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Щелочные фосфатазы (ЩФ) из различных источников широко используются в качестве метки в иммуноферментном анализе (ИФА). Одним из способов измерения результатов ИФА является электрохимическая детекция, позволяющая конструировать миниатюрные устройства для целей диагностики по месту лечения. В частности, один из подходов для измерения ЩФ при помощи компактных амперометрических датчиков основан на ферментативном гидролизе 1-нафтилфосфата до электрохимически активного 1-нафтола, регистрируемого при потенциале +260 мВ относительно хлорсеребряного электрода.
При конструировании биоаналитических систем среди доступных альтернатив особый интерес представляет термостабильная щелочная фосфатаза производства Toyobo Enzymes (Япония) благодаря ее высокой стабильности и высокой каталитической константе. Однако рекомендации производителя ограничиваются оптимальными условиями для колориметрической детекции при использовании субстрата п-нитрофенилфосфата: 1 М диэтаноламиновый буфер (ДЭА) при pH = 9,6. Данный буфер несовместим с электрохимическими измерениями ввиду деградации хлорсеребряного электрода сравнения. Снижение молярности буфера до 50 мМ лишь частично решает проблему ввиду плохой стабильности буфера на основе ДЭА при хранении. Таким образом, поиск условий проведения ферментативной и электрохимической реакций является актуальным. 
На первом этапе был произведен скриниг буферных систем при pH = 9,6 и 25С. Использовались 50 мМ карбонатный, боратный и глициновый буферы, а также ДЭА в качестве сравнения. Для глицинового буфера была показана нестабильность фермента (снижение активности на 45% в течение часа), в связи с чем дальнейшие исследования с данной системой не производились. Во всех остальных буферных системах ЩФ была стабильна; зависимость v0 от [S]0 подчинялась уравнению Михаэлиса-Ментен. При концентрации конъюгата 0,53 нМ были получены следующие кинетические параметры: Vmax = 0,43  0,01; 0,36  0,01; 0,27  0,01 мкМ/с и эффективная KM = 0,31  0,05; 0,84  0,10; 0,56  0,09 мМ для ДЭА, карбонатного и боратного буферов соответственно. Далее было показано, что при 10 мМ субстрата скорость ферментативной реакции в ДЭА буфере возрастает с повышением pH с плато от 10,0 до 10,4. Однако, начиная с pH = 10, наблюдалось резкое возрастание фоновых сигналов. В карбонатном буфере при 10 мМ субстрата максимальная активность достигалась при pH = 10,2 при сохранении низких фоновых сигналов. При данном pH в карбонатном буфере были получены следующие кинетические параметры ЩФ: Vmax = 0,83  0,05 мкМ/с, эффективная KM = 3,2  0,4 мМ.
При высоких концентрация субстрата (более 3,3 мМ) скорость ферментативной реакции в карбонатном буфере при pH = 10,2 оказывается выше, чем в ДЭА при pH = 9,6. С аналитической точки зрения это означает более высокую чувствительность детектирующей системы. Например, при 4 мМ субстрата в карбонатном буфере с pH = 10,2 калибровочные зависимости сигнала от концентрации конъюгата демонстрируют наклон на 20% выше, чем в ДЭА буфере с pH = 9,6.
Таким образом, по результатам проведенной работы были найдены оптимальные условия (карбонатный буфер, pH = 10,2, 3,3 мМ субстрата) проведения ферментативной и электрохимической реакций для использования в иммуноферментном анализе с электрохимической детекцией.
