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Аннотация

Неорганическая пленка из гексацианокобальтата(III) и гексацианорутената(II) ру-
тения(III) на поверхности стеклоуглерода проявляет электрокаталитическую актив-
ность при окислении гуанина. По сравнению с немодифицированным электродом фик-
сируется уменьшение потенциала окисления на 210 мВ и многократное увеличение
тока окисления органического соединения. Найдены условия получения полимерной
неорганической пленки на поверхности стеклоуглерода и регистрации максимального
каталитического тока на этом электроде. Линейная зависимость величины тока от кон-
центрации гуанина наблюдается в интервале от 1·10–6 до 1·10–3 моль/л.

Ключевые слова: химически модифицированные электроды, гексацианометаллаты,
вольтамперометрическое определение гуанина.

Введение

Дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК) играет важную роль в хранении
генетической информации и биосинтезе белка. В составе ее молекулы присут-
ствует пуриновое основание – гуанин [1, 2] со структурой:
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Это соединение оказывает широкое влияние на коронарное и мозговое кро-
вообращение, контролирует поток крови и сердечный ритм [3]. Определение
числа групп гуанина в ДНК имеет важное значение для клинической диагно-
стики, поскольку отклонение от нормальных показателей содержания этого
основания в организме является индикатором угнетения и мутации иммунной
системы, а также индикатором ряда заболеваний [4, 5].

Для определения гуанина применяют хроматографию [6], электрофорез с
электрохимическим детектированием [7], спектроскопические [8, 9], хемилю-
менисцентные [10] методы и изотопную масс-спектрометрию [11]. Для этих
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методов характерна высокая чувствительность и селективность определения.
Однако длительность метода, высокая стоимость и сложность аппаратуры, тре-
бование при эксплуатации высококвалифицированных операторов стимулируют
поиски альтернативных методов. По сравнению с этими физическими методами
электрохимическая техника отличается высокой чувствительностью, простотой
и низкой стоимостью.

Прямое окисление этого пуринового основания на немодифицированных
электродах протекает необратимо с перенапряжением, то есть при высоких анод-
ных потенциалах. При этом наблюдается узкий линейный диапазон зависимости
аналитического сигнала от концентрации, отсутствие его стабильности и высо-
кие фоновые токи. Иммобилизация катализаторов на поверхности различных
электродных материалов приводит к уменьшению этого перенапряжения [12, 13].
Поэтому поиск и разработка новых химически модифицированных электродов
(ХМЭ) с каталитическими свойствами для вольтамперометрического опреде-
ления пуриновых оснований является актуальным направлением электроанали-
тических исследований. В качестве иммобилизованных на электродах катали-
заторов электроокисления гуанина используют различные аллотропные моди-
фикации углерода такие, как нанотрубки [14], фуллерен [15], а также металло-
комплексы платиновых металлов, например Ru(bpy)3

3+ [16]. Среди редокс-медиа-
торов выделяются гексацианометаллаты (ГЦМ), которые характеризуются высо-
кой каталитической активностью, простотой иммобилизации, но зачастую отсут-
ствием стабильности электрохимических характеристик. Использование неор-
ганических пленок, полученных в результате перекрестного связывания частиц
гексацианометаллатов с ионами платиновых металлов, позволяет устранить этот
недостаток [17, 18].

В статье рассмотрена возможность вольтамперометрического определения
гуанина на электроде из стеклоуглерода (СУ), модифицированном пленками из
гексацианокобальтата(III) рутения(III) (ГЦКР) и гексацианорутената(II) руте-
ния(III) (ГЦРР).

1. Экспериментальная часть

Циклические вольтамперограммы регистрировали с помощью вольтампе-
рографа Экотест-ВА (ООО «ЭКОНИК-ЭКСПЕРТ», Россия). При регистрации
вольтамперных кривых использовали трехэлектродную ячейку. В качестве инди-
каторного электрода применяли электрод из СУ с рабочей поверхностью 0.1 см2,
а также СУ с электроосажденными пленками гексацианорутената(II) рутения(III)
(ГЦРР-СУ) и гексацианокобальта(III) рутения(III) (ГЦКР-СУ). Электродом
сравнения служил хлоридсеребрянный электрод, вспомогательным – платино-
вая проволока. Регистрацию циклических вольтамперограмм осуществляли при
скорости наложения потенциала (v) 20 мВ/с. Для изучения природы предельного
тока и некоторых кинетических параметров окисления гуанина на композитном
электроде рассматривали зависимости величины тока и потенциала окисления
гуанина от скорости наложения потенциала, которую варьировали в диапазоне
от 10 до 100 мВ/с. Поверхностную концентрацию катализатора (Г) на СУ опре-
деляли по площади катодного пика при Еп +0.3 В на циклической вольтамперо-
грамме ХМЭ при низкой скорости наложения потенциала, при v 10 мВ/с [19].
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Перед модификацией электрод из СУ шлифовали на фильтровальной бумаге и
кальке, промывали бидистиллированной водой и активировали многократным
сканированием потенциала в 0.5 М растворе серной кислоты.

Пленку ГЦРР получали из водного раствора 1 мМ RuCl3 и 1 мМ K4[Co(CN)6]
(марки «ч.» фирмы Aldrich) в 0.01М H2SO4, а пленку ГЦКР – из раствора 1 мМ
RuCl3 и 1 мМ K4[Co(CN)6] (марки «ч.» фирмы Aldrich) в 0.1 М NaCl в присутст-
вии 0.01 М H2SO4. Электроосаждение неорганических полимерных пленок про-
водили потенциодинамически, изменяя потенциал в области от –0.20 до 1.10 В
в течение 30 циклов со скоростью наложения потенциала v 100 мВ/с.

Стандартный раствор гуанина с концентрацией 1·10–3 М готовили раство-
рением его точной навески. Растворы с меньшими концентрациями получали
последовательным разбавлением исходного стандарта.

Для обеспечения электрической проводимости использовали 0.01 М рас-
твор H2SO4, а также раствор 0.1 M NaCl (рН 2.0). Контроль величины рН прово-
дили на рН-метре типа рН-150. Измерения в условиях проточно-инжекцион-
ного анализа (ПИА) проводили на установке, включающей перистальтический
насос, инжектор, проточную электрохимическую ячейку и регистрирующее уст-
ройство [20]. Подачу и слив растворов осуществляли по проточным коммуника-
циям, изготовленным из силиконовых трубок с внутренним диаметром 2.0 мм.
Инжекцию осуществляли микрошприцем через уплотнительную мембрану.

2. Результаты и их обсуждение

Электрохимическое поведение электроосажденной на стеклоуглеродном
электроде пленки гексацианорутената(II) рутения(III).

На циклической вольтамперограмме, регистрируемой на фоне 0.01 М H2SO4

на ХМЭ с пленкой ГЦРР, наблюдаются три хорошо выраженных анодных и
обратных катодных пика (рис. 1, а).
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Рис. 1. Циклические вольтамперограммы, полученные на СУ, модифицированном плен-
кой ГЦРР (а) и ГЦКР (б) на фоне 0.01 М H2SO4 (а) и 0.1 М NaCl с рН 2.0 (б)

И хотя до сих пор нет очевидных доказательств, позволяющих отнести ка-
ждый пик к конкретной редокс-паре, электрохимические реакции, протекаю-
щие при потенциале 0.05 В, обычно относят к редокс-паре Ru(III/II), а пики при

а б
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потенциалах 0.80 и 1.10 В – к окислению смешанновалентных частиц рутения,
связанных с оксо- и цианогруппами, до более высоких степеней окисления.
Сложности определения точной степени окисления рутения связаны с много-
численными редокс-центрами и полимерной природой комплекса ГЦРР.

Обычно наблюдаемые максимумы токов формально относят к следующим
электрохимическим реакциям [17, 18]:

–Ru(II)O– ⇄ –Ru(III)O + e Е 0.05 В; (1)

–Ru(III)O ⇄ –Ru(IV)O + e Е 0.80 В; (2)

–Ru(IV)O ⇄ –Ru(VI)O + 2e Е 1.05 В. (3)

Электрохимическое поведение электроосажденной на стеклоуглерод-
ном электроде пленки гексацианокобальтата(III) рутения(III).

На циклической вольтамперограмме, полученной на СУ с пленкой ГЦКР,
наблюдаются 5 пар анодно-катодных пиков (рис. 1, б). Пики при потенциалах
+0.05, +0.80 и +1.05 В связаны с переносом электронов с участием различных
химических форм рутения в соответствии с уравнениями (1)–(3). Пики при по-
тенциалах +0.30 и +0.50 В относят к окислению внутрисферного кобальта [16],
происходящему по уравнению:

Co(II)(CN)6
4– ⇄ Co(III)(CN)6

3– + e. (4)

Наличие двух пиков – пика при Е +0.3 и «плечевого послепика» Е +0.5 В –
связывают с нахождением гексацианометаллата в различных стехиометрических
формах. В литературе указаны разные причины появления послепика: химиче-
ское взаимодействие между ионами фонового электролита и иммобилизованной
пленкой ГЦМ, электростатические факторы, поляризационная способность ка-
тионов [21].

Полученные пленки ГЦКР и ГЦРР отличаются высокой химической и элек-
трохимической устойчивостью, о чем свидетельствует хорошая воспроизводи-
мость вольтамперограмм, полученных при циклировании потенциала в кислых
средах в течение двух недель и даже одного месяца. Устойчивость пленок прояв-
ляется только в кислой среде. Увеличение рН приводит к ухудшению формы пи-
ков, уменьшению анодных и даже исчезновению катодных пиков. В щелочных
растворах пленка разрушается и при воспроизведении регистрируется только
фоновая кривая, характерная для немодифицированного СУ.

Расчет поверхностной концентрации осажденного катализатора.
Поверхностную концентрацию катализатора на СУ оценивали как отноше-

ние количества молей редокс-центров на пленке ГЦРР и ГЦКР к истинной
площади поверхности электрода. Расчет величины Г проводили по формуле Г =
= Q / nFA, где Q – заряд (Кл), n – число электронов, F – число Фарадея (96500
Кл/моль), A – площадь поверхности рабочего электрода. В свою очередь, вели-
чину Q рассчитывали по формуле Q = S / v, где S – площадь под катодным пи-
ком, v – скорость наложения потенциала.
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Рис. 2. Зависимости величины поверхностной концентрации катализатора для пленки
ГЦКР (кривая 1) и ГЦРР (кривая 2) от числа циклов при потенциодинамическом осаж-
дении неорганических полимерных плен

Расчет поверхностной концентрации катализатора на ХМЭ с пленками ГЦРР
и ГЦКР проводили по площади под катодным пиком при Е +0.05 В. Электрооса-
ждение пленок проводили при циклическом изменении потенциала в области
от –0.20 до +1.10 В в течение 30 циклов. Поверхностная концентрация катали-
затора зависит от условий электроосаждения пленки ГЦМ. На рис. 2 представ-
лена зависимость величины Г от количества циклов при потенциодинамическом
электроосаждении модификатора. С ростом числа циклов эта зависимость выхо-
дит на предел, что связано с насыщением рабочей поверхности электрода элек-
троактивными центрами. При этом площадь под катодным пиком при
Е +0.05 В равна 4.07·102 мкА·мВ (или 4.07·10–7 А·В) и 3.32·101 мкА·мВ (или
3.32·10–8 А·В); а рассчитанное значение Г равно 4.2·10–9 и 3.4·10–10 моль/см2 для
ГЦРР и ГЦКР соответственно.

Как видно из рис. 2, поверхностная концентрация катализатора, осажден-
ного на электроде из СУ, в случае пленки ГЦРР выше, чем для ГЦКР-пленки,
что и влияет на их свойства.

Электрокаталитическое окисления гуанина на модифицированных
гексацианометаллатами электродах.

Электрохимические свойства молекул ДНК определяются присутствием
в них пуриновых оснований, например гуанина. Окисление гуанина протекает
с образованием окисленной формы гуанина – 8-оксо-гуанина по следующей
схеме [22]:
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Рис. 3. Циклические вольтамперограммы, полученные на ГЦРР-СУ (а) и ГЦКР-СУ (б)
в отсутствие (1) и в присутствии (2) гуанина на фоне 0.01 М раствора H2SO4 (а) и 0.1 М
раствора NaCl с рН 2.0 (б)

Табл. 1
Вольтамперометрические характеристики, полученные при окислении гуанина на ХМЭ

Электрод Iмод Емод Iкат Екат Iкат / Iмод
IS = 46 мкА,  ЕS = +1.25 В*

ГЦРР-СУ 15.0 1.05 118.0 1.04 7.87
ГЦКР-СУ 1.3 1.00 87.5 1.04 65.79

* IS и ЕS – ток и потенциал пика окисления гуанина на СУ.

При окислении гуанина на ХМЭ с пленками из ГЦРР и ГЦКР на анодной
ветви циклической вольтамперограммы (рис. 3, а, б, кривая 2) наблюдается
значительное увеличение тока в пике при Е +1.04 В. В этой же области потен-
циалов на фоновых кривых ХМЭ (рис. 3, а, б, кривая 1) наблюдаются максимумы
тока, характерные для редокс-пары Ru(IV)/Ru(VI).

Многократный прирост тока при Е +1.04 В, линейная зависимость величины
тока пика от концентрации субстрата позволяют отнести этот пик окисления к
каталитическому. Поскольку электрокаталитическое окисление гуанина проте-
кает при потенциалах, соответствующих окислению оксо-частиц рутения (IV)
(рис. 3, а, б, кривая 1), можно предположить, что в качестве электрокаталити-
ческих частиц выступают оксо-частицы рутения(VI). Наибольший электрока-
талитический эффект, выраженный в отношении величин каталитического тока
(Iкат) и тока окисления модификатора (Iмод), регистрируется на ХМЭ с пленкой
из ГЦКР, для которого Iкат / Iмод равно 65.8. Вероятно, это связано с тем, что по-
верхностная концентрация катализатора для этой пленке меньше (рис. 2), что
приводит к формированию на ней изолированных каталитических центров с
высокой активностью. Уменьшение потенциала каталитического окисления
гуанина на этом ХМЭ (Екат) по сравнению с потенциалом его окисления на СУ
(ЕS) (∆Е = ЕS – Екат) составляет ~ 210 мВ (табл. 1). Поэтому дальнейшие иссле-
дования проводили на ХМЭ с пленкой ГЦКР.

а б
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Рис. 4. Зависимость логарифма тока пика (1) и потенциала пика (2) от логарифма ско-
рости наложения потенциала (а), зависимость тока пика от скорости наложения потен-
циала (б), зависимость отношения тока пика к квадратному корню из скорости от квад-
ратного корня из скорости (в) при электроокислении гуанина на ХМЭ с пленкой ГЦКР

Для получения характеристик каталитического тока рассмотрена его зави-
симость от скорости наложения потенциала. Критерий Семерано, рассчитан-
ный из логарифмической зависимости величины тока пика от скорости нало-
жения потенциала (tg α = Δ lg Iп / Δ lg v), равен 0.70 В (рис. 4, а, зависимость 1),
что свидетельствует об адсорбционной природе каталитического тока [23].

Линейная зависимость I от v (рис. 4, б) и положительный наклон зависимо-
сти I / ν  от ν  (рис. 4, в) также указывают на заметный вклад адсорбции при
электроокислении гуанина на ХМЭ с пленкой ГЦКР. Предлагается следующая
схема электрокаталитического окисления гуанина на ХМЭ:

–Ru(IV)O ⇄ Ru(VI)O + 2e;                                        (6)

Из уравнения зависимости Еп от v (рис. 4, а, зависимость 2) были рассчитаны
величины наклона Тафеля (b), коэффициента переноса электрона (α из уравне-
ния Лаверона) и константы скорости электрокаталитической реакции (ks по
формуле Савена) [24, 25]. Получены следующие кинетические характеристики
электрокаталитического окисления гуанина на ГЦКР: b = 84 мВ, α = 0.65 и
ks = 0.71·102 c–1.

Совокупность данных показывает, что лучшие электрокаталитические
свойства проявляются у ХМЭ с пленкой ГЦКР. Поэтому этот электрод исполь-
зовали в аналитических целях.

Вольтамперометрическое определение гуанина на ХМЭ с пленкой
ГЦКР.

Разработан способ вольтамперометрического определения гуанина на ХМЭ
с пленкой ГЦКР.

.    (7)
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Табл. 2
Метрологические характеристики определения гуанина на ХМЭ с пленкой ГЦКР в ста-
ционарных и ПИА* условиях, n = 6, P = 0.95

Условия определения Введено, мкМ Найдено, (х ± Δх), мкМ, нмоль* Sr

Стационарные 5.0
10.0
100

4.9 ± 0.2
10.4 ± 0.4

95 ± 4

0.05
0.04
0.04

ПИА 8.0
80.0
160

8.1 ± 0.2
77 ± 2

156 ± 2

0.02
0.02
0.01

Методика. В мерную колбу на 10 мл вводят фиксированный объем стан-
дартного раствора гуанина, добавляют 5 мл 0.2 М раствора NaCl (рН 2.0) и до-
водят до метки дистиллированной водой. Раствор переносят в электрохимиче-
скую ячейку, содержащую ХМЭ с пленкой ГЦКР, вспомогательный и хлорид-
серебряный электроды. Затем регистрируют циклическую вольтамперограмму
в интервале от 0.0 до 1.2 В. Величину тока измеряют при Eп 1.05 В. Величина
тока пика пропорциональна содержанию гуанина в интервале концентраций от
1·10–6 М до 1·10–3 М. Эта зависимость описывается уравнением:

lg Iп = (2.9 ± 0.5) + (0.48 ± 0.01)·lg c; (Iп, мкА; с, М); r = 0.996. (8)
Правильность методики оценена методом «введено-найдено» (табл. 2). От-

носительное стандартное отклонение (Sr) не превышает 0.05 во всем диапазоне
концентраций.

Изучена возможность использования ХМЭ с пленкой ГЦКР для амперо-
метрического детектирования гуанина в условиях ПИА. Оценено влияние элек-
трохимических и гидродинамических факторов на величину ПИА-сигнала.
Максимум зависимости величины тока от накладываемого потенциала наблю-
дается при Е 1.10 В (поток-носитель – раствор 0.1 М NaCl, рН 2.0) (рис. 5, а).
Величина ПИА-сигнала зависит от объема инжектируемой пробы (V) и выхо-
дит на предел при V 0.80 мл (рис. 5, б). Зависимость этого сигнала от скорости
потока (u) проходит через максимум при и 30 мл/мин (рис. 5, в). На основе полу-
ченных зависимостей были выбраны рабочие условия регистрации ПИА-
сигнала на ХМЭ с пленкой ГЦКР.

Величина ПИА-сигнала пропорциональна содержанию гуанина в интервале
концентраций от 1.0 нмоль до 1.0 мкмоль. Эта зависимость описывается урав-
нением:

Iп = 0.27 + (2.2 ± 0.3)·107·n; (Iп, мкА; n, мкмоль); r = 0.999. (9)
Результаты метрологической обработки результатов определения гуанина

на ХМЭ в условиях ПИА представлены в табл. 2.
При определении гуанина на ХМЭ с пленкой ГЦКР получили удовлетво-

рительную воспроизводимость результатов как в стационарных, так и в про-
точных условиях (табл. 2). Однако в условиях проточной системы достигается
лучшая воспроизводимость результатов определения (Sr < 0.02) по сравнению
со стационарными условиями (Sr < 0.05), что можно связать с отсутствием ад-
сорбции продуктов окисления гуанина на поверхности ХМЭ в условиях потока.
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Рис. 5. Зависимость ПИА-сигнала окисления гуанина на ХМЭ с пленкой ГЦКР от на-
кладываемого потенциала (а), объема инжектируемой пробы (б) и скорости потока (в),
поток-носитель – 0.1 М раствор NaCl с рН 2.0

Таким образом, разработанный способ проточно–инжекционного определе-
ния гуанина на ХМЭ с каталитическими свойствами отличаются простотой и
высокой чувствительностью, а также стабильностью электрокаталитического
отклика ХМЭ. Кроме того, использование ПИА позволяет автоматизировать
процесс анализа и увеличить его производительность.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фунда-
ментальных исследований (проект № 12-03-97031-р_поволжье_а).

Summary

L.G. Shaidarova, A.V. Gedmina, E.R. Zhaldak, I.A. Chelnokova, H.C. Budnikov. Voltam-
metric Determination of Guanine at Electrodes Modified by Films of Ruthenium Hexacyano-
cobaltate or Ruthenium Hexacyanoruthenate.

The inorganic films of ruthenium(III) hexacyanocobaltate(III) and ruthenium(III) hexa-
cyanoruthenate(II) electrodeposited on the surface of glassy carbon electrodes show electro-
catalytic activity during guanine oxidation. In comparison with an unmodified electrode, the
decrease in the oxidation potential by 210 mV and the multiple increase in the current of the
organic compound oxidation take place. The conditions for the production of the polymeric
inorganic film on the glassy carbon electrode and for the registration of the maximum catalytic
current on this electrode are defined. The linear dependence of the electrocatalytic response
of the modified electrode on the guanine concentration is observed in the range from 1·10–6 to
1·10–3 mol⋅l–1.

Key words: chemically modified electrodes, hexacyanometallate, voltammetric deter-
mination of guanine.
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