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АКТУАЛЬНІСТЬ ТЕМИ

В умовах ринкової економіки швидкий та якісний аналіз харчових продуктів та напоїв набуває особливого значення через загальні зусилля по досягненню їх високої якості та конкурентоспроможності як на внутрішньому ринку, так і за межами України. Найгостріше ця потреба оцінювання якості сільськогосподарської сировини та харчових продуктів постала у зв’язку з намаганнями України інтегруватися до Європейського Союзу та розширити ринки збуту своєї сировини та готової продукції.
Вміст певних речовин у харчових продуктах і напоях може слугувати індикатором їх свіжості, якості та правильності технології виробництва, а перевищення концентрацій деяких з них повинне чітко контролюватися, оскільки є токсичним для людини. Особливо важливе значення у харчовій промисловості має визначення вмісту спиртів, вуглеводів та органічних кислот.
Етанол, гліцерин, глюкоза та лактат належать до найважливіших компонентів вина, концентрація яких впливає на якість, смак та аромат алкогольних напоїв. Комплексне дослідження перетворень цих речовин у виноградному соку та суслі дозволяє виробникові контролювати різні стадії алкогольного бродіння і за необхідності втручатися у нього для попередження незворотних помилок процесу та отримання напою з кращими органолептичними характеристиками.

Контроль вмісту етанолу у винах та інших алкогольних напоях є обов’язковим на всіх стадіях виноробства у зв’язку з особливостями його фізіологічної дії на організм людини. Також підвищення концентрації етанолу у суслі негативно впливає на ріст і розвиток дріжджових культур під час ферментації. Гліцерин позитивно впливає на смак столових вин, надаючи їм маслянистості, солодкості та м’якості. Крім того, його вихід є постійним: 6 – 12 г на 100 г етанолу, що утворюється у процесі бродіння. Тому, підрахувавши очікувану кількість гліцерину та зробивши аналіз його фактичної наявності, можна судити про натуральність походження вина. Аналіз глюкози у виноробстві також має велике практичне значення, адже вона є джерелом вуглецю для дріжджів, які здійснюють ферментацію виноматеріалу, і субстратом, що лімітує їх ріст. Також кількість збродженої під час ферментації глюкози визначає вміст етанолу у вині, а концентрація залишкової, незбродженої глюкози істотно впливає на смак вина, надаючи йому солодкості. Контроль вмісту молочної кислоти – лактату – є обов’язковим при виробництві напоїв високої якості, оскільки даний параметр не лише визначає якість і особливий аромат вина, але й дозволяє контролювати процес ферментації. До того ж, від концентрації лактату залежить стабільність вин при зберіганні.

Організація належного контролю вмісту моно- та дисахаридів також є важливим завданням у різних галузях харчової промисловості, оскільки наявність та концентрація цих речовин у напоях та продуктах харчування є важливим показником їхньої якості. Велике значення відіграє аналіз мальтози, вміст якої в мальтозній патоці визначає якість кінцевого продукту виробництва, зокрема пива та квасу. У молочному виробництві важливим показником якості молочних продуктів є вміст іншого дисахариду – лактози. А вміст сахарози в цукровому буряку є одним із показників, що визначає ефективність технологічного виробництва цукру на всіх його етапах - від вирощування буряка, збереження та до повної його переробки.

Аналіз формальдегіду у зразках морепродуктів є одним із основних критеріїв їх сертифікації, а присутність цього аналіту в інших зразках харчових продуктів та напоях є чітким свідченням екологічного забруднення вихідної сировини.
Отже, необхідність розробки ефективних та надійних інструментів для визначення вмісту саме даних речовин – етанолу, гліцерину, формальдегіду, лактату, глюкози, сахарози, мальтози та лактози – обумовлена практичними потребами сучасної харчової промисловості.

Основними недоліками традиційних методів аналізу, які застосовуються для контролю якості харчових продуктів, є недостатні селективність та чутливість, потреба у дорогому та/або громіздкому обладнанні і висококваліфікованому персоналі, значна складність аналітичної процедури та тривалість визначення. Застосування ферментних біосенсорів стає альтернативою традиційним аналітичним методам і є одним з найперспективніших шляхів розв’язання проблем, пов’язаних із швидким, економічним і достовірним визначенням компонентів у таких комплексних сумішах, як напої та харчові продукти. До того ж, аналітичні системи на основі біосенсорів є мобільними, здатними до автоматизації та адаптації до потреб і фінансових умов великих і малих сільськогосподарських підприємств, зацікавлених у використанні недорогих і надійних приладів. Тому недивно, що останніми роками набуває все більшої актуальності розробка біосенсорів для аналізу якості продуктів у харчовій промисловості. І сьогодні є актуальними питання пошуку та розробки нових ферментативних систем, їх введення у склад біосенсорів та їх адаптації для селективного визначення речовин у продуктах харчування.

У світі вже було розроблено низку лабораторних прототипів біосенсорів для здійснення аналізів спиртів, вуглеводів та органічних кислот у харчовій промисловості. Але більшість з них призначено для визначення одиничних субстратів у модельних умовах і не завжди враховує особливості роботи безпосередньо з такими складними багатокомпонентними системами, як харчові продукти та напої. Недоліками існуючих біосенсорів є низькі селективність і стабільність, а саме ці параметри є ключовими при виборі інструменту для здійснення аналізів у харчовій промисловості. Крім того, часто розроблені лабораторні прототипи добре працюють у модельних розчинах, однак при переході до аналізу реальних зразків виникають труднощі, які ускладнюють, а іноді й унеможливлюють роботу створених систем.

Відповідно, розробка та створення ферментних біосенсорів для визначення основних компонентів харчових продуктів, а також дослідження та оптимізація їх робочих характеристик є актуальним і перспективним завданням. Не менш важливою є розробка та відпрацювання ефективної методики проведення аналізів речовин за допомогою біосенсорів. Розв’язанню саме цих питань і було присвячено дану роботу.

Метою даного циклу робіт була розробка ензиматичних та біосенсорних підходів, призначених для кількісного аналізу спиртів, альдегідів, вуглеводів та органічних кислот, а також їх оптимізація для можливості проведення аналізів у харчовій промисловості.

ОСНОВНІ РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ

У циклі робіт було вперше розроблено низку біосенсорних та ензиматичних методів кількісного визначення ключових речовин у харчовій промисловості, всебічно досліджено їх аналітичні характеристики та успішно проведено їх апробацію при аналізі реальних зразків харчових продуктів та напоїв.

Авторами вперше розроблено нові ензиматичні методи для визначення лактату та формальдегіду на основі ферментів із рекомбінантних надпродуцентів флавоцитохрому b2 та формальдегіддегідрогенази, які характеризуються високою чутливістю, селективністю та простотою процедури проведення аналізу у порівнянні із відомими аналогами. Розроблені методи було застосовано для аналізу вмісту формальдегіду у морських продуктах та лактату у напоях та кетчупі, отримані результати добре відповідали даним загальноприйнятих методів аналізу.
Авторами сконструйовано нові бі-ензимні амперометричні біосенсори для аналізу етанолу, метанолу та формальдегіду на основі пероксидази хрону та алкогольоксидази зі штаму H. polymorpha К-105 (gcr1 catX), а також алкогольоксидази, виділеної з мутантного штаму H. polymorpha СА2. Завдяки використанню оригінальної сендвіч-архітектури біоселективного шару сенсор характеризувався високою операційною стабільністю та стабільністю при зберіганні. Крім того, сконструйовано формальдегід-селективний амперометричний ферментний та мікробний біосенсори на основі очищеної глутатіон- і НАД+-залежної формальдегіддегідрогенази та клітин дріжджів-надпродуценів цього ферменту. За допомогою створених біосенсорів було успішно проведено визначення вмісту етанолу у вині та формальдегіду у напоях та морських продуктах.
У ході роботи досліджено різні препарати ферменту гліцеролоксидази з цвільового гриба Botrytis allii та різні методи його іммобілізації на поверхню електрода SensLab. Вперше розроблено амперометричний біосенсор для аналізу гліцерину на основі гліцеролоксидази, іммобілізованої шляхом електрохімічної полімеризації у полімері ПЕДТ. Очевидними перевагами даного гліцеринового біосенсора у порівнянні зі створеними на основі інших ферментів аналогами є широкий лінійний діапазон роботи та більш проста процедура проведення аналізу, що не потребує внесення в електрохімічну комірку екзогенного кофактора та медіатора.

Авторами створено ферментні амперометричні біосенсори для аналізу етанолу, глюкози та лактату на основі іммобілізованих оксидаз та електродів SensLab. Вони володіють широкими лінійними діапазонами роботи, що дозволяє їх використання для аналізу вин різних типів з широким варіюванням концентрації компонентів. Вперше всебічно досліджено селективність амперометричних біосенсорів на основі оксидаз і електродів SensLab. Показано, що розроблені етанольний, лактатний і глюкозний біосенсори мають достатню для здійснення аналізів вина селективність, а селективність гліцеринового біосенсора має бути в подальшому оптимізована.

Авторами вперше було показано принципову можливість використання флавоцитохрому b2  для розробки амперометричного біосенсора для визначення лактату. Встановлено, що стабільність лактатного біосенсора на основі флавоцитохрому b2, який можна застосовувати для аналізу протягом принаймні 100 діб, значно перевищує стабільність лактатного сенсора на основі лактатоксидази. У роботі вперше було досліджено ефективність застосування наноструктурних цеолітів різних типів для оптимізації робочих характеристик глюкозного амперометричного біосенсора на основі електрода SensLab та іммобілізованої глюкозооксидази. Показано, що введення у чутливу мембрану цеолітів дозволяє знизити границю визначення глюкозного біосенсора та суттєво покращити його селективність та стабільність при зберіганні.

Вперше було відпрацьовано методику визначення концентрації етанолу, глюкози та лактату у вині за допомогою амперометричних біосенсорів, встановлено оптимальний ступінь розведення проб вина при аналізі. З метою дослідження ефективності застосування розроблених біосенсорів у виноробстві за їх допомогою проведено кількісне визначення компонентів виноградного вина і сусла різних типів. Отримані за допомогою біосенсорів результати демонстрували високу кореляцію із даними традиційних методів аналізу вина.

Авторами вперше розроблено кондуктометричні ферментні біосенсори для визначення сахарози, мальтози та лактози, а також продовжено дослідження роботи ферментного кондуктометричного глюкозного біосенсора. В ході роботи було всебічно досліджено аналітичні характеристики розроблених біосенсорів, оптимізовано склад біоселективних мембран кондуктометричних біосенсорів для визначення сахаридів та умови іммобілізації ферментів на поверхні перетворювачів. Час визначення сахаридів в розчині за допомогою кондуктометричних біосенсорів складав 1-2 хв, лінійний діапазон роботи біосенсорів спостерігався в межах до 1-3 мМ субстрату в залежності від методу іммобілізації, концентрації ферментів в складі біоселективної мембрани тощо. Найменша границя визначення субстрату була від 0,001 мМ і більше в залежності від активності біоселективних мембран та умов вимірювання.
Досліджено вплив параметрів робочого розчину (рН, іонна сила, буферна ємність) на роботу кондуктометричних біосенсорів, підібрано оптимальні умови роботи усіх кондуктометричних біосенсорів для визначення вуглеводів. 10 мМ фосфатний буферний розчин, рН 6,0 виявився найбільш оптимальним для роботи всіх біосенсорів. Проведено дослідження впливу різних умов зберігання на роботу розроблених біосенсорів. Стабільність біосенсорів під час зберігання їх за температури +4°С або -5°С в сухих умовах виявилась найкращою. Протягом місяця зберігання за температури +4°С в сухих умовах величина відгуків всіх біосенсорів, окрім мальтозного, впала не більше ніж на 15% порівняно із початковим значенням. Розроблені кондуктометричні ферментні біосенсори характеризувалися високою селективністю, операційною стабільністю та відтворюваністю сигналів. Стандартне відносне відхилення становило не більше 10 %.
Відпрацьовано методику аналізу сахарози і глюкози в реальних зразках за допомогою кондуктометричних ферментних біосенсорів. Запропоновано формули перерахунку даних для біосенсорів з різними аналітичними характеристиками для аналізу реальних зразків. Проведено аналіз вмісту сахарози та глюкози в зразках солодких напоїв та соків за допомогою біосенсорів, показано задовільну кореляцію результатів з даними високоефективної рідинної хроматографії. Проведено аналіз вмісту сахарози та глюкози в різних зразках гомогенату цукрового буряка. Результати аналізу мають задовільну кореляцію з даними, отриманими поляриметричним методом. Також було успішно апробовано біосенсори для визначення сахарози, мальтози, лактози та глюкози в режимі одночасного визначення сахаридів на портативному приладі.
ВИСНОВКИ

У результаті проведеного комплексу експериментальних досліджень розроблено низку електрохімічних ферментних та клітинних біосенсорів, а також ензиматичні підходи для аналізу компонентів харчових продуктів, і оптимізовано їх аналітичні характеристики, що є актуальним у харчовій промисловості при контролі процесу виробництва та якості кінцевої продукції.

1. Вперше розроблено нові ензиматичні методи для визначення лактату та формальдегіду на основі ферментів із рекомбінантних надпродуцентів флавоцитохрому b2 та формальдегіддегідрогенази. Розроблені ензиматичні методи характеризуються високою чутливістю, селективністю та простотою процедури проведення аналізу у порівнянні із відомими аналогами.
2. Сконструйовано новітній L-лактат-селективний біосенсор на основі флавоцитохрому b2 із термотолерантних дріжджів Hansenula polymorpha. Вперше показано можливість прямого переносу електронів із відновленого флавоцитохрому b2 на поверхню графітового електроду, що відкриває широкі перспективи його використання при створенні лактат-селективних амперометричних біосенсорів третього покоління. Сконструйовано мікробний біосенсор з використанням в якості біорозпізнаючого матеріалу пермеабілізованих клітин рекомбінантного надпродуцента флавоцитохрому b2  H. polymorpha ”tr1”, що характеризувався високою селективністю та стабільністю.
3. Розроблено нові бі-ензимні амперометричні біосенсори для аналізу етанолу, метанолу та формальдегіду на основі пероксидази хрону та алкогольоксидази зі штаму H. polymorpha К-105 (gcr1 catX), а також алкогольоксидази зі зниженою афінністю до субстратів, виділеної з мутантного штаму H. polymorpha СА2. Досліджено основні кінетичні параметри розроблених сенсорів; біосенсори на основі мутантної алкогольоксидази характеризувались підвищенням КМ до субстратів у чотири рази в порівнянні із алкогольоксидазою вихідного штаму та мали високу операційну стабільність і стабільність при зберіганні.
4. Сконструйовано формальдегід-селективний амперометричний ферментний та мікробний біосенсор на основі очищеної глутатіон- і НАД+-залежної формальдегіддегідрогенази та клітин дріжджів-надпродуценів цього ферменту, з використанням вільнодифундуючих медіаторів та синтетичних осмій-вмісних редокс-полімерів.

5. Вперше сконструйовано прототип амперометричного біосенсора для визначення гліцерину на основі іммобілізованої гліцеролоксидази з цвільового гриба Botrytis allii і всебічно досліджено його робочі характеристики. Розроблено нові амперометричні біосенсори для кількісного визначення етанолу, глюкози та лактату на основі іммобілізованих алкогольоксидази, глюкозооксидази і лактатоксидази відповідно, оптимізовано їх аналітичні характеристики. Відпрацьовано методику аналізу вина за допомогою ферментних амперометричних біосенсорів. Застосовуючи розроблені біосенсори, проведено визначення ключових складових у 23 сортах вина різного типу та суслі. Показано високу кореляцію отриманих результатів із даними традиційних методів аналізу (R=0,999 для аналізу глюкози, R=0,989 для аналізу лактату, R=0,975 для аналізу етанолу).
6. Вперше розроблено ферментні кондуктометричні біосенсори для визначення сахарози, мальтози, лактози та глюкози, створено відповідні лабораторні прототипи та проведено їхню оптимізацію для аналізу реальних зразків. Всебічно досліджено аналітичні характеристики розроблених біосенсорів, проаналізовано вплив параметрів робочого буферу (значення рН, іонна сила, буферна ємність) на роботу кондуктометричних біосенсорів та вивчено вплив різних умов зберігання на їх функціонування. Відпрацьовано методики аналізу сахаридів у реальних зразках за допомогою розроблених кондуктометричних біосенсорів та проведено аналіз вмісту сахарози та глюкози у зразках солодких напоїв, соків та гомогенаті цукрового буряка. Результати аналізу задовільно корелюють із даними, отриманими традиційними методами.
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