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Разработан способ амперометрического определения мочевой кислоты (МК), креатинина 
(Кр) и холестерина (ХС) на планарных углеродных электродах (ПЭ), модифицированных частицами 
золота, в проточно-инжекционной системе. ПЭ с иммобилизованными частицами золота (Au-ПЭ) 
каталитически активными по отношению к МК, КР и ХС. При их электроокислении на Au-ПЭ наблю-
дается многократное увеличение тока при потенциалах окисления модификатора и уменьшение 
потенциала окисления органического соединения по сравнению с немодифицированным электродом. 
Для каждого соединения оценено влияние электрохимических и гидродинамических параметров 
проточно-инжекционной системы на величину аналитического сигнала. Подобраны рабочие 
условия (налагаемый потенциал и скорость потока) регистрации максимального аналитического 
сигнала на модифицированном электроде для изучаемых биологически активных соединений 
(БАС). При совместном присутствии рассматриваемых БАС графики зависимости величины тока 
от концентрации аналитов, представленные в логарифмических единицах, линейны в диапазоне 
от 5×10-9 до 5×10-3 моль/л для МК, от 5×10-7 до 5×10-3 моль/л для Кр и от 5×10-8 до 5×10-3 моль/л для 
ХС. Использование двухдетекторной проточной системы и двойных планарных электродов (ДПЭ), 
модифицированных частицами золота (Au-ДПЭ), позволило провести одновременное определение 
МК, Кр и ХС. Предложенный способ был использован для их определения в урине. 
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A method of amperometric determination of uric acid (UA), creatinine (Cr) and cholesterol (CHO) on 
planar carbon electrodes (PE) modified by gold particles in a flow-injection system has been developed. PE 
with immobilized gold particles (Au-PE) is catalytically active with respect to UA, Cr and CHO. A multiple 
current increase at modifier oxidation potentials and an oxidation potential decrease of the organic compound 
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as compared to the unmodified electrode during their electrooxidation on Au-PE was observed. The effect 
of the electrochemical and hydrodynamic parameters of the flow-injection system on the analytical signal 
was estimated for each compound. The working conditions (applied potential and flow rate) for the maximum 
analytical signal registration at the modified electrode for the studied biologically active compounds (BAC) were 
selected. With the joint presence of the considered BAC, the dependence graphs of the current on the analyte 
concentration in logarithmic units were linear in the range from 5x10-9 to 5x10-3 mol/l for UA, from 5x10-7 to 
5x 0-3 mol/l for Cr and from 5x10-8 to 5x10-3 mol/l for CHO. Using the two-detector flow system and double 
planar electrodes (DPE) modified with gold particles (Au-DPE) allowed the simultaneous determination of 
the considered BAC. The proposed method was used to determine UA, Cr and CHO in the urine.

Keywords: electrooxidation of uric acid, creatinine and cholesterol, modified planar electrode, gold 
particles, amperometric determination, flow-injection analysis.

ВВЕДЕНИЕ
С каждым днем в лабораторной диагностике 

появляются все новые способы и методы анализа, 
которые позволяют выявить многие заболевания на 
ранней стадии и за очень короткое время. Важными 
биохимическими показателями являются содержания 
мочевой кислоты (МК), креатинина (Кр) и холестерина 
(ХС) в биологических жидкостях [1]. Мониторинг уровней 
МК и Кр проводят для определения активности почек, 
печени и диагностики почечной недостаточности. 
Повышенный уровень МК может быть причиной 
подагры, при которой кристаллы МК откладываются 
в суставной жидкости. В крови больных подагрой 
также повышен и уровень ХС [2]. Поэтому поиск 
новых сенсоров для определения рассматриваемых 
биомаркеров представляет несомненный интерес. 

Для количественного определения органических 
соединений используют различные физико-химические 
методы. Среди них большое внимание привлекает 
проточно-инжекционный амперометрический метод с 
модифицированными электродами [3]. Роль подложки 
выполняют как металлы (платина, золото), так и 
углеродные материалы (стеклоуглерод, угольная 
паста, высокоориентированный пирографит и др.). 
Для детектирования ХС, МК и Кр в качестве моди-
фикаторов применяют металлы [4-6], полимеры [7-9], 
углеродные материалы [10-11], а также композиты на 
их основе [12-16]. Модификация электродов позволяет 
улучшить сенсорные характеристики, такие как 
чувствительность, селективность и стабильность [17].

Несмотря на значительное количество работ 
по использованию химически модифицированных 
электродов (ХМЭ) с электрокаталитическими свой-
ствами для определения ХС, МК или Кр, примеров 
использования таких электродов для их одновремен-
ного детектирования при совместном присутствии 
нет. Создание новых портативных устройств на 
основе модифицированных планарных электродов 
и интенсивное развитие проточных методов анализа 
создает условия для проведения экспрессного 
многокомпонентного анализа.

Поэтому в настоящей работе оценена возмож-
ность использования ПЭ (планарные углеродные 
электроды с одним рабочим электродом) или ДПЭ 
(планарные углеродные электроды с двумя рабочими 
электродами) с электроосажденными частицами 

золота для совместного определения МК, Кр и ХС 
в варианте проточно-инжекционной амперометрии. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Хроноамперограммы регистрировали с помо-

щью потенциостата μSTAT200 и бипотенциостата 
μSTAT400 (DropSens, Испания). При проведении 
исследований использовали углеродные ПЭ и ДПЭ 
фирмы DropSens (Испания). Поверхность рабочих 
углеродных электродов модифицировали электро-
осажденными частицами золота. 

Электролитический осадок золота на поверх-
ности рабочих электродов ПЭ и ДПЭ получали по 
разработанному ранее способу [18]. 

Одноканальная проточно-инжекционная 
система состояла из перистальтического насоса 
PERIMAX 12 (Германия), инжектора, проточной 
электрохимической ячейки с ПЭ или ДПЭ и бипо-
тенциостата DropSens μSTAT400 (рис. 1, а). Схема 
двухдетекторной проточно-инжекционной системы 
включала последовательно соединенные проточные 
электрохимические ячейки (рис. 1, б). 

Для оценки каталитических свойств электро-
осажденных частиц золота в реакциях с МК, Кр и 

Рис. 1. (а) – Схема проточно-инжекционной системы: 
1 – перистальтический насос, 2 – инжектор,  
3 – детектор; (б) – схема двухдетекторной проточ-
но-инжекционной системы: 1 – перистальтический 
насос, 2 – кран, 3 – детектор.

Fig. 1.  (a) – Scheme of the flow-injection system: 1 – peristaltic 
pump, 2 – injector, 3 – detector; (b) – scheme of the 
two-detector flow-injection system: 1 – peristaltic 
pump, 2 – tap, 3 – detector.
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ХС применяли циклическую вольтамперометрию 
со скоростью наложения потенциала (v) 20 мВ/с. 

Использовали растворы, содержащие МК, Кр и 
ХС марки «х.ч.» фирмы Aldrich. Фоновым электролитом 
в статических условиях и потоком-носителем в 
проточной системе служил 0.1 М раствор Н2SO4.

Электрохимическое поведение мочевой 
кислоты, креатинина и холестерина на 
модифицированном электроде 

Кр и ХС на немодифицированных углеродных 
электродах на фоне 0.1 М раствора Н2SO4 не окис-
ляются в рассматриваемой области потенциалов 
(рис. 2, а). Но в других условиях электроокисление 
Кр и ХС описывают схемами (1) и (2) [19,14]:

(1)

(2)

Электроокисление Кр происходит с потерей 
двух протонов и двух электронов [19], а ХС – с 
потерей 4 протонов и 4 электронов и образованием 
двух изомерных продуктов (5-холестен-3-она и 
4-холестен-3-она) [14]. 

МК на немодифицированных углеродных 
электродах окисляется с перенапряжением при Е 
> 0.65 В (рис. 2, а). Электроокисление МК происходит 
постадийно с потерей двух протонов и двух элек-
тронов. Конечным продуктом окисления является 
МК аллантоин [20]:

(3)

Линейная зависимость тока окисления МК на 
ПЭ от ее концентрации наблюдается до 5×10-5 моль/л.

При анодной поляризации ПЭ с иммобилизо-
ванными частицами золота (Au-ПЭ) в растворе 0.1 М 
H2SO4 частицы золота окисляются с образованием 
оксо- и гидроксоформ Au3+ [18], образуя на воль-
тамперограммах три максимума тока в области 
потенциалов от 0.50 до 1.10 В. 

При окислении рассматриваемых биологически 
активных соединений (БАС) на электроде Au-ПЭ 

наблюдается многократное увеличение тока при 
потенциалах окисления модификатора и уменьшение 
потенциала окисления органического соединения 
по сравнению с немодифицированным электродом. 
При этом на анодной ветви вольтамперограммы 
окисления ХС максимум пика наблюдается при  
Еп = 0.55 В, МК – при Еп = 0.80 В, Кр – при Еп = 1.10 В. 
Отношение каталитического тока окисления ХС, Кр 
и МК на ХМЭ (IКАТ) к току окисления модификатора 
(IMОД) равно 11.1, 22.8 и 5.3 соответственно. Вели-
чина тока пика линейно зависит от концентрации 
органического соединения. На рис. 2, б приведены 
вольтамперограммы окисления XC, МК и Кр и за-
висимости величины тока от концентрации БАС  
(рис. 2, в). По значению углового коэффициента  
tg b = (Dlg I/Dlg v) (коэффициенту Семерано) уста-

Рис. 2. Циклические вольтамперограммы, зарегистри-
рованные с помощью немодифицированного 
(а) и модифицированного частицами золота 
(б) планарных электродов на фоне 0.1 М H2SO4, 
содержащем холестерин, мочевую кислоту 
и креатинин (С = 5×10-3 М); Зависимость тока 
окисления холестерина при Еп = 0.55 В, мочевой 
кислоты при Еп = 0.80 В, креатинина при Еп = 1.10 
В от концентрации в 0.1 М H2SO4 (в).

Fig. 2. Cyclic voltammograms registered using unmodified 
(a) and modified by gold particles (б) planar elec-
trodes on the background of 0.1 M H2SO4 containing 
cholesterol, uric acid and creatinine (C = 5 x 10-3 
M); Dependence of cholesterol oxidation current 
at Ep = 0.55 V, uric acid at Ep = 0.80 V, creatinine at 
Ep = 1.10 V on the concentration in 0.1 M H2SO4 (в).
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новили, что электрохимический процесс осложнен 
химической реакцией (tg b = 0.35) [21]. Все эти факты 
позволяют отнести электрохимический процесс к 
каталитическому.

Проточно-инжекционное амперометрическое 
определение креатинина, мочевой кислоты 
и холестерина на планарных электродах, 
модифицированных частицами золота 

Электрокаталитический отклик электрода 
Au-ПЭ был использован для проточно-инжекци-
онного амперометрического определения МК, Кр 
и ХС. Предварительно для каждого соединения 
оценено влияние налагаемого потенциала (E) и 
скорости потока (u) на величину аналитического 
сигнала. На рис. 3 представлены зависимости при 
проточно-инжекционном определении Кр, МК и ХС. 
На основании полученных результатов выбраны 
рабочие условия определения рассматриваемых 
соединений в проточно-инжекционной системе: 
определение проводили при u = 3.09 мл/мин (рис. 3, 
а) и E = 0.55, 0.80 и 1.10 В для ХС, МК и Кр соответ-
ственно (рис. 3, б). 

Зависимость аналитического сигнала от 
концентрации БАС линейна в широком диапазоне. 
Интервалы линейных зависимостей каталитиче-
ского тока от концентрации аналитов и уравнения 
регрессии для этих зависимостей приведены в 
табл. 1. Использование электрода Au-ПЭ повышает 
чувствительность метода и снижает нижнюю границу 
определяемых содержаний БАС по сравнению с 
немодифицированным ПЭ на несколько порядков. 

Правильность методик оценена методом 
введено-найдено. Относительное стандартное 
отклонение (Sr) не превышает 2.0 % во всем диапазоне 
исследуемых концентраций при n = 10 (табл. 2). 

При непрерывном использовании электрода 
Au-ПЭ в проточно-инжекционной системе электро-
каталитический отклик имеет хорошую воспроиз-
водимость: срок эксплуатации электрода, после 
которого ток падает на 5.0 % – 2 часа. Теоретическая 
производительность этого электрода составляет 
180 проб/ч. 

Поскольку по содержанию МК, Кр и ХС в урине 
диагностируют заболевания почек и мочевыводя-
щих путей [22], была рассмотрена возможность 
одновременного проточно-инжекционного ампероме-

Таблица 1
Аналитические характеристики проточно-инжекционного амперометрического определения холестерина, 
мочевой кислоты и креатинина на планарном углеродном электроде, модифицированном частицами золо-
та, носитель – 0.1 М H2SO4 

Table 1
Analytical characteristics of the flow-injection amperometric determination of cholesterol, uric acid and creatinine on 
the planar carbon electrode modified by gold particles, carrier – 0.1 M H2SO4

Аналит
Диапазон

концентраций, М

Уравнение регрессии
lg I = a + b lg С, 
(I, мкА; С, М)

R

а b×10

Мочевая кислота 5×10-9 ÷ 5×10-3 2.6 ± 0.1 3.8 ± 0.2 0.997

Холестерин 5×10-8 ÷ 5×10-3 2.8 ± 0.1 2.1 ± 0.1 0.998

Креатинин 5×10-7 ÷ 5×10-3 3.1 ± 0.2 4.3 ± 0.3 0.997

Таблица 2
Метрологические характеристики проточно-инжекционного амперометрического определения холестерина, 
мочевой кислоты и креатинина на планарном углеродном электроде, модифицированном частицами золота, 
носитель – 0.1 М H2SO4, n = 6, P = 0.95 

Table 2
Metrological characteristics of the flow-injection amperometric determination of cholesterol, uric acid and creatinine on 
the planar carbon electrode modified by gold particles, carrier is 0.1 M H2SO4, n = 6, P = 0.95

Субстрат
Содержание субстрата, мкМ

ПП, % Sr
Введено Найдено, (х ± Dх)

Мочевая кислота
1.0
5.0

1.05 ± 0.02
4.90 ± 0.05

105
98

0.02
0.01

Холестерин
1.0
5.0

1.08 ± 0.02
5.2 ± 0.1

108
104

0.02
0.02

Креатинин
10.0
50.0

9.5 ± 0.1
51.0 ± 0.5

95
102

0.01
0.01
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трического определения этих БАС с помощью ДПЭ, 
модифицированных частицами золота (Au-ДПЭ).

При инжекции в проточную систему раствора, 
содержащего МК, Кр и ХС, регистрируются три 
раздельных пика (рис. 4, а). Полученная зависимость 
тока от потенциала в условиях потока повторяет 
форму циклической вольтамперограммы окисле-
ния трехкомпонентной системы. При E = 0.55 В 
высота сигнала зависит от концентрации ХС, при 
E = 0.80 В – от концентрации МК, а при E =1.10 В 
– от концентрации Кр. Перекрестная активность 
модификатора отсутствует (табл. 3). Разность по-
тенциалов составляет более 250 мВ, что позволяет 
проводить селективное проточно-инжекционное 
амперометрическое определение этих соединений 
на электроде Au-ПЭ.

Для проведения двухкомпонентного анализа и 
одновременного мониторинга МК и Кр использовали 
ДПЭ с двумя рабочими электродами, модифи-
цированными частицами золота. В этом случае 
на один рабочий электрод подается потенциал 
максимума тока электроокисления МК, а на другой – 
электроокисления Кр (рис. 4, б). На регистрируемых 
одновременно двух хроноамперограммах наблюдается 
по одному пику, зависящему от концентрации МК и 
Кр соответственно. Результаты амперометрического 

определения двухкомпонентной системы МК/Кр в 
условиях проточно-инжекционного анализа приведены 
в табл. 3. Амперометрическое детектирование на 
электроде Au-ДПЭ позволяет сократить время 
анализа и увеличить производительность анализа 
до 360 определений/час.

Использование мультидетекторной проточной 
системы позволяет реализовать многокомпонент-
ный анализ. Для определения МК, Кр и ХС при 
совместном присутствии в схему проточно-инжек-
ционного анализа включили два последовательно 

Рис. 4. (а) Зависимость тока от заданного потенциала 
на планарный электрод с электроосажденными 
частицами золота, полученная при инжекции 
раствора, содержащего холестерин, мочевую 
кислоту и креатинин (С = 5×10-3 М) при совместном 
присутствии, в проточно-инжекционной системе, 
носитель – 0.1 М H2SO4; (б) Зависимость тока 
от количества воспроизведений, полученная 
на двойном планарном электроде с электроо-
сажденными частицами золота при инжекции 
раствора, содержащего мочевую кислоту и 
креатинин (С = 5×10-3 М) при совместном при-
сутствии, в проточно-инжекционной системе, 
носитель – 0.1 М H2SO4.

Fig. 4. (a) Dependence of the current on the given potential 
on the planar electrode with electrodeposited gold 
particles obtained by injecting a solution contain-
ing cholesterol, uric acid and creatinine (C = 5 x 
10-3 M) during their simultaneous presence in 
the flow-injection system, carrier – 0.1 M H2SO4; 
(б) Dependence of the current on the number 
of reproductions obtained on the double planar 
electrode with electrodeposited gold particles 
obtained by injection of the solution containing 
uric acid and creatinine (C = 5x10-3 M) with their 
simultaneous presence in the flow-injection system, 
carrier – 0.1 M H2SO4.

Рис. 3. Зависимость тока окисления креатинина (1), 
мочевой кислоты (2) и холестерина (3) на планарном 
электроде с электроосажденными частицами 
золота от скорости потока в проточно-инжекци-
онной системе (а) и заданного потенциала (б), 
носитель – 0.1 М H2SO4.

Fig. 3. Dependence of creatinine (1), uric acid (2) and 
cholesterol (3) oxidation current on the planar 
electrode with electrodeposited gold particles 
on the flow rate in the flow–injection system (a) 
and the given potential (б), carrier – 0.1 M H2SO4.



359

Аналитика и контроль.       2019.        Т. 23.        № 3.

Таблица 3
Взаимное влияние холестерина, мочевой кислоты и креатинина на результаты их одновременного ампероме-
трического определения на планарных электродах, модифицированных частицами золота, в проточно-инжек-
ционной системе, носитель – 0.1 М H2SO4, (n = 6, P = 0.95)

Table 3
Mutual influence of cholesterol, uric acid and creatinine on the results of their simultaneous amperometric determina-
tion on planar electrodes modified with gold particles in the flow-injection system, carrier – 0.1 M H2SO4, (n = 6, P = 0.95)

Аналит
Матричный ком-

понент

Концентрация матрич-
ного компонента,  

мкМ

Введено аналита, 
мкМ

Найдено аналита,
мкМ

Sr

Холестерин

– – 5.0 4.90 ± 0.10 0.02

Мочевая кислота 5 5.0 5.10 ± 0.20 0.03
50 5.0 4.85 ± 0.10 0.02

Креатинин 5 5.0 4.95 ± 0.10 0.02
50 5.0 4.90 ± 0.10 0.02

Мочевая кислота

– – 5.0 4.95 ± 0.10 0.02
Холестерин 5 5.0 5.05 ± 0.20 0.03

50 5.0 5.00 ± 0.20 0.03
Креатинин 5 5.0 4.95 ± 0.10 0.02

50 5.0 4.85 ± 0.10 0.02

Креатинин

– – 5.0 5.05 ± 0.20 0.03
Холестерин 5 5.0 4.95 ± 0.10 0.02

50 5.0 4.90 ± 0.10 0.02

Мочевая кислота
5 5.0 4.85 ± 0.10 0.02

50 5.0 4.90 ± 0.10 0.02

Таблица 4
Результаты амперометрического определения двухкомпонентной и трехкомпонентной систем на планарных 
электродах, модифицированных частицами золота, в условиях проточно-инжекционного анализа, носитель 
– 0.1 М H2SO4, (n = 6, P = 0.95) 

Table 4
Results of amperometric determination of the two-component and the three-component systems on planar elec-
trodes modified by gold particles in the flow-injection analysis, carrier – 0.1 M H2SO4, (n = 6, P = 0.95)

Вид анализа Аналит
Введено,

мкМ
Найдено,

мкМ
ПП, % Sr

Амперометрическое определение на Au-
ДПЭ в проточно-инжекционной системе

Мочевая кислота 5.0 4.80 ± 0.05 96 0.01
Креатинин 10.0 9.5 ± 0.1 95 0.01

Амперометрическое определение на Au-
ДПЭ и Au-ПЭ в двухдетекторной проточ-
но-инжекционной системе

Холестерин 5.0 5.1 ± 0.1 102 0.02
Мочевая кислота 5.0 4.90 ± 0.05 98 0.01

Креатинин 10 9.8 ± 0.1 98 0.01

Таблица 5
Результаты одновременного амперометрического определения холестерина, мочевой кислоты и креатинина 
в урине в двухдетекторной проточно-инжекционной системе, носитель – 0.1 М H2SO4, (n = 6, P = 0.95)

Table 5
Results of simultaneous amperometric determination of cholesterol, uric acid and creatinine in the urine in the two-
detector flow-injection system, carrier – 0.1 M H2SO4, (n = 6, P = 0.95)

Образец Аналит Электрод
Норма в ури-

не, мкМ
Введено,

мкМ
Расчет,

мкМ
Найдено, 

мкМ
ПП, %

№ 1

Холестерин Au-ПЭ –
– – – –

1.0 1.0 0.97 ± 0.04 97

Мочевая кислота
Au-ДПЭ

1.0 ÷ 3.0
– – 2.5 ± 0.1 –

5.0 7.5 7.4 ± 0.3 99

Креатинин 3.5 ÷ 11.8
– – 5.7 ± 0.2 –

10.0 15.7 15.5 ± 0.6 99

№ 2

Холестерин Au-ПЭ –
– – – –

2.0 2.0 1.95 ± 0.08 98

Мочевая кислота
Au-ДПЭ

1.0 ÷ 3.0
– – 2.7 ± 0.1 –

10.0 12.7 12.9 ± 0.5 98

Креатинин 3.5 ÷ 11.8
– – 7.5 ± 0.3 –

20.0 27.5 27.7 ± 0.7 101
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соединенных детектора (рис.1, б). Один детектор 
включал электрохимическую ячейку с электродом 
Au-ПЭ, другой – с электродом Au-ДПЭ. Результаты 
проточно-инжекционного амперометрического 
определения трехкомпонентной системы МК, Кр и 
ХС приведены в табл. 4.

Разработанный способ использовали в анализе 
урины. Пробоподготовка заключалась в 10-кратном 
разбавлении исследуемой пробы биологической 
жидкости раствором фонового электролита. Приготов-
ленный раствор инжектировали в проточную систему. 
Проточные хроноамперограммы регистрировали 
в потенциостатическом режиме. Определение 
ХС проводили при наложении на электрод Au-ПЭ 
потенциала 0.55 В, определение МК и Кр – при 
наложении на электрод Au-ДПЭ потенциалов 0.80 
и 1.10 В соответственно. Содержание аналитов 
находили по градуировочным графикам. Результаты 
определения органических соединений на фоне 
урины представлены в табл. 5.

Для оценки показателя правильности (ПП) в 
разбавленный исследуемой раствор урины добавили 
фиксированную аликвоту стандартных растворов 
МК, Кр и ХС. Приготовленный раствор также ин-
жектировали в проточную систему. Результаты 
определения содержания МК, Кр и ХС в урине в 
присутствии стандартных аликвот представлены 
в табл. 4.

Матричные компоненты урины (глюкоза, мо-
чевина, аскорбиновая кислота, аминокислоты и др.) 
не оказывают мешающего влияния на результаты 
определения. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Амперометрические сенсоры на основе ПЭ 

и ДПЭ с электроосажденными частицами золота 
обладают лучшими аналитическими и операционными 
характеристиками по сравнению с немодифицирован-
ными электродами и могут быть использованы для 
селективного проточно-инжекционного определения 
МК, Кр и ХС при совместном присутствии. Разрабо-
танный способ одновременного амперометрического 
определения МК, Кр и ХС в двухдетекторной проточ-
но-инжекционной системе может быть предложен 
для экспрессного и производительного анализа 
мочи в клинико-диагностических лабораториях.
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