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Аннотация

Установлено, что электрохимически генерированные оксо- и гидроксо-формы ко-
бальта на поверхности осадка металлического кобальта и пленки гексацианоферрата(III)
кобальта(II) (ГЦФ Со), электроосажденных на стеклоуглеродном электроде, проявляют
каталитическую активность при окислении глюкозы. Катализ проявляется в уменьше-
нии перенапряжения окисления субстрата и увеличении тока окисления модификатора.
Электродный процесс включает образование каталитически активных оксо- и гидроксо-
форм кобальта(III), участвующих в окислении глюкозы. Больший каталитический эф-
фект получен при электроокислении глюкозы на электроде, модифицированном плен-
кой ГЦФ Co. Разработан способ амперометрического детектирования глюкозы на этом
модифицированном электроде в условиях порционно-инжекционного анализа. Зависи-
мость величины аналитического сигнала от концентрации глюкозы линейна в интервале
от 5·10–6 до 5·10–3 моль/л.

Ключевые слова: химически модифицированные электроды, гексацианоферрат
кобальта, электроокисление глюкозы, порционно-инжекционный анализ.

Введение

Глюкоза играет важную роль в организме человека [1]. Определение содер-
жания глюкозы в крови и других биологических жидкостях необходимо для
клинической диагностики сахарного диабета, некоторых эндокринных, нервно-
психических и других заболеваний [2].

Существуют различные методы определения глюкозы: химические [3], спек-
трофотометрические [4–6], электрохимические [7], термические [8] и др. В каче-
стве титрантов в химических методах определения нашли применение СuSO4,
K4[Cu(IO6)2], КJO4 и реактив Толленса. Иногда окисление глюкозы протекает
крайне медленно, что создает трудности в установлении конечной точки тит-
рования. Неспецифичность химических методов также затрудняет определение
глюкозы в биологических объектах. Из оптических методов для определения
глюкозы используют спектрофотометрию [4], хемилюминесценцию [5], флуо-
ресценцию и ИК-спектроскопию [6]. Однако оптические методы предполагают
длительную пробоподготовку и, кроме того, имеют высокую стоимость.

Электрохимические методы определения глюкозы главным образом делятся
на потенциометрические, вольтамперометрические и амперометрические, в ко-
торых в качестве индикаторного электрода используют различные электроды-
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сенсоры [7–11]. Чаще всего используют биосенсоры с иммобилизованной глю-
козооксидазой [7, 12]. Недостатком биосенсоров является отсутствие стабиль-
ности отклика из-за возможного изменения активности фермента во времени,
что влияет на метрологические характеристики биосенсора. Поэтому актуальной
задачей является создание неферментативных сенсоров со стабильным и чувст-
вительным откликом на глюкозу.

Известно, что использование химически модифицированных электродов
(ХМЭ) с электрокаталитическими свойствами позволяет снизить перенапряжение
и повысить чувствительность вольтамперометрического определения органиче-
ских соединений [13–15]. При этом обычно применяют углеродные электроды.
В качестве модификаторов широко используют металлы 3d- и 4d-переходного
ряда, а также их оксиды и комплексные соединения [15]. Они хорошо зареко-
мендовали себя в качестве катализаторов во многих электрохимических реак-
циях как в гомогенных, так и в гетерогенных системах.

Сочетание гетерогенного электрокатализа с техникой проточного анализа
позволяет значительно расширить аналитические возможности электрокатали-
тически модифицированных электродов [15, 16]. Анализ растворов в потоке по-
зволяет автоматизировать процесс, а в сочетании с амперометрическим детекти-
рованием – повысить чувствительность и селективность определений. В лабора-
торном анализе медико-биологических объектов широко применяется проточно-
инжекционный анализ (ПИА) [16]. ПИА – это метод, основанный на получении
информации по градиенту концентрации определяемого вещества, возникшему
в результате инжектирования вещества в виде хорошо воспроизводимой зоны в
несегментированный поток носителя. К недостаткам этого метода относят боль-
шой объем используемых химических реактивов и, соответственно, отходов при
анализе в потоке жидкости. Для исключения этого недостатка предлагаются
другие варианты проточно-инжекционных методов, например метод порционно-
инжекционного анализа. Принцип функционирования этого метода заключается
в инжекции пробы на поверхность детектора с образованием зоны, которая ло-
кализуется около детектора с воспроизводимой геометрией и контролируемой
дисперсией во времени и пространстве [17, 18]. Этот метод анализа отличается
от других проточных методов низкой стоимостью, малыми объемами проб и
реактивов, а также высокой производительностью.

В настоящей работе была сопоставлена каталитическая активность элек-
трохимически генерированных оксо- и гидроксо-форм кобальта на поверхно-
сти осадка металлического кобальта или пленки ГЦФ Со, электроосажденных
на стеклоуглеродном электроде, при окислении глюкозы в стационарном ре-
жиме и в условиях порционно-инжекционного анализа для разработки высоко-
чувствительного способа амперометрического детектирования глюкозы.

1. Экспериментальная часть

Циклические вольтамперограммы регистрировали на вольтамперометриче-
ском анализаторе «Экотест-ВА» (ООО «ЭКОНИК-ЭКСПЕРТ», Россия). Исполь-
зовали трехэлектродную ячейку. В качестве рабочего электрода применяли
электроды из стеклоуглерода (СУ) или высокоориентированного пирографита
(ВОПГ) с рабочей поверхностью 0.10 см2, ХМЭ на основе углеродных электродов
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Рис. 1. Схема ячейки в порционно-инжекционном анализе: 1 – рабочий электрод, 2 –
электрод сравнения, 3 – вспомогательный электрод, 4 – электронная микропипетка, 5 –
слив

с электроосажденными частицами кобальта (Со-СУ, Со-ВОПГ) или с электро-
осажденной пленкой из ГЦФ Co (ГЦФ Co-СУ, ГЦФ Co-ВОПГ). Электродом
сравнения служил хлоридсеребряный, вспомогательным – платиновая прово-
лока. Циклические вольтамперограммы регистрировали при скорости наложе-
ния потенциала (v) 20 мВ/с. Коэффициент скорости электродной реакции опре-
деляли, варьируя величину v в интервале от 10 до 100 мВ/с.

Перед модифицированием углеродного электрода проводили предваритель-
ную подготовку его поверхности: электрод шлифовали на абразивных материа-
лах, фильтровальной бумаге и кальке, промывали бидистиллированной водой.

Для получения электролитического осадка кобальта и неорганической по-
лимерной пленки ГЦФ Co на поверхности СУ использовали два способа элек-
трохимического осаждения: потенциодинамический или потенциостатический
электролиз. В первом случае варьировали область поляризации электрода и
количество циклов изменения потенциала, а во втором – потенциал электролиза
и время электролиза. Электроосаждение кобальта проводили из раствора, со-
держащего хлорид кобальта (СоCl2·6H2O) марки «х.ч.» фирмы «Экофарм»
(Россия). Для получения неорганической пленки ГЦФ Со использовали рас-
твор, содержащий гексацианоферрат калия (K3[Fe(CN)6]) и хлорид кобальта
(СоCl2·6H2O) марки «х.ч.» фирмы «Экофарм».

Формирование оксо-, гидроксо-форм кобальта из осадка кобальта и пленки
ГЦФ Со проводили электрохимически в результате многократного сканирова-
ния потенциала в щелочной среде.

Изучение морфологии поверхности электродов проводили методами ска-
нирующей зондовой микроскопии, включающими атомно-силовую микроско-
пию в полуконтактом режиме и режиме фазового контраста. Использовали ска-
нирующие зондовые микроскопы NTEGRA фирмы НТ-МДТ (Россия). В качестве
микрозондов использовали кантилеверы марки NSG-01 с константой жесткости
5–20 Н/м с резонансной частотой 144 кГц фирмы НТ-МДТ.

Для порционно-инжекционного анализа использовали трехэлектродную
ячейку типа отражающей стенки с объемными электродами, схема которой
представлена на рис. 1. Инжекцию пробы проводили с помощью электронной
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микропипетки Rainin E4 XLS (компания METTLER TOLEDO, США) непосред-
ственно на поверхность рабочего электрода, который находился на небольшом
расстоянии от наконечника микропипетки и был погружен в раствор фонового
электролита [18].

Раствор глюкозы готовили путем растворения точной навески. Растворы
меньших концентраций готовили разбавлением исходного раствора непосред-
ственно перед измерениями. В качестве фонового электролита в стационарных
условиях и потока-носителя в проточных системах использовали 0.1 М раствор
NaOH.

2. Результаты и их обсуждение

Глюкоза на электроде из СУ в щелочной среде окисляется необратимо при
E 1.20 В. При повторном сканировании потенциала на вольтамперограмме на-
блюдается резкое уменьшение максимума тока (рис. 2, а), что указывает на
плохую воспроизводимость отклика СУ.
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Рис. 2. Циклические вольтамперограммы, полученные на электроде СУ (а) (после пер-
вого (1), второго (2) и третьего (3) циклического изменения потенциала) и на электроде
ГЦФ Co-СУ (б) в отсутствие (1б) и в присутствии (1, 2, 3а, 2б) 5·10–2 моль/л глюкозы на
фоне 0.1 М NaОН; (в) график зависимости величины I / ν  от ν  при окислении глю-
козы (С = 5·10–2 моль/л) на электроде ГЦФ Co-СУ

Электроокисление глюкозы протекает в несколько стадий. Известно, что
в растворе большая часть глюкозы присутствует в форме циклического полу-
ацеталя. Менее 1% молекул глюкозы находится в ациклической таутомерной
форме [1], которая и определяет амперометрический отклик:
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Конечным продуктом окисления глюкозы является глюконовая кислота [7]:

C
OH

HO
OH
OH

CH2OH

H O COOH
OH

HO
OH
OH

CH2OH

+ 2OH- + H2O + 2e- (2)

Линейная зависимость тока пика от концентрации глюкозы наблюдается
в узком интервале концентраций: от 5·10–2 до 5·10–3 М. Использование ХМЭ
с электрокаталитическими свойствами снижает перенапряжение и повышает
чувствительность определения.

В последнее время уделяют большое внимание модифицированным элек-
тродам, на поверхности которых электрохимически генерируются оксо-, гид-
роксо-формы металлов, например, на пленке из гексацианоферрата кобальта.

На циклической вольтамперограмме, полученной на электроде с электро-
осажденным частицами кобальта (рис. 3, а) после электрохимической актива-
ции катализатора в щелочной среде, регистрируется пара анодно-катодных пи-
ков, связанных с электроокислением гидроксочастиц кобальта(II) [19]:

Co(OH)2 ⇄ CoOOH + H+ +⎯e. (3)

Полученная пленка устойчива только в нейтральной и щелочной средах,
при этом с ростом рН раствора форма сигнала улучшается, высота пиков увели-
чивается. В кислой среде пленки разрушаются, а вольтамперограммы принимают
форму фоновой кривой, характерную для немодифицированного СУ.

Известно, что в кислой и нейтральной средах электрохимическая активность
ГЦФ Co связана с окислением комплексных ионов железа (Fe(CN)6

3– / Fe(CN)6
4–)

(рис. 3, б, кривая 2) [20, 21], а в щелочной среде после многократного сканирова-
ния потенциала на поверхности пленки генерируются оксо- и гидроксо-формы
кобальта(II) [21]. Поэтому на вольтамперограмме, полученной на таком ХМЭ,
регистрируется одна четко выраженная пара анодно-катодных пиков в области
потенциалов, характерной для окисления оксо-форм кобальта(II) (рис. 3, б,
кривая 1).

Максимумы тока, полученные на ХМЭ с ГЦФ Co, меньше значения тока,
регистрируемого на электроде Co-СУ (рис. 3). Как видно из АСМ-изображений
(рис. 4), это связано с тем, что на поверхности ХМЭ с иммобилизованным
осадком металлического кобальта наблюдается плотная упаковка кристаллитов
металла. На ХМЭ с ГЦФ Co формируются изолированные частицы модифика-
тора нанометрового диапазона. Поэтому на ХМЭ с ГЦФ Co формируется
меньшее количество электрохимически активных центров, определяющих ве-
личину тока.

После электрохимической активации ХМЭ с ГЦФ Co наблюдается умень-
шение размера частиц от 200 до 100 нм и менее (рис. 4, б, в), что связано с час-
тичным растворением исходного модификатора.
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Рис. 3. Циклические вольтамперограммы, полученные на электродах Со-СУ (а), ГЦФ
Co-СУ (б) в 0.1 М растворе NaOH (а, 1б) и 0.1 М Н2SO4 (2б), пунктирная линия – фоно-
вая кривая, полученная на СУ

  
а) б) в)

Рис. 4. АСМ-изображения поверхности электродов Со-СУ (а) и ГЦФ Со-СУ (б, в) до (б)
и после (а, в) электрохимической активации

Изучено электроокисление глюкозы на электродах Co-СУ и ГЦФ Co-СУ.
Установлено, что по форме регистрируемые циклические вольтамперограммы
окисления глюкозы на рассматриваемых ХМЭ близки по форме. В качестве
иллюстрации на рис. 2, б приведена циклическая вольтамперограмма окисле-
ния глюкозы на ХМЭ на основе ГЦФ Co с электрогенерированными в щелоч-
ной среде оксо-частицами кобальта. На анодной ветви этой вольтамперограм-
мы наблюдаются два пика, высота которых зависит от концентрации субстрата.
Первый пик наблюдается в области потенциала окисления модификатора.
На основе зависимости I / ν  от ν  (рис. 2, в) сделано заключение, что пре-
дельный ток при Еп 0.20 В контролируется адсорбцией, а при Еп 0.60 В – кине-
тикой химической реакции. При этом при Еп 0.20 В процесс электроокисления
включает стадию предварительной адсорбции глюкозы на поверхности моди-
фикатора с последующим её окислением, при Еп 0.60 В происходит гетероген-
ное окисление глюкозы, диффундирующей к поверхности электрода, электро-
генерированными в щелочной среде каталитически активными оксо-, гидроксо-
формами Co(III):

а) б)
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Табл. 1
Вольтамперные характеристики окисления 5·10–2 моль/л глюкозы на ХМЭ на фоне
0.1 М NaОН

Модификатор ES, В Емод, В Екат, В Iкат, мкА Iкат/Iмод

Со 0.20 0.25
0.50

34
130

2.0
7.6

ГЦФ Со
1.20

0.20 0.20
0.60

80
780

8.9
84.8

Электрогенерированные оксо-, гидроксо-формы кобальта(III) на поверхно-
сти рассматриваемых ХМЭ проявляют каталитическую активность при окис-
лении глюкозы. Каталитический эффект проявляется в уменьшении перена-
пряжения окисления субстрата и в увеличении тока окисления модификатора
(Iмод) и субстрата (IS) (табл. 1). Катализ по потенциалу оценивали по разности
формальных потенциалов окисления органического соединения на ХМЭ (Екат)
и СУ (ЕS). Катализ по току рассчитывали по отношению каталитического тока
окисления органического соединения на ХМЭ (Iкат) к току окисления модифи-
катора: Iкат/Iмод (табл. 1).

При сопоставлении каталитических свойств осадка кобальта и ГЦФ Co ус-
тановлено, что электрогенерированные оксо-, гидроксо-формы кобальта(III),
полученные из ГЦФ-пленки, обладают большей каталитической активностью,
чем из металлического осадка (табл. 1). При этом каталитический отклик этого
ХМЭ отличается высокой стабильностью и воспроизводимостью.

Каталитический отклик электрода ГЦФ Co-СУ был использован для вольт-
амперометрического определения глюкозы на фоне 0.1 М NaОН. Содержание
глюкозы находили по каталитическому току ХМЭ при Е 0.60 В. Его величина
пропорциональна концентрации глюкозы в широком интервале: от 5·10–6 до
5·10–2 моль/л. Эта зависимость описывается следующим уравнением:

lg I = (3.33 ± 0.01) + (0.31 ± 0.01)·lg С; (I, мкА; С, М); R = 0.9995. (5)

Использование ХМЭ с электрокаталическими свойствами по сравнению с
немодифицированным электродом позволяет увеличить диапазон определяемых
концентраций и понизить предел обнаружения глюкозы на три порядка. Правиль-
ность методики оценена методом «введено – найдено». Относительное стандарт-
ное отклонение (Sr) не превышает 5% во всем диапазоне концентраций.

Для оценки метрологических характеристик проводили сопоставление ре-
зультатов определения 5·10–3 М глюкозы, полученных на одном ХМЭ. Установ-
лено, что определяемые концентрации глюкозы в серии параллельных результа-
тов практически не изменялись. Величина Sr не превышала 0.05 (n = 10). Ста-
бильность каталитического отклика ХМЭ сохраняется в течение двух недель.
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Рис. 5. Зависимость тока окисления глюкозы (С = 5·10–2 М) на электроде ГЦФ Со-СУ
на фоне 0.1 М NaOН от налагаемого потенциала (а), объема пробы (б) и скорости ин-
жекции (в)

Изучена возможность амперометрического детектирования глюкозы на
электроде ГЦФ Co-СУ в условиях порционно-инжекционного анализа. Измере-
ния проводили в потенциостатическом режиме. В этом случае на чувствитель-
ность амперометрического детектирования влияет величина налагаемого потен-
циала, объем и скорость инжекции раствора. Как видно из рис. 5, а, максималь-
ный аналитический сигнал на фоне 0.1 М NaOH регистрируется при Е 0.70 В.
При варьировании гидродинамических параметров определения глюкозы уста-
новлено, что максимальная величина сигнала наблюдается при объеме инжек-
тируемой пробы (V), равном 700 мкл (рис. 5, б) и скорости инжекции (u), рав-
ной 39 мл/мин (рис. 5, в).

В этих условиях линейная зависимость аналитического сигнала от концен-
трации глюкозы наблюдается в интервале от 5·10–6 до 5·10–2 моль. Уравнение
регрессии имеет вид

lg I = (3.53 ± 0.02) + (0.37 ± 0.01) lg С;  (I, мкА; С, моль); R = 0.9979. (6)

Установлено, что при длительном использовании ХМЭ в проточной ячейке
без обновления поверхности электрода воспроизводимость сигнала достаточно
устойчива. Рассчитанные значения Sr для тока окисления глюкозы не превы-
шают 2% (при n = 20, С = 5·10–2 М).

При определении глюкозы в условиях порционно-инжекционного анализа
достигнута производительность 180 проб/ч (при времени отклика ХМЭ 20 с).

Таким образом, применение ХМЭ на основе пленки ГЦФ Co с электроге-
нерированными оксо- и гидроксо-формами кобальта по сравнению с немоди-
фицированным СУ приводит к повышению чувствительности и понижению
предела обнаружения глюкозы на три порядка. Такой ХМЭ может быть исполь-
зован для вольтамперометрического определения глюкозы в стационарных усло-
виях и для ее амперометрического детектирования в условиях порционно-инжек-
ционного анализа. Разработанный способ отличается простотой и высокой чув-
ствительностью, воспроизводимостью, а также производительностью и экс-
прессностью метода анализа.

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

а) б) в)
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* * *

BATCH-INJECTION DETERMINATION OF GLUCOSE
AT AN ELECTRODE MODIFIED BY COBALT(II) HEXACYANOFERRATE

L.G. Shaidarova, I.A. Chelnokova, G.F. Makhmutova, M.A. Degteva,
A.V. Gedmina, T.P. Sergeeva, H.K. Budnikov

Abstract

Electrochemically generated cobalt oxo- and hydroxo-forms on the surface of a cobalt residue and
an inorganic film of cobalt(II) hexacyanoferrate(III) (HCF Co), electrodeposited on a glassy carbon elec-
trode, show catalytic activity during glucose electrooxidation. The catalysis is exhibited in the decrease of
the overvoltage for the substrate oxidation and in the increase of the modifier’s oxidation current. The
electrode process comprises the formation of catalytically active cobalt(III) oxo- and hydroxo-forms,
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which oxidize glucose. A stronger catalytic effect is obtained during the electrooxidation of glucose
at an electrode modified with HCF Co film. A method of amperometric detection of glucose at this
composite electrode in the conditions of batch-injection analysis is suggested. The dependence of the
analytical signal on the glucose concentration is linear in the range from 5·10–6 to 5·10–3 mol/l.

Keywords: chemically modified electrodes, cobalt hexacyanoferrate, glucose electrooxidation,
batch-injection analysis.
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