
Д. О. Мруга, С. В. Дзядевич, О. О. Солдаткін

30

БІОСЕНСОРИ

BIOSENSORS

УДК 543.06:577.15:543.553
DOI: 10.18524/1815-7459.2022.1/2.239789

БІОСЕНСОР ДЛЯ ВИЗНАЧЕННЯ АЛТ

Д. О. Мруга, С. В. Дзядевич, О. О. Солдаткін

Інститут молекулярної біології та генетики НАН України, вул. Заболотного, 150, 
03680, м. Київ, Україна, 044 526 1169

Київський національний університет імені Тараса Шевченка, вул. Володимирська, 64, 
01003, м. Київ, Україна, 044 239 3333

darynamruga@gmail.com
dzyad@yahoo.com

alex_sold@yahoo.com

БІОСЕНСОР ДЛЯ ВИЗНАЧЕННЯ АЛТ

Д. О. Мруга, С. В. Дзядевич, О. О. Солдаткін

Анотація. В роботі розроблено амперометричний біосенсор для визначення АЛТ. Як 
електрохімічний перетворювач було використано платиновий дисковий електрод. Для фор-
мування біоселективного елементу на поверхню перетворювача наносилась суміш на основі 
глутаматоксидази. Запропоновано та описано універсальну методику вимірювання активності 
АЛТ з використанням розробленого біосенсора. В ході дослідження було підібрано оптимальні 
концентрації субстратів (α-кетоглутарат – 50 мкМ, аланін – 4 мМ) та кофермента (50 мкМ піри-
доксадфосфату). Також досліджено аналітичні характеристики розробленого біосенсора, а саме, 
чутливість, лінійний діапазон, мінімальна границя визначення, селективність, стабільність, 
тощо. Показано принципову можливість використання даного біосенсора для вимірювання 
вмісту АЛТ в реальних зразках.

Ключові слова: амперометрія, біосенсор, іммобілізований фермент, глутаматоксидаза, 
аланінамінотрансфераза, вимірювання активності аланінамінотрансферази

BIOSENSOR FOR ALT MEASUREMENT

D. Mruga, S. Dzyadevych, O. Soldatkin

Abstract. In this work, an amperometric biosensor for ALT detection, which will be part of a 
biosensor system for simultaneous measurements of AST and ALT and their ratios, has been developed. 
A platinum disk electrode was used as the electrochemical transducer. To form a bioselective element, 
a mixture based on glutamate oxidase was applied to the surface of transducer. A universal method for 
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measuring ALT activity using the developed biosensor was proposed and described. During the study, 
the optimal concentrations of ALT substrates (α-ketoglutarate – 50 μM, alanine – 4 mM) and coenzyme 
(50 μM of pyridoxal phosphate) were selected. The analytical characteristics of the developed 
biosensor were also investigated, namely, sensitivity, linear range, minimum limit of determination, 
selectivity, stability, etc. It was shown the fundamental possibility of using this biosensor to measure 
the content of ALT in real samples.

Keywords: amperometry, biosensor, immobilized enzyme, glutamate oxidase, alanine 
aminotransferase, measurement of alanine aminotransferase activity

ВСТУП
АЛТ і АСТ – це органоспецифічні вну-

трішньоклітинні цитоплазматичні ферменти, 
що беруть участь в процесі ацетилування, 
суть якого полягає в перенесенні α-аміногрупи 
з амінокислоти (аланін, аспартат, глутамат) на 
α-карбон α-кетокислоти (піруват, α-КГ, окса-
лоацетат). Обумовлені роботою АЛТ і АСТ 
реакції трансамінування є суттєвими ланка-
ми в ході метаболізму. Ці ферменти беруть 
участь в катаболізмі та синтезі амінокислот 
і α-кетокислот [1] та орнітиновому циклі пе-
чінки [2–3]. Субстрати і продукти, що беруть 
участь в реакції, мають регуляторні функції 
(аспартат – стимуляція NMDA‑рецепторів [4], 
контроль проліферації клітин [5] та росту лей-
козних клітин [6], лімітуючий агент росту ра-
кових утворень [7]; глутамат – збуджуючий не-
йротрансміттер, попередник γ-аміномасляної 
кислоти, бере участь в регуляції вмісту катіо-
нів [8–9], локальній регуляції кісткових клітин 
[10], впливає на ріст ракових клітин [11–13]).
Також вони беруть участь в циклі трикарбо-
нових кислот і в транспорті гліколітичного 
водню із цитозолю в мітохондрії за допомогою 
малат-аспартатної човникової системи [14]. 
Сама АСТ також має протипухлинне значен-
ня – пригнічує ріст аденокарциноми в клітинах 
підшлункової залози [15].

АСТ міститься в основному в печінці та 
клітинах серця, проте наявні також в еритро-
цитах, скелетній мускулатурі, підшлунковій 
та нирках; АЛТ майже виключно наявна лише 
в печінці. Вміст в сироватці крові дорослої 
людини в нормі не сягає більше 40 Од/л АСТ 
та 35 Од/л АЛТ [16], але при пошкодженні 
органів, в яких депонуються ці ферменти, цей 

параметр суттєво зростає. Така залежність 
дозволяє використовувати цей параметр для 
діагностики деяких захворювань. В клініч-
ній медицині абсолютне значення активнос-
ті, співвідношення АСТ/АЛТ (коефіцієнт де 
Рітіса), зміни їх концентрацій протягом пев-
ного часу та їх порівняння з концентрацією 
інших речовин в крові дає змогу лікарям вста-
новити які органи, як сильно та, інколи, навіть 
з якої причини пошкоджено. Наприклад, при 
розвитку інфаркту міокарда в крові пацієнта 
спостерігається підвищення активності АСТ 
у 6–8  разів [1] та АЛТ у 1,5–2 рази. При гепа-
титі В вміст АСТ в сироватці крові підвищений 
більше ніж в 2  рази (40,88 Од/л) порівняно 
з нормою (18,86 Од/л), а АЛТ – 59,24  Од/л / 
22,34 Од/л, відповідно, співвідношення АЛТ/
АСТ (обернений коефіцієнт де Рітіса) станови-
ло 1,56 (в нормі – 1,13). При гепатиті С вміст 
АСТ становив 45,80 Од/л, АЛТ – 89,60 Од/л, 
обернений коефіцієнт де Рітіса – 1,94 [17]. Іше-
мічний інсульт [18], ішемічна хвороба серця, 
інфаркт міокарда, гепатит, цироз, жирова ін-
фільтрація [19] та рак [20] печінки, жовтяниця, 
серцева та печінкова недостатність, діабет, дер-
матоміозит, м’язова дистрофія Дюшенна [21], 
рак легенів [22], преклампсія [23], отруєння 
хлорорганічними сполуками – ці та деякі інші 
хвороби також супроводжуються підвищенням 
активності АСТ і АЛТ в крові. Відповідно, 
вміст цих ферментів в сироватці слугує одним 
з біомаркерів для клінічного діагностування. 
Перелічені хвороби можуть мати фатальні на-
слідки, тому зрозуміло, що наявність швидко-
го і точного тесту для визначення вмісту цих 
ферментів у крові на сьогодні є доволі злобо-
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денним питанням. Це спонукає дослідників на 
розроблення простого, безпечного, дешевого, 
чутливого та продуктивного методу визначен-
ня АСТ та АЛТ.

Традиційно активність АСТ і АЛТ ви-
значається або безпосередньо детектуванням 
наявності молекул цих ферментів (хромато-
графія [24–25], радіохімічні методи [26–27], 
або за допомогою підрахунку вмісту продуктів 
ензиматичної реакції (хроматографія [28–29], 
спектрофотометрія [30–31] хемілюмінесценція 
[32–34], флуоресценція [35–47], колориметрія 
[38–39], біосенсори [40–46]). Однак кожен із 
зазначених підходів до кількісної оцінки си-
роваткових АСТ і АЛТ характеризується де-
якими недоліками: потреба у складному і до-
рогому обладнанні, необхідність висококвалі-
фікованих спеціалістів, довготривалий аналіз, 
складна попередня обробка зразку, подекуди, 
недостатня точність аналізу або низька ста-
більність, що ускладнює процес вимірюван-
ня в клінічних лабораторіях. Нині найбільш 
перспективними в цьому контексті прилада-
ми вважаються біосенсорні системи через їх 
портативність, простоту конструкції та вико-
ристання, можливість автоматизованого ви-
мірювання, потребу невеликого об’єму зразку 
та невисоку вартість аналізу.

Саме тому головною метою роботи є роз-
робка біосенсорної системи для одночасного 
визначення АСТ і АЛТ та їх співвідношень. 
Дане дослідження присвячено розробці пер-
шого елементу системи, а саме біосенсора для 
визначення вмісту АЛТ в сироватці крові.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Матеріали
Для створення біосенсора використа-

на рекомбінантна глутаматоксидаза (ГлОкс), 
отримана з Streptomyces sp. з активністю 7 од. 
акт. мг‑1 (Yamasa Corporation, Японія). БСА 
(фракція V), АЛТ, піридоксальфосфат (ПФ), 
L‑аланін, α-кетоглутарат (α-КГ), 25% водний 
розчин глутаровогу альдегіду (ГА), гліцерин, 
HEPES, аскорбінова кислота, цистеїн, мета-
фенілендіамін, L‑глутамат натрію були ви-

робництва фірми Sigma-Aldrich, США. Інші 
неорганічні сполуки, що використовувалися 
в роботі, зокрема пероксид водню, етиловий 
спирт, порошок оксиду алюмінію та ін. були 
вітчизняного виробництва та мали ступінь чи-
стоти „х.ч.“ та „ч. д. а.“.

Конструкція амперометричного пе-
ретворювача та схема експериментальної 
установки

В даній роботі як амперометричний пе-
ретворювач використали платиновий дисковий 
електрод. Його детальна конструкція описана 
в попередній роботі [48].

В ході експерименту використовувала-
ся триелектродна схема амперометричного 
аналізу. До потенціостату PalmSens (Palm 
Instruments BV, Нідерланди) підключались 
робочі електроди, допоміжний платиновий 
електрод та хлорсрібний електрод порівняння. 
Також було підключено 8-канальний PulmSens 
multiplexer, що дозволяв отримувати сигна-
ли з декількох робочих електродів одночасно. 
Відстань між всіма електродами була однакова 
і складала близько 5 мм.

Методика нанесення біоселективної 
мембрани

Для створення чутливого до глутамату 
елементу біосенсора взяли за основу метод ко-
валентної іммобілізації ферменту на поверхні 
електроду з використанням зшиваючого аген-
ту – глутарового альдегіду. Готувався фермент-
ний гель, що містив 8% ГлОкс, 4% БСА та 
10% гліцерину у 100 мМ фосфатному буфері, 
рН 6,5. Гліцерин необхідний для стабілізації 
ферменту і покращення адгезії мембрани. На-
ступним кроком цей гель змішувався з водним 
розчином ГА (концентрацією 0,05%) в пропор
ції (1:2). Суміш одразу наносили на чутли-
ву зону електроду і висушували на повітрі за 
кімнатної температури протягом 35 хвилин. 
Готовий біосенсор відмивали від незв’язаних 
компонентів біоселективної мембрани в робо-
чому буферному розчині (25 мМ HEPES, рН 
7,4) протягом 10 хвилин.
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Методика вимірювання вмісту АЛТ
В даній роботі вміст АЛТ в робочій ко-

мірці розраховувався в залежності від швидко-
сті зміни сили струму при зміні концентрації 
глутамату, що продукувався в ході фермента-
тивних реакцій.

Вимірювання проводилися за кімнатної 
температури у відкритій комірці, об’ємом 2,5 
мл, при постійному перемішуванні та постій-
ному потенціалі (який був попередньо підібра-
ний експериментальним шляхом) +0,6 В від-
носно хлорсрібного електрода порівняння, що 
відповідає потенціалу окиснення пероксиду 
водню H2O2 на аноді. Робочим буфером слу-
гував 25 мМ HEPES з рН 7,4, а концентрації 
субстратів в комірці задавались додаванням 
певних аліквот концентрованих розчинів.

Всі дослідження проводились щонаймен-
ше 3 рази, а дані, наведені в роботі, є середнім 
значенням. Розрахунки проводились в програ-
мі OriginLab OriginPro 8.5.

	 РЕЗУЛЬТАТИ І ОБГОВОРЕННЯ

Принцип роботи біосенсора
Принцип роботи даного біосенсора базу-

ється на реакції ферментативної трансамінації 
амінокислот (схема 1–1).

АЛТ каталізує біомолекулярну реак-
цію типу «пінг-понг», тобто трансамінування 
проходить в 2 етапи. Перший – α-аміногрупа 
з амінокислоти переноситься на кофермент 
і аланін перетворюється α-кетокислоту (піру-
ват). На другому етапі процес іде в зворотну 

сторону: кофермент дезамінується, а зв’язаний 
з активним центром ферменту α-КГ приєднує 
аміногрупу, перетворюючись на амінокислоту 
(глутамат).

Відповідно, при наявності в розчині АЛТ, 
його субстратів та коферменту продукується 
глутамат, концентрація якого, в деяких межах, 
буде прямо пропорційна кількості ферменту 
в розчині.

Для визначення концентрації глутамату, 
а, відповідно, і активності АЛТ, застосову-
ється біосенсор на основі ГлОкс. В ході фер-
ментативної реакції в біоселективній мемб-
рані окиснюється глутамат та утворюється 
електрохімічно-активний пероксид водню 
(схема 1–2).

Якщо прикласти потенціал в 600 мВ на 
електроді з платини відбувається анодне роз-
кладання пероксиду водню (схема 1–3), з утво-
ренням електронів, які реєструє ампероме-
тричний перетворювач.

Типовий аналіз для визначення актив-
ності АЛТ приведено на рисунку  1. Як ви-
дно на рисунку, спочатку отримується базова 
лінія біосенсора, далі у вимірювальну комірку 
з сенсором вносяться субстрати та кофактор 
АЛТ – аланін, α-КГ та ПФ, що не призводить 
до відгуку біосенсора. Далі в реакційний роз-
чин вноситься АЛТ, внаслідок чого починає 
продукуватися глутамат, відповідно, ми бачи-
мо реакцію біосенсора. Чим вища активність 
ферменту, тим стрімкіше зростає концентрація 
продукту, тобто тим швидше змінюється сила 
струму і зростає величина відгуку.

Схема 1
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Підбір оптимальних концентрацій суб-
стратів

Зрозуміло, що для роботи ензиму необ-
хідні субстрати, які будуть брати участь в хі-
мічній реакції, також зрозуміло, що для до-
сягнення максимальної продуктивності необ-
хідно, щоб ензиматична реакція не спинялась, 
тобто кожна наявна молекула ферменту в кож-
ний момент часу брала участь в перетворен-
ні субстрату в продукт. За оптимальних умов 
будь-який фермент має деяку максимальну 
швидкість протікання реакції, тобто за 1 хви-
лину він зможе утворити максимальну кіль-
кість продукту.

Таким чином, логічно припустити, що 
для досягнення цього максимуму необхідно 
взяти субстрат у надлишку відносно фермен-
ту, щоб час його надходження до активного 
центру був мінімальний. Проте, якщо в ре-
акції бере участь 2 і більше субстратів, що 
з’єднуються з одним активним центром, їх 
надлишок може викликати конкурентне інгі-
бування, внаслідок чого, швидкість протікан-
ня реакції знизиться. АЛТ має один активний 
центр та 2 субстрати, що приєднуються за 

принципом “пінг-понг” (механізм подвійного 
заміщення) [49], тобто почергово. Відповід-
но, існує загроза інгібування ферменту суб-
стратами, через що було вирішено підібрати 
оптимальні концентрації субстратів фермен-
тативної реакції.

В ході досліджень було виявлено, що 
присутність аланіну у надвисоких концентра-
ціях (3–15 мМ) не мало суттєвого впливу на 
швидкість протікання реакції (рис. 2), тому 
було вирішено проводити вимірювання в при-
сутності 4 мМ аланіну.

Також експериментальні дані показали 
різкий спад активності АЛТ при підвищен-
ні вмісту α-КГ більше 50 мкМ (рис. 3), що 
свідчить про його високу спорідненість до 
ферменту, в результаті чого висока енергія 
зв’язку не дозволяє вільного розриву системи 
АЛТ‑α-КГ. Це призводить до того, що ензим 
не може дезамінувати кофермент і перенести 
аміногрупу на α-КГ, що, в свою чергу, спо-
вільнює протікання реакції. Крім того, α-КГ 
також утворюється в якості продукту окис-
нення глутамату, що поновлює його кількість 
в робочому розчині.

Рис. 1. Типовий відгук біосенсора на внесення 120 Од/л АЛТ 
в присутності субстратів та коеферменту  
(аланін 4 мМ, а-КГ 50 мкМ, ПФ 50 мкМ).
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Рис. 2. Залежність відгуку біосенсора від концентрації аланіну у вимірювальній комірці. 
Концентрація α-КГ – 4 мМ, АЛТ – 100 Од/л. За 100% взято максимальний відгук біосенсора на 

100 Од/л АЛТ (в присутності 3мМ аланіну).

Рис. 3. Залежність відгуку біосенсора від концентрації α-КГ  
в робочій комірці. Концентрація аланіну – 4 мМ, АЛТ – 100 Од/л. За 100% взято максимальний 

відгук біосенсора на 100 Од/л АЛТ (в присутності 50мкМ α-КГ).
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Підбір оптимальної концентрації ко-
ферменту

Всі амінотрансферази мають спільний 
механізм реакції (схема 2) і, відповідно, всі 
потребують наявності простетичної групи – 
активної форми вітаміну В або піридоксаль‑5-

фосфату (ПФ). ПФ діє як проміжний пере-
носник аміногруп в активному центрі аміно-
трансфераз [50–51]. Він зазнає оборотні пе-
ретворення між своєю альдегідною формою 
(піридоксальфосфат (ПФ), який може прийма-
ти аміногрупу) і амінованою формою (піри- 

 

 
 Схема 2

доксамінфосфат (ПАФ), який може віддавати 
свою аміногрупу α-кетокислотам). ПФ кова-
лентно зв’язаний з активним сайтом ферменту 
через альдимінний зв’язок (основа Шиффа) 
з ε-аміногрупою на залишку лізину.

Хімічна роль ПФ полягає в наступному: 
в ході трансамінування альдімінний зв’язок 
ПФ з ферментом замінюється на такий самий, 
але з α-аміногрупою амінокислоти, один про-
тон на субстраті видаляється і залишається 
вільна електронна пара на вуглеці, тобто утво-
рюється карбаніон. Цей проміжний продукт 
дуже нестабільний і  утворюється з малою 
швидкістю. ПФ забезпечує сильно спряжену 
структуру (акцептор електронів), яка дозво-
ляє делокалізувати негативний заряд, стабі-
лізуючи карбаніони. Після цього послідовно 
утворюються хіноїдний проміжний продукт 
та кетимін. Останній розпадається на нову 
α-кетокислоту та ПАФ. 

Наступний етап трансамінування почи-
нається з приєднання другого субстрату до 
комплексу АЛТ-ПАФ, а саме α-кетокислоти 
α-КГ, і процес йде в обернену сторону з утво-
ренням нової амінокислоти (глутамату) та ПФ.

Експериментальним шляхом було вста-
новлено, що оптимальна концентрація ПФ 
в робочій комірці становить 50 мкМ (рис. 4).

Рис. 4. Залежність відгуку біосенсора 
від концентрації ПФ в робочій комірці. 

Концентрація аланіну – 4 мМ, α-КГ – 50мкМ, 
АЛТ – 100 Од/л. За 100% взято величину 

відгуку біосенсора на 100 Од/л АЛТ  
без коферменту.



Sensor Electronics and Мicrosystem Technologies 2022 – T. 19, № 1/2

3737

Вплив присутності АСТ на роботу 
АТЛ-чутливого біосенсора

Оскільки АСТ має однаковий принцип 
роботи з АЛТ, існує велика імовірність його 
впливу на функціонування розробленого біо-
сенсора. Тому було вирішено перевірити да-
ний аспект. Перевірка здійснювалась двома 
способами: послідовним внесенням в робо-
чий розчин субстратів, АЛТ, а потім АСТ, 
та навпаки – субстрати, АСТ та АЛТ. В пер-
шому варіанті після додавання АСТ в робо-
чу комірку з біосенсором чутливим до АЛТ 
спостерігалося явне збільшення кута нахилу 
прямої, що відповідала силі струму в системі. 
А в другому – присутність в комірці субстра-
тів та АСТ не спричиняла відгуку системи, 
але після внесення АЛТ швидкість зростання 
сили струму в системі була більша, порівняно 
з чистим АЛТ. В ході експерименту ми спосте-
рігали зростання відгуків біосенсора чутливо-
го до АЛТ на 10% в присутності АСТ та АЛТ 
в рівній кількості, порівняно АЛТ без АСТ. 
Оскільки цей показник лежав в межах похиб-
ки вимірювання, відповідно, вплив на роботу 
біосенсора, спричинений присутністю в роз-

чині АСТ, було вирішено вважати допустимим 
для нормального функціонування біосенсора 
в складних біологічних розчинах.

Зростання відгуків можна пояснити 
спільним другим етапом роботи цих ферментів 
та наявністю в робочому розчині мобільного 
коферменту (схема 2). По завершенню першо-
го етапу (схема 2–1) ПАФ може від’єднатися 
від АЛТ. Якщо після цього ПАФ приєднуєть-
ся до АСТ, то остання починає другий етап 
трансамінування – перенесення аміногрупи 
з коферменту на α-КГ (схема 2–2). При цьому, 
звільнена від коферменту АЛТ повторює пер-
ший етап. Таким чином, загальна швидкість 
трансамінації зростає. Але, вірогідність при-
єднання ПАФ до АСТ досить низька, оскільки 
в розчині в надлишку знаходяться субстра-
ти реакції, тобто α-КГ приєднається до АЛТ 
швидше, ніж від’єднається ПАФ.

Вивчення селективності біосенсора
Даний біосенсор розробляється з метою 

подальшого вимірювання АСТ і АЛТ в зраз-
ках біологічного походження. Крім субстратів 
та продуктів реакції в даних зразках можуть 

Рис. 5. Вплив присутності 100 Од/л АСТ на величину відгуків біосенсора на 100 Од/л АЛТ.  
За 100% взято величину відгуку біосенсора на 100 Од/л АЛТ.
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бути присутні інші електроактивні речовини, 
що окиснюються при докладенні потенціалу 
і дають хибний позитивний відгук (аскорбіно-
ва кислота, цистеїн, сечова кислота та ін.). Їх 
вплив на перетворювач було усунено нанесен-
ням на поверхню амперометричного електроду 
додаткової ПФД мембрани [47].

Також необхідно було перевірити вплив 
інших, неелектроактивних речовин, присут-
ніх в біологічних розчинах, зокрема сечови-
ни, ЕДТА, глюкози, лимонної та бензойної 
кислоти, азиду натрію, NaCl, KCl та CaCl2. 
Було встановлено, що за концентрації 1 мМ ці 
речовини не викликали відгуку біосенсора і їх 
присутність не впливала на величину відгуку 
на глутамат.

Селективність будь-якого біосенсора 
залежить як від селективності перетворюва-
ча, так і від селективності біоселективного 
елементу. Відповідно, було перевірено се-
лективність біосенсора відносно різних амі-
нокислот. Виявлено невисоку чутливість до 
аспарагіну, глутаміну, аспарагінової кислоти 
та гістидину, що була меншою в 50–100 разів, 
за чутливість біосенсора до глутамату, тому 

зрозуміло, що присутність цих амінокислот 
в зразку не призводить до суттєвої похиб-
ки у вимірюваннях, а інші амінокислоти не 
спричиняли відгуку біосенсора. Чутливість 
до деяких амінокислот можна пояснити не-
ідеальною селективністю ГлОкс до глутамату, 
а також наявністю у препараті ГлОкс слідо-
вих кількостей інших ферментів (наприклад, 
оксидази L‑амінокислот).

Аналітичні характеристики біосенора 
для визначення АЛТ

Розроблений біосенсор характеризував-
ся широким лінійним діапазоном визначення 
вмісту АЛТ (10–500 Од/л). На рис. 6 приведено 
калібрувальну криву біосенсора для визначен-
ня АЛТ, з яких видно, що чутливість становила 
0.6 нА/хв на 100 Од/л АЛТ. Мінімальна грани-
ця визначення – 10 Од/л.

Також було досліджено операційну ста-
більність розробленого біосенсора протягом 3 
днів (рис. 7). Для цього було проведено 11 ви-
мірювань, які продемонстрували, що падіння 
величини відгуку на різних сенсорах станови-
ло 6–14% від початкової чутливості.

Рис. 6. Калібрувальні криві різних біосенсорів для вимірювання активності АЛТ в робочій 
комірці. Концентрація аланіну 4 мМ, α-КГ – 50 мкМ, ПФ – 50 мкМ.
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Крім того в роботі було досліджено від-
творюваність сигналів біосенсорів протягом 
одного дня безперервних вимірювань, для цьо-

го було отримано низку відгуків на концен-
трацію АЛТ 100 Од/л та встановлено похибку 
вимірювання (RSD = 8%) (рис. 8).

Рис. 7. Операційна стабільність розробленого біосенсора протягом 3 днів. Концентрація аланіну 
4 мМ, α-КГ – 50 мкМ, ПФ – 50 мкМ, АЛТ – 100 Од/л.

Рис. 8. Відтворюваність відгуків розробленого біосенсора протягом дня. Концентрація аланіну 4 
мМ, α-КГ – 50 мкМ, ПФ – 50 мкМ, АЛТ – 100 Од/л.
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Подальші дослідження будуть направлені 
на перевірку роботи розробленого біосенсора 
в реальних зразках сироватки крові, розробці 
біосенсора для визначення АСТ та створенню 
біосенсорної системи для аналізу впіввідно-
шення АСТ/АЛТ.

ВИСНОВКИ
В роботі описано розробку нового ам-

перометричного ферментного біосенсора на 
основі глутаматоксидази для вимірювання 
вмісту АЛТ в розчині.

Проаналізовано селективність запропо-
нованого в роботі біосенсора, а саме, селек-
тивність біоселективного елементу відносно 
різних компонентів біологічних рідин. Селек-
тивність амперометричного перетворювача 
відносно електроактивних речовин було по-
кращено за допомогою застосування напівпро-
никної ПФД‑мембрани.

В роботі, задля досягнення найбільшої 
чутливості біосенсора, було підібрано опти-
мальні концентрації субстратів АЛТ (аланін – 
4 мМ та α-КГ – 50 мкМ) та його коферменту 
(50 мкМ ПФ).

Дослідження аналітичних характеристик 
біосенсора для визначення глутамату виявило, 
що його лінійний діапазон роботи становив 
5–600 мкМ глутамату, а чутливість – 150–200 
нА/мМ. Лінійний діапазон для визначення 
АЛТ лежав в межах 10–500 Од/л, що цілком 
задовольняє потреби клінічної діагностики. 
Чутливість становила близько 0.6 нА/хв 100 
Од/л АЛТ. Мінімальна границя визначення – 
10 Од/л. Падіння величини відгуків за 3 дні 
функціонування сягало 6–14%, а похибка від-
творюваності сигналу біосенсора протягом 
одного дня безперервної роботи – 8%.

Таким чином, було показано потенці-
альну можливість використання розробленого 
біосенсора для моніторингу рівня активності 
АЛТ в сироватці крові та перспективу роз-
робки біосенсорної системи для визначення 
співвідношення АСТ/АЛТ.

ПОДЯКА
Робота виконана за рахунок коштів гран-

ту НАН України дослідницьким лабораторі-

ям/групам молодих учених НАН України для 
проведення досліджень за пріоритетними на-
прямами розвитку науки і техніки у 2022 р. 
та НАН України в рамках цільової програми 
наукових досліджень НАН України «Розумні» 
сенсорні прилади нового покоління на основі 
сучасних матеріалів та технологій».
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Summary
ALT and AST are organ-specific enzymes that provide substrate’s transamination, which is an 

essential part of amino acid metabolism, ornithine cycle and other processes. Plasma concentrations 
of these enzymes do not normally exceed 40 U / L, but increase significantly with damage to the heart 
muscle and liver. Therefore, the content of ALT and AST in the blood is an important diagnostic marker. 
Traditional methods for measuring the level of ALT and AST in the blood are spectrophotometry and 
fluorescence, but they have a number of disadvantages, including the high cost and complexity of the 
equipment and the impossibility of rapid analysis.

The aim of this work was to develop novel amperometric biosensor for ALT determination.
Research methods: The amperometric method of analysis was used in the work. A platinum 

disk electrode was used as the electrochemical transducer. The method of glutaraldehyde crosslinking 
between the components of the enzyme gel (Glox and BSA) was used to form a bioselective element 
on the surface of the transducer.

The results of the study: A universal method for measuring ALT activity using a developed 
biosensor (determination of the change in current per minute) was proposed and described. During 
the study, the optimal concentrations of substrates (α-ketoglutarate – 50 μm, alanine – 4 mm) and 
coenzyme (50 μm pyridoxadophosphate) were selected. The analytical characteristics of the developed 
biosensor were also investigated, namely, sensitivity (per 100 IU / l ALT sensitivity was 0.6 nA / min), 
linear range (10–500 IU / l ALT), minimum limit of determination (10 U / l ALT), stability (6–14% in 
3 days), reproducibility of responses (8%), selectivity. A calibration response curve of the developed 
biosensor for ALT application was obtained.

Conclusions: Thus, it was shown the fundamental possibility of using this biosensor to measure 
the content of ALT in real samples. In the future it is planned to develop a biosensor system for 
simultaneous measurement of AST and ALT.
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Реферат
АЛТ і АСТ – це органоспецифічні ферменти, які забезпечують трансамінування субстра-

тів, що є суттєвою ланкою метаболізму амінокислот, орнітинового циклу та інших процесів. 
Концентрація цих ферментів в плазмі крові в нормі не перевищує 40 Од/л, але суттєво зростає 
при пошкоджені серцевих м’язів та печінки. Тому вміст АЛТ та АСТ в крові є важливим діа-
гностичним маркером. Традиційними методами для вимірювання рівня АЛТ та АСТ в крові є 
спектрофотометрія та флуоресценція, але вони мають ряд недоліків, зокрема висока вартість 
і складність обладнання та неможливість проведення експрес-аналізу.

Мета даної роботи полягала в розробці нового амперометричного біосенсора для визна-
чення АЛТ.

Методи дослідження: В роботі використовували амперометричний метод аналізу. Як 
амперометричні перетворювачі використовували платинові дискові електроди. Для формування 
біоселективного елементу на поверхні перетворювача застосовувався метод глутаральдегідної 
зшивки між компонентами ферментного гелю (ГлОкс та БСА).

Результати дослідження: Запропоновано та описано універсальну методику вимірю-
вання активності АЛТ з використанням розробленого біосенсора (визначення зміни сили 
струму за хвилину). В ході дослідження було підібрано оптимальні концентрації субстратів 
(α-кетоглутарат – 50 мкМ, аланін – 4 мМ) та кофермента (50 мкМ піридоксадфосфату). Та-
кож було досліджено аналітичні характеристики розробленого біосенсора, а саме, чутливість 
(на 100Од/л АЛТ чутливість становила 0,6 нА/хв), лінійний діапазон (10–500 Од/л АЛТ), мі-
німальна границя визначення (10 Од/л АЛТ), стабільність(6–14% за 3 дні), відтворюваність 
відгуків (8%), селективність. Було отримано калібрувальну криву відгуків розробленого біо-
сенсора на внесення АЛТ.

Висновки: Показано принципову можливість використання даного біосенсора для ви-
мірювання вмісту АЛТ в реальних зразках. В подальшому планується розробка біосенсорної 
системи для одночасного вимірювання АСТ та АЛТ.

Ключові слова: амперометрія, біосенсор, іммобілізований фермент, глутаматоксидаза, 
аланінамінотрансфераза, вимірювання активності аланінамінотрансферази


