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МЕНТА АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КАРБОФОСА 
 
Филиппова А. М., Воробьева О. В., Аванесян С. С. 
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Разработан способ получения биосенсорной тест-системы на основе природных полимеров с иммобили-
зованным ферментом ацетилхолинэстеразой. Представлены сравнительные характеристики удельной 
активности иммобилизованного фермента с растворимой формой, данные по изменению удельной ак-
тивности иммобилизованного ферментов в присутствии и отсутствии ингибитора карбофоса. Проведены 
исследования факторов, влияющих на чувствительность фермента и снижение его удельной активности 
при иммобилизации. Показано, что удельная активность иммобилизованного фермента уменьшается в 
присутствии ингибитора. Проведена апробация разработанной биосенсорной тест-системы на модельных 
системах. Полученная биосенсорная тест-система на основе иммобилизованного фермента ацетилхо-
линэстеразы легка в использовании и не обладает токсичным действием. Диапазон определяемых кон-
центраций карбофоса с помощью данной тест-системы составляет от 0,76×10-3 ммоль до 45×10-3 ммоль. 
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The way of reception of a biosensor test system on the basis of natural polymers with immobilized enzymeacetyl-
cholinesterase is developed. There are presented comparative characteristics of the specific activity of the immo-
bilized enzyme and that of the soluble one, the data showing the change of the specific activity of the immobilized 
enzyme with and without its inhibitor karbofos.Studies of the factors which influence the sensitivity of the en-
zyme and the reduction of its specific activity while being immobilized are carried out. It is shown that the specif-
ic activity of the immobilized enzyme is reduced with the inhibitor present. The developed biosensor test-system 
is evaluated on model systems. The received biosensor test-system on the basis of the immobilized enzyme acetyl-
cholinesterase is easy in use and non-toxic.The test system determines the karbofos concentrationsin the range 
from 0.76×10-3mmolto 45×10-3mmol. 
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Введение 

Для повышения урожайности в сельском хозяйстве часто используются разно-

образные инсектициды, обладающие высокой токсичностью и избирательным действием, 

значительная часть которых попадает в продукты растениеводства и животноводства. Для 

обеспечения безопасности населения необходимо контролировать остаточные микроколиче-

ства инсектицидов в продуктах питания, почве, воде. Одним из наиболее часто используе-

мых инсектицидов в агропромышленности является карбофос – высокотоксичный фосфо-

рорганический пестицид, хорошо проникающий через кожу. 

Одним из свойств токсического действия карбофоса является способность угнетать 

действие фермента ацетилхолинэстеразы. Это приводит к накоплению ацетилхолина, кото-

рый парализует проведение нервных импульсов в холинергических синапсах центральной 



2 

 

нервной системы, соматических нервных волокнах, синапсах двигательных нейронов, пара-

симпатических и некоторых симпатических нервных окончаниях. Таким образом, карбофос 

является ядом с действием, направленным на центральную и вегетативную нервные системы.  

На сегодняшний день важным направлением в аналитической химии является созда-

ние тест-систем, направленных на контроль окружающей среды. При этом важными пара-

метрами таких систем являются простота и удобство в применении, высокая чувствитель-

ность и надежность. Одним из перспективных методов анализа является ферментативный, с 

использованием иммобилизованных ферментов, что обусловлено высокой чувствительно-

стью, селективностью и мягкими условиями проведения анализа.  

В работе Стойковой Е. Е. изучен процесс стабилизации препаратов ферментов бути-

рил-холинэстеразы, микробиальной карбоксилэстеразы и щелочной фосфатазы путем вклю-

чения в водорастворимые полимерные пленки на основе η-фталилхитазана, β-декстрана и 

полиглюкина, с целью получения биосенсоров для анализа фосфорорганических инсектици-

дов, ионов тяжелых металлов, α-аминофосфонатов и гидразониевых солей диакилдитиофос-

фатов в различных экспериментальных условиях. При таком типе иммобилизации фермента-

тивная активность остается практически постоянной в течение полугода при использовании 

полиглюкина и декстрана и более года для фталилхитозана [4].  

Ковалев Г. Н., Яновский Ю. Г., Карнет Ю. Н., Снегирева Н. С. также провели иссле-

дования по использованию в качестве носителей пористых пленок из нитрата целлюлозы для 

создания биосенсоров на основе композиционных материалов [3]. 

Ильичева Н. Ю. и др. в своей работе изложили технологию получения биосенсора на 

основе бутирилхолинэстеразы, иммобилизованной в нитратцеллюлозную мембрану [2]. 

На сегодняшний день актуальной задачей является  иммобилизация ферментов в ком-

позиционные материалы на основе природных полимеров и разработка на их основе биосен-

сорных тест-систем для биохимического определения токсикантов в объектах внешней сре-

ды. 

Цель исследования: иммобилизация фермента ацетилхолинэстеразы в структуру 

композиционного материала с целью разработки биосенсорной тест-системы для обнаруже-

ния остаточных количеств карбофоса в объектах внешней среды. 

Материалы и методы исследования  

В работе использовали фермент ацетилхолинэстеразу (ацетилхолин-ацетилгидролазу 

КФ 3.1.1.7). Анализ определения фосфорорганических пестицидов основан на количествен-

ном определении уксусной кислоты (УК), образующейся изацетилхолинхлорида в фермента-

тивной реакции, катализируемой ацетилхолинэстеразой, с ингибированием карбофосом. Ук-
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сусная кислота сдвигает pH инкубационной смеси в кислую область, что выявляется с помо-

щью индикатора и количественно определяется колориметрическим методом.  

Для анализа активности растворимого и иммобилизованного фермента ацетилхо-

линэстеразы была доработана методика с использованием в качестве субстрата ацетилхолин 

хлорида [5]. Суть методики состоит в следующем: к 0,1 мл раствора фермента ацетилхо-

линэстеразы (15 мг в 10 мл дистиллированной воды) добавляли 2 мл буферного раствора (рН 

8,4) и термостатировали 30 минут при 37 ℃. Параллельно термостатировали 2 %-ый водный 

раствор ацетилхолин хлорида, используемого в качестве субстрата. Для постановки фермен-

тативной реакции к анализируемому раствору ацетилхолинэстеразы добавляли 0,5 мл 2 %-

ого водного раствора ацетилхолин хлорида, смесь инкубировали в течение 30 минут при 

температуре 37 ℃. Ферментативную реакцию останавливали, добавляя по 0,2 мл 1%-ого 

водного раствора карбофоса. В качестве опытной пробы использовали смесь, в состав кото-

рой ингибитор вносили перед термостатированием. По окончании реакции в каждую пробу 

вносили по 2,1 мл дистиллированной воды и по 0,3 мл индикатора фенолового красного (0,02 

%-ый водный раствор). Выделившееся количество уксусной кислоты оценивали по малино-

вой окраске на ФЭК–КФК-2 при длине волны 540 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. Ко-

личество выделившейся кислоты определяли по разности экстинкции контрольной и опыт-

ной пробы с учетом калибровочной кривой в координатах оптическая плотность / количество 

кислоты (мг). 

Активность рассчитывали по формуле: 

� = 	
����×�УК

�фермента
  , мг УК/г фермента ,      (1) 

где mУК – масса уксусной кислоты, мг; 

mфермента – масса фермента, мг; 1000 – единица перевода мг в г.  

Композиционные материалы формовали методом свободного растекания на гладкую 

стеклянную поверхность желаемой формы толщиной 2–3 мм с испарением растворителя в 

течение 36–48 часов при температуре 20–24 ℃. Способ получения композиций изложен в ра-

боте Андрусенко С. Ф. и др. [1].  

Для иммобилизации ацетилхолинэстеразы в структуру композиционного материала  

использовали 0,15 %-ый водный раствор фермента. Фермент вводили в раствор компонен-

тов, входящих в состав композиции,  в объеме 0,1 мл. 

Результаты исследования и их обсуждение  

Для построения биосенсорных тест-систем необходимо учесть все факторы, влияю-

щие на активность фермента. Для объективного анализа влияния рН, температуры, времени 

ферментативной реакции, времени ингибирования, соотношения количества фермента, ко-



4 

 

личества субстрата на ферментативную активность использовали 2 %-ый раствор карбофоса, 

при этом фермент ацетилхолинэстераза сохраняет 21 % удельной активности.  

Исследуемые пробы для фермента, иммобилизованного в композиционные материа-

лы, имели состав: 1 мл раствора композиции (0,049 г пленки содержащей 0,6 мг фермента, 

растворяли в 4 мл дистиллированной воды); 1 мл буферного раствора с рН=8,4; 1,4 мл ди-

стиллированной воды. Полученные образцы термостатировали 30 минут при 37 ℃. В кон-

трольную пробу ингибитор добавляли после термостатирования. Пробы колориметрировали 

на ФЭК-КФК-2 с зеленым светофильтром при длине волны 540 нм в кюветах с толщиной 

слоя 10 мм. Полученные данные представлены в таблице 1. 

Таблица 1. Оптимизация факторов и анализ активности растворимого и иммобилизованного 

фермента ацетилхолинэстеразы 

Наименование  
показателя 

Фермент, иммобилизованный в 
композиционный материал 

Фермент без 
носителя 

Удельная активность, 
ммоль уксусной кислоты/г фермента 

43,1 44,7 

Сохранение удельной активности при 
иммобилизации, % 

95-98 100 

Сохранение активности во времени 
(через 3 месяца), %  

75 8,4 

рН 8,4 8,4 
Температура, ℃ 37 37 
Время анализа, мин 60 60 

 

Были проведены исследования по выявлению оптимального содержания фермента в 

составе тест-системы в присутствии и отсутствии ингибитора. С этой целью были использо-

ваны иммобилизованный фермент ацетилхолинэстераза в количествах 0,01; 0,05; 0,10; 0,15; 

0,20; 0,25 и 0,30 мг. Полученные данные свидетельствуют о том, что количество фермента 

0,2 мг соответствует оптимуму разности удельной активности ацетилхолинэстеразы без ин-

гибирования и с ингибированием при определении карбофоса (рисунок 1). 
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Рисунок 1.  Влияние количества фермента на удельную активность  

иммобилизованного фермента ацетилхолинэстеразы 

Апробацию разработанных биосенсорных тест-систем проводили на модельных си-

стемах, которые представляли собой почву с внесенными количествами карбофоса: 0,76×10-3 

ммоль; 3,8×10-3 ммоль; 8,5×10-3 ммоль; 15×10-3 ммоль; 30×10-3 ммоль; 45×10-3 ммоль. 

Анализ проводили в следующей последовательности. Образцы почвы массой 5 г, 

предварительно обработанные раствором карбофоса, помещали в коническую колбу V=250 

мл и заливали 20 мл дистиллированной воды. Колбу с суспензией встряхивали на аппарате 

для встряхивания с частотой 50 Гц в течение 60 минут. После декантации отбирали аликвоту 

(V = 2,6 мл) для анализа. В каждую исследуемую аликвоту помещали тест-систему, содер-

жащую фермент в количестве 0,2 мг и индикатор в количестве 0,02 мг (масса композиции 37 

мг). Далее смесь термостатировали 30 минут при 37 ℃. После термостатирования прибавля-

ли 2 %-ый раствор субстрата в объеме 0,5 мл, 2 мл буферного раствора (рН = 8,4), смесь сно-

ва термостатировали 30 минут при 37 ℃. По истечении времени фиксировали изменение 

окраски исследуемого раствора на ФЭК-КФК-2. 

Полученные данные представлены на рисунках 2, 3. 
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Рисунок 2.  Влияние количества карбофоса на растворимый фермент  

ацетилхолинэстераза 

 

Рисунок 3. Влияние количества карбофоса на иммобилизованный фермент  

ацетилхолинэстераза 

Из полученных данных видно, что при иммобилизации фермент ацетилхолинэстераза 

сохраняет 95–98 % удельной активности. Количество карбофоса равное 0,76×10-3 ммоль 

снижает удельную активность растворимого и иммобилизованного фермента ацетилхо-

линэстеразы на 21,4 %- и 20,8%  соответственно. Дальнейшее увеличение количества инсек-

тицида с 0,76×10-3 до 45×10-3 ммоль полностью угнетает действие фермента. Таким образом, 
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чувствительность определения концентрации инсектицида карбофоса лежит в диапазоне от 

0,76×10-3 до 45,0×10-3ммоль для разработанной тест-системы следующего состава: компози-

ционный материал (m = 37 мг), содержащий фермент ацетилхолинэстеразу (m = 0,2 мг) и ин-

дикатор феноловый красный (m = 0,02 мг) в исследуемой пробе V = 2,6 мл. 

Заключение 

Процесс построения биосенсорной тест-системы для обнаружения карбофоса предпо-

лагал разработку и оптимизацию метода иммобилизации фермента ацетилхолинэстеразы в 

высокомолекулярные композиционные материалы. Для определения активности раствори-

мого и иммобилизованного фермента был разработан метод, где в качестве субстрата ис-

пользовали ацетилхолин хлорид. Оптимизированы параметры, при которых разность удель-

ной активности в контрольной и опытной пробах максимальна: количество фермента аце-

тилхолинэстеразы – 0,2 мг; количество субстрата ацетилхолин хлорида – 0,055 ммоль; рН 

буферного раствора – 8,4; температура – 37 ℃; время ингибирования – 30 минут; время по-

становки ферментативной реакции – 30 минут. Сохранение удельной активности иммобили-

зованного фермента составило 95–98 %.  

На основе полученных композиций разработана биосенсорная тест-система для де-

текции остаточных количеств карбофоса в объектах окружающей среды. Диапазон определя-

емых концентраций карбофоса составляет от 0,76×10-3 ммоль до 45×10-3 ммоль. Минималь-

ное определяемое количество карбофоса (0,76×10-3 ммоль) снижает удельную активность 

растворимого и иммобилизованного фермента на 21,4 и 20,8 % соответственно. 

 

Список литературы 

 

1. Андрусенко С. Ф., Аванесян С. С., Воробьева О. В., Иванова А. М., Волосова Е. В., Ка-

данова А. А., Филь А. А. Пленка для «авоськи» // Экология и жизнь. – 2009. – № 10. – С. 30–

32. 

2. Ильичева Н. Ю., Бейлинсон Р. М., Медянцева Э. П., Будников Г. К., Ванягина О. Н. Хо-

линэстеразные биосенсоры для определения гербицида пропанила  // Вестник Московского 

университета. Сер. 2. Химия. – 2002. – Т. 43. – № 6. – С. 409–413. 

3. Ковалев Г. Н., Яновский Ю. Г., Карнет Ю. Н., Снегирева Н. С. Адсорбция альбумина на 

матрице пористой пленки – заключительная стадия в технологической механике носителей 

для биосенсоров // Механика композиционных материалов и конструкций. – 2006. – Т. 12. –

№ 4. – С. 471–483. 



8 

 

4. Стойкова Е. Е. Экспресс-определение загрязнителей окружающей среды с помощью 

ферментативных колориметрических тестов: автореф.  дис. ... канд. хим. наук: 02.00.02. – Ка-

зань, 1997. 

5. Филиппович Ю. Б., Егорова Т. А., Севастьянова Г. А. Практикум по общей химии: уч. 

пособия для студентов хим. спец. пед. институтов. – М.: Просвещение, 1982. – 311 с. 

 

Рецензенты: 

Орлова Ирина Георгиевна, доктор биологических наук, старший научный сотрудник по спе-

циальности, профессор кафедры медицинской биохимии, клинической лабораторной диагно-

стики и фармации ФГАОУ ВПО «Северо-Кавказский федеральный университет», г. Ставро-

поль. 

Лодыгин  Алексей Дмитриевич, доктор технических наук, доцент, заведующий кафедрой 

прикладной биотехнологии ФГАОУ ВПО «Северо-Кавказский федеральный университет»,  

г. Ставрополь. 

 

 

 


