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Методы определения концентрации ферментов играют важную роль в диагностике 

заболеваний, например, повышенный уровень трипсина в плазме крови может говорить о 

наличии острого панкреатита [1]. Один из наименее затратных методов, позволяющих оценить 

концентрацию фермента, — это циклическая вольтамперометрия (ЦВА) [2,3]. 

В данной работе предлагается аналитическая система для оценки уровня трипсина 

методом ЦВА, состоящая из трехэлектордной системы, гидрогелевой подложки и 

электрохимической метки. Для измерений использовались планарные трехэлектродные 

системы, состоящие из графитовых рабочего и вспомогательного электродов и 

хлорсеребряного электрода сравнения. Измерения проводились на потенциостате-

микроамперметре. В качестве электрохимической метки был выбран толуидиновый синий 

(ТС), обладающий окислительно-восстановительной активностью [4].  

Трипсин в концентрации 0, 0,5, 50 и 500 мкг/мл наносили на гидрогелевый слой, 

покрывающий рабочий электрод. Гидрогель состоял из альгината натрия, полимеризованного 

2М CaCl2, который выполнял функцию носителя субстрата трипсина, и бычьего 

сывороточного альбумина (БСА) в качестве самого субстрата. Система «электрод-гидрогель-

трипсин» инкубировалась в течение 20 минут при 37°C, а затем электродная система 

покрывалась ТС, электрохимическая активность которого измерялась в диапазоне 

потенциалов 0…500 мВ, со скоростью развертки 65 мВ/с.  

 

Рисунок 1 Вольтамперные кривые ТС в среде гидрогеля БСА+альгинат натрия с трипсином в концент-

рации: а) без трипсина; б) 0,5 мкг/мл; в) 50 мкг/мл; г) 500 мкг/мл. Tris-HCl, pH = 8,0. Диапазон потен-

циалов 0-500 мВ, скорость развертки 65 мВ/с. Усредненные данные по 4 циклам на 20 минуте измерений 

На Рис. 1 приведены полученные циклические вольтамперограммы, демонстрирующие 

увеличение пиковых значений тока восстановления, пропорциональное увеличению 

концентрации трипсина. В контрольном образце, содержащем только гидрогель, этот 

показатель равен 0,23 мкА, при концентрации трипсина 0,5 мкг/мл — 0,24 мкА, при 50 мкг/мл 

— 0,257 мкА, при 500 мкг/мл — 0,30 мкА. Это обусловлено тем, что более высокие 

концентрации трипсина гидролизуют больше БСА, что делает гидрогель более проницаемым 

для ТС. В результате к поверхности электрода поступает больше ТС и это выражается в 

увеличении пиков восстановления. Таким образом, предложенная система может быть 

I,
м

к
А

Е, мВа) гидрогель
б) трипсин 0,5 мкг/мл
в) трипсин 50 мкг/мл
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использована для обнаружения трипсина в концентрации от 0,5 до 500 мкг/мл, однако для 

применения в диагностике требует дальнейшей доработки. 
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