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Анотація. У роботі описано розробку та адаптацію моноферментного кондуктометрич-
ного біосенсора для визначення аргініну в фармацевтичних зразках. Біосенсор виготовлений 
шляхом іммобілізації рекомбінантної аргініндеімінази (AДІ) на кондуктометричних електродах 
з використанням ковалентного зшивання в парах глутарового альдегіду. Для досягнення макси-
мальної чутливості розробленого біосенсора до аргініну досліджено вплив параметрів робочого 
буферного розчину, таких як pH, буферна ємність, іонна сила, температура і концентрація білка 
на роботу біосенсора.

Досліджено відтворюваність сигналу та стабільність при зберіганні біосенсора з викорис-
танням оптимізованого складу буферного розчину. Аналітичні характеристики розробленого 
біосенсора свідчили про перспективність його застосування при аналізі концентрації аргініну 
в реальних зразках. Для апробації біосенсора проведено визначення аргініну в різних харчових 
добавках. Обрано найбільш ефективну методику біосенсорного аналізу реальних зразків, а саме 
метод стандартних додавань. Вивчено, як змінюється відтворюваність безперервної роботи 
біосенсора під час аналізу концентрації аргініну в реальних зразках та вплив різних варіантів 
пробопідготовки на точність визначення аргініну. Доведено, що біосенсорні результати гарно 
корелюють з методами іонообмінної хроматографії та спектрофотометричного аналізу.

Розроблений та адаптований в роботі біосенсор є ефективним для точного визначення 
аргініну в дієтичних добавках, призначених для корекції його дефіциту в організмі людини.

Ключові слова: аргінін, моноферментний біосенсор, аргініндеіміназа, кондуктометричний 
перетворювач, аналіз реальних зразків
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ВСТУП
Сьогодні лікування та профілактика дефі-

циту основних поживних і біологічно активних 
речовин в організмі людини має важливе зна-
чення для відновлення основних функцій орга-
нізму, і тому має все ширше використовуватися 
в медицині з лікувальною та реабілітаційною 
метою. Однією із сполук, яка відіграє особли-
ву роль у ряді процесів синтезу в організмі, 
є умовно незамінна амінокислота L‑аргінін. 
Відомо, що в організмі здорової людини аргі-
нін може синтезуватися з L‑глутаміну, тоді як 
в організмі недоношених дітей, людей похило-
го віку, а також при деяких станах і захворю-
ваннях він не виробляється або виробляється 
в недостатній кількості [1, 2].

В організмі людини аргінін входить до 
складу пептидів і білків, виступає попере-
дником сечовини, проліну, глутамату, креа-
тину, агматину, L‑орнітину, L‑цитруліну, 
γ-аміномасляної кислоти і є єдиним попере-
дником оксиду азоту NO. Важливо відзначи-
ти, що дефіцит аргініну є ключовим етапом 
у низці механізмів, що призводять до розвитку 
ендотеліальної дисфункції та дефіциту NO при 
ряді патологій. Тому лікарські засоби та БАДи 
на основі L‑аргініну сьогодні широко викорис-
товуються для профілактики та лікування всіх 
проявів ендотеліальної дисфункції атероскле-
ротичного походження (серцевої, церебраль-
ної, периферичної), гіпертензії (артеріальної, 
легеневої, ниркової), печінкових та шкірних 
захворюваннях, імунодефіцитних станах, ос-
теоартрозах [3–8], а також у посттравматичний 
і післяопераційний періоди для швидкого заго-
єння ран, опіків і пошкоджень. Оскільки контр-
оль якості харчових продуктів і біологічно ак-
тивних добавок не завжди здійснюється на 
належному рівні або не здійснюється взагалі, 
можливість проведення точного, селективного 
і швидкого визначення концентрації аргіні-
ну є актуальною для забезпечення належного 
контролю їхньої якості. У свою чергу, такий 
контроль може стати основою для впроваджен-
ня спрощеної процедури дослідження якості 
аргінін-вмістної продукції, призначеної для 
підтримки здоров’я та/або задоволення гострої 
потреби організму в аргініні.

На сьогодні найбільш поширеними мето-
дами визначення аргініну в лабораторній прак-
тиці є такі методи як іонообмінна та високое-
фективна рідинна хроматографія [9, 10], флу-
ориметричний [11], хемілюмінесцентний [12], 
спектрофотометричний аналіз [13, 14], капі-
лярний електрофорез [15], мас-спектрометрія 
[16]. Окрему групу методів, які також широко 
застосовуються, становлять ферментативні ме-
тоди [17–20]. Описані на сьогодні фермента-
тивні методики аналізу найчастіше базуються 
на одній або кількох реакціях перетворення 
аргініну за участю аргінази, уреази та глута-
матдегідрогенази [17], аргініндеімінази, аргі-
ніносукцинатсинтази, піруватфосфатдикінази, 
піруватоксидази та пероксидази хрону[19], ар-
гінази та уреази [20] або аргініндеімінази [18].

Незважаючи на гарні аналітичні характе-
ристики, застосування традиційних, інстру-
ментальних методів аналізу багатокомпонент-
них проб, таких як харчові продукти та БАДи, 
часто вимагає тривалої пробопідготовки, на-
явності висококваліфікованого персоналу, ви-
користання дорогих реактивів, дорогого та 
громіздкого обладнання. Враховуючи вищезаз-
начене, перехід до швидких, портативних, але 
водночас надійних і відносно дешевих методів 
і приладів для визначення аргініну є досить 
актуальним напрямком сучасної лабораторної 
практики.

Як було показано раніше, методи аналізу, 
які використовують біоматеріали у поєднанні 
з електрохімічними, оптичними чи іншими 
системами вимірювання сигналу, мають великі 
перспективи [21]. До таких методів належать 
електрохімічні біосенсори, які порівняно з ін-
шими типами сенсорних систем характери-
зуються відносно простою технологією виго-
товлення та використання, швидкістю аналізу 
та обробки результатів, широким спектром 
речовин, які можна визначити.

На сьогодні найбільш відомі біосенсор-
ні системи для визначення аргініну виготов-
лені на основі реакцій розщеплення аргініну 
за участі таких ферментів як аргініндеміназа, 
аргіназа, уреаза, L‑аргініндекарбоксилаза та 
різних типів фізичних перетворювачів (ампе-
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рометричних або кондуктометричних перетво-
рювачів, pH‑чутливих польових транзисторів 
та іоноселективних електродів) [22–25].

Більшість біосенсорів для визначення 
аргініну, що описані в літературі, розроблені 
на основі мультиферментних систем та де-
монструють обмежений потенціал для аналізу 
реальних зразків [26–32]. Враховуючи пере-
ваги одноферментних біосенсорів порівняно 
з мультиферментними (набагато вища або аб-
солютна селективність до цільового аналіту, 
нижча вартість і простіша процедура розробки 
та виготовлення біоселективних елементів), 
зрозуміло, що використання одноферментних 
біосенсорів для аналізу концентрації аргініну 
у реальних зразках є більш доречним і акту-
альним.

У цій роботі розроблено новий кон-
дуктометричний біосенсор для визначення 
L‑аргініну на основі рекомбінантної аргінін-
деімінази (AДI), яка розщеплює аргінін в на-
ступній реакції:

АДІ (EC3.5.3.6)
L‑аргінін + Н2О + H+  ―>  L‑цитрулін + NH4

+    (1)

Основним вимірюваним параметром дано-
го біосенсора є зміна провідності розчину (ΔG) 
у приелектродному шарі кондуктометричного 
перетворювача внаслідок зміни концентрації 
та рухливості іонів у розчині під час фермен-
тативного розщеплення молекули аргініну.

В роботі був використаний високостабіль-
ний фермент аргініндеіміназа з Mycoplasma 
hominis, отриманий на основі модифікованого 
протоколу синтезу [33]. Для отримання необ-
хідного ферментного препарата було скон-
струйовано рекомбінантний штам E. coli, що 
надекспресує АДІ‑кодуючий ген M. hominis. 
Цей ферментний препарат характеризувався 
високою питомою активністю протягом 5 років 
при зберіганні при +4 °C.

Робота була направлена на проведення 
серії оптимізацій, спрямованих на розробку 
високочутливого біосенсора на основі AДI 
з Mycoplasma hominis, який можна  викорис-
товувати для визначення L‑аргініну в реальних 

зразках. Як контрольні методи використову-
валися спектрофотометрія та іонно-обмінна 
хроматографія.

Результати, отримані в рамках роботи, 
були ретельно вивчені та проаналізовані, а та-
кож оцінено перспективність використання 
такого біосенсора для визначення концентрації 
аргініну у фармацевтичних зразках.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Матеріали
Для роботи використовували препарат 

рекомбінантної аргініндеімінази (ЕС 3.5.3.6) 
із Mycoplasma hominis, експресованої в клі-
тинах Escherichia coli, з об’ємною активніс-
тю 147 од.акт./мл, бичачий сироватковий аль-
бумін (БСА, фракція V), 25% водний розчин 
глутарового альдегіду (ГА), L‑аргінін, інші 
амінокислоти, лимонна та аскорбінова кис-
лоти виробництва «Sigma-Aldrich» (Китай, 
Бельгія, США, Великобританія), гліцерин ви-
робництва «Макрохім» (Україна). NaCl отри-
мано від «Sigma-Aldrich» (США). Як зразки 
фармацевтичних препаратів для контролю 
концентрації аргініну використовували кап-
сули «L‑аргінін» від Solgar Inc. (США), кап-
сули «L‑аргінін» від Now Foods Corp. (США) 
та капсули «L‑аргінін» від ТОВ «Еліт-Фарм» 
(Україна).

В якості буферного розчину використо-
вували однокомпонентний фосфатний буфер 
на основі KH2PO4. Всі інші хімічні речовини, 
використані в роботі, були вітчизняного ви-
робництва та ступеню чистоти х.ч. або ч.д.а. 
Для приготування розчинів використовували 
дистильовану або ультрачисту воду.

Кондуктометричні перетворювачі та 
вимірювальне обладнання для біосенсор-
ного аналізу

Як фізичні перетворювачі використовува-
лися кондуктометричні датчики, виготовлені 
за нашими рекомендаціями в Інституті фізи-
ки напівпровідників ім. В. Є. Лашкарьова (м. 
Київ, Україна). Кожен з них складався з двох 
пар тонкошарових гребінчастих електродів, 
виготовлених методом вакуумного напилен-
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ня золота на непровідну підкладку із ситалу 
(геометричні розміри підкладки – 5×30 мм). 
Для покращення адгезії золотого шару до 
ситалу між ними наносили допоміжний шар 
хрому товщиною 5 нм. Електроди перетворю-
вача мали гребінчасту геометрію з товщиною 
шару золота близько 150 нм. Площа чутливої 
поверхні кожної пари електродів становила 
близько 3 мм2, а відстань між  растровими 
пальцями і ширина самих пальців – близько 
20 мкм. Вимірювання проводились в дифе-

ренційному режимі для реєстрації змін елек-
тропровідності, що виникають в розчині при-
електродного простору біосенсора внаслідок 
ферментативної реакції (рис. 1а).

Під час створення біоселективного еле-
менту біосенсора чутлива поверхня однієї пари 
електродів використовувалась для нанесення 
робочої мембрани на основі аргініндеімінази 
(чутлива пара електродів W), тоді як поверхня 
іншої пари використовувалась для нанесення 
референтної мембрани на основі лише БСА  

Рис. 1. Схема портативного кондуктометричного аналізатора [а] та зовнішній вигляд 
кондуктометричної установки [б]. 1 – Тримач біосенсора, 2 – магнітний перемішувач,  
3 – кондуктометричний аналізатор, 4 – вимірювальна комірка з робочим розчином.

(референтна пара R). Обидві мембрани біо-
сенсора (робоча та референтна) для найкращої 
роботи диференційного режиму містили одна-
кову кількість білку.

Біосенсорні вимірювання проводили з ви-
користанням двох кондуктометричних вимірю-
вальних систем – портативної та стаціонарної.

Портативний прилад для кондуктометрич-
них вимірювань складався з диференційного 
кондуктометра, розробленого спільно з Інсти-
тутом електродинаміки НАН України (м. Київ), 
електродотримача, з’єднувальних елементів 
для сполучення всіх компонентів системи, 
комп’ютера та відповідного програмного за-
безпечення. У такій системі кондуктометричні 
перетворювачі підключалися до компенсацій-
ної мостової схеми змінного струму з амп-
літудою напруги – 14 мВ і частотою 66 кГц. 

Структурне зображення компенсаційної мос-
тової схеми диференційного кондуктометра та 
детальний опис пристрою наведені в [34, 35]. 
Зовнішній вигляд кондуктометричної установ-
ки представлений на рис. 1б.

Дослідження впливу параметрів робочого 
розчину на функціонування біосенсора прово-
дили на стаціонарній вимірювальній установ-
ці для кондуктометричних вимірювань [36]. 
У попередніх роботах ця установка широко 
використовувалася при розробці різноманітних 
кондуктометричних ферментних біосенсорів 
[37]. При використанні стаціонарної установки 
змінна напруга амплітудою 10 мВ і частотою 
100 кГц від генератора сигналів Г3–118 по-
дається на дві пари електродів кондуктомет
ричного перетворювача. Більш детально зі 
схемою цієї установки можна ознайомитися 
в попередніх роботах [36, 37].



Ксенія Беркета, Ольга Саяпіна, Любов Фаюра, Андрій Сибірний,  
Сергій Дзядевич, Олександр Солдаткін

14

Виготовлення біоселективного елементу
Робоча та референтна мембрани біосенсо-

ра виготовлялись методом ковалентного зши-
вання біфункціональним агентом – глутаровим 
альдегідом. Для приготування робочої мембра-
ни біосенсора розчин аргініндеімінази з кон-
центрацією 88,2 од.акт./мл і розчин БСА (ма-
сова частка в розчині 2%) гомогенізували в 25 
мМ фосфатному буферному розчині (pH 6,2), 
що містить 6,7% гліцерину. Розчин для приго-
тування референсної мембрани містив таку ж 
сумарну кількість білка, як і розчин для робо-
чої мембрани, але частка AДI була замінена 
на БСА. Кожен із цих розчинів наносили на 
чутливу поверхню однієї з пар електродів кон-
дуктометричного перетворювача і розподіляли 
по ній до утворення однорідного тонкого шару. 
Іммобілізацію проводили в ексикаторі в наси-
чених парах глутарового альдегіду. Час іммобі-
лізації становив 30 хвилин. Після іммобілізації 
біосенсор висушували на повітрі протягом 10 
хв, а потім промивали свіжими порціями фос-
фатного буферного розчину протягом 10–15 
хв для видалення незв’язаних компонентів 
біомембран. Між вимірюваннями біосенсор 
зберігали в сухому стані за температури +4 °C.

Методики проведення біосенсорних ви-
мірювань

Вимірювання проводили за кімнатної 
температури у відкритій вимірювальній ко-
мірці (2 мл), заповненій робочим буферним 
розчином (5 мМ фосфатний буферний роз-
чин, pH 6,2) при постійному перемішуванні. 
Необхідну концентрацію модельного розчину 
аргініну для вимірювань в комірці отримували 
шляхом додавання аліквот стокового розчину 
аргініну до буферного розчину. Неспецифічні 
зміни вихідного сигналу, пов’язані з локаль-
ними змінами температури, рН і випадковими 
електричними струмами, усувалися за допо-
могою використання диференційного режиму 
вимірювання.

Для вимірювання концентрації L‑аргініну 
в реальних зразках використовували та порів-
нювали три методи визначення невідомих кон-
центрацій L‑аргініну: класичний біосенсорний 

метод з використанням калібрувальної кривої, 
метод стандартних додавань і спрощений ме-
тод аналізу за пропорцією.

При використанні методу калібрувальної 
кривої спочатку отримували калібрувальну 
криву біосенсора та визначали її лінійний діа-
пазон. Виходячи з лінійного діапазону роботи 
біосенсора вибирали коофіцієнт розведення 
зразка. Відгуки біосенсора отримували для  
кожної аліквоти зразка в кількох повторах 
(n=3–5), розраховували середнє значення та 
рівняння кривої (y=а+bx), що відповідає лі-
нійному робочому діапазону калібрувальної 
кривої, після чого розраховували концентрацію 
аргініну в вимірювальних комірках.

При використанні методу стандартних до-
давань відгук біосенсора спочатку отримували 
на аліквоту зразка, а потім на кілька аліквот 
модельного розчину L‑аргініну відомої кон-
центрації (три послідовні додавання). Таким 
чином отримувалось чотири послідовні від-
гуки, з яких будували графік таким чином, що 
відгук на досліджуваний зразок відкладали 
на осі y. Лінійна екстраполяція цього графіка 
в результаті перетинала вісь x у точці, що від-
повідає концентрації L‑аргініна в вимірюваль-
ній комірці.

Використовуючи спрощений метод аналі-
зу за пропорцією, ми отримували відгук біо-
сенсора на додавання аліквоти зразка, а потім 
додавали одну аліквоту стокового розчину 
L‑аргініну. Далі порівнювали отримані відгуки 
за пропорцією та розраховували концентрацію 
L‑аргініна в зразку з урахуванням його розве-
дення. Цей метод найпростіший з попередніх, 
але його точність часто буває недостатньою.

Відповідно, з використанням кожної з цих 
трьох методик, отримували концентрацію аргі-
ніну у вимірювальній комірці після додавання 
в неї реального зразку. Далі перераховували 
вміст аргініну в зразку, враховуючи коефіцієнт 
розведення.

Методики попередньої підготовки зраз-
ків до вимірювання

Було використано та перевірено 3 методи-
ки попередньої підготовки зразків до вимірю-
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вання. Кожна з них починалась з розведення 
вмісту капсули фармацевтичного препарата 
в 20 мл буферного розчину. Після цього, в пер-
шому випадку подальшої передпідготовки не 
проводилось, в другому – проводили фільтру-
вання отриманого розчину через фільтри 1 мкм 
і 0,22 мкм (№ за кат. 729228, Chromafil Xtra, 
Macherey-Nagel, Німеччина та кат. № CE0459, 
Millex GP, Merck Millipore, Ірландія, відпо-
відно), в третьому – розчин центрифугували 
при 12000 об/хв протягом 10 хв на центрифузі 
MicroMed‑8.10 (Україна). Одразу після цього 
отримані розчини використовували для ана-
лізу впливу процесу попередньої підготовки 
зразків на результати аналізу реальних зразків.

Референтні методи визначення аргініну 
в фармацевтичних препаратах

Паралельно з біосенсорним аналізом для 
визначення концентрації аргініну в дієтичних 
добавках використовували два контрольні ме-
тоди, а саме спектрофотометричний аналіз та 
іонно-обмінну хроматографію. Для визначення 
концентрації аргініну в реальних зразках фер-
ментативним спектрофотометричним методом 
використовували L‑arginine Assay Kit (Sigma 
Aldrich, Німеччина), до складу якого входили 
буфер для аналізу, суміш ферментів, суміш 
А, суміш Б, суміш для очищення зразків і стан-
дартний розчин аргініну. Аналіз проводили 
згідно з протоколом, наданим виробником.

Кількісне визначення вмісту аргініну в до-
сліджуваних зразках методом хроматографії 
проводила незалежна лабораторія ТОВ «Екс-
пертний центр діагностики та лабораторного 
забезпечення «Biolights» (м. Київ, Україна). 
Використовували метод іонообмінної хромато-
графії з катіонообмінною колонкою та постко-
лонковою дериватизацією нінгідрином. Визна-
чення проводили при довжині хвилі 570 нм. 
Температура дериватизації становила 130ºС.

Для обробки експериментальних даних, 
отриманих в ході роботи, використовували 
стандартні методи варіаційної статистики. До-
слідження проводили щонайменше в 3–5 по-
вторах. При статистичній обробці результатів 
визначали середнє арифметичне та його стан-

дартне відхилення, дані вважали достовірни-
ми при p<0,05. Обробку даних та розрахунки 
проводили за допомогою графічного редактора 
OriginLab (OriginPro версія 8.5).

РЕЗУЛЬТАТИ І ОБГОВОРЕННЯ

Аналіз основних аналітичних характе-
ристик кондуктометричного біосенсора на 
основі аргініндеімінази

Першим етапом адаптації  біосенсора на 
основі аргініндеімінази для визначення ар-
гініну в зразках фармацевтичних препаратів 
стало дослідження та узагальнення його осно-
вних аналітичних характеристик. Для цього 
аналізувались типові відгуки біосенсора на 
основі АДІ  (рис. 2). Шляхом аналізу базової 
лінії біосенсора  було визначено шум і дрейф 
сигналу, розрахована мінімальна межа детекції 
біосенсора (рис. 3). Цей параметр був розрахо-
ваний на основі типового відгуку біосенсора 
на аргінін, а потім підтверджений експеримен-
тально як мінімальна концентрація аргініну, 
при якій відгук біосенсора перевищує базовий 
рівень шуму втричі. Таким чином, мінімальна 
межа детекції становила 2 мкМ. Також було 
визначено що середній час відгуку становив 
1–1,5 хв, а тривалість усієї процедури аналі-
зу – лише 8 хв.

Для подальшого вивчення параметрів біо-
сенсора для аналізу L‑аргініну в модельних 
розчинах була побудована детальна калібру-
вальна крива (рис. 3). 

Рис. 2. Типовий відгук біосенсора  
на додавання 1 мМ аргініну в 5 мМ  

фосфатний буферний розчин, рН 6,2.
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Теоретично, лінійна ділянка цієї калібру-
вальної кривої може бути використана надалі 
для аналізу концентрації аргініну в реальних 
зразках.

Побудовану калібрувальну криву аналізу-
вали стосовно її динамічного діапазону аналізу 
аргініну (до 2000 мкМ). У свою чергу, лінійний 
робочий діапазон біосенсора на основі AДI 
знаходився в діапазоні від 20 до 750 мкМ аргі-
ніну і описувався наступним рівнянням:

	 G = 4,396+2,273×C, 	 (2)

де G –  відгук біосенсора на додавання алікво-
ти аргініну до вимірювальної комірки (мкСм), 
а C – концентрація доданого L‑аргініну (мкМ), 
R2 = 0,995.

Для успішного застосування новоство-
реного біосенсора на практиці, необхідно ви-
вчити його стабільність під час роботи та збе-
рігання. У нашій попередній роботі [38], яка 
була присвячена початковому етапу розробки 
біосенсора на основі AДI, ми не заглиблюва-
лися в детальну оптимізацію біосенсора для 
визначення аргініну в реальних зразках, але 
деякі основні параметри було перевірено. На-

приклад, відтворюваність сигналу біосенсора 
на основі AДI під час безперервної роботи ви-
конували шляхом моніторингу його відгуків 
на єдину концентрацію аргініну (1,5 мМ) про-
тягом кількох годин. Показано, що відносне 
стандартне відхилення сигналів біосенсора під 
час експерименту становило лише 6,1%. Також 
попередньо було перевірено, як змінюється 
чутливість біосенсора до аргініну при трива-
лому зберіганні в різних умовах. Стабільність 
біосенсора при зберіганні досліджували про-
тягом місяця. Встановлено, що біосенсор на 
основі AДI найкраще зберігається при темпе-
ратурі –18 °C (зберігалося 80% початкової ак-
тивності сенсора) після місяця зберігання [38].

В цій роботі досліджено операційну ста-
більність біосенсора, що є також важливим 
показником успішного функціонування. Для 
цього протягом двох тижнів проводились вимі-
рювання перші 4 дні кожного дня, надалі через 
кожні 3 дні. Щоразу отримували 6–7 відгуків 
на однакову концентрацію субстрату (рис. 4). 
Між вимірюваннями біосенсор зберігали в су-
хому стані при +4oC. Як видно з рис. 4, біосен-
сор характеризувався прийнятною стабільніс-
тю роботи протягом перших трьох днів вико-

Рис. 3. Калібрувальна крива із розрахунком мінімальної границі 
визначення   концентрації аргініну. Вимірювання проводили в 5 

мМ фосфатному буфері, рН 6,2.
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ристання; після першого тижня роботи середнє 
значення відгуку біосенсора знизилося на 20%, 
а після закінчення експерименту (через два 
тижні) – на 45%. В цілому можна вважати, 
що розроблений біосенсор характеризується 
гарною операційною стабільністю роботи за 
тривалого використання.

Одним із найважливіших критеріїв пер-
спективності подальшого використання роз-
робленого біосенсора для аналізу реальних 

зразків є його селективність щодо можливих 
інтерферентів. Для визначення даного параме-
тру ми досліджували чутливість розробленого 
біосенсора до ряду протеїногенних амінокис-
лот, що можуть бути в зразках фармацевтич-
них препаратів у порівнянні з його чутливістю 
до аргініну (рис. 5). Відгуки біосенсора роз-
раховували у відсотках, де за 100% приймали 
відгук біосенсора на L‑аргінін такої ж кон-
центрації.

Рис. 4. Операційна стабільність роботи біосенсора на 
основі АДІ протягом 14 днів. Відгуки біосенсора на 0,25 мМ 

L‑аргініну в 5 мМ фосфатному буфері, pH 6,2.

Рис. 5. Селективність біосенсора на основі аргініндеімінази. Відгуки біосенсора 
на 100  мкМ речовин в 5 мМ фосфатному буфері, pH 6,2.
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Це дослідження показало, що у біосен-
сора не виникало реакції на більшість проте-
їногенних амінокислот, за винятком L‑лізину, 
аспарагінової та глутамінової кислот. Відгуки 
біосенсора на вищезазначені сполуки станови-
ли <20%  відгуку на L‑аргінін. На нашу думку, 
дані результати можуть бути пов’язані з не-
селективною зміною провідності досліджу-
ваного розчину, спричиненою обмеженнями 
диференційного режиму, оскільки додавання 
великої концентрації високозаряджених моле-
кул може викликати значне збільшення фоно-
вої провідності розчину, яке важко компенсу-
вати не ідеальним диференційним режимом. 

Крім того, в рамках вивчення селектив-
ності розробленого біосенсора, була переві-
рена чутливість біосенсора до деяких електро-
активних речовин, які можуть бути присутніми 
в продуктах харчування, а саме до аскорбінової 
та лимонної кислот. Величина відгуку біосен-
сора на лимонну кислоту становила 133,3%, 
а на аскорбінову кислоту – 53,3% відносно 
відгуку біосенсора на таку ж концентрацію 
L‑аргініну. Очевидно, що такі відгуки біосен-
сора є неінформативними і також зумовлені 
обмеженнями диференційного режиму вимі-
рювання, оскільки ці органічні кислоти викли-
кають значне підвищення фонової провідності 
досліджуваного розчину. 

Оскільки присутність цих кислот у ре-
альних зразках може дати неспецифічне зави-
щення результату аналізу при визначенні кон-
центрації L‑аргініну, важливо контролювати 
присутність цих речовин перед проведенням 
аналізу. За їх наявності ми вважаємо за до-
цільне використовувати додаткові мембрани на 
поверхні кондуктометричного перетворювача, 
які б служили механічним бар’єром для про-
никнення таких речовин до поверхні перетво-
рювача і тим самим мінімізували б їх внесок 
у фонову провідність в розчину в приелектро-
дному шарі біосенсора. На нашу думку, однією 
з можливих речовин для використання в якості 
мембрани може бути поліфенілендіамін, який 
у наших попередніх роботах дав змогу значно 
підвищити селективність амперометричних 
електродів [39, 40].

З метою оцінити перспективність розро-
бленого біосенсора для практичного застосу-
вання, необхідно було оцінити його основні 
аналітичні характеритики. Відповідно про-
ведено аналіз відгуків, калібрувальної кри-
вої, стабільності та селективності біосенсора 
при роботі в робочому розчині оптимізованого 
складу. Усі основні аналітичні характеристики 
розробленого біосенсора були зібрані в табл. 1.

Таким чином, ліміт детекції біосенсора 
становив 2 мкМ, лінійний діапазон роботи –  

Таблиця 1. 
Основні аналітичні характеристики кондуктометричного біосенсора  

на основі аргініндеімінази
Лінійний
діапазон,

мкМ

Чутливість
мкСм/мМ

Межа 
виявлення,

мкМ

Шум
базової лінії, 

мкСм/хв

Час 
відгуку, 

хв

Час 
аналізу,

хв

RSD,
%

20,0–750,0 1927,0 2,0 1,6 1,0–1,5 8,0 6,1

від 20 до 750 мкМ, а динамічний – від 0 до 
2000 мкМ. Чутливість біосенсора до L‑аргініну 
становить 1927 мкСм/мкМ, а шум та дрейф 
базової лінії складають 1,6 мкСм/хв та 
0,72  мкСм/хв відповідно. Отримані аналітичні 
характеристики підтверджують перспектив-
ність біосенсора для подальшого кількісного 
аналізу L‑аргініну в зразках фармацевтичних 
зразків.

Визначення аргініну в реальних зраз-
ках за допомогою кондуктометричного біо-
сенсора на основі АДІ

Першим етапом було досліджено вплив 
різних процедур підготовки проб на результати 
біосенсорних вимірювань. Визначення проводи-
лось для одного із зразків, а саме для харчової 
добавки «L‑аргінін 500 мг» виробництва «Solgar 
Vitamin and Herb». Ми порівнювали результати 
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вимірювання в зразку без попередньої пробо-
підготовки (тільки перенесення вмісту капсули 
в розчин) і після наступних варіантів обробки 
зразка з метою видалення сполук, які можуть 

впливати на точність визначення аргініну: (1) 
фільтрування та (2) центрифугування.  Резуль-
тати біосенсорного визначення аргініну в зразку 
після пробопідготовки представлені в рис. 6.

Рис. 6. Вплив різних методів пробопідготовки на результати біосенсорного 
визначення L‑аргініну в капсулах фармацевтичних препаратів. 

Вимірювання в 5 мМ фосфатному буфері, рН 6,2.

Отримані дані дозволяють зробити ви-
сновок, що фільтрація зразка перед аналізом 
призводить до попереднього концентрування 
зразка і, таким чином, до завищення резуль-
тату вимірювання аргініну. Порівнюючи дані 
біосенсорного визначення для нефільтрованої 
проби та вміст аргініну заявлений виробником, 
можна припустити, що для отримання досто-
вірного результату аналізу достатньо розведен-
ня проби без її подальшої додаткової обробки.

Варто також зазначити, що центрифу-
гування нефільтрованого зразка також було 
непотрібним прийомом, оскільки воно призво-
дило до деякого заниження результату вимі-
рювання, очевидно, через затримку фільтром 
певної кількості L‑аргініну з розчину. З прове-
деного дослідження можна зробити висновок, 
що використання розробленого біосенсора 
для аналізу капсул фармацевтичних зразків 
не вимагає додаткових процедур підготовки 
зразків що дає перевагу біосенсорному методу 
аналізу порівняно з традиційними аналітични-
ми методами.

Апробацію кондуктометричного біосен-
сора на основі аргініндеімінази під час аналізу 
реальних зразків проведено шляхом визна-
чення концентрації L‑аргініну в трьох видах 
аргінінвмісних біологічно активних добавок, 
а саме в капсулах «L‑аргінін» виробництва 
ТОВ «Еліт-Фарм» (Дніпро, Україна), капсулах 
«L‑аргінін 500 мг» виробництва «Now Foods» 
(США) та капсулах «L‑аргінін 500 мг» ви-
робництва «Solgar Vitamin and Herb» (США). 
Перед аналізом вміст кожної капсули розчи-
няли в 5 мМ фосфатному буферному розчині 
(рН 6,2). Для визначення невідомих концентра-
цій аргініну в зразках було випробувано три 
біосенсорні методи (див. розділ матеріали та 
методи). Для вибору найкращого біосенсор-
ного методу для визначення концентрації ар-
гініну в зразку «Solgar Vitamin and Herb» було 
проведено 5 серій вимірювань усіма трьома 
методами (Рис. 7).

Як видно з рис. 7, метод з використан-
ням калібрувальної кривої виявився найбільш 
неточним у порівнянні з даними, заявленими 
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виробником, що можна пояснити тим, що цей 
метод не враховує вплив матриці реального 
зразка. Метод розрахунку з використанням 
пропорції, як і очікувалося, був досить точним 
в розрахунку середнього значення, проте по-
хибка вимірювання була найбільшою.

Для подальших експериментів було ви-
рішено використовувати метод стандартних 
додавань, оскільки результати визначення ар-
гініну цим методом показали гарну кореля-
цію з заявленою виробником концентрацією, 
а похибка вимірювання була в межах норми. 
Однак, при використанні даного методу (стан-
дартних додавань)  треба контролювати аби 
всі послідовні відгуки (стандартні додавання 
відомих концентрацій аргініну) були в межах 
лінійного діапазону роботи біосенсора.

Відомо, що при роботі біосенсорів з ре-
альними зразками відтворюваність результатів 
погіршується порівняно з роботою в модель-
них розчинах. Відповідно, необхідним етапом 
роботи було дослідження стабільності (відтво-
рюваності) процедури вимірювання концен-
трації аргініну в реальних зразках. Для цього 
протягом одного робочого дня було проведено 
серію біосенсорних вимірювань концентрації 
аргініну в  зразку «Solgar Vitamin and Herb». 
Визначення концентрації аргініну в реально-

му зразку проводили 15 разів одним і тим же 
біосенсором. При цьому відносне стандартне 
відхилення становило  10,8%, порівняно з 6,2% 
для вимірювання аліквот модельного розчи-
ну, проте це добре відомий ефект для аналізу 
реальних зразків, зокрема фармацевтичних 
(рис. 8). Однак, дана величина похибки є до-
пустимою для подальшого використання біо-
сенсора для вимірювання реальних зразків.

Рис. 8. Відтворюваність результатів 
вимірювання  концентрації аргініну у реальному 
зразку  біосенсором на основі АДІ. Вимірювання 
в 5 мМ фосфатному буфері, рН 6,2 (метод стан-

дартних додавань (500-кратне розведення)).

Рис. 7. Результати визначення концентрації L‑аргініну у фарма-
цевтичному зразку з використанням трьох біосенсорних методів. 

Вимірювання проводили в 5 мМ фосфатному буфері, рН 6,2.
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Для контролю результатів біосенсорного 
вимірювання та даних, наданих виробника-
ми, концентрацію аргініну в фармацевтичних 
зразках також визначали двома контрольними 
методами – методом іонообмінної хроматогра-
фії (проведено незалежною лабораторією Екс-
пертного центру діагностики та лабораторного 
забезпечення «Biolights»  та спектрофотоме-
тричним методом (виконувалось з використан-

ням реактивів та методики використання ко-
мерційного набору МАК370, «Sigma-Aldrich»). 
Результати біосенсорного визначення аргініну 
в капсулах БАД у порівнянні з результатами 
контрольних методів та даними, заявленими 
виробниками, наведені на рис. 9.

Аналізуючи результати аналізу зразків 
фармацевтичних препаратів усіма трьома ме-
тодами було розраховано коефіцієнти кореляції 

Рис. 9. Порівняння даних визначення концентрації L‑аргініну у зразках БАДів, отриманих за 
допомогою біосенсорного методу (n = 5) та контрольних методів. Зразки БАД: 1 – «L‑аргінін 

500 мг» («Solgar Vitamin and Herb»); 2 – «L‑аргінін 500 мг» («Now Foods»); 3 – «L‑аргінін» 
(ТОВ «Еліт-Фарм»). [а]- біосенсорний метод, [б]- іонно-обмінна хроматографія, [в]-

спектрофотометричний метод, [г]-заявлено виробником.

між різними методиками. На підставі розрахо-
ваних коефіцієнтів кореляції встановлено, що 
результати визначення L‑аргініну біосенсором 
на основі аргініндеімінази добре корелюють як 
з даними, отриманими методом іонообмінної 
хроматографії, так і з результатами спектрофо-
тометричного дослідження. метод; коефіцієнти 
кореляції становили R2=0,987 та R2=0,997 від-
повідно. Отримана майже ідеальна кореляція 
між усіма методами вказує на те, що концен-
трації аргініну в фармацевтичних зразках пра-
вильно вказані і виробниками.

ВИСНОВКИ
Дана робота була спрямована на розроб-

ку, адаптацію та оптимізацію нового моно-
ферментного кондуктометричного біосенсора 
для визначення аргініну в фармацевтичних 

препаратах. Біосенсор створений на основі ре-
комбінантної АДІ з Mycoplasma hominis і при-
значений для точного визначення концентрації 
аргініну в дієтичних добавках. Біосенсор було 
створено шляхом іммобілізації АДІ на чутли-
вій поверхні гребінчастих електродів кондук-
тометричного перетворювача з використанням 
методики ковалентного  зв’язування за допо-
могою глутарового альдегіду.

В процесі дослідження було перевірено 
відтворюваність сигналу біосенсора при ви-
мірюванні модельного розчину аргінініну та 
при вимірюванні вмісту аргініну в реальних 
зразках в буферному розчині з оптимізованим 
складом. Біосенсор характеризувався хорошою 
відтворюваністю відгуків на додавання мо-
дельного розчину аргініну (RSD=6,1%) і при 
вимірюваннях реальних зразків (RSD=10,8%).
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З метою перевірки можливість подаль-
шого застосування розробленого біосенсора 
для діагностики аргініну у фармацевтичних 
зразках, було проаналізовано його аналітич-
ні характеристики. Лінійний діапазон роботи 
біосенсора при цьому становив 20–750 мкМ, 
мінімальна межа визначення – 2 мкМ. Середня 
тривалість аналізу становила 8 хвилин.

Концентрацію аргініну у фармацевтич-
них зразках визначали біосенсорним методом 
стандартних додавань, оскільки в ході експе-
риментальної роботи він виявився найбільш 
ефективним і точним. Також, було проведено 
вибір методу попередньої обробки зразків та 
визначено, що найбільш оптимальним підхо-
дом є просте розчинення вмісту капсули фар-
мацевтичного препарата в дистильованій воді 
без будь-якої подальшої додаткової обробки.

Встановлено, що результати визначення 
L‑аргініну біосенсором на основі аргініндеі-
мінази добре корелюють як з даними, отрима-
ними методом іонообмінної хроматографії, так 
і з результатами спектрофотометричного мето-
ду; коефіцієнти кореляції становили 0,987 та 
0,997 відповідно.

Таким чином, кондуктометричний біосен-
сор на основі аргініндеімінази із M. hominis 
можна розглядати як перспективний аналітич-
ний інструмент для високочутливого визначен-
ня концентрації L‑аргініну в широкому спектрі 
реальних фамацевтичних зразків.

ПОДЯКИ
Частина роботи виконана в рамках ви-

конання робіт за напрямком використання 
бюджетних коштів «Підтримка пріоритетних 
для держави наукових досліджень і науково-
технічних (експериментальних) розробок» 
бюджетної програми КПКВК 6541230 (дого-
вір 2/9–2025). Робота була також підтримана 
грантом Фонду Саймонса № 1030279 (Сергій 
Дзядевич та Олександр Солдаткін). Автори 
також висловлюють подяку Сергію Ярмолю-
ку (Інститут молекулярної біології і генетики 
НАН України, Київ, Україна) за люб’язне на-
дання зразків біологічно активних добавок для 
проведення аналізу.
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Abstract. The work describes the development of a monoenzyme conductometric biosensor for 
the determination of arginine in pharmaceutical samples. The biosensor was created by immobilizing 
recombinant arginine deiminase (ADI) on electrodes using covalent crosslinking in glutaraldehyde 
vapours. To achieve maximum sensitivity, the influence of the working buffer solution parameters, 
such as pH, buffer capacity, ionic strength, temperature, and protein concentration, on the operation 
of the biosensor was investigated.

The analytical characteristics, signal reproducibility, and storage stability of the biosensor with the 
optimized buffer solution were studied. To test the biosensor, arginine in food additives was determined 
using the standard addition biosensor method. The work shows that the results correlate well with 
ion-exchange chromatography and enzymatic spectrophotometric analysis. The influence of different 
sample preparation options on the accuracy of arginine determination was also studied.

The biosensor is effective for the accurate determination of arginine in dietary supplements 
intended to correct its deficiency.

Keywords: arginine, monoenzyme biosensor, arginine deiminase, conductometric transducer, 
real samples analysis


