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НОВИЙ ЕНЗИМАТИЧНИЙ МЕТОД ВИЗНАЧЕННЯ L-АРГІНІНУ ЗА  

ВИКОРИСТАННЯ АРГІНАЗИ І ЛЮДИНИ ТА УРЕАЗИ 
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Розроблено чутливий та селективний метод кількісного аналізу L-Аргініну із спектрофотометричним 

способом детектування продукту реакції (амонію) за допомогою о-фталевого альдегіду. Метод ба-

зується на використанні високоочищеної аргінази І та комерційної уреази. Новому методу властива ви-

сока порогова чутливість визначення L-Аргініну, широкий діапазон лінійності, а також нечутливість 

до інтерферуючого впливу широкого спектру амінокислот 

Ключові слова: ензиматичний аналіз, аргіназа I, уреаза, о-фталевий альдегід, L-аргінін, сечовина, 

амоній, спектрофотометрія 

 

It is developed a sensitive and selective method for quantitative analysis of L-arginine with spectrophotometric 

method of detection of the reaction product (ammonium) using o-Phthalaldehyde. The method is based on the 

use of highly purified arginase I and commercial urease. The new method is highly sensitive for L-arginine de-

termination, a wide range of linearity and insensitivity to interfering influence of wide range of amino acids 

Keywords: enzymatic assay, arginase I, urease, o-Phthalaldehyde, L-arginine, urea, ammonium, spectropho-
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1. Вступ 

L-Аргінін (L-Арг) – напівзамінна амінокис- 

лота, яка служить попередником для біосинтезу ба-

гатьох біоактивних сполук, включаючи NO, поліа- 

міни, пептиди і білки [1]. Визначення рівня L-Арг в 

плазмі крові здійснюють при довенному введенні  

L-Арг в процесі діагностики та експериментального 

дослідження захворювань ендокринної системи [2]. 

Відомо також, що визначення концентрації L-Арг у 

сироватці крові дозволяє діагностувати та вивчати 

особливості перебігу таких складних захворювань, як 

гепатокарцинама, меланоми шкіри та колоректаль-

ний рак [3, 4].  

 

2. Постановка проблеми 

На сьогодні визначення вмісту L-Арг в розчи-

нах проводиться методами іонообмінної хроматогра-

фії, флуориметрії, спектрофотометрії, капілярного 

електрофорезу, полярографії, проточно-інжекційного 

аналізу, ензиматичним методом, високоефективною 

рідинною хроматографією. Однак, більшість відомих 

методів визначення L-Арг має низку недоліків, осно-

вні із яких: низька селективність, громіздкість та ко-

штовність апаратури і чутливість до інтерферуючого 

впливу супутніх речовин. З огляду на це, розробка 

нових високоселективних та чутливих методів визна-

чення вмісту L-Арг, зокрема ензиматичних, є надзви-

чайно актуальною. 

 

3. Літературний огляд 

L-Арг є важливим біомаркером низки захво-

рювань, пов’язаних із порушенням обміну, зокрема, 

гіпераргінінемії, викликаної генетичним дефектом в 

гені ARG1 (дефіцит аргінази І) [5]. Моніторінг вміс-

ту L-Арг в плазмі крові здійснюють при довенному 

введенні L-Арг в процесі діагностики та експериме-

нтального дослідження захворювань ендокринної 

системи [2]. Рівень L-Арг в сечі є маркером гомози-

готної цистинурії [6] та обструктивної нефропатії 

новонароджених [7]. Існують дані, що визначення 

концентрації L-Арг у сироватці крові дозволяє діаг-

ностувати та вивчати особливості перебігу таких за-

хворювань, як артеріальна гіпертензія, гестоз вагіт-

них та інші акушерські ускладнення [8], астма [9], 

обструктивні захворювання дихальних шляхів та за-

палення кішківника [10], а також гепатокарцинома, 

меланома шкіри та колоректальний рак [3, 4].  

Визначення вмісту L-Арг проводиться мето-

дами іонообмінної хроматографії, флуориметрії, 

спектрофотометрії, капілярного електрофорезу, по-

лярографії, проточно-інжекційного аналізу, високо-

ефективною рідинною хроматографією (ВЕРХ) [11] 

та біосенсорними методами [12–14]. 

Для кількісного аналізу L-Арг розроблено та-

кож і ензиматичні методи, зокрема за використання 

трьох ферментів – аргінази, уреази та глутаматдегід-

рогенази [15] або октопіндегідрогенази [16]. Недолі-

ком цих методів є висока вартість аналізу, обумов-

лена використанням кількох комерційних ферментів. 

Тому пошук удосконалених ензиматичних методів 

визначення L-Арг особливо в напрямку створення 

комерційно вигідних ензиматичних тест-систем за 

використання ферментів, селективних до цієї аміно-

кислоти є надзвичайно актуальним.  

 

4. Мета дослідження 

Метою нашого дослідження було розроблення 

ензиматичного методу аналізу L-Арг на основі аргі-

нази І печінки людини, виділеної з клітин рекомбі-

нантного штаму дріжджів H. polymorpha та комер-

ційної уреази, а також оцінювання нового методу в 

порівнянні з відомим хімічним методом аналізу та 

іншими методами [17]. 

 

5. Матеріали та методи дослідження 

Як продуцент аргінази І печінки людини ви-

користовували рекомбінантний штам дріжджів 

NCYC 495 H. polymorpha pGAP1#HsARG1 leu2car1: 
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LEU2(S. c). Штам містить цільовий ген 

HsARG1 під контролем конститутивного 

промотора гена гліцеральдегід-3-фосфатде- 

гідрогенази. Фермент виділяли із безклiтин-

ного екстракту штаму_продуцента шляхом 

афінної колонкової хроматографії за розроб-

леною нами схемою [17]. Активність аргіна-

зи визначали за швидкістю утворення сечо-

вини [17]. Концентрацію сечовини визначали 

в хімічній реакції за інструкцією до набору 

для визначення сечовини виробництва НВФ 

«СІМКО», Львів [18]. Розчин ферменту з  

питомою активністю 600 мкмоль∙хв∙
-1

∙мг
-1× 

×(600 Од./мг) було використано для розроб-

ки ензиматичного методу аналізу L-Арг. 

Для приготування робочого реактиву: 

5 г ОФА попередньо розведеного у 5 мл 96 % 

етанолу змішували із 100 мл боратного бу-

фера, рН 10.5. Далі до отриманої суміші вно-

сили 5 мг натрій сульфіту та інтенсивно пе-

ремішували. Реагент зберігали до викори-

стання на темноті при температурі +4 ºС 

упродовж 1 доби.  

Аналіз проводили за такою схемою: в скляні 

пробірки відбирали по 0,1 мл розведених в 30 мМ 

Тріс НСl, рН 8,8 (ТБ) досліджуваних проб, а для по-

будови градуювального графіка – по 0,1 мл стан-

дартних розчинів L-Арг в 30 мМ ТБ, рН 8,8. Реакцію 

запускали додаванням 0,01 мл розчину аргінази І в 

30 мМ ТБ, рН 8,8 з вихідними концентраціями 16,5; 

33,0; 49,5 та 66,0 Од./мл.
 

Інкубаційну суміш пе-

ремішували та витримували при 37 ºС протягом  

15 хв. Далі до суміші вносили розчин уреази в  

30 мМ ФБ, рН 7,5 з вихідними концентраціями 420; 

210; 105; 50 та 25 Од./мл одержану суміш перемішу-

вали та витримували знову при 37 ºС упродовж  

15 хв. Далі в суміш вносили 2.0 мл о-фталевого аль-

дегіду (ОФА), прогрівали на водяній лазні при 60 ºС 

протягом 15 хв та спектрофотометричним (при  

360 нм) методом реєстрували оптичну густину кін-

цевого кольорового продукту реакції віднос- 

но ―сліпої‖ проби (0,1 мл ТБ замість дослід- 

ної проби).  

Визначення величини довжини хвилі для за-

безпечення максимуму поглинання реакційної суміші 

проводилось на спектрофотометрі SHIMADZU UV-

1650 PC у широкому діапазоні (250–700 нм) із вико-

ристанням стандартного програмного забезпечення 

―UVProbe 2.20‖. Результати досліджень обробляли 

статистично.  
 

6. Результати та їх обговорення 

Запропонований нами метод ґрунтується на 

ферментативному гідролізі L-Арг до L-орнітину та се-

човини (І стадія реакції, ензиматична) із наступним гід-

ролізом утвореної сечовини до іонів амонію під впли-

вом уреази (ІІ стадія реакції, ензиматична). Утворений 

амоній реагує із ОФА з утворенням продукту – 2Н-

ізоіндол-1-тіолу, який кількісно оцінюється спектрофо-

тометрично (ОФА-СФ) при 360 нм [19]. Принципова 

схема реакцій, що лягли в основу методу визначення L-

Арг, представлена на рис. 1. 

 

Було встановлено, що максимум поглинання 

утвореного продукту хімічної реакції знаходиться в 

ультрафіолетовій області при 360 нм (рис. 2) [20]. 
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Рис. 2. Електронний спектр світлопоглинання  

продукту взаємодії ОФА з 7 мМ NH4Cl 

 

Для розробки ензиматичного методу аналізу 

L-Арг та забезпечення його надійності, досліджували 

умови проведення реакції. З метою оптимізації умов 

першої стадії експериментально змінювали склад 

інкубаційної суміші та час проведення ензиматичної 

реакції. Для оптимізації хімічної стадії варіювали 

концентрацію ОФА та умови для ефективного утво-

рення продукту – тривалість нагрівання. На основі 

отриманих даних визначено оптимальні умови про-

ведення ензиматичної реакції: 15 хв інкубації із обо-

ма ферментами при 37 о
С; концентрація аргінази  

І – 1,5 Од/мл; концентрація уреази – 35 Од/мл в інку-

баційній суміші.  

На хімічній стадії реакції здійснювали спек-

трофотометричне визначення іонів амонію за відо-

мим методом [19]. Нами досліджено, що аналітичний 

сигнал на амоній залежить від умов проведення 
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методом ОФА-СФ 
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хімічної реакції. Зменшення концентрації ОФА від 58 

до 14,3 мМ значно збільшувало величину флуорес-

ценції, що вагомо впливало на результат. Як видно із 

рис. 3, лінійність визначення іонів амонію до-

сліджуваним СФ методом знаходиться в діапазоні від 

0.7 µМ до 250 µМ. Мілімолярний коефіцієнт ек-

стинкції (ξмМ) ОФА-СФ методу для іонів амонію ста-

новить 6∙10
-6 

мМ
-1

 ∙см
-1

. 
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Рис. 3. Основні аналітичні параметри ОФА-СФ  

методу визначення амонію: а –залежність  

аналітичного сигналу від концентрації амонію у  

фотометрованій суміші; б – діапазон лінійності  

спектрофотометричного методу визначення амонію. 

Коефіцієнт В лінії регресії відповідає ξмМ продукту 

реакції 

 

На наступній стадії реакції – ензиматичній, за 

використання комерційної уреази – здійснювали 

спектрофотометричне калібрування за концентра-

цією сечовини (рис. 4). 

Як видно із рис. 4, ξмМ для ОФА-СФ –  

9∙10
-6 

мМ
-1

∙см
-1

. Лінійність визначення сечовини до-

сліджуваним СФ методом знаходиться в діапазоні від 

2 µМ до 250 µМ. Порівняння ξмМ іонів амонію  

(6∙10
-6 

мМ
-1

 ∙см
-1

) та карбаміду (9∙10
-6 

мМ
-1

 ∙см
-1

) свід-

чить про 80 %-ну конверсію карбаміду до продукту 

ензиматичного гідролізу.  
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Рис. 4. Основні аналітичні параметри ОФА-СФ  

методу визначення сечовини: а – залежність 

аналітичного сигналу від концентрації сечовини у 

фотометрованій суміші; б – діапазон лінійності  

ензиматично-спектрофотометричного ОФА-СФ  

методу визначення сечовини. Коефіцієнт В лінії  

регресії відповідає ξмМ продукту реакції 

 

На рис. 5. (а, б) представлено результати по 

вивченню залежності оптичної густини реакційної 

суміші від концентрації L-Арг та встановлення діапа-

зону лінійності для ОФА-СФ методу за оптимізова-

них умов аналізу. Лінійність калібрувальної кривої 

для аналізу L-Арг зберігається в межах 0,9 мкМ –  

60 мкМ L-Арг у фотометрованій пробі. Порогова 

чутливість методу – 850 нМ. Порівняння ξмМ сечови-

ни (0.009 мМ
-1

∙см
-1

) та L-Арг (0.017 мМ
-1

 ∙см
-1

) свід-

чить про 94 %-ну конверсію L-Арг до продукту ен-

зиматичного гідролізу. 

Для нового бі-ензимного ОФА-СФ методу до-

сліджували селективність сигналу до різних аміно-

кислот (за концентрації 100 мкМ). 
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Рис. 5. Основні аналітичні параметри ОФА-СФ  

методу визначення L-Aрг: а – залежність аналітично-

го сигналу від концентрації L-Aрг у фотометрованій 

суміші; б – діапазон лінійності ензиматично-

спектрофотометричного ОФА-СФ методу визначення 

L-Aрг. Коефіцієнт В лінії регресії відповідає ξмМ  

продукту реакції 
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Рис. 6. Залежність світлопоглинання продукту 

взаємодії 0,1 мМ амінокислот з ОФА. Амінокислоти: 

1 – L-Arg; 2 – Can; 3 – L-Glu; 4 – L-Gln; 5 – L-Lys;  

6 – L-Pro; 7 – L-His; 8 – L-Ala; 9 – L-Cys; 10 – L-Leu; 

11 – L-Tyr; 12 – L-Ser; 13 - L-Orn; 14 – L-Trp 

 

Рівень селективності ензиматичного методу 

оцінювався у відносних одиницях (%) світлопогли-

нання відповідно до величини максимального сигна-

лу, прийняту за 100 %. Як видно з рис. 6 спо-

стерігається значний інтерферуючий вплив 0,1 мМ 

канаваніну (90 %) та глютамінової кислоти (38 %). 

Інші амінокислоти не реєструвались запропоновани-

ми методами, що можна пояснити високою селек-

тивністю аргінази І до природного субстрату – L-Aрг. 

Позитивний сигнал на канаванін пов'язаний із 

здатністю гідролізувати цю амінокислоту з утворен-

ням сечовини. Цей факт є мало суттєвим для аналізу 

реальних зразків, оскільки ця рідкісна амінокислота 

зустрічається, як правило, тільки в насінні деяких 

рослин [21]. 

Таким чином, запропонований ензиматичний 

метод кількісного визначення L-Арг характеризуєть-

ся більшою чутливістю (НМВ становить 850 нМ) у 

порівнянні із комерційним набором ―Ензим-тест‖ 

(НМВ становить 2,100 мкМ) та функціональністю, 

що дозволяє визначати не лише один (L-Арг), а одра-

зу три аналіти – L-Арг, сечовину та амоній (табл. 1). 

Таблиця 1 

Порівняльний аналіз ензиматичних методів визначення L-Арг 

Аналіт Параметри 

Метод 

OФA-СФ 

λ=360 нм 

[дана стаття] 

―Ензим-тест‖ [22] 

λ=340 нм 

ДМО-ФЛ [14] 

λex=380 нм 

λem=510 нм 

ДМО-СФ [23] 

λex=480 нм 

L-Арг 
ЛД

1
 , μM 

НМВ
2
, μM 

0,95–60 

0,85 

2,9–100 

2,10 

0,06–200 

0,045 

7–100 

5 

Сечовина 
ЛД, μM 

НМВ, μM 

2,0–250 

1.80 

2,5–117 

2,5 

4,0–250 

3,3 

5,0–100 

4,0 

NH4
+
 

ЛД, μM 

НМВ, μM 

0,7–250 

0,50 

5,6–194,4 

3,9 
3
НВ 

3
НВ 

Примітка: 1ЛД – лінійний діапазон, μM, 2НМВ – нижня межа визначення, μM, 3НВ – не визначали  

 

Отже, у результаті проведених досліджень 

при розробці ензиматичного методу нами запропо-

новано новий підхід для аналізу L-Арг за викори-

стання ферментів (поєднання аргінази і уреази)  

та спектрофотометричної/флуоресцентної детекції 

кінцевого продукту (амонію), а також визначено 

оптимальний склад реакційної суміші та умови 

аналізу. 
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7. Висновки 

1. Розроблено чутливий та селективний метод 

кількісного аналізу L-Арг із спектрофотометричним 

способом детектування продукту реакції (амонію) за 

допомогою ОФА. Метод базується на використанні 

високоочищеної аргінази І, одержаної нами за влас-

ною технологією із клітин дріжджового реком-

бінантного штама-надпродуцента. 

2. Встановлено, що новому методу властива 

висока порогова чутливість визначення L-Арг  

(850 нМ), широкий діапазон лінійності – 0,95 мкМ – 

60 мкМ, а також нечутливість до інтерферуючого 

впливу широкого спектру амінокислот. 

3. Запропонована методика є простою у вико-

нанні, не потребує складної підготовки зразків до 

аналізу і може використовуватись для кількісного 

визначення вмісту L-Арг в біологічних рідинах та 

харчових продуктах. 
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