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Амінокислота аргінін: L-Arg (a-аміно -δ-
гуанідино-валеріанова кислота) — попере-
дник L-орнітину, L-цитруліну, L-глутатіону, 
γ-аміномасляної кислоти, спермітину та ін-
ших сполук — одна з найбільш поляризова-
них, позитивно заряджених амінокислот [1]. 

Метаболізм L-Arg здійснюється, щонай-
менше, двома альтернативними шляхами: 
1) окисним (за участю NO-синтази) з утво-
ренням L-цитруліну та NO; 2) неокисним (за 
участю аргінази І) з утворенням L-орнітину 
та сечовини. Можливий і одночасний перебіг 
цих двох процесів [2].

У біосистемах L-Arg відіграє важливу 
роль у синтезі низки анаболічних гормонів, 
поліамінів та оксиду азоту.

Практично весь ланцюг перетворень 
L-Arg на похідні (L-орнітин, путресцин, 
L-цитрулін, спермідин) відбувається в трьох 
органах — кишечнику, печінці та нирках [3]. 

Рівень L-Arg в плазмі крові визначають за 
внутрішньовенного введення L-Arg у процесі 
діагностики та експериментального дослі-

дження захворювань ендокринної системи 
[4]. Відомо також, що визначення концентра-
ції L-Arg у сироватці крові уможливлює діа-
гностику та вивчення особливостей перебігу 
таких складних захворювань, як гепатокар-
цинома, меланоми шкіри та колоректальний 
рак [5–12]. Вимірювання концентрації L-Arg 
в сечі дає змогу діагностувати гомозиготну 
цистинурію [13].

У харчовій промисловості вміст L-Arg 
в амінокислотному складі сировини визнача-
ють з метою порівняння біохімічної цінності 
різних сортів м’яса та м’ясопродуктів [14]. Ін-
шою важливою причиною моніторингу рівня 
L-Arg у харчових продуктах, зокрема у соках 
та винах, є принципова можливість утворен-
ня канцерогенного етилкарбамату — кінце-
вого продукту метаболізму L-Arg під дією 
мікроорганізмів [15]. 

На сьогодні визначення концентрації 
L-Arg в розчинах проводять методами: іоно - 
обмінної хроматографії [16, 17], флюори-
метрії [18], спектрофотометрії [19–26],  

УДК 543.94        doi 10.15407/biotech7.01.031

МЕТОДИ АНАЛІЗУ L-АРГІНІНУ  

Клю чові сло ва:  аналіз L-аргініну, біосенсори, аргіназа I.  

Г. З. ГАЙДА1, Н. Є. СТАСЮК1, М. В. ГОНЧАР1, 2 

1Інститут біології клітини НАН України, Львів
2Інститут прикладної біотехнології і фундаментальних наук,  

Жешувський університет, Польща

Email: galina_gayda@yahoo.com
Отримано 24.05.2013

Розглянуто сучасні фізико-хімічні та ензиматичні методи кількісного визначення L-аргініну. 
Більшість відомих методів визначення L-аргініну мають низку недоліків, основні з яких: низька 
селективність (хімічні), громіздкість та висока вартість апаратури (фізико-хімічні), недостатня 
стабільність (операційна та під час зберігання — біосенсори), чутливість до інтерферуючого впливу 
супутніх речовин. Тому розроблення високоселективних і чутливих методів визначення вмісту 
L-аргініну, зокрема ензиматичних, з метою поліпшення системи моніторингу його рівня в медичній 
діагностиці та харчовій промисловості є актуальною проблемою. 

Наведено результати власних досліджень щодо створення та апробації ефективних ензиматичних, 
зокрема біосенсорних, методів аналізу L-аргініну з використанням аргінази І печінки людини, 
виділеної з клітин рекомбінантних дріжджів Hansenula рolymorpha NCYC-495 pGAP1HsARG1 (leu
2car1 Sc:LEU2). Аргіназа (КФ 3.5.3.1; L-аргінін-амідиногідролаза) відіграє вирішальну роль у 
гідролітичному розщепленні L-аргініну до L-орнітину та сечовини. Результати апробації створених 
на основі аргінази І амперометричних та потенціометричних біосенсорів, а також ензиматичних 
методів зі спектрофотометричною та флуоресцентною детекцією продукту свідчать про їхню 
ефективність для експрес-аналізу вмісту L-аргініну в фармацевтичних препаратах. Розроблені 
методи можуть бути перспективними для визначення L-аргініну в харчових продуктах (соках та 
винах), а також у сироватці крові для діагностики та контролю під час лікування деяких видів 
онкологічних захворювань. Висока селективність і простота запропонованих методів дадуть змогу 
істотно полегшити процедуру аналізу та замінити використовувані на цей час низькоселективні 
хімічні й дорогі хроматографічні методи. 
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капілярного [27], зонного електрофорезу 
[28], полярографії [29], проточно-інжекцій-
ного аналізу [30], високоефективної рідинної 
хроматографії (ВЕРХ) [31] та ензиматичними 
[32–34].

Перші спроби колориметричного (спект-
ро фо тометричного — СФ) визначення L-Arg 
обмежувались реакцією Сакагучі з a-наф-
то лом та натрію гіпохлоритом [20]. У по-
дальших модифікаціях цього методу засто-
совували різноманітні хромогенні агенти, 
що містили: діацетил-a-нафтол [21], 2-ме-
тил-a-нафтол [22], 5-хлоро-7-йодо-8-гідрокси-
хінолін (5-хлоро-7-йодо-ГХ) [23], a-нафтол та 
2,3-бутандіонмонооксим — метод Вогес-Про-
скауера [24], тимол-(2-пропіл-5-метил)фенол 
і натрію гіпоброміт (метод Састрі) [25]; 8-гід-
роксихінолін (ГХ) та натрію гіпоброміт [26]; 
п-нітрофенілгліоксаль та натрію аскорбат 
[19]; 1,2,4-тригідроксіантрахінон (ТГАХ) та  
гідрогену пероксид [35]. У табл. 1 наведено по-
рівняльні характеристики найпоширеніших 
СФ-методів визначення L-Arg. Застосування 
цих методів у біологічних рідинах (плазмі та 
сечі) обмежується їхньою низькою селектив-
ністю, спричиненою позитивною реакцією 
на гуанідинові сполуки, тобто на точність 
вимірювань можуть впливати відносно висо-
кі концентрації L-лізину, L-проліну, L-цитру-
ліну тощо [20, 35]. L-Arg у реальних зразках 
можна відокремлювати від інтерферуючих 
сполук, застосовуючи іонообмінні смоли [36], 
проте це ускладнює процедуру аналізу. 

Найбільшого поширення набули хрома-
то графічні методи кількісного аналізу L-Arg.  
Чутливий проточно-інжекційний хемілю-
мінесцентний (ХЛ) метод базується на вза-
ємодії L-Arg з натрію гіпобромітом, однак 
критичним моментом реакції є низька ста-
більність цього реагенту [37]. Інший варіант 
проточно-інжекційного методу базується на 

реакції L-Arg з трис-(2,2-біпіридил) рутені-
єм (III) за pH 10 з утворенням ХЛ-продукту. 
Недоліком цієї методики є неспецифічна вза-
ємодія з іншими амінокислотами та необхід-
ність попереднього відокремлення L-Arg на 
графітовому сорбенті С18 [38]. Застосування 
методу ВЕРХ із попередньою дериватизаці-
єю L-Arg о-фталевим альдегідом дає змогу-
досягти порогової чутливості до 0,3 мкг/мл 
(1,7 мкМ) [39]. 

Запропоновано визначення L-Arg за допо-
могою лазерної флуоресцентної спектроско-
пії [40], але цей підхід не набув широкого 
застосування на практиці, оскільки, як і 
біль шість інших фізико-хімічних методів, 
потребує спеціального обладнання і операто-
рів високої кваліфікації. 

Для кількісного аналізу L-Arg розроб лено 
ензиматичні методи з використанням трьох 
ензимів — аргінази, уреази та глутамат-
дегідрогенази [33] або октопіндегідрогенази 
[34]. Чутливість мультиензимного методу — 
2 мкМ L-Arg (0,35 мкг/мл), лінійний діапа-
зон визначення — до 0,47 мМ (81,8 мкг/мл) 
[33]. Недоліком цих методів є висока вартість 
аналізу, зумовлена використанням кількох 
комерційних ензимів.

На сьогодні відомо кілька типів біосен-
сорів на L-Arg, які відрізняються природою 
біоелемента (клітинний, ензимний), матері-
алом електроду та характером перетворюва-
ча. Перші спроби визначення L-Arg клітин-
ним біосенсором зробив Rechnitz [41], який 
закріпив шар клітин Streptococcus faecium 
на поверхні амонійселективного електрода 
(АСЕ). Зго дом на поверхні газового чутливого 
елек тро да було іммобілізовано інші бактерії — 
Streptococcus lactis [42]. Розроблено інте-
гральні амперометричні біосенсори для ви-
значення L-амінокислот, які конструктивно 
складаються з кисневого електрода та газо-

Таблиця 1. Порівняльний аналіз фізико-хімічних методів визначення L-Arg

Метод lmax,
нм

e, 
мМ–1·см–1

Порогова 
чутливість Лінійний діапазон Час, 

хв
мкг/мл мМ мкг/мл мМ

СФ Сакагучі [20]
5-хлоро-7-йодо-ГХ [23]
Вогес-Проскауера [24]

Састрі [25]
ГХ [26]

п-Нітрофенілгліоксаль [19]
ТГАХ [35]

15,7
57,4
3,07
13,0
66,0

–
–

525
440
535
440
500
475
540

0,7
0,9
0,8
0,3
1,2
–

1,5

4,0∙10–3

5,2∙10–3

4,6∙10–3

1,7∙10–3

6,9∙10–3

–
8,6∙10–3

1,0–45
1,0–100
1,0–100

–
1,5–12

0,03–0,33
4,4–87,5

0,006–0,26
0,006–0,57
0,006–0,57

–
0,009–0,07

(0,2–2,0)∙10–3

0,03–0,50

40
10
30
40
10
30
5

ХЛ Натрію гіпоброміт [37]
Трис-(2,2-біпіридил)-

рутеній [38]

–

–

–

–

0,02

0,6∙10–3

0,1∙10–3

3,4∙10–6

0,52–21,1

(0,8–1,5) ∙10–3

0,003–0,12

(4,5–8,6) ∙10–6

40

30
Зонний електрофорез [28] – – 3,0 0,02 6,0–1 000 0,03–5,74 60
ВЕРХ, дериватизація [39] – – 0,3 2,0∙10–3 1,0–500 0,006–2,87 40
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проникної мембрани. Для визначення L-Arg 
як біоселективний елемент такого сенсора за-
стосовано аргініндекарбоксилазу [43]. 

У більшості ензимних біосенсорів як біо-
селективний елемент на L-Arg застосовують 
ензими аргіназу та уреазу, що включені в 
желатинову мембрану та іммобілізовані на 
поверхні електрода. Для реєстрації сигна-
лу використовують потенціометричні [41, 
42, 44–49] (зазвичай на основі рН-залежних 
чутливих польових транзисторів та газових 
електродів), флуоресцентні оптоволоконні 
[50], кондуктометричні [51, 52] трансдукто-
ри. Порівняльну характеристику відомих 
сенсорних систем для аналізу L-Arg наведе-
но в табл. 2. 

Потенціометричні ензимні сенсорні сис-
теми на основі АСЕ та кондуктометричні 
біосенсори характеризуються високою чут-
ливістю, операційною стабільністю і швид-
ким часом відгуку на аналіт [48–52], але 
їхнім недоліком є низька селективність до 
низ ки амі но кислот, зокрема глютаміно-
вої кислоти та L-лізину. Надзвичайно 
висо ка чутливість (10–9 М) досягається, 
згід но з даними Kaur [50], для напівкількіс-
ного ва ріанта методу оцінювання аргініну  
з ви ко ристанням нейлонових золь-гель-мемб-
ран, кон’югованих з аргіназою та уреазою. 
За кількісної реєстрації сигналу амонійсе-
лективним біоелектродом та модифікованим 
родаміном 6G оптоволоконним електродом 
(оптроном) чутливість оцінюється в нано- та 
пікомолях, відповідно [50]. 

Різновид кондуктометричної сенсор-
ної системи із п’єзокристалом (SAW- або 
ПАХ-сен сор) функціонує завдяки явищам 
поверхневих акустичних хвиль і змін про-
відності [52]. Принцип дії такої системи по-
лягає у ви мі рюванні частотного зсуву, який 
відбуваєть ся в результаті генерування іонів 
амонію в ході послідовних ензиматичних ре-
акцій гідролізу L-Arg за участю аргінази та 
уреази. 

Таким чином, більшість існуючих мето-
дів визначення концентрації L-Arg потребує 
значних витрат часу, високовартісного об-
ладнання, додаткової пробопідготовки та ви-
сокої кваліфікації персоналу. Показано, що 
більшість із них має низку недоліків, а саме: 
низьку селективність (хімічні), громіздкість 
та високу вартість апаратури (фізико-хіміч-
ні), необхідність у використанні додаткових 
реагентів або ензимів (ензиматичні), недо-
статню стабільність (операційна та під час 
зберігання) і чутливість до інтерферуючого 
впливу супутніх речовин (більшість відомих 
біосенсорних методів). При цьому існуючі 
біосенсори та сенсорні системи характери-
зуються низькою чутливістю (10–4 М) [48], 
вузьким лінійним діапазоном вимірюва-
них концентрацій аналіту (0,01–4,0 мМ),  
а також низькою селективністю [51]. Ство-
рення біосенсорів для визначення L-Arg 
може спростити та поліпшити систему мо-
ніторингу концентрації цього аналіту в ме-
дицині та харчовій промисловості. Нами 
здійснено дослідження щодо розроблення 

Таблиця 2. Порівняльна характеристика різних типів біосенсорів для аналізу L-Arg [53]

Спосіб реєстрації сигналу Біоелемент
Нижня межа 
визначення, 

Мm

Лінійний 
діапазон, мМ

Час відгуку 
(95%), хв

Стабільність,
діб

Потенціометрія, АСЕ2 [41] Бактерійні 
клітини – 0,05–1,0 – –

Потенціометрія, NH3 газовий 
електрод [42]

Бактерійні 
клітини – 0,008–1,0 – –

Потенціометрія, NH3 газовий 
електрод [44] У/A1 – 0,03–3,0 5,0 –

Потенціометрія, pH-електрод [45] У/A – 0,025–0,3 10,0 –

Потенціометрія, pH-електрод [46] У/A – 0,01–1,0 – –

Потенціометрія, pH-електрод [47] У/A – 0,1–1,0 – –

Потенціометрія, AСE [48] У/A 0,01 0,1–30,0 1,5–4,0 21

Потенціометрія, AСE [50] У/A 0,5∙10–6 10–6–103 0,7–5,0 60

Флуорометрія, оптоволоконний 
оптрод [50] У/A 0,5∙10–9 10–9–103 0,5–10,0 40

Кондуктометрія [51] У/A 0,0005 0,01–4,0 2,0 45

Кондуктометрія ПАХ-сенсор [52] У/A 0,002 0,002–0,4 1–13 –

Примітка. 1) У/A — уреаза і аргіназа; 2) АСЕ — амонійселективний електрод.
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сенсорних систем для кількісного визначен-
ня L-Arg [53–55]. Основним біорозпізнаваль-
ним елементом сконструйованих біосенсорів 
була високооочищена аргіназа І печінки лю-
дини (далі — аргіназа), виділена нами з клі-
тин рекомбінантних дріжджів H. рolymorpha 
за власною технологією [56, 57]. Принцип дії 
запропонованих систем полягає у детекту-
ванні амонійселективним електродом іонів 
амонію, які утворюються в результаті двох 
послідовних ензиматичних реакцій, каталі-
зованих аргіназою та уреазою:

                              аргіназа
 L-аргінін ———→ L-орнітин + NH2CONH2;

                                                              уреаза
NH2CONH2 + H2O + H+ ——→ NH4

+ + HCO3
–. 

Сконструйований біоелемент потенціоме-
тричного біосенсора [54], що містив аргіназу 
(з активністю 900 Од∙мг–1) у комбінації з ко-
мерційною уреазою (КФ 3.5.1.5, тип IX із бо-
бів, 26100 Од∙мг–1), дає позитивний відгук на 
L-Arg, причому спостерігається чітка ліній-
ність (у напівлогарифмічній шкалі) потен-
ціометричного сигналу в діапазоні концен-
трацій у межах від 0,50 до 10,0 мM (рис. 1, а). 
Чутливість біосенсора становить 34,7 мВ на 
декаду (R = 0,994). 95% відгуку біосенсора 
досягається через 5 хв після внесення L-Arg. 
Величина позірної константи Міхаеліса-Мен-
тен (Кm) для L-Arg — 4,7±0,4 мM (рис. 1, а).

Для дослідження можливості поліпшен-
ня деяких фізико-хімічних характеристик 
сконструйованого потенціометричного біо-
сенсора аргіназу іммобілізували на золотих 
наночастинках (Au-НЧ) [58, 59].

На рис. 1, б наведено лінійний діапазон 
біосенсора з архітектурою біоселективного 
шару: аргіназа-Au-НЧ та уреаза [54]. Зафік-
совано чітку лінійність потенціометричного 
відгуку в діапазоні концентрацій від 0,12 

до 40,0 мM. Чутливість біосенсора становить 
26,2 мВ на декаду (R = 0,998), а величина по-
зірної Кm для L-Arg — 1,1 ± 0,2 мM (рис. 1, б). 
95% відгуку біосенсора досягалось через 5 хв 
після внесення L-Arg. Таким чином, форму-
вання біоселективного шару аргіназа-Au-НЧ 
дало змогу знизити нижню межу визначення 
L-Arg від 0,5 мМ (рис. 1, а) до 0,12 мМ (рис. 
1, б), підвищивши тим самим чутливість біо-
сенсора в 4,2 раза. Ці результати свідчать про 
принципову можливість потенціометрично-
го біосенсорного аналізу L-Arg за допомогою 
біензимного електрода, який складається  
з аргінази, іммобілізованої на металевих НЧ, 
та уреази. 

На основі аргінази, уреази та електро-
осадженого поліаніліну (ПАн) нами впер-
ше створено амперометричний біосенсор 
для кількісного визначення L-Arg та дослі-
джено його фізико-хімічні характеристики 
[53]. Для конструювання чутливого до іонів 
амонію хемосенсора на ПАн-платформі ви-
користано Nafion як компенсатор негатив-
ного заряду, що виникає в процесі анодної 
полімеризації ПАн. Оптимальну кількість 
циклів (11) електроосадження ПАн на по-
верхні Pt-електрода з попередньо адсорбо-
ваним Nafion було обрано експериментально 
[60]. Cтворюючи біензимний амперометрич-
ний сенсор на L-Arg, біоселективний шар 
формували шляхом почергової іммобілізації 
комерційної уреази та аргінази на поверхні 
Pt-електрода, модифікованого ПАн-Nafion 
[53]. Схематичне зображення принципу дії 
біосенсора подано на рис. 2. Принцип детек-
тування L-Arg базувався на генеруванні в 
результаті послідовних ензиматичних реак-
цій іонів амонію, які прямують до поверхні 
шару ПАн-Nafion, спричинюючи відновлен-
ня плівки ПАн на поверхні Pt-електрода та 
змінюючи при цьому редокс-потенціал.

Рис. 1. Залежність потенціометричного відгуку від концентрації L-Arg для біензимного 
електрода, отриманого шляхом включення в 2%-ну кальційальгінатну мембрану  

(30 мМ Хепес-буфер, рН 7,5; 24 °C): аргінази та уреази (а); аргінази-Au-НЧ та уреази (б)

a б



Reviews

35

Результати хроноамперометричного до-
слідження відгуку біензимного сенсо ра з ар-
хітектурою селективного шару аргіназа-уре-
аза-ПАн-Nafion/Pt-електрод на внесений 
L-Arg зображено на рис. 3. Лінійність відгу-
ку сконструйованого біосенсора спостеріга-
ється в інтервалі концентрацій 0,07 мM–0,6 
мM (R = 0,999). На основі концентраційної 
залежності, поданої на рис. 3, встановлено, 
що для біензимного сенсора максимальний 
струм насичення становить 1280 ± 160 нA 
(чутливість сконструйованого біосенсора — 
110 ± 1,3  нА∙мМ –1∙мм–2) з нижньою межею 
визначення L-Arg 3,8∙10–5 M.

Величина позірної Кm амперометричного 
біосенсора для L-Arg становить 1,28±0,29 мM. 
Швид кість розвитку відгуку сенсора на ана-
літ є високою: 50% відповіді в стаціонарно-
му стані досягалася за 4 с, а 95% відповіді — 
на 10-ту секунду вимірювання. рН-оптимум 
створеного сенсора лежить в інтервалі 7,3-
7,6. Біосенсор відзначається високою селек-
тивністю (позитивний сигнал, крім аргініну, 
лише на канаванін), широким діапазоном 
лінійності (0,07–0,6 мМ) та задовільною опе-
раційною стабільністю.

Нами розроблено ензиматичний метод 
кількісного виз начення вмісту L-Arg з вико-
ристанням аргінази [61, 62]. Метод ґрунту-
ється на ензиматичному гідролізі L-Arg до 
L-орнітину та карбаміду (І стадія реакції, 
ензима тична). Карбамід під час нагрівання 
в кислому середовищі взаємодіє з 2,3-бутан-
діонмонооксидом (ІІ стадія, хімічна) з утво-
ренням кольорового продукту. Як результат, 
кількісно оцінити вміст L-Arg можна спек-
трофотометрично (Е-СФ ме тод) за оптичною 
густиною при λ = 480 нм [61] або ж флуорес-
центно (Е-ФЛ метод) за інтенсивністю випро-
мінювання при λ = 510 нм [62]. 

Досліджено кількісний склад робочого 
реагенту для проведення реакції та оптимізо-
вано умови аналізу. Визначено, що лінійність 
калібрувальної кривої для Е-СФ-методу збері-
гається в межах 7 мкМ — 0,1 мМ у фотометро-
ваній пробі (рис. 4, а), нижня межа визначення 
L-Arg — 5 мкМ. Для Е-ФЛ-методу діапазон лі-
нійності є набагато ширшим (57 нМ — 0,2 мМ 
у фотометрованій пробі), а нижня межа визна-
чення L-Arg (45 нМ) є нижчою (рис. 4, б).

Можливість практичного застосування 
всіх розроблених методів з використанням ар-
гінази вивчали на зразках промислових фар-
мацевтичних препаратів: «Тивортину» (Т), 
«Цитраргініну» (Ц), «Аміноплазмалю» 10% Е 
(А). Як свідчить порівняльний аналіз результа-
тів визначення вмісту L-Arg у цих зразках різ-
ними методами [62], запропоновані біосенсорні 
та ензиматичні методи дають результати, які 
добре корелюють з показниками виробника й 
даними, одержаними за допомогою референт-
ного методу (рис. 5). Кореляційний зв’язок має 
лінійний характер, а відповідні коефіцієнти 
кореляції (R) між результатами визначення 
вмісту L-Arg різними методами і даними ви-
робника є близькими до 1 за високої досто-
вірності таких зв’язків (Р < 0,006). Відтворю-
ваність результатів є високою під час аналізу 
всіх зразків методами 1–4: коефіцієнти варіа-
ції (КВ) не перевищують 2,2%, але є дещо ниж-
чою, із КВ = 7,9%, у разі аналізу «Цитраргіні-
ну» потенціо метричним біосенсором [61]. 

Рис. 2. Схема конверсії аналіту та перенесення електронів  
при функціонуванні амперометричного біосенсора на основі:

 аргінази І, уреази та ПАн-Nafion /Pt-електрода

Рис. 3. Градуювальний графік залежності сили 
струму від концентрації L-Arg  

для аргіназа-уреаза-ПАн-Nafion/Pt-електрода.  
Умови хроноамперометричного дослідження: 
потенціал –200 мВ; 30 мМ ФБ; pH 7,5; 22 °C
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Запропоновані ензиматичні методи — із 
СФ- та ФЛ-детекцією продукту було застосо-
вано для визначення L-Arg у реальних біоло-
гічних рідинах: соках, екстрактах чаїв, ви-
нах та інших алкогольних напоях, а також 
у крові (Гайда та ін., дані не опубліковано). 

Таким чином, створені методи з викорис-
танням аргінази мають низку переваг, серед 
яких слід відзначити високу селективність та 
нечутливість до інтерферуючої дії багатьох спо-
лук, зокрема амінокислот, а також простоту, 
економічність та нетривалість процедури ана-
лізу [53, 54, 61, 62]. Отже, запропоновані сен-
сорні системи та ензиматичні методи можуть 
бути рекомендовані для розроблення відповід-
них державних стандартів визначення вмісту 
L-Arg і випуску комерційних тест-систем.

Роботу виконано за фінансової підтримки 
НАН України в рамках комплексної науко-
во-технічної програми «Сенсорні прилади 
для медико-екологічних та промислово-тех-
нологічних потреб: метрологічне забезпечен-
ня та дослідна експлуатація» 5/3-2013, а та-
кож міжнародного індивідуального гранту 
FEMS (UA-SMU2013-1Stasyuk). 

Рис. 4. Залежність оптичної густини (а) та інтенсивності випромінювання (б) реакційної суміші  
від концентрації L-Arg і діапазони лінійності Е-СФ- та Е-ФЛ-методів (вставки).

 Хвиля збудження флуоресценції — 380 нм. Концентрація аргінази І в кінцевій суміші — 1,5 Од/мл

а б

Рис. 5. Кореляційний зв’язок між даними 
виробника і результатами визначення вмісту 

аргініну (мМ) різними методами у зразках 
фармацевтичних препаратів А, Т і Ц 

(позначення в тексті).  
Методи: референтний хімічний (1); ензиматичні, 
із СФ- (2) та ФЛ- (3) детекцією продукту реакції; 

біосенсорні, амперометричний (4)  
і потенціометричний (5).  

Параметри лінійної регресії  
наведено для методу 5
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МЕТОДЫ АНАЛИЗА L-АРГИНИНA 

Г. З. Гайда1, Н. Е. Стасюк1, М. В. Гончар1, 2 

1Институт биологии клетки НАН Украины, 
Львов

2Институт прикладной биотехнологии  
и фундаментальных наук,  

Жешувский университет, Польша

Еmail: galina_gayda@yahoo.com 

Охарактеризованы современные физико-
хи ми ческие и энзиматические методы коли-
чест венного определения L-аргинина. У 
боль шинст ва известных методов анализа L-ар-
гинина есть недостатки: низкая селективность 
(химические), громоздкость и высокая стои-
мость оборудования (физико-химические), не-
достаточная стабильность (операционная и при 
хранении — биосенсоры), чувствительность к 
интерферирующему влиянию сопутствующих 
веществ. Поэтому разработка высокоселектив-
ных и чувствительных методов определения 
концентрации L-аргинина, в частности энзи-
матических, для усовершенствования системы 
мониторинга его уровня в клинической 
диагностике и пищевой промышленности яв-
ляется актуальной проблемой.

Представлены результаты собственных 
исследований по разработке и апробации 
эффек тив ных энзиматических, в том числе 
биосенсорных, методов анализа L-аргинина 
с использованием аргиназы І печени челове-
ка, выделенной из клеток рекомбинантных 
дрожжей Hansenula рolymorpha NCYC-495 
pGAP1HsARG1 (leu2car1 Sc:LEU2). Аргина-
за (КФ 3.5.3.1; L-аргинин-амидиногидролаза) 
играет решающую роль в гидролитическом 
расщеплении L-аргинина до L-орнитина и мо-
чевины. Результаты апробации предложенных 
амперометрического и потенциометрического 
биосенсоров на основе аргиназы І, а также эн-
зиматических методов со спектрофотометри-
ческой и флуоресцентной детекцией продукта 
продемонстрировали их эффективность для 
экспресс-анализа L-аргинина в фармацевтиче-
ских препаратах. Разработанные методы могут 
быть перспективными для определения L-ар-
гинина в пищевых продуктах (соках и винах), 
а также в сыворотке крови для диагностики и 
контроля при лечении некоторых видов онко-
логических заболеваний. Высокая селектив-
ность и простота предложенных методов позво-
лят существенно упростить процедуру анализа 
и заменить используемые в настоящее время 
низкоселективные химические и дорогостоя-
щие хроматографические методы. 

Ключевые слова: анализ L-аргинина, био сен-
со ры, аргиназа I. 
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Physicochemical and enzymatic methods of 
quantitative L-arginine estimation are described. 
A variety of detection procedures for L-arginine 
analysis have been developed. The majority of 
the frequently used approaches are marked by 
poor precision, low sensitivity and selectivity. 
These methods are time-consuming, expensive 
and require skilful labor techniques, so it needs 
to develop novel highly selective and sensitive 
ones for improvement of L-arginine monitoring 
in clinical diagnostics and food industry. 

Experimental data concerning development 
and testing of effective enzymatic methods 
of L-arginine determination, including bio-
sen sors, are presented. All proposed methods 
are based on human liver arginase I isolated 
from the recombinant yeast strain Hansenula 
polymorpha NCYC-495 pGAP1HsARG1 (leu2car1 
Sc:LEU2). Arginase I (EC 3.5.3.1; L-arginine 
amidinohydrolase), a key enzyme of the urea 
cycle, catalyses the conversion of L-arginine to 
ornithine and urea. 

An effectiveness of the proposed enzymatic 
methods for L-arginine assay, as amperometric 
and potentiometric biosensors so as enzymatic 
methods with spectrophotometric and 
fluorometric detection of the product, was 
demonstrated on the samples of commercial 
pharmaceuticals. 

These methods seem to be prospective for 
L-arginine analyses in food industry (juices 
and wines) and in medicine, for diagnostics and 
drug control in blood serum under treatment of 
cancer malignances. Hence, the proposed L-Arg 
selective and simple methods would be convenient 
and useful in the future for routine clinical 
analysis and food quality control. 

Key words: L-arginine analyses, biosensors, 
ar gi nase I. 


