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For the first time the possibility of electrochemiluminescent (ECL) phenomena using for the development of the sensor on the endotoxine bilirubin determining in aqueous solution were presented. The excitation modes of the ECL phenomena in test solutions with bilirubin, the impact on the analytical signal of pH and concentration of the toxin were studied.

The coreactant nature of the bilirubin involvement in the homogeneous ECL-reactions with electrogenerated ion radicals trisbipiridil ruthenium ({Ru(bpy)3}+3) was shown. The proportional ECL emission intensity dependence from bilirubin concentration was demonstrated. Cyclic voltammograms in the positive part of the potentials and the corresponding ECL emission of the analytical system without and in presents of bilirubin were obtained in the sensor with modified diamond-like glassy carbon electrode. 
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Як типовий представник ендотоксинів у роботі був вивчений білірубін, який є продуктом метаболізму еритроцитів. Білірубін є аполярною ліпофільною речовиною. Його нейротоксичність проявляється, зокрема, смертоносною ядерною жовтянкою, що супроводжується подальшим мозковим ущербом у новонароджених [1]. 

Найчастіше визначення білірубіну проводиться прямими спектроскопічними чи калориметричними методами, а також з використанням методів попереднього розділення. Використання електрохімічних методів для визначення білірубіну супроводжується певними труднощами, пов’язаними з відсутністю електрохімічної активністю білірубіну у водних розчинах на традиційних електродних матеріалах. Тому для електрохімічного визначення білірубіну у водних розчинах застосовують різні види модифікації електродів-сенсорів, непряме електрохімічне окислення та інші допоміжні заходи [2 – 5].

Проблема визначення білірубіну у водних розчинах також додатково обтяжується його низькою розчинністю та хімічною нестійкістю в розчинах, пов’язаною з досить швидким окисленням та активними фотохімічними процесами. 

Дослідження електрохімічних та ЕХЛ властивостей білірубіну було вирішено почати з диметилформамідних (ДМФА) розчинів, де білірубін краще розчиняється і головне – демонструє електрохімічну активність. Було показано, що білірубін електроокислюється до білівердину, який також окислюється при більш позитивних потенціалах. Модифікація електроду АПП не призводить до помітних змін в процесі. Процеси окислення білірубіну в ДМФА не супроводжуються емісією ЕХЛ. Підкислювання ДМФА призводить до зменшення розчинності білірубіну з відповідним зменшенням піків струмів окислення. Створення лужного середовища в ДМФА суттєво збільшує розчинність білірубіну, але робить його електрохімічно неактивним.

Добавки води до ДМФА зменшують амплітуду піків струмів, і коли води в суміші становиться більше 50%, білірубін зовсім перестає електрохімічно окислюватись.

Таким чином проведеними дослідами було з’ясовано, що в водних розчинах у білірубіна повністю відсутня електрохімічна активність як на платиновому і скловуглецевому електродах, так і на модифікованому АПП скловуглецевому електроді.

Наведені в літературі відомості про досить легке хімічне (гомогенне) окислення білірубіну [5] дали змогу досить вірогідно припустити, що білірубін може хімічно окислюватись електрогенерованими на аноді катіон радикалами органолюмінофорів. Вже менш вірогідним було припущення, що якийсь з продуктів такого хімічного окислення білірубіну буде досить сильним відновлювачем, який в гомогенній реакції з катіон радикалом органолюмінофора призведе до ЕХЛ. Тобто було зроблено припущення, що білірубін буде сореагентом в ЕХЛ-реакціях. Для експериментальної перевірки цього припущення було вирішено використати вже добре досліджений на модифікованому АПП скловуглецевому електроді біпіридильний комплекс рутенію, окислена форма якого має достатньо позитивний потенціал для наступного гомогенного окислення білірубіну.

На рис. 1,а наведені циклічна вольтамперограма в позитивній ділянці потенціалів та відповідна емісія ЕХЛ модельної аналітичної системи без додавання білірубіну, які були отримані в сенсорному пристрої з модифікованим АПП скловуглецевим електродом. Незначна фонова емісія ЕХЛ, що була зафіксована лише трохи перевищувала рівень шумів фотоструму. Після додавання білірубіну в кількості, що забезпечила його концентрацію в модельному розчині біля 5нМ, емісія ЕХЛ зросла в десять разів. Таким чином, наше припущення про можливість використання білірубіну як сореагенту в ЕХЛ реакціях з електрогенерованими іон-радикалами {Ru(bpy)3}+3 повністю підтвердилося. Додатковим підтвердженням гомогенного механізму хімічних реакцій {Ru(bpy)3}+3 з білірубіном є близька до екпоненційної кінетика затухання люмінесценції під час зворотного ходу розгортки потенціалу, коли іон-радикали {Ru(bpy)3}+3 не генеруються на електроді (виключно хемілюмінесцентний процес).

Для збільшення розчинності білірубіну модельний розчин готували на фосфатному буфері з pH=8,5. Дані для буферизованого модельного розчину з концентрацією білірубіну в 0,4мкм, що наведені на рис. 1,б, свідчать про зростання інтенсивності ЕХЛ більш ніж у 100 разів по відношенню до модельного розчину без білірубіну. Тобто емісія ЕХЛ збільшується пропорційно концентрації білірубіну у модельному розчині. 
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	Рис.1 – Циклічна вольтамперограма та відповідна емісія ЕХЛ модельної аналітичної системи H2O + 0,1M NaClO4 + 40мкM Ru(bpy)3Cl2); V=100мВ/с:

а – без додавання білірубіну;

б – при додаванні 5нМ білірубіну
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