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Сахарный диабет является глобальной про�
блемой, поскольку от него страдает значитель�
ный процент населения. Его основной диагно�
стический признак – хронически повышенный
уровень глюкозы. Постоянный контроль глюко�
зы в крови может замедлить возникающие впо�
следствии осложнения, такие, как микроангио�
патии, паталогические изменения почек или
нервной системы, которые сопутствуют диабету
[1]. Точное, быстрое и доступное по стоимости
измерение концентрации глюкозы имеет боль�
шое значение для промышленного и медицин�
ского применения [2–4].

Многочисленные процессы и методики раз�
работаны для создания новых глюкозных био�
сенсоров, основанных на электрохимических
[5], колориметрических [6], кондуктометриче�
ских [7], оптических методах [8], а также методах
флуоресцентной спектроскопии [9]. Среди них
наибольший интерес вызывают электрохимиче�
ские глюкозные биосенсоры, лидирующие в этой
области в течение последних 40 лет благодаря их
непревзойденной чувствительности и селектив�
ности. Кроме того, электрохимические методы
имеют низкий предел обнаружения, быстрый от�
клик, стабильны в течение длительного времени и
недороги. Такие глюкозные сенсоры подразделя�
ются на 4 основные группы, в зависимости от ис�
пользующихся принципов измерения: потенцио�
метрические, амперометрические, кондуктомет�
рические и импедансные.

Ферменты являются важными компонентами
таких датчиков, так как они используются для
распознавания целевых молекул с высокой точ�
ностью в сложной системе. Интерес к использо�
ванию ферментных электродов постоянно растет.
По этой причине исследователи пытаются ис�
пользовать ферменты с улучшенными свойствами,
повышенной операционной стабильностью,
стабильные при хранении за счет использования
различных методов иммобилизации. В послед�
нее время такой фермент, как глюкозооксидаза,
стал широко использоваться при определении
концентраций глюкозы [10–14]. Такие электроды
обычно состоят из сенсорного электрода, который
регистрирует изменения концентраций реагентов
или продуктов реакции, катализируемых выбран�
ным ферментом, иммобилизованным на поверх�
ности сенсора [15]. Таким образом, были разрабо�
таны многочисленные датчики для быстрого мо�
ниторинга уровня глюкозы в физиологических
жидкостях, для использования in vivo или in vitro
[15–24].

Ферментативное окисление различных биоло�
гических субстратов может сопровождаться обра�
зованием пероксида водорода, в частности, окис�
ление глюкозы, катализируемое глюкозооксида�
зой, также сопровождается образованием этого
соединения. Действие классических глюкозных
биосенсоров основано на мониторинге потреб�
ления кислорода или образования пероксида во�
дорода. К сожалению, амперометрическое опре�
деление пероксида водорода проводится при вы�
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соком анодном потенциале [20]. В
потенциометрических глюкозных биосенсорах,
описанных в литературе, используются различ�
ные методы компоновки электродов [25, 26].
Совместная иммобилизация глюкозооксидазы и
пероксидазы на электроде позволяет проводить
потенциометрическое определение глюкозы на
основе биоэлектрокаталитической детекции пе�
роксида водорода, который образуется в резуль�
тате каталитического окисления глюкозы.

Цель работы – разработка нового потенцио�
метрического сенсора для определения глюкозы
на основе глюкозооксидазы (ГО) и молибдата на�
трия, иммобилизованных на иодид ион�селек�
тивном электроде. На первой стадии глюкозоок�
сидаза катализирует окисление глюкозы:

(I)

На второй стадии образовавшийся пероксид во�
дорода и йодид�ионы реагируют с молибдатом на�
трия (мн), в результате реакции образуются йод и
вода: 

 (II)

Уменьшение концентрации йодида пропорци�
онально концентрации глюкозы. Были исследова�
ны условия для оптимальной работы ГО биосенсо�
ра на основе йодидного электрода: время жизни,
время отклика, оптимум рН, оптимальная темпе�
ратурa, оптимальный рабочий диапазон концен�
трации и влияние посторонних факторов. Кроме
того, было проведено исследование возможности
использования разработанного глюкозного био�
сенсора для определения уровня глюкозы в образ�
цах сыворотки крови человека.

ГО Глюкоза O H O  

Глюконовая кислота H O
2 2

2 2

1 2
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МЕТОДИКА

Реагенты и аппаратура. В работе использовали
глюкозооксидазу (ГО, EC 1.1.3.4) типа VII из As/
pergillus niger, молибдат натрия, глюкозу, йодид
натрия, мочевую кислоту, аскорбиновую кислоту,
CuSO4 ⋅ 5H2O, NaF, NaBr, FeCl3 ⋅ 6H2O фирмы
“Sigma” (США). Все остальные химические ве�
щества, используемые в работе, были аналитиче�
ской чистоты. Стандартные и буферные растворы
готовили на дистиллированной воде. Образцы
сыворотки крови были предоставлены биохими�
ческой лабораторией больницы Ибн�Сина Уни�
верситета Анкары (Турция).

Потенциометрические измерения и измерения
рН проводились рН�метром ORION 720A (“Aelec”,
США). Йодид�электрод (ORION 940011) был ис�
пользован для определения уменьшения количе�
ства ионов йодида в результате окисления. Значе�
ния потенциалов даны по отношению к Ag/AgCl
электроду (ORION 90�02). Измерения проводи�
лись в 25 мл стеклянной ячейке. В ходе всех экпе�
риментов использовали магнитную мешалку. Для
приготовления растворов использовали биди�
стиллированную воду.

Приготовление глюкозных биосенсоров. 250 мг
ГО (50 тыс. ед.) растворяли в 1 мл 0.1 М фосфат�
ного буфера (ФБ), рН 7.0. 100 мкл этого раствора
наносили на йодистый электрод и оставляли на
ночь. Поверхность электрода покрывали диа�
лизной мембраной. Приготовленный глюкозо�
оксидазный биосенсор помещали в 0.01 М NaI
на 2 ч (рис. 1).

Чувствительность ГО�биосенсора, приготов�
ленного указанным способом, определяли, изме�
ряя потенциал калибровочных растворов NaI в
пределах 10–1–10–6 M, pH 7.0. Чтобы оценить чув�
ствительность глюкозного биосенсора в отноше�
нии глюкозы, измерения проводили в калибро�
вочных растворах глюкозы в 0.1 М ФБ, рН 7.0, со�
держащих 10 мл дихлорметана, 5.0 мл 5%�ного
молибдата натрия и 2.5 мл 0.01 М йодида натрия.

Измерение ответа биосенсора. Измерение по�
тенциала для глюкозного биосенсора проводили
в стационарных условиях в 0.1 M фосфатном бу�
фере, рН 7.0, и Ag/AgCl�электродом в качестве
электрода сравнения. Биосенсор погружали на
глубину 1.5 см, раствор перемешивали магнитной
мешалкой. Значение pН определяли с помощью
комбинированного стеклянного рН�электрода
Orion. Все экспериментальные работы проводи�
лись при температуре 25 ± 1°С. Калибровочные
кривые получали путем построения графика на
основании измеренных потенциалов серии стан�
дартных растворов глюкозы относительно лога�
рифма концентрации глюкозы. 

Определения глюкозы в сыворотке крови. Об�
разцы сыворотки крови человека были отобраны
у больных сахарным диабетом. Уровень глюкозы

а

Йодид�селек�
тивный

Диализная

Глюкозный
сенсор

мембрана ГО

250 мг ГО, 0.1 М ФБ (1 мл, pH 7.0)

б
электрод

Рис. 1. Схема изготовления глюкозного биосенсора.
а – йодид�селективный датчик, б – глюкозный био�
сенсор, основанный на ГО и йодид�селективном
электроде.
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в диапазоне концентраций от 75–115 мг/л был
определен в образацх стандартным методом [27].
Глюкозный биосенсор помещали в 25 мл 0.1 М
фосфатного буфера, рН 7.0, содержащего 0.5 мл
сыворотки, после этого к раствору добавляли рас�
творы глюкозы. После каждого добавления изме�
ряли значение потенциала против растворов глю�
козы, взятых в различных концентрациях, и рас�
считывали уменьшение количества иодида
натрия. Концентрация глюкозы в сыворотке кро�
ви человека рассчитывалась в соответствии с ка�
либровочным графиком. Полученные результаты
были сопоставлены с данными анализов, прове�
денных в больнице Ибн Сина.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Функционирование разработанного глюкоз�
ного биосенсора основано на реакции окисления
глюкозы, катализируемой ГО, и превращения йо�
дида в йод, катализируемого молибдатом натрия.
Раствор глюкозы для калибровки содержал 10 мл
дихлорметана, 2.5 мл 0.1 М иодида натрия, рН 7.0,
и 5.0 мл 5%�ного молибдата натрия. Реакцион�
ную смесь доводили до 25 мл 0.1 М фосфатным
буфером с тем же значением рН.

После окисления глюкозы в стандартных ка�
либровочных растворах (10–1–10–6 М) с помощью
полученного глюкозного электрода, содержащего
ГО, образуется перекись водорода по реакции (1),
которая реагирует с йодидом на йодидном элек�
троде (реакция 2) в присутствии дихлорметана.
Образовавшийся иод при этом переходит в фазу
дихлорметана, а молибдат аммония катализирует
окисление иодида. В противном случае, образо�
вавшийся йод реагирует с йодидом в реакцион�
ной смеси с образованием трийодида (3).

(3)

Уменьшение количества йодид�иона определя�
ется с помощью йодидного электрода. Концентра�
ция глюкозы, таким образом, определяется опо�
средованно по уменьшению концентрации йодида,

I I I2 3.− −

+ →

который детектируется йодид�селективным био�
сенсором. 

Чувствительность глюкозного биосенсора по от<
ношению к йодиду и глюкозе. Для того, чтобы
определить отклик глюкозного биосенсора на йо�
дид�ионы и глюкозу, потенциометрические изме�
рения проводились с использованием стандарт�
ных растворов для каждого реагента.

Калибровочные кривые для глюкозного био�
сенсора, йодид�ионов и глюкозы показаны на
рис. 2 и 3. Чувствительность биосенсора к йодид�
ионам и глюкозе была высокой в диапазоне кон�
центраций 10–1–10–6 М и 10–2–10–4 М соответ�
ственно, что позволяет использовать этот тип
сенсора для определения глюкозы в биологических
жидкостях. Линейный диапазон отклика глюкоз�
ного биосенсора был в пределах 10–2–10–4 М и от�
вечал уравнению Нернста в пределах этого диа�
пазона концентарций глюкозы (рис. 3). Наклон
зависимости отклика биосенсора, выраженный
в мВ/[глюкоза], составлял 65.2 ± 0.2. 

Влияние концентрации буфера. Чтобы изучить
влияние концентрации буфера на отклик био�
сенсора и изменение наклона его линейного
участка были проведены измерения с 5 различ�
ными концентрациями ФБ, взятыми в диапазо�
не 0.05–0.15 М. На рис. 4а показана зависимость
изменения потенциала от концентрации глюко�
зы. Оптимальной концентрацией буфера, обес�
печивающей наибольший отклик, была принята
концентрация 0.05 М. 

Влияние рН. Влияние рН на отклик глюкозно�
го биосенсора исследовали в 0.05 М фосфатном
буфере, проводя измерение при 6 различных зна�
чениях рН в диапазоне 5.0–8.0. Было показано,
что величина отклика глюкозного биосенсора
увеличивалась при увеличении рН до 7.0 и снижа�
лось при рН выше 7.0 (рис. 4б). При значениях рН
7.0 ГО денатурируется из�за депротонирования в
активном центре. При значениях рН менее 7.0
фермент также может быть денатурирован и сле�
довательно иметь сниженную активность [27, 28].

0

–100

–200

–300

–400
0–1–3–5–8 –2–4–6–7

–log[I]

E, mV

Рис. 2. Отклик глюкозного электрода (E, mV) на йо�
дид в 0.01 М фосфатном буфере при рН 7.0.
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Рис. 3. Калибровочный график глюкозного электрода
в 0.01 М фосфатном буфере при рН 7.0.
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Уменьшение отклика биосенсора с увеличением
рН является общим свойством потенциометриче�
ских систем [27]. Таким образом, для всех измере�
ний в дальнейшем использовали значение рН 7.0,
как оптимальное. 

Влияние температуры. Влияние температуры
на отклик глюкозного биосенсора на основе йо�
дидного датчика изучали при концентрации глю�
козы 1.0 мМ и рН 7.0. Измерения проводили при
7 различных температурах от 10 до 50°С. Как вид�
но из рис. 5, значение потенциала биосенсора
увеличивалось с увеличением температуры до
25°С и снижалось при температуре выше 25°C,
по�видимому, из�за снижения активности ГО.
Активность фермента возрастала в определенных
пределах при увеличении температуры, поэтому
проведение экспериментов при оптимальной
температуре является очень важным. При этом
важно отметить, что высокая температура может
привести к тепловой инактивации фермента и
снижению концентрации O2 [29].

Коэффициент селективности. Соединения, ко�
торые могут оказывать влияния на показания
глюкозного биосенсора, можно разделить на две
группы: одна группа соединений мешает обнару�
жению йодид�иона, другая мешает протеканию
реакции с молибдатом натрия, поскольку он кон�
курирует с йодидом. К таким соединениям отно�
сятся аскорбиновая и мочевая кислоты, присут�
ствующие в некоторых биологических образцах.

Приготовленный глюкозный биосенсор те�
стировали на чувствительность к Fe+3, Cu+2 , F–,

Br–, Cl–, аскорбиновой и мочевой кислоте при
рН 7.0. Соединения, часто обнаруживаемые в
биологических жидкостях, реагируют с перокси�
дом водорода при том же потенциале, при кото�
ром проводятся потенциометрические измерения
биосенсором в растворе 1.0 мМ глюкозы, как бы�
ло показано Шринивасан и Рехнитц [30]. Были
получены значения их потенциалов и рассчитаны
коэффициенты селективности. Влияние Fe+3,
Cu+2 , F– и Br– на ответ глюкозного биосенсора
было незначительным, 10–5 М аскорбиновая кис�
лота не оказывала никакого эффекта. Мочевая
кислота нерастворима в фосфатном буфере при
рН 7.0, и ее влияние на биосенсор также не было
обнаружено. 

Влияние скорости перемешивания. Для изуче�
ния влияния скорости перемешивания на вели�
чину отклика глюкозного биосенсора измерения
проводили в 0.05 М фосфатном буфере, рН 7.0,
при 3 различных скоростях перемешивания –
100, 250 и 750 об/мин после достижения стабиль�
ного потенциала. Перемешивание в режиме 100 и
750 об/мин требовало больше времени для дости�
жения стабильного потенциала по сравнению с
250 об/мин, который в дальнейшем и был ис�
пользован. Снижение скорости перемешивания
до 100 об/мин не оказывало никакого влияния на
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Рис. 4. Влияние концентрации фосфатного буфера (а)
и рН (б) на чувствительность глюкозного биосенсора
на основе йодид�селективного элелектрода. 
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Рис. 5. Влияние температуры на отклик глюкозного
биосенсора на 1 мМ концентрацию глюкозы.
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Рис. 6. Время эффективной работы глюкозного био�
сенсор на основе йодид�селективного электрода при
хранении (4°С).
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величину сигнала, но увеличивало время отклика
биосенсора. Это можно объяснить более медлен�
ным протеканием ферментативной реакции при
низкой скорости перемешивания. При высокой
скорости перемешивания (750 об/мин) скорость
ферментативных реакций также уменьшалась из�
за возможного изменения конформации фермен�
та, что также приводило к снижению аналитиче�
ского сигнала. По указанным причинам скорость
перемешивания 250 об/мин была определена как
оптимальная.

Время отклика. Время отклика глюкозного
биосенсора определяли как время, необходимое
для достижения стабильного потенциала после
того, как биосенсор и электрод сравнения были
погружены в калибровочный раствор. Время от�
клика в наших измерениях составляло 1–2 мин.

Хранение глюкозного биосенсора. Срок хране�
ния глюкозного биосенсора при температуре 4°С
рассчитывали, определяя значения потенциала в
калибровочных растворах и строя калибровочные
кривые в течение одного месяца. Угол наклона ка�
либровочной кривой, выраженной в мВ/[глюкоза]
не изменялся в течение 10 дней, а затем постепен�
но снижался в течение 30 дней. Можно заключить,
что разработанный глюкозный биосенсор доста�
точно стабилен в течение месяца (рис. 6).

Воспроизводимость показаний глюкозного био<
сенсора. Биосенсор был протестирован на точ�
ность повторения получаемых результатов путем
воспроизведения калибровочной кривой пять раз
в течение одного дня и угла наклона калибровоч�
ного графика, представленного в мВ/[глюкоза].
Относительное стандартное отклонение полу�
ченных углов наклона оказалось менее 0.5% для
разработанных глюкозных биосенсоров.

Определение уровня глюкозы в образцaх сыво<
ротки крови человека с помошью глюкозного био<
сенсора. Уровень глюкозы в сыворотке крови чело�
века измеряли с помощью разработанного глюкоз�
ного биосенсора, полученное значение сравнивали
с результатами определения в больнице. Содержа�
ние глюкозы в двух различных образцaх крови при�
ведены в таблице.

Была показана высокая корреляция между
данными, полученными при измерении концен�

трации глюкозы в пределах 75–115 мг/л в сыво�
ротке крови человека с помощью разработанного
глюкозного биосенсора и йодидного электрода и
результами, полученными в больнице Ибн�Сина.
Такие соединения, как аскорбиновая и мочевая
кислота в образцах сыворотки крови человека не
оказывали влияния на измерение концентрации
глюкозы. 

Авторы выражают признательность за финан�
совую поддержку TUBITAK (проект № 106 Т 359).
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Potentiometric Glucose Determination in Human Serum Samples 
with Glucose Oxidase Biosensor Based on Iodide Electrode 

E. Karaku a, . Pekyardιmcιb, and E. Kiliçb

a Yildiz Technical University, 34240, Esenler, Istanbul, Turkey
b Ankara University, 06210, Ankara, Turkey

e�mail: karakus@yildiz.edu.tr
Received February 1, 2012

Abstract—Glucose potentiometric biosensor was prepared by immobilizing glucose oxidase on iodide�selec�
tive electrode. The hydrogen peroxide formed after the oxidation of glucose catalysed by glucose oxidase
(GOD) was oxidized by sodium molybdate (SMo) at iodide electrode in the presence of dichlorometane. The
glucose concentration was calculated from the decrease of iodide concentration determined by iodide�selec�
tive sensor. The sensitivity of glucose biosensor towards iodide ions and glucose was in the concentration
ranges of 1.0 × 10–1—1.0 × 10–6 M and 1.0 × 10–2—1.0 × 10–4 M, respectively. The characterization of pro�
posed glucose biosensor and glucose assay in human serum were also investigated.
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