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Проточно- инжекционное 
амперометрическое определение 
5-гидрокситриптофана, 
пиридоксина и аскорбиновой 
кислоты, на планарном 
электроде, модифицированном 
частицами бинарной системы 
«золото –  палладий»
Л. Г. Шайдарова, д. х.н.1,  2, И. А. Челнокова, к. х. н.1,  
Ю. А. Лексина, к. х. н.1, Д. Ю. Хайруллина 1, Г. К. Будников, д. х. н.1

5‑гидрокситриптофан, пиридоксин и аскорбиновая кислота являются важными 
биологически активными веществами, без которых невозможно оптимальное 
функционирование центральной нервной системы и сердечно‑ сосудистой системы. 
Для контроля состава биологически активных добавок в клинической диагно‑
стике важно определять содержание этих органических соединений в реальном 
времени. Установлено, что частицы бинарной системы «золото – палладий», осаж‑
денные на планарном электроде, проявляют каталитическую активность при элек‑
троокислении 5‑гидрокситриптофана, пиридоксина и аскорбиновой кислоты. Для 
селективного проточно‑ инжекционного амперометрического определения этих 
соединений при совместном присутствии применяли двухканальную проточно‑ 
инжекционную схему с параллельным расположением двух детекторов, в качестве 
которых выступали планарные электроды, модифицированные частицами бинар‑
ной системы «золото –  палладий». Линейная логарифмическая зависимость анали‑
тического сигнала от концентрации аналита наблюдалась в интервалах  
от 5 · 10–9 до 5 · 10–3 М для 5‑гидрокситриптофана, от 5 · 10–8 до 5 · 10–3 М для пиридок‑
сина и от 5 · 10–9 до 5 · 10–3 М для аскорбиновой кислоты. Предлагаемый способ опре‑
деления рассматриваемых органических соединений обеспечивает высокую произ‑
водительность анализа.
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Введение
5-Гидрокситриптофан (5-ГТрп) –  2-амино-3-(5-ги дро-
кси-1H-индол-3-ил) пропановая кислота –  представ-
ляет собой незаменимую аминокислоту и  хорошо 
усваивается при приеме внутрь. Она легко прони-
кает через гематоэнцефалический барьер и эффек-
тивно повышает уровень серотонина в центральной 
нервной системе и головном мозге, поэтому исполь-
зуется для лечения депрессии, улучшения мозговой 
деятельности, снижения острых стрессовых реак-
ций. 5-ГТрп также играет важную роль в управлении 
несколькими клиническими состояниями, такими 
как мозжечковая атаксия, депрессия, хронические 
головные боли, ожирение, фибромиалгия и болезнь 
Паркинсона  [1–5]. Данная аминокислота является 
предшественником мелатонина, отвечает за адапта-
цию организма к смене часовых поясов, изменению 
режима дня и повышение качества сна [6]. Однако 
высокое содержание мелатонина увеличивает риск 
побочных эффектов, таких как повышение уровня 
эозинофилов, беспокойный сон, нарушение работы 
желудочно- кишечного тракта.

Пиридоксин (4,5-дигидроксиметил-2-метилпирид
ин-3-ол) –  одна из форм витамина B6, который необ-
ходим как для психического, так и для физического 
здоровья. Относится к водорастворимым витаминам, 
участвует в качестве кофактора во многих катализи-
руемых ферментами реакциях и метаболизме ами-
нокислот, белков, углеводов и липидов, в частности, 
для биосинтеза нейротрансмиттеров. Без него невоз-
можен синтез простагландинов, которые в свою оче-
редь регулируют работу сердца и кровяное давление. 
Пиридоксин приумножает влияние 5-ГТрп на цен-
тральную нервную систему, а также необходим для 
превращения триптофана в ниацин. Дефицит пири-
доксина может привести к  форме анемии, похо-
жей на железодефицитную анемию, к проблемам 
с  кожей, слабости, депрессии, судорогам и  невро-
логическим заболеваниям [7].

Аскорбиновая кислота (АК), витамин С –  (гамма- 
лактон 2,3-дегидро- L-гулоновой кислоты) –  широко 
распространенный водорастворимый витамин 
и  мощный антиоксидант, содержащийся во  всех 
овощах и фруктах. Она играет важную роль в орга-
низме для производства коллагена, который необхо-
дим для поддержания кожи, костей, хрящей, сустав-
ных накладок, зубов, десен и кровеносных сосудов. 
АК оказывает непосредственное влияние на различ-
ные биологические процессы, такие как адсорбция 
железа, метаболизм аминокислот, заживление ран, 
выработка гормонов коры надпочечников и фермен-
тативное амидирование нейропептидов, а  также 
восстанавливает внешнесекреторную функцию 

поджелудочной и щитовидной желёз. Дефицит АК 
может вызывать ряд расстройств и  заболеваний, 
в том числе ревматоидный артрит, цингу, болезни 
Паркинсона и  Альцгеймера, сердечно- сосудистые 
заболевания и даже рак [8]. В основном АК является 
лекарством от  цинги, отравлений лекарствами, 
заболеваний печени, аллергических реакций и ате-
росклероза. Кроме того, АК используют для профи-
лактики и лечения простуды, психических заболе-
ваний, бесплодия, рака и СПИДа [9].

Исследования показывают, что пиридоксин и АК 
необходимы для естественного синтеза дофамина 
в организме. С другой стороны, большие дозы этих 
витаминов могут снизить риск образования кам-
ней в почках у женщин [10]. При ухудшении настро-
ения, возникновении депрессии и  тревоги тре-
буется дополнительный прием витаминов в  виде 
биологически активных добавок (БАД), содержащих 
комбинацию 5-ГТрп, пиридоксина и  АК, совмест-
ное действие которых более эффективно, чем когда 
эти вещества принимаются по  отдельности. Поэ-
тому одновременное определение этих соединений 
очень важно для фармацевтических и  биологиче-
ских исследований.

Для количественного определения 5-ГТрп, пири-
доксина и АК в настоящее время применяются различ-
ные физико- химические методы, такие как титриме-
трия, [11], электрофорез [12], спектрофотометрия [13–14] 
и флуориметрия [15, 16]. Хроматографические методы, 
такие как высокоэффективная жидкостная хромато-
графия, позволяют селективно обнаруживать многие 
биомолекулы в смеси [17–18]. Недостатками этих мето-
дов являются длительность, сложность анализа и про-
боподготовки, высокая стоимость реактивов и обору-
дования, низкая селективность.

Поэтому разработка доступного, экспрессного, 
портативного и удобного в использовании способа 
определения в  реальном времени 5-ГТрп, пири-
доксина и  АК в  биологически активных добавках 
яв ляется актуальной задачей. Среди всех возможных 
аналитических методов исследования наиболее удоб-
ным и,  соответственно, перспективным методом 
для определения является амперометрия с приме-
нением химически модифицированных электродов. 
Для этого метода характерны высокая чувствитель-
ность, экспрессность, невысокая стоимость оборудо-
вания и простота его эксплуатации.

В  настоящей работе изучена каталитиче-
ская активность частиц бинарной системы 
«золото  –  палладий» (Au- Pd), электроосажденных 
на  поверхности рабочего электрода планарного 
углеродного электрода при окислении 5-ГТрп, пири-
доксина и АК. Оценена возможность использования 
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каталитического отклика модифицированного элек-
трода для определения этих органических соедине-
ний методами вольтамперометрии и амперометрии 
в условиях проточно- инжекционного анализа (ПИА).

Экспериментальная часть

Регистрацию циклических вольтамперограмм 
проводили с помощью бипотенциостата μSTAT400 
(DropSens, Испания). При регистрации вольтампе-
рограмм использовали скорость наложения потен-
циала (v), равную 10–100 мВ / с.

Для проведения ПИА использовали установку, 
включающую перистальтический насос PERIMAX 12 
(Германия), инжектор и  регистрирующее устрой-
ство –  бипотенциостат μSTAT400 [19].

При исследовании использовали проточную 
ячейку объемом 40 мкл типа отражающей стенки 
(wall-jet) с  планарным электродом с  одним  (ПЭ) 
или двумя рабочими электродами (ДПЭ) (Metrohm 
DropSens, Испания).

Диапазон номинальных значений расходов 
жидкости составлял 0,65–4,74 мл / мин. Подача 
носителей, реагентов, транспортирование смеси 
жидкости осуществлялись по  трубкам из  поливи-
нилхлорида постоянного внутреннего диаметра, 
равного 1,4 мм.

Модификацию поверхности ПЭ частицами 
металла и их бинарной системы проводили электро-
химически, используя потенциодинамическое или 
потенциостатическое электроосаждение из растворов, 
содержащих хлорид Pd(II), тетрахлорозолотую кислоту 
(НAuCI4) фирмы Aldrich. Растворы этих соединений 
готовились растворением их точных навесок.

Приготовление растворов 5-ГТрп, пиридоксина 
и  АК проводили растворением точных навесок 
реактивов х. ч. фирмы Aldrich в  водном растворе 
0,1 М Н2SO4. Серии растворов меньших концентра-
ций готовили разбавлением исходных растворов 
непосредственно перед измерениями. В  качестве 
фонового электролита в  стационарных условиях 
и потока- носителя в проточных системах использо-
вали раствор 0,1 М Н2SO4.

Результаты и обсуждение

Электроокисление 5‑гидрокситриптофана, 
пиридоксина и аскорбиновой кислоты 
на планарных углеродных электродах
На циклических вольтамперограммах, полученных 
при окислении 5-ГТрп и АК на немодифицирован-
ном ПЭ в кислой среде, наблюдаются необратимые 
широкие пики при Еп 0,80 и 0,60 В соответственно. 

Линейная зависимость анодного тока от  концен-
трации этих соединений наблюдается в интервале 
5 · 10–4 –  5 · 10–3 М.

Электроокисление 5-ГТрп протекает сложно, 
в несколько стадий. Формирование конечного про-
дукта требует переноса четырех электронов [20]. Пер-
вая ступень электроокисления протекает по следую-
щей схеме:
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Схема 1. Электроокисление 5‑гидрокситриптофана

Процесс электроокисления АК происходит с  поте-
рей двух электронов и двух протонов и с образова-
нием дегидроаскорбиновой кислотой по  следую-
щей схеме [21]:
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Схема 2. Электроокисление аскорбиновой кислоты
 

Пиридоксин в рассматриваемых условиях на немо-
дифицированном ПЭ не окисляется. В литературе 
описывают схему окисления пиридоксина, кото-
рая включает отрыв двух ионов водорода от  заме-
стителя в положении (4) при участии двух электро-
нов [22–23]:
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Схема 3. Электроокисление пиридоксина

Электроокисление 5‑гидрокситриптофана, 
пиридоксина и аскорбиновой кислоты 
на планарных углеродных электродах, 
модифицированных частицами бинарной 
системы «золото –  палладий»
Использование ХМЭ с электрокаталитическими свой-
ствами позволяет снизить перенапряжение, а также 
значительно улучшить форму электрохимического 
сигнала и  повысить чувствительность и  селектив-
ность определения органических соединений. 
В  качестве модификаторов хорошо зарекомендо-
вали себя металлы 3d- и 4d-переходного ряда [24]. Поэ-
тому изучены особенности электроокисления 5-ГТрп, 
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пиридоксина и АК на ПЭ, моди-
фицированных частицами бинар-
ной системы Au- Pd (Au- Pd- ПЭ).

На анодной и катодной ветвях 
циклической вольтамперограммы, 
полученной на электроде Au- Pd- ПЭ 
в растворе фонового электролита 
наблюдаются несколько макси-
мумов тока (рис.  1а,  кривая  1), 
которые можно отнести к  окис-
лению / восстановлению индиви-
дуальных металлов этих систем 
или интерметаллидов.

На циклической вольтамперо-
грамме, полученной на электроде 
Au- Pd- ПЭ при окислении 5-ГТрп, 
пиридоксина или АК, на анодной 
ветви наблюдаются максимумы 
тока, высота которых зависит 
от концентрации органического 
соединения. В качестве примера 
на  рис.  1а  приведена вольтам-
перограмма окисления 5-ГТрп 
на Au- Pd- ПЭ. На анодной ветви наблюдается одна 
ступень, имеющая форму пика (рис.  1, кривая 2). 
По значению углового коэффициента tg β = Δ lg I / Δ lg v 
(коэффициент Семерано) установили, что электро-
химический процесс осложнен химической реак-
цией (tg β = 0,30). По сравнению с ПЭ на ХМЭ наблю-
дается уменьшение потенциала пика окисления 
5-ГТрп на 100 мВ. Каталитический эффект, рассчи-
танный как отношение каталитического тока окис-
ления органического соединения (IКАТ) на ХМЭ к току 
окисления модификатора (IМОД) IКАТ / IМОД, в этом слу-
чае равен 11,0.

При электроокислении пиридоксина и  АК 
на  электроде Au- Pd- ПЭ также регистрируется при-
рост тока, равный 2,0 и  5,0 соответственно. Раз-
ность потенциала пика окисления АК на ХМЭ и ПЭ 
составляет 300  мВ для АК, а  пиридоксина  –  более 
200 мВ (при потенциале разряда фонового электро-
лита 1,30 В).

Механизм электроокисления 
органических соединений можно 
представить известной схемой: 
иммобилизованный модифика-
тор Мred вступает в  обратимую 
электрохимическую реакцию 
с образованием частиц Мox, кото-
рые вступают в химическую реак-
цию с субстратом S, регенерируя 
форму Мred и  образуя продукты 
реакции Р [24].

Вольтамперометрическое определение 
5‑гидрокситриптофана, пиридоксина 
и АК на планарных электродах, 
модифицированных частицами бинарной 
системы «золото – палладий»
Электрокаталитический отклик электрода Au- 
Pd- ПЭ был использован для вольтамперометри-
ческого определения 5-ГТрп, пиридоксина и  АК 
в кислой среде. Различия в потенциалах окисле-
ния (Еп 0,30; 0,70 и 0,90 В для АК, 5-ГТрп и пири-
доксина соответственно) позволяет селективно 
определять эти соединения по одной вольтамперо-
грамме. Интервалы линейных зависимостей тока 
пиков от  концентрации органических веществ 
и уравнения регрессии для этих зависимостей при-
ведены в табл. 1. Зависимости величины катали-
тического тока от концентрации линейны в широ-
ких интервалах.
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Рис. 1. Циклические вольтамперограммы, полученные на планарном электроде 
Au- Pd- ПЭ в отсутствие (1) и в присутствии (2) 5-гидрокситриптофана 
(С = 5 · 10–3 М) на фоне 0,1 М H2SO4

Таблица 1. Аналитические характеристики вольтамперометрического 
определения 5-ГТрп, пиридоксина и АК на электроде Au- Pd- ПЭ на фоне 0,1 М H2SO4

Аналит Диапазон 
концентраций, 

моль / л

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

R

а B

5‑гидрокситриптофан 5 · 10–7 –  5 · 10–3 3,3 ± 0,2 0,45 ± 0,02 0,998

Пиридоксин 5 · 10–6 –  5 · 10–3 2,09 ± 0,04 0,26 ± 0,01 0,996

Аскорбиновая кислота 5 · 10–6 –  5 · 10–3 3,01 ± 0,05 0,52 ± 0,01 0,998
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Проточно‑ инжекционное амперометрическое 
определение 5‑гидрокситриптофана, 
пиридоксина и аскорбиновой 
кислоты на планарных электродах, 
модифицированных частицами бинарной 
системы «золото –  палладий»
Комбинирование амперометрии на ХМЭ и проточ-
ных методов анализа позволяет улучшить чувстви-
тельность и селективность определений и повысить 
производительность анализа [24].

На  сегодняшний день наиболее распростра-
ненными в лабораторной практике является ПИА, 
поэто му оценена возможность использования элек-
трода Au- Pd- ПЭ в  качестве амперометрического 
детектора в ПИА.

В  ПИА-системе измерения проводили в  потен-
циостатическом режиме. Для каждого соединения 
определены электрохимические и гидродинамиче-
ские условия регистрации ПИА-сигнала. На рис. 2 
представлены зависимости электрокаталитического 
отклика Au- Pd- ПЭ от  налагаемого потенциала (Е) 
и скорости потока (u) при проточно- инжекционном 
определении АК, 5-ГТрп и пиридоксина.

При инжекции в  проточную систему раствора, 
содержащего 5-ГТрп, пиридоксин и  АК, регистри-
руются три раздельных пика (рис. 3). Высота пика 
при E = 0,30 В зависит от концентрации АК, а при 
E = 0,70 В –  от концентрации 5-ГТрп, при E = 0,90 В –  
от концентрации пиридоксина. Перекрестная актив-
ность модификатора отсутствует. Разность потен-
циалов пиков составляет 300–400 мВ, что позволяет 
проводить селективное проточно- инжекционное 
амперометрическое определение этих соединений 
на электроде Au- Pd- ПЭ.

На  основании полученных экспериментальных 
данных установлены рабочие условия регистра-
ции аналитического сигнала в  проточных усло-
виях на  модифицированных ПЭ при окислении 
рассматриваемых органических соединений: 
u = 3,15 мл / мин и Еп = 0,30; 0,70 и 0,90 В для АК, 5-ГТрп 
и пиридоксина соответственно.

Аналитические характеристики проточно- 
инжекционного амперометрического определения 
рассматриваемых органических соединений пред-
ставлены в табл. 2.
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Рис. 2. Зависимости тока окисления аскорбиновой кислоты, 5-гидрокситриптофана и пиридоксина (С = 5 · 10–3  М) 
на планарном электроде Au- Pd- ПЭ на фоне 0,1 М H2SO4 (a) от накладываемого потенциала (б) и от скорости потока (u) 
в условиях ПИА

Рис. 3. Зависимости тока окисления аскорбиновой кислоты, 
5-гидрокситриптофана и пиридоксина (С = 5 · 10–3 М) при 
совместном присутствии на планарном электроде Au- Pd- ПЭ 
на фоне 0,1 М H2SO4 от накладываемого потенциала
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При непрерывном использовании ХМЭ в условиях 
ПИА электрокаталитический отклик имеет хорошую 
воспроизводимость. Рассчитанные значения Sr для 
отклика ХМЭ не превышают 2% (при n = 6, P = 0,95).

В проточно- инжекционной системе с ампероме-
трическим детектором достигается теоретическая 
производительность до  180 измерений / ч (при вре-
мени отклика ХМЭ 20 с).

Для одновременного определения органических 
соединений в  биологически активных добавках 
использовали двухканальную схему ПИА, вклю-
чающую два детектора, соединенных параллельно 
(рис.  4). В  качестве детектора для определения 
содержания 5-ГТрп использовали Au- Pd- ПЭ, а  для 

определения пиридоксина и АК использовали второй 
детектор, включающий двой ной планарный элек-
трод Au- Pd- ДПЭ. Предложенная схема ПИА позво-
ляет определять одновременно три вещества при 
трех различных потенциалах в одно и то же время. 
Результаты определения 5-ГТрп, пиридоксина и АК 
в модельной системе представлены в табл. 3.

В проточно- инжекционной системе с двумя ампе-
рометрическими детекторами достигается теорети-
ческая производительность до 540 измерений / ч (при 
времени отклика ХМЭ 20 с).

Данные проточно- инжекционного ампероме-
трического определения 5-ГТрп, пиридоксина 
и  АК на  ХМЭ были сопоставлены с  результатами, 

Детектор 1 Au-Pd-ДПЭ

Слив 1

Слив 2

Проба 1Перистальтический

насос

Фоновый

раствор 

Инжектор 2

Детектор 2

Проба 2

Инжектор 1

Au-Pd-ПЭ

Рис. 4. Схема двухканальной проточно- инжекционной схемы с двумя детекторами

Таблица 2. Аналитические характеристики проточно- инжекционного амперометрического определения 5-ГТрп, 
пиридоксина и АК на электроде Au- Pd- ПЭ на фоне 0,1 М H2SO4

Аналит Диапазон концентраций, 
моль / л

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

R

А B

5‑гидрокситриптофан 5 · 10–9 –  5 · 10–8 2,70 ± 0,10 0,36 ± 0,02 0,990

Пиридоксин 5 · 10–8 –  5 · 10–3 2,94 ± 0,06 0,43 ± 0,01 0,991

Аскорбиновая кислота 5 · 10–9 –  5 · 10–3 2,91 ± 0,01 0,34 ± 0,02 0,993

Таблица 3. Результаты определения 5-ГТрп, пиридоксина и АК в биологически активной добавке методом амперометрии 
в проточно- инжекционной системе; n = 6, P = 0,95, Fтабл. = 5,05, tтабл = 2,57; Метод I –  ПИА, метод II –  ВЭЖХ

Биологически активная  
добавка

Аналит Содержание 
в препарате,  

мг

Электрод Найдено, мг
Метод I

Найдено, мг
Метод II

Sr tрасч.
*

5‑HTP Enhanced with Vitamins 
B6 & C (Doctor's Best)

5‑гидрокси‑
триптофан

100 Au‑ Pd‑ ПЭ 102 ± 4 98 ± 4 0,04 1,14

Пиридок‑
син

15 Au‑ Pd‑ ДПЭ 16,3 ± 0,2 15,9 ± 0,2 0,01 0,34

АК 200 195 ± 6 199 ± 6 0,03 2,32
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полученными методом ВЭЖХ. Анализ результатов 
по F- и t-критериям показывает, что методы равно-
точны (Fрасч < Fтабл), а расхождение между средними 
результатами незначимы (tрасч < tтабл) [25].

Заключение

Использование проточно- инжекционного метода 
в сочетании с амперометрией на модифицирован-
ных планарных и двой ных планарных электродах 
показывает такие преимущества, как высокая чув-
ствительность, селективность, надежность, стабиль-
ность и повторяемость определений, минимальное 
использование реагентов, простота, экспрессность 
анализа (до  540 измерений в  час) и  невысокая 
стоимость. Реализация трехкомпонентного анализа 
достигнута за  счет использования двухканальной 
схемы проточно- инжекционной системы с  парал-
лельным расположением детекторов, в качестве кото-
рых использовали планарные электроды с  одним 
или двумя рабочими электродами с  электроосаж-
денными частицами бинарной системы «золото  – 
 палладий».

Результаты, полученные в предложенном новом 
способе проточного амперометрического опреде-
ления 5-гидрокситриптофана и пиридоксина и АК 
при анализе биологически активной добавки кор-
релируют с теми, которые были получены методом 
ВЭЖХ, что указывает на правильность разработан-
ного метода.
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