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DETERMINAREA ACTIVITĂŢII 
AMINOTRANSFERAZELOR 

Aminotransferazele (transaminazele) catalizează în organismul viu procesul de 
transaminare, adică reacţia de transfer reversibil a grupării aminice între aminoacizi şi 
cetocizi. Aminotransferazele sunt enzime bicomponente care au drept coenzimă piridoxal-5’-
fosfatul (I) şi piridoxamin-5’-fosfatul (II). 
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Denumirea diferitelor aminotransferaze derivă de la numele aminoacidului care 
cedează gruparea amino şi numele cetoacidului acceptor al acestei grupări. 

Între aminotransferazele cunoscute un interes deosebit prezintă aspartat-
aminotransferaza (AspT) sau glutamico-oxaloacetataminotransferaza (GOT), cu codul EC 
2.6.1.1. şi alanin-aminotransferaza (alaT) sau glutamico-piruvat-aminotransferaza (GPT), 
având codul EC 2.6.1.2. 

Aspartat-aminotransferaza catalizează reacţia: 
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Alanin-aminotransferaza catalizează reacţia: 
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Aceste două aminotransferaze posedă o activitate catalitică pronunţată şi sunt larg 
răspândite în diferite organe animale: ficat, miocard, muşchi scheletici, rinichi etc. în serul 
sanguin, de asemenea, în ţesuturile vegetale activitatea celor două aminotransferaze este mai 
scăzută. 

Există mai multe metode de determinare a activităţii aminotransferazelor. Foarte 
comodă şi accesibilă este metoda colorimetrică cu 2,4-dinitrofenilhidrazină. 

DETERMINAREA ACTIVITĂŢII ASPARTAT- ŞI ALANIN-AMINO-
TRANSFERAZELOR ÎN SERUL SANGUIN 

Principiul metodei. În urma transaminării realizate sub acţiunea AspT şi AlaT se 
formează acizii oxaloacetic şi piruvic. Acidul oxaloacetic poate să se decarboxileze în cursul 
reacţiei enzimatice în acid piruvic. Prin adăugarea soluţiei acide de 2,4-dinitrofenilhidrazină la 
sistemul de reacţie se întrerupe procesul enzimatic şi se formează dinitrofenilhidrazonele 
acizilor α-cetoglutaric, oxaloacetic şi piruvic, colorate în mediul alcalin: 
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2,4-dinitrofenilhidrazina 2,4-dinitrofenilhidrazona  
Pentru a nu interfera în măsurarea activităţii aminotransferazelor, acidul α-cetoglutaric 

se adaugă în cantitate mică, iar extincţia probelor se citeşte la lungimea de undă de 546 nm, 
unde fenilhidrazona acidului α-cetoglutaric absoarbe slab. Pe măsura creşterii conţinutului de 
acid piruvic şi diminuării corespunzătoare a cantităţii de acid α-cetoglutaric extincţia 
amestecului de fenilhidrazone creşte. Creşterea extincţiei este proporţională cu sporirea 
concentraţiei acidului piruvic în probă, care este dependentă de activitatea 
aminotransferazelor. 

 
Reactivi.  
1. Soluţie tampon de fosfaţi 0,1M cu pH 7,4. Se dizolvă 1,5045g de Na2HPO4*12 H2O 

şi 0,1288g KH2PO4 în 50 ml apă bidistilată la balon cotat. 
2. Soluţie de NaOH 1N. Se dizolvă 11g NaOH în 250 ml apă distilată. Se stabileşte 

factorul soluţiei de hidroxid de sodiu cu ajutorul acidului oxalic  şi se face corecţia necesară 
pentru a obţine o soluţie de NaOH exact 1N. 

3. Soluţie substrat pentru AspT. Într-un pahar mic peste 7,5mg de acid α-cetoglutaric 
şi 665mg de acid DL-aspartic (333mg acid L-aspartic) se adaugă soluţie de NaOH 1N până la 
dizolvarea completă a celor două substrate, apoi 10 ml soluţie tampon de fosfaţi 0,1M şi se 
corectează pH-ul la 7,4, utilizând un pH-metru. Soluţia se transvazează într-un balon cotat de 
25ml, se spală paharul cu soluţie tampon de fosfaţi 0,1M (pH 7,4) şi se completează 
conţinutul la semn tot cu soluţie tampon. Soluţia de substrat se agită, se adaugă o picătură de 
cloroform şi se păstrează în frigider. 

4. Soluţie substrat pentru AlaT. Se introduc intr-un pahar mic 7,5mg de acid α-
cetoglutaric şi 445mg de DL-alanină (223mg D-alanină). Apoi se adaugă soluţie de NaOH 1N 
până la dizolvarea completă a celor două substrate, după care 10 ml soluţie tampon de fosfaţi 
0,1M şi se corectează pH-ul la 7,4, utilizând un pH-metru. Soluţia se transvazează într-un 
balon cotat de 25ml, se spală paharul cu soluţie tampon de fosfaţi 0,1M (pH 7,4) şi se 
completează conţinutul la semn tot cu soluţie tampon. Soluţia de substrat se agită, se adaugă o 
picătură de cloroform şi se păstrează în frigider. 

5. Soluţie de 2,4-dinitrofenilhidrazină 1mM în soluţie de HCl 1N. se dizolvă 20mg de 
2,4-dinitrofenilhidrazină în 100ml HCl 1N. 

6. Soluţie de NaOH 0,4N. se prepară prin amestecarea a 200ml soluţie de NaOH 1N cu 
300ml apă distilată.  

7. Soluţie etalon de piruvat de sodiu 0,001M. se dizolvă 11mg de piruvat de sodiu în 
100ml apă distilată la balon cotat. Un ml soluţie etalon conţine 110 micrograme piruvat de 
sodiu, ceea ce corespunde la  88 micrograme sau 100 micromoli de acid piruvic. 

 
Tehnica determinării activităţii aspartat-aminonotransferazei.  
În două eprubete se măsoară câte 0,5 ml substrat pentru AspT şi se incubează la 37◦C 

timp de 5 minute. Apoi, în prima eprubetă (proba) se adaugă 0,1ml ser sanguin nehemolizat şi 
se continuă incubaţia 60 minute. La sfârşitul acestui interval de timp eprubetele se scot din 
termostat şi imediat se adaugă în fiecare din ele câte 0,5ml soluţie de 2,4-
dinitrofenilhidrazină. În eprubeta 2 (martor) se pipetează 0,1ml ser. Se agită şi se lasă timp de 
20 minute la temperatura camerei. După aceasta se introduce în fiecare eprubetă câte 5ml 
soluţie de NaOH 0,4N, se agită cu atenţie şi se lasă la temperatura camerei timp de 10 minute 
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pentru dezvoltarea culorii. Extincţia probei şi martorului se citeşte la un 
fotoelectrocolorimetru, utilizând filtrul verde (546nm) şi apa ca lichid de compensaţie. 

 
Tehnica determinării activităţii alanin-aminotransferazei 
În două eprubete se pipetează câte 0,5 ml soluţie substrat pentru AlaT şi se incubează 

la 37◦C timp de 5 minute. Apoi în una din eprubete se măsoară 0,1ml ser (proba) şi se 
introduce iarăşi în termostat pentru 30 minute. 

Mai departe se procedează în mod identic ca la determinarea activităţii AspT. 
 
Calculul rezultatelor. 
Diferenţa între extincţia probei şi extincţia martorului indică o schimbare a intensităţii 

lichidelor din eprubetă în urma desfăşurării reacţiilor catalizate de aminotransferazele 
respective. 

Activitatea AspT şi AlaT se poate exprima în unităţi convenţionale de extincţie care se 
calculează după formula: 

(Eprobă – Emartor) x100. 
Însă mai corect este ca activitatea aminotransferazelor să se exprime în miliunităţi 

enzimatice (mU) într-un ml de ser (1 mU corespunde unei activităţi a enzimei care în 
condiţiile experimentale date catalizează formarea unui micromol de acid piruvic într-un 
minut), conform recomandărilor I.U.B. (Uniunea Internaţională de Biochimie). 

În acest caz calculul activităţii aminotransferazelor se efectuează folosind curba de 
etalonare construită cu ajutorul soluţiei etalon de piruvat de sodiu. La construirea curbei 
etalon se poate utiliza schema redată în tabelul următor: 

 
Schema pentru construirea curbei etalon la determinarea activităţii aminotransferazelor 
 

Reactivi     Proba     
1 2 3 4 5 6 7 

Conţinutul de acid piruvic în probă γ 4,4 8,8 13,2 17,7 22,0 26,4 0 
μM 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0 

Soluţie etalon de piruvat de Na (ml) 0,05 0,010 0,15 0,20 0,25 0,30 0 
Apă distilată (ml) 0,55 0,50 0,45 0,40 0,35 0,30 0,6 

 
În eprubete separate se măsoară ingredienţii menţionaţi în tabelul de mai sus, se 

adaugă câte 0,5 ml soluţie de 2,4-dinitrofenilhidrazină şi se agită. Exact după 20 minute de 
repaus, în fiecare eprubetă se pipetează 5ml soluţie de NaOH 0,4N, se amestecă şi se lasă la 
temperatura camerei timp de 10 minute. Se citesc extincţiile probelor la 546nm faţă de proba 
7. 

 La trasarea curbei etalon se înscrie pe abscisă concentraţia acidului piruvic în 
micromoli, iar pe ordonată extincţiile corespunzătoare. 

Calculul final se face cu ajutorul formulei:  
 
 

1 1min 0,1.
mU a

mlser t
=
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unde:  
a- numărul micromolilor de acid piruvic, găsit pe curba etalon; 
t-timpul de incubaţie, în minute. 
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Observaţii.  
1. Serul trebuie să fie proaspăt şi nehemolizat.  
2. Dacă serul posedă o activitate aminotransferazică mare, aceasta se diluează cu 
soluţie de albumină 5% în ser fiziologic. Rezultatele obţinute se vor înmulţi cu 
coeficientul de diluare corespunzător. 
 

Valori fiziologice.  
În serul sanguin al oamenilor sănătoşi activitatea AspT oscilează între 2-16 mU/ml, iar 

activitatea AlaT- între limitele 2-12 mU/ml. 
Nivelul normal al aminotransferazelor serice este, în general, constant. Variaţii mari ale 

activităţii aminotransferazelor sanguine se observă în bolile ficatului, în infarctul miocardic 
etc. determinarea activităţii aminotransferazelor în serul sanguin constituie un indicator fin al 
acuităţii proceselor patologice în ficat şi de aceea are o mare importanţă pentru diagnosticarea 
diferenţiată a bolilor respective. Nu mai puţină însemnătate are determinarea activităţii 
transaminazelor în stabilirea diagnosticului bolilor de inimă. 
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