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Для изучения антиоксидантных свойств различных биологических объектов в настоящее время широко исполь-

зуются простые и оперативные электрохимические методы. Одним из них является амперометрический метод, кото-
рый применяется в разных сферах науки, технологии и медицины для определения антиоксидантной активности 
(АОА) различных напитков, экстрактов и биологических жидкостей, а также суммарного содержания присутствующих 
в них антиоксидантов (АО).  

В настоящей работе проведены измерения АОА (электрохимической окисляемости) некоторых известных ин-
дивидуальных АО и их смесей амперометрическим методом. Определены коэффициенты их окисляемости. Получен-
ные значения АОА хорошо коррелируют с АОА этих соединений, измеренных другими методами. Для большинства 
комбинаций бинарных смесей использованных АО наблюдается совпадение экспериментальных значений АОА и рас-
четных с использованием полученных коэффициентов окисляемости для каждого компонента смеси. Это свидетельст-
вует об отсутствии взаимодействия между ними (синергизма или антагонизма) в процессе окисления. Исключение 
составили несколько смесей с меньшим значением измеренной АОА по сравнению с расчетной (антагонизм). При 
электрохимическом окислении смеси «глутатион окисленный + аскорбиновая кислота» происходит, по-видимому, 
частичное восстановление глутатиона аскорбиновой кислотой, что приводит к превышению измеренного значения 
АОА над расчетным. Полученные результаты могут быть полезными при работе с приборами, основанными на ампе-
рометрическом методе. 
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Введение 

В настоящее время для определения антиоксидантной активности (АОА) различных биологических 
объектов:  экстрактов лекарственных трав,  напитков,  БАДов,  плазмы крови и пр.  –  широко используются 
оперативные электрохимические методы [1–12]. Одним из таких методов является разработанный 
Я.И. Яшиным с сотрудниками амперометрический метод [5], который использовался в настоящей работе. 
В монографии разработчиков [6] и статье [7] представлен широкий обзор исследований, проведенных ими 
с использованием данного метода и ВЭЖХ, в которых определялось в основном суммарное содержание 
АО в различных природных объектах. Автор работы [13] обратил внимание на особенности определения 
суммарной концентрации АО амперометрическим методом. При анализе кинетики процесса окисления 
смесей АО он показал, что этот метод вполне подходит для измерения АОА, но может давать существен-
ные погрешности при измерении суммарного содержания АО. 

Сравнительные же результаты определения амперометрическим методом окислительных характери-
стик индивидуальных АО и сравнение их с антиокислительными параметрами, полученными другими ме-
тодами, в литературе отсутствуют. 

Цель настоящей работы – определение АОА и констант окисления некоторых известных индивиду-
альных биоантиоксидантов и их бинарных смесей 
амперометрическим методом и анализ полученных 
результатов.  
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Экспериментальная часть 

В качестве объектов исследования были выбраны: мочевая кислота (МК), глутатион восстановленный 
(Гл.) и окисленный (Гл.ок.), тролокс (водорастворимый аналог витамина Е), аскорбиновая кислота (АК), гал-
ловая кислота (ГК), присутствующие во многих продуктах питания, синтетические АО: мексидол (Мкс.) и 
фенозан калия (ФК), используемые как ингибиторы окисления в различных биологических системах. 

Измерения проводились на приборе «Цвет-Яуза-01-АА», в котором реализован амперометрический 
метод. Сущность этого метода заключается в измерении тока, возникающего при электрохимическом 
окислении исследуемого вещества на поверхности стеклоуглеродного анода с потенциалом +1,3 В [8]. При 
таких значениях потенциала происходит окисление фенольных (R–OH), тиоловых (R-SH) и других соеди-
нений, протекающее по схеме R–ОН → R–О• + e– + H+, и может быть использовано как модельное при из-
мерении активности поглощения свободных радикалов [9–11]. При прохождении пробы через ячейку реги-
стрируется ток электрохимического окисления АО в зависимости от времени. Межэлектродное расстояние 
составляет 0,5 мм, размер анода ≈5 мм, скорость прокачки элюента (слабый раствор ортофосфорной кисло-
ты) ~1,25 мл/мин. Сигнал амперометрического детектора фиксируется как интеграл по времени кривой 
окисления (площади под кривой тока S = ∫ i∙dt в нА∙с). Для индивидуальных соединений i=k∙C, где k и С – 
константа окисления и концентрация, соответственно. Для бинарных смесей АО с концентрациями С1 и С2, 
k1 и k2 ток окисления i=k1∙C1 + k2∙C2. Время интегрирования примерно одинаково для различных АО и оп-
ределяется временем прохождения пробы через ячейку. Измерив константы окисляемости для индивиду-
альных АО (Кi) и зная их концентрации, можно рассчитать площади под кривой тока для бинарных смесей 
Sр=К1С1+К2С2 и провести сравнение их с экспериментально измеренными (Sэ). Погрешность измеренных 
значений Sэ (СКО – среднеквадратичное отклонение 5–6 идентичных показаний прибора регистрируется 
на приборе) составила не более 5% [8]. Погрешность измерения концентрации АО ~0,5%. Погрешность Sр 
вычислялась как ошибка суммы двух величин [25]. 

Результаты и обсуждение 

На рисунке 1 представлены зависимости отклика прибора S от концентрации С для шести различ-
ных АО (для фенозана прямая S(C) практически совпала с прямой для мексидола, поэтому не приводится), 
из которых были получены константы окисляемости К=S/C,  нА∙с/мкМ.  Самым активным АО оказалась 
галловая кислота с К=(384±16) нА∙с/мкМ, далее тролокс – 228±8, мочевая кислота – 219±9, аскорбиновая 
кислота – 187±8, мексидол – 158±8 и глутатион восстановленный – 97±5 нА∙с/мкМ. Окисленный глутатион 
(Гл.ок.) с концентрациями, на порядок большими, дает отклик на уровне шумов (~5 нА), поэтому его окис-
ляемость была принята равной нулю. 

 

Рис. 1. Зависимости площади под кривой тока окисления S от концентрации С индивидуальных АО:  
1 – ГК, 2 – Тр., 3 – МК, 4 – АК, 5 – Мкс., 6 – Гл. 
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АОА, или электрохимическая окисляемость этих соединений, зависит от структуры их молекул [10] 
(рис. 2). В частности, для фенольных АО от степени экранирования гидроксильных групп в бензольном 
кольце, от орто-эффекта двух гидроксильных групп или гидроксильной и карбонильной групп. Экраниро-
вание OH-группы приводит к существенному повышению эффективности АО по сравнению с неэкраниро-
ванным фенолом. Трет-бутильные заместители в орто-положении повышают электронную плотность на 
OH-группе, снижая энергию ее диссоциации [14, 15]. Высокая АОА (окисляемость) галловой кислоты свя-
зана с наличием в ее молекуле трех электродонорных ОН-заместителей, прочность ОН-связи, или энергия 
диссоциации, DОН=347 кДж/моль [15], электрохимический потенциал окисления на стеклоуглеродном ано-
де ≈0,4 В [16]. Для тролокса энергия диссоциации наиболее слабой О-Н связи выше [15], поэтому окисляе-
мость при одних и тех же условиях меньше. В литературе очень мало информации об энергии диссоциации 
нефенольных АО, а также их параметрах окисления на стеклоуглеродных электродах. Мочевая кислота не 
относится к фенольным соединениям, но имеет достаточно низкий потенциал окисления. На графитовом 
электроде в водных средах МК окисляется при потенциале ≈0,65 В, и продуктом двухэлектронного окис-
ления является аллантоин [17]. Аскорбиновая кислота является производным моносахарида и сильным 
восстановителем, и в присутствии кислорода она быстро окисляется с образованием дегидроаскорбиновой 
кислоты. При электрохимическом окислении происходит разрыв ОН-связей в молекуле АК, при этом мо-
лекула теряет два атома водорода. Потенциал окисления АК на графитовом электроде, измеренный в [18], 
составил ≈0,384 В, а при использовании различных модификаторов поверхности электродов добиваются 
значительного понижения потенциала ЭХ-окисления [19]. Что касается мексидола и фенозана калия, то 
они относятся к пространственно затрудненным фенолам и являются, как большинство монофенолов, сла-
быми ингибиторами и восстановителями. Глутатион – важный ко-фермент для активности глутатион-
пероксидазы и обеспечивает защиту сульфгидрильных групп протеинов от окисления, сам при этом окис-
ляясь до дисульфида. Отношение восстановленного к окисленному глутатиону есть показатель окисли-
тельного стресса [20–22]. На химически модифицированных электродах, функционирующих на принципах 
электрокатализа, добиваются уменьшения потенциала окисления глутатиона до 0,6 В [21]. Для стеклоугле-
родных же электродов окисление происходит с большим перенапряжением, при котором окисляемость 
глутатиона и чувствительность прибора уменьшаются [20, 22]. 

   

Галловая кислота Тролокс Мексидол 

  
 

Две формы мочевой кислоты (МК), существующие в водных растворах Фенозан калия 

  

Аскорбиновая кислота Глутатион восстановленный 

Рис. 2. Структурные формулы использованных соединений 
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Полученные в настоящей работе значения коэффициентов окисляемости хорошо коррелируют с ан-
тиокислительными параметрами этих же соединений, измеренными другими методами [23, 24]. Например, 
при сравнении окисляемости и антирадикальной активности, определенной хемилюминесцентным мето-
дом, коэффициент корреляции составил r=0,98 [23]. Для других методов, в которых использовались неко-
торые из наших АО, также наблюдается неплохая корреляция их окисляемости с АОА [24]. 

Для выяснения существования взаимодействия между отдельными АО (синергизма или антагониз-
ма) в процессе окисления смеси были проведены измерения АОА (окисляемости) для 15 различных ком-
бинаций бинарных смесей АО (1 : 1). Концентрация всех АО в смесях была одинаковой Сi=(2,50 ± 0,01) 
мкМ. На рисунке 3 представлены сравнительные диаграммы расчетных Sр и экспериментальных значений 
Sэ с соответствующими фактическими погрешностями расчетов и измерений. 

 

Рис. 3. Диаграммы значений расчетных Sр (левые столбики) и измеренных Sэ (правые столбики) для 
бинарных смесей (1 : 1) использованных АО: С1=С2 = 2,5 мкМ 

Как видно из рисунка 3, для большинства смесей в пределах ошибок измерений расчетные и экспе-
риментальные значения S совпадают. Это свидетельствует о независимости электрохимического окисле-
ния этих АО и отсутствии взаимодействия между ними (синергизма или антагонизма) в процессе окисле-
ния. Исключение составляют смеси ГК+Гл., МК+Гл., Мкс+АК, Гл.+АК, для которых измеренные значения 
S заметно меньше расчетных. Возможно, это связано с химическим антагонизмом этих пар АО, когда при 
их взаимодействии образуются менее окисляемые соединения. Для смеси с АК, возможно, это объясняется 
разложением аскорбиновой кислоты при хранении в течение измерений. Смеси Мкс+Гл., Мкс+Тр. демон-
стрируют превышение измеренного значения S над расчетным, что связано, по-видимому, с усилением 
окисляемости этих компонент в присутствии друг друга (синергизм). Аналогичные результаты были полу-
чены для смесей с удвоенной концентрацией отдельных АО Сi=5,0 мкМ. Для смесей использованных со-
единений с окисленным глутатионом (К=0) только у пары Гл.ок.+АК наблюдалось небольшое (~ 8–10%) 
превышение Sэ  над Sр, что, по-видимому, можно объяснить частичным восстановлением окисленного глу-
татиона аскорбиновой кислотой. 

Выводы 

В настоящей работе проведено сравнение АОА (окисляемости) некоторых индивидуальных АО 
и определены коэффициенты их окисляемости на амперометрическом приборе. Для большинства бинар-
ных смесей этих соединений наблюдается совпадение полученных значений АОА и расчетных с использо-
ванием измеренных коэффициентов окисляемости для каждого компонента, что свидетельствует об отсут-
ствии взаимодействия между ними в процессе окисления. В четырех бинарных смесях АО с меньшим зна-
чением измеренной АОА по сравнению с расчетной, возможно, имеет место химический антагонизм. При 
электрохимическом окислении смеси Гл.ок.+АК, вероятно, происходит частичное восстановление Гл.ок. 
аскорбиновой кислотой, что приводит к превышению измеренного значения АОА над расчетным.  
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For studying of antioxidant properties of various biological objects simple and operative electrochemical methods are 

widely used now. One of them is the ammetric method which is applied in the different field of science, technology and medi-
cine for antioxidant activity determination of various drinks, herb extracts and biological liquids, and also the total content of 
the present antioxidants (AOs) in them.  

In the present work measurements of AOA (electrochemical oxidizability) of some known individual AO and their 
mixes are taken by an ammetric method. Coefficients of their oxidizability are defined. The received AOA values well correlate 
with AOA of the same compounds measured by other methods. For various combinations of binary mixes of the used AOs 
coincidence of AOA experimental values and calculated values with use of the received oxidizability coefficients for each for-
mulation constituent is observed. It testifies to absence of interaction between them (a synergism or antagonism) in the course 
of oxidation. An exception several mixes with smaller value of the measured AOA in comparison with calculated made (antag-
onism). At electrochemical oxidation of the mix "glutathione oxidized+ ascorbic acid " there is, apparently, a partial reduction 
of glutathione by ascorbic acid that leads to excess of the measured AOA value over calculated. The received results can be 
useful during the work with devices based on an ammetric method.  

Keywords: antioxidant, antioxidant activity, oxidation, ammetric method. 
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