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В огляді розглянуто літературні дані стосовно сучасних фізико-хімічних та ензиматичних методів кі-

лькісного визначення основних компонентів вин. Представлено результати власних досліджень по роз-

робці ферментних та клітинних амперометричних сенсорів на етанол, лактат, глюкозу, аргінін та ап-

робації їх на реальних зразках вин 
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In this paper physical-chemical and enzymatic methods of quantitative analysis of the basic wine components 

were reviewed. The results of own experiments were presented for the development of enzyme- and cell-based 

amperometric sensors on ethanol, lactate, glucose, arginine 
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1. Вступ 

У наш час на виноробство – цю високоприбут-

кову галузь харчової індустрії, працюють багато нау-

ково-дослідних установ та агропромислових 

об’єднань, які мають за мету забезпечити належну 

якість продукції (або її покращення) та розширення 

асортименту. Саме тому виноробство потребує на 

кожному етапі процесу виробництва алкогольних 

напоїв досконалих методів аналізу, що неможливе 

без використання найсучасніших та високовартісних 

приладів.  

Основними недоліками традиційних методів 

аналізу, які застосовуються для контролю якості хар-

чових продуктів, зокрема, вин, є недостатня селек-

тивність та чутливість, потреба у дорогому та/або 

громіздкому обладнанні і висококваліфікованому 

персоналі, значна складність аналітичної процедури 

та тривалість процедури визначення.  

 

2. Постановка проблеми  
Досконалих методів кількісного аналізу 

цільових аналітів – складових вин – досі не існує, то-

му створення нових селективних, чутливих та еко-

номічно вигідних аналітичних підходів є надзвичай-

но актуальним завданням аналітичної біотехнології. 

Таким вимогам відповідають ензиматичні методи, 

зокрема, біосенсорні. 

 

3. Літературний огляд  

Виноградне вино є одним з найстаріших 

напоїв у світі, віком понад 8000 років. Сьогодні його 

справедливо вважають культурною спадщиною люд-

ства. Свого поширення виноробство набуло у 

Західній та Середній Азії, Єгипті, Середземномор'ї, 

древній Греції та Римі, звідки розповсюдилось у 

Європі. З давніх часів було відомо про цілющі вла-

стивості вина: Гіппократ рекомендував вживати ро-

зведене водою вино для лікування головного болю і 

розладів травлення [1, 2]. 

Добре вино – це джерело поживних речовин та 

гарного настрою. Якість вина визначають його сен-

сорні властивості, прозорість та стабільність. Головні 

сенсорні властивості алкогольних напоїв – аромат, 

смак, текстура, колір, в’язкість. Базові складові, що 

визначають якість вина – глюкоза, гліцерол, етанол, 

леткі сполуки, органічні кислоти, антиоксиданти, ві-

таміни, амінокислоти, білки. Доведено, що рівень і 

співвідношення базових компонентів у вині залежать 

від типу сировини (сорту винограду, ступеню його 

стиглості та географічного регіону його культиву-

вання) і способу її переробки, технології виробництва 

напою, умов дозрівання (витримки) та зберігання ви-

на [3–9]. 

Вино – біологічна рідина і невичерпний об’єкт 

дослідження. Видатний хімік Д. Менделєєв наприкі-

нці ХІХ столітті зазначив: «Всіляке вино містить 95–

99 % води і алкоголю, але в залишкових 5 % знайде-

но хімією таку кількість різноманітних речовин і у 

таких малих гомеопатичних дозах, що вплив їх на ор-

ганізм ще далеко не досліджено; трудність їх вивчен-

ня залежить частково від малості їх вмісту у вині. Бу-

кет вин ще є маловідомим завдяки великим трудно-

щам його вивчення і великим коштам для цього».  

Водночас із органічними сполуками, вино 

містить до 20 найменувань неорганічних речовин, у 

кількості 1,5–3,5 г/л. Мінеральні сполуки, зокрема 

катіони К
+
 (0,4–1,8 г/л), Са

2+
, Na

+
 и Mg

2+
 (кожен – до 

0,2 г/л), а також сульфат-аніони (до 1,0 г/л) і фосфат-

аніони (до 0,9 г/л), знаходяться у вині у вигляді віль-

них іонів або у складі комплексів із органічними 

компонентами [7–10]. Іони калію, магнію, марганцю, 

заліза та фосфору використовуються дріжджами як 

необхідні фактори росту клітин; іони заліза і міді бе-

руть участь в окисно-відновних реакціях як каталіза-

тори. Надлишок сполук металів призводить до неба-

жаних змін букета і смаку, саме тому їх вміст у вині 

ретельно контролюють та обмежують: міді має бути 

до 2,0 мг/л, заліза – до 10 мг/л. Підвищення концен-

трації іонів кальцію, заліза, хлору, сульфатів у винах 

виникає в силу порушень технології виробництва 

напоїв. Бор, йод, рубідій, фтор, марганець та інш. ре-

човини зазвичай присутні у вині як мікроелементи і 

мають, незважаючи на слідові кількості, значний 

фізіологічний вплив на організм людини [10–16]. 

Традиційними методами аналізу компонентів 

вин є хімічні, фізико-хімічні та біохімічні методи [6, 

7, 11, 15]. Водночас із традиційними застосовуються 

найсучасніші підходи: високоефективна рідинна 
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(ВЕРХ) та газова хроматографія (ГХ), молекулярно-

ситова хроматографія, афінна хроматографія із вико-

ристанням імобілізованих ферментів, хемо- і біосен-

сори із спектрофотометричним, хемілюмінометрич-

ним, флуоресцентним, амперометричним, потенціо-

метричним та інш. способами реєстрації продукту, 

мас-спектрометрія (МС), атомна і молекулярна ад-

сорбційнна спектрометрія, у т. ч. і електротермальна, 

електронна іонізація (ЕІ). З метою досягнення най-

вищої чутливості та селективності поєднують де- 

кілька методів: ВЕРХ/МС, ГХ/МС, ВЕРХ/МС/МС, 

МС/МС/ЕІ [1–5, 16–25]. Більшість аналізів вико-

нується в автоматичному інжекторному проточному 

режимі. 

Різні варіації концентрації летких сполук та 

етанолу найбільше впливають на аромат та смакові 

властивості вина, відповідно. Леткі сполуки, голов-

ним чином етилові ефіри органічних кислот, вини-

кають як продукти метаболізму дріжджів при фер-

ментації соку і створюють «букет» вина [8, 9]. Вміст 

цих етилових ефірів (ізоамілацетату, етилгексаноату, 

етилоктаноату, етилдеканоату та ін.) в вині зростає в 

процесі витримки вина. В червоному вині сенсорним 

методом «електронного носу» розрізняють та іден-

тифікують до 800 різних молекул летких сполук [18, 

19]. Показано, що певні концентрації білка, алкоголю 

та гліцеролу суттєво впливають на кілька ноток аро-

мату, але більшість комбінацій має найсуттєвіший 

ефект за низької концентрації летких сполук. Поліса-

хариди дещо послаблюють інтенсивність загального 

аромату, гліцерол сприяє насиченості смаку. Гліце-

рол та, меншою мірою, полісахариди впливають на 

в’язкість напою. Підвищений вміст алкоголю поси-

лює негативні текстурні показники пекучості, терп-

кості та гіркоти, в той час як гліцерол пом’якшує ці 

ефекти. За відсутності полісахаридів, високий вміст 

етанолу також спричиняє неприємний металічний 

присмак [26].  

Небажані компоненти, що погіршують якість 

вина, а саме - етилфеноли (2-фенілетанол, линаол і 

бензальдегід), видаляють сорбуванням деревиною та 

осадом дріжджів під час дозріванні вина у дубових 

діжках протягом двох місяців. Дослідження, прове-

дене на 240 зразках вин, довело, що таке «самоочи-

щення» вина деревиною дуба покращує його аромат, 

колір, прозорість та стабільність, тобто загальну 

якість вина [3]. 

Вино містить антиоксиданти завдяки присут-

ності в ньому фенольних сполук. Методом ВЕРХ із 

спектрофотометричною (СФ) та флуоресцентною 

реєстрацією аналіту, виявлено до 48 різних феноль-

них сполук у вині, а саме антоцианіни, флаван-3-оли, 

флаваноли, гідроксицинамонові і бензойні кислоти та 

ін. [22]. Встановлено, що антиоксидантний потенціал 

(АОП) червоних вин, зокрема сорту Каберне, є най-

вищим, причому, він зростає при тривалому до-

зріванні червоного вина у процесі його витримування 

[12], в той час як для білих вин визначальним для 

АОП є певний рівень тиску при дозріванні [12, 13, 22].  

Сполуки перехідних металів, зокрема іони міді 

та заліза, додані до зразку вина в модельних дослідах, 

знижують АОП вин. Останній оцінюють за допомо-

гою електронно-спінового резонансу та СФ методом. 

Зниження здатності вина до інактивації вільних ра-

дикалів (тобто, зниження АОП вина) може бути 

наслідком незворотньої реакції іонів металів із полі- 

фенолами вина з утворенням неактивних комплексів 

[12]. Аби не втратити цілющі властивості вина, важ-

ливо знати, як його вживати. В модельному досліді 

показано, що одночасна присутність в шлунку черво-

ного вина та іонів заліза зменшує АОП фенольних 

сполук вина завдяки їх взаємодії, особливо у присут-

ності білків, наприклад, м’яса.  

Для швидкої детекції у винах токсичних спо-

лук важких металів (Cd, Cu, Zn і Pb) та металоїдів 

(As) застосовують найсучасніші методи, зокрема 

мультиелементну електротермальну атомно-адсорб- 

ційну спектрометрію [17]. Чутливим методом моле-

кулярної абсорбційної спектрометрії кількісно ре- 

єструють сполуки заліза. Залежно від сорту вина, за-

гальний вміст заліза становить від 1,72 до 5,48 мг/л 

[10]. Cu, Cd, Pb і Zn в сухих винах визначають кіль-

кісно методом анодної стріп-вольт-омметрії за вико-

ристання електродів із товстим шаром графіту [27]. 

Методом індуктивно-зв’язаної плазмової МС кіль-

кісно та напівкількісно реєструють у зразках вин заб-

руднюючі домішки, зокрема, метали Li, Be, Al, V, Cr, 

Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, As, Se, Rb, Sr, Ag, Cd, In, 

Cs, Ba, Hg, Tl, Pb, Bi та U. Метод дозволяє вимірюва-

ти аналізовані сполуки (крім Fe і Zn) із пороговой 

чутливістю 0,1 мкл/л [28].  

 

4. Мета дослідження 

Метою дослідження було проаналізувати лі-

тературні потоки за проблемою «Сучасні методи 

аналізу якості вин», висвітлити позитивні та негати-

вні характеристики нових підходів у порівнянні з ві-

домими традиційними методами та запропонувати 

найоптимальніші напрямки аналітичної біотехноло-

гії (ензиматичні, біосенсорні включно), яки можна 

реально розвивати на даний час в України.  

 

5. Результати та їх обговорення 

Одним із критеріїв високої якості вина є відсу-

тність в ньому шкідливих домішок – токсичних та 

канцерогенних сполук.  

Канцерогенний етилкарбамат (ЕК), кінцевий 

продукт перетворення L-Аргініну (Arg) до сечови-

ни та конденсації останньої з етанолом, може гене-

руватись у винах під дією мікроорганізмів [25– 

27]. Якщо концентрація Arg в соку перевищує  

1000 мг/л (5,0 мМ), то потенційна концентрація ЕК 

у вині буде вища за 15 мкг/л. У Сполучених Шта-

тах такий рівень ЕК є граничною нормою, у Канаді 

та Чехії легалізована норма ЕК у вині становить 30 

мкг/л. Визначення EК в винах проводяться за до-

помогою коштовних приладів, основаних на мето-

дах ВЕРХ, ГХ/MС та ГХ/МС/МС. Існує два підхо-

ди до того, як запобігти критичного рівня ЕК в 

вині та забезпечити його високу якість: проводити 

мониторінг ЕК на всіх стадіях виробництва вина 

або аналізувати попередники ЕК, Arg зокрема, у 

вихідній сировині (фруктових соках) та в ході тех-

нологічного процесу [29–31].  



Біологічні науки                                                      Scientific Journal «ScienceRise» №6/1(11)2015 

  

 
37 

Алкоголь визначали ензиматичним методом 

ще з 50-их років [32]. Метод ґрунтується на окислен-

ні етанолу до ацетальдегіду алкогольдегідрогеназою 

(АДГ) з одночасним утворенням відновленого ніко-

тинамідного коферменту NADH, який реєструється 

спектрофотометрично. Метод має значні переваги 

перед хімічними підходами: точний, надійний, за ви-

користання відповідної тест-системи – простий у ви-

конанні, придатний для серійних визначень, достат-

ньо чутливий, більш селективний, проте інші аліфа-

тичні первинні та вторинні спирти дають позитивну 

реакцію через неспецифічність АДГ. 

Альтернативою АДГ-методу є оксидазний під- 

хід з використанням алкогольоксидази (АО) метило-

трофних дріжджів, яка в ролі кофермента містить 

міцно зв’язаний з білком ФАД. Каталізована нею ре-

акція є необоротною, що знімає ряд проблем, які існу-

ють у АДГ-методі визначення етанолу. Здатність АО 

продукувати пероксид водню у присутності первинних 

аліфатичних спиртів, у тому числі етанолу, використо-

вується для кількісного визначення останнього. 

В Інституті біології клітини (ІБК) НАНУ було 

cконструйовано унікальний надпродуцент алкоголь-

оксидази (AO) – штам термотолерантних метило-

трофних дріжджів Hansenula polymorpha C-105 (gcr1 

catX) та розроблено ефективну технологію одержан-

ня високоочищеного препарату АО [33].  

Аналітичне використання АО у складі біо- 

діагностикумів, що додатково містили хромоген та 

пероксидазу (ПО), ґрунтується на визначенні етанолу 

та інших спиртів за утвореним пероксидом водню 

(―Алкотест‖) [34–36]. Набір «Алкотест» було успіш-

но застосовано для аналізу реальних зразків вино-

продуктів [37]. Функціональні можливості методу 

можна розширити шляхом уведення в реакційну 

суміш інших оксидаз (наприклад, глюкозооксидази 

для аналізу глюкози), що стало основою для створен-

ня діагностичного набору ―ДІАГЛЮК-2‖. 

Для кількісного вимірювання концентрації 

гліцеролу ензиматичними методами зазвичай засто-

совують гліцеролдегідрогеназу (ГДГ). При визна-

ченні гліцеролу у вині методом інжекторного про-

точного аналізу (ІПА), розведене вино наносять на 

колонку із ко-імобілізованими ферментами – ГДГ та 

NADH-оксидазою. Утворений пероксид водню 

реєструють хемілюмінесцентним методом із порого-

вою чутливістю (ПЧ) – 7·10
−5

 мM [38].  

При визначення гліцеролу методом ВЕРХ на 

сорбенті відділяють гліцерол, якій у ферментативній 

реакції з імобілізованою ГДГ продукує NADH. Про-

дукт реєструють флюорометрично. ПЧ методу –  

0,01 мM [39].  

Ензиматичний метод одночасного аналізу ета-

нолу і гліцеролу у вині складається з двох етапів – 

хімічного та ензиматичного, із ГДГ. Етанол спектро-

фотометрично визначають на першому етапі, гліце-

ролу – спектрофлюорометрично на другому [40]. При 

послідовному визначенні етанолу і гліцеролу в зраз-

ках вин за допомогою АДГ і ГДГ, використовують 

багатоканальну систему СФ детекції [41]. Методи 

успішно апробовано при тестуванні як білих, так і 

червоних вин.  

Потреби контролю безпеки навколишнього се-

редовища і продуктів харчування спричиняють 

щорічне зростання ринку біосенсорів. Аналітичні си-

стеми на основі біосенсорів є мобільними, здатними 

до автоматизації, тому зрозуміло, що останніми ро-

ками набуває все більшої актуальності проблема по-

шуку та розробки нових ферментативних систем, 

введення їх у склад біосенсорів та адаптації для се-

лективного визначення речовин у продуктах харчу-

вання, зокрема, у винах. 

Найвищого прогресу біосенсорних технологій 

та масштабу їх використання досягнули країни 

Північній Америці. Глобальний ринок біосенсорів в 

цьому регіоні світу був оцінений в 2014 році на суму 

$ 12,963.6 млн, а до 2020 року очікується зростання 

цієї суми до $ 22,551.2 млн, тобто, на 9,7 %. Одними 

з головних гравців на ринку біосенсорів є наступні 

провідні фірми: Abbott Laboratories, Inc, Siemens 

Healthcare, Nova Biomedical Corporation, Bayer AG, 

Johnson and Johnson, Medtronic, Inc. and Hoffmann-La 

Roche, Ltd [42].  

На сьогодні відомо кілька типів біосенсорів, 

які відрізняються природою біоелемента, матеріалом 

електроду та характером перетворювача. У більшості 

біосенсорів в якості біоселективного елементу засто-

совують ферменти або клітини, які іммобілізовані на 

поверхні електроду. Для реєстрації сигналу викори-

стовують потенціометричні, амперметричні та кон-

дуктометричні перетворювачи, а також флуорес-

центні оптоволоконні трансдуктори [43, 44].  

Для конструювання біоелектродів використо-

вуються різноманітні матеріали – платина, золото, 

скло, вуглець, разновиди графіту, друковані планарні 

електроди, ―жорсткі‖ біокомпозиції карбонових 

полімерів, цеоліти, полімерні мембрани. При кон-

струюванні сучасних біосенсорів застосовують 

наступні методи іммобілізації ферментів: фізичну 

сорбцію, ковалентне зв’язування, проникнення у 

гель, електрополімерізацію, техніку ―золь-гель‖, а та-

кож структури, що здатні до самозборки [43]. 

В ролі біоселективних елементів амперо-

метрічних сенсорів зазвичай використовують окси-

доредуктази. Продуктами реакцій перетворення 

відповідних субстратів, каталізованих оксидоредук-

тазами, є кисень (каталізатори – більшість оксидаз), 

гідроген пероксид (оксидази, за винятком тих, що 

продукують воду) або відновлені форми NAD(P)H 

(каталізатори – дегідрогенази). 

На основі комерційних препаратів ферментів 

розроблено ряд біосенсорів, сформульовано загальні 

принципи конструювання біоелектродів на основі 

дегідрогеназ для амперометричного визначення ета-

нолу, глюкози, гліцеролу, лактату, малату і глутамату 

[43–46]. Для реєстрації продуктів ензиматичних ре-

акцій – H2O2 і NADH – використовують електро-

хімічні медіатори Prussian Blue і феназін метосуль-

фат, що дозволяє досягти високої чутливості визна-

чення обох аналізів (0.5 мкМ).  

Сконструйовано амперометричні мультиен-

зимні біосенсори на гліцерол. Біочутливий шар елек-

тродів складався із 5 ферментів, на поверхні елек-

тродів двох типів [47]. В результаті каскаду ензима-
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тичних реакцій такий біосенсор, за присутності елек-

трохімічного медіатору фероціаніду, дозволяє 

реєструвати гліцерол у винах із ПЧ складає близько  

2 мкМ для обох електродів.  

Амперометричний біосенсор для одночасного 

визначення глюкози, етанолу и лактату за перокси-

дом водню базується на використанні відповідних 

ферментів у паралельній конфігурації [48].  

Таким чином, досконалих методів кількісного 

аналізу цільових аналітів – складових вин – досі не 

існує, тому створення нових високоселективних та 

чутливих ензиматичних методів, зокрема біосенсор-

них, є надзвичайно актуальним завданням. 

В останні роки бурхливо розвивається новий 

напрямок біології – біонанотехнологія, яка дозволяє 

створювати матеріали нового покоління, вкрай необ-

хідні у біосенсоріці. Використання наноматеріалів 

призводить до покращення аналітичних характери-

стик біосенсорів, зокрема, підвищення чутливості і 

селективності, зниження витрат біоматеріалу та 

спрощення процедури аналізу [43, 49].  

В Інституті біології клітини НАН України бу-

ло розроблено амперметричні сенсорні системи 

(табл. 1) для кількісного визначення етанолу, гліце-

ролу, L-лактату, L-аргініну. Основним біорозпізнаю-

чими елементами біосенсорів на етанол, лактат і ар-

гінін були відповідні високооочищені ферменти, ви-

ділені із клітин дріжджів H. рolymorpha за власними 

технологіями [33, 43, 50–54] або сами клітини [53]. 

Для покращення фізико-хімічних характеристик біо-

сенсорів (стабільності, чутливості) ферменти 

іммобілізували на наночастинках (НЧ) благородних 

металів. Використання наноматеріалів як носіїв фер-

ментів дозволить створити біосенсори «третього по-

коління» з покращеними біоаналітичними парамет-

рами, яки здатні до прямого безмедіаторного перено-

су електронів з молекули ферменту на поверхню 

трансдуктора.  

 

Таблиця 1 

Характеристики створених амперометричних біосенсорів, які можуть бути перспективними для аналізу 

компонентів вин 

Аналіт/ 

посилання 
Біомембрана 

Діапазон 

лінійності, 

мM 

Час відгуку 

(95 %) 

Стабіль-

ність 

Субстратна специ-

фічність, % 
KM

app
, мM 

Етанол/[52] 
алкогольоксида-

за/пероксидаза 
до 2.0 20 с 30 діб 

Метанол -100, 

етанол – 30, 

формальдегід, пропа-

нол, бутанол – 10 

1.93 ± 0.08 

Глюкоза/ 

неопубліко-

вані дані 

глюкозооксида-

за/пероксидаза 
до 0.1 20 с 7 діб Глюкоза -100 0.13 

Глюкоза/ 

неопубліко-

вані дані 

глюкозооксида-

за/пероксидаза/ 

наночастинки 

до 2.2 6 с 60 діб Глюкоза -100 3.1 

L-лактат/ 

[53] 

Флавоцитохром 

b2 
до 0.5 7 с 7 діб 

L-лактат – 100, 

D-лактат – 1.8 
0.52 ± 0.02 

L-аргінін/ 

[54] 

Аргіназа/ 

Уреаза 
0.07 – 0.6 10 с 3 доби 

Can – 100, 

Arg – 95, 

Pro – 4 

1.27 ± 0.29 

L-аргінін/ 

[55] 

Клітини 

дріжджів/ 

Уреаза 

до 0.6 60 с 3 доби 

Arg – 100, 

Can – 65, 

L-Lys – 27, 

Ser – 7, Pro – 5 

0.51 ± 0.05 

 

Розроблені біосенсорні та ензиматичні методи 

визначення цільових аналітів досліджено на реальних 

зразках вин у порівнянні з референтними методами: 

встановлено високий рівень кореляції між одержани-

ми результатами (R=0,998), що свідчить про надій-

ність запропонованих методів для експрес-

визначення вмісту у винах етанолу, лактату, глюкози, 

аргініну [52, 53, 55].  

 

6. Висновки 

Переважна кількість існуючих методів визна-

чення концентрації головних компонентів вин є 

складними: потребують значних витрат часу, кош- 

товного обладнання, додаткової пробопідготовки та 

високої кваліфікації персоналу. Аналіз літературних 

потоків засвідчує, що більшість методів має низку 

недоліків, а саме, недостатню селективність (хімічні 

методи), громіздкість та коштовність апаратури (фі-

зико-хімічні методи), необхідність у використанні 

додаткових реагентів або ферментів (ензиматичні пі-

дходи).  

Застосування біосенсорних методів стає альте-

рнативою традиційним аналітичним методам і є пер-

спективним шляхів розв’язання проблем, пов’язаних 

із контролем продуктів в ході їх виробництва.  

Створення біосенсорів третього покоління − 

сучасних економічно вигідних, високоселективних, 

чутливих, швидкісних і надійних аналітичних сис-
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тем, дозволить забезпечити високу якість харчових 

продуктів та напоїв.  
 

Подяки 

Роботу виконано за фінансової підтримки 

НАН України в рамках комплексної науково-

технічної програми «Сенсорні прилади для медико-

екологічних та промислово-технологічних потреб: 

метрологічне забезпечення та дослідна експлуатація» 

(проект № 13/2015). 
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