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Креатинін — один із компонентів крові
людини, що належить до фракції залишко-
вого азоту і вважається важливим діагнос-
тичним показником функції нирок, щитопо-
дібної залози та м’язів [1]. Рівень
креа тиніну в сироватці крові й сечі викорис-
товують у клінічній діагностиці як параметр
м’язового ушкодження та як головний мар-
кер різних ниркових захворювань.

Фізіологічна концентрація креатиніну
в крові лежить у межах 40–150 мкмоль/л,
залежно від віку та статі, але за патологіч-
них умов, зокрема при м’язових порушен-
нях та нирковій дисфункції, може збільшу-
ватись до 1 000 мкмоль/л і вище [2]. За

концентрації креатиніну, що перевищує
140 мкмоль/л, хворому слід призначати
додаткові клінічні дослідження, а якщо
концентрація вища, ніж 530 мкмоль/л, це
є ознакою ниркової недостатності [3].

У рутинній клінічній практиці для ви -
зна чення креатиніну досить часто застосову-
ють колориметричний метод на основі реак-
ції Яффе, що був запропонований у 1886 р.
і ґрунтується на взаємодії креатиніну з пік-
риновою кислотою в лужному середовищі з
утворенням таутомера пікрату креатиніну
помаранчевого кольору [4]. Цим методом
послуговуються і сьогодні, але головний
його недолік — низька специфічність.
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Креатинін — один із найважливіших аналітів у сучасному клінічному аналізі. Визначення цього
метаболіту в різних фізіологічних рідинах організму є суттєвим для оцінювання ниркової, м’язової та
тиреоїдної дисфункції. Креатинін є загальноприйнятним діагностичним показником функції нирок,
рівень якого слід контролювати під час процедури гемодіалізу. Експерименти було проведено з вико-
ристанням потенціометричного методу вимірювань. Біочутливий елемент для визначення креатиніну
було створено на основі високоселективного ензиму креатиніндеімінази. Іммобілізацію ензиму на
поверхню рН-чутливого польового транзистора здійснювали за допомогою фотополімеру. У результа-
ті експериментальних досліджень було створено біоселективний елемент біосенсора на основі креати-
ніндеімінази. Оптимізовано основні аналітичні характеристики розробленого біосенсора, визначено
оптимальні умови для досліджень з реальними зразками. Показано, що біосенсор на основі креати-
ніндеімінази є стабільним, його відгуки відтворювані, а діапазон лінійності — 0–2 мМ з мінімальною
межею визначення 0,02 мМ. Проведено кількісне оцінювання вмісту креатиніну в сироватці крові та
порівняльний аналіз даних біосенсорного визначення з контрольним методом (показано високу
кореляцію — R = 0,96). Розроблений потенціометричний біосенсор на основі рН-чутливого польового
транзистора та іммобілізованої креатиніндеімінази, перевагою якого є висока чутливість та селектив-
ність, можна застосовувати для кількісного визначення вмісту креатиніну в сироватці крові хворих на
ниркову недостатність, а також для контролю ефективності процедури гемодіалізу.
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Також для моніторингу концентрації креа-
тиніну використовують і такі методи, як
високоефективна рідинна хроматографія
[5–8], іонна хроматографія [9, 10], міцелярна
електрокінетична хроматографія [11–13],
хроматографічний метод із застосуванням
флуоресцентних індикаторів [14], капіляр-
ний електрофорез [15], капілярний зональ-
ний електрофорез [16–19], капілярний ізо-
тахофорез [20], тандемна мас-спектрометрія
[21]. Однак ці методи потребують значних
затрат часу, довготривалої та складної під-
готовки проб, дорогих реактивів, висококва-
ліфікованого персоналу та найголовніший
недолік — неможливість вимірювання
в режимі реального часу.

З метою вирішення деяких вищезазначе-
них недоліків для визначення креатиніну
було запропоновано біосенсорні методи.
Аналіз літератури показує, що розширення
сфери застосування біосенсорів на сьогодні
зумовлено не тільки високою чутливістю
цих систем, але й тим, що біосенсор, як пра-
вило, містить весь набір реагентів, необхід-
них для встановлення концентрації аналіту,
і дає змогу звести процедуру аналізу до одно-
го етапу. У даному разі можна говорити про
збільшення швидкості та своєрідну автома-
тизацію процесу аналізу. 

Відомі амперометричні, потенціометрич-
ні та оптичні біосенсори для визначення
креатиніну. Кожен тип біосенсорів має свої
переваги та недоліки. При розробленні як
амперометричних, так і потенціометричних
систем важливими є декілька параметрів:
чутливість, діапазон вимірювання, опера-
ційна стабільність, стабільність під час збе-
рігання та відсутність впливу інтерферую-
чих речовин.   

Деякi потенціометричні біосенсори базу-
ються на детекції амонію, що є продуктом
креатиніну в результаті ензиматичного гід-
ролізу креатиніндеіміназою [3, 22]. Ці біо-
сенсори привертають увагу, оскільки скла-
даються з простого газочутливого електрода
та єдиної ензиматичної реакції. Головним
недоліком таких пристроїв є вплив ендоген-
ного NH4

+ на результати аналізу, а в разі
амперометричних біосенсорів — наявність
складної триензимної системи, під час робо-
ти якої запускається каскад трьох реакцій,
що може спричинити велику похибку визна-
чення креатиніну через низьку селектив-
ність аналізу [3, 23].

Тому було поставлено мету: розробити
потенціометричний біосенсор на основі рН-
чутливих польових транзисторів (рН-ПТ) та
іммобілізованої креатиніндеімінази і вико-

ристати його для кількісного визначення
креатиніну в сироватці крові хворих на нир-
кову недостатність.  

Матеріали і методи

У роботі застосовували препарат ензиму
креатиніндеімінази (КФ 3.5.4.21) з актив-
ністю 36 ОА/мг протеїну, бичачий сироват-
ковий альбумін (БСА) (фракція V) та креати-
нін виробництва Sigma-Aldrich Chimie.
Робочим буферним розчином слугував фос-
фатний буфер (NaH2РО4

–NаОН), рН 7,4,
фірми Меrck. Під час виготовлення робочих
біоселективних елементів для стабілізації
біоселективних мембран використовували
ДЕАЕ-декстран фірми Fluka Biochemica та
D-лактітол фірми Fluka. Для іммобілізації
креатиніндеімінази застосовували фотопо-
лімер полі(вініл)алкоголь, що містить сти-
рилпіридин (PVA/SbQ, Toyo Gosei Kogyo
Co.Ltd, Японія).

Сироватку крові для дослідів на вміст
креатиніну було одержано в Київському
міському науково-практичному центрі
нефрології та гемодіалізу.

Сенсорні елементи на основі рН-чутли-
вих польових транзисторів. У роботі вико-
ристовували сенсорні чипи з диференційною
парою рН-чутливих польових транзисторів,
виготовлені в Інституті фізики напівпровід-
ників ім. В. Є. Лашкарьова НАН України.
Розроблена топологія передбачала розмі-
щення двох ідентичних р-канальних тран-
зисторів на одному кристалі загальною пло-
щею 8х8 мм [24]. Для усунення можливості
утворення паразитного каналу провідності
між обома транзисторами кристал містив
захисну роздільну n+-ділянку завширшки
50 мкм. Контакти до стоку й витоку кожно-
го із транзисторних елементів було сформо-
вано протяжними р+-дифузійними шинами,
виведеними на край чипу разом із контак-
том до n-підкладки. 

Іонселективні властивості транзисторів
були зумовлені рН-чутливим діелектрич-
ним шаром Si3N4, нанесеним на їхню затвор-
ну ділянку. Величина pH-чутливості сенсор-
них елементів становила близько 40 мВ/рН,
що за наявної крутизни перехідної воль -
тамперної характеристики транзистора
в межах 400–500 мкА/В забезпечувало рН-
чут ливість струму в каналі порядку
15–20 мкА/рН.

Відгук рН-ПТ оцінювали за допомогою
схеми прямого вимірювання струму в каналі
польового транзистора з активним наванта-
женням. Порогова напруга для використо-
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вуваних рН-ПТ становила близько –2,5 В.
Вимірювання проводили за таких умов:
сила струму каналу — близько 500 мкА,
напруга «стік–витік» — близько 2 В, під-
кладку з’єднано зі стоком [25].

За допомогою розроблених сенсорних
електродів можна ефективно проводити
вимірювання в диференційному режимі,
коли один із транзисторів використовують
як референтний, а на затвор іншого нано-
сять чутливу біоселективну мембрану. Це
дає змогу істотно послабити вплив таких
факторів, як коливання температури, рН,
іонної сили розчину, світла і електромагніт-
них ефектів на результати вимірювань.

Виготовлення біоселективних мембран.
Біоселективну мембрану на основі креати-
ніндеімінази формували на поверхні одного
з пари рН-чутливих рН-ПТ фотополімериза-
цією в PVA/SbQ. На інший рН-ПТ наносили
референтну мембрану. Для цього готували
66%-й розчин PVA/SbQ в 20 мМ калійфос-
фатному буфері, що містив 10%-й гліцерол,
рН 7,4. Далі безпосередньо перед нанесен-
ням на робочу поверхню перетворювача змі-
шували розчин креатиніндеімінази (20%-на
креатиніндеіміназа + 4%-й лактитол +
0,4%-й DEAE-декстран) із розчином
PVA/SbQ у співвідношенні 1:1 та ретельно
перемішували для одержання гомогенного
розчину. Суміш для приготування референт -
ної мембрани готували так само, але замість
ензиму брали БСА. Розчини за допомогою
мікропіпетки Eppendorf (0,1–2,5 мкл) нано-
сили на робочі поверхні рН-ПТ до повного їх
покриття. Сенсорний чип з нанесеними мем-
бранами вміщували під ультрафіолетову
лампу КФ-4М інтенсивністю 3,4 В/м2 на від-
стані 10 см від біосенсора для формування
біоселективних мембран на 20–30 хв. 

Формування додаткових мембран. Для
формування додаткових мембран викорис-
товували позитивно заряджений полімер
полі(4-вінілпіридин-костерин) — ПВП. Го -
ту вали 1%-й спиртовий розчин цього полі-
меру.

Додаткові мембрани застосовували під
час роботи з реальними зразками для змен-
шення негативного впливу компонентів
крові на відгук біосенсора. Так, 0,1 мкл
ПВП наносили поверх мембрани на основі
креатиніндеімінази, а також на відповідну
референтну мембрану. Після таких маніпу-
ляцій біосенсори витримували 15–20 хв на
повітрі до повного висихання додаткових
мембран і вміщували в робочу комірку
з 5 мМ фосфатним буфером (рН 7,4) до стабі-
лізації базового сигналу.

Вимірювання креатиніну в модельному
робочому буфері. Модельні дослідження про-
водили, в основному, в 5 мМ фосфатному
буфері, рН 7,4, за кімнатної температури
у від критому об’ємі з інтенсивним перемі-
шуванням. Перед роботою біосенсори вимо-
чували деякий час у буферному розчині до
отримання стабільного вихідного базового
сигналу. Концентрацію субстрату змінюва-
ли, додаючи певні аліквоти концентрованих
розчинів. Сигнал від польового транзистора
з неактивною мембраною, розташованого на
тому самому кристалі, віднімали від сигна-
лу, одержаного з транзистора з активною
біоселективною мембраною.

Вимірювання креатиніну в зразках
сироватки крові. Для визначення кон -
центра цій креатиніну в пробах сироватки
крові застосовували два методи: класичний
біосенсорний за калібрувальною кривою та
стандартних додавань. 

Процедура визначення невідомої кон-
центрації креатиніну в сироватці крові за
умови використання першого методу була
такою. Спочатку знімали залежність відгу-
ків біосенсора від концентрації креатиніну
та будували калібрувальну криву. Потім до
електрохімічної комірки об’ємом 1,5 мл
додавали певну концентрацію креатиніну,
отримували відгук, а після відмивання вно-
сили 150 мкл сироватки з урахуванням
загального об’єму комірки, що зумовлювало
кінцеве розведення зразка в 10 разів.
Одержаний відгук на певну концентрацію
креатиніну використовували для оцінюван-
ня стабільності біосенсора (у разі повторного
використання сенсорного чипу). За величи-
ною відгуку, отриманого на внесення реаль-
ного зразка, та калібрувальною кривою
визначали вміст креатиніну в пробі.
Кількість вимірювань концентрації креати-
ніну в кожній із 10 проб сироватки крові —
5 разів, Р < 0,05.

Принцип методу стандартних додавань
полягає в тому, що спочатку одержують
відгук біосенсора на внесення в електрохі-
мічну комірку зразка з невідомою концен-
трацією креатиніну, а потім додають
певні аліквоти концентрованого вихідно-
го розчину з відомою концентрацією креа-
тиніну і одержують відповідні відгуки
біосенсора. На основі отриманих даних
будують калібрувальну криву, лінійна
екстраполяція якої перетинає вісь кон-
центрацій (Х) у точці, яка відповідає кон-
центрації креатиніну в досліджуваному
зразку [26].
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Результати та обговорення

В основі роботи біоселективного елемен-
та біосенсора на основі креатиніндеімінази
лежить реакція ензиматичного гідролізу
креатиніну: 

Креатиніндеіміназа
Креатинін + Н2О + Н+ ———————→

——→ N-метилгідантоїн +NH4
+.

У результаті ензиматичної реакції відбу-
вається зміна рН, індукована гідролізом
креатиніну, що пропорційна концентрації
субстрату в аналізованому розчині й реєс-
трується за допомогою рН-ПТ.

Здійснюючи аналіз креатиніну в модель-
ному буферному розчині, одержали типову
калібрувальну криву з лінійним діапазоном
від 0 до 2 мМ (рис. 1). Такого лінійного діа-
пазону було цілком достатньо для визначен-
ня креатиніну в сироватці крові хворих на
ниркову недостатність, де концентрація
останнього сягає 1 мМ.

Відомо, що сироватка крові є досить
складним об’єктом для аналізу. Кров —
багаторівнева буферна система, рН якої ста-
новить 7,37–7,44 із середньою величиною
7,4. До складу крові входять протеїни та
непротеїнові азотисті компоненти, вуглево-
ди, жири, ліпіди, амінокислоти, електролі-
ти, клітини, ензими, ліпопротеїди тощо
[27]. Враховуючи вищенаведене, вважали за
доцільне дослідити вплив реальних зразків
сироватки крові, які містили чи не містили
креатинін, на відгук біосенсора. Для одер-
жання необхідних проб сироватки крові без

вмісту креатиніну додавали певну кількість
ензиму креатиніндеімінази (КД) та інкубу-
вали близько 1 год, обережно перемішуючи
час від часу, щоб видалити ендогенний креа-
тинін. Далі таку пробу, в якій вже не було
креатиніну, вносили у вимірювальну комір-
ку й одержували відгуки.

Як видно з рис. 2, додавання аліквоти
концентрованого розчину субстрату креати-
ніну до кінцевої концентрації 0,32 мМ спри-
чинювало виникнення відгуку біосенсора
(а). Після відмивання внесення аліквоти
сироватки крові, що містила креатинін,
також викликало відгук біосенсора, анало-
гічний за формою до відгуку на модельний
розчин креатиніну (б). Подальше внесення
субстрату в суміш, яка містила аліквоту
сироватки, спричинювало сигнал біосенсора,
пропорційний внесеній кількості модельно-
го розчину субстрату, тимчасом як додаван-
ня сироватки крові, попередньо інкубованої
з ензимом для видалення креатиніну, при-
зводило до стрибка сигналу, який повертав-
ся на базову лінію через відсутність креати-
ніну в зразку (в). Наведені результати
свідчать про те, що сироватка крові хворих
на ниркову недостатність за розведення 1:10
зумовлює лише перехідний неспецифічний
відгук, який фактично не впливає на біосен-
сорне визначення креатиніну, а розробле-
ний біосенсор на основі КД є високоселек-
тивним.

Наступний етап досліджень полягав
у визначенні концентрації креатиніну в
зразках сироватки крові хворих на ниркову
недостатність. Для встановлення кон цен -

Рис. 1. Калібрувальна крива для визначення
концентрації креатиніну: вимірювання

проводили в 5 мМ фосфатному буфері, рН 7,4, 
за кімнатної температури

Рис. 2. Типові відгуки біосенсора на внесення
у вимірювальну комірку субстрату та аліквоти
сироватки крові без і з креатиніндеіміназою:
вимірювання проводили в 5 мМ фосфатному

буфері, рН 7,4, за кімнатної температури
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тра  ції креатиніну в пробах було застосовано
класичний біосенсорний метод за калібру-
вальною кривою та метод стандартних до -
давань. 

Результати біосенсорного визначення
двома способами добре корелювали між
собою (рис. 3).

Таким чином, обидва методи біосенсор-
ного визначення креатиніну можуть бути
використані для on-line-вимірювань вище -
вказаного метаболіту в клінічних лаборато-
ріях. Однак слід зазначити, що в разі засто-

сування методу стандартних додавань збіль -
шується час визначення креатиніну в пробі. 

Дані біосенсорного визначення креатині-
ну порівнювали з результатами колоримет-
ричного методу на основі реакції Яффе, що
його було проведено двома незалежними
лабораторіями.

З рис. 4 та розрахованих коефіцієнтів
кореляції видно, що краще корелюють дані,
отримані за допомогою біосенсора та методу
Яффе, виконаного лабораторією Сінево,
R=0,96, що може бути пов’язано

Рис. 3. Кореляція даних біосенсорного визначення вмісту креатиніну в сироватці крові двома
способами: за калібрувальною кривою та методом стандартних додавань:

вимірювання проводили в 5 мМ фосфатному буфері, рН 7,4, за кімнатної температури. 
Кінцеве розведення проби становило 1:10

Рис. 4. Порівняння даних визначення креатиніну в зразках сироватки крові, отриманих за допомогою
біосенсорного методу (n = 5, Р < 0,05), та двох контрольних: 

спектрофотометричний метод Яффе 
(лабораторія Сінево та лабораторія Інституту нефрології НАМН України) 
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з використанням більш дорогих комерцій-
них стандартизованих наборів та високою
кваліфікацією персоналу лабораторії. У разі
ж дослідження кореляції даних біосенсорно-
го визначення та колориметричного методу
Яффе, проведеного в лабораторії Інституту
нефрології НАМН України, отримали коефі-
цієнт кореляції R = 0,92, що свідчить про
дещо нижчу кореляцію.

Окрім того, було досліджено одну з най-
важливіших аналітичних характеристик
роботи біосенсора — відтворюваність відгу-
ків, а відповідно, точність визначення кон-
центрації креатиніну в реальних зразках.
Для дослідження цього робочого параметра
впродовж одного робочого дня з інтервалом
30 хв вимірювали відгук на додавання
150 мкл сироватки крові. 

Як можна побачити з рис. 5, біосенсор
демонстрував високий рівень відтворюва-
ності сигналу. Стандартне відхилення не
перевищувало 5%.

Отже, за допомогою біосенсора на основі
рН-ПТ та іммобілізованої КД було проведено
кількісний аналіз концентрацій креатиніну

в реальних зразках. Вимірювання концен-
трацій креатиніну проводили двома способа-
ми — за калібрувальною кривою та методом
стандартних додавань. Було показано, що
обидва способи біосенсорного визначення
креатиніну можуть бути використані,
оскільки коефіцієнт кореляції між ними
становив R = 0,98.

Окрім того, дані біосенсорного аналізу
креатиніну порівнювали з результатами кла-
сичного методу на основі реакції Яффе, прове-
деного двома незалежними лабораторіями.
В обох випадках біосенсорний метод добре
корелював з традиційним методом — R = 0,96
(лабораторія Сінево), R = 0,92 (лабораторія
Інституту нефрології НАМН України).

Під час роботи із сироваткою крові хво-
рих на ниркову недостатність біосенсор
демонстрував високу відтворюваність сигна-
лу. Стандартне відхилення становило 3,5%.

Роботу виконано за фінансової підтрим-
ки НАН України в рамках комплексної
науково-технічної програми «Сенсорні сис-
теми для медико-екологічних та промисло-
во-технічних потреб».

Рис. 5. Відтворюваність відгуків біосенсора на додавання сироватки крові (розведення 1:10):
вимірювання проведено в 5 мМ фосфатному буфері, рН 7,4, за кімнатної температури
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БИОСЕНСОР 
НА ОСНОВЕ КРЕАТИНИНДЕИМИНАЗЫ
И рН-ЧУВСТВИТЕЛЬНОГО ПОЛЕВОГО

ТРАНЗИСТОРА ДЛЯ АНАЛИЗА
КРЕАТИНИНА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ

C. В. Марченко1, А. А. Зинченко1, 
Л. С. Поляков2, А. Н. Герешко3,
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Креатинин — один из важнейших аналитов в
современном клиническом анализе. Опреде ле -
ние этого метаболита в различных физиологи-
ческих жидкостях организма является сущес-
твенным для оценки почечной, мышечной и
тиреоидной дисфункции. Креатинин считается
общепринятым диагностическим показателем
функции почек, уровень которого необходимо
контролировать во время процедуры гемодиали-
за. Эксперименты были проведены с использова-
нием потенциометрического метода измерений.
Биочувствительный элемент для определения
креатинина был создан на основе высокоселек-
тивного энзима креатининдеиминазы. Иммо би -
ли зацию энзима на поверхность рН-чувствитель-
ного полевого транзистора осуществляли с
помощью фотополимера. В результате экспери-
ментальных исследований был создан биоселек-
тивный элемент биосенсора на основе креати-
ниндеиминазы. Оптимизированы основные
аналитические характеристики разработанного
биосенсора, определены оптимальные условия
для исследований с реальными образцами.
Показано, что биосенсор на основе креатинин-
деиминазы стабилен, его отклики воспроизводи-
мы, а диапазон линейности находится в границах
0–2 мМ с минимальной границей определения
0,02 мМ. Проведены количественное определе-
ние содержания креатинина в сыворотке крови и
сравнительный анализ данных биосенсорного
определения с контрольным методом (показана
высокая корреляция — R = 0,96). Разра бо тан -
ный потенциометрический биосенсор на осно-
ве рН-чувствительного полевого транзистора
и иммобилизованной креатининдеиминазы,
преимуществом которого является высокая чув-
ствительность и селективность, можно приме-
нять для количественной оценки содержания
креатинина в сыворотке крови больных с почеч-
ной недостаточностью, а также для контроля
эффективности процедуры гемодиализа.

Ключевые слова: креатинин, почечная недос-
таточность, биосенсор, креатинин де ими на за,
рН-чувствительный полевой транзистор.
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Creatinine is one of the most important ana-
lytes in up-to-date clinical analysis. Detection of
this metabolite in different physiological body
fluids is helpful for the estimation of kidney,
muscle, and thyreoid disorders. Creatinine is a
marker of renal glomerular filtration and is com-
monly considered as a diagnostic characteristic
of the kidney function, the level of which should
be controlled to assess the hemodialysis procedure.
The experiments were carried out by potentio-
metric measuring method. A biosensitive ele-
ment for creatinine detection was created on the
basis of highly selective enzyme creatinine dei-
minase. The enzyme immobilization onto the
surface of pH-sensitive field-effect transistor
was performed using photopolymer. The creati-
nine deiminase-based bioselective element was
developed. The main analytical characteristics of
the developed biosensor were optimized, optimal
conditions for the experiments with real samples
were found. It was shown that biosensor based on
creatinine deiminase is stable. The responses of
biosensor were reproducible and liner range was
from 0 to 2 mM with detection limit 0,02 mM.
Quantitative determination of creatinine con-
centration in blood serum was elaborated; the
data of biosensor measurement were compared
with those obtained by the control method, high
correlation was shown R = 0,96. A biosensor
based on pH-sensitive field-effect transistor and
immobilized creatinine deiminase, advantageous
for its high sensitivity and selectivity, might be
utilized for the quantitative evaluation of creati-
nine concentration in blood serum of the patients
with renal failure as well as for monitoring
hemodialysis efficiency.

Key words: creatinine, renal failure, biosensor,
creatinine deiminase, pH-sensitive field-effect
transistor. 


