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Існуючі проблеми при визначенні ензимів

Недоліки існуючих методик:

Реакції проходять у кислому середовищі, що сприяє гідролізу
лабільних фосфорвмісних сполук;

Реакції відбуваються у присутності великих концентрацій
молібдат-іонів, бісмут-іонів, які є каталізаторами гідролізу
фосфорвмісних сполук;

Невелика швидкість реакцій, іноді для прискорення
використовують нагрівання;

Недостатня чутливість.
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Існуючий стандартний метод визначення
ензимів з використанням малахітового

зеленого
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РисРис. 1. . 1. ГідролізГідроліз пірофосфатупірофосфату вв умовахумовах визначеннявизначення
ортофосфатуортофосфату різнимирізними методамиметодами

44

Висновок: при аналізі на вміст ортофосфату зразків, які містять поліфосфати: 
1. методики, які грунтуються на утворенні ГПС при нагріванні, приводять до підвищених
неправильних результатів;
2. методика, яка грунтується на утворенні потрійної ГПС з Ві, може дати трохи підвищений
результат;
3. методики, які грунтуються на утворенні МВФК і ІА МФК-АФ, дають правильні результати. 
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n Інноваційний проект належить до аналітичної хімії і може бути
використаний для визначення активності ензимів, які здатні
прискорювати реакції гідролізу фосфорвмісних субстратів. 
Визначення активності ензимів грунтується на
спектрофотометричному визначенні фосфату після
ензиматичного гідролізу фосфатвмісного субстрату, причому у
якості аналітичної форми для визначення фосфату застосовують
іонний асоціат 12-молібдофосфорного гетерополіаніону з
поліметиновим барвником, чутливість методики покращується
до 0,2 U/л час інкубування знижують до 20 хв, а час, необхідний
для утворення забарвленої речовини до 1 хв.

n Визначення ортофосфату
n H2PO4

- + 12MoO4
2- + 22H+  = PMo12O40

3- + 12H2O
n PMo12O40

3- + 3R+ =   R3 [PMo12O40]
n где R + катіон барвника астрафлоксина
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РисРис. 2. . 2. ГідролізГідроліз сполуксполук фосфоруфосфору вв умовахумовах визначеннявизначення
ортофосфатуортофосфату зз використаннямвикористанням утворенняутворення іонногоіонного асоціатуасоціату ((ІАІА))

1212--молібдофосфатумолібдофосфату (12(12--МФКМФК) ) зз астрафлоксиномастрафлоксином ((АФАФ))

Висновки: Фенілфосфат (ФФ), аденозінтрифосфат (АТФ), пірофосфат (ПФ) не гідролізують в умовах реакції
утворення ІА 12-МФК-АФ. Глюкозофосфат (ГФ) повільно гідролізує, а креатинфосфат (КФ) дуже інтенсивно
гідролізує в умовах реакції. 
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РисРис. 3. . 3. ГідролізГідроліз креатинфосфатукреатинфосфату вв умовахумовах реакціїреакції
утворенняутворення ІАІА МФКМФК зз АФАФ
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3-;

3) 4,0·10-6 М КФ; 
4) 1,0·10-6 М КФ, 3,2·10-7 М РО4

3-

Висновок: лінійна екстраполяція кінетичних
кривих гідролізу КФ приводить до значних
погрышностей визначення ортофосфату у
присутності КФ
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СпособиСпособи зменшеннязменшення швидкостішвидкості гідролізугідролізу креатинфосфатукреатинфосфату
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Рис. 4. Залежність ступеню гідролізу креатинфосфату від часу при різній кислотності (а) 
и температурі (б) 
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ВизначенняВизначення активностіактивності лужноїлужної фосфатазифосфатази

Визначення ортофосфату

H2PO4
- + 12MoO4

2- + 22H+  = PMo12O40
3- + 

12H2O
PMo12O40

3- + 3R+ =   R3 [PMo12O40]
где R+ катіон астрафлоксину

Інкубування
Плазма крові + 

субстратно-буферний
розчин рН 9

t = 37°C, τ = 30 хв

1010

Зразок
Активність лужної фосфатази

Методика за фенолом Розроблена методика
U/l мккат/л Sr U/l мккат/л Sr

1 65,2±4,3 1,087±0,717 0,04 65,7±4,0 1,095±0,067 0,04

2 25,7±2,0 0,428±0,034 0,05 24,8±1,7 0,413±0,028 0,04

3 21,8±1,4 0,363±0,023 0,04 21,4±1,5 0,357±0,025 0,04

4 7,1±0,7 0,118±0,012 0,06 6,4±0,6 0,105±0,009 0,06

Определение активности щелочной фосфатазы в плазме крови (n=4, Р=95%)

Умови
Розроблена
методика

За поглинанням
комплексу фенолу з

4-аміно
антипірином

U/l нкат/л U/l нкат/л
У плазмі крові за ФФ 0,70 12,0 4,5 75
У плазмі крові за ПФ 0,35 5,8 - -
Без розведення за ФФ 0,13 2,2 4,5 75
Без розведення за ПФ 0,07 1,2 - -

Предел обнаружения активности щелочной
фосфатазы с различными субстратами

Відокремлення білків
Осадження білків трихлороцтовою

кислотою, фільтрування
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ПеревагиПереваги застосуваннязастосування запропонованогозапропонованого способуспособу уу присутностприсутностіі
сполуксполук фосфоруфосфору

Методика
Переваги та особливостіАналітич

на форма
Аналітичний ефект

АФ-12-
МФК

Утворення при рН 3, 
спектрофотометрія

В умовах реакції не гідролізує більшість сполук
фосфору. Визначенню не заважає кремній у 1000 
кратному надлишку.

ДІДК-
МВФК

Окиснення надлишку барвнику, 
спектрофотометрія

Легкогідролізуючі сполуки фосфору не заважають
визначенню, оскільки в реакцію вступає лише
фосфат, який присутній в реакційному середовищі
на початку реакції.

АФ-12-
МФК

Утворення ІА при 10 °С, 
спектрофотометрія

При зниженні температури гідроліз
легкогідролізуючих сполук сповільнюються, отже
вони не заважають визначенню.

АФ-12-
МФК

Створення рН 5 одразу після
утворення ІА, спектрофотометрія

При рН 5 гідроліз легкогідролізуючих сполук
фосфору відбувається дуже повільно, а фосфат, який
при цьому утворюється не здатен вступати в
реакцію утворення ІА.

АФ-12-
МФК

Ферментативний гідроліз
пірофосфату або фенілфосфату, 

спектрофотометрія

Визначення активності лужної фосфатази
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Перспективні сфери використання
запропонованої лабораторної системи для

визначення ензимів
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Клінічна медицина, ензимологія, 
мікробіологія, фармакологія, біохімія.

Конкурентні переваги
Перевагами запропонованого способу визначення активності
ензимів є простота, експресність, зниження заважаючого впливу
гідролізу органічних сполук фосфору, зменшення витрат на
придбання реактивів, підвищення точності та правильності, 
визначення ензимів. Застосована реакція для визначення
фосфату є швидкою і однією з найбільш чутливих. 


