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АМПЕРОМЕТРИЧЕСКОЕ ДЕТЕКТИРОВАНИЕ ТРИПТОФАНА 
И ПИРИДОКСИНА НА ДВОЙНОМ ПЛАНАРНОМ ЭЛЕКТРОДЕ, 

МОДИФИЦИРОВАННОМ НАНОЧАСТИЦАМИ ЗОЛОТА, 
В ПРОТОЧНО-ИНЖЕКЦИОННОЙ СИСТЕМЕ
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Разработан способ проточно-инжекционного амперометрического определения триптофана и пи-
ридоксина на планарном электроде с электроосажденными наночастицами золота. Зависимость
аналитического сигнала от концентрации триптофана и пиридоксина в логарифмических коорди-
натах линейна в интервале от 5 × 10–7 до 5 × 10–3 и от 5 × 10–8 до 5 × 10–3 М соответственно. Пока-
зана возможность одновременного амперометрического определения триптофана и пиридоксина с
помощью двойного планарного электрода, модифицированного наночастицами золота, в проточ-
но-инжекционной системе. Разработанный способ апробирован при определении триптофана и
пиридоксина в лекарственных средствах.
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В последние десятилетия большое внимание в
фармацевтической промышленности уделяется
разработке лекарственных средств, в рецептуре
которых использованы биологически активные
вещества, участвующие в процессах жизнедея-
тельности человека. Так, например, большой по-
пулярностью пользуются биологически активные
добавки с высоким содержанием незаменимой
аминокислоты L-триптофана (Трп) – естествен-
ного антидепрессанта [1, 2]. Нарушение метабо-
лизма Трп может привести к образованию про-
дуктов, способствующих развитию болезней
Альцгеймера и Паркинсона. Прием Трп позволя-
ет устранить депрессивное состояние и наруше-
ния сна, снизить частоту перепадов настроения,
раздражительности и напряжения. Кроме того,
эта аминокислота используется при лечении ал-
когольной и никотиновой зависимостей, купиру-
ет проявления абстинентного синдрома.

В некоторых лекарственных препаратах на ос-
нове Трп присутствует пиридоксин (витамин В6),
который участвует в метаболизме Трп, липидов и
нуклеиновых кислот, регулирует процессы тор-
можения и возбуждения в центральной нервной
системе [3, 4]. В связи с этим разработка чувстви-

тельных и экспрессных способов определения
Трп и пиридоксина как раздельно, так и при сов-
местном присутствии является актуальной за-
дачей.

Для определения Трп и пиридоксина наиболее
часто используют хроматографию [5–7], капилляр-
ный электрофорез и спектральные методы [8, 9].
Эти методы имеют ряд недостатков: высокую сто-
имость оборудования, длительность подготовки
пробы, необходимость высокой квалификации
специалистов, а также недостаточные селектив-
ность и чувствительность определения. В послед-
нее время в качестве альтернативного метода
определения биологически активных веществ
применяют вольтамперометрию с химически мо-
дифицированными электродами (ХМЭ), дающи-
ми каталитический отклик [10–16]. Этот способ
выгодно отличается от хроматографических и
спектральных методов анализа высокой чувстви-
тельностью, экспрессностью, невысокой стоимо-
стью оборудования, простотой.

Актуальное направление современной элек-
троаналитической химии – сочетание амперо-
метрического детектирования с анализом в пото-
ке жидкости. Это позволяет повысить чувстви-
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тельность и селективность определений, а также
производительность анализа [12, 17–19]. Описа-
ны различные способы определения Трп и пири-
доксина в проточно-инжекционной системе. Для
определения Трп в основном используют хеми-
люминесцентные детекторы [20, 21], а для опреде-
ления пиридоксина – амперометрические [22, 23].
Например, электрод, модифицированный ком-
плексом гексацианоферрата(II) железа(III), поз-
воляет определять пиридоксин в диапазоне 1–
80 мкМ [22], а электрод, модифицированный ком-
плексом гексацианорутената(II) рутения(III), – в
диапазоне 0.2–50 мкМ [23]. Примеры совместного
амперометрического детектирования Трп и пири-
доксина в проточно-инжекционной системе в ли-
тературе не описаны.

С целью миниатюризации электрохимической
ячейки, состоящей из трех объемных электродов,
в проточном анализе используют ячейки с пла-
нарными электродами, содержащими на одной
поверхности рабочий, вспомогательный электро-
ды и электрод сравнения. Для одновременного
определения нескольких соединений применяют
многоэлектродные системы, например планар-
ные электроды с двумя рабочими электродами
[24–26]. Использование двойных планарных
электродов (ДПЭ) в качестве электрохимических
детекторов для многокомпонентного анализа в
условиях потока представляет несомненный ин-
терес.

С целью разработки высокочувствительного и
селективного способа определения Трп и пири-
доксина изучена каталитическая активность нано-
частиц золота, электроосажденных на планарных
электродах, при окислении Трп и пиридоксина и
возможность использования каталитического от-
клика ХМЭ для амперометрического детектирова-
ния этих органических соединений в условиях
проточно-инжекционного анализа (ПИА).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Циклические вольтамперограммы (ЦВА) ре-
гистрировали с помощью бипотенциостата Drop-

Sens μSTAT400 (Испания) на планарном электро-
де (ПЭ) фирмы “DropSens” (Испания), содержа-
щем один или два рабочих электрода площадью
0.1 и 0.06 см2 соответственно (рис. 1). Рабочие и
вспомогательный электроды изготовлены из уг-
леродной пасты, электрод сравнения – из сереб-
ряной пасты. В качестве модификатора использо-
вали наночастицы золота, осаждение которых на
поверхности ПЭ проводили методом потенцио-
статического электролиза по способу, описанно-
му в работе [27]. Циклические вольтамперограм-
мы регистрировали при скорости развертки по-
тенциала 20 мВ/с.

Для проточно-инжекционного анализа исполь-
зовали установку, описанную в работе [28], включа-
ющую перистальтический насос PERIMAX 12 (Гер-
мания), инжектор, смеситель, электрохимическую
ячейку и регистрирующее устройство – бипотенци-
остат DropSens μSTAT400, совмещенный с персо-
нальным компьютером. Аналит детектировали в
электрохимической проточной ячейке типа “отра-
жающей стенки” с ПЭ с одним или двумя рабочими
электродами. Схема проточной тонкослойной ячей-
ки с ПЭ представлена на рис. 1.

В качестве аналитов использовали Трп и пири-
доксин (витамин B6) х. ч. фирмы “Aldrich”. Рас-
творы этих соединений готовили растворением
их точных навесок в водном растворе фонового
электролита. Серии растворов меньших концен-
траций готовили разбавлением исходных раство-
ров непосредственно перед измерениями. Рас-
творы лекарственных средств готовили также
растворением их точных навесок или аликвот
раствора из ампул в растворе фонового электро-
лита. В качестве фонового электролита использо-
вали 0.1 М H2SO4.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Триптофан и пиридоксин окисляются на ПЭ в

кислой среде необратимо и в одной и той же обла-
сти потенциалов – при Е ~ 1.0 В. Электроокисле-
ние Трп и пиридоксина обычно представляют
следующими схемами [29, 30]:

Рис. 1. Схематическое изображение проточной тонкослойной ячейки типа отражающей стенки с планарными элек-
тродами, содержащими один или два рабочих электрода: 1 – вспомогательный электрод, 2 – рабочий электрод, 3 –
электрод сравнения.
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Схема 1. Окисление триптофана.

Схема 2. Окисление пиридоксина.
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С целью повышения чувствительности и се-
лективности вольтамперометрического определе-
ния Трп и пиридоксина изучена электрокаталити-
ческая активность наночастиц золота, электрооса-
жденных на ПЭ (Au–ПЭ), при электроокислении
этих органических соединений.

На ЦВА, полученной на электроде Au–ПЭ на
фоне 0.1 М H2SO4, регистрируется одна четко вы-
раженная пара анодно-катодных пиков (рис. 2а,
кривая 1). Анодный пик наблюдается при потен-
циале (Еп) 0.95 В, который, вероятно, связан с об-
разованием оксо- и гидроксоформ Au(III) [31,
32]. Восстановление этих форм наблюдается на
катодной ветви ЦВА при Еп 0.72 В.

Ранее методом атомно-силовой микроскопии
показано [27], что при электроосаждении наноча-
стиц золота в описываемых условиях формиру-
ются равномерно расположенные по всей по-
верхности подложки наночастиц металла одина-
кового размера. Большинство частиц имеет
диаметр 50 нм и высоту 25 нм.

При окислении пиридоксина на Au–ПЭ на
анодной ветви ЦВА наблюдается один пик при Еп
1.0 В (рис. 2а, кривая 2). Высота пика во много раз
превышает пик окисления собственно модифи-
катора и увеличивается с ростом концентрации
аналита. Зависимость тока пика от скорости из-
менения потенциала указывает на кинетический
характер окисления органического соединения
(рис. 2б), т.е. свидетельствует об электродном про-
цессе, осложненном химической реакцией. В свя-
зи с этим окисление пиридоксина на данном ХМЭ
можно объяснить с позиции электрокатализа, ко-
торый проявляется в уменьшении перенапряже-
ния и увеличении тока окисления субстрата. При
этом каталитический отклик электрода Au–ПЭ
характеризуется высокими стабильностью и вос-
производимостью.

Установлено, что иммобилизованные наноча-
стицы золота проявляют каталитическую актив-
ность и при окислении Трп. На анодной ветви
ЦВА наблюдается пик при Еп 0.70 В, высота кото-

рого зависит от концентрации субстрата. Электро-
окисление Трп происходит в области потенциа-
лов, характерных для окисления модификатора, и
сопровождается многократным увеличением тока
по сравнению с током окисления модификатора
(рис. 2а). При этом наблюдается уменьшение пе-
ренапряжения окисления этого органического со-
единения на ХМЭ (Екат) по сравнению с потенци-
алом окисления субстрата на немодифицирован-
ном электроде (ES) (табл. 1).

Вольт-амперные характеристики электро-
окисления Трп и пиридоксина представлены в
табл. 1. Различие в значениях потенциала элек-
троокисления Трп и пиридоксина, видимо, свя-
зано с тем, что в роли катализатора выступают

Рис. 2. Циклические вольтамперограммы на электроде
Au–ПЭ в отсутствие (1) и в присутствии (2) 5 × 10–3 М
пиридоксина на фоне 0.1 М H2SO4, скорость изменения

потенциала 20 мВ/с (а). Зависимость величины I/
от  при окислении пиридоксина на электроде Au–
ПЭ (б).
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различные химические формы иммобилизованно-
го катализатора. Каталитический эффект рассчи-
тывали по отношению каталитического тока окис-
ления органического соединения на ХМЭ (Iкат) к
току окисления модификатора (Iмод): Iкат/Iмод.

Изучена возможность определения Трп и пи-
ридоксина на электроде Au–ПЭ в условиях ПИА.
Измерения проводили в потенциостатическом
режиме. В этом случае на чувствительность ана-
литического сигнала влияет величина налагаемо-
го потенциала, объем и скорость инжекции рас-
твора. Для каждого соединения определяли элек-
трохимические и гидродинамические условия
регистрации ПИА-сигнала. На рис. 3 представле-
ны зависимости электрокаталитического отклика
электрода Au–ПЭ от налагаемого потенциала (Е)
и скорости потока (u) при проточно-инжекцион-
ном амперометрическом определении Трп и пи-
ридоксина.

На основании полученных эксперименталь-
ных результатов выбраны рабочие условия опре-
деления Трп и пиридоксина в ПИА: Е 0.70 и 1.10 В
для Трп и пиридоксина соответственно, u =
= 2.8 мл/мин. В подобранных условиях регистри-
ровали зависимость сигнала от концентрации
определяемых соединений в режиме ПИА.

Характеристики определения органических
соединений представлены в табл. 2. Зависимость
ПИА-сигнала от концентрации аналитов в лога-
рифмических координатах линейна в широком
интервале 5 × 10–7–5 × 10–3 и 5 × 10–8–5 × 10–3 М
для Трп и пиридоксина соответственно.

При непрерывном использовании ХМЭ в
условиях ПИА электрокаталитический отклик
хорошо воспроизводим. Рассчитанные значения
sr для отклика ХМЭ не превышают 2.0% (n = 10,
P = 0.95).

Использование каталитического отклика мо-
дифицированного электрода в условиях ПИА
позволяет обеспечить теоретическую производи-
тельность до 180 проб./ч (при времени отклика
ХМЭ 20 с).

Разработанный способ определения Трп и пи-
ридоксина использовали в анализе некоторых ле-
карственных средств. Для приготовления анали-
зируемого раствора таблетки препарата измель-
чали и растирали, навеску порошка растертых
таблеток растворяли в 0.1 М H2SO4 (фоновый
электролит) и переносили в мерную колбу емк.
50 мл, встряхивали и разбавляли до метки этим же
фоновым электролитом. Раствор тщательно пе-
ремешивали и фильтровали. При анализе раство-
ра для инъекций аликвоту препарата помещали в
мерную колбу емк. 100 мл и разбавляли до метки
фоновым электролитом. Исследуемые растворы
инжектировали в проточно-инжекционную си-
стему, затем регистрировали аналитический сиг-
нал и измеряли его высоту. Концентрацию ана-
лита в образце определяли по градуировочному
графику. Результаты определения Трп и пири-
доксина в лекарственных средствах по амперо-
метрическому отклику электрода Au–ПЭ в усло-
виях ПИА представлены в табл. 3. Присутствие

Таблица 1. Вольт-амперные характеристики электро-
окисления триптофана и пиридоксина (c = 5 × 10–3 М)
на электроде Au–ПЭ на фоне 0.1 М H2SO4

Органическое 
соединение

ES, В Екат, В Iкат, мкА Iкат/Iмод

Триптофан 1.10 0.70 176 16.0
Пиридоксин 1.15 1.00 190 14.1

Рис. 3. Зависимость тока окисления триптофана (s) и пиридоксина (r) (с = 5 × 10–3 М) на электроде Au–ПЭ от на-
кладываемого потенциала (а) и скорости потока (б) в условиях ПИА на фоне 0.1 М H2SO4
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матричных компонентов (метилцеллюлоза, стеа-
рат кальция) не мешает определению.

В некоторых лекарственных средствах могут
присутствовать оба исследуемых соединения,
Трп и пиридоксин, поэтому представляло инте-
рес выяснить возможность их совместного опре-
деления в условиях ПИА. Установлено, что при
совместном присутствии Трп и пиридоксина на
графике зависимости величины тока от потенци-
ала регистрируются два сигнала при Еп 0.70 и
1.10 В (рис. 4а), соответствующие окислению Трп
и пиридоксина на ХМЭ. Разность потенциалов
пиков окисления этих соединений составляет
400 мВ, поэтому с помощью данного ХМЭ воз-
можно одновременное определение Трп и пири-
доксина в лекарственных средствах. В качестве
электрохимического детектора использовали
ДПЭ, который позволяет осуществлять двухком-
понентный анализ в условиях одноканального
проточно-инжекционного анализа. При этом по-
вышается селективность и экспрессность опреде-
ления. Для одновременного определения Трп и
пиридоксина в лекарственных средствах исполь-
зовали модифицированный ДПЭ с двумя рабочи-
ми электродами, на поверхности которых иммоби-

лизованы наночастицы золота (Au–ДПЭ). Измере-
ния осуществляли также в потенциостатических
условиях, причем сигнал Трп регистрировали на
одном рабочем электроде при Е1 0.70 В, а сигнал пи-
ридоксина – на другом рабочем электроде при Е2
1.10 В. Как видно из рис. 4б, при наложении двух
различных потенциалов на электроде Au–ДПЭ
параллельно регистрируются два независимых
сигнала.

Рассмотрено взаимное влияние этих аналитов
на измеряемый сигнал, регистрируемый на ХМЭ
в интервалах концентраций, характерных для ле-
карственных препаратов (табл. 4). Для этого ва-
рьировали содержание мешающего компонента
при постоянной концентрации определяемого
соединения. Установлено, что как при равных,
так и при разных концентрациях Трп и пиридок-
сина, относительное стандартное отклонение
определения не превышает 5.0%.

Разработанную методику использовали для
одновременного амперометрического детектиро-
вания Трп и пиридоксина на ДПЭ в условиях
ПИА в биологически активной добавке “Форму-

Таблица 2. Аналитические характеристики определения триптофана и пиридоксина на электроде Au–ПЭ на фо-
не 0.1 М H2SO4

Аналит Диапазон
концентраций, М

Уравнение регрессии lgI = a + blgс
(I, мкА; с, М) R

а ± Δa b ± Δb

Триптофан 5 × 10–7–5 × 10–3 3.34 ± 0.02 0.64 ± 0.04 0.996

Пиридоксин 5 × 10–8–5 × 10–3 4.21 ± 0.08 0.72 ± 0.01 0.990

Таблица 3. Результаты проточно-инжекционного амперометрического определения триптофана и пиридоксина
в лекарственных препаратах на модифицированном планарном электроде с одним или двумя рабочими электро-
дами (n = 6, P = 0.95, tтабл = 2.57)

Лекарственное средство Аналит Электрод Содержание 
в препарате, г (мг/мл)

Найдено, г 
(мг/мл)

sr

Триптофан (в таблетках), 
РУП “Белмедпрепараты”

Триптофан Au–ПЭ 0.2 0.200 ± 0.005 0.03

Пиридоксин (в ампулах), 
ОАО “Биосинтез”

Пиридоксин Au–ПЭ (10) (9.8 ± 0.4) 0.04

Пиридоксин (в ампулах), 
ОАО “Дальхимфарм”

Пиридоксин Au–ПЭ (10) (9.7 ± 0.2) 0.04

Пиридоксин буфус (в ампулах), 
ПФК ЗАО “ОБНОВЛЕНИЕ”

Пиридоксин Au–ПЭ (50) (47 ± 1) 0.03

Формула спокойствия Триптофан 
(в таблетках), ЗАО “Эвалар”

Триптофан Au–ДПЭ 0.50 0.54 ± 0.02 0.03

Пиридоксин Au–ДПЭ 0.002 0.0021 ± 0.0001 0.05
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ла спокойствия Триптофан”. Результаты анализа
приведены в табл. 3.

* * *
Таким образом, применение модифицирован-

ного электрода с электрокаталитическим откли-
ком в качестве амперометрического детектора в
ПИА приводит к повышению чувствительности и
понижению нижней границы определяемых со-
держаний аналитов, а также к уменьшению пере-
напряжения окисления рассматриваемых соеди-
нений. Использование ДПЭ позволяет проводить
многокомпонентный анализ и сократить продол-
жительность анализа, поскольку сигналы опреде-
ляемых веществ регистрируются на двух рабочих
электродах одновременно в момент попадания
пробы на поверхность электрода. Предложенный
способ проточно-инжекционного амперометри-
ческого определения Трп и пиридоксина на ХМЭ
отличается от описанных в литературе аналогов,
прежде всего, тем, что позволяет одновременно

селективно определять два соединения – Трп и
пиридоксин – на модифицированном ДПЭ в ши-
роком диапазоне концентраций. Достигнутые
значения нижней границы определяемых кон-
центраций (5 × 10–7 и 5 × 10–8 мкМ для Трп и пи-
ридоксина соответственно) близки или на поря-
док меньше приведенных в литературе для опре-
деления этих соединений на ХМЭ [10, 11], в том
числе с иммобилизованными частицами золота
[15, 16]. Разработанный способ отличается про-
стотой, высокой воспроизводимостью и экс-
прессностью анализа и может быть использован
для раздельного и совместного определения пи-
ридоксина и Трп в фармацевтической продукции
с высокими чувствительностью и селективно-
стью.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Казанского (Приволжского) федерального универ-
ситета.

Рис. 4. Зависимость тока окисления триптофана и пиридоксина (с = 5 × 10–3 М) при совместном присутствии на элек-
троде Au–ПЭ от накладываемого потенциала (а) и на Au–ДПЭ при Е1 0.70 В и Е2 1.10 В от времени (б) в условиях ПИА
на фоне 0.1 М H2SO4.

0.3 0.6 1.20.9 E, В

I 30 мкА (a)

0

(б)

E1

E2

I, мкА

t, c

Таблица 4. Взаимное влияние триптофана и пиридоксина на результаты проточно-инжекционного амперомет-
рического определения на электроде Au–ДПЭ (n = 6, P = 0.95, tтабл = 2.57)

Аналит
Cоотношение
триптофан : 
пиридоксин

Введено, мМ Найдено, мМ Показатель 
правильности, %

sr

Триптофан 1 : 1 5.0 4.9 ± 0.2 98 0.04

1 : 0.1 5.0 5.1 ± 0.1 102 0.02

Пиридоксин 1 : 1 0.5 0.48 ± 0.02 96 0.05

10 : 1 0.5 0.50 ± 0.01 100 0.02
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