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Определение метаболитов оксида азота, в частности нитрита, в биологических 

средах является актуальной задачей для оценки состояния пациентов. Весьма перспектив-

ными для определения нитрита в биологических средах являются электрохимические ме-
тоды. В настоящей работе показаны возможности применения композитного пастового 

электрода на основе многостенных углеродных нанотрубок и полиметиленового голубого 

(МУНТ-ПЭ/ПМГ) для вольтамперометрического определения нитрита в водных и биологи-

ческих средах. Показано, что на немодифицированном пастовом электроде на основе МУНТ 
процесс окисления нитрита протекает со значительным перенапряжением; на вольтам-

перной кривой наблюдается широкий пик тока окисления с максимумом при потенциале 

+1000 мВ. В то же время модифицирование МУНТ-ПЭ полиметиленовым голубым приводит 

к снижению перенапряжения реакции окисления нитрита; потенциал в максимуме окисле-
ния - +800 мВ, на кривой наблюдается выраженный пик. В диапазоне концентраций нит-

рита в растворе от 2·10-5 М до 5·10-3 М наблюдается линейная зависимость величины тока 

окисления нитрита от его концентрации. Проведены модельные исследования композит-

ного электрода МУНТ-ПЭ/ПМГ в плазме крови в присутствии нитрита. Сравнение вольт-

амперных кривых, полученных в водных растворах и в плазме крови, показало, что протека-
ние процесса окисления нитрита в плазме крови соответствует протеканию процесса в вод-

ной среде – потенциал и высота пика окисления практически совпадают. Результаты мо-

дельных исследований в плазме крови позволяют сделать вывод о том, что электрод МУНТ-

ПЭ/ПМГ потенциально может быть использован для определения нитрита в образцах 
плазмы крови пациентов. 

Ключевые слова: углеродные нанотрубки, полиметиленовый голубой, нитрит, плазма крови, 
вольтамперометрия 
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Determination of nitric oxide metabolites, in particular nitrite, in biological media is an 

important task for assessing the patient’s condition. Electrochemical methods are very promising 
for the determination of nitrite in biological media. In this work, the possibilities of using a com-

posite paste electrode based on multi-walled carbon nanotubes and poly(methylene blue) 

(MWCNTs-PE/PMB) for the voltammetric determination of nitrite in aqueous and biological me-

dia are shown. It is shown that on an unmodified paste electrode based on MWCNTs, the nitrite 

oxidation reaction proceeds at high overpotential. The voltammogram shows a wide oxidation peak 
with a maximum at a potential of about +1000 mV. At the same time, modification of MWCNTs-

PE with PMB leads to the decrease in the overpotential for nitrite oxidation reaction. A well-defined 

oxidation peak at +800 mV is observed on the voltammetric curve. A linear dependence of the cur-

rent of nitrite oxidation on its concentration is observed in the range of concentrations from 2·10-5 M to 
5·10-3 M. Model studies of the MWCNTs-PE/PMB composite electrode in blood plasma in the 

presence of nitrite have been carried out. Comparison of voltammetric curves obtained in aque-

ous solutions and in blood plasma showed that the process of nitrite oxidation in blood plasma 

corresponds to the process in an aqueous solution - the potential and height of the oxidation peak 

practically coincide. The results of model studies in blood plasma allow us to conclude that the 
MWCNTs-PE/PMB electrode can potentially be used to determine nitrite in blood plasma sam-

ples of patients. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Относительно недавнее открытие синтеза 

эндогенного оксида азота (NO) клетками и тканями 

организма привело к появлению значительного 

числа исследований, касающихся участия NO в 

различных физиологических процессах в орга-

низме [1-3]. Так, было установлено, что NO явля-

ется важной сигнальной молекулой и участвует в 

выполнении физиологических функций в орга-

низме, а также является частью иммунного ответа 

[2]. Изменение уровня NO может служить марке-

ром протекания в организме патологического про-

цесса [4].  

Таким образом, становится актуальным опре-

деление уровня NO в организме с целью оценки со-

стояния пациентов. Существуют прямые и косвен-

ные методы определения NO, однако, вследствие 

того, что молекула оксида азота обладает коротким 

временем жизни, его прямое определение является 

затруднительным [5]. Как правило, косвенная 

оценка уровня оксида азота в биологических образ-

цах проводится путем определения его стабильных 

метаболитов – нитрита и нитрата. В клинических и 

лабораторных исследованиях наиболее распро-

странен спектрофотометрический метод определе-

ния метаболитов оксида азота с использованием 

реактива Грисса [7, 8], который обладает рядом не-

достатков и ограничений. 
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Электрохимические методы могут быть ис-

пользованы для определения нитрита в биологиче-

ских средах, поскольку обладают рядом преиму-

ществ по сравнению со стандартными методами 

анализа: не требуют дополнительных реагентов, 

дорогостоящего оборудования, обладают хорошей 

чувствительностью и быстротой проведения ана-

лиза [9]. Однако определение нитрита на классиче-

ских твердых электродах связано с большим пере-

напряжением реакции окисления нитрита, в связи 

с этим актуальной является разработка модифици-

рованных или композитных электродов [10]. 

Углеродные нанотрубки (УНТ), благодаря 

развитой поверхности и способности катализиро-

вать перенос электронов, получили широкое рас-

пространение в качестве материала для изготовле-

ния композитных электродов для электроанализа 

[11], в том числе и для определения нитрита [12-14]. 

Также для модифицирования электродов использу-

ются редокс активные полимеры, например, поли-

метиленовый голубой (ПМГ), способные катализи-

ровать процесс переноса электронов благодаря 

наличию редокс активных центров [12]. Таким об-

разом, сочетание свойств УНТ и ПМГ для опреде-

ления нитрита позволяет как катализировать про-

цесс окисления нитрита, так и увеличить чувстви-

тельность измерений. В большинстве случаев при-

менение композитных электродов с УНТ и ПМГ 

направлено на определение биологически актив-

ных веществ [15, 16] и лекарственных препаратов 

[17] в водных средах. Однако практически отсут-

ствуют исследования, показывающие возможности 

применения подобных электродов для измерения в 

биологических средах. Таким образом, исследова-

ние возможностей применения композитных элек-

тродов на основе УНТ с ПМГ для определения нит-

рита в биологических средах является перспек-

тивным. 

Цель настоящей работы – исследование 

электрохимического поведения нитрита на компо-

зитном пастовом электроде на основе углеродных 

нанотрубок и полиметиленового голубого в вод-

ных и биологических средах. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

Для изготовления рабочего пастового элек-

трода были использованы многостенные углерод-

ные нанотрубки (МУНТ) (ООО «Глобал СО», Рос-

сия). Пасту готовили путем смешивания МУНТ с 

вазелиновым маслом в соотношении 70:30 (масс.) 

с помощью шпателя в чашке Петри. Далее полу-

ченную пасту запрессовывали в торец специаль-

ного держателя с диаметром отверстия 2 мм. В ка-

честве токоподвода была использована стальная 

проволока. 

Электрохимическую полимеризацию мети-

ленового голубого на поверхности рабочего элек-

трода проводили из раствора следующего состава: 

0,02М натрий-фосфатного буфера (рН = 8), 2 мМ 

метиленового голубого и 0,1М KCl в режиме цик-

лической развертки потенциала от -400 до +1200 мВ 

со скоростью развертки потенциала 50 мВ/с в тече-

ние 50 циклов. Условия синтеза были выбраны со-

гласно литературным данным [15, 16, 18, 19]. Для 

синтеза в качестве вспомогательного электрода ис-

пользовали лист из прокатанного термически рас-

ширенного графита.  

Электрохимические измерения проводили 

с помощью потенциостата IPC-Pro L (ЗАО «Кро-

нас», Россия) в трехэлектродной электрохимиче-

ской ячейке. Натрий фосфатный буфер с рН = 7,4 

(phosphate buffered saline, PBS) служил фоновым 

раствором, поскольку данный раствор является фи-

зиологическим и изотоничным плазме крови. В ка-

честве электрода сравнения использовали нас. 

Ag/AgCl электрод, вспомогательного электрода – 

сетку Ti/Pt. Перед каждым измерением рабочий 

электрод подвергался предварительной обработке 

в фоновом растворе PBS в том же диапазоне потен-

циалов со скоростью развертки потенциала 50 мВ/с 

в течение 5 циклов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Исследования проводили в водных раство-

рах NaNO2 в PBS c концентрациями в диапазоне от 

2·10-5 М до 5·10-3 М. Диапазон концентраций был 

выбран, исходя из литературных данных, согласно 

которым суммарное содержание метаболитов ок-

сида азота составляет в среднем у здоровых людей 

от 17,7 до 60 мкмоль/л [20, 21]. 

Электрохимические измерения в растворах 

нитрита натрия в PBS на немодифицированном па-

стовом электроде на основе углеродных нанотру-

бок (МУНТ-ПЭ) показали (рис. 1), что на исследу-

емом электроде процесс окисления нитрита начи-

нает протекать при потенциалах, положительнее 

+600 мВ, с максимумом окисления при потенциале 

около +1000 мВ, что незначительно отличается от 

потенциалов окисления нитрита на традиционных 

твердых электродах, например, платиновом [22]. 

Однако пик электроокисления нитрита на МУНТ-

ПЭ оказался слабовыраженным. Таким образом, 

можно заключить, что данный электрод не имеет 

преимуществ по сравнению с традиционными 

твердыми электродами.  
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Рис. 1. Вольтамперограммы МУНТ-ПЭ в растворе NaNO2 в PBS: 

1–2∙10-5 М, 2–1∙10-4 М, 3–5∙10-4 М, 4–1∙10-3 М, 5–2,5∙10-3 М, 

6–5∙10-3 М (а) и зависимость величины тока в пике окисления 

от концентрации нитрита (б) 

Fig. 1. Voltamogramms for MWCNTs-PE in PBS containing NaNO2: 

1–2∙10-5 М, 2–1∙10-4 М, 3–5∙10-4 М, 4–1∙10-3 М, 5–2.5∙10-3 М, 

6–5∙10-3 М (a) and catalytic current vs. nitrite concentration (б) 

 

Модифицирование электрода ПМГ при-

вело к смещению потенциала максимума окисле-

ния нитрита до потенциала около +800 мВ, что на 

200 мВ отрицательнее потенциала максимума окисле-

ния на немодифицированном МУНТ-ПЭ (рис. 2 а).  

При этом было отмечено, что окисление 

нитрита на модифицированном электроде проис-

ходит при более высоких плотностях тока с выра-

женным пиком на вольтамперной кривой. Также 

было выявлено, что зависимость тока в максимуме 

окисления нитрита от его концентрации носит ли-

нейный характер во всем диапазоне исследован-

ных концентраций (рис. 2 б).  

Увеличение токов окисления нитрита на 

электроде МУНТ-ПЭ/ПМГ может быть связано с 

концентрированием нитрит анионов у поверхности 

электрода, как было предположено в работе [23], 

поскольку полиметиленовый голубой имеет две 

положительно заряженные аминогруппы, и, соот-

ветственно, может электростатически притягивать 

нитрит ионы. В то же время, смещение потенциала 

максимума окисления нитрита на электроде МУНТ-

ПЭ/ПМГ в область более отрицательных потенциа-

лов, по всей видимости, связано с каталитическим 

действием полиметиленового голубого [23].  

 

 
Рис. 2. Вольтамперограммы МУНТ-ПЭ/ПМГ в растворах 

NaNO2: 1 – фон (PBS), 2 – 2∙10-5 М, 3 – 1∙10-4 М, 4 – 5∙10-4 М, 

5 – 1∙10-3 М, 6 – 2,5∙10-3 М, 7 – 5∙10-3 М (а) и зависимость ве-

личины тока в пике окисления от концентрации нитрита (б) 

Fig. 2. Voltamogramms for MWCNTs-PE/PMB in PBS containing 

NaNO2: 1– bulk media (PBS), 2 – 2∙10-5 М, 3 – 1∙10-4 М, 4 – 5∙10-4 М, 

5 – 1∙10-3 М, 6 – 2.5∙10-3 М, 7 – 5∙10-3 М (a) and catalytic current 

vs. nitrite concentration (б)) 

 

Кроме того, углеродные нанотрубки и по-

лиметиленовый голубой оказывают синергетиче-

ский эффект на катализирование реакции окисле-

ния нитрита [12]. 

Таким образом, можно предположить, что 

электрод МУНТ-ПЭ/ПМГ может быть использован 

для определения нитрита в биологических средах, 

поскольку он оказался чувствительным в широком 

диапазоне концентраций, включая необходимые 

величины концентраций для обнаружения нитрита 

в биологических средах. 

Для проверки возможности использования 

композитного электрода МУНТ-ПЭ/ПМГ в биоло-

гических средах были проведены модельные экс-

перименты в свежезамороженной плазме крови 

(СЗП), содержащей нитрит с концентрациями 50 и 

500 мкмоль/л (рис. 3). Плазму крови для исследова-

ния получали от здоровых доноров-добровольцев.  

Сравнение данных, представленных на рис. 3, 

полученных в водных растворах и в плазме крови, 

содержащих нитрит, показало, что практически от-

сутствуют различия в поляризационных кривых. 
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Это дает основание предполагать, что данный элек-

трод может быть использован для определения 

уровня нитрита в образцах плазмы крови пациен-

тов с различными патологиями, однако необхо-

димы дополнительные исследования в образцах 

плазмы крови пациентов. 

ВЫВОДЫ 

Таким образом, было исследовано электро-

химическое окисление нитрита на композитном 

электроде на основе углеродных нанотрубок и по-

лиметиленового голубого. Использование модифи-

цированного электрода позволило сместить потен-

циал максимума окисления нитрита в область бо-

лее отрицательных потенциалов и повысить чув-

ствительность измерений. Выявлена линейная за-

висимость высоты пика окисления нитрита от его 

концентрации в диапазоне концентраций от 2·10-5 М 

до 5·10-3 М. Показано, что данный композитный 

электрод может быть использован для измерений в 

плазме крови. 

 
Рис. 3. Вольтамперограммы МУНТ-ПЭ/ПМГ: 1 – фон (PBS), 

2 – СЗП, 3 – PBS + 5∙10-5 М NaNO2, 4 – СЗП+ 5∙10-5 М NaNO2, 

5– PBS + 5∙10-4 М NaNO2, 6 – СЗП + 5∙10-4 М NaNO2 

Fig. 3. Voltamogramms for MWCNTs-PE/PMB: 1– bulk media 

(PBS), 2 – fresh frozen plasma (FFP), 3 - PBS + 5∙10-5 М NaNO2, 

4 – FFP+ 5∙10-5 М NaNO2, 5– PBS + 5∙10-4 М NaNO2, 6 – FFP + 

5∙10-4 М NaNO2 
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