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Иммобилизация ферментов и различных био-
логических рецепторов на поверхности является 
важнейшим шагом в процессе разработки биосен-
соров. Во всех случаях ставится задача покрыть 
поверхность целевыми молекулами с максималь-
ной плотностью при сохранении их активности. К 
сожалению, при иммобилизации белков на твер-
дом носителе возможны изменения структуры, 
приводящие к потере функциональности и ста-
бильности белка. Для создания белковых пленок 
на поверхности разработано большое число под-
ходов, как физических, так и химических. Подхо-
ды, используемые для иммобилизации ферментов, 
можно условно разделить на четыре группы: 
физическая сорбция, ковалентное связывание, 
биоафинное связывание и включение в поли-
мерную сетку [1, 2]. Методы ковалентной моди-
фикации наиболее популярны благодаря их вы-
сокой специфичности, стабильности и быстроте 
[3]. Кроме того, ковалентная иммобилизация фер-

ментов позволяет получить более высокий выход 
по активности иммобилизованного фермента [4].

Успех разработки методики иммобилизации за-
висит от типа носителя и свойств фермента. Мы 
разработали биосенсор для детекции взрывчатых 
веществ, использующий ион-чувствительный по-
левой транзистор (ion-sensitive fi eld effect transis-
tor, ISFET [5]) в качестве преобразователя сигна-
ла и фермент нитроредуктазу из E. coli в качестве 
рецепторного слоя. ISFET представляет собой 
полевой транзистор, в котором в качестве затво-
ра выступает раствор электролита. Транзистор 
детектирует любые изменения, связанные с изме-
нением потенциала на границе раздела фаз под-
затворный диэлектрик – электролит. При созда-
нии на поверхности подзатворного диэлектрика 
ISFET рецепторного слоя нитроредуктазы отклик 
транзистора становится избирательным к реак-
циям, катализируемым этим ферментом. Нитро-
редуктаза из E. coli катализирует восстановление 
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нитроароматических взрывчатых соединений при 
сопряженном окислении NADPH до NADP+. Та-
ким образом, полученный биосенсор становится 
селективен и высокочувствителен к взрывчатым 
соединениям. В данной статье описан один из важ-
нейших этапов создания биосенсора – разработка и 
оптимизация процесса иммобилизации фермента.

Чувствительная поверхность ISFET представля-
ет собой тонкий слой оксида кремния. В нашем слу-
чае ковалентная иммобилизация на поверхности 
является наилучшим выбором в первую очередь 
исходя из соображений простоты процесса. Кро-
ме того, в результате ковалентной иммобилизации 
молекулы фермента находятся максимально близко 
к поверхности сенсора, что обеспечивает его мак-
симальную чувствительность [5]. Для поверхности 
оксида кремния самым популярным методом кова-
лентной модификации является подход с исполь-
зованием самособирающихся монослоев силанов 
[6]. Характерной особенностью поверхности SiO2 
является наличие свободных гидроксильных групп. 
Молекулы силанов взаимодействуют с этими реак-
ционно-способными ОН-группами. Самособираю-
щиеся молекулы силанов обычно содержат три ос-
новные части: головную группу, алкильную цепь и 
хвостовую группу. Головная группа (например, три-
этокси-, триметокси- или трихлорсилан) реагирует 
с гидроксогруппами поверхности оксида кремния, 
образуя устойчивую пленку на поверхности. Длина 
алкильной цепи влияет на устойчивость пленки в 
целом. Функциональная хвостовая группа прида-
ет полученной пленке требуемые химические или 
физические свойства. Получающиеся в результате 
самосборки пленки силанов отличаются высокой 
химической и физической стабильностью [7]. Пре-
имущества такого подхода заключаются в однород-
ности получаемого слоя фермента, сниженного ри-
ска денатурации белковых молекул и возможности 
встраивания в пленку агентов, предотвращающих 
обрастание микроорганизмами, в частности поли-
этиленгликоля [2].

Полученный слой функциональных групп мож-
но использовать для последующей ковалентной им-
мобилизации ферментов. Обычно для этого исполь-
зуют сшивающие агенты – линкеры, которые одним 
своим концом взаимодействуют с функциональ-
ными группами на поверхности пленки силана, а 
другим – с молекулами белка, пришивая их к по-
верхности. Выбор функциональной группы силана 
и линкера диктуется выбором групп на поверхно-
сти белка, через которые обеспечивают оптималь-
ное проведение иммобилизации. Для ковалентной 
иммобилизации ферментов в качестве связующих 
используют ε-аминогруппу лизина или тиольную 

группу остатка цистеина. Анализ первичной по-
следовательности и трехмерной структуры нитро-
редуктазы из E. coli, доступной в базе данных PDB 
(PDB accession number 1YLR [8]), показал, что в ее 
аминокислотной последовательности встречают-
ся 19 остатков лизина и только 1 – цистеина. Со-
ответственно выбор был сделан в пользу методик 
модификации остатков лизина. Остатки лизина рас-
пределены по поверхности молекулы фермента не-
равномерно, и бóльшая их часть расположена бли-
же к активному центру. В ходе разработки методики 
функционализации поверхности оксида кремния 
нитроредуктазой из E. coli проведено сравнение 
двух типов линкеров – асимметричных линкеров с 
разными функциональными группами на концах и 
популярного симметричного линкера глутарового 
альдегида. 

Экспериментальная часть

Материалы. Для проведения эксперимен-
та мы использовали реактивы фирмы «Sigma 
Aldrich» (США): 

рекомбинантная нитроредуктаза из E. coli K12 
(90% чистоты); 

гидрат   тетра-натриевой соли восстановленной 
формы β-никотинамидадениндинуклеотид 2´-фос-
фата (NADPH, molecular biology grade); 

NaH2PO4·2H2O («ч.д.а.»); 
раствор фосфорной кислоты («ч.д.а.»), (3-ами-

нопропил)триэтоксисилан (APTES, «х.ч.»);
(3-меркаптопропил)триметоксисилан (MPTES, 

«х.ч.») и триметоксипропилсилан (TMPS, «х.ч.»); 
N-гидроксисукцинимидный эфир 3-малеими-

добензойной кислоты (MBS, «ч.д.а.»); 
N-гидроксисукцинимидил-4-(4-малеимидо-

фенил)-бутират (SMBP, «ч.д.а.»), 1,3-динитро-
бензол («ч.д.а.»). 

Кроме того, использовали глутаровый альде-
гид («ч.д.а.», «Merck», США), метанол и этанол 
(«х.ч.», «Химмед», Россия); ВЭЖХ-стандарт 
2,4,6-тринитротолуола (TNT, «AccuStandard», 
США).

3-аминопропилсилатран (APS) был синтезиро-
ван согласно описанной ранее методике [9].

Спектрофотометрия. Измерение активности 
свободной нитроредуктазы проводили на микро-
планшетном спектрофлуориметре «Tecan Infi nite 
M200», используя микропланшеты «Greiner Bio 
One 655001». Реакцию проводили в 50 мМ натрий-
фосфатном буфере с рН 7,1. Реакционная смесь 
содержала 0,5 мМ NADPH, 0,15 мМ 1,3-динитро-
бензола, нитроредуктазу из E. coli в концентрации 
от 1 до 4 мкг/мл. Общий объем смеси в ячейке со-
ставлял 280 мкл, что соответствует длине оптиче-
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ского пути 0,8 см. Кинетические измерения прово-
дили при 30°С в течение 30–45 мин, измеряя по-
глощение реакционной смеси в ходе реакции (дли-
на волны 340 нм). При расчетах значений скорости 
реакции использовали коэффициент молярного 
поглощения NADPH, равный 6220 М–1·см–1

 [10]. 
При измерении активности нитроредуктазы 

из E. coli, иммобилизованной на тестовых слай-
дах оксида кремния, измеряли падение поглоще-
ния реакционной смеси при длине волны 340 нм 
за 2–3 ч инкубирования слайдов в реакционной 
смеси в термошейкере «Eppendorf Thermomixer 
Comfort» ( 30°С, 300 об/мин). За единицу актив-
ности фермента принимали количество фермента, 
которое катализирует превращение 1 мкМ NADPH 
за 1 мин при 30°С.

Определение концентрации белка. Концен-
трацию нитроредуктазы из E. coli определяли по 
методу Лоури с использованием коммерческого 
набора Modifi ed Lowry Protein Assay Kit (Fermen-
tas, Литва) по инструкции производителя.

Подготовка тестовых слайдов SiO2. Для 
оптимизации условий проведения процесса им-
мобилизации были предварительно изготовлены 
кремниевые слайды с поверхностью, идентичной 
поверхности чувствительного элемента ISFET. 

Для их получения КДБ-пластины (кремний с 
дырочной проводимостью, легированный бором, 
АОЗТ «Амекс», Россия) подвергали следующим 
стадиям обработки:

1) химическое окисление КАРО (H2SO4:H2O2 = 
7:3) + пар (1:1:5 = NH4OH:H2O2:H2O);

2) жидкостное химическое травление 
(HF:HCl:H2O = 1:3:100);

3) плазменное окисление Oxford (T = 45±5°C,            
W = 1 кВт, P = 10 мТор, расход 20 см3/мин, t = 
20 мин);

4) отжиг Oxford (T = 300°C, t = 30 мин).
После получения слоя SiO2 проводили резку 

пластин алмазным диском на фрагменты раз-
мером 4×4 мм. Для удаления органических за-
грязнений поверхности перед последующими 
процедурами химической модификации все 
слайды обрабатывали в озонаторе «UV/Ozone 
ProCleaner™» («BioForce Nanosciences», США) в 
течение 10 мин.

Иммобилизация нитроредуктазы                                     
из E. coli

Иммобилизация нитроредуктазы из E. coli с 
использованием асимметричного линкера. Те-
стовые слайды SiO2 размером 4×4 мм инкубиро-
вали в 250 мкл 3%-го раствора MPTES (или сме-

си MPTES и TMPS) в метаноле в течение 1 ч при 
перемешивании (300 об/мин), последовательно 
промывали метанолом и этанолом (стадия 1). За-
тем слайды помещали в 250 мкл 4 мМ раствора 
MBS (или SMPB) в этаноле и инкубировали 1 ч 
при комнатной температуре и перемешивании  при 
300 об/мин, снова промывали этанолом и водой 
(стадия 2). Затем слайды помещали в 250 мкл рас-
твора нитроредуктазы в 50 мМ натрий-фосфатном 
буфере (рН 7,1) и инкубировали в течение 16–20 ч 
при +4°С (стадия 3). Слайды с иммобилизованным 
ферментом 3 раза промывали буферным раствором 
и измеряли активность связанного с поверхностью 
SiO2 фермента.

Иммобилизация нитроредуктазы из E. coli          
с использованием симметричного линкера. Про-
цедура иммобилизации нитроредуктазы на по-
верхности SiO2 с использованием симметрич-
ного линкера аналогична описанной выше со 
следующими изменениями: стадия 1 – вместо 
MPTES использовали APTES, а отмывку слай-
дов проводили метанолом и водой; стадия 2 – 
вместо раствора MBS/SMPB использовали 5%-й 
раствор глутарового альдегида в 50 мМ натрий-
фосфатном буферном растворе (рН 7,1), инкуби-
ровали в течение 6 ч при комнатной температуре 
и 300 об/мин.

Иммобилизация нитроредуктазы из E. coli 
с использованием аминопрописилатрана и 
глутарового альдегида. В канал микрофлюид-
ной системы на поверхности кристалла с ISFET 
с помощью пластикового шприца и полипропи-
леновых шлангов вводили 1 мМ раствор APS в 
воде, инкубировали в течение 30 мин при ком-
натной температуре, затем проводили гидролиз 
при 60°С. Канал промывали водой и вводили в него 
5%-й раствор глутарового альдегида в 50 мМ фос-
фатном буфере (рН 7,1); инкубировали в течение 
6 ч. Затем снова промывали буферным раствором 
и вводили раствор фермента в концентрации не 
менее 30 мкг/мл. Инкубировали в течение 16–
20 ч при температуре +4°С, несвязавшийся фер-
мент смывали буферным раствором.

Атомно-силовая микроскопия

Поверхность оксида кремния после функци-
онализации изучали с помощью атомно-силовой 
микроскопии на зондовом сканирующем микро-
скопе «Dimension ICON» («Bruker», США). Для 
получения изображений использовали зонды се-
рии «RTESPA» («Bruker», США). Сканирование 
поверхности проводили в режиме Tapping Mode, 
размер изображения 1×1 мкм (256 точек на ли-
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нию). Для обработки изображений использовали 
встроенные функции ПО Nanoscope Alalysis.

Результаты и их обсуждение

Иммобилизация фермента с использовани-
ем асимметричного линкера. В качестве асим-
метричных линкеров использовали два различ-
ных реагента – N-гидроксисукцинимидил-4-(п-
малеимидофенил)-бутират (SMPB) и N-гидрокси-
сукцинимидил-3-малеимидобензоат (MBS). Это 
схожие гетеробифункциональные линкеры, со-
держащие N-гидроксисукцинимид-эфирную и ма-
леимидную группы [11, 12] и отличающиеся друг 
от друга только длиной (11,6 Å для SMPB и 9,9 Å 
для MBS). Следовательно, пленки, полученные с 
их использованием, отличаются только толщиной. 
Гидроксисукцинимидная группа является актива-
тором карбоксильной группы, повышающим ее ну-
клеофильность, что позволяет ей взаимодейство-
вать с первичными аминами при рН 7–9 c образо-
ванием амидной связи. В свою очередь, малеимид-
ные группы способны по активированной двойной 
связи присоединять тиольные группы по реакции 
Михаэля с образованием стабильной сульфидной 
связи при pH 6,5–7,5 [13]. Таким образом,  исполь-

зование этих соединений делает возможной иммо-
билизацию белка либо через NH2-группы остатков 
боковой цепи, либо через SH-группы. Поскольку 
нитроредуктаза из E. coli содержит только один 
остаток цистеина, проводить ее иммобилизацию 
целесообразно через аминогруппы. Возникла зада-
ча создания на поверхности оксида кремния функ-
ционального слоя SH-групп для присоединения 
линкера, для чего был использован меркаптопро-
пилтриэтоксисилан (MPTES). Схема реакции при-
ведена на рис. 1. Стоит отметить, что не всегда при 
максимально высокой плотности посадки функци-
онального сшивающего агента наблюдается самый 
высокий выход по активности ковалентно иммоби-
лизованного фермента [14, 15]. Поэтому при про-
ведении иммобилизации через бифункциональные 
линкеры мы одновременно изучали зависимость 
активности иммобилизованного фермента от кон-
центрации MPTES. Для этого на первом этапе 
слайды кремния с оксидом инкубировали в смеси 
MPTES с триметоксипропилсиланом для форми-
рования смешанных пленок. Общая концентрация 
силанов в реакционной смеси составляла 3%, при 
этом концентрацию MPTES варьировали от 1 до 
100% от общего содержания силанов. 

Рис. 1. Схема иммобилизации фермента через меркаптопропилтриэтоксисилан и N-гидроксисукцинимидный 
эфир 3-малеимидобензойной кислоты
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Активность иммобилизованного фермента не 
зависела от использованной концентрации актив-
ных функциональных групп на поверхности функ-
ционализированного оксида (таблица). Кроме того, 
тип используемого бифункционального линкера не 
оказал влияния на активность иммобилизованного 
фермента. С точки зрения увеличения чувствитель-
ности сенсоров в дальнейшем предпочтительнее 
использовать более короткий линкер [5]. Результа-
ты АСМ-исследований морфологии полученных 
пленок фермента показали, что даже минимальные 
значения используемых концентраций MPTES яв-
ляются достаточными для формирования плотной 
пленки из фермента на поверхности оксида крем-
ния (рис. 2). Так, при концентрации MPTES 1% 
(рис. 2, а) от общего количества силанов в смеси 
пленка еще имеет незаконченный вид, но уже при 
концентрации 5% (рис. 2, б) достигается насыще-
ние в плотности посадки белка, которое не изме-
няется вплоть до максимальной концентрации, ис-
пользуемой в эксперименте. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что для успешной иммо-
билизации ферментов могут использоваться значи-
тельно более разбавленные растворы силанов (от 
0,0015%).

Иммобилизация фермента с использованием 
симметричного линкера. Глутаровый альдегид 
является широко распространенным сшивающим 
агентом. Сшивка с использованием глутарового 
альдегида и прочих схожих коротких симметрич-
ных бифункциональных реагентов протекает с об-
разованием оснований Шиффа [16]. При использо-
вании такого подхода возможно сшивание молекул 
белка между собой, образование ассоциатов и по-
бочных продуктов. Образующиеся азометиновые 
связи неустойчивы при подкислении, а их защита 
требует введения дополнительной стадии восста-
новления боргидридом натрия. Однако, несмотря 
на все недостатки, этот метод прост и в ряде слу-
чаев приносит хорошие результаты [17].

Глутаровый альдегид содержит на концах оди-
наковые альдегидные группы, которые реагируют 

с NH2-группами. Следовательно, на поверхности 
оксида кремния необходимо сформировать слой 
аминогрупп. Для этого мы использовали амино-
пропилтриэтоксисилан (схема на рис. 3).

При иммобилизации фермента на поверхно-
сти SiO2 с использованием глутарового альдегида 
активность нитроредуктазы из E. coli оказалась в 
3,5 раза выше ([4,0 ± 0,1] × 10–4 Ед), чем в случае 
использования асимметричных линкеров. Более 
высокий выход при иммобилизации с использо-
ванием глутарового альдегида наблюдался также 
в работе [18]. Глутаровый альдегид может взаи-
модействовать не только с аминогруппами, но и с 
сульфгидрильными группами, а также с остатками 
тирозина и гистидина [16]. Вероятно, в данном слу-
чае иммобилизация протекает не только по амино-
группам, в результате чего молекулы фермента ока-
зываются иначе ориентироваными на поверхности 
SiO2, и молекулы субстрата встречают меньше сте-
рических препятствий для входа в активный центр. 

АСМ-исследования слайдов SiO2 на каждой ста-
дии процесса иммобилизации с использованием глу-
тарового альдегида показали интересные результа-
ты. Во-первых, стоит отметить, что шероховатость 
пленок APTES, полученных предложенным спосо-
бом (Ra = 0,169 нм), практически не отличается от 
шероховатости исходной поверхности кремния (в 

Активность иммобилизованной нитроредуктазы            
из E. coli при разной концентрации MPTES

Содержание MPTES           
в смеси силанов, %

Активность ×104, Ед

1 1,1 ± 0,1
5 1,2 ± 0,3
10 1,1 ± 0,1
20 1,1 ± 0,2
40 1,4 ± 0,5
70 1,0 ± 0,2
100 1,0 ± 0,2

Рис. 2. АСМ-снимок поверхности оксида крем-
ния после иммобилизации нитроредуктазы из 
E. coli при разной концентрации MPTES, %: 

а – 1; б – 5. Размер скана 1×1 мкм
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среднем для кремниевой пластины параметр ше-
роховатости составляет ~0,12 нм). Это позволяет 
предположить, что на поверхности сформировался 
монослой APTES с меньшим  количеством агрега-
тов, чем обычно при использовании данного реа-
гента. Шероховатость поверхности незначительно 
возрастает при воздействии на нее глутарового аль-
дегида (Ra = 0,312 нм), однако при иммобилизации 
фермента наблюдается значительное увеличение 
Ra до 0,770 нм. Интересно, что типичное значение 
шероховатости пленок фермента, полученных при 
использовании MPTES, составляет  0,313 нм, что 
однозначно указывает на формирование большого 
количество ассоциатов из-за кросс-сшивки фермен-
та глутаровым альдегидом. Кроме того, увеличение 
шероховатости приводит к увеличению удельной 
поверхности, а следовательно, к большему коли-
честву активного фермента на поверхности, что и 
подтверждается сравнением активности фермента, 
иммобилизованного с использованием MPTES и 
APTES (рис. 4). Для методики с использованием 
глутарового альдегида была изучена зависимость 
выхода активности иммобилизованного фермента 
от его концентрации в диапазоне от 1 до 40 мкг/мл 
на третьей стадии функционализации. Концентра-
ция фермента 10 мкг/мл является оптимальной для 
проведения иммобилизации на поверхности оксида 
кремния (рис. 5). 

Таким образом, методика с использованием глу-
тарового альдегида является более походящей для 
иммобилизации нитроредуктазы из E. coli на по-

верхности оксида кремния. Оптимальная концен-
трация фермента составляет не менее 10 мкг/мл.

Изучение стабильности иммобилизованного 
фермента. Нитроредуктаза, иммобилизованная 
на поверхности оксида кремния, теряла половину 
своей активности за 12 дней при хранении в холо-
дильнике, а при комнатной температуре фермент 
полностью инактивировался в течение 24 ч. 

Адаптация иммобилизации фермента при 
совмещении биосенсора с микрофлюидной си-
стемой доставки реагентов. Конечная задача 
при разработке методики иммобилизации нитро-
редуктазы – функционализация ферментом по-
верхности транзисторов внутри канала микрофлю-
идной системы, созданной на поверхности ISFET-
структуры и служащей для доставки реагентов не-
посредственно к чувствительной поверхности сен-
сора. Микрофлюидная система состоит из канала 
диаметром около 250 мкм и реакционной камеры 
объемом 1 мкл. В микрообъемах происходит очень 
быстрое испарение используемых органических 
растворителей, из-за чего начинают неконтроли-
руемо изменяться условия реакций. В частности, 
возрастает концентрация воды в органическом 
растворителе. Все это приводит в конечном ито-
ге к невоспроизводимым пленкам на поверхно-
сти. Поэтому использование органических рас-
творителей становится нежелательным. Лучше 
всего проводить иммобилизацию в водных сре-
дах. Однако силаны в водных растворах чрезвы-
чайно активны и очень быстро гидролизуются 

Рис. 3. Схема иммобилизации фермента через аминопропилтриэтоксисилан и глутаровый альдегид
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[7]. Поэтому аминопропилтриэтоксисилан был 
заменен на аминопропилсилатран. Силатраны 
выгодно отличаются от силанов способностью 
образовывать равномерные пленки на поверх-
ности оксида кремния в водном растворе. Ак-
тивность иммобилизованной нитроредуктазы 
при использовании силатрана была такой же, 
как и в случае силана. Другим важным момен-
том при иммобилизации в микроканале явля-
ется концентрация фермента. Из-за заметного 
уменьшения соотношения объема реакционной 
смеси к площади поверхности, на которой тре-
буется иммобилизовать фермент, концентрацию 
нитроредуктазы увеличили до 30 мкг/мл.

Разработанная методика была использована 
при изготовлении биосенсора для детекции взрыв-
чатых веществ. Аналитическая микросистема, 
функционализированная нитроредуктазой из  E. 
coli, проявляла отклик, возрастающий по мере уве-
личения концентрации тринитротолуола, 1,3-ди-
нитробензола и тетрила. Предел обнаружения 

Рис. 4. АСМ-изображение поверхности оксида кремния на разных стадиях иммобилизации нитроредуктазой из 
E. coli через APTES и глутаровый альдегид: а – поверхность после обработки APTES (первая стадия иммобилиза-
ции); б – поверхность после обработки глутаровым альдегидом (вторая стадия); в – поверхность после инкубации 

с нитроредуктазой из E. coli (третья стадия). Размер скана 1×1 мкм

Рис. 5. Зависимость активности иммобилизованной 
нитроредуктазы из E. coli от концентрации фермента в 

ходе иммобилизации

биосенсора составил 5×10–8 M для тринитротолу-
ола и тетрила, 5×10–7 M – для 1,3-динитробензола.

Ковалентная модификация с использованием 
самособирающихся монослоев силанов исполь-
зована для иммобилизации нитроредуктазы из E. 
coli на поверхности оксида кремния в ходе раз-
работки биосенсора для детекции взрывчатых ве-
ществ. При использовании для функционализации 
поверхности меркаптопропилтриэтоксисилана и 
гетерофункционального линкера, содержащего 
малемидобензойную и сукцинимидную группы, 
длина линкера не оказывает влияния на результат 
иммобилизации. Изменение содержания SH-групп 
в пленке силана в диапазоне 1–100% также не при-
водит к изменению активности иммобилизованно-
го фермента. Концентрация силана в ходе функци-
онализации может быть существенно снижена без 
ухудшения плотности посадки фермента на по-
верхности оксида кремния. Использование амино-
пропилтриэтоксисилана и глутарового альдегида 
позволяет повысить активность нитроредуктазы 
из E. coli в 3,5 раза по сравнению с гетерофунк-
циональными линкерами. Концентрация фермента 
при проведении иммобилизации через глутаровый 
альдегид должна составлять не менее 10 мкг/мл. 
Замена аминопропилтриэтоксисилана на соответ-
ствующий силатран позволяет проводить процесс 
иммобилизации в водной среде вместо органиче-
ской. Разработанная методика была успешно ис-
пользована при создании биосенсора для детекции 
взрывчатых веществ. 

Авторы выражают благодарность Центру кол-
лективного пользования научным и испытательным 
оборудованием «Функциональный контроль и диа-
гностика микро- и наносистемной техники» на базе 
НПК «Технологический центр» за предоставление 
доступа к оборудованию для проведения АСМ-
исследований
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OPTIMIZATION OF SILICON DIOXIDE SURFACE 
FUNCTIONALIZATION PROTOCOL FOR DESIGN OF RECEPTOR 
LAYER OF THE BIOSENSOR FOR DETECTION OF EXPLOSIVES

N.V. Komarova, M.S. Andrianova, M.I. Saveliev, A.E. Kuznetsov

(Scientifi c and Manufacturing Complex «Technological Center»)

The development of the receptor layer of the biosensor for detection of explosive compounds 
is described. Covalent modifi cation was chosen for immobilization of E. coli nitroreductase 
on the gate oxide of ion-sensitive fi eld effect transistor (ISFET) that was comprised of 
silicon dioxide. Self-assembled monolayer technique was used for immobilization. This 
method assumes the usage of different silanes and spacer molecules for activation of SiO2 
surface. Two different immobilization strategies were compared, one using asymmetric 
spacers (3-maleimidobenzoic acid N-hydroxysuccinimide ester and 4-(4-maleimidophenyl)
butyric acid N-hydroxysuccinimide ester) and another using symmetric glutaric dialdehyde 
linker accompanied with appropriate silanes. For the fi rst method, the dependence of 
functionalization effi ciency on silane concentration was studied. The suffi cient density of 
enzyme molecules on the surface of SiO2 was reached at 0.0015% of silane concentration. The 
type of asymmetric linker had no infl uence on immobilization effi ciency. The method implying 
glutaric dialdehyde resulted in higher activity of the immobilized enzyme. For this method, 
immobilization procedure was optimized. The method was adopted for immobilization on E. 
coli nitroreductase inside the channel of microfl uidic system above ISFET surface. For this 
purpose (3-aminopropyl)triethoxysilane was changed to the corresponding silatrane and 
enzyme concentration was increased to 30 μg/ml. The optimized procedure was successfully 
used for the development of the biosensor for explosives detection. 
Key words: enzyme, immobilization, self-assembled monolayers, biosensor.
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