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ЕЛЕКТРОХЕМИСКА КАРАКТЕРИЗАЦИЈА НА КРВЕН СЕРУМ СО ПРИМЕНА 

НА СОВРЕМЕНИ ВОЛТАМЕТРИСКИ ТЕХНИКИ 

 

- А п с т р а к т - 

 
Резултатите елаборирани во оваа дисертација претставуваат сеопфатна волтаметриска студија, 

дизајнирана со цел да се направи електрохемиска карактеризација на хуман серум растворен во фосфатен 

пуфер, без дополнителен предтретман на примерокот. Со употреба на квадратно-бранова волтаметрија (анг. 

square-wave voltammetry, SWV) како работна техника, на електрода изработена од странично ориентиран 

пиролитичен графит (анг. edge plane pyrolytic graphite electrode, EPPGE), истражувањата во оваа дисертација 

создадоа основа за развoј на едноставен метод за детекција и квантификација на урична киселина, 

билирубин и албумин во хуман серум, што е многу важно во подрачјето на медицинската дијагностика. 

Електрохемискиот протокол се базира на специфичните структурни карактеристики на EPPGE, како и на 

електрохемиските и атсорпциските својства на аналитите што се цел на студијата. Притоа, сензитивноста и 

брзината на применетата волтаметриска техника се од суштинско значење за успешноста на целокупната 

развиена методологија во дисертацијата. Во рамките на дисертацијата, покрај детекција на електрохемиски 

активни супстанци од хуман серум и увид во нивните електрохемиски својства, дополнително беа 

дизајнирани експерименти што придонесоа за воочување на потенцијалните интерферентни соединенија 

присутни во хуманиот серум, кои можат да влијаат врз волтаметриските сигнали на урична киселина, 

билирубин и албумин. Дополнително, беше истражуван потенцијалот за можни меѓусебни интеракции 

помеѓу испитуваните аналити. Влијанието на матриксот на хуманиот серум врз волтаметриското 

однесување на студираните аналити беше детално проучено, со цел да се добие увид во механизмот на 

нивната електрохемиска трансформација. За сите аналити се конструирани калибрациски криви преку 

зависностите на интензитетот на струјата на соодветните волтаметриски пикови како функција од 

концентрацијата на испитуваните аналити присутни во електрохемиската ќелија. Развиената волтаметриска 

методологија беше успешно применета за квантификација на испитуваните аналити (урична киселина, 

билирубин и албумин) во серија примероци од хуман серум. Притоа, добиените резултати беа споредени со 

резултатите добиени со примена на стандардни клиничко-биохемиски методи. Перформансите на 

развиениот биосензор во оваа дисертација беа проценети преку соодветна статистичка анализа. 

Методолошкиот пристап елабориран во дисертацијата може да се гледа како основа за развој на специфични 

point-of-care (POC) системи, наменети за брза и симултана анализа на урична киселина, билирубин и 

албумин во хуман серум. 

 
Клучни зборови: хуман серум, електрохемија, волтаметрија, биосензор, електрода од странично ориентиран 

пиролитичен графит. 
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Pavlinka Ljubcho Kokoshkarova 

ELECTROCHEMICAL CHARACTERIZATION OF BLOOD SERUM USING 

MODERN VOLTAMMETRIC TECHNIQUES 

 

-A b s t r a c t- 

 

The results elaborated in this thesis present a voltammetric investigation into a comprehensive 

electrochemical characterization of label-free human blood serum in a phosphate buffer using an unmodified 

graphite electrode via voltammetry. Utilizing advanced square-wave voltammetry (SWV) as a working technique at 

an edge plane pyrolytic graphite electrode (EPPGE), this research establishes foundational principles for a sensitive, 

rapid, simple, and label-free method for the simultaneous detection of uric acid, bilirubin, and albumin analytes in 

human blood serum. The electrochemical protocol leverages the specific structural features of the EPPGE, the 

inherent redox and adsorption properties of the analytes, and the sensitivity and speed of the employed advanced 

voltammetric technique. A comprehensive study was conducted to assess potential interfering compounds present in 

human serum that could affect the voltammetric signals of uric acid, bilirubin, and albumin. Additionally, the 

investigation explored the possible mutual interferences between the analyte molecules under study. The impact of 

the matrix of the human serum on the voltammetric behavior of the studied analytes was also examined to gain 

insights into the underlying mechanisms. Calibration curves were constructed for all three analytes, and the 

methodology was successfully applied to quantify the target analytes (uric acid, bilirubin and albumin) in a series of 

human blood serum samples. The results were compared with those obtained from standard clinical biochemical 

laboratory methods. The performances of the developed biosensor were evaluated through appropriate statistical 

analysis. This novel approach signifies an important progression toward the development of point-of-care devices 

for the rapid and simultaneous quantification of uric acid, bilirubin, and albumin levels in human serum. 

 
Keywords: human serum, electrochemistry, voltammetry, biosensor, edge plane pyrolytic graphite electrode. 
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1. ВОВЕД 

 

Во денешно време, еден од предизвиците на модерната медицина е секако 

откривањето на нарушувањата и болестите уште во рана фаза, што овозможува 

зголемување на шансите за да се излечат пациентите, а со тоа, и да се намалат трошоците 

за лекување. За реализација на ова, потребно е да се развијат методи и протоколи за 

ефикасна замена на лабораториските анализи кои вклучуваат скапа апаратура и искусни 

аналитичари, со имплементација на таканаречени point-of-care уреди [1]. POC - уредите во 

суштина се мали електрични системи што овозможуваат брза и евтина дијагноза, што се 

реализира со спроведување на биохемиски анализи во непосредна близина на самиот 

пациент. Еден од најголемите предизвици со кој се соочуваат истражувачите кои работат 

на дизајнирањето на овие POC - уреди е добивање на веродостојни резултати за кратко 

време (од неколку секунди до неколку минути), преку спроведување на протокол што ќе 

биде изведен без примена на предтретман на примероците за анализа.  

Ваквиот тип на POC - уреди треба да бидат мали, едноставни за употреба, 

специфични и да даваат точни резултати. Овие карактеристики на POC - уредите се 

неопходни, за да им овозможат на медицинските лица да донесат брзи клинички одлуки 

што ќе придонесат за подобрување на третманот на пациентите. Биосензорите, во суштина 

се основа за дизајнирање на POC - уредите. Биосензорите најчесто се дефинираат како 

интегрирани аналитички системи што користат „елемент“ за специфично препознавање на 

аналитот, кој е подложен на дефинирана хемиска реакција, како и трансдукциски 

механизам што е електричен систем способен да го претвори хемискиот сигнал во мерлив 

електричен параметар. Биосензорите во денешно време наоѓаат голема примена во 

клиничката медицина, пред сè поради нивната висока селективност, осетливост, брзина на 

добивање одговор и ниска цена [2]. Во случаи кога како трансдуктори се користат 

соодветно дизајнирани електроди, што овозможуваат претворање на сигналот 

предизвикан од хемиската реакција во електричен сигнал, тогаш таквите системи се 

нарекуваат електрохемиски сензори (или електрохемиски биосензори) [3, 4]. Во принцип, 

електрохемиските биосензори детектираат и мерат електрични сигнали што се производ 

на електрохемиски промени што се случуваат на границата електрода-раствор. Овие 

електрохемиски промени се резултат на хемиската реакција на таргетираниот аналит со 

т.н. „елемент за препознавање“. Овој „елемент за препознавање“ е некоја специфична 

молекула што е најчесто атсорбирана/имобилизирана на површината од работната 

електрода и е способна да стапи во хемиска реакција само со молекулите од дефиниран 

аналит (строго специфична). Во електрохемиските биосензори, како трансдуктори се 

користат сензорни (или работни) електроди, а тоа најчесто се некои типови на јаглеродни 

или метални електроди. Многу често, површината на овие работни електроди е подложна 

на разни површински модификации. Електрохемиските техники што главно се користат во 

електрохемиските сензори се амперометрија, потенциометрија, волтаметрија, 

кондуктометрија или фотоелектрохемија. Наноматеријалите, пак, се хемиски системи што 

најчесто се користат за модификација на работните електроди.  

Јаглеродните наноцевчиња и наночестички од графен, главно се користат за 

зголемување на активната површина за имобилизација на биорецепторите, како и за 

овозможување побрз пренос на електрони помеѓу работната електрода и испитуваниот 

аналит, што пак резултира со подобрување на осетливоста, опсегот на детекција и времето 

на реакција на сензорот. Правилното функционирање на електрохемиските биосензори во 
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голема мера зависи од комплексноста на примерокот што се анализира. Притоа, кога се 

работи за анализа на примероци што содржат големи липофилни молекули (липиди, 

протеини), голема е веројатноста овие молекули да се атсорбираат на површината од 

работните електроди на електрохемискиот биосензор. Одвивањето на вакви физички 

феномени на површината од работните електроди секако ќе има влијание и врз 

перформансите на електрохемискиот биосензор.  

Крвниот хуман серум е комплексен медиум што најчесто се употребува во 

клиничко-биохемиските анализи. Иако постојат голем број на електрохемиски студии што 

се изведени за разни типови на анализи во хуман серум, најголем дел од тие студии се 

базирани на ензимски реакции, со примена на работни електроди што најчесто се 

модифицирани со некои типови на наночестички, или со комбинација од полимери и 

наночестички. Неодамна, од групата на професорот Мирчески беше покажано дека со 

примена на немодифицирана електрода од странично ориентиран пиролитичен графит, 

може да се изврши електрохемиска детекција на важни аналити што се присутни во хуман 

серум [5]. Целта на оваа докторска работа е да се направи детална волтаметриска анализа 

на хуман серум со примена на немодифицирана електрода од странично ориентиран 

пиролитичен графит. Паралелно со асигнирањето на механизмите на електрохемиска 

трансформација на биохемиските молекули што покажуваат електрохемиска активност во 

хуман серум (урична киселина, билирубин, албумин), направен е обид да се испита и 

влијанието на одредени интерферентни системи врз волтаметриските својства на овие 

електрохемиски активни аналити. Меѓусебните интеракции меѓу молекулите на 

испитуваните електрохемиски активни аналити во серумот е исто така предмет на студија 

во докторската работа. Секако, оптимизацијата на експерименталните и инструменталните 

услови е неопходен сегмент во дизајнирањето на еден ваков електрохемиски биосензор. 

Испитувањето на концентрациските подрачја во кои постои линеарна зависнот помеѓу 

измерените струи на волтаметриските одговори и концентрациите на испитуваните 

аналити во хуманиот серум, дава информации за опсегот на концентрациските региони во 

кои трите аналити можат да бидат определени симултано. Тестирањето на перформансите 

на оптимизираниот електрохемиски систем на реални примероци од хуман серум од 

пациенти, како и споредбата на добиените резултати со стандардни методи, е во насока на 

проценка на реалните можности и потенцијалот на волтаметрискиот биосензор. Крајната 

цел на докторската работа е да се постават основи за дизајнирање на електрохемиски 

биосензор што ќе овозможи брза и прецизна квантификација на урична киселина, 

билирубин и албумин во хуман серум со примена на немодифицирана електрода од 

странично ориентиран пиролитичен графит. 
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2. ВОЛТАМЕТРИЈА 

2.1.  Вовед во волтаметриските техники 

 

За секој процес што се одвива во нашиот универзум е потребна движечка сила. Во 

биолошките системи, најчесто енергијата на електроните е движечка сила за голем дел од 

процесите што се одвиваат во физиолошки услови. Реакциите на пренос на електрони 

играат важна улога во одвивањето на различни биохемиски реакции, особено во 

биоенергетиката. Иако голем број важни процеси во биолошките системи се 

електрохемиски процеси, сепак основните принципи за важноста на електрохемијата во 

живите организми се сè уште недоволно познати за голем дел од научната јавност. Така на 

пример, фотосинтезата и дишењето, се базираат на сложена секвенца на пренос на 

електрони и јони во комплексниот пат на интерконверзија на енергијата во живите 

системи. Во овие процеси се вклучени едноставни молекули, како што се јаглероден 

диоксид, вода, кислород и глукоза, но и сложени молекули како ензимите. Во општ 

хемиски контекст, процесот на размена на електрони помеѓу два различни системи што се 

наоѓаат во непосреден контакт е познат како процес на оксидо-редукција. Многу често, 

ваквите процеси се именуваат со едноставен термин како „редокс реакција“. Редокс 

реакциите, кои се суштински за разбирање на основните биохемиски процеси поврзани со 

зачувување и трошење на хемиска енергија преку раскинување и/или формирање на 

хемиски врски во живите организми, се едни од системите што се важен дел од 

електрохемијата. 

Електрохемијата е дел од физичката хемија чија примарна задача е да ги проучува 

хемиските процеси при кои доаѓа до размена на полнеж (електрони или јони) помеѓу два 

системи, односно процеси што се случуваат на границата помеѓу два системи што се во 

непосреден контакт [6, 7]. Во најголем дел, предмет на интерес на електрохемијата се 

системите во кои доаѓа до размена на електрони помеѓу даден електричен спроводник 

(електрода) и аналит (супстанца што се испитува). Сепак, преносот на полнеж не се 

ограничува само на размена на електрони. Во специфична гранка на електрохемијата, 

пренос на полнеж може да се одвива и со пренос на јони преку границата формирана 

помеѓу два немешливи електролитни раствори [8], слично како што се одвива преносот на 

јони преку клеточните мембрани. 

Електрохемиските техники се составен дел од инструментацијата на голем број 

научноистражувачки лаборатории од областа на хемијата, физиката, биохемијата, 

фармацијата и заштитата на животната средина. Причини за големата присутност на 

електрохемиските техники во разни видови испитувања се: ниската цена, брзината за 

изведување на експериментите, можноста за брза квалитативна и квантитативна анализа, 

како и потенцијалот за испитување на механизмите на електрохемиските реакции на голем 

број системи. Секако, релативно едноставниот експериментален протокол што се користи 

во електрохемиските техники е многу често примарен фактор за примена на овие техники 

во различни видови на анализи. Испитувањата на механизмите на електрохемиска транс-

формација на границата електрода/електролит на голем број важни органски и неоргански 

системи, овозможуваат електрохемиските техники да се применуваат не само за 

аналитички цели, туку и во механистички студии [6-8]. Во денешно време, 

електрохемиските техники се главна алатка што помага во студирање на редокс 

трансформациите на голем број важни системи, во разбирањето на кинетичките и 
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термодинамичките процеси што влијаат врз процесите на трансфер на полнеж, како и во 

проучувањето на голем број физички феномени што се случуваат на површината од 

работната електрода (процеси на атсорпција, кристализација, хемиска реакција и сл).  

Во фамилијата на инструментални електрохемиски техники, волтаметриските 

техники се едни од најпознатите членови. Зборот волтаметрија е всушност скратеница од 

„волт-ампер-метрија“. Во волтаметриските техники, електричниот потенцијал (или 

поточно, потенцијалната разлика помеѓу две електроди) е движечка сила за процесите, 

односно влезен параметар што предизвикува промени во системот што се испитува. 

Мерната физичка величина во волтаметријата е јачината на електричната струја што 

протекува како резултат на размената на полнеж во електрохемиска ќелија, во која 

(најчесто) молекулите од дефиниран аналит разменуваат електрони со дефиниран 

електричен спроводник (работна електрода). Во електрохемијата, терминот „редокс 

активни супстанци“ најчесто се користи за дефинирање за аналитите што може да се 

оксидираат или редуцираат на работната електрода во една електрохемиска ќелија. 

Генерално, процесот на испуштање на електрони од даден систем се дефинира како 

процес на оксидација, додека редукција е процес при кој даден систем прима електрони од 

некој друг систем со кој е во непосреден контакт. Специфичниот карактер на 

волтаметриските техники во однос на мултинаменски анализи ги прави да се користат 

како рутински инструментални техники, како за квалитативни анализи, така и за 

квантитативно определување на голем број неоргански и органски аналити присутни во 

различни аналитички примероци како лекови, биолошки материјал (крв, урина, серум, 

плазма), храна, отпадни води, медикаменти и разни метални легури [9]. Треба да се наведе 

дека најголеми предизвици при примената на волтаметриските техники се влијанијата на 

интереферентни супстанци (кога се работи електрохемиска анализа во комплексен 

матрикс), како и онечистувањето на работните електроди со супстанци што се присутни 

во примероците за анализа.  

Кај сите волтаметриски техники, влезниот сигнал на ексцитација што се 

контролира преку надворешен извор е електричниот потенцијал (или потенцијалната 

разлика) што се нанесува помеѓу електродите што се вронети во електролитен раствор 

присутен во една електрохемиска ќелија. Притоа, како излезен мерлив волтаметриски 

параметар што се детектира при електрохемиска трансформација на аналитот/аналитите 

во електрохемиската ќелија е јачината на електричната струја. Волтаметриските 

експерименти најчесто се одвиваат во едноставни електрохемиски ќелии, слични на 

ќелијата што е прикажана на слика 1.   
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Слика 1. Приказ на триелектродна електрохемиска ќелија што се употребува во волтаметриските 

експерименти. 

 

 

Електрохемиската ќелија што се користи во волтаметриските техники се состои од 

специјално дизајниран сад во кој има 10 - 20 mL електролитен раствор (најчесто тоа е 

пуферски раствор), во кој се вронети три електроди и тоа: работна електрода, 

референтна и помошна електрода (слика 1).  

Работната електрода е главен сегмент од електрохемиската ќелија и е изработена 

од материјал што е добар спроводник на електрони. Оваа електрода најчесто е изработена 

од злато, платина, или од некој тип на материјал од јаглерод (графит или допиран 

дијамант). Во споредба со останатите електроди што се присутни во електрохемиската 

ќелија, површината од работната електрода е многу помала. На површината од работната 

електрода се одвива процесот на електрохемиска трансформација (односно процесот на 

размена на електрони) помеѓу електродата и аналитот што е предмет на интерес. За 

аналитички цели од примарна важност е струјата што се детектира во електрохемискиот 

систем, во најголем дел, да потекнува од процесот на размена на електрони помеѓу 

работната електрода и аналитот. Таквата струја се нарекува Фарадеева струја. 

Во сите електрохемиски експерименти каде волтаметријата се употребува како 

работна техника, потребно е на една од електродите да се одржува константен потенцијал. 

Оваа електрода е дизајнирана на специфичен начин што овозможува истата да има 

константен потенцијал и истата се нарекува референтна електрода. Сребро/сребро-

хлоридната електрода, што се запишува како Ag/AgCl (заситен раствор на KCl) или 

Ag/AgCl (раствор на KCl со концентрација 3 mol/L),  најчесто се користи како референтна 

електрода во волтаметриските експерименти. 

Помошната електрода е електрода со значително поголема површина отколку кај 

работната електрода присутна во електрохемиската ќелија. На помошната електрода се 

одвива спротивна електрохемиска реакција во однос на реакцијата што се одвива на 

работната електрода, а целта е да се овозможи балансирање на вкупниот полнеж во 

електрохемиската ќелија. Приказ на формата и дизајнот на трите електроди што се 

употребуваат во волтаметриските експерименти е даден на слика 2. 
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Слика 2. Приказ на работна електрода (A), референтна електрода (Б) и помошна електрода (В) што се 

употребуваат во волтаметриските техники. 

 

Кога молекули (или јони) од т.н. „електрохемиски активен аналит“ се растворени 

во пуферскиот систем што се наоѓа во електрохемиската ќелија, приложената 

потенцијална разлика (од надворешно контролиран извор) помеѓу работната и 

референтната електрода ќе предизвика промени на концентрацијата на електроактивните 

честички од аналитот што се наоѓаат непосредно до површината на работната електрода. 

Притоа, на површината од работната електрода, молекулите (или јоните) од аналитот ќе 

претрпат реакција на редукција или оксидација. Доколку аналитот е целосно растворлив 

во електролитот што се наоѓа во електрохемиската ќелија, промената на концентрацијата 

на електроактивниот аналит на работната електрода ќе предизвика транспорт на 

молекулите (или јоните) од аналитот од внатрешноста на растворот кон површината на 

работната електрода. Во ваков случај, низ системот во кој се изведуваат електрохемиските 

експерименти ќе протече електрична струја, чиј интензитет е пропорционален со 

концентрацијата на аналитот што се наоѓа растворен во електрохемиската ќелија. Оваа 

едноставна зависност помеѓу измерената струја и концентрацијата на аналитот ги прави 

волтаметриските техники да бидат користени во рутински анализи при квантитативно 

определување на различни органски и неоргански супстанци. 

 

2.2.  Важни дефиниции во волтаметриските техники 

 

Да претпоставиме дека во електрохемиска ќелија се одвива едноставна 

електрохемиска реакција, што може да се претстави со следната реакциона шема (I): 

 

Red - ne- ⇄  Ox (I) 

 

Во реакционата шема (I), симболот „Ox“ се однесува на оксидираната форма на  

електрохемиски активен аналит што е присутен во електрохемиската ќелија, додека 

симболот „Red“ се однесува на редуцираната форма на испитуваниот аналит. За овој 

едноставен систем, опишан со реакционата шема (I), во литературата се познати најмалку 

два математички изрази што ја дефинираат меѓусебната зависност помеѓу приложениот 
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електроден потенцијал (или потенцијалната разлика) и концентрациите на формите Ox и 

Red од аналитот што е предмет на интерес. За системи што се дефинираат како 

„електрохемиски реверзибилни“ [6, 7], најчесто важи Нернстовата равенка, што ја има 

следната форма и ја дава зависноста помеѓу аплицираниот потенцијал и концентрациите 

на Ox и Red од аналитот чии електрохемиски својства ги студираме: 

 

0

0

(Red)

(Ox)
ln




x

x

c

c

nF

RT
EE 

    (1)  

 

Во Нернстовата равенка (1), симболите за физичките параметри го означуваат следново: 

E


- е симбол за стандарден потенцијал на окцидациско-редукцискиот пар Ox/Red; 

R - е симбол за универзалната гасна константа (R = 8,314 J/mol K); 

T - е симбол за термодинамичка температура (K); 

n - е симбол за стехиометрискиот број на разменети електрони помеѓу работната 

електрода и аналитот што е предмет на студирање; 

F - е симбол за Фарадеевата константа (96 485 C/mol); 

x = 0 - е симбол кој означува дека се работи за концентрации на електродната површина. 

 

Покрај Нернстовата равенка, за голем број електрохемиски системи, посебно за т.н. 

кинетичкo-контролирани електрохемиски реакции, често се употребува Батлер-

Волмеровата равенка што ја има следната форма:  

 

](Ox)(Red)[ 00 



  xxS cecek
nFA

I 
 (2) 

 

Во Батлер-Волмеровата равенка (2), симболите за физичките параметри се 

дефинирани како: 

φ = nF( E-E


)/RT е симбол за т.н. бездимензионален електроден потенцијал; 

k S  - е симбол за стандардна константа на брзина на пренос на електрони (cm s-1); 

  - е симбол за коефициент на електронскиот трансфер; 

А - е симбол за површина на активниот сегмент од работната електрода (cm2). 

 

Последната равенка (2) е важен израз што може да се употреби за определување на 

константите на брзина на пренос на електрони ks [6-8]. Овој физички параметар (ks) е во 

директна корелација со брзината на размена на електрони што се случува помеѓу 

работната електрода и аналитот што е предмет на студирање. 

 При изведувањето на волтаметриски експерименти, преку контролирано 

нанесување (од надворешен извор) на потенцијална разлика помеѓу работната и 

референтната електрода, се предизвикува промена на површинската концентрација на 

двете редокс форми на парот (Ox и Red) од аналитот што е присутен во електрохемиската 

ќелија. Како резултат на електрохемиската трансформација на формата Ox во форма Red 

(или обратно) на активната површина од работната електрода, инструментот може да 

детектира електрична струја што протекува низ електрохемиската ќелија (т.н. Фарадеева 

струја). Во најголем дел од волтаметриските експерименти, а посебно при дизајнирањето 
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на волтаметриските сензори [10], интензитетот на Фарадеевата струја е физичка величина 

од примарен интерес што се употребува во аналитички цели. Интензитетот на 

Фарадеевата струја е во директна корелација со концентрацијата од аналитот што е 

присутен во растворена форма во електрохемиската ќелија.  

Инструменталниот одговор што се добива со волтаметриските техники се нарекува 

волтамограм. Волтамограмот е крива со специфични карактеристики, што во суштина ја 

претставува зависноста помеѓу измерената струја и нанесениот потенцијал (т.н. I-E крива). 

Карактеристиките и формата на снимените волтамограми зависат од природата на 

аналитот, од типот на феномените на трансфер на маса, од бројот на разменети електрони 

помеѓу работната електрода и аналитот, од временскиот опсег на мерењето на струјата, од 

природата на хемиските реакции и атсорпциските феномени што се случуваат во 

електрохемиската ќелија, како и од природата на волтаметриската техника што се користи 

во експерименти [6-8]. Фарадеевата струја на волтамограмите e важна и за кинетиката, 

што е поврзна со чекорот на електрохемиска трансформација на молекулите (или јоните) 

од испитуваниот аналит на површината од работната електрода. Фарадеевата струја е 

функција од концентрацијата на аналитот, но во исто време зависи и од други фактори 

како што се големината, формата и материјалот на работната електрода, отпорот на 

растворот (електролитот) присутен во електрохемиската ќелија, температурата, 

евентуалните хемиски реакции и атсорпциски феномени што се вклучени во целокупниот 

електрохемиски процес, како и од бројот на електрони разменети помеѓу работната 

електрода и молекулите (јоните) на аналитот што се студира и е растворен во 

електрохемиската ќелија. 

 

2.3.  Краток опис на инструментацијата што се користи во волтаметриските 

експерименти  

 

Електрохемиските инструментални системи што се употребуваат во најголем дел 

од волтаметриските експерименти, најчесто се дизајнирани од три меѓусебно поврзани 

модули и тоа: потенциостат, електрохемиска ќелија и компјутер (слика 3).  

 

 

 
 

Слика 3. Приказ на електрохемиски систем што се состои од потенциостат (1) поврзан со електрохемиска 

ќелија  (2) и компјутер (3). 
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Потенциостатот е најважниот сегмент во целокупниот електрохемиски 

инструментален систем. Овој електричен уред, во суштина е хардверот што е одговорен за 

правилно функционирање на секоја електрохемиска инструментација (слика 3). Главната 

функција на потенциостатот е да овозможи апликација на соодветен потенцијал и да 

изврши регистрација (детекција) на промените на струјата што се случуваат како резултат 

на електрохемиска трансформација на аналитот што е присутен во електрохемиската 

ќелија. Секој потенциостат во својот хардвер вклучува повеќе електрични кола, како и 

голем број на конвертори, амплификатори и микропроцесори. Во електрохемиските 

инструменти што биле дизајнирани до крајот на 80-тите години од минатиот век, најчесто 

се користела промена на потенцијалот што била аплицирана во континуирана линеарна 

форма. Скоро сите модерни потенциостати што се комерцијално достапни по 1990-тата 

година, користат модифицирана форма на потенцијалот. Во најголем број на 

инструментални техники, потенцијалната разлика помеѓу работната електрода и 

референтната електрода (што се вронети во електролитниот раствор во електрохемиската 

ќелија) се аплицира во форма на чекори со скалеста форма. Позитивните аспекти од 

апликацијата на скалесто-модулирана потенцијална разлика се отсликуваат во 

минимизирање на т.н. „капацитетни“ струи (наречени се уште и „нефарадееви струи“ или 

„паразитски“ струи), што секогаш се присутни во волтаметриските експерименти [6, 7]. 

Најважни електрохемиски техники, што најчесто се применуваат денес како 

експериметални волтаметриски алатки, се циклична волтаметрија (анг. cyclic voltammetry, 

CV) и квадратно-бранова волтаметрија. 

 

2.4.  Краток преглед на некои важни дефиниции во циклична волтаметрија 

 

Од волтаметриските техники што најчесто се применуваат во аналитички цели, но 

и за кинетички мерења и за студирање на механизми на електрохемиска трансформација, 

најпозната е техниката наречена циклична волтаметрија. Во цикличната волтаметрија, 

потенцијалот се менува во дефинирани периодични циклуси, на начин што, почнувајќи од 

дефинирана почетна вредност, потенцијалот се менува до дефинирана крајна вредност, со 

однапред определена брзина. После достигнувањето на крајната дефинирана вредност, 

потенцијалот се менува по истиот пат, но во обратна насока, кон почетната вредност. Во 

сценарио кога потенцијалот се менува од позитивни кон негативни вредности, тогаш во 

таа насока се следат процесите на редукција на аналитот на работната електрода. Кога, 

пак, потенцијалот се менува во насока од негативни кон позитивни вредности, тогаш се 

следат процесите на оксидација на испитуваниот аналит. Формата на потенцијалот и 

изгледот на еден цикличен волтамограм се прикажани на слика 4 и 5, соодветно. Треба да 

се нагласи дека во денешно време, кај скоро сите модерни потенциостати, потенцијалот 

што се аплицира во цикличната волтаметрија има скалеста, а не линеарна форма. Иако 

точниот назив за оваа техника треба да е „циклична скалеста волтаметрија“, сепак 

терминот „циклична волтаметрија“ е најчесто во употреба. 
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Слика 4. Форма на потенцијалот во циклична волтаметрија како функција од времето. Со ознаката „V1“ е 

дефиниран почетниот потенцијал, додека „V2“ е симбол за крајниот дефиниран потенцијал. 

  

 

 
Слика 5. Приказ на цикличен волтамограм на едноставна електрохемиска реакција од типот Red - 1e- ⇄ Ox. 

 

 

Иако изведувањето на експериментите во услови на циклична волтаметрија не е 

тешка задача, сепак правилното разбирање на физичките и хемиските феномени што се 

„скриени“ во формата на еден цикличен волтамограм може да претставува голем 

предизвик, па дури и за електрохемичари со големо експериментално искуство. 

Цикличните волтамограми, како тој што e прикажан на слика 5, може да „кријат“ 

различни феномени во нивната форма. Покрај трансферот на електрони, во формата на 

цикличните волтамограми најчесто се отсликани и процесите на трансфер на маса на 

молекулите од аналитот кон и од работната електрода со дифузија, потоа различни 

феномени на атсорпција, ефекти на спрегнати хомогени хемиски реакции, феномени на 
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процеси на кристализација и други фазни трансформации [6, 7]. Сепак, оваа техника е 

доволно проучена и применета за електрохемиско студирање на различни хемиски 

системи и голем број електродни механизми [6, 7]. Притоа, во литературата постојат 

доволен број на податоци, што значително помагаат во интерпретацијата и разбирањето 

на процесите што се отсликани преку цикличните волтамограми снимени при различни 

експериментални услови [6, 7, 11]. 

Главни карактеристики што се важни при обработката на секој цикличен 

волтамограм (како тој на слика 5) се: интензитетот на струјата на пикот во директна 

(анодна) насока (Ip,a), (што се јавува при промена на потенцијалот од негативни кон 

позитивни вредности т.н. аноден пик), интензитетот на струјата на пикот во повратна 

(катодна) насока (Ip,c) (што се јавува при промена на потенцијалот од позитивни кон 

негативни вредности, т.н. катоден пик). Односот на интензитетот на овие две струи Ip,a/Ip,c 

е исто така важен параметар во процесот на обработка на цикличните волтамограми. 

Покрај тоа, раздвоеноста на директниот (Ep,a) и повратниот (Ep,c) пик во однос на 

потенцијалната скала (изразена во миливолти, mV), положбата на директните и 

повратните пикови во однос на потенцијалната скала, како и потенцијалот што се наоѓа на 

средина помеѓу директниот и повратниот пик (анг. mid-peak potential, Emid,p, или E1/2 ,  

дефиниран со изразот E1/2 = [Ep,a + Ep,c]/2), се важни параметри за кинетички и 

термодинамички карактеризации кај оваа техника [6, 7]. Цикличната волтаметрија, иако се 

применува и во аналитички цели за квантитативно определување на голем број аналити, 

сепак специфичните карактеристики на инструменталниот одговор кај оваа техника 

овозможуваат примена на оваа техника примарно за определување на механизмите на 

електрохемиска трансформација [6]. Поради тоа, цикличната волтаметрија се нарекува 

уште и „електрохемиска спектроскопија”. 

Во електрохемијата, терминот „електрохемиска реверзибилност“ на 

електрохемиските процеси е од посебна важност [6, 7]. Кога се работи за електрохемиски 

експерименти што се изведуваат во волтаметриски услови, во литература постојат неколку 

дефиниции што се однесуваат на главните критериуми за електрохемиска реверзибилност.  

Со цел да го дефинираме терминот „електрохемиска реверзибилност“, ќе 

претпоставиме дека во електрохемиската ќелија се одвива електрохемиска реакција што 

може да се претстави со шемата: Red - ne- ⇄ Ox. Притоа, партиципантите во оваа 

електрохемиска реакција, односно двете редокс форми од испитуваниот аналит (Ox и 

Red), претпоставуваме дека се целосно растворливи во растворувачот (најчесто, вода). За 

процесот Red - ne- ⇄ Ox да биде дефиниран како „електрохемиски реверзибилна 

реакција“, потребно е брзината на размена на електрони помеѓу молекулите од аналитот и 

работната електрода да е многу голема, а притоа да не постојат значителни енергетски 

бариери при процесот на размена на електрони. Ако брзината на хетерогениот процес на 

размена на електрони помеѓу електродата и редокс формите од студираниот аналит (Ox, 

Red) е многу поголема од брзината на процесите на дифузија (кај електрохемиските 

реакции во кои трансферот на маса на молекулите од аналитот до работната електрода се 

одвива преку процес на дифузија), тогаш електродната реакција може да се дефинира како 

електрохемиски реверзибилна.  

Во едно вакво сценарио, потенцијалното раздвојување (Ep) помеѓу директниот 

(аноден, Ep,a) и повратниот (катоден, Ep,c) пик од цикличниот волтамограм може да се 

дефинира со следниот израз: 
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nF

RT
EEE 303,2cp,ap,p   (3) 

 

Доколку се примени равенката (3) за карактеризација на едностепен дифузиски 

контролиран електрохемиски реверзибилен процес, каде еден електрон е вклучен во 

размената помеѓу работната електрода и молекулите на аналитот, се доаѓа до информација 

дека параметарот pE , што е поврзан со големината на потенцијалното раздојување 

помеѓу директниот и повратниот пик, изнесува околу 59 mV (при температура од 25 оC).  

Покрај овој критериум, дополнително, кај електрохемиски реверзибилните 

процеси, потенцијалното раздвојување помеѓу директниот и повратниот пик (Ep) треба 

да биде константно и неговата вредност да не зависи од брзината на промена на 

потенцијалот [6, 7]. Дополнително, како важен критериум за електрохемиски 

реверзибилен процес во волтаметријата е утврден и односот на големината на струите што 

одговараат на двата пикови на директната и повратната струја (Ip,а/Ip,c) од цикличните 

волтамограми. Овој однос Ip,а/Ip,c треба да биде еднаков на 1 (или многу блиску до 1) и при 

многу големи брзини на промени на потенцијалот [6, 7]. Наведените критериуми се важни 

во определувањето на „електрохемиската реверзибилност“ во циклична волтаметрија, за 

системи кај кои процесите на трансферот на маса на честичките на аналитот се 

контролирани од дифузија [6, 7]. Приказ на серија од експериментални циклични 

волтамограми што прикажуваат еден електрохемиски реверзибилен процес е даден на 

слика 6. 

 

 
 

Слика 6. Циклични волтамограми на соединението Coenyzme Q0 снимени при различни брзини на промена 

на потенцијалот (v). Оваа серија на циклични волтамограми отсликува одвивање на електрохемиски 

реверзибилен дифузиски контролиран редокс процес [12]. 
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Секое отстапување од овие наведени критериуми во цикличните волтамограми, 

имплицира дека има отстапување од електрохемиската реверзибилност на аналитот од 

интерес, што е најчесто предизвикано од процесот на бавен трансфер на електрони [6, 7]. 

Електрохемиските процеси што се карактеризираат со отстапување од критериумите за 

реверзибилност дефинирани во циклична волтаметрија (поради бавен трансфер на 

електрони, или поради некој друг процес), се нарекуваат квазиреверзибилни или 

иреверзибилни електрохемиски реакции. Приказ на циклични волтамограми што 

отсликуваат реверзибилен, квазиреверзибилен и иреверизибилен електрохемиски процес, 

се прикажани на слика 7а, додека карактеристичните параметри на еден цикличен 

волтамограм се претставени на слика 7б. 

 

 

 
Слика 7a. Циклични волтамограми што прикажуваат одвивање на електрохемиски реверзибилен (1, крива со 

црна боја),  квазиреверзибилен (2, крива со испрекината сина боја) и иреверзибилен (3, крива со испрекината 

црвена боја) дифузиски контролиран електроден процес (Red - 1e- ⇄ Ox). 
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Слика 7б. Приказ на цикличен волтамограм и на параметрите што се важни при обработката на секој 

цикличен волтамограм. Ep,a е потенцијал на директниот (аноден) пик, Ep,c е потенцијал на повратниот 

(катоден) пик, додека потенцијалот што се наоѓа на средина помеѓу директниот и повратниот пик е 

дефиниран со симболот E1/2. Со Ip,a е означен интензитетот на струјата на директниот пик, додека со Ip,c е 

означен интензитетот на струјата на повратниот пик.  

 

 

Доколу дадена електродна реакција ги исполнува критериумите да се дефинира 

како електрохемиски реверзибилна, и доколку трансферот на маса на молекулите од 

аналитот е контролиран од брзината на дифузија, тогаш за таквата реакција интензитетот 

на струјата на пиковите (важи и за директниот и за повратниот пик) од цикличните 

волтамограми ( pI ) е во директна корелација со концентрацијата на аналитот преку 

Randles-Sevčik-овата равенка што е дефинирана со формулата (4): 

 

Ip = 0,4463 n  F A c (
RT

DFn    
)1/2  (4) 

 

Во изразот за Randles-Sevčik-овата равенка (4), значењето на симболите во 

формулата е: 

pI - е симбол за јачина на електричната струја на волтаметрискиот пик (А); 

n - е симбол за стехиометриски број на електрони разменети помеѓу работната електрода и 

молекулите на аналитот; 

F – е Фарадеева константа (96 489 C/mol); 

А- е симбол за активна површина на работната електрода (cm2); 

c- е симбол за аналитичката концентрација на електроективните честички на аналитот што 

е присутен во растворот од електрохемиската ќелија (mol/cm3); 

D - е симбол за коефициентот на дифузија на електрохемиски активните форми од 

аналитот (cm2 s-1); 
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 - е симбол што ја означува брзината на промена на потенцијал (V/s), применета во 

експериментите изведени со циклична волтаметрија; 

R - универзална гасна константа (8,314 Ј mol-1 K-1); 

T - термодинамичка температура (K). 

 

Бидејќи изразот (4) дефинира дека јачината на струјата од пиковите на цикличните 

волтамограми (Ip) е пропорционална со аналитичката концентрација c на аналитот 

присутен во електрохемиската ќелија, можно е изразот (4) да се искористи при 

квантитативно определување на испитуваниот аналит. Покрај тоа, изразот (4) имплицира 

дека со претставување на зависноста на јачината на струјата на волтаметриските пикови 

од цикличните волтамограми (Ip) како функција од квадратен корен од брзина на промена 

на потенцијалот (v1/2), може да се дефинира едноставен дијагностички критериум за 

препознавање на трансферот на маса со помош на дифузија, во кој учествуваат редокс 

активните молекули од аналитот од интерес [6, 7].  

 

2.5.  Пулсни волтаметриски техники  

 

Пулсните волтаметриски техники се воведени како алтернатива за цикличната 

волтаметрија од различни причини [6, 7, 8, 13]. Имено, со воведувањето на пулсните 

техники, овозможена е, пред сè, поголема аналитичка осетливост на волтаметриските 

методи. Покрај тоа, за пулсните волтаметриски техники развиени се и едноставни 

критериуми што овозможуваат дијагностицирање на механизмите на испитуваните 

електрохемиски реакции, многу слично како во цикличната волтаметрија. Дефинирањето 

на потенцијалот во форма на пулсеви и мерењето на струјата на крајот од тие 

потенцијални пулсеви, овозможува да се постигне значително диференцирање на 

Фарадеевата струја (струјата од интерес) во однос на капацитетната струја (што често е 

непожелна струјна компонента присутна во експерименталните волтамограми). Додека 

Фарадеевата струја е резултат на процесот на размена на електрони помеѓу работната 

електрода и молекулите на аналитот од интерес, капацитетната струја претставува еден 

вид на „паразитска струја“ што е резултат на перманентна промена на полнежите во т.н. 

двоен електричен слој формиран на границата електрода/електролит поради постојаната 

промена на потенцијалот [6, 7, 13]. Капацитетната струја не е пожелна за кинетички и 

аналитички цели и нејзина минимизација може ефективно да се изведе преку начинот на 

мерење на струјата воведен кај пулсните волтаметриски техники [1, 8]. Во фамилијата на 

пулсни волтаметриски техники, најпознати се диференцијалната пулсна волтаметрија (анг. 

differential pulse voltammetry, DPV) и SWV. Во основата на сите пулсни техники, е идејата, 

преку начинот на мерењето на струјата во текот на потенцијалните пулсеви, да се 

постигне зголемен однос на Фарадеевaта во однос на капацитетната струја. Имено, 

познато е дека Фарадеевата струја опаѓа пропорционално со t-1/2 (за т.н. дифузиски-

контролирани електродни реакции) [6, 7]. За овие реакции, капацитетната струја опаѓа 

експоненцијално со времето [6, 7, 8]. Според тоа, со мерење на струите на крајот на 

аплицираните потенцијални пулсеви, ќе се детектираат значително помали вредности на 

капацитетните струи, додека детектираните фарадееви струи сè уште ќе имаат значителна 

вредност. На овој начин се зголемува аналитичката осетливост на пулсните волтаметриски 

техники за применa во квантитативни анализи [8, 13].  
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2.6.  Квадратно-бранова волтаметрија 

 

Квадратно-брановата волтаметрија (SWV) e една од најсофистицирните техники од 

фамилијата на пулсни волтаметриски техники. Потенцијалната форма во SWV се состои 

од симетрични квадратно-бранови пулсеви што имаат константна висина (дефинирана 

како квадратно бранова амплитуда, Esw), кои се нанесуваат на скалеста потенцијална 

рампа (слика 8а). Потенцијалот во квадратно-брановата волтаметрија се менува со 

постојан чекор (потенцијален инкремент, dE). Други важни параметри на потенцијалната 

функција кај квадратно-брановата волтаметрија се: должината на два соседни 

потенцијални пулса, што во суштина е времетраењето на потенцијалниот циклус (); 
фреквенција (f)-параметар што е дефиниран како инверзна величина од времетраењето  на 

два соседни потенцијални пулса (f = 1/); периодот на мерење на струјата-параметар што е 

дефиниран како временски сегмент на крајот на потенцијалниот пулс во кој се мери 

струјата во текот на тој пулс. Параметар од суштинско значење во квадратно-брановата 

волтаметрија е квадратно-брановата фреквенција f = 1/. Фреквенцијата претставува 

критично време на експериментот во кој се одвива одредена електродна трансформација 

во директна (анодна) и повратна (катодна) насока. Фреквенцијата што се аплицира во 

SWV обично е во границите од 1 Hz до 1 000 Hz, што одговара на времетраење на еден 

пулс од околу 0,5 ms до 50 ms [8]. Овие параметри кај техниката квадратно-бранова 

волтаметрија се прикажани на слика 8. 

 

 

 

 

 
 

  
Слика 8. а) Форма на потенцијалот во техниката SWV и б) карактеристични параметри на еден потенцијален 

циклус во оваа техника. Esw e амплитуда на пулсот (mV); ∆E e потенцијален инкремент (mV), τ е 

времетраење на потенцијален циклус (s), додека жолто обоените сегменти го означуваат времето на крајот 

од потенцијалните пулсеви (или, временскиот сегмент) каде се мери струјата во текот на еден потенцијален 

пулс [7].  
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Специфичните карактеристики на оваа техника, главно, произлегуваат од формата 

на сигналот на ексцитација, како и од начинот на мерење на струјата што се мери во мал 

сегмент на крајот од секој потенцијален пулс [8]. Потенцијалните пуслеви што се 

усогласени со насоката на скалестата рампа се означени како директни (анг. forward) 

пулсеви, додека спротивно ориентираните пулсеви се означени како повратни, обратни 

или (анг. backward) пулсеви. Два соседни, спротивно ориентирани пулсеви формираат 

еден потенцијален циклус (слика 8б). Целта на примената на два спротивно ориентирани 

пулсеви во квадратно-брановата волтаметрија, е да се добие увид во механизмот на 

електродната реакција од интерес при секоја вредност на скалестиот потенцијал. Притоа, 

во секој аплициран потенцијален циклус истовремено можат да се следат и процесите на 

оксидација (во анодна насока) и процесите на редукција (во катодна насока). Податоците 

добиени од мерењата на струите во SWV како функција од аплицираниот потенцијал ја 

дефинираат формата на еден квадратно-бранов волтамограм (слика 9).  

Квадратно-брановиот волтамограм прикажан на слика 9 отсликува една електродна 

реакција помеѓу работната електрода и молекулите на аналит кој е целосно растворен во 

растворот присутен во електрохемиската ќелија [14]. 

 

 

 
 

Слика 9. Приказ на квадратно-бранов волтамограм за т.н. дифузиска електрохемиска реакција. Со Iforward (или 

If) е означена т.н. директна  компонента на квадратно-брановиот волтамограм (дефинирана како позитивна 

струја), додека со  Ibackward ( или Ib
) е означена повратната компонента на квадратно-брановиот волтамограм 

(дефинирана како негативна струја). Inet е вкупната струја која е дефинирана како разлика помеѓу If и Ib [14]. 

 

 

Волтамограмот на слика 9 отсликува електродна реакција од типот Red - 1e- ⇄ Ox. 

Кај овој волтамограм, директната (forward) компонента на струјата (If) е дефинирана од 

струите измерени на крајот на директните (forward) пулсeви (оваа струја e дефинирано да 

има позитивен предзнак). Повратната компонента на струјата (Ib), пак, соодветствува на 

струите измерени во повратните (backward) пулсeви и таа е со негативен предзнак. 

Дополнително, во квадратно-брановата волтаметрија може да се дефинира и вкупна (или 

„нет“) волтаметриска крива, што се добива математички како разлика на соодветните 

вредности на директните и повратните струи (Inet = If – Ib). Вкупната волтаметриската 

крива, во суштина, е збир од апсолутните вредности на директните и повратните струи, 
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бидејќи, како што е наведено погоре, If е со позитивен предзнак, а Ib струјната компонента 

е со негативен предзнак. Овој начин на дефинирање на нет-струите во SWV има големо 

значење во поглед на осетливоста на оваа техника за аналитички цели [8]. 

Од слика 9 може да се забележи дека сите компоненти на струјата, вклучувајќи ги 

директната, повратната и вкупната струја, имаат профили што се карактеризираат со 

форма на пик (врв). Оваа карактеристика е многу важна за аналитички цели, бидејќи 

интензитетот на пикот (или „струјата на пикот“) е пропорционален со концентрацијата на 

аналитот, додека позицијата на пикот на потенцијалната оска (или „потенцијал на пикот“) 

е најчесто тесно поврзан со природата на аналитот [6, 8].  

Со испитување на карактеристиките на директните и повратните струи од 

квадратно-брановите волтамограми, како функција од параметрите на аплицираниот 

потенцијал, може да се најде аналогија на SWV со CV, бидејќи и двете техники 

обезбедуваат увид во механистичките аспекти на дадена електродна реакција. Покрај тоа, 

во споредба со цикличната волтаметрија, параметарот наречен „амплитуда“ на 

потенцијалните пулсeви (или интензитет на потенцијалниот пулс) е дополнителен значаен 

степен на слобода при изведувањето на SW волтаметриските експерименти. Важно е да се 

нагласи и дека во SWV може да се аплицираат брзини на промена на потенцијалот дури и 

поголеми од 1 V/s. На тој начин, временската скала на SW волтаметриските експерименти 

е значително пократка од времето на електрохемиските експерименти во конвен-

ционалната циклична волтаметрија. Типичен експеримент за чие изведување се потребни 

неколку минути во цикличната волтаметрија може да се изведе во само неколку секунди 

со примена на SWV. Овој податок укажува дека SWV може да се користи како техника за 

определување на кинетички параметри дури и кај системи кои подлежат на брзи 

електрохемиски/хемиски трансформации. 

И покрај големиот потенцијал на SWV за студирање на различни хемиски системи, 

сепак поради сложеноста на теориите што се развиени за оваа техника, не е премногу 

експонирана како техника за испитување на електродните механизми. Иако последниве 30 

години голем број на теоретски модели се развиени за студирање на различни електродни 

механизми во услови на SWV [8], пошироката примена на SWV за механистичките студии 

сè уште е предизвик за голем број експерименталисти што работат со волтаметриски 

техники. На слика 10а-в се прикажани директните и повратните струи од симулирани 

квадратно-бранови волтамограми за едноелектронски електроден дифузиски механизам 

поврзан со претходна реверзибилна хемиска реакција (СЕ механизам), последователна 

реверзибилна хемиска реакција (ЕС механизам), и регенеративна иреверзибилна хемиска 

реакција (ЕС’ механизам), соодветно. Волтамограмите на слика 10 го прикажуваат 

влијанието на брзината на хемиските реакции врз формата на волтаметриските криви. 

Притоа, во сите случаи на слика 10, брзината на хемиските реакции кај соодветните 

механизми се зголемува одејќи од волтамограмот со број 1 (волтамограм со виолетова 

боја) кон волтамограмот со број 4 (волтамограм со црна испрекината линија). Како што 

може да се забележи од кривите на слика 10, брзината на хемиските реакции предизвикува 

различни ефекти врз карактеристиките на волтамограмите кај трите различни механизми, 

Сепак, за целосно дијагностицирање на овие механизми потребно е поголемо познавање 

на соодветните теоретски модели за механизмите од слика 10 во услови на SWV, кои се 

покомплексни отколку моделите за CV.  
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Слика 10. Приказ на директни и повратни струи од квадратно-бранови волтаметриски одговори за 

едностепен електронски трансфер (Red - 1e- = Ox) кај т.н. СЕ механизам (а), ЕС механизам (б) и ЕС’ 

механизам (в). Кривите во насока од 1 кон 4 покажуваат зголемување на брзината на хемиските реакции во 

соодветните механизми [15]  

 

 

 Квадратно-брановата волтаметрија е исклучително брза пулсна електрохемиска 

техника, што овозможува мерење на кинетиката на електронските трансфери дури и на 

многу брзи електродни реакции. Истовремено, со оваа техника е можно и прецизно 

определување на кинетиката и термодинамиката на хемиски реакции што евентуално се 

поврзани со електродната реакција на аналитот што го испитуваме. Покрај за кинетички и 

механистички студии, квадратно-брановата волтаметрија, поради нејзината висока 

осетливост кон аналити од различна природа, е една од волтаметриските техники што 

интензивно се употребува и во дизајнот на биосензори за квантитативно определување на 

голем број важни физиолошки активни супстанци. 
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3. ВОЛТАМЕТРИСКИ БИОСЕНЗОРИ 

3.1. Основни дефиниции за волтаметриските биосензори 

 

Поставувањето на голем број точни медицински дијагнози се темели врз резултати 

добиени со примена на мали преносни електрични уреди, во кои спаѓаат т.н. биосензори. 

Ваквите минијатурни уреди што се наоѓаат во непосредна близина на пациентите (POCT-

point-of-care testing) се одликуваат, пред сè, со висока економичност, специфичност и 

кратко време за добивање на одговор. Биосензорите наоѓаат примена при анализа на 

храна, дизајн на лекови, форензички анализи, мониторинг на животната средина и во 

многу други области [16]. 

Сензорите се системи што се способни дефинирано својство, добиено преку 

одвивање на дадена хемиска реакција/физички процес, да го претворат во електричен 

сигнал. Притоа, преку интензитетот на електричниот сигнал може да ја определиме 

концентрацијата на дефинирана супстанца што учествува во хемиската реакција. 

Биосензорите се најчесто мали уреди што содржат биорецептори (ензим, антитело, 

микроорганизми, RNA, DNA) што се соодветно имобилизирани на даден носач, кој е во 

суштина интегриран електричен систем што може да ги конвертира промените 

предизвикани од хемиските реакции во електрични сигнали. Thevenoat и соработниците 

[17] предложиле една од многуте дефиниции за биосензорите што гласи: „Биосензорите се 

независни интегрирани уреди кои можат да обезбедат одредени квантитативни или 

семиквантитативни информации како резултат на директниот контакт на биохемискиот 

рецептор со трансдукторот“. 

 

 

 
 

Слика 11. Шематски приказ на еден електрохемиски биосензор. 

 

 

Електрохемиските биосензори се едни од најзастапените видови на биосензори. 

Тие се разликуваат од другите биоаналитички системи, бидејќи кај електрохемиските 

биосензори најчесто не е потребна дополнителна подготовка на аналитите. Биосензорите 

се состојат од две главни компоненти: (а) елемент за биолошка идентификација што 
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реагира со целниот аналит и (б) трансдуктор што ја трансформира промената во хемиската 

реакција во електричен сигнал со даден интензитет што е пропорционален со 

концентрацијата на определуваниот аналит. 

 

 
Слика 12. Приказ на биорецептори наменети за модификација на работна електрода при дизајнот на 

електрохемиски биосензори. 

 

 

Основни карактеристики со кои се одликуваат биосензорите се: 

Селективност - претставува способност на сензорот да одговори на целниот 

аналит. Висок степен на селективност е најпосакуваниот параметар на биосензорите, но 

исто така е важно и да се знае во кои концентрации други супстанци (интерференти) го 

попречуваат одговорот на сензорот. 

Време на одговор - е време што е неопходно да се добие 95% од 

инструменталниот одговор. 

Линеарност - е ранг на концентрации каде сензорот дава линеарна зависност 

помеѓу електричниот мерен сигнал и концентрацијата на аналитот од интерес. 

Осетливост - е параметар што кажува која е најмалата концентрација на аналитот  

за која може биосензорот да даде веродостоен одговор. 

Во литературата постојат одреден број на податоци за електрохемиски биосензори 

за урична киселина, албумин и билирубин и некои од карактеристиките на тие биосензори 

се дадени во следните делови од докторската работа. 
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3.2.  Електрохемиски сензори дизајнирани за детекција на урична киселина 

 

Уричната киселина (анг. uric acid, UA) е краен оксидациски производ на 

метаболизмот на пуринските бази во човечкиот организам.  

 

 
Слика 13. Молекулска структура на урична киселина. 

 

Во практика, уричната киселина се идентификува преку анализа на биолошки 

течности (хуман серум и урина), најчесто со употреба на конвенционални методи, како 

што се хроматографија, мембранска капиларна електрофореза и спектрофотометриски 

методи, во системи што скоро секогаш се базираат на ензимски реакции [18]. Важно е да 

се нагласи дека определувањето на урична киселина отвора можности за рана 

интервенција во случаи на нејзина зголемена концентрација. Од хемиски аспект, уричната 

киселина е слаба киселина, со двостепена дисоцијација со pKa,1 = 5,4 и pKa,2 = 9,8. Во 

физиолошки опсег на pH (7,35 - 7,45), уричната киселина најчесто е во форма на биурат 

(98%) (што е депротониран уратен анјон), додека многу мала количина (< 1%) се наоѓа во 

форма на недисоцирана урична киселина [19]. Физиолошките нивоа на урична киселина се 

движат во граници помеѓу 3,5 mg/dL и 7,2 mg/dL (210 μmol/L и 430 μmol/L) кај мажи, и 

помеѓу 2,6 mg/dL и 6,0 mg/dL (155 μmol/L и 360 μmol/L) кај жени [19]. Овие нивоа се 

одржуваат преку егзоген внес (исхрана) но, главно преку ендоген пат (катаболизам на 

нуклеински киселини) [20]. Високите нивоа на урична киселина доведуваат до појава на  

хиперурикемија, состојба при која недисоцираната урична киселина се таложи на 

васкуларно ниво, при што биуратот е еден од факторите што придонесуваат за 

формирањето на камења во бубрезите. Овој феномен се јавува поради ниската 

растворливост (6 mg/dL или 360 μmol/L) на уричната киселина во водени раствори со 

физиолошки рН вредности [19].  

Најголем дел од електрохемиските сензори за квантификација на урична киселина 

од водени раствори, или во биолошки примероци, се базираат на нејзина оксидација на 

работни електроди што се модифицирани со наночестички [21]. Наночестичките од 

оксидите на некои преодни метали можат да се користат како функционални системи во 

електрохемиска детекција на уричната киселина [22]. Тоа се должи главно на нивната 

висока биокомпатибилност, електрохемиска стабилност и добра електрична 

спроводливост [23, 24]. Дополнително, ниската цена и широката достапност се 

карактеристики што им даваат предност на овие наносистеми во однос на наночестичките 

што се базирани на благородни метали. Во литература можат да се најдат податоци за 

биосензори што се дизајнирани за детекција на урична киселина, каде најчесто се 

употребуваат наночестички од CuO [23], TiO2 [24-26], јаглеродни наночестички [27] и Au 

[28]. Во најголем број од биосензорите, овие наносистеми се нанесуваат на површината од 

работна електрода изработена од стаклест јаглерод (анг. glassy carbon electrode, GCE).  
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Кога се работи за квантификација на уричната киселина во биолошки течности 

(серум или урина) со примена на електрохемиски методи, најчесто се употребуваат т.н. 

ензимски биосензори. Кај ензимските биосензори дизајнирани за детекција на урична 

киселина, најчесто ензимот уриказа се нанесува или на работна електрода што е 

модифицирана со некои добро електроспроводливи полимери [29, 30], или пак на 

електрода на чија површина се нанесени композитни филмови од полимер и наночестички 

[31-35]. Во литература скоро и нема податоци каде е покажано дека уричната киселина 

може да се определува во биолошки течности со примена на немодифицирани електроди. 

Дополнителен предизвик при определувањето на уричната киселина во биолошки 

течности може да претставува присуството на допамин и аскорбинска киселина, чии 

потенцијали на оксидација се многу блиски со тие на уричната киселина [36, 37]. 

 

3.3. Електрохемиски сензори дизајнирани за детекција на билирубин 

 

Билирубин (анг. bilirubin, BLR) е тетрапиролен деградационен продукт, на 

непротеинскиот дел (хемот) од молекулата на хемоглобинот, миоглобинот, цитохромите, 

пероксидазата и каталазата.  

 

 
 

Слика 14. Молекулска структура на билирубин. 

 

Синтезата на билирубин се одвива во ретикулоендотелните клетки во црниот дроб 

и слезината. Во присуство на бактерии во цревата, билирубинот се конвертира во 

уробилиногенски супстанци што се исфрлаат во урината. Притоа, со определување на 

концентрацијата на билирубин може да се евалуира функцијата на црниот дроб и да се 

дијагностицираат голем број на заболувања на црниот дроб, како жолтица или цироза. 

Нормалните концентрации на вкупен билирубин во крвен серум кај здрави пациенти се 

движаат во граници од 3,4 - 20,5 µmol/L.  

Електрохемиските методи се широко користени во детекцијата на билирубин. Во 

принцип, постојат два основни електрохемиски методолошки пристапи за определување 

на билирубин. Првиот принцип се базира на т.н. неензимски методи, кои вклучуваат 

директна оксидација на билирубин на површината на работна електрода. Вториот 

принцип за електрохемиско определување на билирубин е базиран на ензимски методи, 

при што се користи ензимот билирубин оксидаза како медијатор за електрохемиска 

детекција на билирубин. 

Електрохемиски студии за директно определување на билирубин се аплицирани во 

водени раствори [38], но и во неводена средина [39, 40]. Во овие студии е потврдена 

електроактивната природа на билирубинот и генералните механизми на негова 



   

34 

 

електрохемиска трансформација. Во споменатите студии е покажано дека 

електрохемиската оксидација на билирубинот најчесто се одвива во повеќе 

последователни чекори,  при што билирубинот електрохемиски се оксидира во 

биливердин, пурпурин или колетелин, зависно од  применетиот потенцијал [38]. 

Електрохемиското определување на билирубин е корисна метода за проценка на 

билирубин во серум од крв, бидејќи електрохемиските методи се брзи, евтини и не бараат 

голем волумен на серум.  

Неензимските електрохемиски методи кои вклучуваат оксидација на билирубин 

најчесто се применети на јаглеродни електроди чија површина е модифицирана со 

наночестички или нанокластери. Во литературата се познати неензимски електрохемиски 

сензори за определување на билирубин кои користат јаглеродни наноматеријали како што 

се јаглеродни наноцевчиња [41], графен [42] и метални наноматеријали како што се златни 

наночестички [43, 44]. Покрај користењето на еднородни наночестички, многу често за 

определување на билирубин се користени и смеси од неколку различни наноматеријали. 

Така на пример, во трудот [45] е развиен електрохемиски сензор за определување на 

билирубин добиен со модифицирање на работната електрода со наноматеријали од 

фероцен карбоксамид, Au и јаглеродни наноцевчиња. Овој сензор, опишан во трудот на C. 

Wang и соработниците [45], покажал значително подобрување на струјниот одговор за 

билирубин, долготрајна стабилност и добра репродуцибилност. Ензимските сензори за 

определување на билирубин се застапени во многу поголема мера отколу неензимските 

електрохемиски сензори. Најголем дел од ензимските електрохемиски сензори 

дизајнирани за определување на билирубин се базираат на специфичните својства на 

билирубин оксидазата, ензим што најчесто се имобилизира на површината од јаглеродни 

електроди модифицирани со полимери или со наночестички [46-50]. Главните 

недостатоци на ензимските електрохемиски биосензори за определување на билирубин се 

отсликуваат во инактивацијата на имобилизираниот ензим билирубин оксидаза во 

присуство на комплексни матрикси како што е крв или серум.  

 

3.4. Електрохемиски сензори дизајнирани за детекција на албумин 

 

Албуминот (анг. albumin, ALB) е најзастапен протеин во хуманиот серум.   

 

 
 

Слика 15. Молекулска структура на албумин. 
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Овој протеин е неопходен за одржување на осмотскиот притисок, а неговото 

присуство во урината служи како фактор за голем број на дијагнози. Најчесто, 

референтните концентрации на албумин во хуман серум се движат во граници од 32 − 50 

g/L. Зголеменото ниво на албумин во серум најчесто е поврзано со дехидратација, 

прекумерна дијареа и при употреба на лекови како стероиди, инсулин и некои хормони. 

Амперометриските определувања на албуминот секогаш се проблематични поради 

релативно големата реактивност, како и поради изразениот афинитет за атсорпција на 

молекулите на албумин како врз липофилни, така и врз хидрофилни електроди.   

Со примена на антитело за албумин, имобилизирано на површината на златна 

електрода, разработен е електрохемиски сензор за определување на албумин од авторите 

од трудот [51]. Притоа, авторите од [51] определиле граница на детекција на албумин од 

0,2 mg/L со ваквиот тип на сензор. Специфичен волтаметриски сензор за определување на 

албумин е развиен со кополимеризација на акриламид (анг. acrylamide) на површината од 

златна електрода покриена со  хитозан (chitosan) [52]. Нискотемпературна полимеризација 

била предуслов растворувачот да формира кристали од мраз, при што се формирала 

макропорозна криоструктура во која бил „заробен“ фероцен. Со примена на 

диференцијална пулсна волтаметрија на ваква електрода, авторите од трудот [52] 

детектирале албумин во граници од  0,1 g/L до 1 mg/L, со пресметана граница на 

детекција на албумин од 50 ng/L. Авторите на трудот [53] развиле биосензор на база на 

наночестички од циркониум диоксид, додека авторите во трудот [54] покажале дека е 

возможна директна волтаметриска детекција на албумин со употреба на сребрена 

електрода модифицирана со L-цистеин. Сепак, поради специфичните хемиски и 

атсорпциски својства на албуминот, постои генерална констатација дека воопшто не е 

лесно да се развие едноставен амперометриски (волтаметриски) сензор за квантификација 

на албумин. 

 

3.5.  Волтаметриски сензори дизајнирани за детекција на урична киселина и 

билирубин присутни во хуман серум 

 

Во последниве десетина години, повеќе автори работеле на дизајнирање на 

волтаметриски сензори за директно определување на урична киселина, допамин, 

билирубин и албумин во хуман серум. Во биолошките сензори за определување на урична 

киселина, најголемиот проблем доаѓа од присуство на аскорбинска киселина, чиј сигнал 

често интерферира со волтаметрискиот сигнал од урична киселина. Во последниве 

неколку години, развиени се неколку типови на ефикасни и едноставни ензимски и 

неензимски амперометриски сензори за директно определување на урична киселина во 

хуман серум и урина. Така, во трудот [55] авторите вршеле испитувања за селективно и 

симултано определување на допамин и урична киселина со помош на квадратно-бранова 

волтаметрија, при што како работна електрода користеле GCE модифицирана со поли-

прокатерол хидрохлорид (p-ProH). Притоа, утврдено е дека во примероци од хуман серум 

и урина, растворени во фосфатен пуфер со pH = 5,0, се добиваат добро раздвоени пикови 

на допамин и урична киселина, со граници на детекција од 0,3 µmol/L и 0,5 µmol/L, 

соодветно. Самата електрода се одликувала со едноставност во конструкцијата, 

репродуктивност, висока стабилност, селективност и добра сензитивност. Друга група 

автори работеле на определување на урична киселина и холестерол во хуман серум 
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користејќи волтаметриски техники, при што како електролит е употребен фосфатен пуфер 

со pH = 6,86 [56]. Се знае дека холестеролот го зголемува ризикот за развој на 

кардиоваскуларни болести, а има и лошо влијание врз имуниот систем. Авторите од овој 

труд користеле органомодифицирана работна електрода. Едноставен волтаметриски 

сензор базиран на површински отпечатена електрода (анг. screen printed carbon electrodes, 

SPCE) за определување на урична киселина во клинички примероци од серум е претставен 

во трудот [57]. Со употреба на квадратно-бранова волтаметрија, авторите покажале дека е 

можно да се определи урична киселина во серум растворен во фосфатен пуфер со pH = 

7,0. Притоа, работната GCE била модифицирана со N,N- диметилформамид. Определената 

граница на детекција за урична киселина била  1,9 x 10-7 mol/L. Предложениот сензор 

покажал многу висока репродуцибилност. Најмногу проблеми при определувањето со овој 

сензор се забележани во присуство на ацетаминофен, допамин и аскорбинска киселина, 

кои се јавуваат како интерференти на одговорите од уричната киселина. Релативно 

едноставен и ефикасен ензимски волтаметриски сензор за директно определување на 

урична киселина е разработен од страна на Yan и соработниците [58]. Со модифицирање 

на површината на работната електрода (GCE) со наночестички од фероцен и Cu2O, со 

имобилизација на ензимот уриказа, авторите развиле метода за определување на урична 

киселина со граница на детекција од 0,0596 μmol/L. Retna Raj и соработниците [59] 

користеле златна електрода модифицирана со слој од меркаптобензимидазол за директно 

определување на урична киселина во хуман серум. Притоа, овој приод овозможил 

определување на урична киселина во присуство на аскорбинска киселина, чиј сигнал 

многу често интерферира со волтаметрискиот одговор на уричната киселина. На 

немодифицирана дијамантска електрода што содржи бор, авторите [60] разработиле брза и 

едноставна метода за директно определување на урична киселина во хуман серум во 

микромоларни и милимоларни концентрации. Притоа, авторите покажале дека методата е 

погодна за клинички испитувања на урична киселина. Како работна техника е употребена 

SWV. Волтаметриска метода за директно определување на допамин во присуство на 

урична киселина во урина и во хуман серум е разработена од страна на Mikhelson и 

Muratova [61]. Со употреба на диференцијално пулсна волтаметрија на електрохемиски 

третирана SPCE работна електрода, авторите успеале ефикасно да ги раздвојат сигналите 

на допамин и урична киселина во микромоларни подрачја на концентрации на овие 

аналити. Ефикасен амперометриски ензимски биосензор за квантификација на урична 

киселина е развиен од страна на Ghosh и соработниците [62]. Со примена на нафионски 

филм во кој бил инкорпориран ензимот уриказа, авторите извршиле модификација на 

работната GCE. Електроактивацијата на уриказата е направена со помош на циклизација 

(со CV), при што се индуцирани електростатски интеракции помеѓу фероцен (исто така 

вметнат во нафионската мембрана) и резидуите на триптофан од структурата на ензимот 

уриказа.  Рангот на линеарност на овој сензор бил во границите од 500 nmol/L до 600 

μmol/L на урична киселина, со граница на детекција од 230 nmol/L. Друг ефикасен 

неензимски амперометриски сензор за детекција на урична киселина е развиен со 

употреба на дијамантски микроелектроди со примеси на бор [63]. Оваа метода се базира 

на супериорните карактеристики на дијамантската електрода, како што се ниска 

капацитетна струја, мал потенцијал за неспецифична атсорпција, можности за 

електрохемиска регенерација на нејзината површина и долготрајна стабилност. Со оваа 

метода, било можно да се определува урична киселина во концентрации до 1 mmol/L во 

присуство на аскорбинска киселина. Во друг труд [64], со употреба на златна електрода 
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модифицирана со органо-сулфурен униформен слој, развиен е сензор за детекција на 

урична киселина во граници од 2,5 μmol/L до 5 mmol/L, со граница на детекција од 0,4 

μmol/L. Интересен тип на биосензор базиран на модифицирана GCE работна електрода со 

дендримери од цистеамин и златни наночестички е употребена во трудот [65] за директно 

определување на урична киселина во присуство на аскорбинска киселина. Со употреба на 

циклична волтаметрија како работна техника, постигната е многу ниска граница на 

детекција на урична киселина од 34,5 nmol/L. 

Дизајнирањето на волтаметриски методи за детекција на билирубин во 

физиолошки примероци најчесто се базира на т.н. ензимски сензори. Авторите во трудот 

[66] развиле амперометриски ензимски биосензор за детекција на билирубин со употреба 

на  ензимот билирубин оксидаза што бил имобилизиран на наночестички од циркониум и 

силициум депонирани врз златна електрода. Линеарниот одговор на сензорот во однос на 

концентрацијата на билирубин се движел во границите од 11,7 μg/L до 146,2 mg/L, при 

што била постигната граница на детекција од 58,5 ng/L. Молекулата на билирубин во 

својата структура содржи активен центар дипирометан, што може да биде оксидиран до 

биливердин. Друг алтернативен волтаметриски протокол за определување на билирубин е 

развиен со употреба на платинска електрода модифицирана со нанографитни честички, со 

примена на квадратно-бранова волтаметрија како работна техника [42]. Во трудот [67] 

авторите дизајнирале волтаметриски сензор за селективно квантитативно определување на 

билирубин со помош на SPE модифицирани со наноматеријали (анг. multi walled carbon 

nanotubes, МWCNT) и графен. Притоа, употребен е примерок добиен од комерцијален 

лиофилизиран крвен серум разреден со помош на фосфатен пуфер со pH = 7,2. 

Непознатата концентрација на билирубин во хуман серум била определена како резултат 

на конструираната калибрациска крива. Пресметаната граница на детекција за билирубин 

кај овој сензор е 0,3 ± 0,022 nM. Во литературата постојат ограничен број трудови што се 

базираат на неензимски методи за директно определување на билирубин во биолошки 

примероци. Таков еден пример на неензимски сензор за директна детекција на билирубин 

е дизајниран со употреба на Mn-Cu биметална кристална електрода покриена со 

нафионска мембрана. На ваков тип на електрода, авторите во трудот [68] развиле метода 

за определување на билирубин во граници од 0,7 до 245,6 mg/L, при што определената 

граница на детекција била 14,6 μg/L. Сепак, и покрај големиот број на електрохемиски 

сензори развиени за билирубин, сè уште е предизвик да се развие сензор за определување 

на билирубин во хуман серум со примена на немодифицирани електроди. Главен проблем 

при ваквите студии се атсорпциските феномени што се јавуваат на работните електроди, а 

потекнуваат од комплексноста на хуманиот серум. 
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4. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ УСЛОВИ 

 

 Волтаметриските експерименти во докторската работа беа реализирани со примена 

на потенциостат/галваностат од тип PalmSens2 (PalmSens BV, Холандија), што беше 

контролиран со помош на софтверот PS Trace 5,9 (PalmSens BV). Сите експерименти беа 

изведени на собна температура, во конвенционална триелектродна волтаметриска ќелија 

што се состои од работна електродa изработена од странично ориентиран пиролитичен 

графит (EPPGE) со геометриска површина од 7,069 mm² (ALS Co., Ltd.), референтна 

електрода (Ag/AgCl електрода (3 mol/L KCl), и графитна прачка како помошна електрода. 

Работната EPPGE, беше чистена со абразивна хартија,  со суспензија од Al2O3 во вода и 

последователно беше чистена со ултразвучна бања, по што електродата беше измиена со 

дејонизирана вода и  соодветно исушена, пред да се врони во електрохемиската ќелија. 

Фосфатен пуферски раствор (pH = 7,34; 0,1 mol/L) беше користен како основен електролит 

во сите волтаметриски експерименти (освен ако не е поинаку наведено). Во 20 mL од овој 

фосфатен пуфер беа ставени неколку стотини µL хуман серум и последователно беа 

спроведени волтаметриските мерења. Користењето на примероците од хуман серум беше 

одобрено од Етичкиот комитет на Факултетот за медицински науки, Универзитет „Гоце 

Делчев“, Штип, со Одлука бр. 0801-2/13 од 16 февруари 2022 година. Основните раствори 

на урична киселина (Reanal Budapest, p.a. > 99%) и говедски серумски албумин (Sigma 

Aldrich, ≥ 98%) беа подготвени со растворање во вода, додека основниот раствор на 

билирубин (Alfa Aesar, 97%) прво беше растворен во неколку капки диметил сулфоксид 

(Thermo Scientific, 99,7%) пред да се додаде вода за постигнување на посакуваната 

конечна концентрација. Сите раствори беа подготвени со употреба на дејонизирана вода 

обезбедена од системот за прочистување Arium® mini Plus (Sartorius). Постапката за 

подготовка на серум беше спроведена во согласност со воспоставените протоколи, кои 

вклучуваа собирање на полна крв; при што се остава да коагулира во присуство на 

активатор на коагулација за време од 15 - 25 минути на собна температура. Полесната 

фракција потоа беше издвоена преку процес на центрифугирање, со примена на 1 000 -2 

000 вртежи/минута, за време од 10 минути, што резултираше со одвојување на серумот 

како супернатант (полесна фракција во горниот дел на епруветата). Добиените примероци 

од серум беа складирани на -5 °C без понатамошен третман и беа користени по потреба. 

Концентрациите на урична киселина, билирубин и албумин во серумот беа определени 

користејќи дијагностички реагенси од BioSystems (Шпанија) и анализирани на клинички 

биохемиски анализатор (BS-240Pro, Mindray, Кина) веднаш по рутинските постапки за 

собирање на крв и одвојувањето на серумот. 

Спектрофотометрискиот метод базиран на ензимот уриказа беше употребен за 

определување на содржината на урична киселина во серумот. Методот вклучува 

формирање на водороден пероксид, кој реагира со 2,4-дихлорофенол сулфонат и 4-

аминоантипирин во присуство на пероксидаза, што доведува до формирање на црвено 

обоен комплекс на кинонимин (анг. quinoneimine). 

За определување на билирубин во серумот, беше користен спектрофотометриски 

метод базиран на диазо-реакција. Директниот билирубин, кој е водорастворлив, може 

директно да се определи преку неговата реакција со диазотизирана сулфанилна киселина. 

Индиректниот или неконјугиран билирубин, кој е врзан за албумин, бара отстранување на 

албумините за да се определи неговата концентрација, за што е неопходна употреба на 

акцелератор (цетримид).  
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Определувањето на серумскиот албумин беше извршено користејќи колориметриски 

метод базиран на реакцијата на албумин во примерокот и бромкрезол зелено (анг. 

bromocresol green, BCG). Во кисела средина, врзувањето на албумин со BCG доведува до 

промена на атсорпцијата на комплексот, што е пропорционална со концентрацијата на 

албумин. Доколку не е дополнително наведено, реферираните концентрациски вредности 

на сите наведени компоненти во докторската работа се однесуваат на супстанците што се 

присутни во електрохемиската ќелија. Во табела 1 се дадени референтните вредности на 

некои од параметрите што се определуваат во хуман серум во рутинските биохемиски 

анализи. 

 

 

Табела 1. Референтни вредности на некои биохемиски параметри што најчесто се 

определуваат во рутинските биохемиски анализи во хуман серум 

 
назив на аналит скратеница референтни вредности 

албумин Alb 32 - 50 g/L 

алкална фосфатаза AP 50 - 122 U/L 

аланин аминотрансфераза ALT 0 - 55 U/L 

аспартат аминотрансфераза AST 5 - 34 U/L 

амилаза АМY 25 - 125 U/L 

директен билирубин BilD 0,0 - 8,6 µmol/L 

вкупен (тотален) билирубин BilT 3,4 - 20,5 µmol/L 

вкупен холестерол Chol 2,6 - 5,2 mmol/L 

креатин киназа CK 29 - 200 U/L 

креатин киназа (изоензим 1) CK-MB 0 - 25 U/L 

креатинин Crea 50,4 - 110,5 µmol/L 

Ц-реактивен протеин CRP 0,0 - 0,5 mg/L 

𝜸-глутамил трансфераза GGT 9 - 64 U/L 

глукоза Glu 3,9 - 5,5 mmol/L 

железо Fe 10,0 - 30,0 µmol/L 

лактат дехидрогеназа LDH 125 - 220 U/L 

триглицериди Тgl 0,3 - 1,7 mmol/L 

„добар“ холестерол HDL 1,04 - 1,55 mmol/L 

уреа Urea 2,5 - 9,2 mmol/L 

урична киселина UA 240 - 420 µmol/L 

   

  

4.1. Статистичка анализа: Некои основни поими и дефиниции 

 

Волтаметриските експерименти применети врз комплексни примероци како што е 

хуманиот серум, најчесто опфаќаат голем број на мерења врз селектираниот примерок за 

анализа и истите се повторуваат неколку пати. Тоа се прави со цел да се обезбеди 

веродостојност на добиените резултати за мерните својства или за мерните концентрации 

на аналитите што ги има во хуманиот серум. Иако постојат различни статистички методи 

што се користат за обработка на добиените податоци, сепак некои од параметрите што се 

определуваат со статистичката анализа се  генерално прифатени како круцијални во секоја 

статистичка анализа. 
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Статистичкиот параметар кој најчесто се користи за проценка на вредноста кон 

која се стреми мерното својство (при поголем број реализирани мерења на истото својство 

при исти услови) е средната вредност (анг. average, Av), што се пресметува според изразот 

(5):  

n

x
Av

n

i i  1   (5) 

 

Во изразот (5), со n  е означен бројот на вкупни мерења што се направени врз 

даденото својство, додека  ix  е ознака за поединечните измерени вредности на својството 

што се мери. Средната вредност на дадено мерно својство е експериментална пресметана 

вредност што е најблизу до вистинската вредност на мерното својство што се определува 

при мерењата. Треба да се напомене, дека не секогаш средната вредност кореспондира со 

вистинската вредност на мерното својство. Причина за тоа се различни видови на 

систематски грешки што се појавуваат често, како при изведување на експериментите, 

така и при процесот на мерење. Степенот на расејување (или отстапување) на измерените 

вредности околу средната вредност е од суштинско значење при статистичките анализи. 

Овој степен на отстапување од средната вредност покажува колку близу еден до друг се 

податоците од последователните мерења на дадено својство на материјата што е предмет 

на мерење. Мерка за степенот на расејување на податоците околу средната вредност на 

мерното својство (добиена при експерименти од последователни мерења) е стандардната 

девијација (анг. standard deviation, SD). Важно е да се нагласи дека стандардната 

девијација има исти единици како и својството што се мери.  

Стандардната девијација, определена за сет од последователни мерења на дадено 

својство, мерено при идентични услови, најчесто се дефинира со изразот (6): 

 

n

xx

SD








2

  (6) 

 

 Во изразот (6), со „x“ се означени поединечните вредности на мерното својство, 

додека со „


x “е означена средната вредност на мерното својство. Дополнителен параметар 

што е тесно поврзан со стандардната девијација и со средната вредност на мерното 

својство е релативната стандардна девијација (анг. relative standard deviation, RSD). 

Релативната стандардна девијација се изразува во проценти (%) и  таа се дефинира како 

однос од стандардната девијација и средната вредност (7): 

 

RSD = [(SD) / ( 


x )] x 100 (7) 

 

Во суштина, вредноста на RSD покажува колкаво е процентуалното отстапување на 

мерното својство од средната вредност на тоа својство. 

При изведувањето на дадена аналитичка процедура за анализа на примерок за 

анализа, неопходно е да се подготват т.н. „стандардни криви“, познати уште и како 

„калибрациски криви“ или „криви на концентрациски зависности“. Овие зависности на 
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споменатите криви ги претставуваат интензитетите на некое мерно својство на даден 

аналит, како функција од неговата концентрација. Притоа, овие криви на концентрациска 

зависност, служат како алатки што овозможуваат да се процени во кои концентрациски 

подрачја постои линеарна зависност помеѓу мерните својства и концентрацијата на 

определуваниот аналит. Во волтаметријата најчесто се мери интензитетот на струјата на 

волтаметриските пикови како функција од концентрацијата на испитуваниот аналит. 

Доколку волтаметријата се користи како работна техника и доколку постои линеарна 

корелација помеѓу мерното својство и концентрацијата на испитуваниот аналит, тогаш 

равенката што одговара на линеарната зависност помеѓу мерното својство во 

волтаметријата (интензитетот на струјата на пикот) и концентрацијата на аналитот, нуди 

можност да се определи непознатата концентрација на дефиниран аналит.  

При експериментални мерења со примена на стандардни раствори, се следи 

зависноста од интензитетот на мерното својство како функција од концентрацијата на 

испитуваниот аналит (слика 16).  

 

 
Слика 16. Приказ на зависноста на определено мерно својство (интензитет на струја на волтаметриски 

пик) како функција од моларната концентрација (c) на даден аналит. Равенката на линеарната права 

овозможува определување на непозната концентрација, во ситуација кога мерното својство (I) ќе биде 

определено од мерењето на непознатата концентрација на аналитот. 

 

 

Линијата што најдобро ги поврзува сите точки добиени од мерењата се добива со 

т.н. регресивна анализа и се нарекува регресиона права. Правата добиена на ваков начин 

има наклон дефиниран како „a“, и отсечок на y-оската дефиниран како „b“. Вредностите 

„a“ и „b“ во суштина се бројни вредности што ги добиваме од програмот што го 

користиме при регресионата анализа. На сл. 16 наклонот „a“ има вредност 0,6 а отсечокот 

„b“ има вредност од 1,24. Доколку ги знаеме вредностите на наклонот и отсечокот од 

линеарната права, во ситуација кога вредноста на мерното својство „I“ (интензитетот на 

струјата на пикот во волтаметриските мерења) на аналит со непозната концентрација ја 

измериме експериментално, тогаш концентрацијата на непознатиот аналит може да се 

пресмета според изразот:  c = (I - b)/a. Во последниот израз, со „c’ е означена 

концентрацијата на непознатиот аналит, а со „I” е означена вредноста на интензитетот на 
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струјата на волтаметрискиот пик што се анализира, додека „a“ и „b“ се вредностите на 

наклонот и отсечокот добиени од стандардната регресиона анализа на калибрациската 

крива. Степенот на меѓусебна корелација помеѓу мерните својства и концентрациите на 

определуваниот аналит најчесто го дава параметарот именуван како „коефициент на 

корелација“ што има ознака R2. R2 има вредности помеѓу 0 и 1, при што колку вредноста 

на R2 е поблиску до 1, толку корелацијата помеѓу мерното својство и концентрацијата на 

аналитот што се определува е подобра. Сите денешни компјутерски пресметковни 

програми, достапни на комерцијална основа, имаат сопствен алгоритам што овозможува 

релативно едноставно пресметување на параметрите што се неопходни при статистичка 

обработка на податоци, што е неопходна во аналитички цели. 

Важни параметри во статистичката обработка на податоци во аналитички цели се 

граница на детекција (анг. limit of detection, LOD) и граница на квантификација (анг. limit 

of quantification, LOQ). Во волтаметријата, границата на детекција (LOD) се дефинира како 

најмалата концентрација на аналитот што дава сигнал (пик) што може недвосмислено да 

се разликува (според интензитетот) од интензитетот на слепата проба (или blank на 

основниот електролит во волтаметријата), што е измерена на потенцијал при кој се јавува 

сигналот (пикот) од аналитот. Границата на детекција (LOD) се пресметува според 

изразот: LOD = 3 x SD/a, каде SD е стандардна девијација на слепата проба, додека „a“ е 

наклонот на калибрациската крива на соодветната концентрациска зависност на мерното 

својство од концентрацијата на испитуваниот аналит. Границата на квантификација (LOQ) 

се дефинира како најмалата концентрација на дефиниран аналит, при која тој аналит може 

да се определи со дефинирана точност. Границата на квантификација (LOQ) најчесто се 

пресметува според изразот: LOQ = 3,3 x LOD.  

На слика 17 е прикажана серија од „blank“-ови, односно волтамограми измерени 

само во присуство на пуфер во електрохемиската ќелија. Притоа, за статистичка анализа 

што се прави во неопходните пресметки за граница на детекција и граница на 

квантификација на дефинираните аналити, во хуман серум се мерат интензитетите на 

струите на квадратно-брановите нет-волтамограми, на позиции (потенцијали) каде се 

јавуваат пиковите од урична киселина, билирубин и албумин, како што е прикажано на 

слика 17. 
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Слика 17. Серија од нет-квадратно-бранови волтамограми снимени со EPPGE како работна електрода 

во присуство само на основниот електролит (фосфатен пуфер со рН = 7,34) во електрохемиската ќелија. 

За статистички цели, потребно е да се измерат струите на потенцијали на кои се дефинираат пиковите 

од урична киселина, билирубин и албумин, како што е прикажано на кривите.  

 

4.2. Согласност од етичка комисија 

 

Сите експериментални мерења беа изведени во согласност со етичките упатства и 

регулативи што важат во Република Северна Македонија. Информирана согласност беше 

добиена од сите субјекти, а сите методи беа изведени во согласност со релевантните 

упатства и регулативи на Етичкиот комитет на Факултетот за медицински науки, 

Универзитет „Гоце Делчев“ во Штип, вклучувајќи човечки субјекти под протокол број 

0801-2/13 на 16 февруари 2022 година. Венска крв за анализа беше собрана од здрави 

пациенти и од пациенти со различни патологии. Волонтерите беа целосно информирани за 

експерименталните аспекти на студијата пред нивното учество. Потоа, од собраните 

примероци на полна крв беше изолиран серум, согласно стандардните протоколи. 
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5. ФИЗИОЛОШКИ И БИОХЕМИСКИ СВОЈСТВА НА УРИЧНА 

КИСЕЛИНА, БИЛИРУБИН И АЛБУМИН 

 

Бидејќи во претходното поглавје (3) беа опишани некои од електрохемиските 

сензори за детекција на урична киселина, билирубин и албумин, во овој дел накратко 

заради потсетување се опишани некои од поважните физиолошки и биохемиски својства 

на овие молекули. Продукцијата и метаболизмот на UA се комплексни процеси што 

вклучуваат различни фактори што ја регулираат хепаталната продукција, како и реналната 

и гастроинтестиналната екскреција на оваа компонента. UA е краен продукт на егзогениот 

пул (анг. „pool“) на пурини и на ендогениот метаболизам на пурини. Егзогениот пул 

варира значително со диета додека ендогеното производство на UA главно произлегува од 

црниот дроб, цревата и други ткива како мускулите, бубрезите и васкуларниот ендотел 

[69].  

UA е хетероциклична органска молекула со формула C5H4N4O3 (7,9-дихидро-1H-

пурин-2,6,8(3H)-трион) и моларна маса од 168 g/mol. Многу ензими учествуваат во 

конверзијата на двете пурински нуклеотидни бази, аденин и гванин, во урична киселина. 

Почетно, аденозин монофосфатот (AMP) се конвертира во инозин преку два различни 

механизми; доаѓа до прво отстранување на аминo група со деаминаза при што се формира 

инозин монофосфат (IMP) проследено со дефосфорилирање со нуклеотидаза за 

формирање на инозин, или со отстранување на фосфатна група со нуклеотидаза за 

формирање на аденозин проследено со деаминација за формирање на инозин [70]. 

Гванин монофосфатот (GMP) се конвертира во гванозин со нуклеотидаза. 

Нуклеозидите, инозин и гванозин, потоа се конвертираат во пуринска база хипоксантин и 

гванин, соодветно, од страна на пуринска нуклеозид фосфорилаза (PNP). Хипоксантинот 

потоа се оксидира во ксантин со помош на ксантин-оксидаза (XO), а гванинот се 

деаминира во ксантин под дејство на гванин-деаминаза. Ксантинот потоа повторно се 

оксидира под дејство на ксантин-оксидаза при што се формира крајниот продукт, UA. 

Слика 18 го прикажува ензимскиот пат на деградација на пурините.  

 

 
 

 
Слика 18. Ензимска деградација на пурините кај луѓето [70]. 
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При физиолошко pH, UA е слаба киселина со pKα од 5,8. Уричната киселина 

главно постои во форма на урат, што е сол на уричната киселина. Со зголемување на 

концентрацијата на урат во крвта, се зголемува формирањето на кристали од урична 

киселина. Нормалниот референтен опсег на UA во хуман серум е од 240 – 420 µmol/L. 

Растворливоста на уричната киселина во вода е ниска. Кога нивото на урична киселина е 

поголемо од 420 µmol/L се формираат кристали од урична киселина како мононатриум 

урат (MSU). Во човечкиот организам не е можно UA да биде оксидирана до 

порастворливо соединение алантоин поради недостатокот на ензимот уриказа. 

Најголемиот дел од дневното исфрлање на UA се одвива преку бубрезите [71].  

Концентрацијата на урична киселина може да се измери во серум, плазма, урина и 

во кондензат на издишан воздух. Одредувањето на концентрацијата на урична киселина 

вклучува методи со фосфоволфрамова киселина, ензимски (уриказни) методи, со помош 

на течна хроматографија со висок притисок (анг. high pressure liquid chromatography, 

HPLC), системи за сува хемија и биосензорски методи. Пред одредувањето на урат во 

урината, може да биде потребна алкализација на урината, поради тоа што уратите 

кристализираат при pH помало од 5,75 [72]. 

Производството и катаболизмот на пурините е релативно константно помеѓу 300 и 

400 mg на ден. Бубрезите елиминираат приближно 2/3, додека гастроинтестиналниот 

тракт елиминира 1/3 од уричната киселина. Скоро целата UA се филтрира од страна на 

гломерулите, додека постгломеруларната реапсорпција и секреција ја регулира 

количината на екскретирана урична киселина. Во проксималните тубули се врши 

реапсорпција и секреција на урична киселина, и приближно 90% се реапсорбира во крвта. 

Ова главно е постигнато на проксимално тубуларно ниво со транспортери кои ги 

разменуваат интрацелуларните анјони за урична киселина. Скоро сите реапсорпции на 

урична киселина се случуваат во S1 сегментот на проксималниот тубул. Во S2 сегментот 

на проксималниот тубул, уричната киселина се секретира во поголема мера отколку што 

се реапсорбира. Постсекреторната реапсорпција се случува на дисталниот дел на 

проксималниот тубул, и приближно 10% од филтрираната урична киселина се појавува во 

урината [69].  

Хиперурикемија е клучен ризик-фактор за развој на гихт (подагра), бубрежна 

дисфункција, хипертензија, хиперлипидемија и дијабетес. Хиперурикемија се јавува како 

резултат на зголемено производство на UA, нарушена бубрежна екскреција на UA, или 

комбинација од двете [73]. Оваа состојба се карактеризира со високо ниво на урична 

киселина во крвта, што предизвикува депозиција (натрупување) на уратни кристали во 

зглобовите и бубрезите [74]. Генерално, хиперурикемија кај возрасните се дефинира како 

концентрација на урична киселина во крвта повеќе од 7,0 mg/dL кај мажите и 6,0 mg/dL 

кај жените. Kaj здравите луѓе, уричната киселина се екскретира преку урината. Сепак, 

екскрецијата на уричната киселина може да биде ослабена при болести на бубрезите, што 

води до хиперурикемија [71]. 

Покрај проблемите со излачувањето на UA поради дисфункција на бубрезите, 

хиперурикемија може да се јави и од зголемено генерирање на урична киселина. Диети 

богати со пурин или фруктоза, или изложеност на олово исто така може да придонесат за 

високи нивоа на урична киселина. Фруктозата е уникатна шеќерна молекула бидејќи брзо 

го исцрпува АТР и ја зголемува количината на урична киселина. Кај одредени луѓе, 

недостатокот на ензими како резултат на генетски мутации исто така може да предизвика 

зголемено ниво на урична киселина во крвта. Така на пример, хипоксантин-гванин 
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фосфорибозил трансферазата (HGPRT) го катализира формирањето на IMP и GMP за 

рециклирање на пуринските бази со 5-фосфорибозил-𝜶-пирофосфат (PRPP) како ко-

супстрат. Леш–Нихан-овиот синдром, ретко наследено Х-поврзано нарушување 

предизвикано од недостаток на ензимот HGPRT, доведува до акумулација на пурини и 

PRPP, кои се користат во спасувачкиот пат (salvage) на хипоксантин и гванин. Дефектот 

на HGPRT резултира со акумулација на хипоксантин и гванин, што дополнително 

доведува до високи нивоа на урична киселина. Вишокот PRPP исто така ја зголемува 

стапката на de novo синтеза на пурини и последователно го промовира производството на 

неговиот краен деградационен продукт, урична киселина.  

Леш–Нихан-овиот синдром е резултат на акумулација на високи нивоа на урична 

киселина во телото почнувајќи од раната детска возраст, што доведува до тешка подагра, 

бубрежна дисфункција, ментална ретардација, невролошки дефекти и самоуништувачко 

однесување [71]. Високото ниво на урична киселина во крвта долго време се поврзува со 

подагра. Подагра (гихт) е медицинска состојба која се карактеризира со црвени, 

чувствителни, топли и надуени зглобови предизвикани од повторливи напади на акутен 

воспалителен артритис. Мажите имаат поголем ризик да развијат гихт во споредба со 

жените поради повисоките основни нивоа на урична киселина во крвта. Патолошки, 

гихтот е предизвикан од зголемување на нивото на урична киселина во крвта, што 

доведува до натрупување на кристали во зглобовите, тетивите и другите ткива и бубрежни 

камења со урична киселина.  

Од неодамна, гихтот е поврзан со кардиоваскуларните болести. Покрај тоа, многу 

студии ја поврзуваат хиперурикемијата како фактор на ризик на кардиоваскуларните 

болести, вклучувајќи хипертензија, метаболен синдром и коронарна артериска болест, 

како и со тесно поврзани васкуларни заболувања како што се цереброваскуларни болести, 

васкуларната деменција, прееклампсија и болести на бубрезите [71, 75].  

Клиничките студии покажаа дека хиперурикемијата е поврзана со зголемена 

активност на плазмениот ренин кај пациенти со хипертензија. Модел на блага 

хиперурикемија третирана со инхибитор на уриказа разви хипертензија по неколку недели 

поради бубрежна вазоконстрикција посредувана од UA со активирање на системот ренин-

ангиотензин (RAS) [76]. 

За разлика од хроничната хиперурикемија, акутното зголемување на нивото на UA 

во плазмата може да предизвика различни корисни ефекти кај луѓето. Администрацијата 

на UA го зголемува антиоксидативниот капацитет во плазмата, го намалува 

оксидативниот стрес поврзан со вежбање кај здрави испитаници и ја обновува ендотелната 

функција кај пациенти со дијабетес тип 1 и редовни пушачи. UA, како значаен 

антиоксидант, кој сочинува и до 60% од антиоксидативниот капацитет во плазмата, може 

да вклучи различни механизми на дејство. UA е чистач (отстранувач) на слободни 

радикали кој го стабилизира витамин C во серумот. 

Во концентрации блиски до физиолошките нивоа кај луѓето, UA спречува 

инактивација на екстрацелуларната супероксид-дизмутаза (ecSOD) (индуцирана од 

водород пероксид), ензим што ги отстранува супероксидните анјони (•O2-). Исто така, 

предложено е дека UA се спротивставува на оксидативното оштетување поврзано со 

атеросклероза и стареење кај луѓето. Сумирани заедно, овие наоди имплицираат дека UA 

може да дејствува поволно во зачувувањето на васкуларната функција. 

Прооксидантните и проинфламаторните дејства припишани на UA може да бидат 

резултат на конверзија на ксантин дехидрогеназа во ксантин оксидаза и на 
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последователната акумулација на реактивни кислородни видови (анг. reactive oxygen 

species, ROS) кои се јавуваат паралелно со производството на UA како ефект на 

деградацијата на ATP при исхемични услови. Во овој случај, производството на ROS може 

да предизвика инфламаторна реакција и оштетување на артерискиот ѕид што се 

припишува на вишокот на UA. Хиперурикемијата има различен, заштитен ефект во 

невродегенеративните болести, вклучувајќи болести како Паркинсоновата болест (PD), 

мултиплекс склероза и Алцхајмерова болест/деменција. На пример, поголемите нивоа на 

UA го намалуваат ризикот од Паркинсонова болест и го намалуваат ризикот од прогресија 

на болеста. Иако поврзаните механизми веројатно се хетерогени, повеќето теории 

инкорпорираат одредена улога за добро опишаниот антиоксидативен ефект на UA. 

Билирубин е релативно комплексна органска молекула со моларна маса од 584,66 

g/mol. Дневно се произведува приближно 4 mg билирубин на kg телесна маса од протеини 

што содржат хем од еритроидни и не-еритроидни извори. Хемоглобинот, ослободен од 

распаѓањето на старите еритроцити, е главен еритроиден извор, но секако значаен 

придонес има и слободниот хем и хемоглобин што се произведува но, не се вградува во 

зрелите еритроцити (неефикасна еритропоеза). Приближно 20% од вкупното дневно 

производство на билирубин обично е од други хемопротеини, главно во црниот дроб, како 

што се цитохромите, каталаза, пероксидаза и триптофан пиролаза [77]. 

Хемот е витален за аеробниот живот, бидејќи е есенцијален за дишење, за 

транспорт на електрони, оксидо-редукциски процеси, метаболизам на лекови и 

детоксикација. Хемот не се транспортира од клетка до клетка,  при што секоја клетка 

синтетизира хем според своите потреби. Интрацелуларните нивоа на хем се регулираат со 

специфична рамнотежа помеѓу синтеза, екскреција и деградација. Деградацијата на хем во 

телото е катализирана од мембранско-сврзан ензим, хем-оксигеназа, кој користи O2 и 

никотинамид аденин динуклеотид фосфат (NADP) како кофактори. Производи на оваа 

реакција се јаглероден моноксид, железо и биливердин. Биливердинот веднаш се редуцира 

во билирубин под дејство на цитоплазматски ензим, биливердин редуктаза. Билирубинот 

практично е нерастворлив во вода  и истиот може да се транспортира само доколку е врзан 

за албуминот од крвната плазма. Ваквиот билирубин се означува како неконјугиран 

(индиректен) билирубин. Поголемиот дел од билирубинот што се формира се конвертира 

во црниот дроб со специфичен глукуронил трансферазен ензим, во билирубин глукуронид 

кој потоа се излачува во жолчката [78]. 
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Слика 19. Шема на процесите на трансформација на хем до билирубин во човечкиот организам. 

 

Активноста на билирубин глукуронил трансферазата е највисока во црниот дроб, 

додека поголемиот дел од билирубинот формиран екстрахепатално се транспортира до 

црниот дроб за глукуронидација (конјугација) и екскреција. Кога активноста на 

глукуронил трансферазата е дефицитарна или отсуствува (пр. кај пациенти со Crigler-

Najjar-ов синдром), во тој случај билирубинот се акумулира и се распространува во телото 

во абнормално високи концентрации. Понатаму преку дуоденумот, започнува цревната 

фаза во метаболизмот на билирубинот при што се редуцира под дејство на ензимите на 

цревната флора до уробилиноген, мезобилиноген и стеркобилиноген а тие преку дебелото 

црево со помош на ензимите на цревната флора се оксидираат до уробилин, мезобилин и 

стеркобилин (обоени супстанци кои го даваат обојувањето на фецесот) [79].  

Нарушувањата на метаболизмот на билирубин се манифестираат со зголемување на 

неговата концентрација во крвта над горната граница на референтните вредности, состојба 

која се означува како хипербилирубинемија. Клиничката манифестација на 

хипербилирубинемијата е жолтицата (лат. icterus) [79]. 

Слободниот неконјугиран билирубин покажува широк спектар на токсичност за 

многу видови клетки, особено за невронски клетки. Сите познати токсични ефекти на 

билирубинот се спречени со врзување за албумин. Церебралната токсичност од 

билирубин, керниктерус (енцефалопатија што се јавува поради крајно високите 

концентрации на билирубин кои доведуваат до трајно оштетување на мозокот, лат. 

kernicterus) се јавува кога моларниот однос помеѓу билирубинот и албуминот надминува 

1,0 [79]. Токсичноста на билирубинот обично се забележува за време на изразена 

неонатална хипербилирубинемија и кај пациенти со синдром на Crigler-Najjar на сите 

возрасти. Кај новороденчиња, нивото на неконјугиран билирубин во серум над 340 µmol/L 

(20 mg/dL) генерално се смета за опасно. Сепак, kernicterus може да се јави и на пониски 

нивоа во присуство на сулфонамиди, радиографски контрастни средства, кумарини и 
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антиинфламаторни лекови што го дислоцираат билирубинот од неговите врзувачки места 

за албумин, зголемувајќи го нивото на неврзан билирубин. Незрелоста на крвно-мозочната 

бариера кај новороденчињата воглавно се смета како причина за подложност на kernicterus 

[77]. 

Од самото постоење па сè до смртта зависиме од молекуларниот кислород, 

токсични бирадикални видови кои го поттикнуваат оксидативното фосфорилирање и од 

производството на енергија. Неизбежна последица на оваа зависност, сепак, е 

формирањето на реактивни кислородни слободни радикални видови како O₂·⁻ 

(супероксиден радикален анјон) и реактивниот и токсичен хидроксилен радикал (·OH). 

Иако овие видови можат да бидат корисни (на пр., како оружје во бактерицидната 

фагоцитоза), тие се потенцијално штетни затоа што можат да иницираат слободно-

радикален синџир на реакции кои на крајот водат до клеточно и биомолекуларно 

оштетување. Овие окси-радикали, и нивните реакции со липидните пероксиди, се сè 

почесто посочувани како фактори кои придонесуваат за појава или влошување на многу 

болести, вклучувајќи рак, кардиоваскуларни болести, бронхопулмонална дисплазија, 

емфизем и оштетувања од исхемија-реперфузија и како агенси во основата на стареењето. 

Против овие реактивни окси-радикали и нивните реакциони продукти постојат 

низа ендогени одбранбени антиоксидативни ензими. Тие вклучуваат каталаза, супероксид 

дисмутаза, церулоплазмин и системот глутатион пероксидаза-глутатион редуктаза. Овие 

одбранбени ензими се поддржани од група на помали, непротеински, неензимски 

молекули, како витамин Е (α-токоферол), β-каротен, аскорбинска киселина и UA. Овие 

супстанци се сметаат дека играат дополнителна улога во блокирањето на оксидативното 

оштетување, особено во плазмата и во клеточните мембрани. Пред околу 35 години било 

предложено дека билирубинот можеби е важен, но занемарен член на оваа група ендогени 

антиоксиданти поради неговите силни антиоксидативни својства. Новите студии, 

опишани подоцна, дадоа дополнителна поддршка на ова гледиште [78]. 

Лесната хипербилирубинемија може да има заштитен ефект против исхемична 

кардиоваскуларна болест и рак. Во една неодамнешна студија на голема популација, 

шансите за намалување на колоректален рак биле 0,295 кај мажи и 0,186 кај жени за секое 

зголемување од 1 mg/dL на нивоата на билирубин во серумот. Исто така, познато е дека 

постои инверзна врска помеѓу нивоата на билирубин во серумот и смртноста од рак [80]. 

Неконјугираниот билирубин не е само моќен липидорастворлив антиоксидант кој 

ги прекинува последователните реакции. Тој, исто така, го заробува и брзо реагира со 

друг, нерадикален, облик на кислород–синглет кислород. Синглет кислородот е обичен 

диоксиген кој е подигнат на метастабилно енергетско ниво над неговото нормално 

основно енергетско ниво. Тој е многу токсичен и се смета дека е интермедиер главно 

одговорен за најголем дел од кожните оштетувања забележани кај пациенти со 

фотосензитивни порфирични болести [78]. 

Албуминот е најзастапениот циркулирачки протеин што се наоѓа во плазмата, со 

моларна маса од 66,5 kDa. Тој претставува половина од вкупната протеинска содржина на 

протеини (32-50 g/L) во плазмата кај здрави луѓе. Албуминот се синтетизира од 

хепатоцитите при што многу малку се складира во црниот дроб, а поголемиот дел од него 

брзо се излачува во крвотокот. Хуманиот албумин дејствува како најзначаен модулатор на 

плазмa-онкотскиот притисок и функционира како транспортер на различни супстанци 

наречени лиганди.  
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Оние лиганди кои се транспортирани од серумскиот албумин вклучуваат ендогени 

лиганди како билирубин, јони, масни киселини и егзогени лиганди како лекови. Списокот 

на лекови кои се транспортираат со албумин вклучува метадон, пропранолол, тиопентал, 

фуросемид, варфарин, метотрексат, алфентанил и многу други [81]. Тешките болести на 

црниот дроб може да резултираат со хипоалбуминемија, што доведува до помал број на 

достапни места за врзување на лекови. Ова резултира со поголеми количини на неврзани 

егзогени лекови, што може да доведе до зголемена осетливост на лекот. Оваа осетливост 

се манифестира кога пациентите имаат серумски концентрации на албумин помали од 2,5 

g/dL. 

Откако албуминот ќе влезе во циркулацијата, околу 30% до 40% останува во 

крвотокот, а остатокот влегува во интерстициелниот простор. Поголемиот дел од 

протеинот што ја напушта циркулацијата потоа се враќа во циркулацијата преку 

лимфниот систем. Циркулаторниот полуживот на албуминот е 16 часа. Поголемиот дел од 

онкотскиот ефект на албуминот се припишува на неговата голема молекулска тежина 

(66,5 kDa), додека остатокот се смета дека произлегува од неговиот негативен полнеж. 

Ова последното му овозможува на албуминот да привлече позитивно наелектризирани 

молекули и на крај, вода во интраваскуларниот простор [81]. 

Албуминот се администрира кај пациенти на кои е потребно да им се зголеми 

волуменот на крв и да се подобри транспортот на протеини. Како лабораториска вредност, 

серумскиот албумин, исто така, може да им помогне на лекарите за добивање на увид во 

функцијата на црниот дроб на пациентите или способноста да биосинтетизираат протеини 

и фактори од витално значење за вкупната телесна хомеостаза [82-84]. Во лабораторија, 

говедскиот серумски албумин се користи како лабораториски стандард [85, 86].  

Некои пациенти што се неухранети имаат хипоалбуминемија или ниско ниво на 

серумски албумин. Ефектите од гладувањето може да се јават брзо, што води до 

намалување на албуминот за една третина во рок од 24 до 48 часа од почетокот на 

гладувањето. Сепак, ова брзо се менува со надополнување, со што се враќа способноста на 

црниот дроб за синтеза на албумин во рок од 15 до 30 минути. Бидејќи неухранетоста е 

поврзана со несакани настани во постоперативниот период, таа најчесто се користи како 

клиничка мерка за нутритивна оптимизација и подготвеност за операција. Албуминот е 

една од многуте лабораториски анализи што се користат за да се процени нутритивниот 

статус на пациентот [87]. 
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6. КРАТОК ПРЕГЛЕД НА РАБОТНИ ЕЛЕКТРОДИ ВО ВОЛТАМЕТРИЈА 

ШТО СЕ ДИЗАЈНИРАНИ СО ОБРАБОТКА НА ЈАГЛЕРОД 

 

Историјата на користење на јаглерод како материјал за електрода датира од 

почетокот на XIX-тиот век кога за прв пат е употребена графитна електрода за 

електрохемиска екстракција на алкални метали [88]. Материјалот во форма на јаглеродна 

паста (анг. carbon paste) за првпат бил користен во електроанализа во 1958 година од 

страна на  R.N. Adams [89]. Carbon paste електродата била дизајнирана како алтернатива 

на живината електрода во форма на капка и на почетокот нејзината употреба била 

фокусирана на оксидација на јодидни јони. Оттогаш, употребата на јаглерод како 

материјал за работна електрода доживува голем прогрес, а денес јаглеродните електроди 

се широко употребувани во електроаналитички цели [88, 90, 91]. Популарноста на 

јаглеродот како материјал за дизајн на работни електроди во електрохемијата главно се 

должи на неговите нетоксични својства, ниската цена, достапноста на различни типови на 

јаглеродни материјали, добрата електрична спроводливост, поширокиот потенцијален 

опсег од опсегот на металните електроди, неговата хемиска и електрохемиската инертност 

и стабилност, можноста за користење како во водени, така и во неводени медиуми, како и 

можностите што ги нудат јаглеродните електроди за едноставна површинска 

модификација преку силни ковалентни или нековалентни врски со голем број на 

површински модификатори [92]. Поради големиот број на активни микро-површини во 

структурата на јаглеродните електроди, овие електроди лесно се подложни на атсорпција 

на органски соединенија. Атсорпциските феномени на површината на јаглеродните 

електроди често доведуваат до онечистување на нивната работна површина, при што 

значително се блокира пристапот на аналитите до работните површини. Притоа, овие 

атсорпциски процеси покажуваат значително влијание врз брзината на размена на 

електрони на јаглеродните работни електроди со молекулите од аналитите што се 

испитуваат. За да се добијат репродуцибилни резултати при употребата на јаглеродни 

електроди, потребно е да се примени процедура (протокол) за перманентно чистење на 

нивната површина. Применетиот протокол за чистење на работната површина од 

јаглеродните електроди најчесто зависи од природата на користениот јаглероден 

материјал. Јаглеродот и неговите алотропски модификации (графит, графен и дијамант) 

најчесто се употребуваат за конструирање на работни електроди во волтаметрија, како 

што се GCE, CPE, BDDE, фулерени (C60), графен и многу други.  

Графитот е широко распространета природна алотропска модификација на 

јаглеродот, што се карактеризира со висока термичка стабилност. Неговата структура се 

состои од паралелни слоеви со конјугирани, хексагонални ароматични јаглеродни 

прстени, меѓусебно поврзани со σ и π врски (слика 20а). Постоењето на делокализирани π 

орбитали овозможува слободно движење на електроните паралелно со слоевите во 

структурата на графитот. Поради овие структурни карактеристики, графитот покажува 

релативно висока електрична спроводливост. Затоа, графитот е добар материјал од кој 

можат да се дизајнираат работни електроди што наоѓаат широка примена во 

електрохемијата. Графитните слоеви  во структурата на графитот се поврзани меѓу себе со 

слаби Ван дер Валсови сили, што ги прави лесни за раздвојување. Како резултат на тоа, 

графитот е најмека алотропска форма на јаглеродот, а тоа го прави материјал што е лесно 

подложен на абразија. Синтетичкиот графит се добива со контролирана пиролиза на 

нискомолекуларни јаглеводороди (при околу 800 °C). Добиениот производ потоа се 
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подложува на термичка обработка на повисоки температури. Пиролитичниот графит може 

се трансформира во високоподреден пиролитички графит (анг. highly ordered pyrolytic 

graphite, HOPG) со жарење на приближно 3 000 °C, под притисок од неколку килобари 

[93]. HOPG (слика 20б) е материјалот што најчесто се користи во конструкцијата на 

графитни работни електроди [88]. Анизотропната структура на HOPG овозможува (во 

зависност од начинот на сечење) да се добијат два типа на електроди со различни својства 

и тоа: електрода од странично ориентиран пиролитичен графит (EPPGE) и електрода од 

челно ориентиран пиролитичен графит (анг. basal plane pyrolytic graphite electrode, BPPGE) 

[94]. Како резултат на сечењето на HOPG долж неговата кристална решетка се добива 

EPPGE. Од друга страна, BPPGE може да се формира со сечење преку кристалната 

решетка на HOPG (cлика 20б).  

 

 

Слика 20. а) Структура на графит; б) конструкција на електрода од странично ориентиран пиролитичен 

графит (еdgle plane pyrolytic graphite electrode - EPPGE) и електрода од челно ориентиран пиролитичен 

графит (basal plane pyrolytic graphite electrode - BPPGE) со обработка (дефинирано сечење) на високо-

подреден пиролитичен графит (highly ordered pyrolytic graphite - HOPG) 

 

6.1.  Електрохемиски својства на EPPGE 

 

Дебатата за електрохемиската активност на базалната рамнина во однос на 

активноста на страничната (рабна) рамнина на графитот трае повеќе од 50 години.  

Иницијалните студии покажале дека страничната рамнина (или рамнината на 

работ) oд HOPG (слика 20б) поседува изразена електрохемиска активност, додека пак 

базалната рамнина покажува релативно ниска електрохемиска активност. Овие 

информации се добиени од голем сет на електрохемиски студии каде е испитувана 

брзината на пренос на електрони на EPPGE и BPPGE преку тестирање на 

електрохемиската активност на различни аналити [95]. Дополнително, преку студии во 

кои е следен степенот на атсорпција на разни површинско активни аналити, покажано е 

дека ваквите липофилни аналити покажуваат поголема склоност за атсорпција на 

електродите базирани на рамнина на рабовите (edge plane) отколку на базалните рамнини 

од пиролитичките електроди. Примената на EPPGE во електроанализата на разни 

биохемиски системи опширно е елаборирана во трудот [96]. Денес, во најголем дел од 

електроаналитичките студии, EPPGE почнува сè повеќе да се употребува како работна 

електрода, при што на EPPGE се гледа како на алтернатива за GCE. 
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7. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА 

7.1.  Циклична волтаметрија на хуман серум 

 

 Цикличната волтаметрија многу често е примарна техника што се применува за 

директна детекција на важни аналити присутни во биолошки примероци (хормони, DNA, 

витамини, голем број метаболити). Покрај тоа, CV се користи и како алатка што е 

способна да даде податоци за редокс статусот на биолошките примероци, да изврши 

проценка на оксидативното оштетување на клетките, ефикасно да ги студира 

интеракциите помеѓу дефинирани аналити, како и да обезбеди пристап до кинетички и 

термодинамички параметри што се важни за процеси што се случуваат во биолошките 

примероци [6]. Детален преглед на најважните примени на CV во анализата на биолошки 

примероци е дадена во одличниот прегледен труд на Wang и соработниците [97]. Еден од 

заедничките заклучоци на сите волтаметриски студии што се однесуваат на примена на 

CV на хуман серум е исклучително високиот степен на загадување на работните 

електроди. Секако, тоа се должи на атсорпциските својства на голем број липофилни и 

волуменозни молекули што се присутни во хуман серум. Кога се работи за анализа на 

хуман серум со CV со примена на GCE или Pt како работни електроди, тогаш 

дополнителен заеднички заклучок е присуството на два електрохемиски процеси 

дефинирани преку два пара на пикови што се појавуваат на потенцијали од околу +0,3 V и 

на +0,7 V (во однос на потенцијалот на Ag/AgCl референтна електрода) [98].  

На слика 21 се прикажани иницијалните скенови од циклични волтамограми 

снимени во услови кога 0,25 mL хуман серум од здрав пациент се растворени во 20 mL 

фосфатен пуфер во електрохемиската ќелија. Волтамограмите се снимени при брзини на 

промена на потенцијалот од 2 mV/s до 90 mV/s, со примена на EPPGE како работна 

електрода. Важно е да се напомене дека со употреба на други електроди базирани на 

јаглерод скоро е невозможно да се добијат волтаметриски одговори со примена на CV во 

хуман серум.  
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Слика 21. Иницијални циклични скалести волтамограми (први скенови) на 0,25 mL хуман серум растворен 

во 20 mL фосфатен пуфер. Брзината на промена на потенцијалот што соодветствува со цикличните 

волтамограми е: 2 mV/s (1); 10 mV/s (2); 25 mV/s (3); 40 mV/s (4); 50 mV/s (5) и 90 mV/s (6). Потенцијаниот 

чекор при овој сет на експерименти е 2 mV. Како работна електрода е користена EPPGE. Концентрациите на 

компонентите во електрохемиската ќелија, присутни во примерокот хуман серум се: c(албумин) = 13,94 

mol/L; c(билирубин) = 0,35 mol/L;. c(урична киселина) = 6,94 mol/L; c(глукоза) = 133,41 mol/L; 

c(креатинин) = 1,77 mol/L; c(уреа) = 163,41 mol/L; c(холестерол) = 87,56 mol/L; c(триглицериди) = 30,73 

mol/L. 

 

 На сите волтамограми претставени на слика 21 се забележува еден добро 

дефиниран електрохемиски процес на околу +0,300 V, како и еден послабо дефиниран 

електрохемиски процес, чиј пик се појавува на околу +0,720 V. Формата и позицијата на 

на двата електрохемиски процеси од цикличните волтамограми во однос на 

потенцијалната оска на слика 21, во голема мера се слични на студии на хуман серум што 

се изведени со други видови на електроди, пред сè GCE [97]. Првиот електрохемиски 

процес покажува карактеристики на квазиреверзибилен процес [6], со добро дефиниран 

интензивен директен (аноден) пик, и повратен (катоден) пик што е со многу помал 

интензитет. Потенцијалот на анодниот пик од овој процес се поместува кон попозитивни 

вредности со зголемувањето на брзината на промена на потенцијалот и тоа: од +0,302 V 

(при брзина на промена на потенцијал од 2 mV/s) до +0,334 V (при брзина на промена на 

потенцијал од 90 mV/s). Вториот волтаметриски пик што се дефинира на потенцијали од 

околу +0,720 V поседува својства на електрохемиски иреверзибилен процес, во рангот на 

аплицирани брзини на промена на потенцијал. Добрата дефиниција на анодниот пик од 

електрохемискиот процес што егзистира на потенцијали од околу +0,300 V дава можност 

да се направи зависност на интензитетот (пик-струјата) на овој пик како функција од 

аплицираните брзини на промена на потенцијалот.  
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Слика 22. Зависност на струјата на анодниот пик што е дефиниран на потенцијал од околу +0,300 V на 

цикличните волтамограми од слика 21, како функција од брзината на промена на потенцијалот. Останатите 

услови се идентични како тие на слика 21. 

 

 

 Од зависноста претставена на слика 22 може да се забележи дека струјата на 

анодниот пик од процесот што се јавува на потенцијал од околу +0,300 V на цикличните 

волтамограми од слика 21 е линеарно зависен параметар од брзината на промена на 

потенцијалот (v) во ранг од 2 mV/s до 50 mV/s. При брзини на промени на потенцијалот 

поголеми од 50 mV/s доаѓа до намалување на струјата на анализираниот аноден пик. Ова 

однесување претставено на слика 22 најчесто е карактеристично за електрохемиски 

процеси што се одвиваат од атсорбирана состојба [6].  

На слика 23 се прикажани вторите скенови од цикличните волтамограми снимени 

при идентични услови како тие на слика 21. Забележливо е дека интензитетот на првиот 

пар на пикови што се одвиваат на околу +0,300 V на волтамограмите од слика 23 е 

значително намален во однос на соодветните пикови од слика 21. Покрај тоа, во овие 

втори скенови од цикличните волтамограми, скоро целосно исчезнува пикот што се јавува 

на потенцијал од околу +0,720 V.  Понатамошните скенирања доведуваат до значителни 

намалувања во интензитетот и на првиот пар на пикови, кои скоро целосно исчезнуваат од 

цикличните волтамограми после третата серија на последователни скенирања. Овие 

податоци се во целосна согласност со литературните податоци за студиите на хуман серум 

со примена на CV на работни електроди чија површина не е модифицирана. Во најголема 

мера, овие феномени се последица на значителен степен на деактивација на површината 

од работната електрода поради силните атсорпциски процеси што се случуваат поради 

присуството, пред сè на холестерол, триглицериди и голем број липофилни ензими и 

протеини присутни во хуманиот серум. Дополнително, релативно долгото време потребно 

за изведување на експериментите во CV е значителен фактор што придонесува за 

одвивањето на овие атсорпциски ефекти во поголем обем. Поради овие феномени на 

блокирање на површината од работната електрода, истата мора да биде детално исчистена 
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по секое завршено единечно волтаметриско мерење, според протоколот што е опишан во 

експерименталниот дел на докторската работа.  

 

 

 
 

Слика 23. Циклични скалести волтамограми (втори скенови) на 0,25 mL хуман серум растворен во 20 mL 

фосфатен пуфер. Брзината на промена на потенцијалот што соодветствува со цикличните волтамограми е: 2 

mV/s (1); 10 mV/s (2); 25 mV/s (3); 40 mV/s (4); 50 mV/s (5) и 90 mV/s (6). Потенцијаниот чекор при овој сет 

на експерименти е 2 mV. Како работна електрода е користена EPPGE. Концентрациите на компонентите во 

електрохемиската ќелија присутни во примерокот хуман серум се: c(албумин) = 13,94 mol/L; c(билирубин) 

= 0,35 mol/L;. c(урична киселина) = 6,94 mol/L; c(глукоза) = 133,41 mol/L; c(креатинин) = 1,77 mol/L; 

c(уреа) = 163,41 mol/L; c(холестерол) = 87,56 mol/L; c(триглицериди) = 30,73 mol/L. 

 

 

Примената на пулсни волтаметриски техники може да обезбеди дополнително 

подобрување на сите аспекти од волтаметриските одговори во хуман серум. Тоа се должи 

пред сè на начинот на мерењето на струите во пулсните техники, како и во многу 

поголемата брзина на изведувањето на волтаметриските експерименти [8]. Во 

понатамошните студии, SWV е употребена како главна техника во електрохемиските 

анализи на хуман серум. 
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7.2.  Квадратно-бранова волтаметрија на хуман серум 

 

Резултатите од иницијалните анализи на хуман серум со примена на SWV се 

елаборирани во трудот [5]. Волтаметрискиот одговор на хуман серум зависи од повеќе 

фактори, како што се природата на пуферскиот систем, рН на пуферскиот раствор, како и 

од применетата волтаметриска техника и аплицираните инструментални параметри. 

Сепак, волтаметриското однесување на хуман серум испитувано во конвенционален 

триелектроден систем најмногу зависи од природата на работната електрода [5, 99]. Во 

трудот [99] е покажано дека хуманиот серум покажува многу слаба или речиси никаква 

електрохемиска активност на електроди изработени од Pt, Au или GCE. Единствено со 

употреба на SWV како работна техника, со примена на EPPGE, можно е да се добијат 

волтамограмски одговори на хуман серум што покажуваат добро дефинирани пикови  

(слика 24) [99]. 

 

 
 

Слика 24. SWV нет-волтамограми на хуман серум со волуменски удел од 2,4% снимени со примена на 

различни типови на електроди, во фосфатен пуфер (pH = 7,34) како основен електролит. Концентрациите на 

компонентите во електрохемиската ќелија присутни во примерокот хуман серум се: c(албумин) = 12,10 

mol/L; c(билирубин) = 4,96 mol/L;. c(урична киселина) = 11,76 mol/L; c(глукоза) = 207,56 mol/L; 

c(креатинин) = 1,73 mol/L; c(уреа) = 207,3 mol/L; c(холестерол) = 249,76 mol/L; c(триглицериди) = 43,90 

mol/L. Хуманиот серум потекнува од пациент со покачени вредности на концентрација на билирубин, 

урична киселина, албумин и глукоза во крв. Волтамограмите се снимени при фреквенција f  = 50 Hz, 

квадратно-бранова амплитуда Esw  = 50 mV, потенцијален чекор dE = 2 mV, почетен потенцијал Еs = 0,00 V. 

 

Како главнa причина за електрохемиската неактивност на хуман серум (и на други 

биолошки примероци) на електроди од метален тип (Pt, Au), како и на GCE најчесто се 

наведува комплексниот состав на серумот. Притоа, присуството на големи липофилни 

супстанци во хуманиот серум многу често доведува до физички феномени (атсорпција, 

кристализација) на површината од работна електрода. Како последица на овие феномени, 

често се случува значително блокирање на активната површина на работната електрода, 

што има големо влијание врз трансферот на електрони помеѓу работната електрода и 

аналитите. Покрај тоа, комплексните механизми на електродна трансформација, како и 

интеракциите помеѓу разните супстанци присутни во хуманиот серум можат да 
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придонесат за голема енергетска бариера во процесот на размена на електрони [100, 101]. 

Сепак, како што е покажано неодамна во трудовите [5, 99], со употреба на EPPGE како 

работна електрода, во голема мера можно е да се надмине енергетската бариера во 

процесот на електронски трансфер помеѓу работната електрода и одредени аналити што се 

присутни во хуманиот серум. Комбинацијата од EPPGE како работна електрода и брза и 

осетлива волтаметриска техника како SWV, отвора можности за апликација на овие 

електрохемиски системи за директна анализа на хуман серум, во постапка која исклучува 

претходен третман на примерокот за анализа.  

На слика 25 е прикажан квадратно-бранов волтамограм добиен со растворање на 

хуман серум со волуменски удел од 2,4% во фосфатен пуфер. Квадратно-брановиот 

волтаметриски одговор на овој примерок хуман серум снимен во анодна насока од 

почетен потенцијал од 0,000 V се карактеризира со три добро дефинирани пикови 

(пиковите со ознаки I, II и III) кои отсликуваат одвивање на три различни електрохемиски 

реакции. Првиот пик (пик со ознака I на слика 25) е дефиниран на потенцијал од околу 

+0,300 V, додека вториот пик (пик со ознака II на слика 25) се дефинира на потенцијал од 

околу +0,480 V. Третиот пик (пикот со ознака III на слика 25) се појавува при потенцијал 

од околу +0,720 V. Заедничка карактеристика на сите три електродни процеси прикажани 

на слика 25 е тоа што покажуваат значителен степен на електрохемиска реверзибилност 

[8].  

 

 
 

Слика 25. Квадратно-бранов волтамограм што ги прикажува вкупната (Inet), директната (If) и повратната (Ib), 

струјна компонента добиени при анализа на хуман серум со волуменски удел од 2,4% растворен во 

фосфатен пуфер со pH = 7,34. Концентрациите на компонентите во електрохемиската ќелија присутни во 

примерокот хуман серум се: c(албумин) = 19,44 mol/L; c(билирубин) = 2,03 mol/L;. c(урична киселина) = 

13,59 mol/L; c(глукоза) = 277,32 mol/L; c(креатинин) = 7,72 mol/L; c(уреа) = 609,76 mol/L; c(холестерол) 

= 135,12 mol/L; c(триглицериди) = 34,63 mol/L. Хуманиот серум потекнува од пациент со покачени 

вредности на концентрација на билирубин, урична киселина и глукоза во крвта. Волтамограмот е снимен со 

примена на EPPGE како работна електрода, при фреквенција f  = 50 Hz, квадратно-бранова амплитуда Esw = 

50 mV, потенцијален чекор dE = 4 mV, почетен потенцијал Еs = 0,00 V. 
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Сите три електрохемиски процеси, пресликани преку вкупната (Inet) струјна 

компонента на квадратно-брановите волтамограми (пиковите со ознаки I, II и III на слика 

25),  имаат добро дефинирани пикови и во директна (If) и во повратна насока (Ib). Покрај 

тоа, со вредност близу до 1,0 се карактеризираат сите струи на директните пикови 

измерени во однос на струите на повратните пикови на процесите I, II и III од слика 25 

(при фреквенција од 50 Hz). Од друга страна, положбата во однос на потенцијалната оска 

на директните и повратните пикови е скоро идентична кај сите три процеси (пиковите I, II 

и III на слика 25). Како што е наведено во [8], овие параметри се карактеристични за 

електрохемиски реакции за системи што покажуваат висок степен на електрохемиска 

реверзибилност во услови на SWV. Важно е да се потенцира дека трите пикови што се 

дефинирани на квадратно-брановите волтамограми од слика 25 се појавуваат само при 

анализи на хуман серум од пациенти што имаат покачена концентрација на билирубин. 

Кај пациенти што имаат нормални вредности на билирубин, квадратно-брановите 

волтаметриски одговори се состојат од два електрохемиски процеси (пиковите I и III на 

слика 26), при што не постои добро дефиниран процес што би се пресликал во пик II како 

на слика 25. 

 

 

 
Слика 26. Квадратно-бранов волтамограм што ја прикажува вкупната (Inet), директната (If) и повратната (Ib) 

струјна компонента добиена при анализа на хуман серум со волуменски удел од 2,4%  растворен во 

фосфатен пуфер со pH = 7,34. Хуманиот серум потекнува од пациент со нормални вредности на 

концентрацијата на билирубин во крвта. Концентрациите на компонентите во електрохемиската ќелија 

присутни во примерокот од хуман серум се: c(албумин) = 15,40 mol/L; c(билирубин) = 0,13 mol/L;. 

c(урична киселина) = 11,83 mol/L; c(глукоза) = 255,85 mol/L; c(креатинин) = 1,63 mol/L; c(уреа) = 343,90 

mol/L. Волтамограмот е снимен со примена на EPPGE како работна електрода, при фреквенција f = 50 Hz, 

квадратно-бранова амплитуда Esw = 50 mV, потенцијален чекор dE = 4 mV, почетен потенцијал Еs = 0.00 V. 
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Споредбата на електрохемиските процеси дефинирани преку пиковите I и III од 

квадратно-брановите волтамограми на слика 26, со електрохемиските процеси 

дефинирани преку цикличните волтамограми од слика 21 доведува до неколку важни 

заклучоци. Имено, додека двата процеси од цикличните волтамограми покажуваат 

одреден степен на електрохемиска иреверзибилност, овие два процеси отсликани во 

квадратно-брановите волтамограми (пиковите I и III, при условите дефинирани на слика 

26) покажуваат висок степен на електрохемиска реверзибилност. Додека повратната 

струјна компонента од пикот што се појавува на +0,720 V во цикличните волтамограми 

целосно изостанува при применетите брзини на промена на потенцијалот, оваа струјна 

компонента е добро дефинирана во квадратно-брановите волтамограми при што целиот 

процес во SWV покажува висок степен на електрохемиска реверзибилност (пик III на 

слика 26). Повратната струјна компонента од процесот што се одвива на околу +0,300 V 

во циклична волтаметрија (слика 21) е слабо дефинирана и целиот процес покажува 

квазиреверзибилно електрохемиско однесување во услови на циклична волтаметрија [6]. 

Во квадратно-брановите волтамограми, оваа струјна компонента е пресликана во добро 

дефиниран пик, при што целиот процес пресликан во пик I на слика 26 има 

карактеристики на електрохемиски реверзибилен систем [8].  

Ваквото различно однесување на овие два електрохемиски процеси студирани во 

CV и SWV имплицираат дека и во двата електронски трансфери пресликани преку 

пиковите I и III има присуство и на хемиска реакција која се одвива после електродниот 

процес. Во литературата добро е познато дека SWV е многу побрза техника од CV [8]. 

Според тоа, доколку брзината на хемиските реакции вклучени во процесите I и III е 

голема, само брза електрохемиска техника (каква што е SWV) може во голема мера да го 

направи ефектот на овие хемиски реакции помал или незначителен во временскиот период 

на мерењето на струјата. Овој ефект, може да има влијание и врз директните и повратните 

струјни компоненти кај електродни механизми во кои електрохемиските реакции се 

поврзани со хемиски реакции [8], како што е случајот со процесите I и III во услови на 

SWV (слика 26).  

На слика 27 е прикажанa серија од нет-струјни компоненти од квадратно-бранови 

волтамограми, снимени при различни додадени волумени на хуман серум во 

електрохемиската ќелија. Анализите се однесуваат на хуман серум од пациент што има 

покачена концентрација на билирубин. Како што може да се забележи од прикажаните 

волтамограми на слика 27, во сите случаи се дефинираат три пикови, чии потенцијали се 

многу близу до потенцијалите на пиковите со ознаки I, II и III претставени на слика 25. 

Последователното зголемување на волуменскиот удел на хуманиот серум во 

електрохемиската ќелија од 0,5% до 2,4% доведува до пропорционално зголемување на 

интензитетот на струите од сите три пикови од квадратно-брановите волтамограми 

прикажани на слика 27. Овој факт имплицира дека сите три пикови прикажани на слика 25 

и слика 27 потекнуваат од електрохемиската активност на аналити што се присутни во 

хуманиот серум. Како следен чекор во волтаметриските анализи е асигнација на овие три 

електрохемиски процеси и на механизмот на електрохемиска трансформација на овие 

аналити присутни во хуман серум. 
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Слика 27. Квадратно-бранови волтамограми на хуман серум растворен во фосфатен пуфер со рН = 7,34. 

Волуменските удели на хуманиот серум се 0,00% (1); 0,50% (2); 1,0% (3); 1,5% (4) и 2,4% (5). Хуманиот 

серум е добиен од пациент со покачена концентрација на билирубин. Концентрациите на компонентите во 

електрохемиската ќелија присутни во примерокот хуман серум што соодветствуваат на кривата со број 5 се : 

c(албумин) = 18,34 mol/L; c(билирубин) = 3,20 mol/L;. c(урична киселина) = 6,54 mol/L; c(глукоза) = 

174,15 mol/L; c(креатинин) = 1,52 mol/L; c(уреа) = 121,95 mol/L; c(триглицериди) = 30,00 mol/L; 

c(холестерол) = 175,36 mol/L. Останатите експериментални услови се идентични со условите на слика 25. 

 

7.3. Асигнација на електродните процеси во квадратно-брановите волтамограми 

при анализа на хуман серум 

На квадратно-брановите волтамограми претставени на слика 25 и слика 27 се 

дефинирани три пикови, што потекнуваат од електродни трансформации на три различни 

супстанци присутни во хуманиот серум. Карактеристично за овие волтамограми е што 

пикот II (пикот што се дефинира на потенцијали од околу +0,480 V) е присутен само во 

примероци на хуман серум земени од пациенти што имаат покачена концентрација на 

билирубин во крвта. Со цел да се направи асигнација на овој електрохемиски процес 

дефиниран преку пикот II, беше направена серија од експерименти во кои кон хуман 

серум добиен од пациент со покачена концентрација на билирубин, беше додаван 

стандарден додаток од билирубин (основниот раствор на билирубин е подготвен со 

растворање на билирубин во диметилсулфоксид (DMSO). Последователно беа снимени 

квадратно-бранови волтамограми при секое додавање на стандарден додаток на 

билирубин кон пуферскиот раствор присутен во електрохемиската ќелија, во кој беше 

додаден хуман серум со волуменски удел од 2,4%. Дел од тие волтамограми се прикажани 

на слика 28. Како што може да се забележи, со последователно додавање на стандард од 

билирубин кон хуманиот серум растворен во електрохемиската ќелија, доаѓа до 
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пропорционално зголемување на интензитетот на струјата на пикот означен со II, 

позициониран на околу +0,480 V. Податоците од слика 28, заедно со фактот дека пикот II 

се дефинира единствено во квадратно-брановите волтаметриски одговори при анализа на 

примероци од хуман серум што потекнува од пациенти со покачена концентрација на 

билирубин, укажува дека пикот II потекнува од електрохемиската активност на билирубин 

на EPPGE работната електрода [99, 102]. Важно е да се наведе дека ова е еден од ретките 

експериментални случаи каде се дефинира активност на билирубин во водени раствори во 

неутрална средина, со употреба на работна електрода чија активна површина не е 

модифицирана со наночестички или на друг начин. Во литературата постојат податоци за 

одвивање на електрохемиски реверзибилен процес на билирубин само во силно алкална 

средина, со употреба на живина капка како работна електрода [103]. Сепак, поради 

хидролизата на билирубин во алкална средина при рН > 11, стабилноста на билирубин при 

тие услови е мала, што пак оневозможува да се изведат повеќе заклучоци за неговото 

волтаметриско однесување.  

 

 

Слика 28. Квадратно-бранови волтамограми на хуман серум со волуменски удел од 2,4% добиен од 

пациент со зголемена концентрација на билирубин (1). Волтамограмите означени со броевите 2, 3, 4 и 5 

се добиени кога во електрохемиската ќелија што содржи хуман серум (крива 1) се додава дефиниран 

волумен од стандарден додаток од раствор на билирубин растворен во диметилсуфлоксид. 

Концентрацијата на билирубин во електрохемиската ќелија изнесува: (1) 1,71 µmol/L; (2) 4,20 µmol/L; 

(3) 6,69 µmol/L; (4) 9,18 µmol/L; (5) 1,67 µmol/L.  Во електрохемиската ќелија е додавано  по 50 µL од 

стандард на билирубин чија концентрација во стандардот е 1 mmol/L. Другите компоненти во серумот 

се: c(урична киселина) = 13,29 µmol/L, c(албумин) = 19,07 µmol/L,  c(холестерол) = 135,36 µmol/L, 

c(триглицериди) = 34,39 µmol/L, c(глукоза) = 267 µmol/L, c(уреа) = 607,32 µmol/L. Останатите 

експериментални и инструментални услови се идентични како условите за слика 25. 
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Од сите три електрохемиски процеси што се дефинираат во квадратно-брановите 

волтамограми (слика 25, 27 и 28), најдобра дефиниција и најголем интензитет има пикот 

означен со I. Пикот I се дефинира на потенцијал од околу +0,300 V и егзистира во 

квадратно-брановите волтамограми кај сите анализирани серуми добиени и од здрави 

пациенти и од пациенти со различни патологии. Притоа, покрај поголемиот интезитет во 

однос на другите два пикови, пикот I е релативно тесен, симетричен и се карактеризира со 

висок степен на електрохемиска реверзибилност. Интензитетот на пикот I од квадратно-

брановите волтамограми е особено изразен кај пациенти што имаат зголемено ниво на 

урична киселина во крвта. На слика 29 е прикажана серија од квадратно-бранови 

волтамограми, каде кон примерокот на хуман серум (добиен од здрав пациент) со 

волуменски удел од 2,4%, што е растворен во фосфатен пуфер, последователно се 

додавани дефинирани волумени од стандарден додаток на урична киселина. Како што 

може да се забележи од волтамограмите на слика 29, при овие анализи доаѓа до 

пропорционално зголемување на струјата на пикот I како функција од концентрацијата на 

стандардот од урична киселина додаден во електрохемиската ќелија. Притоа, постои 

многу добра линеарна зависност помеѓу интензитетот на струјата на пикот I како 

функција од концентрацијата на додадениот стандард од урична киселина во целото 

подрачје на анализирани концентрации на слика 29. Овие резултати од анализите на слика 

29, како и својствата на електрохемискиот процес имплицираат дека пикот I во квадратно-

брановите волтамограми од анализите на хуман серум е резултат на електрохемиска 

трансформација на урична киселина, што е во согласност и со литературните податоци 

[22]. 

 

Слика 29. Квадратно-бранов волтамограм од хуман серум со волуменски удел од 2,4%  (крива 1), и 

квадратно-бранови волтамограми снимени со примена на стандарден додаток на урична киселина во 

електрохемиската ќелија (криви со број 2 - 6). Концентрацијата на урична киселина во електрохемиската 

ќелија што одговара на волтамограмите од 1 до 6 е: 5,22 mol/L (2); 10,07 mol/L (3); 14,91 mol/L (4); 19,77 

mol/L (5) и 24,62 mol/L (6). Концентрациите на албумин и билирубин присутни во хуманиот серум 

растворен во електрохемискате ќелија се : c(албумин) = 15,04 mol/L; c(билирубин) = 1,78 mol/L, 

соодветно. Останатите инструментални услови се како на слика 25.  
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Како што е прикажано и дискутирано на цикличните волтамограми приложени на 

слика 21 и слика 23, процесот што се јавува на потенцијали од околу +0,720 V поседува 

карактеристики на иреверзибилна електрохемиска трансформација, чиј интензитет 

значително се намалува после второто скенирање во цикличните волтамограми. Сепак, 

овој процес во квадратно-брановите волтамограми, претставен преку пик III, е добро 

дефиниран и истиот поседува карактеристики на квазиреверзибилна електрохемиска 

трансформација (слика 25 и 27). Очигледно е дека во услови на значителна временска 

скала во волтаметриските мерења (како што има во експериментите на слика 21, изведени 

со примена на CV), чекорот на електронскиот трансфер на размена на електрони на 

процесот што се дефинира на околу +0,720 V (претставен со пик III во квадратно-

брановите волтамограми) е поврзан со одредена хемиска реакција. Меѓутоа, поради 

релативно малата временска скала на мерењето во квадратно-бранова волтаметрија, 

брзината на хемиската реакција (вклучена во процесот дефиниран со пик III) станува 

незначителна. Овој ефект на брзината на мерење на струјата во SWV доведува до 

дефиниција на процес (пик III) што покажува карактеристики на електрохемиска 

квазиреверзибилна електродна реакција. Важно е да се напомене дека пик III е постојано 

присутен во квадратно-брановите волтамограми и кај хуман серум добиен од крв на 

пациенти со одредени патологии, но и кај хуман серум добиен од крв на здрави пациенти. 

Асигнацијата на овој процес (пик III од квадратно-брановите волтамограми) е 

најпроблематична, бидејќи и други автори го забележале присуството на овој процес во 

волтаметриски анализи (извршени во крвна плазма [98]),  но изостанала неговата 

асигнација. Сепак, постојат одредени литературни податоци дека електрохемиска 

активност на вакви високи анодни потенцијали во водени раствори е забележана од 

протеинот албумин [104, 105]. Албумин е протеин чија содржина е значителна во составот 

на хуманиот серум, при што неговата концентрација се движи во граници од 32 - 50 g/L 

(моларната маса на албумин е 66 500 g/mol). Волтаметриските експерименти изведени на 

примерок од хуман серум со волуменски удел од 2,4%, добиен од пациент со покачена 

концентрација на билирубин, при кои се зголемува концентрацијата на албумин додадена 

преку стандарден додаток, се прикажани на слика 30. Како што може да се забележи од 

волтамограмите на слика 30, зголемувањето на концентрацијата на албумин во 

електрохемиската ќелија доведува до соодветно зголемување на интензитетот на пикот III 

(криви 2 - 5 на слика 30). Покрај тоа, може да се забележи дека додавањето на стандард од 

албумин во електрохемиската ќелија, има одредено влијание и врз пиковите од урична 

киселина и билирубин. Овој ефект е дискутиран подоцна, во делот што ги обработува 

аналитичките аспекти во овој труд. Согласно литературните податоци [5, 99, 104] и 

експерименталните факти прикажани на квадратно-брановите волтамограми на слика 30, 

може со значителна веројатност да се претпостави дека пикот III потекнува од 

електрохемиската активност на албумин присутен во хуман серум. 
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Слика 30. Квадратно-бранов волтамограм на хуман серум со волуменски удел од 2,4% (добиен од 

пациент со покачена концентрација на билирубин во крвта (1, црна испрекината линија). 

Волтамограмите означени со броевите 2, 3, 4 и 5 се добиени кога во електрохемиската ќелија што 

содржи хуман серум (крива 1) се додава стандарден додаток од раствор на албумин растворен во 

фосфатен пуфер со рН = 7,34. Концентрацијата на албумин во електрохемиската ќелија изнесува: (1) 

12,83 µmol/L), (2) 15,32 µmol/L, (3) 17,81 µmol/L, (4) 20,3 µmol/L), (5) 22,79 µmol/L. c(урична киселина) 

= 7,12 µmol/L ), c(билирубин) = 1,12 µmol/L. Останатите експериментални и инструментални услови се 

идентични како условите на слика 25.  

 

7.4.  Механизми на електродна трансформација на урична киселина, билирубин 

и албумин 

 

а) Механизам на електрохемиска оксидација на урична киселина 

 

Процесот на електрохемиска оксидација на UA е испитуван многу одамна, при што 

иницијалните електрохемиски студии за UA датираат од 60-тите години од минатиот век 

[106]. Познато е дека во неутрална средина, оксидацијата на урична киселина започнува 

со формирање на диимин, преку размена на 2 електрони и 2 протони [106]. Во вториот 

чекор, добиениот диимин прима две молекули на вода, при што се формира имино-

алкохол и урична киселина-4,5-диол. Во последниот чекор од оксидацијата, дериватот 

именуван како урична киселина-4,5-диол се разложува на алантоин и CO2 во неутрална 

средина [107]. Целосниот процес на електрохемиска оксидација на урична киселина е 

релативно комплексен, како што е прикажано подолу на слика 31.  

Сепак, во волтаметриски услови, општо е прифатено дека оксидацијата на урична 

киселина се одвива според поедноставната реакциона шема претставена на слика 32, каде 
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во процесот на електродна трансформација на урична киселина до урична киселина 4,5-

диол учествуваат два електрони и два H+ јони (слика 32). Покрај тоа, друг познат факт за 

оксидација на урична киселина во волтаметриски услови е дека овој процес се одвива 

според EC  механизам (електродна реакција Е проследена со хемиска реакција C) и истиот 

покажува квазиреверзибилни својства, како на немодифицирани, така и на модифицирани 

работни електроди [108, 109]. Притоа, со зголемување на киселоста на растворите доаѓа до 

поместување на потенцијалот на пикот од урична киселина во позитивна насока за 

вредности од 60 mV/pH. Овој факт имплицира дека еквивалентен број на електрони и 

протони учествуваат во електрохемискиот процес на оксидација на UA како што е 

прикажано на шемата од слика 32. 

 

 

 
 

 
Слика 31. Шематски приказ на оксидација на UA во водени раствори. Со број 1 е означен дииминот кој е 

почетен продукт од оксидацијата на UA, додека со број 2 е означено соединението имин алкохол. Со број 3 е 

означено соединението урична киселина-4,5-диол, додека со број 4 е означен крајниот продукт на овој 

оксидациски процес наречен алантоин [106]. 
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Слика 32. Реакциска шема на оксидација на урична киселина. 

 

Оксидативните својства на UA се искористени за развивање на голем број 

електрохемиски методи за нејзина детекција. Како резултат на електрохемиската 

активност на уричната киселина, развиени се голем број брзи и едноставни 

електрохемиски сензори за квантификација на концентрацијата на UA. Голем дел од 

сензорите дизајнирани за квантификација на UA во разни примероци се елаборирани во 

неодамнешниот ревијален труд на Chelmea и соработниците [22]. 

 

б) Механизам на електрохемиска оксидација на билирубин  

Оксидацијата на билирубин во волтаметриски услови е исклучително комплексен 

процес. Во литература постојат информации за механизмот на електрохемиска 

трансформација на билирубин како во водени раствори [38], така и во неводени раствори 

[39]. Во овие наведени студии е покажано дека билирубинот покажува електрохемиска 

активност, а неговата електрохемиска оксидација најчесто се одвива во неколку чекори во 

кои билирубинот електрохемиски се оксидира во биливердин, пурпурин или колетелин, 

што главно зависи од големината на применетиот потенцијал [39]. Кога се работи за 

водени раствори, општо е прифатен електрохемискиот механизам во кој билирубинот се 

оксидира до биливердин, во чекор на електрохемиска трансформација што вклучува еден 

електрон и еден протон (слика 33). Овој процес на оксидација на билирубин претставен на 

слика 33, главно се однесува за кисели и неутрални раствори. Во силно алкални раствори, 

билирубинот подлежи на хидролиза, при што доаѓа до негова деградација. Иако 

билирубинот покажува добра електрохемиска активност, сепак за негово определување 

најчесто се користат сензори во кои билирубинот е поврзан во комплексни соединенија со 

одредени хемиски системи (албумин, глутаралдехид, или јони на некои преодни метали) 

[110]. Најголем дел од сензорите за детекција на билирубин се базираат на негова 

оксидација на работни електроди чија површина е модифицирана со наночестички [110], 

додека скоро и да не постојат електрохемиски сензори за определување на билирубин во 

биолошки примероци со употреба на работна електрода чија површина не е 

модифицирана. 
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Слика 33. Реакциска шема на процесот на оксидација на билирубин до биливердин во водени раствори. 

 

в) Механизам на електрохемиска оксидација на албумин  

Албуминот е најзастапениот протеин во серумот, кој има молекулска маса од 

приближно 66 500 g/mol. Кај здрави пациенти, албуминот е присутен во концентрации од 

32 – 50 g/L (приближно тоа одговара на моларни концентрации од  0,53 до 0,75 mmol/L). 

Албуминот се синтетизира исклучиво во црниот дроб, пред да биде секретиран во крвниот 

систем. Примарната улога на ALB во крвниот систем е да обезбеди перманентен колоиден 

осмотски притисок. Бидејќи ALB е доста застапен во серумот и има релативно мала 

молекулска маса, овој протеин придонесува со околу 80% во вкупниот колоиден осмотски 

притисок [111]. Хуманиот ALB што е присутен во серум се состои од единечен 

полипептиден ланец од 585 аминокиселински остатоци и има вкупно 35 цистеински (Cys) 

остатоци. Од овие 35 цистеински остатоци, 34 Cys-остатоци се вклучени во формирање на 

17 интрамолекуларни дисулфидни врски, кои пак придонесуваат за неговата терциерна 

специфична т.н. „срцевидна“ структура [112]. Преостанатиот единечен Cys-остаток на 

позиција 34 (Cys34) е слободен и овој цистеински остаток всушност е сегментот што 

покажува редокс активност во структурата на албуминот [112, 104]. Најчесто, 

електрохемиската оксидација на албумин од хуман серум се прикажува преку 

оксидацијата на цистеинските остатоци Cys34 од две молекули албумин, како што е 

прикажано на реакционата шема на слика 34. 
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Слика 34. Приказ на редокс активноста на цистеинските остатоци од молекули албумин (Cys34) од хуман 

серум. 

Важно е да се потенцира дека редуцираната и оксидираната форма на ALB имаат 

различни физички и хемиски својства. Така на пример, потенцијалот за врзување на некои 

лиганди, како што се билирубин и триптофан, се намалува пропорционално со степенот на 

оксидација на ALB [113]. Овие различни својства на редуцираната и оксидираната форма 

на албуминот од хуман серум, многу често претставуваат голем предизвик во 

дизајнирањето на електрохемиски сензори за детекција на албумин, посебно кога се 

работи за аналитички апликации во биолошки примероци. 

7.5.  Атсорптивни својства на урична киселина, билирубин и албумин  

 

Најголем број од проблемите при волтаметриските анализи на урична киселина и 

билирубин од водени раствори се јавуваат поради нивната слаба растворливост во вода. 

Сепак, во волтаметриските техники се познати специфични методолошки протоколи во 

кои при даден период на акумулација на дефиниран потенцијал, се овозможува зголемена 

пре-концентрација на одредени аналити на површината од работната електрода. Во 

вториот чекор од овие волтаметриски протоколи, со нанесување на потенцијална разлика 

помеѓу работната и референтната електрода, се овозможува електрохемиска 

трансформација на аналитите од атсорбирана состојба. Атсорпциските волтаметриски 

постапки се исклучително важни при студирањето на аналити што се тешко растворливи 

во вода како што се ензими, протеини, липиди и други липофилни молекули. Посебно 

ефикасни електроаналитички техники, како за студирање на електродните механизми на 

атсорбирани хемиски системи, така и за нивна квантификација се пулсните волтаметриски 

техники [13], а посебно SWV [8]. При апликацијата на пулсните волтаметриски техники за 

анализирање на хемиски системи од атсорбирана состојба, волтаметриските одговори 

(најчесто) имаат форма на релативно тесни и симетрични пикови чиј интензитет е 

функција од концентрацијата на аналитите во електрохемиската ќелија. Со внимателно 
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анализирање на експерименталните и инструменталните услови, со помош на пулсните 

волтаметриски техники аплицирани врз хемиски системи што покажуваат атсорпциски 

својства, може да се постигнат многу ниски граници на детекција на голем број 

липофилни аналити, дури и во наномоларни концентрациски подрачја. 

Процесот на електрохемиска оксидација на UA е детално студиран на пиролитична 

графитна електрода (PGE) од страна на Dryhurst [114]. Оксидацијата на UA најчесто се 

дефинира како квазиреверзибилен процес што опфаќа пренос на два електрони, при што 

продуктот на чекорот на електронски трансфер е вклучен во иреверзибилна хемиска 

реакција [114]. Специфично за електрохемиската трансформација на уричната киселина е 

фактот што оваа супстанца може да претрпи оксидација само од атсорбирана состојба, 

најчесто на површината од работна електрода од јаглероден тип [114].  

За разлика од UA, чија електрохемиска активност може да се студира и на 

електроди чија работна површина не е модифицирана [22], при испитувањето на 

електрохемиските својства на билирубин и при дизајнирањето на сензори за детекција на 

билирубин, скоро и да не постојат трудови каде немодифицирани работни електроди се 

користат за оваа намена [110, 115]. Во литературата постојат лимитиран број на 

информации за квантификација на билирубин на немодифицирана работна електрода 

[116]. Слабата растворливост во неутрални раствори и силните атсорпциски својства на 

билирубинот на работната површина од разни електроди изработени на јаглеродна основа 

се наведуваат како главен проблем при дизајнирањето на волтаметриски сензори за 

квантификација на билирубин [110].  

Атсорпциските својства на албумин употребени за модификација на работни 

електроди од јаглероден тип се познати во литература [117-119]. Кога албумин од хуман 

серум се користи како платформа за модификација на површината од работните 

електроди, неговата функција се поврзува со потенцијалот за негово поврзување и 

транспорт на голем број важни молекули [120, 121]. На овој начин, најчесто се олеснува 

електронскиот трансфер помеѓу аналитите од интерес и работните електроди 

модифицирани со албумин (или со системи што содржат албумин). Како што беше и 

претходно наведено, самиот албумин може да покаже електрохемиска активност, главно 

изразена преку оксидацијата на цистеинските остатоци Cys34. Сепак, неговата комплексна 

структура многу често доведува до недоволно изразена електрохемиска активност на 

редокс активниот сегмент од структурата на албуминот (цистенинскиот остаток Cys34). 

Овој ефект во голема мера го оневозможува деталното студирање на електрохемиските 

својства на албуминот со примена на работни електроди чија површина не е 

модифицирана.   
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7.6. Атсорптивни својства на урична киселина, билирубин и албумин присутни 

во хуман серум, во волтаметриски анализи со примена на EPPGE работна 

електрода 

 

Имајќи предвид одредени литературни податоци за атсорпциските својства на 

урична киселина, билирубин и албумин на јаглеродни електроди што се дискутирани и 

наведени во претходното поглавје, се очекува дека молекулите на сите три редокс активни 

аналити ќе покажат афинитет за атсорпција и на површината на работната EPPGE 

електрода. На слика 35 се прикажани серија од SW волтамограми на хуман серум, што се 

снимени со примена на EPPGE работна електрода. Волтамограмите се снимени при 

различни времиња на депозиција, при потенцијал на депозиција од 0,00 V во однос на 

референтната електрода Ag/AgCl. Релативно тесните форми на нет-волтаметриските 

пикови, како и промените на интензитетот на големина на струите на нет-пиковите како 

функција од времето на депозиција, често служат како иницијални показатели за 

електродни процеси на површински имобилизирани редокс системи [8] (слика 35). 

 

 

Слика 35. Приказ на нет-квадратно-бранови волтамограми кои ги илустрираат промените на 

волтаметриските одговори како функција од времето на депозиција. Волуменскиот удел на хуман серум  

(растворен во фосфатен пуфер со рН = 7,34) е 2,4%. Концентрациите на урична киселина, билирубин и 

албумин во електрохемиската ќелија се 14,19 μmol/L, 2,35 μmol/L и 19,81 μmol/L, соодветно. Времето на 

депозиција аплицирано за соодветните волтамограми е: 0 s (1), 15 s (2), 20 s (3), 30 s (4), 45 s (5), 60 s (6) и 

120 s (7). Кривата на дното (црна испрекината линија, означена со blank) е струјата на фосфатниот пуфер 

снимен во отсуство на хуман серум. Останатите експериментални и инструментални услови се идентични 

како условите за слика 25. 
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Дополнително, кривите на атсорпција прикажани на слика 36, поврзани со урична 

киселина, билирубин и албумин покажуваат и информации за заситување на површината 

на работната електрода по време на депозиција од околу 85 s за урична киселина (1), 50 s 

за билирубин (2) и 90 s за албумин (3) под специфичните експериментални услови 

наведени во слика 36. Набљудувањата во врска со атсорпциските карактеристики на сите 

три анализирани видови на електроди базирани на јаглерод се конзистентни со податоците 

од литературата, како и со претходните наоди публикувани од нашата истражувачка група 

[5, 99].  

Како што може да се заклучи од кривите претставени на слика 36, атсорпцијата на 

UA доминира во волтаметриските одговори при анализа на хуман серум. Интензитетот на 

одговорот на UA е последица на чекорот на брза размена на електрони, што е пресликано 

преку високиот степен на електрохемиска реверзибилност во услови на SWV. 

Заситувањето на електродата со BLR се случува за значително пократко време на 

депозиција во споредба со UA (крива 2 во слика 36). Волтаметрискиот одговор на BLR е 

со многу послаб интензитет во однос на волтаметрискиот одговор од UA, што е резултат 

на значително покомплексниот електроден механизам на редокс трансформација на BLR, 

проследен со последователни хемиски реакции, што придонесува до дополнителни 

атсорпциски ефекти од реакциските продукти. Заситувањето на електродата со ALB се 

случува во споредливо време со UA (крива 3 на слика 36). Треба да се напомене дека иако 

концентрацијата на ALB доминира во хуманиот серум во споредба со UA и BLR, поради 

големата моларна маса, дифузискиот коефициент на големите молекули на ALB се 

очекува да биде значително понизок од оној за другите аналити. Овој ефект најверојатно 

има големо влијание врз морфологијата на атсорпционата изотерма (крива 3 на слика 36). 

 

 

Слика 36. Атсорпциски криви што ја прикажуваат зависноста помеѓу пик-струите од волтамограмите на 

слика 35 како функција од времето на депозиција (t́dep) за урична киселина (1), билирубин (2) и албумин (3). 

Останатите експериментални услови се идентични како на слика 35. 
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Со оглед на комплексниот состав на хуманиот серум, треба да се напомене дека 

намалувањето на интензитетот на кој било волтаметриски пик при продолжено време на 

депозиција може да биде последица на конкурентна атсорпција со молекулите од други 

хемиски системи присутни во матриксот, како и на конкурентната атсорпција помеѓу 

молекулите од студираните аналити од интерес. Поради овие причини, намалувањето на 

волтаметрискиот одговор после одредено време на депозиција не мора да имплицира 

заситување на електродата само со молекулите од дефиниран аналит. Во принцип, 

волтаметриското однесување на хуманиот серум при продолжени времиња на депозиција 

најчесто ја рефлектира комплексноста на сите површински феномени што се јавуваат во 

сложен медиум каков што е хуманиот серум.  

Во контекст на атсорпциските феномени на анализираните хемиски системи 

присутни во хуман серум, интензитетот на струјата на пиковите од квадратно-брановите 

волтамограми на UA, BLR и ALB беше студиран и како функција од потенцијалот на 

депозиција. Притоа, во експерименти со хуман серум земен од пациент што има зголемена 

концентрација на билирубин, студиран беше ефектот на потенцијалот на депозиција во 

граници од –0,300 V до +0,400 V. Зависноста помеѓу добиените струи на нет-пиковите од 

квадратно-брановите волтамограми за UA, BLR и ALB како функција од потенцијалот на 

депозиција (при време на депозиција од 30 s) во сите случаи е параболична крива, со 

максимуми дефинирани при потенцијали на депозиција од 0,000 V за сите аналити. Овој 

податок е важен не само како дополнителна конфирмација за атсорпциските својства на 

испитуваните аналити во хуман серум, туку и за процесот на оптимизација на 

инструменталните параметри во постапката за аналитичка апликација на волтаметриската 

методологија за квантификација на UA, BLR и ALB во хуман серум.  

 

7.7. Влијание на фреквенцијата на потенцијалниот сигнал во SWV врз својствата 

на волтаметриските одговори на урична киселина, билирубин и албумин во 

хуман серум 

 

Во SWV, еден од клучните параметри што влијае врз брзината на мерењата на 

струите во тек на аплицираните пулсеви е фреквенцијата [8]. Фреквенцијата претставува 

критичен инструментален параметар кај сите пулсни волтаметриски техники [13]. 

Фреквенцијата има посебно значење во SWV, пред сè во студирањето на хемиски системи 

чија електрохемиска трансформација се случува од атсорбирана состојба [8]. Влијанието 

на фреквенцијата во SWV не се одразува само на брзината на размена на електрони 

помеѓу работната електрода и молекулите на студираниот редокс аналит, туку 

фреквенцијата има влијание и врз атсорпциските својства што се случуваат во текот на 

временската скала на секој аплициран потенцијален пулс при студии на редокс системи 

што покажуваат површинска активност [8]. На слика 37 е прикажана серија од квадратно-

бранови волтамограми од хуман серум, снимени при фреквенции од 8 до 100 Hz. 
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Слика 37. Приказ на нет струјните компоненти на серија од квадратно-бранови волтамограми на хуман 

серум со волуменски удел од 2,4%, снимени при различни фреквенции, без примена на време на депозиција. 

Концентрацијата на уричната киселина во електрохемиската ќелија е 14,65 μmol/L, додека концентрациите 

на билирубин и албумин во електрохемиската ќелија се 2,22 μmol/L и 20,54 μmol/L, соодветно. Останатите 

експериментални услови се идентични како на слика 25. 

 

На слика 38 е прикажан односот помеѓу струите на нет-квадратно-брановите 

волтаметриски пикови на урична киселина и аплицираната фреквенција (Inet,p/f), 

претставени како функција од логаритамот на применетата SW фреквенција. 
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Слика 38. Зависност помеѓу односот Inet,p/f на нет-волтамограмите за урична киселина и фреквенцијата како 

функција од логаритамот на применетата SW фреквенција. Концентрацијата на уричната киселина во 

електрохемиската ќелија е 14,65 μmol/L, додека концентрациите на билирубин и албумин се 2,22 μmol/L и 

20,54 μmol/L, соодветно. При овој сет на експерименти не е применето време на депозиција. Останатите 

експериментални услови се идентични како на слика 25. 

 

 Параболичната зависност помеѓу односот Inet,p/f како функција од применетите 

фреквенции во SWV е карактеристично својство за т.н. „површински електродни 

механизми“ во кои најмалку еден од учесниците во електрохемиската реакција е 

значително атсорбиран на површината од работната електрода [8]. Ова својство е 

наречено „квазиреверзибилен максимум“ и истото може да се употреби за карактеризација 

на површински електродни механизми, но и за определување на константата на брзина на 

пренос на електрони, со примена на релативно едноставен протокол елабориран од 

Мирчески и соработниците [8]. Од аналитичка гледна точка, фреквенцијата што одговара 

на максимумот на параболичната крива на зависност Inet,p/f како функција од log(f) може да 

се смета како оптимална вредност при волтаметриските аналитички протоколи наменети 

за квантификација на даден аналит. Во случајот на урична киселина присутна во серум, 

фреквенцијата што одговара на максимумот на кривата претставена на слика 38 изнесува 

50 Hz.  

Однесувањето опишано на слика 38 не е карактеристично само за уричната 

киселина, туку и за билирубин (слика 39) и за албумин. Треба да се нагласи дека при 

повисоки фреквенции (обично поголеми од 80 Hz), артефактите кои произлегуваат од 

некомпензираниот отпор [122] поради блокирањето на електродата со продуктите на 

електродните реакции за сите три анализирани хемиски системи од хуманиот серум, 

стануваат значителна пречка за одвивањето на електрохемиските реакции. Овие факти се 

поткрепени и со морфолошката анализа на нет-SW пиковите при фреквенции повисоки од 
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80 Hz за сите три анализирани системи (слика 37), што е во корелација и со теоретските 

податоци [122] за дискутираните феномени. 

 

 

 

Слика 39. Зависност помеѓу односот Inet,p/f на нет-волтамограмите за билирубин како функција од 

логаритамот на применетата SW фреквенција. Концентрацијата на уричната киселина во електрохемиската 

ќелија е 14,65 μmol/L, додека концентрациите на билирубин и албумин се 2,22 μmol/L и 20,54 μmol/L, 

соодветно. При овој сет на експерименти не е применето време на депозиција. Останатите експериментални 

услови се идентични како на слика 25. 

 

7.8. Влијание на матриксот на хуманиот серум врз електрохемиската 

трансформација на испитуваните аналити присутни во хуман серум 

 

Податоците од кривите на зависности прикажани на сликите 38 и 39 имплицираат 

на висока електрохемиска реверзибилност [8] на процесите на урична киселина и 

билирубин анализирани во хуман серум со примена на EPPGE како работна електрода, во 

услови на SWV. Тој факт може да се забележи и од својствата на оксидациските и 

редукциските струјни компоненти од квадратно-брановите волтамограми на овие аналити 

(слика 25). Од друга страна, цикличните волтамограми на хуман серум прикажани на 

слика 21, укажуваат на значителен степен на иреверзибилност во електрохемиската 

трансформација и кај уричната киселина и кај албуминот. Ако се земат предвид 

волтаметриските карактеристики на електрохемиски активните аналити присутни во 

хуман серум во услови на CV и во услови на SWV, тогаш логично е да се постави 

прашањето за причините што доведуваат до вакви дискрепанци помеѓу двете техники. Во 

поглавјето каде се дискутирани механизмите на електродна трансформација на урична 

киселина, билирубин и албумин, заедничка карактеристика на сите електродни механизми 

е што чекорот на размена на електрони кај сите механизми е поврзан со чекор на 
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последователна хемиска реакција. Општо земено, електрохемиските трансформации на 

урична киселина, билирубин и албумин можат да се класифицираат во т.н. „EC 

механизми“ [8], односно во електрохемиски механизми каде електрохемиската реакција е 

поврзана со хемиска неповратна реакција на добиениот продукт од електрохемискиот 

чекор.  

Од гледна точка на временската скала на одвивање на експериментите во CV и во 

SWV, познато е дека SWV е многу побрза техника од CV. Тоа се должи пред сè на 

специфичниот начин на изведување на експериментите и мерењето на струјата во SWV 

[8]. Овој податок укажува дека во SWV значително е намалена временската скала за 

одвивање на хемиската реакција кај EC механизмите. Согласно на тоа, влијанието на 

хемиската реакција ќе биде значително помала во услови на SWV во однос на брзината на 

истата хемиска реакција во услови на CV кај дефиниран ЕС механизам. Тоа секако е една 

од причините за различната електрохемиска реверзибилност на испитуваните системи во 

квадратно-бранова и во циклична волтаметрија. Сепак, постои и уште една можност што 

треба да се испита за однесувањето на испитуваните аналити во хуман серум во услови на 

SWV, а тоа е ефектот на матриксот од хуманиот серум.  

Со цел да се испита влијанието на матриксот на хуман серум врз волтаметриските 

одговори на UA и BLR, беа дизајнирани серија од експерименти во кои најпрво беа 

студирани електрохемиските својства на чисти супстанци UA и BLR во фосфатен пуфер 

со рН = 7,34. Потоа, во електрохемиската ќелија беше додаван хуман серум од здрав 

пациент, со волумен од 50 µL до 300 µL. При секое додавање на дефиниран волумен од 

хуман серум кон пуферскиот систем во кој беа растворени (а) чиста урична киселина (10 

mol/L) или (б) чист билирубин (10 mol/L), беа снимани квадратно-бранови 

волтамограми како функција од квадратно-брановата фреквенција. Притоа, систематски 

беа следени волтаметриските карактеристики и на директните (анодните) и на повратните 

(катодните) струјни компоненти од добиените квадратно-бранови волтамограми. Во сетот 

на анализи реализирани со UA, беа снимени и циклични волтамограми при различни 

брзини на промена на потенцијал, во услови кога нема додаден хуман серум, како и во 

присуство на дефиниран волумен на хуман серум додаден кон електрохемиската ќелија во 

која беше растворена урична киселина со концентрација од 10 mol/L. 

Во табела 2 е претставена серија од циклични волтамограми од чиста урична 

киселина снимена во фосфатен пуфер со рН = 7,34 (волтамограмите со сина боја) и на 

истиот раствор од урична киселина во електрохемиската ќелија потоа се додадени 200 µL 

серум од пациент без патологии (волтамограмите со црвена боја). Цикличните 

волтамограми се снимени при брзини на промена на потенцијал во ранг од 2 mV/s до 90 

mVs. Волтамограмите се систематизирани на начин да се визуелизира ефектот на 

додадениот серум во однос на волтамограмите од чиста урична киселина, при неколку 

дефинирани брзини на промена на потенцијалот. 
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Табела 2. Циклични волтамограми на 10 mol/L UA снимена во фосфатен пуфер со рН = 

7,34 (волтамограми со сина боја) и соодветни циклични волтамограми снимени кога во 

електрохемиската ќелија се додадени 200 L серум од здрав пациент (волтамограми со 

црвена боја). Волтамограмите се снимени при неколку различни брзини на промена на 

потенцијалот. Концентрацијата на UA на волтамограмите со црвена боја е 12 mol/L. 

Потенцијалниот чекор е 2 mV. Концентрациите во електрохемиската ќелија на следните 

компоненти присутни во примерокот хуман серум се: c(албумин) = 13,94 mol/L; 

c(билирубин) = 0,35 mol/L;. c(глукоза) = 133,41 mol/L; c(креатинин) = 1,77 mol/L; 

c(уреа) = 163,41 mol/L; c(холестерол) = 87,56 mol/L; c(триглицериди) = 30,73 mol/L. 
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90 mVs-1 

 
 

 

Како што е прикажано на цикличните волтамограми во табела 2, додавањето на 

само околу 1% на хуман серум има значително влијание врз електрохемиското 

однесување на урична киселина. Важно е да се нагласи дека додавањето на 200 µL серум 

кон 20 mL пуферски раствор што содржи 10 mol/L UA (во конкретниот случај на 

цикличните волтамограми од табела 2), доведува до зголемување на концентрацијата на 

UA само за околу 2 mol/L во однос на почетната концентрација на UA (волтамограмите 

со сина боја во табела 2). Сепак, ефектот на матриксот на хуманиот серум е значителен не 

само по формата и интензитетот и на оксидацискиот и на редукцискиот пик од UA, туку и 

врз електрохемиската реверзибилност која станува понагласена со додавањето на хуман 

серум во електрохемиската ќелија во која на почеток има само UA (со концентрација од 10 

mol/L). Овој ефект на хуманиот серум врз зголемувањето на електрохемиската 

реверзибилност на UA најдобро се забележува на цикличните волтамограми снимени при 

брзина на промена на потенцијалот од 50 mV/s.  

Детална студија на ефектот на волуменскиот удел на хуманиот серум од здрав 

пациент врз електрохемиските својства на UA (иницијално растворена во фосфатен пуфер 

со рН = 7,34, со концентрација од 10 mol/L) беше изведена и со примена на SWV. Во 

почетните експерименти при ова сценарио, беа снимени квадратно-бранови волтамограми 

на чиста урична киселина како функција од аплицираната фреквенција на потенцијалниот 

сигнал во SWV.  Како што може да се забележи од струјните компоненти на квадратно-

брановите волтамограми од UA претставени на слика 40, директните пикови се релативно 

добро дефинирани при сите аплицирани фреквенции. Важно е да се напомене дека при 

сите применети фреквенции, повратните пикови се со понизок интензитет отколку 

соодветните директни пикови, додека поголем интензитетот на повратните пикови се 

забележува при повисоки фреквенции. Ова однесување на UA е карактеристично за EC 

реакциските механизми [8] и истото кореспондира со литературните податоци за 

електрохемиското однесување на UA во водени раствори со вредност на рН што е околу 

7,00. 
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Слика 40. Приказ на директните и повратните струјни компоненти од квадратно-брановите волтамограми на 

урична киселина (со концентрација од 10 mol/L) растворена во фосфатен пуфер со рН = 7,34. 

Фреквенцијата што одговара на овие струјни компоненти е 8 Hz (1-1’), 25 Hz (2-2’); 50 Hz (3-3’); 75 Hz (4-

4’); 90 Hz (5-5’). Останатите инструментални услови се идентични како на слика 25.  

Додавањето на дефинирани волумени на хуман серум (од 50 L до 300 L) од здрав 

пациент, кон електрохемиската ќелија што содржи 10 mol/L UA растворена во фосфатен 

пуфер со рН = 7,34, беше следено во ранг на аплицирани фреквенции од 8 Hz до 150 Hz, 

при секој додаден дефиниран волумен на хуман серум во електрохемиската ќелија. На 

слика 41 се прикажани директните и повратните струјни компоненти, снимени при 

идентични фреквенции како и волтамограмите од чиста UA претставени на слика 40, во 

сценарио кога кон електрохемиската ќелија што содржи 10 mol/L UA, беа додадени 100 

L хуман серум од здрав пациент (со волуменски удел од околу 0,50%). Како што може да 

се види од волтаметриските струјни компоненти од слика 41, додавањето на хуман серум 

доведува до значителни промени како во формата, така и во интензитетот и на директните 

и на повратните пикови од UA. Притоа, очигледно е дека додавањето на хуман серум 

доведува до зголемување на електрохемиската реверзибилност на процесот на урична 

киселина. Така на пример, односот на струите на оксидациските пикови во однос на 

струите на редукциските пикови се менува од 2,4 (при фреквенции од 8 Hz) до 1,6 (при 

фреквенции од 90 Hz). Покрај тоа, потенцијалната сепарација помеѓу директните и 

повратните пикови се намалува со зголемување на фреквенцијата, додека и директните и 

повратните пикови стануваат тесни и добиваат форма карактеристична за површински 

електродни механизми [8]. Важно е да се нагласи дека додавањето на хуман серум кон 

електрохемиската ќелија во која има иницијално растворено 10 mol/L UA, доведува до 

поместување и на директните и на повратните пикови од квадратно-брановите 

волтамограми (споредба на слика 40 и слика 41) кон понегативни потенцијали за околу 50 

mV. Сите овие наведени параметри укажуваат дека додавањето на хуман серум во 

електрохемиската ќелија што содржи 10 mol/L UA, значително влијае врз нејзините 

електрохемиските својства. Бидејќи електрохемиската трансформација на урична 
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киселина се одвива според „површински ЕС механизам“, логично е да се претпостави дека 

(а) некои системи присутни во матриксот на хуманиот серум доведуваат до стабилизација 

на продуктот од електрохемискиот чекор од ЕС реакцијата на урична киселина, или (б) 

атсорпцијата на некои од супстанците присутни во хуманиот серум на површината од 

EPPGE работната електрода, придонесува за модификација на работната електрода и 

овозможува подобра комуникација помеѓу работната електрода и молекулите на урична 

киселина. Секако, покрај овие два наведени ефекти, подобрената растворливост на урична 

киселина во присуство на хуман серум, дополнително придонесува за електрохемиско 

однесување на урична киселина во присуство на хуман серум, како што е прикажано на 

волтамограмите на слика 41. 

 

 

 
 

 
Слика 41. Приказ на директните и повратните струјни компоненти од квадратно-брановите волтамограми на 

урична киселина (со концентрација од 10 mol/L) растворена во 20 mL фосфатен пуфер со рН = 7,34, во која 

се додадени 100 L хуман серум (со волуменски удел од 0,5%) од пациент без патологии. Крајната 

концентрација на урична киселина (после додавањето на хуманиот серум во електрохемиската ќелија) 

изнесува 11  mol/L. За подобра визуелна споредба, фреквенцијата што одговара на овие струјни 

компоненти е идентична како на слика 33 и истата изнесува: 8 Hz (1-1’), 25 Hz (2-2’); 50 Hz (3-3’); 75 Hz (4-

4’); 90 Hz (5-5’). Останатите инструментални услови се идентични како на слика 25. 

 

Во табела 3 се претставени директните и повратните струјни компоненти од 

квадратно-брановите волтамограми на UA (со концентрација 10 mol/L), снимени при 

дефинирани фиксни фреквенции, како функција од содржината на додаден серум од здрав 

пациент кон електрохемиската ќелија во која иницијално е растворена урична киселина. 

На сите волтамограми прикажани во табела 3 се забележува дека додавањето на хуман 

серум со волуменски удел до околу 1%  доведува до значително зголемување на струите 

на пиковите и во директна и во повратна насока, без разлика на применетата фреквенција. 

Покрај тоа, при поголеми фреквенции (повисоки од 50 Hz), волтаметриските својства на 

урична киселина се блиски до електрохемиски реверзибилен процес [8]. На слика 42 се 

претставени зависностите на односот на нет-струите на SWV пиковите и фреквенциите 
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(Inet,p/f ) како функција од log(f). Овие зависности се конструирани при неколку различни 

волуменски удели на хуман серум додадени во електрохемиската ќелија, во која 

иницијално има растворено урична киселина (со концентрација од 10 mol/L) во фосфатен 

пуфер со рН = 7,34. Зголемувањето на волуменскиот удел на хуманиот серум во 

волтаметриската ќелија од 0,25% до околу 1,25% доведува до значително зголемување на 

односот Inet,p/f и до поместување на максимумите на кривите кон повисоки фреквенции 

(криви 2 - 5) во однос на кривата конструирана за урична киселина во отсуство на хуман 

серум (крива 1). 

Овие податоци за поместувањето на позицијата на т.н. „квазиреверзибилен 

максимум“ на урична киселина кон повисоки вредности на фреквенциите во присуство на 

хуман серум, имплицираат дека присуството на хуман серум доведува до значително 

зголемување на електрохемиската реверзибилност на уричната киселина, како што може 

да се перцепира и од волтамограмите прикажани во табела 3. 

 

 

 

Табела 3. Приказ на директните и повратните струјни компоненти од квадратно-брановите 

волтамограми на урична киселина снимени при различни фреквенции во отсуство на 

серум (кривите означени со број 1, црна испрекината линија), како и во присуство на 

дефиниран волумен на хуман серум додаден кон електрохемиската ќелија во која 

иницијално се растворени 10 mol/L урична киселина во 20 mL фосфатен пуфер со рН = 

7,34. Вредностите на додадените волумени на хуман серум се дадени во сликите. 

 

 

8 Hz 
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Слика 42. Криви на зависностите на односите на нет-волтаметриските пикови во однос на 

аплицираните фреквенции (Inet,p/f ) како функција од log(f). Кривите се однесуваат на урична киселина во 

отсутво на хуман серум во електрохемиската ќелија (крива 1) и во присуство на хуман серум во 

електрохемиската ќелија со волуменски удели од 0,25% (2), 0,5% (3), 0,75% (4) и 1,25% (5). Во инцијалниот 

експеримент, во електрохемиската ќелија има растворена урична киселина со концентрација од 10 mol/L. 

Останатите услови се идентични како на слика 41. 

 

 

Како што беше наведено претходно, исклучително е тешко да се анализира 

билирубин во водени раствори со неутрална рН вредност со примена на работни 

електроди чија површина не е модифицирана. Сепак, со примена на EPPGE како работна 

електрода, и со билирубин иницијално растворен во DMSO и додаден во 20 mL фосфатен 

пуфер со рН = 7,34, возможно е да се изврши увид во електрохемиското однесување на 

чист билирубин со SWV. На слика 43 се прикажани директните и повратните струјни 

компоненти од билирубин (со концентрација од 10 mol/L) од квадратно-бранови 

волтамограми, снимени при неколку различни фреквенции. Додека при ниски фреквенции 

електрохемиската активност на билирубинот се пресликува во слабо дефиниран директен 

пик и со многу слабо дефиниран повратен пик (криви со црна боја со ознаки 1-1’на слика 

43), при фреквенции повисоки од 50 Hz, веќе има солидна дефиниција и на директните и 

на повратните пикови од квадратно-брановите волтамограми (кривите со ознаки 4-4’ и 5-

5’ на слика 43). Ваквото електрохемиско однесување на билирубин е карактеристично за 

EC реакциските механизми, што е во согласност со неговиот процес на електрохемиска 

оксидација до биливердин, процес во кој се инволвирани 1 e- и 1 Н+ јон (реакциска шема 

на слика 33). 
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Слика 43. Приказ на директните и повратните струјни компоненти од квадратно-брановите волтамограми на 

билирубин (со концентрација од 10 mol/L) растворен во фосфатен пуфер со рН = 7,34. Фреквенцијата што 

одговара на овие струјни компоненти е 8 Hz (1-1’), 25 Hz (2-2’); 50 Hz (3-3’); 75 Hz (4-4’); 100 Hz (5-5’). 

Основниот раствор на билирубин беше добиен со негово растворање во DMSO.  Останатите инструментални 

услови се идентични како на слика 25. 

 

На слика 44 се прикажани директните и повратните струјни компоненти, снимени 

при идентични фреквенции како и волтамограмите од чист билирубин (што се 

претставени на слика 43), во сценарио кога кон електрохемиската ќелија што содржи 10 

mol/L билирубин, беа додадени 300 L хуман серум (со волуменски удел од окоу 1,50 

%), од пациент кој има нормални вредности на концентрација на билирубин и ниски 

вредности на концентрација на урична киселина. Како што може да се види од 

волтаметриските струјни компоненти од слика 44, додавањето на хуман серум доведува до 

значителни промени како во формата, така и во интензитетот и на директните и 

повратните пикови од билирубин. Притоа, со додавањето на хуман серум, и директните и 

повратните пикови од билирубин стануваат добро дефинирани при фреквенции повисоки 

од 25 Hz, а односот на струите на директните во однос на повратните пикови се 

приближува кон 1 при фреквенции повисоки од 50 Hz (криви 3-3’, 4-4’, и 5-5’ на слика 44). 

Покрај тоа, потенцијалната сепарација помеѓу директните и повратните пикови се 

намалува со зголемување на фреквенцијата, додека позициите на потенцијалната скала на 

директните во однос на повратните пикови стануваат приближно еднакви при фреквенции 

поголеми од 75 Hz. Преку овие експерименти, дополнително се покажува дека хуманиот 

серум има влијание и врз електрохемиската реверзибилност на билирубин, слично (но не 

толку интензивно изразено) на влијанието како и кај уричната киселина (дискутирано на 

сликите 40 и 41 и во табела 3). Важно е да се нагласи дека додавањето на хуман серум со 
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волуменски удел од околу 1,5%, придонесува за минимално зголемување на почетната 

концентрација на билирубин во електрохемиската ќелија (од 10 mol/L на 10.2 mol/L).  

Експериментите дизајнирани со додавање на мали количини на хуман серум кон 

раствори што содржат чиста урична киселина и чист билирубин во електрохемиската 

ќелија, покажуваат дека матриксот на серумот игра многу важна улога во зголемување на 

електрохемиската реверзибилност и на уричната киселина и на билирубинот. Секако, овие 

податоци што се прикажани и дискутирани на сликите 40 - 44 и во табелите 2 и 3, нудат 

дополнителни информации за електрохемиските својства на компонентите анализирани во 

хуман серум со примена на EPPGE како работна електрода и со употреба SWV. Тие 

информации се важни за подетално да се разбере механизмот на електрохемиска 

трансформација на испитуваните компоненти во хуман серум, но и да се добијат податоци 

што ќе бидат од корист при развивање на протоколи за квантификацијата на студираните 

аналити во хуман серум со примена на SWV.   

 

 

 
 

Слика 44. Приказ на директните и повратните струјни компоненти од квадратно-брановите волтамограми на 

билирубин (со концентрација од 10 mol/L) растворен во 20 mL фосфатен пуфер со рН = 7,34. Кон овој 

раствор на билирубин во електрохемиската ќелија се додадени 300 L хуман серум (со волуменски удел од 

1,5%) од пациент без патологии. Крајната концентрација на билирубин (после додавањето на хуман серум во 

електрохемиската ќелија) изнесува 10,2  mol/L. За подобра визуелна споредба, фреквенцијата што одговара 

на овие струјни компоненти е идентична како на слика 43 и истата изнесува: 8 Hz (1-1’), 25 Hz (2-2’); 50 Hz 

(3-3’); 75 Hz (4-4’); 100 Hz (5-5’). Основниот раствор на билирубин е добиен со негово растворање во DMSO. 

Останатите инструментални услови се идентични како на слика 25. 
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8. ОПТИМИЗАЦИЈА НА ИНСТРУМЕНТАЛНИТЕ ПАРАМЕТРИ ЗА 

АНАЛИТИЧКИ ЦЕЛИ ПРИ ВОЛТАМЕТРИСКО ОПРЕДЕЛУВАЊЕ НА 

УРИЧНА КИСЕЛИНА, БИЛИРУБИН И АЛБУМИН ВО ХУМАН СЕРУМ 

 

Покрај добивањето на информации за механизмите на електрохемиска 

трансформација на аналитите од интерес присутни во даден примерок хуман серум, 

оптимизацијата на инструменталните параметри се смета за еден од клучните сегменти во 

сеопфатниот процес на дизајнирање амперометриски биосензори, особено во примероци 

каде се спроведува т.н. мултиваријантна волтаметриска анализа. Како што е покажано во 

резултатите елаборирани во претходните поглавја во оваа дисертација, електрохемиската 

трансформација на молекулите од сите три студирани аналити присутни во хуман серум 

се одвива главно од атсорбирана состојба. Фреквенцијата е еден од клучните фактори што 

влијае и врз електрохемиската реверзибилност и врз атсорпциските феномени, како во 

SWV [8], така и во останатите пулсни волтаметриски техники [13]. Како оптимална 

вредност погодна за аналитички цели, во SWV применета на површински редокс системи, 

се смета вредноста на фреквенцијата што одговара на максимумот на кривата на зависност 

Inet,p/f како функција од log(f) за даден аналит [8]. Доколку се анализираат соодветните 

криви што ги претставуваат „квазиреверзибилните максимуми“ конструирани за урична 

киселина и билирубин (слика 38 и слика 39, соодветно), фреквенциите што одговараат на 

максимумите на кривите се во регионот помеѓу 50 Hz и 60 Hz.   

Покрај квадратно-брановата фреквенција, квадратно-брановата амплитуда (Esw), 

потенцијалниот чекор (dE), потенцијалот на депозиција (Edep) и времето на депозиција 

(tdep) се критични инструментални параметри што влијаат врз дефиницијата и 

интензитетот на волтаметриски пикови кај површински редокс системи [8]. Што се 

однесува до оптимизацијата на потенцијалот на депозиција, треба да се напомене дека 

oвој инструментален парaметар влијае врз процесот на атсорпција на молекулите од 

испитуваните аналити. Притоа, влијанието на потенцијалот на депозиција, при време на 

депозиција од 15 s, беше тестирано во области на аплицирани потенцијали во регионот 

помеѓу -0,30 V и +0,40 V. Бидејќи беа добиени максимални големини на струите на 

пиковите од квадратно-брановите волтамограми за сите испитувани аналити (урична 

киселина, билирубин и албумин) при 0,00 V, оваа вредност на потенцијалот на депозиција 

од 0,00 V беше избрана како оптимална за аналитички цели на студираните аналити во 

хуман серум.  

Покрај фреквенцијата, амплитудата (Esw) на квадратно-брановите пулсеви многу 

често се дефинира како еден од круцијалните параметри во аналитичките апликации на 

SWV [8]. Треба да се нагласи дека квадратно-брановата амплитуда има влијание врз две 

важни карактеристики на добиените волтамограми: (а) влијае врз мерливите својства на 

волтаметриските пикови, но (б) амплитудата има влијание и врз односот сигнал-шум на 

резултантните пикови. Покрај тоа, важно е да се потенцира дека амплитудата на 

применетите квадратно-бранови потенцијални пулсеви служи како параметар што има 

значително влијание на брзината на хетерогена размена на електрони помеѓу работната 

електрода и молекулите на аналитите од интерес [8]. На слика 45 е прикажанa серија од 

квадратно-бранови волтамограми на хуман серум, снимени како функција од применетата 

квадратно-бранова амплитуда. 
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Слика 45. Приказ на квадратно-бранови волтамограми на хуман серум (нет-струјни компоненти), снимени 

како функција од квадратно-брановата амплитуда, при фреквенција од 50 Hz. Останатите услови се како на 

слика 25. 

 При апликација на квадратно-бранови амплитуди до вредности од околу 50 mV, 

интензитетот на сите три волтаметриски пикови се зголемува пропорционално со Esw. 

Меѓутоа, како што амплитудата на квадратниот бран се зголемува над 50 mV, 

волтаметриските пикови од билирубин и албумин почнуваат значително да се шират, што 

води до одреден степен на меѓусебно преклопување кога амплитудата надминува 90 mV. 

Вредност на квадратно-брановата амплитуда од 50 mV придонесува за дефиниција на 

волтаметриски пикови со добра резолуција. Притоа, односот на интензитетот на пиковите 

во однос на полуширината на пиковите (овој однос се смета како важен параметар во 

аналитички цели) има највисока вредност при амплитуди од 50 mV, поради што оваа 

вредност за Esw беше одбрана во протоколот за квантификација на студираните аналити во 

хуман серум. 

Освен од квадратно-брановата амплитуда и фреквенцијата, резолуцијата, формата и 

интензитетот на волтаметриските пикови од сите испитувани аналити во хуман серум 

зависи и од големината на потенцијалниот чекор (dE). Освен врз резолуцијата на 

волтаметриските пикови, потенцијалниот чекор влијае и врз степенот на електрохемиска 

реверзибилност на електродните процеси од сите аналити. Истражувањето на овој 

инструментален параметар покажа дека потенцијален чекор од 4 mV се покажа како 

соодветен за аналитички евалуации поврзани со сите волтаметриски пикови. При примена 

на потенцијални чекори со вредности поголеми од 8 mV, формата на волтаметриските 

пикови беше значително деформирана, при што волтаметриските пикови беа со 

дефиниции несоодветни за аналитички цели. 
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9. ВЛИЈАНИЕ НА ИНТЕРФЕРЕНТНИ СУПСТАНЦИ ВРЗ 

ЕЛЕКТРОХЕМИСКИТЕ ПРОЦЕСИ ОД УРИЧНА КИСЕЛИНА, 

БИЛИРУБИН И АЛБУМИН ПРИ ВОЛТАМЕТРИСКИ АНАЛИЗИ НА 

ХУМАН СЕРУМ 

Спроведувањето волтаметриски анализи во комплексен систем, како што е 

хуманиот серум, претставува значителен предизвик, особено во експериментални 

сценарија при кои не се имплементираат претходни третмани и не се аплицираат 

дополнителни реагенси во примерокот за анализа. Имајќи предвид дека хуманиот серум е 

исклучително комплексен систем, покрај уричната киселина, билирубинот и албуминот, 

се очекува, голем број други молекули присутни во серумот да покажат потенцијал за 

атсорпција на површината на работната електрода. Во таков случај, многу од овие 

молекули присутни во матриксот од хуманиот серум, можат да имаат силно влијание врз 

атсорпциските својства на анализираните аналити. Притоа, ваквите ефекти на 

конкурентна атсорпција потенцијално можат да влијаат врз процесот на пренос на 

електрони помеѓу работната електрода и молекулите на испитуваните аналити. Покрај тоа, 

не е исклучена можноста и од меѓусебни интеракции на површината на работната 

електрода помеѓу атсорбираните молекули од испитуваните урична киселина, билирубин 

и албумин.  

Имајќи ги предвид различните аналити што се присутни во хуманиот серум, беа 

извршени испитувања на влијанието на глукоза, холестерол и триглицериди врз 

волтаметриското однесување на анализираните супстанци. Преку серија волтаметриски 

експерименти спроведени врз хуман серум, беше покажано дека глукозата нема 

забележливо влијание на волтаметриските пикови на испитуваните аналити, кога 

нејзината концентрација е во граници до 300 μmol/L. Отсуството на промени во 

интензитетот на струите и во позицијата на волтаметриските пикови од урична киселина и 

албумин, забележани при перманентно зголемување на концентрацијата на глукоза во 

волтаметриската ќелија, имплицира отсуство на влијание на глукозата врз 

електрохемиските својства на испитуваните аналити (слика 46).  

 
 

Слика 46. Влијание на концентрацијата на глукоза врз волтаметриските пикови добиени со анализа на хуман 

серум (нет-струјни компоненти). Концентрации на глукоза од 50 μmol/L до 300 μmol/L немаат влијание врз 

интензитетот на пиковите од урична киселина и албумин. Хуманиот серум е од здрав пациент. Останатите 

инструментални услови се како на слика 26. 
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Спротивно на овие сознанија за отсуство на влијание на глукозата врз 

електрохемиските процеси на урична киселина, билирубин и албумин, во случајот со 

влијанието на холестерол беа забележани значителни ефекти. Имено, при концентрации 

на холестерол поголеми од 200 μmol/L во електрохемиската ќелија, доаѓа до значително 

намалување на интензитетот на сите волтаметриски пикови од урична киселина, 

билирубин и албумин. Овој ранг на концентрации на холестерол, генерално се однесува за 

пациенти кои имаат покачени нивоа на холестерол во крвта. Во литература е познато дека 

холестеролот е силно липофилна молекула, што има тенденција значително да се 

атсорбира на површината на работните електроди дизајнирани на база на јаглерод [56]. 

Оваа силна атсорпција на холестеролот најчесто предизвикува силна изолација на 

површината на работната електрода. На тој начин, со атсорпцијата на холестеролот се 

спречува атсорпцијата на аналитите од интерес, при што холестеролот ќе влијае и врз 

процесот на пренос на електрони помеѓу работната електрода и молекулите од урична 

киселина, билирубин и албумин. 

Во однос на влијанието на триглицериди врз волтаметриските одговори на 

студираните аналити, се забележува интересен тренд во контекст на однесувањето на 

уричната киселина (Слика 47). Зголемувањето на концентрацијата на триглицериди во 

опсег од 44 μmol/L до 52 μmol/L резултира со значително зголемување на 

волтаметрискиот пик на уричната киселина. Сепак, последователното зголемување на 

триглицериди води до значително намалување на интензитетот на волтаметрискиот пик 

(волтамограми на слика 47 и крива на слика 48).  

 

 

 
 

Слика 47. Влијание на концентрацијата на триглицериди врз квадратно-брановите волтамограми (нет-

струјни компоненти) на хуман серум. Концентрацијата на урична киселина во електрохемиската ќелија е 

6,05 μmol/L додека концентрацијата на албумин е 16,50 μmol/L. Содржината на триглицериди во 

електрохемиската ќелија изнесува  44,15 μmol/L (1), 45,22 μmol/L (2), 46,29 μmol/L (3), 49,50 μmol/L (4), 

51,64 μmol/L (5), 53,78 μmol/L (6) и 59,13 μmol/L (7). Волтамограмите се снимени при време на депозиција 

од 30 s и потенцијал на депозиција од 0,00 V. Останатите услови се идентични како на слика 25. 

 



   

91 

 

 

 
 

Слика 48. Влијание на концентрацијата на триглицериди врз интензитетот на струите на нет-пиковите на 

урична киселина. Експериментите услови при кои е конструирана кривата се идентични како условите на 

слика 47. 

 

Очигледно е дека умерената концентрација на триглицериди придонесува за 

промена на атсорпциските својства на урична киселина и ја олеснува електронската 

комуникација помеѓу работната електрода и молекулите од урична киселина. Од друга 

страна, триглицеридите присутни во концентрации поголеми од 52 μmol/L покажуваат 

значителна атсорпција на површината на работната електрода, со што доаѓа до значително 

намалување на површинската концентрација на урична киселина. Концентрациите на 

триглицеридите прикажани на слика 48 се во ранг над горната граница на референтните 

вредности за здрав пациент. Важно е да се напомене дека триглицеридите во студираниот 

концентрационен опсег имаат мало влијание врз електрохемискиот процес на албуминот 

(нет-пиковите од квадратно-брановите волтамограми што го прикажуваат процесот на 

електрохемиска трансформација на албумин на слика 47). 

Бидејќи електрохемиската активност на молекулите од испитаните аналити (урична 

киселина, билирубин и албумин) присутни во хуман серум се одвива од атсорбирана 

состојба, разумно е да се заклучи дека многу веројатни се процеси на конкурентна 

атсорпција и меѓусебни интеракции на молекулите од атсорбираните аналити на 

површината на EPPGE. За да се испитаат овие ефекти, беа дизајнирани волтаметриски 

експерименти во кои концентрацијата на еден аналит систематски се менуваше, додека 

концентрациите на останатите два аналитa во електрохемиската ќелија се одржуваа 

константни. При овој сет на експерименти, беше утврдено дека уричната киселина 

присутна во концентрации над 65 μmol/L  во електрохемиската ќелија, придонесува за 

истовремено намалување на интензитетите на волтаметриските пикови (што ја 

претставуваат електрохемиската трансформација) и на билирубинот и албуминот. Овие 

наоди се согласуваат со генералната тенденција на уричната киселина да се атсорбира 

посилно од билирубинот, како што може да се заклучи од податоците на слика 36. Во друг 
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сет на експерименти, концентрации на билирубин во електрохемиската ќелија  поголеми 

од 40 μmol/L, придонесуваат до намалување на интензитетот на пикот што потекнува од 

електрохемискиот процес на урична киселина. Очигледно е дека во споменатите 

концентрациски подрачја, атсорпцијата на молекулите од билирубинот (при концентрации 

c > 40 μmol/L) и урична киселина (при концентрации c > 65 μmol/L) е значителна, што 

може негативно да влијае на интензитетот и на двата волтаметриски пикови. Во контекст 

на третиот аналит (албумин), важно е да се напомене дека при концентрации на албумин 

во електрохемиската ќелија поголеми од 60 μmol/L, се забележува умерено зголемување 

на интензитетот на волтаметрискиот пик поврзан со електрохемискиот процес на 

билирубинот. Имајќи ги предвид литературните податоци [123] кои укажуваат дека 

албуминот има својства да посредува во мембранскиот транспорт на липофилните 

молекули на билирубин, логично е да се заклучи дека зголемените концентрации на 

албумин во волтаметриската ќелија овозможуваат подобра атсорпција на билирубинот и ја 

промовираат неговата интеракција со работната електрода. Овие интеракции помеѓу 

молекулите од испитуваните аналити се важни во контекст на разбирање на 

волтаметриските анализи во хуман серум, бидејќи истите придонесуваат кон подобро 

разбирање на механизмите на електрохемиска трансформација на уричната киселина, 

билирубинот и албуминот.  

Имајќи ги предвид резултатите елаборирани во овој дел од дисертацијата, важно е 

да се нагласи дека интеракции со поголем интензитет помеѓу молекулите на аналитите се 

очекуваат главно кај пациенти кои имаат зголемени концентрации на сите три аналити во 

серумот. Проблемот со конкурентните интеракции помеѓу молекулите од испитуваните 

аналити, делумно може да се надмине со намалување на волуменскиот удел на серумот, 

односно волтаметриските експерименти да се спроведат со волуменски удел на хуман 

серум помал од 2,4% во електрохемиската ќелија. 
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10. КОНЦЕНТРАЦИСКИ ЗАВИСНОСТИ НА ИНТЕНЗИТЕТОТ НА 

ВОЛТАМЕТРИСКИТЕ ОДГОВОРИ ОД УРИЧНА КИСЕЛИНА, 

БИЛИРУБИН И АЛБУМИН: КОНСТРУКЦИЈА НА КАЛИБРАЦИСКИ 

КРИВИ 

На слика 49 се прикажани три криви што ги прикажуваат концентрациските 

зависности на волтаметриските пикови од урична киселина, билирубин и албумин, 

конструирани при квадратно-бранови волтаметриски анализи за сите три аналити 

присутни во хуман серум.  

 

Слика 49. Графици што ја покажуваат концентрационата зависност на интензитетот на струјата на 

волтаметриските нет-пикови, конструирани за UA, BLR и ALB. Кривите се конструирани со метод на 

стандарден додаток спроведен со волуменски удел од 2,4% хуман серум првично растворен во фосфатен 

пуфер. Инструменталните параметри аплицирани при овој протокол се: SW фреквенција f = 50 Hz, SW 

амплитуда Esw = 50 mV, потенцијален чекор dE = 4 mV, потенцијал за депозиција Edep = 0,0 V, и време за 

депозиција tdep = 30 s. Секој точка презентирана на графикот е просечна вредност од 9 мерења. Почетната 

точка на графиците ја претставува соодветната концентрацијата на дефинираниот аналит во анализираниот 

хуман серум, определена со UV-Vis методот. 

Треба да се нагласи дека вредноста на секоја точка на правите на концентрациските 

зависности претставени на слика 49 претставува просечна вредност добиена од најмалку 

девет мерења. Експерименталниот протокол применет за конструирање на графиците на 

сликите вклучува анализа на хуман серум со волуменски удел од 2,4% , што содржи 

висока концентрација на билирубин, а нормални концентрации на урична киселина и 

албумин. Првата точка на секоја калибрациска крива на слика 49 се однесува на 
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концентрацијата на конкретниот аналит во серумот што е одредена со примена на UV-Vis 

метод. Притоа, концентрацијата во електрохемиската ќелија постепено се зголемува, 

паралелно за сите три аналити, со додавање на соодветни стандардни додатоци за сите 

аналити. На тој начин, повисока концентрација на даден аналит беше измерена во 

присуство на повисоки концентрации на другите два аналити. Овој протокол е применет 

со цел да се претстават зависностите прикажани во сликите на еден пореален начин, со 

цел да се земат предвид потенцијалните интеракции помеѓу аналитите. Важно е да се 

напомене дека по секое волтаметриско мерење, работната електрода беше чистена во 

согласност со процедурата опишана во [99]. 

Во табела 4 се претставени главните перформанси на протоколот за SW 

волтаметриска метода развиена за симултана анализа на урична киселина, билирубин и 

албумин во хуман серум. При вредности на инструменталните параметри што претходно 

беа оптимизирани, линеарна зависност помеѓу интензитетот на струите на нет-пиковите и 

концентрациите за урична киселина, билирубин и албумин постои во концентрациските 

региони од 6 μmol/L до 60 μmol/L (за урична киселина), од 3 μmol/L до 25 μmol/L (за 

билирубин) и од 2 μmol/L до 40 μmol/L (за албумин). Определените граници на детекција 

за испитуваните аналити се 2,80 μmol/L (за урична киселина), 2,20 μmol/L (за билирубин) 

и 1,99 μmol/L (за албумин). Вредностите на коефициентите на корелација (R2) се во ранг 

од 0,99 и 0,98 за сите испитувани аналити, со што се потврдува добрата линеарност на 

развиената аналитичка постапка. Покрај тоа, релативната стандардна девијација се движи 

во границите помеѓу 2,00% и 2,60%, факт што укажува на прилично добра прецизност на 

методата, имајќи ја предвид целокупната комплексност на испитуваниот систем. 

Индикаторите за грешка прикажани на секоја од точките на правите линии од 

концентрациските зависности на слика 49 откриваат зголемени стандардни девијации што 

се особено изразени при повисоки концентрации на аналитите. Оваа појава може да се 

препише на изразените меѓусебни интеракции помеѓу сите три компоненти, кои се 

поинтензивни при повисоки концентрации на аналитите, како што беше дискутирано во 

претходното поглавје на дисертацијата. 

 

Табела 4. Валидација на параметрите за определување на урична киселина, билирубин и 

албумин со примена на квадратно-бранова волтаметрија. 

аналит концентрациски 
ранг/µmol/L 

равенка на 
линеарна 

регресиона права 

коефициент 
на 

корелација 

R2 

стандардна 
девијација 

SD/µA 

релативна 
стандардна 

девијација 

RSD % 

граница на 
детекција 

LOD/µmol/L 

граница на 
квантификација 

LOQ/ µmol/L 

UA 6-60 y=0,3392x+2,3161 0,99 0,32 2,56 2,80 9,24 

BLR 3-25 y=0,2852x+1,5778 0,98 0,25 2,60 2,20 7,26 

ALB 2-40 y=0,2385x+3,4449 0,98 0,23 2,08 1,99 6,56 

*границата на детекција (LOD) беше пресметана според изразот: LOD = 3SD/a; каде SD е ознака за 

стандардната девијација на нет-струјните компоненти од основниот електролит, додека со „a“ е означен 

наклонот на соодветната права на линеарната регресиона линија од зависностите прикажани на слика 49. 

Границата на квантификација (LOQ) е пресметана според изразот: LOQ = 3,3 × LOD. 
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11. АНАЛИТИЧКА АПЛИКАЦИЈА НА ВОЛТАМЕТРИСКАТА 

МЕТОДОЛОГИЈА ЗА ДИРЕКТНО ОПРЕДЕЛУВАЊЕ НА УРИЧНА 

КИСЕЛИНА, БИЛИРУБИН И АЛБУМИН ВО ХУМАН СЕРУМ 

Волтаметриската методологија елаборирана во оваа дисертација беше употребена 

за симултано определување на концентрациите на студираните аналити во неколку 

примероци на хуман серум. Резултатите добиени од овие волтаметриски експерименти се 

прикажани во табела 5, заедно со податоците добиени со примена на стандардниот UV-Vis 

метод што се користи во клиничката биохемија. Споредбата на двата сета на податоци 

покажува дека постои значителна согласност помеѓу двата резултати добиени со два 

различни протоколи. Притоа, поизразени разлики помеѓу добиените вредности се јавуваат 

кај примероци што содржат високи концентрации на урична киселина (види серум со бр. 

4, на пример). Овој резултат е очекуван, а ефектите поврзани со меѓусебни интеракции од 

молекулите од аналитите, што главно се јавуваат при високи концентрации на аналитите, 

беа елаборирани во претходните поглавја од дисертацијата. Важно е да се напомене дека 

податоците презентирани во Табела 5 се однесуваат на концентрациите на аналитите што 

се присутни во електрохемиската ќелија. 

Табела 5. Споредба на определените вредности за концентрациите на UA), BLR и ALB од 

анализите направени со UV-Vis протокол и анализите направени со примена на 

волтаметриската методологија елаборирана во оваа дисертација. 

 
серум 

бр. 

UA 

UV-Vis 

µmol/L 

UA во оваа 

работа 

µmol/L 

BLR 

UV-Vis 

µmol/L 

BLR во оваа 

работа 

µmol/L 

ALB 

UV-Vis 

µmol/L 

ALB во оваа 

работа 

µmol/L 

1 5,2 6,9 / / 15,5 16,2 

2 / / / / 20,8 21,6 

3 4,3 8,8 / / 18,5 15,7 

4 64,5 54,2 3,43 4,3 23,6 24,1 

5 / / 10,1 9,2 / / 

6 5,6 5,8 7,2 6,6 / / 

       

7 35,1 42,8 / / / / 

*Вредностите се однесуваат на концентрациите на аналитите во електрохемиската ќелија.  

**За овој сет на експерименти, примероци од хуман серум со волуменски удел од 2,4% се растворени во 

фосфатен пуфер со pH = 7,34. Волтаметриските мерења се спроведени при време на депозиција tdep = 30 s, 

фреквенција f = 50 Hz, амплитуда Esw = 50 mV и потенцијален чекор dE = 4 mV. За секој серум, се направени 

минимум 5 мерења, а просечните вредности на струи на соодветните нет-пикови од квадратно-брановите 

волтамограми се употребени за евалуација на концентрациите на UA, BLR и ALB, користејќи ги равенките 

на линеарните линии од Табела 4.  

***За примероците со броеви 4 и 7 е користен хуман серум со волуменски удел од 4,8%. 
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12. ЗАКЛУЧОЦИ 

 

Резултатите презентирани во оваа дисертација се добиени преку систематска и 

сеопфатна волтаметриска студија на електрохемиските својства на хуман серум. Во 

применетиот протокол е употребена директна анализа на примероците на хуман серум, 

без дополнителна примена на какви било хемикалии и постапки што би се додале кон 

хуманиот серум во целата постапка на анализа. Со примена на квадратно-бранова 

волтаметрија на немодифицирана електрода изработена од странично ориентиран 

пиролитичен графит (EPPGE), можно е да се добие увид во електрохемиските својства на 

три важни аналити присутни во хуманиот серум: урична киселина, билирубин и албумин. 

Волтаметриските одговори на сите испитувани аналити во хуманиот серум покажуваат 

својства на значително изразени електрохемиски реверзибилни процеси во услови на 

квадратно-бранова вотаметрија. 

Како главни придобивки од резултатите елаборирани во докторската дисертација 

може да се наведат следните: 

-Урична киселина, билирубин и албумин, присутни во хуман серум (што е 

растворен во граници од 1% до 5% во фосфатен пуфер со рН = 7,34, покажуваат добро 

изразена електрохемиска активност, но само со употреба на EPPGE како работна 

електрода и квадратно-бранова волтаметрија како работна техника. Процесите поврзани 

со електрохемиската трансформација на овие три аналити во хуман серум се дефинираат 

на потенцијали од околу +0,30 V (за UA), +0,48 V (за BLR) и +0,72 V (за ALB). 

-Електрохемиската трансформација на сите аналити (урична киселина, билирубин 

и албумин) присутни во хуман серум може да се опише со ЕС реакциски механизам. 

-Анализите спроведени со примена на квадратно-бранова волтаметрија покажаа 

дека временската скала на мерењата (изразена преку квадратно-брановата фреквенција) 

игра многу важна улога во целокупниот процес на електрохемиска трансформација на 

сите испитувани аналити. 

-Молекулите на сите системи испитувани во оваа дисертација покажуваат изразени 

атсорпциски својства на површината од работната електрода, при што најсилно изразени 

атсорпциски својства покажува уричната киселина. 

-Матриксот на серумот има големо влијание врз електрохемиското однесување на 

сите три аналити. Во експерименти дизајнирани со чисти супстанци (урична киселина или 

билирубин) растворени во пуфер, додавањето на мали порции на хуман серум 

(волуменски удел до околу 2%) од здрав пациент, придонесува кон зголемување на 

електрохемиската реверзибилност на испитуваните аналити. Најверојатно, овие феномени 

се должат од комбинација на ефекти поврзани со (а) стабилизирање на продуктите од 

електрохемиската трансформација на аналитите, (б) модификација на работната електрода 

со конкурентна атсорпција на компоненти присутни во хуман серум кои ја подобруваат 

електронската комуникација помеѓу работната електрода и аналитите, и (в) подобрена 

растворливост на аналитите. 

-Испитувањето на влијанието на интерференти покажа дека холестеролот кога е 

присутен во граници поголеми од 200 mol/L во електрохемиската ќелија, придонесува за 

намалување на интензитетите на пиковите од сите три аналити, додека глукозата не 

покажува влијание до концентрации од околу 300 mol/L. Триглицеридите, пак, присутни 

во концентрациски подрачја од 44mol/L до 52mol/L придонесуваат за значително 

зголемување на интензитетот на волтаметрискиот пик од урична киселина, додека при 
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повисоки концентрации од 55 mol/L предизвикуваат намалување на интензитетот на 

пикот од урична киселина. 

-Поради атсорпциските својства на молекулите од сите испитувани аналити, 

испитувана е и можноста за меѓусебни интеракции на испитуваните компоненти. Притоа, 

концентрации на урична киселина повисоки од 65 μmol/L предизвикуваат ефект на 

намалување на пиковите од сите аналити, додека концентрациите на билирубин што 

предизивкуваат ефект на намалување на пиковите од другите аналити се повисоки од 40 

μmol/L. Албуминот во концентрации повисоки од 60 μmol/L придонесува за умерено 

зголемување на пикот од билирубин. 

-Со цел да се дизајнира протокол за симултано определување на урична киселина, 

билирубин и албумин во хуман серум, извршена е оптимизација на инструменталните 

параметри. Притоа, потенцијал на депозиција од 0,00 V, време на депозиција од 30 s, 

фреквенција од 50 Hz, амплитуда од 50 mV и потенцијален чекор од 4 mV се покажаа како 

најпогодни за симултано определување на сите три аналити.  

-Во хуман серум од пациент со покачени вредности за билирубин, направена е 

концентрациска зависност на интензитетот на струјата од волтаметриските пикови од сите 

три аналити. Притоа, со паралелно зголемување на концентрациите на сите аналити во 

електрохемиската ќелија (со постепено паралелно додавање на стандардни додатоци од 

аналитите), утврдено е дека постои линеарна зависност помеѓу измерените струи на нет-

пиковите и на аналитите во регион од 6 μmol/L до 60 μmol/L (за UA), од 3 μmol/L до 25 

μmol/L (за BLR) и од 2 μmol/L до 40 μmol/L (за ALB).  

-Определените граници на детекција за испитуваните аналити се 2,80 μmol/L (за 

урична киселина), 2,20 μmol/L (за билирубин) и 1,99 μM (за албумин).  

-Вредностите на коефициентите на корелација (R2) се во ранг од 0,99 и 0,98 за сите 

испитувани аналити, со што се потврдува добрата линеарност на развиената аналитичка 

постапка.  

-Релативната стандардна девијација се движи во границите помеѓу 2,00% и 2,60%, 

факт што укажува на прилично добра прецизност на методата, имајќи ја предвид 

целокупната комплексност на испитуваниот систем. 

-Развиениоет протокол со употреба на EPPGE како работна електрода и квадратно-

бранова волтаметрија како работна техника, беше применет за определување на урична 

киселина, билирубин и албумин во неколку примероци од хуман серум. Притоа, 

резултатите од волтаметриските експерименти беа во добра согласност со резултатите 

добиени со конвенционалните определувања на овие аналити со примена на UV-Vis 

техника. 

-Протоколот елабориран во оваа дисертација, во суштина е брза, евтина и 

едноставна волтаметриска методологија, што исклучува употреба на дополнителни 

реагенси за стабилизација на серумот, или употреба на специфични реактивни реагенси. 

-Резултатите елаборирани во оваа дисертација може да се гледаат како солидна 

основа за развивање на point-of-care уреди за детекција и квантификација на урична 

киселина, билирубин и албумин, што е од суштинско значење за брза медицинска 

дијагностика.  

-Резултатите презентирани во оваа дисертација ја демонстрираат можноста за 

дизајнирање на евтин, брз и веродостоен амперометриски биосензор, дури и во многу 

комплексни медиуми каков што е хуманиот крвен серум. Развиената методологија 

овозможува „label-free“ (или протокол без било каков предтретман) квантификација на 
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трите аналити. Иако развиената методологија до одреден степен зависи од целокупниот 

состав на матриксот, сепак таа нуди рационализиран пристап, избегнувајќи ја потребата 

од скапи процедури, што бараат долго време за изведување, кои традиционално се 

користат во електрохемиската детекција на испитуваните аналити [17, 124-126].  

Развиениот волтаметриски протокол во оваа дисертација се издвојува од 

останатите протоколи познати во литература, пред сè поради својата брзина, ниската цена 

и едноставна изведба на експериментите. Ова е посебно важно,  имајќи предвид дека за 

анализа на биохемиски системи присутни во биолошки примероци, најчесто се 

употребуваат ензимски методи на електроди модифицирани со наночестички [22, 62, 127]. 

Волтаметриската методологија елаборирана во оваа дисертација, може да се гледа како 

клучен чекор кон дизајнирање на point-of-care сензорски системи за брза и истовремена 

квантификација на урична киселина, билирубин и албумин во хуман серум, што е особено 

важно во медицинската дијагностика.  

Во литературата не постојат трудови каде е прикажано симултано електрохемиско 

определување на урична киселина, билирубин и албумин во хуман серум. Покрај тоа, во 

дисертцијата за прв пат е покажано дека матриксот на серумот делува како еден вид 

каталитичко средство во електрохемиската детекција на урична киселина, билирубин и 

албумин. 
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