950 X1 + 36.797382 X2 + 27.958758 X3 + 0.00065 X1X1 

+0.011237 X2X1 – 3.121525X2X2-0.064411X3X1-2.196478X3X2–0.998031X3X3 

(2)  

 

где Y — активность иммобилизованного GOX/HRP; x1 — время иммобилизации; x2 — 

pH иммобилизации; x3 — соотношение фермент/носитель. 

 

Дисперсионный анализ показал, что эта квадратичная полиномиальная модель очень 

значима и в достаточной степени представляет реальную взаимосвязь между ответом и тремя 

параметрами с очень низким значением p (<0,001) и удовлетворительным коэффициентом 

детерминации (R2 = 0,99). Таким образом, эта модель смогла адекватно предсказать 

результаты иммобилизации в пределах диапазона используемых переменных.  

Результаты, представленные в Таблице 2, показывают, что увеличение активности 

GOX/HRP на электроде повысит стабильность напряжения ячейки и плотность тока. На 

Рисунке 2 также представлены кривые удельной мощности. В отсутствие GOX/HRP 

максимальная удельная мощность, получаемая от ПВП/Chit, составила всего 0,02 мВт/см2. 

Результаты демонстрируют, что производительность ферментативного биотопливного 

элемента прямо пропорциональна активности иммобилизованного комплекса GOX/HRP, 

поскольку в этом случае реакция окисления глюкозы может протекать более эффективно. 
 

Таблица 2.  

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ УСЛОВИЯ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ ПОДГОТОВКИ АНОДНОГО 

ЭЛЕКТРОДА GOX/HRP ДЛЯ ИСПЫТАНИЯ ФЕРМЕНТНОГО ТОПЛИВНОГО ЭЛЕМЕНТА 
 

Электрод Время (мин) pH Соотношение 

фермент/носитель 

Экспериментальная 

активность, ед/мг 

1 50 5,9 3 33,5 

2 60 7,0 2 20,0 

3 60 8,0 1 3,4 

 

В атмосфере кислорода в области предельного тока были рассчитаны каталитические 

константы (kкат) реакции электровосстановления кислорода, где вторым субстратом являлся 

электропроводный носитель (электрод) и сопоставлены с kкат (120 ÷ 130 с−1) для 

ферментативного катализа. Расчет kкат проводили по формуле (3). 
 

Iмакс = nFkкат ГА (3) 
 

где Iмакс — максимальный ток; n — число электронов, участвующих в реакции; F — 

число Фарадея; Г — заполнение ферментом; А — площадь электрода.  

 

Показано, что kкат составила, с−1: 70, 15 для композитов ПВП/Chit/GA/GOx/HRP и 

ПВП/GOX/HRP соответственно. Отсюда следует, что наиболее благоприятные условия и 

наибольшее число молекул комплекса ферментов находится в электрохимически активном 

состоянии при их иммобилизации на ПВП с использованием модифицирующих агентов 

хитозана и глутарового диальдегида.  
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Рисунок 3. Тафелевские зависимости, полученные на композитах: ПВП/ Chit/GA/GOX/HRP —

электрод 1, ПВП/ GOx/HRP —электрод 2 

 

На электроде с GOX/HRP, иммобилизованном на ПВП с помощью модификаторов 

хитозана и глутарового диальдегида, наблюдались более высокие значения тока 

восстановления кислорода во всей исследованной области потенциалов (рисунок 3). 

Поляризационные кривые в тафелевских координатах аналогичны для всех электродов с 

иммобилизованной биополимерной композицией GOX/HRP: наблюдаются наклоны 0,03, 0,06 

и 0,12 В и выход на предельный ток (Рисунок 3). При этом, величины токов, полученные на 

электродах с GOX/HRP, иммобилизованном различными способами, заметно отличаются. 

Повторяющиеся циклические вольтамперограммы, полученные с обоими полимерными 

/ферментными электродами, показали стабильный отклик по току в течение нескольких 

циклов (Рисунок 4 A, B). В процессе исследований оценивали вклад окисления D-глюкозы, 

опосредованного GOX/HRP комплексом, чтобы гарантировать, что обнаруженный отклик по 

току был основан исключительно или в основном на электрической связи между полимером 

и биокатализатором. В этих испытаниях чистый окислительно-восстановительный полимер 

был нанесен по каплям на графитовые электроды, и были записаны циклические 

вольтамперограммы с добавлением Chit/GA и без модификатора. Датчики, 

модифицированные ПВП/Chit/GA, вырабатывали более сильный анодный ток при 

добавлении D-глюкозы (Рисунок 4 A), в то время как ПВП/GOX/HRP практически не 

реагировал на это (Рисунок 4 B).  

  

Рисунок 4. A) Циклические вольтамперограммы модификаций графитового электрода ПВП/ 

Chit/GA/ GOX/HRP (красные линии); ПВП/ /GOx/HRP (синие линии); графитовый электрод без 

модификаций (черные линии); B) Циклические вольтамперограммы с применением графитовых 

электродов после 10 циклов работы электрохимической ячейки 
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Однако, для обоих полимерных покрытий наблюдалось наибольшее повышение тока 

при потенциалах выше −50 мВ по сравнению с Ag/AgCl/3M, KCl, что указывает на некоторое 

окисление D-глюкозы непосредственно на поверхности графитового электрода. 

В результате проведенного исследования было установлено, что оптимальному 

пространственному расположению окислительно-восстановительного центра 

ферментполимерного покрытия графитового электрода способствуют функциональные 

группы модифицирующих агентов. Данный факт подтверждает тот факт, что с применением 

электрода покрытого ферментполимерным комплексом содержащим хитозан и глутаровый 

диальдегид происходит наибольшее увеличение силы тока в реакции окисления D-глюкозы.  

 Оба протестированных полимера были способны обмениваться электронами с 

графитовой подложкой электродов, но существенно различались по эффективности, что 

подтверждает функциональную связь ферментного комплекса GOx/HRP с поверхностью 

электрода с помощью окислительно-восстановительного полимера. В работе, также, 

определены оптимальные условия для иммобилизации ферментного комплекса: время 

иммобилизации 50 мин, рН 5,9, соотношение фермент/носитель 3 масс. ч. 

 

Работа выполнена при поддержке Российского фонда фундаментальных исследований 

(проект №19-08-00186). 
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