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Аннотация

Частицы золота, электроосажденные на графитовом электроде, проявляют элек-
трокаталитическую активность при окислении дофамина. Установлено, что использо-
вание электрода, покрытого пленкой из нафиона с включенными частицами золота,
позволяет проводить селективное определение дофамина в присутствии аскорбиновой
и мочевой кислот. Определены условия регистрации максимального каталитического
тока в стационарном режиме и в условиях проточно-инжекционного анализа (ПИА).
Предложена методика вольтамперометрического определения дофамина на графито-
вом электроде, покрытом нафионовой пленкой с включенными частицами золота. Ли-
нейная зависимость величины электрокаталитического отклика этого композитного
электрода от концентрации дофамина наблюдается в интервале от 5·10–3 до 1·10–8 М и
от 2.5 мкМ до 5 пМ в стационарном режиме и условиях ПИА соответственно.

Введение

Дофамин (ДА), или 2-(3,4-диоксифенил)-этиламин, является биохимиче-
ским предшественником норадреналина и адреналина. Как химический медиа-
тор нервных импульсов в определенных структурах мозга ДА играет важную
роль в процессах нервной деятельности. Нарушение медиаторной функции ДА
является одним из механизмов развития паркинсонизма и других психических
заболеваний [1]. Поэтому разработка быстрых и простых способов определения
ДА в биологических жидкостях, таких как внеклеточная жидкость головного
мозга, плазма крови, моча, представляет несомненный интерес. Для количест-
венного определения ДА используют титриметрию [2], спектрофотометрию
[3], хемилюминесценцию [4], потенциометрию [5], высокоэффективную жид-
костную хроматографию (ВЭЖХ) [6, 7] и иммунологические методы. Но эти
методы имеют некоторые ограничения. Недостатком спектрофотометрии, по-
тенциометрии и титриметрии является низкая концентрационная чувствитель-
ность. Иммунологические методы отличаются длительностью проведения ана-
лиза и высокой стоимостью реагентов, а для ВЭЖХ требуется проводить дли-
тельную предварительную пробоподготовку, иногда включающую стадию де-
риватизации [8]. Использование вольтамперометрии с химически модифициро-
ванными электродами (ХМЭ) позволяет повысить чувствительность, селектив-
ность и экспрессность определения ДА [9–12].
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В настоящей работе изучена каталитическая активность частиц золота,
включенных в катионообменную пленку из нафиона (НФ), при электроокисле-
нии ДА в стационарном режиме и в условиях ПИА.

1. Экспериментальная часть

Постояннотоковые вольтамперограммы с линейной формой изменения по-
тенциала регистрировали на полярографе ПУ-1, циклические – на вольтампе-
рометрическом анализаторе «Экотест-ВА». При регистрации вольтамперных
кривых использовали трехэлектродную ячейку. В качестве рабочего электрода
применяли электрод из стеклоуглерода (СУ) с видимой поверхностью 0.10 см2,
покрытый электроосажденными частицами золота (Au-СУ), и СУ, покрытый
НФ-пленкой (НФ-СУ) или НФ-пленкой с включенными частицами золота (Au-
НФ-СУ). Электродом сравнения служил хлоридсеребрянный электрод, вспомо-
гательным – платиновая проволока.

При получении пленочного электрода в качестве полимера использовали
нафион марки «ч» фирмы Aldrich. Нанесение полимера на поверхность СУ
проводили методом «капельного испарения». Электроосаждение золота на по-
верхности СУ проводили из раствора, содержащего тетрахлорозолотую кисло-
ту (НAuCl4) фирмы Aldrich на фоне 0.01 М Н2SO4.

При регистрации вольтамперограмм использовали скорость наложения по-
тенциала (v), равную 10 или 20 мВ/с. Коэффициент скорости электродной ре-
акции определяли, варьируя величину v в интервале от 10 до 100 мВ/с.

Растворы ДА готовили разведением его стандартного раствора, а растворы
аскорбиновой и мочевой кислот готовили растворением их точных навесок в
водном растворе фосфатного буфера с pH 6.86. Серии растворов меньших кон-
центраций готовили разбавлением исходных растворов непосредственно перед
измерениями. Значение pH контролировали на pH-метре типа рН-150.

Измерения в условиях ПИА проводили на установке, включающей пери-
стальтический насос, инжектор, проточную электрохимическую ячейку и реги-
стрирующее устройство [13]. Инжекцию осуществляли микрошприцем через
уплотнительную мембрану.

2. Результаты и их обсуждение

Дофамин окисляется на твердых электродах в водных средах необратимо.
При этом ДА теряет два электрона и два протона с образованием о-хиноидного
фрагмента в структуре продукта окисления катехоламина по схеме [14]:

HO

HO NH2

O

O NH2

+ 2H+ + 2e- .

На циклической вольтамперограмме окисления ДА на СУ регистрируется
пара анодно-катодных пиков (рис. 1, а), сильно растянутых по оси потенциалов.
Разница потенциалов катодного и анодного пиков составляет 200 мВ, что пре-
вышает значение для обратимого процесса. Перенапряжение уменьшается при
окислении ДА на ХМЭ с каталитическими свойствами.

(1)
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Рис. 1. Вольтамперограммы, полученные на СУ (а) и Au-СУ (б) в присутствии (а, б,
кривая 2) и в отсутствие (б, кривая 1) дофамина (С = 5·10–3 М) на фоне фосфатного бу-
ферного раствора с pH 6.86

Известно, что золото является универсальным катализатором ряда элек-
трохимических реакций [15]. На вольтамперограмме, полученной на электроде
Au-СУ на фоне 0.1 М H2SO4, наблюдается одна пара пиков (рис. 2), соответст-
вующая электродному процессу [16, 17]:

2Au0 + 3Н2О  Au2O3 + 6Н+ + 3e .                                        (2)
Анодный пик, регистрируемый фоне 0.1 М H2SO4 при Еп 1.10 В, иногда

разделяется на две ступени (рис. 2, кривая 1), которые, вероятно, связаны с об-
разованием оксо- и гидроксочастиц Au3+. Восстановление этих форм происхо-
дит при потенциалах катодного пика Еп 0.80 В. Кроме того, на анодной ветви
вольтамперограммы регистрируется небольшой максимум тока при Е1/2 0.50 В,
который, вероятно, связан с окислением наноразмерных частиц золота. Извест-
но [18], что электрохимические свойства изолированных атомов металла отли-
чаются от свойств атомов в объеме металла: отсутствие энергии стабилизации
кристаллической решетки у наночастиц приводит к уменьшению перенапряже-
ния окисления металла. Уменьшение перенапряжения также происходит и при
наличии дефектов осадка.

Вольтамперные характеристики окисления частиц золота, осажденных на
СУ, зависят от pH раствора. С ростом величины рН потенциалы пиков смеща-
ются в катодную область, высота анодных пиков уменьшается, а катодных пи-
ков увеличивается (рис. 2, кривые 1–3). Тем не менее, при любых значениях pH
регистрируются четко выраженные и воспроизводимые пики. Поэтому этот
электрод можно использовать в широкой области pH: в кислых, нейтральных и
щелочных электролитах.

При анализе биологических объектов предпочтение имеют электроды-
сенсоры, которые дают каталитический отклик при физиологических значени-
ях рН. Поэтому изучение каталитических свойств осадка золота при окислении
ДА проводили в нейтральной среде.

На анодной ветви циклической вольтамперограммы окисления ДА на элек-
троде Au-СУ регистрируются две ступени (рис. 1, б). Высота первого четкого
пика при Eп 0.30 В зависит от концентрации ДА и многократно  превышает  ток
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Рис. 2. Циклические вольтамперограммы, полученные на электроде Au-СУ на фоне
0.1 М H2SO4 (1), фосфатного буферного раствора с рН 6.86 (2) и боратного буферного
раствора с рН 9.05 (3)

окисления медиатора. Высота волны при E1/2 1.10 В в присутствии субстрата
уменьшается, то есть окисление субстрата происходит при потенциалах окис-
ления медиатора по первой ступени, а при потенциалах второй ступени проис-
ходит окисление медиатора. Зависимость тока окисления ДА (I) от скорости
наложения потенциала (v) в координатах /I v  от v  имеет отрицательный
наклон, что свидетельствует об электродном процессе, осложненном химиче-
ской реакцией [19].

Как видно из рис. 1, при окислении ДА на электроде Au-СУ наблюдается
катализ по току и потенциалу. Использование ХМЭ ведет к уменьшению пере-
напряжения окисления ДА и увеличению тока по отношению к току медиатора.
Разность потенциалов окисления субстрата на ХМЭ (Екат) и СУ (ЕS) (Екат – ЕS)
составляет 200 мВ. Каталитический эффект, рассчитанный как отношение раз-
ности каталитического тока окисления субстрата (Iкат) и тока окисления медиа-
тора (IM) к IM, равен 40.

Установлено, что этот ХМЭ также проявляет каталитическую активность и
по отношению к окислению АК и МК. При этом ДА, АК и МК окисляются при
одних и тех же потенциалах, что ограничивает возможность селективного оп-
ределения ДА на электроде Au-СУ. Для исключения влияния кислот на опреде-
ление ДА использовали ионообменную полимерную пленку – НФ. Известно, что
при физиологическом значении pH ДА находится в катионной форме, а АК – в
анионной. Поэтому анионы кислот электростатически недоступны катионооб-
менной НФ-пленке и не мешают определению ДА. Поэтому использование
электрода, модифицированного НФ-пленкой с электроосажденными частицами
золота, позволяет проводить селективное определение ДА в присутствии АК и
МК. При этом электрод Au-НФ-СУ проявляет более высокую активность по
сравнению с электродом Au-СУ. Значительное увеличение тока в этом случае
связано не только с медиаторными свойствами металла, но и с кумулятивными
свойствами НФ. Накопление ДА на поверхности ХМЭ происходит в результате
взаимодействия субстрата с гидрофильной группой – 3SO−  нафионовой пленки.
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Другими словами, регистрируемый ток окисления ДА отражает протекание
двух процессов: электрокатализа и ионного обмена.

На основании полученных результатов разработан вольтамперометриче-
ский способ определения ДА по электрокаталитическому отклику электрода
Au-НФ-СУ.

Методика определения дофамина на электроде Au-НФ-СУ. В мерную
колбу на 10 мл вводили фиксированный объем стандартного раствора ДА и
доводили до метки фосфатным буферным раствором с pH 6.86. Раствор пере-
носили в электрохимическую ячейку. Затем в исследуемый раствор погружали
ХМЭ, вспомогательный и хлоридсеребряный электроды и регистрировали по-
стояннотоковую вольтамперограмму в интервале потенциалов от 0.0 до 1.3 В,
на которой измеряли величину тока пика при Еп 0.40 В.

Величина каталитического тока пропорциональна концентрации ДА в ши-
роком интервале: (5·10–3 ÷ 1·10–5) и (5·10-6 ÷ 1·10–8) М. Эти зависимости описы-
ваются уравнениями:

I = (5.6 ± 0.4) + (1.3 ± 0.1)·104 · С; (I, мкА; С, М); R = 0.9995, (3)

I = (2.4 ± 0.1) + (9.5 ± 0.2)·106 · С; (I, мкА; С, М); R = 0.9979. (4)
Использование ХМЭ с электрокаталическими свойствами по сравнению с

немодифицированных электродом позволяет увеличить диапазон определяе-
мых концентраций и понизить предел обнаружения ДА на три порядка. Пра-
вильность методики оценена методом «введено-найдено». Относительное стан-
дартное отклонение (Sr) не превышает 5% во всем диапазоне концентраций.

Изучена возможность амперометрического детектирования ДА на электро-
де Au-НФ-СУ в условиях ПИА. Измерения проводили в потенциостатическом
режиме. Как видно из рис. 3, а, максимальный аналитический сигнал на фоне
фосфатного буферного раствора с pH 6.86 регистрируется при Е 0.45 В. При
определении гидродинамических параметров ДА установлено, что максималь-
ная величина ПИА-сигнала наблюдается при объеме инжектируемой пробы
(V), равном 0.70 мл, и скорости потока (u), равной 25 мл⋅мин–1 (рис. 4, б).

На основании полученных зависимостей были выбраны рабочие условия
регистрации аналитического сигнала в условиях ПИА.

Методика проточно-инжекционного определения дофамина на элек-
троде Au-НФ-СУ. По силиконовым трубкам с внутренним диаметром 2 мм,
герметично соединенным с проточной электрохимической ячейкой, содержа-
щей ХМЭ, вспомогательный и хлоридсеребряный электроды, пропускали поток
носителя, в качестве которого использовали фосфатный буферный раствор с
рН 6.86, со скоростью u = 25 мл⋅мин–1. Регистрацию ПИА-сигнала проводили
при Е 0.45 В после инжектирования пробы объемом V = 0.70 мл. Линейная за-
висимость ПИА-сигнала от концентрации ДА наблюдается в интервале от
2.5 мкМ до 5 пМ. Уравнение регрессии имеет вид:

lgI = (3.87 ± 0.12) + (0.81 ± 0.02) · lgС; (I, мкА; С, М); R = 0.9988. (5)
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Рис. 3. Зависимости величины ПИА-сигнала при окислении дофамина (С = 5·10–3 М) на
электроде Au-НФ-СУ от накладываемого потенциала (а), скорости потока (б, кривая 1)
и объема инжектируемой пробы (б, кривая 2), полученные на фоне фосфатного буфер-
ного раствора с pH 6.86

Следует отметить высокую сходимость результатов анализа в проточной
системе (Sr < 5%).

Электрод Au-НФ-СУ использовали для амперометрического детектирова-
ния ДА в моче и плазме крови в условиях ПИА. При этом для инжектирования
использовали растворы анализируемых объектов, разбавленные в 5 и 50 раз для
плазмы крови и мочи соответственно. Для определения ДА в крови проводили
следующую пробоподготовку: к пробе крови (5 мл) добавляли антикоагулянт
гепарин (0.1 мл) и проводили центрифугирование при 3000 об/мин в течение
10 мин.

Содержание субстрата находили по градуировочным графикам, построен-
ным по методу добавок. Результаты определения ДА в биологических жидко-
стях представлены в табл. 1.

Табл. 1

Результаты проточно-инжекционного вольтамперометрического определения дофами-
на на электроде Au-НФ-СУ в моче и плазме крови; n = 6, P = 0.95, tтабл = 2.57

Объект анализа С, М
(для здорового человека) Найдено, М Sr

Моча Образец 1
Образец 2 (1–8)·10–7 (7.8 ± 0.3)·10–7

(6.2 ± 0.2)·10–7
0.04
0.03

Плазма
крови

Образец 1
Образец 2 (3–9)·10–5 (3.5 ± 0.1)·10–5

(5.4 ± 0.1)·10–5
0.03
0.02

Установлено, что полученные значения содержания ДА в моче и плазме
крови находятся в пределах нормы для здорового человека. Получены высокие
метрологические характеристики проточно-инжекционного определения ДА в
биологических жидкостях. Это связано с тем, что в потоке жидкости удается
избежать адсорбции на поверхности ХМЭ матричных компонентов (особенно
белков) биологических объектов и продуктов электродных реакций.
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Summary

L.G. Shaidarova, I.A. Chelnokova, A.V. Gedmina, D.R. Salmanova, H.C. Budnikov.
Flow-injection determination of dopamine at graphite electrode modified by nafion film with
electrodeposited gold particles.

Gold particles electrodeposited on glassy carbon electrode show electrocatalytic activity
at dopamine oxidation. It is established that the use of the electrode based on Nafion film with
included gold particles allows spending the selective determination of dopamine at the pres-
ence of ascorbic and uric acids. Conditions of maximum catalytic current in stationary mode
and in flow-injection analysis (FIA) conditions are obtained. The method of voltammetric
determination of dopamine on the graphite electrode covered by Nafion film with included
gold particles is suggested. Linear dependence of electrocatalytic response from dopamine
concentration is observed in the range from 5·10–3 to 1·10–8 M and from 2.5 µM to 5 pM in
stationary mode and FIA accordingly.
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