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Предложен способ определения цистеина в водном растворе по его влиянию на формирование на-
ночастиц золота на поверхности пенополиуретана. Способ основан на взаимодействии образую-
щихся in situ наночастиц золота с цистеином, что приводит к их стабилизации в растворе и умень-
шению интенсивности окрашивания нанокомпозита, регистрируемой методом спектроскопии
диффузного отражения. Исследовано влияние концентрации прекурсора – золотохлористоводо-
родной кислоты, времени контакта фаз и pH раствора на чувствительность определения цистеина.
В выбранных условиях предел обнаружения цистеина составил 0.36 мкг/мл. Продемонстрирована
возможность использования предлагаемого способа для определения цистеина в пивных дрожжах.
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Цистеин – одна из важнейших алифатических
аминокислот [1, 2]. Он участвует в ряде важных
биохимических процессов: в биокатализе, связы-
вании металлов, детоксификации ксенобиоти-
ков, пост-трансляционной модификации, явля-
ется мощным антиоксидантом. Терапевтические
дозы цистеина защищают организм от рентгенов-
ского излучения и радиации, а изменение есте-
ственного содержания цистеина в крови является
одним из свидетельств некоторых заболеваний:
болезни Альцгеймера, нарушений сердечно-сосу-
дистой системы, поражения печени и кожи [3–7].

Описаны способы определения цистеина с по-
мощью люминесцентных [8–11] и других спек-
трометрических [12, 13], хроматографических
[14–16] и электрохимических методов [17–20],
которые, однако, часто требуют дорогостоящего
оборудования либо трудоемкой пробоподготов-
ки. Актуальна разработка простых, экономичных
и доступных подходов к определению цистеина в
различных объектах, в частности, в медицинских

препаратах, биологических образцах и объектах
пищевой промышленности.

В этом плане представляют интерес наноча-
стицы золота (НЧ). Высокая чувствительность
НЧ в сочетании с простотой получения делают их
перспективной альтернативой традиционным
спектрофотометрическим реагентам. Примене-
ние НЧ золота в спектрофотометрии обусловлено
характерным для них эффектом поверхностного
плазмонного резонанса (ППР) [21–23]. В послед-
ние годы в ряде работ [24–30] НЧ использовали
для спектрофотометрического определения ци-
стеина. В основе определения, как правило, ле-
жат спектральные изменения полосы ППР при
агрегации НЧ, вызванной цистеином. Этот под-
ход требует наличия предварительно синтезиро-
ванных НЧ определенного размера и морфоло-
гии, которые в ряде случаев подвергают дополни-
тельному модифицированию для придания им
требуемых аналитических характеристик [31].

Изучение влияния цистеина на химические,
морфологические и спектральные особенности
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НЧ непосредственно в момент их формирования
не менее перспективно, поскольку присутствие
меркаптоаминокислоты в данной системе может
быть установлено по изменению оптических ха-
рактеристик и положено в основу новых способов
спектрофотометрического, цветометрического или
визуально-колориметрического определения ци-
стеина.

Цель данной работы − изучение возможности
определения цистеина методом спектроскопии
диффузного отражения по его влиянию на фор-
мирование НЧ золота на пенополиуретане.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты, материалы и оборудование. В работе

использовали L-цистеин (>97%, Aldrich), боро-
гидрид натрия (99%, Acros Organics), золотохло-
ристоводородную кислоту (ОАО “Аурат”, Россия),
гидроксид натрия (98.5%, Acros Organics), бромид
цетилтриметиламмония (ЦТМА) (>99.0%, Heli-
con), соляную кислоту, 36%-ный водный раствор,
х. ч. (ООО “АО Реахим”).

В качестве сорбента использовали таблетки
пенополиуретана (ППУ) на основе простых по-
лиэфиров массой 20 мг, предварительно выбитые
металлическим пробойником из промышленного
листа полимера, нарезанные и промытые ацетоном
при встряхивании на механическом шейкере.

Сыпучие твердые вещества взвешивали на
аналитических весах Adventurer (OHAUS, США).
Для отбора аликвот жидких веществ использова-
ли автоматические одноканальные дозаторы пе-
ременного объема Discovery Comfort (HTL, Поль-
ша). Спектры диффузного отражения образцов в
диапазоне длин волн 400–730 нм измеряли при
помощи мини-спектрофотометра Eye-One Pro 2
(X-Rite, США). Растворы перемешивали путем
встряхивания на механическом шейкере. Вели-
чину pH контролировали с помощью pH-метра-
иономера Эксперт-001 (Эконикс-Эксперт, Рос-
сия). Деионизованную воду получали с использо-
ванием системы очистки Simplicity (Millipore,
США). Электронно-микроскопические исследо-
вания проводили на сканирующем электронном
микроскопе JSM 7100 F (Jeol, Япония). Оптиче-
скую плотность растворов измеряли на спектро-
фотометре СФ-104 (НПО “Аквилон”, Россия) в
диапазоне длин волн 400–730 нм.

Получение пенеполиуретана, модифицирован-
ного наночастицами золота, и изучение влияния ци-
стеина. Перед проведением экспериментов всю
посуду тщательно промывали и высушивали на
воздухе. Методика состоит из двух последова-
тельных этапов. На первом этапе навеску боро-
гидрида натрия растворяли в щелочи, добавляли
раствор ЦТМА и полученную смесь доводили до
необходимого объема водой. Конечные концен-

трации борогидрида натрия, ЦТМА и щелочи со-
ставляли 0.01, 0.0001 и 0.01 М соответственно. Да-
лее в полипропиленовые пробирки емк. 50 мл по-
мещали по 5 мл этой смеси, вносили в них
таблетки ППУ, тщательно прожимали стеклян-
ной палочкой для удаления воздуха из пор и пере-
мешивали на шейкере в течение 15 мин. После
этого таблетки извлекали и высушивали филь-
тровальной бумагой.

На втором этапе готовили растворы золото-
хлористоводородной кислоты с концентрацией
от 8 до 20 мкг/мл по золоту (или от 40 до 100 мкМ).
Для изучения влияния цистеина в них добавляли
определенный объем свежеприготовленного рас-
твора цистеина. Объем каждой смеси доводили до
5 мл. В полученную систему помещали таблетки
ППУ, содержащие сорбированный восстанови-
тель, тщательно прожимали стеклянной палоч-
кой и перемешивали в течение 30 мин. Затем таб-
летки извлекали, высушивали фильтровальной
бумагой и регистрировали спектры диффузного
отражения. Параллельно проводили контроль-
ный опыт, в котором все реагенты и процедуры
были такими же, как описано, за исключением
добавления цистеина.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Оптические свойства пенополиуретана, моди-

фицированного наночастицами золота. Наличие
ППР обусловливает возникновение светопогло-
щения НЧ золота в видимой области спектра и
позволяет изучать их состояние методами опти-
ческой молекулярной абсорбционной спектро-
скопии. Поскольку в данной работе формирова-
ние НЧ происходит на поверхности твердой фа-
зы, в результате чего образуется нанокомпозит,
для контроля использовали метод спектроскопии
диффузного отражения. Вместо дорогостоящих
спектрометров диффузного отражения допусти-
мо проведение анализа с помощью оптического
оборудования, предназначенного для иных це-
лей, например мини-спектрофотометра – калиб-
ратора мониторов [32–34].

Формирование наночастиц золота в фазе ППУ
контролировали, измеряя значения функции Ку-
белки−Мунка F:

где R – диффузное отражение, ε – молярный ко-
эффициент поглощения НЧ в фазе ППУ, c – их
концентрация, S – коэффициент рассеивания.

На рис. 1а приведен спектр диффузного отра-
жения ППУ, модифицированного НЧ золота.
Видно, что НЧ на поверхности ППУ характеризу-
ются полосой ППР при длине волны 540 нм. По-
лоса ППР имеет характерную для НЧ золота фор-

2(1 ) 2.3 ε( ) ,
2

R cF R
R S

−= =
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му. Батохромный сдвиг на 20 нм по сравнению с
типичным спектром поглощения НЧ в водном
растворе, характеризующимся полосой ППР при
520 нм, объясняется влиянием матрицы полиме-
ра, а также более компактным расположением
НЧ на поверхности по сравнению с раствором и
большей степенью их агрегации.

Электронно-микроскопические исследова-
ния, выполненные методом сканирующей элек-
тронной микроскопии (СЭМ), показали наличие
на поверхности ППУ НЧ золота сферической
формы (рис. 1б). Наночастицы довольно равно-
мерно распределены по поверхности полимера.
Они имеют достаточно узкое и симметричное
распределение по размерам, а их диаметр состав-
ляет 12 ± 5 нм. Индекс полидисперсности, рас-
считанный по формуле PDI = (s/d)2 и характе-
ризующий ширину распределения частиц по раз-
мерам, составил 0.036, что меньше, чем для
цитратных НЧ золота, получаемых в растворе стан-
дартным методом. Малая полидисперсность НЧ,
формирующихся в присутствии ППУ и без участия
специально вводимого стабилизатора, связана со
стабилизирующим действием этого полимера.

Влияние цистеина на формирование нанокомпо-
зитов золота и пенополиуретана. Установлено, что
цистеин, введенный на стадии формирования на-
нокомпозита, приводит к уменьшению интен-
сивности полосы ППР в спектрах диффузного от-
ражения модифицированного полимера (рис. 2).
При этом равновесный водный раствор приобре-
тает розовую окраску, что свидетельствует о ча-
стичном переходе в него НЧ золота.

На основании полученных эксперименталь-
ных данных высказано предположение о меха-

низме влияния цистеина на образование НЧ зо-
лота на поверхности ППУ (рис. 3):

1) В отсутствие цистеина молекулы золотохло-
ристоводородной кислоты взаимодействуют с бо-
рогидридом, находящимся на поверхности ППУ,
в результате чего в приповерхностном слое обра-
зуются НЧ золота, которым вследствие избытка
поверхностной энергии выгоднее сорбироваться
на поверхности полимера с образованием нано-
композита.

2) Цистеин стабилизирует НЧ в растворе, что
приводит к уменьшению степени их сорбции на

Рис. 1. Спектр диффузного отражения (а) и микрофотография СЭМ (б) пенополиуретана, модифицированного нано-
частицами золота. c(HAuCl4) = 100 мкМ, t = 30 мин.
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Рис. 2. Спектры диффузного отражения пенополи-
уретана, модифицированного наночастицами золота
при разной концентрации цистеина. t = 30 мин;

 = 50 мкМ; рН 3.7; ccys, мкг/мл: 1 – 0, 2 – 1, 3 –
2, 4 – 4, 5 – 10.
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поверхности ППУ и появлению стабилизирован-
ных НЧ в растворе. При увеличении концентра-
ции цистеина их доля в фазе нанокомпозита и ин-
тенсивность окрашивания таблетки уменьшаются.

3) При достаточно большой концентрации ци-
стеина, вероятно, он связывает часть золотохло-
ристоводородной кислоты, которая вследствие
этого не вступает в реакцию образования НЧ.
Таблетка при этом продолжает обесцвечиваться.

Выбор условий определения цистеина. Исследо-
вано влияние концентрации золотохлористово-
дородной кислоты, времени контакта фаз и pH
раствора на чувствительность определения ци-
стеина. В качестве аналитического сигнала ис-
пользовали разность функции Кубелки–Мунка
ППУ, модифицированного НЧ золота в отсут-
ствие и в присутствии цистеина.

При увеличении в растворе концентрации золо-
тохлористоводородной кислоты от 40 до 100 мкМ
при фиксированной концентрации цистеина,
равной 4 мкг/мл, сначала наблюдается увеличе-
ние аналитического сигнала, затем – его умень-
шение (рис. 4а). Спад на кривой при малых кон-
центрациях золотохлористоводородной кислоты
вызван уменьшением количества формирующих-
ся НЧ из-за нехватки прекурсора. Понижение
аналитического сигнала при высоких концентра-
циях золотохлористоводородной кислоты обу-
словлено связыванием цистеина в растворимые
комплексы золота в растворе путем вытеснения
из внутренней координационной сферы хлорид-
ионов. Наибольший сигнал достигается в диапа-
зоне концентраций от 45 до 65 мкМ.

Установлено, что максимальный сигнал до-
стигается через 15 мин после введения таблетки
ППУ, модифицированной борогидридом натрия,
в раствор, содержащий золотохлористоводород-
ную кислоту и цистеин (рис. 4б).

Известно, что рН играет существенную роль
при формировании НЧ в растворе. Исходное зна-
чение рН в нашем случае создают золотохлори-
стоводородная кислота и цистеин, оно составляет
приблизительно 3.7. Результаты изучения влия-
ния этого фактора на величину аналитического
сигнала иллюстрирует рис. 4в. Значение рН ва-
рьировали добавлением растворов HCl (0.01 М) и
NaOH (0.001 М). Наилучшие результаты, исходя
из графика, наблюдаются при исходном рН, рав-
ном 3.7.

Спад на зависимости ΔF от рН в менее кислой
среде связан с агрегацией формирующихся НЧ
золота, о чем свидетельствует уширение наблю-
даемых в этих условиях спектров диффузного от-
ражения нанокомпозита. В более кислой среде
причиной спада является присутствие в растворе
сильного электролита (соляной кислоты, кото-
рую использовали для контроля рН), препятству-
ющего десорбции НЧ в поверхности ППУ в рас-
твор.

Аналитические характеристики. В выбранных
условиях оценены основные аналитические ха-
рактеристики способа определения цистеина по
предлагаемой схеме. Для построения градуиро-
вочного графика готовили серию водных раство-
ров, содержащих от 1 до 10 мкг/мл цистеина, до-
бавляли по 50 мкМ золотохлористоводородной

Рис. 3. Схема, иллюстрирующая предполагаемый механизм влияния цистеина на формирование наночастиц золота
на пенополиуретане.
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кислоты, доводили объем до 5 мл водой. В получен-
ные растворы вводили таблетки ППУ, модифици-
рованные борогидридом натрия. Через 30 мин таб-
летки извлекали и регистрировали спектры диф-
фузного отражения.

Градуировочный график в координатах ΔF–ccys
(мкг/мл) описывается уравнением ΔF540 = 0.057c
(R2 = 0.98) в диапазоне 0.7–4 мкг/мл (c(HAuCl4) =
= 50 мкМ, t = 30 мин). Предел обнаружения ци-
стеина, рассчитанный по 3s-критерию, составил
0.36 мкг/мл. Для оценки воспроизводимости про-
вели 4 эксперимента при концентрации цистеина
4 мкг/мл. Относительное стандартное отклоне-
ние не превышало 0.09.

Предложенный способ спектрофотометриче-
ского определения цистеина применили при ана-
лизе пивных дрожжей (ООО ”Экко Плюс”). Одна
таблетка пивных дрожжей содержит 80 мг L-ме-
тионина, 45 мг L-цистеина, 0.34 мг витамина В1,
0.15 мг витамина В2, 0.2 мг витамина В6, 1.5 мг
ниацина и 27 мг фолиевой кислоты; вспомога-
тельные компоненты: микрокристаллическая
целлюлоза, стеарат кальция. Найденное с помо-
щью предлагаемого способа содержание цистеи-
на составляет 50 ± 9 мг (n = 3, P = 0.95), что соот-
ветствует в пределах доверительного интервала
данным, заявленным производителем. Таким обра-
зом, входящие в состав препарата вещества в ука-
занных количествах, в том числе метионин, не вли-

Рис. 4. Зависимость аналитического сигнала от концентрации HAuCl4 (а), времени контакта фаз (б) и рН (в).
ccys = 4 мкг/мл, t = 30 мин (а), (в);  = 50 мкМ (б), (в); рН 3.7 (а), (б).
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яют на результаты определения цистеина. Относи-
тельное стандартное отклонение составило 0.06.

* * *
Таким образом, проведенное исследование

показало возможность определения цистеина ме-
тодом спектроскопии диффузного отражения по
его влиянию на формирование наночастиц золо-
та на пенополиуретане. Среди достоинств пред-
лагаемого подхода можно отметить простоту,
экспрессность, экономичность и доступность ис-
пользуемого оборудования, а также легкость реа-
лизации полуколичественного тест-варианта.

Работа выполнена при финансовой поддержке Рос-
сийского научного фонда (грант № 18-73-10001).
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