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Проточно- инжекционное 
амперометрическое определение 
кортизола и мелатонина 
на электроде с частицами золота
Л. Г. Шайдарова, д. х.н .1, И. А. Челнокова, к. х. н.1,  
Ю. А. Лексина 1, 2, Г. К. Будников, д. х. н. 1 

Кортизол и мелатонин –  два гормона, которые прямо влияют на бодрствование 
и сон. Для контроля нарушений циклов сна / бодрствования, которые могут способ-
ствовать развитию раковых опухолей, необходимо определять содержание корти-
зола и мелатонина в биологических жидкостях. Определено, что частицы золота, 
осажденные на планарный электрод, проявляют каталитическую активность при 
электроокислении кортизола и мелатонина, а осажденные частицы палладия, меди 
и кобальта –  только при электроокислении мелатонина. Для одновременного ана-
лиза двух веществ при двух различных потенциалах применяли двой ные планар-
ные электроды, модифицированные частицами золота. Линейная билогарифмиче-
ская зависимость аналитического сигнала от концентрации аналита наблюдалась 
в интервалах от 1 · 10–11 до 1 · 10–5 М для кортизола и от 5 · 10–10 до 5 · 10–3 М для мелато-
нина. Использование двой ного планарного электрода, модифицированного части-
цами золота, для амперометрического определения кортизола и мелатонина 
в проточно- инжекционной системе обеспечивает высокую производительность 
до 360 определений / ч.

Ключевые слова: химически модифицированные электроды, частицы золота, двой-
ной планарный электрод, электроокисление кортизола и мелатонина, проточно- 
инжекционный анализ

Cortisol and melatonin are two hormones that directly affect wake and sleep. It is nec-
essary to determine the content of cortisol and melatonin in body fluids to control dis-
turbances in the sleep / wake cycles that can contribute to the development of cancer-
ous tumors. It has been determined that gold particles deposited on a screen- printed 
electrode exhibit catalytic activity during the electrooxidation of cortisol and melato-
nin, and the deposited particles of palladium, copper and cobalt exhibit catalytic activ-
ity only during the electrooxidation of melatonin. Dual screen- printed electrodes modified 
by gold particles were used for the simultaneous two-component analysis, which allows 
simultaneously determine two substances at two different potentials. The linear biloga-
rithmic dependence of the analytical signal on the analyte concentration is observed in 
the ranges from 1 · 10–11 to 1 · 10–5 M for cortisol and from 5 · 10–10 to 5 · 10–3 M for melatonin. 
The use of a dual screen- printed electrode modified by gold particles for the amperometric 
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determination of cortisol and melatonin in a flow injection system provides a high 
throughput up to 360 samples / h.

Keywords: chemically modified electrodes, gold particles, dual screen- printed electrode, 
electrooxidation of cortisol and melatonin, flow-injection analysis

Статья получена 13.08.2020 
Принята к публикации 15.09.2020

Введение

Кортизол –  гидрокортизон (ГК), 11,17,21 три гидрокси‑ 
4‑прегнен‑3,20‑дион, в организме человека выраба‑
тывается корой надпочечников в  ответ на стрессо‑
вое воздействие, поэтому его называют гормоном 
стресса. Помимо своих иммунологических функций, 
ГК участвует в глюконеогенезе и помогает в обмене 
жиров, белков и углеводов. Аномальные уровни ГК 
обычно являются симптомами серьезных заболе‑
ваний. Снижение концентрации ГК в крови может 
привести к  болезни Аддисона, которая вызывает 
потерю веса, хроническую усталость и потемнение 
кожи, тогда как повышенный уровень кортизола 
приводит к  синдрому Кушинга, характеризующе‑
муся прибавкой в весе, мышечной слабостью.

ГК как лекарственное средство обычно исполь‑
зуется для лечения различных заболеваний кожи, 
глаз и легких. Он также полезен при лечении над‑
почечниковой недостаточности и гиперплазии над‑
почечников как у детей, так и у взрослых. Однако 
его высокий уровень увеличивает риск побочных 
эффектов, таких как остеопороз, и может оказывать 
нейротоксическое действие на центральную нерв‑
ную систему [1–3].

Секретируемый ГК определяют в  различных 
биологических жидкостях, но в основном в слюне 
и  крови благодаря простоте в  обращении и  хране‑
нии образцов.

Мелатонин (МТ), N‑ацетил‑5‑метокси‑ триптамин, 
является эндогенным гормоном, главным образом 
ответственным за поддержание циркадного ритма 
организмов  [4, 5]. Уровень МТ в  крови начинает 
повышаться в  вечернее время, совпадая с  умень‑
шением уровня освещенности, достигает макси‑
мума в середине ночи (в 2–3 ч), затем прогрессивно 
уменьшается к утру. В дневное время секреция МТ 
остается на очень низком уровне. Расстройства сна 
возникают тогда, когда секреция МТ десинхронизи‑
руется с циклом дня и ночи [6].

МТ не только отвечает за регулирование циркад‑
ных и сезонных ритмов, но также оказывает выра‑
женное влияние на иммунную систему, а  также 

используется антиоксидантное средство и средство 
против старения. Он также влияет на течение пси‑
хических расстройств и поддерживает лечение рака 
молочной железы [7–9].

Мультиплексное определение МТ и  ГК макси‑
мально информативно при диагностике причин 
набора веса, расстройства сна, депрессивного состоя‑
ния, психических расстройств, нарушения менстру‑
ального цикла, онкологических заболеваний и др. 
Благодаря наличию суточной динамики, диагно‑
стическую ценность имеет также соотношение кон‑
центраций этих двух гормонов в утренние и вечер‑
ние часы.

Особое внимание следует уделять соотношению ГК 
и МТ в биологических жидкостях пациентов с онко‑
логическими заболеваниями. Прогноз выживаемо‑
сти хороший у тех пациентов, у которых наблюдается 
нормальное (или близкое к нормальному) дневное 
снижение ГК на фоне наличия МТ в пределах биоло‑
гической нормы. Для пациентов, у которых низкий 
уровень МТ и нет нормального профиля снижения 
ГК, прогноз менее благоприятный [10].

Для количественного определения кортизола 
и мелатонина используют методы хроматографии 
в  сочетании с  различными детекторами  [11, 12], 
иммуноферментный анализ  [13, 14] и  спектрофо‑
тометрию  [15]. Недостатками этих методов явля‑
ются высокая стоимость реактивов и оборудования, 
а также трудоемкость из‑за дополнительной пробо‑
подготовки. Поэтому разработка простого, экспресс‑
ного метода определения ГК и МТ остается актуаль‑
ной задачей. Перспективным методом определения 
органических соединений является вольтампероме‑
трия с  химически модифицированными электро‑
дами. Для этого метода характерны высокая чув‑
ствительность, экспрессность, невысокая стоимость 
оборудования и простота в его эксплуатации.

В  работе изучена возможность вольтампероме‑
трического определения ГК и  МТ на планарных 
углеродных электродах (ПЭ), модифицирован‑
ных частицами золота, палладия, кобальта, меди, 
и  одновременного амперометрического определе‑
ния этих гормонов с помощью модифицированных 
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двой ных планарных электродов (ДПЭ) в  условиях 
проточно‑ инжекционного анализа (ПИА).

Экспериментальная часть

Циклические вольтамперограммы регистрировали 
с  помощью бипотенциостата DropSens μSTAT  400 
(Metrohm DropSens, Испания). При регистрации 
вольтамперограмм использовали скорость наложе‑
ния потенциала (v), равную 10–100 мВ / с.

Для проведения ПИА использовали установку, 
представленную на рис. 1, включающую перисталь‑
тический насос PERIMAX 12 (Германия), инжектор 
и  регистрирующее устройство  –  бипотенциостат 
DropSens μSTAT 400.

Использовали электрохими‑
ческую ячейку типа отражаю‑
щей стенки (wall‑jet) с ПЭ и ДПЭ 
(Metrohm DropSens, Испания). 
Объем ячейки равен 40 мкл.

Диапазон номинальных 
значений расходов жидкости 
при использовании составлял 

0,65–4,74  мл / мин. Подача носителей, реагентов, 
транспортирование смеси жидкости осуществлялась 
по трубкам из поливинилхлорида постоянного вну‑
треннего диаметра, равного 1,42 мм.

Осаждение частиц металлов на поверхности ПЭ 
и ДПЭ проводили путем потенциостатического элек‑
троосаждения из растворов, содержащих хлорид пал‑
ладия Pd(II), тетрахлорозолотую кислоту (НAuCI4) 
фирмы Aldrich, сульфат меди (CuSO4 × 5H2O, а также 
хлорид кобальта (CoCl2 × 5H2O) марки х. ч. фирмы 
«Экофарм». Растворы этих соединений готовились 
растворением их точных навесок.

Растворы ГК и МТ готовили по точным навескам 
реактивов х. ч. фирмы Aldrich. Растворы меньших 
концентраций получали разбавлением исходного 
раствора непосредственно перед измерениями. 
В  качестве фонового электролита в  стационарном 
режиме и  потока‑ носителя в  проточной системе 
использовали раствор 0,1 М H2SO4.

Результаты и обсуждение

Электроокисление кортизола и мелатонина 
на планарных углеродных электродах
В кислой среде ГК не окисляется на ПЭ в рассматри‑
ваемых условиях. Однако ГК электрофильное соеди‑
нение. Авторами [16] предложена следующая схема 
электроокисления ГК на ферментативных электро‑
дах на основе функционализированных углеродных 
волокон (рис. 2).

МТ окисляется на углеродных электродах 
в  водных средах необратимо при потенциале 
пика (Еп) 0,70  В. Процесс окисления включает 
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Рис. 1. Схема проточно- инжекционной системы (а); 
проточные хроноамперограммы, полученные на планарных 
электродах (б) или на двой ных планарных электродах (в), 
содержащих вспомогательный электрод (1), один или два 
рабочих электрода (2) и электрод сравнения (3)

Рис. 2. Электроокисление кортизола

Рис. 3. Электроокисление мелатонина
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двухэлектронный однопротонный перенос с  обра‑
зованием катиона [1] (рис. 3).

Линейная зависимость анодного тока от концен‑
трации этого гормона наблюдается в интервале 5 · 10–3– 
5 · 10–5 моль / л. Модификация поверхности электрода 
является одним из способов повышения чувствитель‑
ности и  селективности вольтамперометрического 
определения органических соединений. В  каче‑
стве модификаторов хорошо зарекомендовали себя 
металлы 3d‑4d переходного ряда  [17]. Поэтому изу‑
чено электрокаталитическое окисление ГК и МТ на 
планарных электродах, модифицированных части‑
цами золота, палладия, меди и кобальта.

На анодной ветви циклической вольтампе‑
рограммы, полученной на электроде Au‑ ПЭ при 
окислении ГК, регистрируется один пик при 
E  1,10  В  (рис.  4а). Величина тока пика линейно 
зависит от концентрации органического соедине‑
ния. Каталитический эффект, рассчитанный как 
отношение каталитического тока окисления суб‑
страта (IКАТ) на ХМЭ к току окисления модификатора 
(IМОД) IКАТ / IМОД равен 2,0.

Механизм электроокисления можно представить 
известной схемой: иммобилизованный модифи‑
катор Мred вступает в  обратимую электрохимиче‑
скую реакцию с образованием частиц Мox, которые 
вступают в  химическую реакцию с  субстратом S, 

регенерируя форму Мred и  образуя продукты реак‑
ции Р [17] (рис. 5).

Каталитический эффект проявляется в  увеличе‑
нии тока окисления модификатора и уменьшении 
потенциала окисления аналита.

Электроосажденные частицы палладия, кобальта 
и меди не проявляют каталитическую активность 
при окислении ГК. Формы циклических вольтам‑
перограмм в отсутствие и в присутствии ГК одина‑
ковы.

В отличие от ГК, мелатонин окисляется на ХМЭ 
с  частицами золота, а  также с  частицами палла‑
дия, меди и  кобальта. На вольтамперограммах 
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Рис. 4. Циклические вольтамперограммы, полученные на планарном электроде с осажденными частицами золота 
в отсутствие (1) и в присутствии (2) кортизола (а) и мелатонина (б) (С = 5 · 10–3 М) на фоне 0,1 М H2SO4

Рис. 5. Механизм электоокисления органических соединений 
на модифицированных электродах
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окисления  МТ на ХМЭ на анодной ветви наблю‑
даются один или два пика, высота которых зави‑
сит от концентрации органического соединения. 
В качестве примера на рис. 4б приведена вольтам‑
перограмма окисления МТ на электроде с электро‑
осажденными частицами золота. По значению 
углового коэффициента tgβ = Δlg I / Δlg ν (коэффи‑
циенту Семерано) установили, что электрохими‑
ческий процесс осложнен химической реакцией 
(tgβ = 0,35)  [18]. При этом регистрируется много‑
кратный прирост тока по сравнению с током окис‑
ления модификатора и  уменьшение перенапря‑
жения окисления субстрата на ХМЭ по сравнению 
с немодифицированным ПЭ. Наибольшую катали‑
тическую активность при окислении МТ проявляют 
частицы золота (табл. 1).

Вольтамперометрическое определение кортизола 
и мелатонина на планарных электродах, 
модифицированных частицами золота
Электрокаталитический отклик электрода Au‑ ПЭ был 
использован для вольтамперометрического опреде‑
ления ГК и МТ в кислой среде.

Интервалы линейных зависимостей тока пиков 
от концентрации гормонов и  уравнения регрес‑
сии для этих зависимостей приведены в  табл.  2. 
Зависимости величины каталитического тока от 
концентрации ГК и МТ линейны в широких интер‑
валах.

Комбинирование амперометрии на ХМЭ и про‑
точных методов анализа позволяет улучшить 
чувствительность и  селективность определений 
и  повысить производительность анализа  [19]. На 
сегодняшний день наиболее распространенным 
в  лабораторной практике является проточно‑ 
инжекционный анализ (ПИА), поэтому оценена воз‑
можность использования ХМЭ с частицами золота 
в качестве амперометрического детектора в ПИА.

Проточно- инжекционное 
амперометрическое определение кортизола 
и мелатонина на планарных электродах, 
модифицированных частицами золота 
Для каждого соединения определены электрохими‑
ческие и гидродинамические условия регистрации 
ПИА‑сигнала. На рис. 6 представлены зависимости 
электрокаталитического отклика Au‑ ПЭ от нала‑
гаемого потенциала (Е) и  скорости потока (u) при 
проточно‑ инжекционном определении ГК и МТ.

При инжекции в  проточную систему раствора, 
содержащего ГК и МТ, регистрируются два раздель‑
ных пика. Высота пика при E = 0,80  В  зависит от 
концентрации МТ, а  при E = 1,10  В  –  от концентра‑
ции ГК. Перекрестная активность модификатора 
отсутствует. Разность потенциалов пиков состав‑
ляет 300 мВ, что позволяет проводить селектив‑
ное проточно‑ инжекционное амперометрическое 
определение этих соединений на электроде Au‑ ПЭ. 
В  проточно‑ инжекционной системе с  ампероме‑
трическим детектором достигается теоретическая 
производительность до 180 проб / ч (при времени 
отклика ХМЭ 20 с).

Для проведения двухкомпонентного анализа 
использовали ДПЭ –  ПЭ с двумя рабочими электро‑

дами, позволяющими опреде‑
лять одновременно два вещества 
при двух различных потенциа‑
лах в одно и то же время (рис. 1в). 
Установлены рабочие условия 
регистрации аналитического сиг‑
нала на модифицированных ДПЭ 
в проточных условиях.

На основании полученных 
экспериментальных результа‑
тов выбраны рабочие условия 
определения рассматриваемых 

Таблица 1. Вольтамперные характеристики 
электроокисления мелатонина (C = 5 · 10–3 моль / л) 
на ПЭ и ХМЭ на фоне 0,1 М H2SO4

Электрод Емод, В Екат, В Iкат, мкА Iкат / Iмод

ПЭ – 0,90 50 –

Au- ПЭ 0,70 0,70 93 24

0,90 0,90 13 2

Co- ПЭ 0,70 0,70 57 14

0,90 0,90 56 14

Cu- ПЭ 0,70 0,70 79 6

Pd- ПЭ 0,70 0,70 83 11

* Екат, Iкат –  потенциалы и токи окисления субстрата на ХМЭ; 
 Емод и Iмод –  потенциал и ток окисления модификатора.

Таблица 2. Аналитические характеристики вольтамперометрического 
определения кортизола и мелатонина на Au- ПЭ на фоне 0,1 М H2SO4

Аналит Диапазон
концентраций, 

моль / л

Уравнение регрессии,
lgI = a + b · lgC, (I, мкА; C, моль / л)

R

а b

Кортизол 5 · 10–5–5 · 10–3 2,5 ± 0,2 3,4 ± 0,2 0,9996

Мелатонин 5 · 10–12–5 · 10–3 2,2 ± 0,1 0,25 ± 0,01 0,9987
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соединений на модифицированных ДПЭ в проточно‑ 
инжекционной системе: u = 2,21  мл / мин и Е = 0,80 
и 1,10 В для МТ и ГК соответственно. При этих усло‑
виях регистрировали зависимость ПИА‑сигнала от 
концентрации МТ и ГК. Аналитические характери‑
стики определения органических соединений пред‑
ставлены в табл. 3.

При непрерывном использо‑
вании ХМЭ в условиях ПИА элек‑
трокаталитический отклик имеет 
хорошую воспроизводимость. 
Рассчитанные значения Sr для 
отклика ХМЭ не превышают 2% 
(при n = 10, P = 0,95).

Использование каталитиче‑
ского отклика модифицирован‑
ного электрода в  ПИА‑условиях 
позволяет обеспечить теоре‑
тическую производительность 
до  360  определений / ч (при вре‑
мени отклика ХМЭ 20 с).

ДПЭ с  частицами золота был 
использован при анализе модель‑
ной системы, по составу близкой 
к содержанию ГК и МТ в плазме 
крови здорового человека. Следует 
отметить, что в крови здорового 
человека ГК содержится в интер‑
вале концентраций (101–535) нМ, 
а  МТ  –  (8,0–20,2) нМ. Верхние 

и нижние значения концентраций находятся вну‑
три диапазона определяемых концентраций гормо‑
нов. Результаты определения ГК и МТ в модельной 
системе плазмы крови на фоне физиологического 
буферного раствора Кребса‑ Хенселейта (содержа‑
щего  мМ: 118 NaCl, 5,8 KCl, 2,4 CaCl2, 1,2 MgSO4, 
1,2 KH2PO4, 25 NaHCO3) представлены в табл. 4.

Таблица 4. Результаты проточно- инжекционного амперометрического 
определения кортизола и мелатонина на двой ном планарном электроде 
с частицами золота в модельной системе плазмы крови

Аналит Норма, нмоль / л Введено, 
нмоль / л

Найдено, 
нмоль / л

Sr

Кортизол 101–535 535 540 ± 25 0,05

Мелатонин 8,0–20,2 20,0 19,6 ± 0,9 0,05

Таблица 3. Аналитические характеристики проточно- инжекционного 
амперометрического определения кортизола и мелатонина на ДПЭ 
с электроосажденными частицами золота на фоне 0,1 М H2SO4.

Аналит Диапазон
концентраций, 

моль / л

Уравнение регрессии,
lgI = a + b · lgC, (I, мкА; C, моль / л)

R

а b

Кортизол 1 · 10–11–1 · 10–5 2,1 ± 0,1 0,40 ± 0,02 0,996

Мелатонин 5 · 10–10–5 · 10–3 2,9 ± 0,1 0,43 ± 0,02 0,996
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Рис. 6. Зависимости тока окисления мелатонина (1) и кортизола (2) (С = 5 · 10–3 М) на планарном электроде 
с электроосажденными частицами золота на фоне 0,1 М H2SO4 от приложенного потенциала (а) и от скорости потока (б) 
в условиях ПИА
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Статистическая оценка результатов определе‑
ния ГК и  МТ методом «введено  –  найдено» сви‑
детельствует об отсутствии значимой систе‑
матической погрешности, величина Sr не 
превышает 5,0%.

Заключение

Предложен новый способ проточного ампероме‑
трического определения кортизола и мелатонина, 
который характеризуется высокой чувствительно‑
стью. Использование планарного электрода, моди‑
фицированного частицами золота, для ампероме‑
трического определения кортизола и мелатонина 
в проточно‑ инжекционной системе обеспечивает 
высокую теоретическую производительность до 
180 проб / ч. Использование модифицированного 
двой ного планарного электрода с двумя рабочими 
электродами позволяет проводить высокочувстви‑
тельный и селективный двухкомпонентный ана‑
лиз. При этом повышается экспрессность опреде‑
ления, поскольку детектирование определяемых 
соединений происходит одновременно, а также 
увеличивается производительность анализа до 
360 определений / ч. Разработанный способ отли‑
чается простотой и  невысокой стоимостью при‑
бора и может быть использован для совместного 
определения кортизола и мелатонина в биологи‑
ческих жидкостях.

* * *

Работа выполнена за счет средств субсидии, выде‑
ленной в  рамках государственной поддержки 
Казанского (Приволжского) федерального уни‑
верситета в  целях повышения его конкуренто‑
способности среди ведущих мировых научно‑ 
образовательных центров.
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