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 Проведено исследование антиоксидантной активности (АОА) гуминовых кислот (ГК), выделенных натрий гид-

роксидом и натрий пирофосфатом из девяти разных по ботаническому составу, степени разложения и зольности видов 

торфа Томской области. Все исследуемые образцы ГК проявили АОА. По результатам четырех методов исследования уста-

новлено, что ГК высокоэффективны в процессе ингибирования свободного катион-радикала ABTS•+, супероксид-анион-

радикала O2
-•, гидроксильного радикала HO•, способны связывать Fe2+ в широком диапазоне концентраций. Активность 

ГК в разных тестах была неодинаковая, большей АОА в модельной реакции ингибирования супероксид-анион-радикала 

O2
-• обладали ГК, выделенные натрий гидроксидом, по сравнению с ГК, выделенными натрий пирофосфатом, в пределах 

одного вида торфа. При исследовании железосвязывающей активности наблюдалась обратная зависимость. В модель-

ных реакциях с ингибированием свободного катион-радикала ABTS•+ и гидроксильного радикала HO• отмечен сопоста-

вимый уровень активности между образцами ГК, выделенными разными растворами. Подобное неравномерное распре-

деление уровня активности различных образцов ГК объясняется неодинаковыми химическими параметрами их строе-

ния, зависящими от их происхождения и способа выделения. На основании использования в качестве препаратов срав-

нения таких классических АОА с установленным механизмом действия, как водорастворимый аналог токоферола – пре-

парат «Тролокс», водорастворимый антиоксидант – аскорбиновая кислота, классический хелатор – этилендиаминтет-

рауксусная кислота (ЭДТА), маннитол – классическая ловушка гидроксильного радикала, можно сделать заключение, 

что исследуемые ГК являются эффективными антиоксидантами, относящимися к группам доноров протонов и комплек-

сообразователей. 
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Введение 

В литературе имеется достаточно большое количество сведений об использовании гуминовых ве-

ществ (ГВ) и, в частности, их доминирующей фракции – гуминовых кислот (ГК) в традиционной и народной 

медицине в качестве иммуномодуляторов, биоген-

ных стимуляторов, адаптогенов, гепатопротекто-

ров, противовоспалительных, противоопухолевых 

средств, детоксикантов и др. [1–3]. Несмотря на 

это, все многочисленные фармакологические эф-

фекты ГК, исходя из специфики их действия, 

можно объединить в несколько обширных групп, 

ключевая роль в которых отводится антиоксидант-

ным и антирадикальным свойствам. 
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Антиоксидантная активность (АОА) – чрезвычайно важное свойство ГК, поскольку оно обеспечивает 

механизмы следующих фармакологических эффектов: антигипоксическое, цитопротекторное, мембрано-

протекторное, нейропротекторное, гематопротекторное, кардиопротекторное, гепатопротекторное, нефро-

протекторное, гипокгликемическое, противоопухолевое действие. 

Функциональные группировки в структуре ГК типа фенольных и хиноидных фрагментов способны 

выступать донорами протонов [4], а также ловушками свободных радикалов за счет их высокого парамагне-

тизма [4], катализаторами диспропорционирования супероксид-анион-радикала (O2
-•) [5], гидроксильного 

радикала [5, 6]. 

В процессе клеточного дыхания в живых системах происходит образование побочных продуктов – 

свободных радикалов. В определенных условиях системы поддержания окислительно-восстановительного 

баланса в организме могут оказаться недостаточно эффективными, в результате чего происходит экспонен-

циальный рост концентраций активных форм кислорода (АФК), таких как супероксид-анион-радикал (O2
-•), 

гидроксильный радикал (НО•) и др. В результате чего свободно-радикальные процессы протекают более ин-

тенсивно, чем в норме, и возникает состояние окислительного стресса. Окислительный стресс выполняет 

роль триггера целого ряда неспецифических реакций, результатом которых является каскад разнонаправлен-

ных метаболических процессов, приводящих к разрушению мембран клеток, инактивации ферментов и гор-

монов, окислению нуклеиновых кислот с последующим нарушением клеточного цикла и, в конечном итоге, 

к гибели клетки [7]. 

Исследование АОА ГВ относительно различных АФК описывается в работе [6], где авторы характе-

ризуют их как вещества с относительно невысокой АОА к супероксид-анион-радикалу (около 20%) и, наобо-

рот, с высокой АОА к гидроксильному радикалу (порядка 50%). На in vitro моделях ферментативной и не-

ферментативной антиоксидантных систем митохондрий печени и некоторых культурах раковых клеток ав-

торы данной статьи отметили снижение активности фермента супероксиддисмутазы и снижение содержания 

глутатиона при добавлении в суспензию митохондрий ГК, при этом активность других ферментов (глутати-

онпероксидазы и глутатион-редуктазы) не изменялась. В работе [3] также описывается способность ГВ по-

вышать активность антиоксидантных ферментов за счет их акцепторных свойств по отношению к свобод-

ным радикалам.  

Защитное антиоксидантное действие ГВ при ДОУМГ-интоксикации крыс (in vivo) в работе [8] уста-

новлено по показателям нормализации состояния системы ПОЛ-АОЗ при остром асептическом воспалении. 

В работе [9] отмечено подавление перекисного окисления липидов в митохондриях из плаценты человека 

под действием ГК торфа, авторы наблюдали уменьшение выраженности липопероксидации и снижение 

уровня малонового диальдегида, при этом эффекты не уступали препарату сравнения – витамину Е. Уста-

новлено [10], что ГК способны препятствовать генерации АФК и ПОЛ. 

Как отмечалось ранее, многие протекторные фармакологические эффекты ГК обусловлены их антиок-

сидантным и антирадикальным действием, как например, гепатопротекторное действие ГК, которое доказано 

многими исследованиями на различных моделях патологий. Гуминовые кислоты, благодаря своим антиокси-

дантным и антирадикальным свойствам, влияют на процессы биосинтеза белка в гепатоцитах, на биосинтез и 

метаболизм полиаминов и формирующих структуры рибосом [2], выступают в качестве индукторов ферментов 

микросомальной монооксигеназной системы гепа-

тоцитов семейства цитохрома Р450 (подсемейства 

CYPIIA) [11], отмечено влияние антирадикального 

механизма в проявлении детоксикационной и гепа-

топротекторной активности ГК на модели интокси-

кации окисленной олеиновой кислотой и мезокса-

лилмочевиной [11]. На модели токсического CCl4-

гепатита [12] доказано снижение активности пече-

ночных трансаминаз под действием ГК при одновре-

менном сохранении активности церулоплазмина и 

предотвращении гипопротеинемии. В работе [13] 

также отмечено снижение повреждающего действия 

CCl4 на функционально-метаболические и морфоло-

гические показатели печени крыс, проявляемое 
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в снижении интенсивности процессов липопероксидации и разрушения мембран гепатоцитов, препятствии 

формирования фиброзных изменений в печени, уменьшении выраженности цитолитического синдрома, улуч-

шении экскреторной функции печени. Аналогично, на модели ЛПС-индуцированной гепатотоксичности дока-

зан высокий гепатопротекторный эффект [14] за счет снижения уровня аланинаминотрансферазы и гипергли-

кемии. Гуминовые кислоты в эксперименте способны повышать активность орнитиндекарбоксилазы, уровень 

спермидина, РНК и ДНК в гепатоцитах [15]. Роль АОА ГВ в проявлении ими гепатопротекторного действия 

установлена [16] на модели интоксикации полихлорированными бифенилами. 

На модели фокальной церебральной ишемии головного мозга крыс [17] нейропротекторный эффект 

при введении ГК обусловлен их АОА. С данными свойствами ГК связаны, по мнению ряда исследователей, 

и другие цитопротективные эффекты, например, нефропротекторные [18] при повреждении реперфузии по-

чек у крыс, мембранопротекторные [19] в тест-системах клеточного уровня (мембранах эритроцитов). 

Со способностью ГК подавлять продукцию активных форм кислорода также связывают их кардио-

протекторное действие. Так, в работе [20] высокое гемато- и кардиопротекторное действие при железо-ин-

дуцированной гематотоксичности и кардиотоксичности отмечено за счет высокой их АО и антирадикальной 

активности. Гуминовые кислоты оказывают защитное действие при ишемии и реперфузии миокарда и бло-

кируют образование кислородных радикалов при повреждении тканей благодаря их АОА, в работе [21] опи-

саны кардиоваскулярные эффекты ГК на модели изолированного перфузированного по методу Лангендорфа 

сердца крысы.  

Высокие антигипоксические эффекты ГК также доказаны на моделях нормобарической гиперкапни-

ческой гипоксии и гистотоксической тканевой гипоксии [22]. В работах [23, 24] отмечается способность ГК 

блокировать процессы разобщения окислительного фосфорилирования в митохондриях печени и головного 

мозга лабораторных животных, нормализовать активность сукцинат- и НАД-зависимых процессов энерго-

продукции, обусловленные предотвращением свободнорадикального повреждения клеток и органелл в усло-

виях гипоксии [24], высокой АОА, способностью ГК регулировать процессы окислительного фосфорилиро-

вания, связанного с влиянием на активность НАД-зависимых процессов [23]. 

Ранее нами [25] было проведено исследование АОА методами колориметрии со стабильным радика-

лом дифенилпикрилгидразилом (ДФПГ), катодной вольтамперометрии и ЭПР-спектроскопии 18 образцов 

гуминовых кислот (ГК), выделенных двумя экстрагентами (натрий гидроксидом и натрий пирофосфатом) из 

девяти репрезентативных видов торфа Томской области различных по ботаническому составу, степени раз-

ложения и зольности. Нами было установлено, что все 18 образцов ГК проявляют АОА в различной степени. 

Методами катодной вольтамперометрии и колориметрии с ДФПГ установлено, что механизм АОА обуслов-

лен наличием легкоподвижных атомов водорода фенольных групп, нейтрализующих свободные радикалы, 

а также способностью хиноидных группировок в структуре ГК инициировать процесс электровосстановле-

ния кислорода. Еще одним механизмом АОА ГК, по результатам ЭПР-спектроскопии, является их способ-

ность выступать в качестве ловушек свободных радикалов. 

На сегодняшний день установлено семь наиболее опасных высокореакционноспособных кислород-

ных частиц [26]: пероксидные радикалы (ROO•), гидроксильные радикалы (HO•), супероксид-анион-ради-

кал (O2
-•), синглетный кислород (1O2), перекись водорода (H2O2), оксид азота (NO•) и пероксинитрит (OONO-

). В ходе длительной эволюции клетки организма выработали эндогенную систему обезвреживания данных 

АФК за счет эндогенных неферментных компонентов (тиолов, тиоредоксина, убихинона, мочевой кислоты), 

антиоксидантных ферментов (супероксиддисмутазы, каталазы, глутатионпероксидазы) и белковых молекул 

(церулоплазмина, ферритина, трансферрина) [27]. Но, несмотря на это, гидроксильные радикалы (HO•) и 

супероксид-анион-радикалы (O2
-•) все же остаются наиболее опасными кислородными радикалами для ор-

ганизма человека, поскольку способны обходить эндогенные системы антиоксидантной защиты организма. 

При взаимодействии железа в виде двухвалентного иона с H2O2 в ходе реакции Фентона в окислительно-

восстановительном цикле образуются гидроксильные радикалы (HO•) – одни из наиболее опасных АФК, 

которые вызывают окислительное повреждение ДНК, белков и мембранных липидов [28] вследствие их 

чрезвычайно высокой реакционной способности, короткого срока жизни, а также по причине того, что в 

клетках не выработаны ферменты для обезвреживания именно данного вида АФК [29]. Супероксид-анион-

радикал также способен обходить эндогенные системы антиоксидантной защиты путем инактивации неко-

торых специфичных ферментов, защищающих организм от окислительного повреждения, в частности, глу-

татионпероксидазы, каталазы и других [30]. 
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Таким образом, целью настоящего исследования является изучение АОА ГК торфа различного про-

исхождения и способа выделения как перспективных протекторных БАВ с использованием нетрадиционных 

для гуминовых соединений колориметрических методик оценки АОА (ABTS-тест, взаимодействие с супе-

роксид-анион-радикалом, исследование железосвязывающей (хелатирующей) активности, взаимодействие с 

гидроксильным радикалом), поскольку поиск природных молекул, способных ингибировать такие опасные 

для клеток кислородные радикалы, как гидроксильные радикалы (HO•) и супероксид-анион-радикалы (O2
-

•), является на сегодняшний день важной и актуальной задачей. 

Экспериментальная часть 

Экстракцию ГК из торфа проводили двумя растворителями: натрий гидроксидом (далее, как ГКщ) и 

натрий пирофосфатом (далее – как ГКп) способом, описанным ранее [31]. Всего в исследовании задейство-

вано 18 образцов ГК, выделенных из девяти репрезентативных видов торфа с крупных торфяных месторож-

дений Томской области – олиготрофного болота Бакчарского болотного массива юго-восточных отрогов 

Васюганского болота в междуречье Икса и Бакчар (образцы 1–4, 6, 7, 9) и эвтрофных болот «Клюквенное» 

и «Таган» (образцы 5 и 8, соответственно). Характеристика торфов, количественное содержание ГК в торфе, 

а также описание структурных параметров молекул ГК по результатам физико-химического анализа пред-

ставлены нами ранее в работе [25], также в этой работе приведены данные исследования АОА ГК методами 

колориметрии с ДФПГ, катодной вольтамперометрии и ЭПР-спектроскопии, описаны возможные меха-

низмы их АО действия. 

Для исследования АОА ГК использовали нетрадиционные для гуминовых соединений колориметриче-

ские тесты: ABTS-тест, взаимодействие с супероксид-анион-радикалом, железосвязывающая (хелатирующая) 

активность, отношение к гидроксильному радикалу. Все эксперименты были проведены в трех повторностях. 

Взаимодействие ГК со стабильным свободным катион-радикалом ABTS (диаммониевая соль 2,2'-

азино-ди-(3-этилбензтиазолинсульфоновой кислоты) оценивали по снижению его содержания в реакцион-

ной среде в присутствии различных концентраций ГК. Катион-радикал ABTS•+ формировали в растворе дей-

ствием калий пероксодисульфата [32]. Навески ABTS массой (11±0.1) мг и калий пероксодисульфата массой 

(20±0.1) мг растворяли в 0.9 мл и 1 мл воды очищенной, соответственно. Для получения стокового раствора 

900 мкл раствора ABTS смешивали со 100 мкл раствора калий пероксодисульфата. Для приготовления ра-

бочего раствора стоковый раствор катион-радикала ABTS•+ разводили в 0.1 М фосфатном буфере (рН 7.4) 

до достижения оптической плотности 0.700.02 при 734 нм и длине оптического пути 1 см. Рабочий раствор 

катион-радикала ABTS•+ хранению не подлежит. Контрольная проба общим объемом 0.5 мл содержала 50 

мкл воды очищенной и 450 мкл раствора катион-радикала ABTS•+. В опытные пробы к рабочему раствору 

катион-радикала ABTS•+ добавляли 50 мкл растворов исследуемых образцов ГК для получения конечных 

концентраций 12.5; 25; 37.5; 50 мкг/мл. Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре СФ 2000 при 

длине волны 734 нм против раствора сравнения, содержащего 50 мкл раствора ГК в соответствующих кон-

центрациях и 450 мкл воды очищенной. Антиоксидантную активность оценивали по показателю IC50 – кон-

центрации ГК, при которой концентрация катион-радикала ABTS•+ в данной модельной системе снижалась 

в 2 раза. В качестве положительного контроля использовали водорастворимый аналог токоферола – препарат 

«Тролокс» (Acros Organics, Slovakia). 

Взаимодействие ГК с супероксид-анион-радикалом (O2
-•) исследовали прямым методом по измере-

нию концентрации O2
-•. Для создания постоянного уровня O2

-• использовали неферментативную систему 

генерации O2
-• [33], где электроны с НАДН+Н+ через феназинметасульфат (ФМС) переносятся на молеку-

лярный кислород с образованием супероксида, который восстанавливает нитросиний тетразолий (НСТ) до 

формазана, имеющего максимум поглощения при 560 нм [34]. Эффективность ингибирования реакции O2
-•-

зависимого восстановления НСТ оценивали по способности ГК блокировать эту реакцию. Инкубационная 

смесь общим объемом 1 мл содержала 20 мМ KH2PO4 – KOH буфер (pH 7.4), 6 мкМ ФМС, 75 мкМ НАДН, 

50 мкМ НСТ. Исследуемые образцы ГК вносили в модельную систему в виде водного раствора в конечных 

концентрациях: 2.5, 5, 10, 50 и 100 мкг/мл. Контрольная проба содержала в тех же объемных долях воду 

очищенную. Оптическую плотность проб измеряли на спектрофотометре СФ2000 при длине волны 560 нм. 

Способность ГК подавлять реакцию O2
-•-зависимого восстановления НСТ оценивали по величине эффек-

тивности ингибирования данной реакции (в %). Антиоксидантную активность оценивали по показателю IC50 
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– концентрация исследуемого образца ГК, при которой скорость реакции восстановления НСТ уменьшается 

в 2 раза. Положительным контролем служил водорастворимый антиоксидант – аскорбиновая кислота (Sigma 

Aldrich, USA). 

Специфическую железосвязывающую (хелатирующую) активность определяли по реакции с ком-

плексом феррозин-Fe2+ [34]. Данный метод позволил оценить способность образцов ГК связывать ионы Fe2+, 

тем самым подавляя инициацию перекисного окисления липидов (ПОЛ) и реакции разветвления свободно-

радикального процесса окисления липидов. Феррозин (мононатриевая соль 3-(2-пиридил)-5,6-дифенил-

1,2,4-триазин-п,п′-дисульфоновой кислоты) образует комплекс фиолетового цвета с ионами Fe2+. Хелатиру-

ющие агенты препятствуют образованию комплекса феррозин-Fe2+, в результате чего интенсивность 

окраски раствора уменьшается. Модельная система объемом 1 мл содержала 0.15 М NaCl, 50 мкМ Fe2+, 300 

мкМ феррозина. Опытные пробы содержали образцы ГК в конечных концентрациях: 12.5, 25, 50, 75, 100 

мкг/мл, 50 мкМ Fe2+, 0.15 М NaCl, 300 мкМ раствора феррозина. Оптическую плотность измеряли на спек-

трофотометре СФ2000 при длине волны 562 нм против раствора сравнения, содержащего образцы ГК в со-

ответствующих конечных концентрациях. Железосвязывающую активность оценивали по показателю IC50 

– концентрация исследуемых образцов ГК, при которой интенсивность окраски комплекса феррозин-Fe2+ в 

модельной системе снижалась в 2 раза. В качестве эталона был использован классический хелатор – этилен-

диаминтетрауксусная кислота (ЭДТА) (Sigma Aldrich, USA). 

Гидроксильный радикал (HO•) – очень мощный окислитель, который реагирует почти со всеми био-

молекулами, находящимися в живых клетках [35]. Генерацию HO• осуществляли в реакции Хабера – Вейса 

в присутствии дезоксирибозы. Под влиянием HO• происходила деградация дезоксирибозы до малонового 

диальдегида (МДА). Последний определяли по реакции взаимодействия с тиобарбитуровой кислотой (ТБК), 

которая при высокой температуре и кислом рН протекает с образованием окрашенного триметинового ком-

плекса с максимумом поглощения при длине волны 532 нм [34]. В связи с наличием высокой хелатирующей 

активности образцов ГК, необходимо учитывать возможность связывания Fe3+ с молекулами ГК, что может 

привести к снижению концентрации гидроксильного радикала. Известно, что ЭДТА связывает ионы Fe3+ в 

комплекс, который способен генерировать HO• [34], поэтому способность ГК связывать HO• была изучена 

в модельной системе с ЭДТА и без ЭДТА. Пробы содержали 20 мМ KH2PO4 – KOH буфера (рН 7.4), 0.1 мМ 

аскорбиновой кислоты, 2.8 мМ дезоксирибозы, 1 мМ Н2О2 и 0.1 мМ FeCl3 или 0.1 мМ FeCl3 и 1 мМ ЭДТА, 

предварительно смешанные в равных объемах. В опытные пробы добавляли растворы образцов ГК в конеч-

ных концентрациях: 0.5, 1, 1.5, 2 мг/мл. Контрольную и опытные пробы инкубировали 1 ч при 37 °С, после 

чего к 0.5 мл реакционной среды добавляли 1 мл 0.5% ТБК и 1 мл 10% ТХУ, помещали в кипящую водяную 

баню на 15 мин, охлаждали, центрифугировали и измеряли оптическую плотность надосадка на спектрофо-

тометре СФ2000 при длине волны 532 нм. На основании кривой зависимости «доза – эффект» рассчитывали 

концентрацию образца ГК, при которой наблюдалось 50% ингибирование образования МДА из дезоксири-

бозы под действием HO•. В качестве эталона был использован маннитол (Acros Organics, China) – классиче-

ская ловушка гидроксильного радикала. 

Статистическая обработка данных производилась путем расчета среднего (M) и стандартного откло-

нения (M±m) с использованием программного обеспечения SPSS 17.0 (IBM, США). 

Обсуждение результатов 

Механизм реакции антиоксидантов с катион-радикалом ABTS•+ заключается в отдаче атома водорода 

и переносе электрона, что приводит к обесцвечиванию раствора в модельной системе [32]. Полученные ре-

зультаты представлены в таблице в виде показателя IC50 и свидетельствуют о том, что образцы ГК в модель-

ной системе в конечных концентрациях 12.5, 25, 37.5 и 50 мкг/мл в разной степени ингибировали катион-

радикал ABTS•+. Таким образом, экспериментально установлено, что все 18 исследуемых образцов ГК об-

ладают выраженной способностью снижать концентрацию катион-радикала ABTS•+ в модельной системе, о 

чем свидетельствует снижение оптической плотности раствора. Можно отметить, что более высокая способ-

ность ингибировать катион-радикал ABTS•+ отмечена для ГК, выделенных натрий гидроксидом, в пределах 

одного вида торфа. В частности, данная тенденция отмечена для четырех из девяти образцов торфа (по по-

казателю IC50, мкг/мл): ГКщ-3=10.6 мкг/мл и ГКп-3=19.8 мкг/мл; ГКщ-6=12.0 мкг/мл и ГКп-6=22.7 мкг/мл; 

ГКщ-8=14.9 мкг/мл и ГКп-8=17.9 мкг/мл; ГКщ-5=19.7 мкг/мл и ГКп-5=27.8 мкг/мл. Для двух образцов торфа 

значимых отличий между ГК, выделенными разными способами, не выявлены: ГКщ-7=13.9 мкг/мл и ГКп-
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7=14.6 мкг/мл; ГКщ-4=21.1 мкг/мл и ГКп-4=21.1 мкг/мл. Для трех образцов торфа наблюдалась обратная за-

висимость – более активными были образцы ГК, выделенные натрий пирофосфатом: ГКп-2=14.2 мкг/мл и 

ГКщ-2=25.8 мкг/мл; ГКп-9=15.0 мкг/мл и ГКщ-9=17.3 мкг/мл; ГКп-1=23.5 мкг/мл и ГКщ-1=28.5 мкг/мл. Для 

положительного контроля препарата «Тролокс» показатель IC50 составил 3.5±0.1 мкг/мл, для наиболее ак-

тивных образцов ГКщ-3 и ГКщ-6 составил 10.6±0.6 и 12.0±0.9 мкг/мл соответственно, и чуть ниже еще для 

трех образцов ГКп-2, ГКщ-7 и ГКп-7 – 14.2±1.3; 13.9±0.5 и 14.6±0.9 мкг/мл, соответственно. Наибольшая 

активность отмечена для ГК, полученных из двух низинных видов торфа-травяного (ГК-7) и травяно-мохо-

вого (ГК-6), и двух верховых – магелланикум (ГК-3) и сосново-пушицевого (ГК-2) видов торфа. Таким об-

разом, значения эффективных концентрации наиболее активных образцов находятся в одном порядке с ре-

ферентным антиоксидантом – препаратом «Тролокс», что свидетельствует о высокой способности этих об-

разцов ингибировать модельный свободный катион-радикал ABTS•+.  

Результаты определения антиоксидантной активности ГК по отношению к супероксид-анион-ради-

калу (O2
-•) в реакции восстановления НСТ до формазана (табл.) имеют схожую картину с предыдущим ис-

следованием. Отмечено, что в пределах одного и того же вида торфа ГКщ в сравнении с ГКп, обладают 

большей активностью уже для семи видов торфа из девяти (по показателю IC50, мкг/мл): ГКщ-2=5.5 мкг/мл 

и ГКп-2=9.4 мкг/мл; ГКщ-3=8.7 мкг/мл и ГКп-3=12.4 мкг/мл; ГКщ-7=8.9 мкг/мл и ГКп-7=19.37 мкг/мл; ГКщ-

6=10.22 мкг/мл и ГКп-6=17.48 мкг/мл; ГКщ-1=11.3 мкг/мл и ГКп-1=13.3 мкг/мл; ГКщ-8=11.5 мкг/мл и ГКп-

8=13.6 мкг/мл; ГКщ-5=18.8 мкг/мл и ГКп-5=21.8 мкг/мл. И только для двух образцов торфа наблюдалась об-

ратная зависимость – более активными были образцы ГК, выделенные натрий пирофосфатом: ГКп-

9=9.3 мкг/мл и ГКщ-9=40.1 мкг/мл; ГКп-4=9.9 мкг/мл и ГКщ-4=24.1 мкг/мл. Наибольшая активность отме-

чена для ГК, полученных из трех низинных видов торфа-травяного (ГК-7), травяно-мохового (ГК-6) и дре-

весно-травяного (ГК-8), и трех верховых – сосново-пушицевого (ГК-2), магелланикум (ГК-3) и сфагново-

мочажинного (ГК-1) видов торфа. При этом можно отметить, что для 10 из 18 образцов ГК (ГКщ-2, ГКщ-3, 

ГКщ-7, ГКп-9, ГКп-2, ГКп-4, ГКщ-6, ГКщ-1, ГКщ-8, ГКп-3) отмечена АОА (5.5–12.4 мкг/мл), превосходящая 

значения препарата сравнения – аскорбиновой кислоты (13.2 мкг/мл), и для двух образцов: ГКп-1 и ГКп-8 

отмечены достаточно близкие с аскорбиновой кислотой значения АОА (13.3–13.6 мкг/мл). Таким образом, 

все исследуемые образцы обладают высокой АОА по отношению к супероксид-анион-радикалу (O2
-•), и в 

большинстве своем превосходящей АОА референтного антиоксиданта – аскорбиновой кислоты. 

Результаты исследования антиоксидантной активности ГК на моделях ингибирования ABTS•+, O2
-• 

и железосвязывающей (хелатирующей) активности (n=3) 

Вид торфа 

IC50 (мкг/мл) 

Шифр ГК ABTS•+ O2
-•. 

Связывание ионов 

Fe2+ 

Верховой, сфагново-мочажинный М-20-70 ГКщ-1 28.5±1.7  11.3±1.2 33.2±1.5 

ГКп-1 23.5±1.6 13.3±1.4 65.5±2.6 

Верховой, сосново-пушицевый ВР-10-50 ГКщ-2 25.8±1.6 5.5±0.4  >100  

ГКп-2 14.2±1.3 9.4±0.7 73.9±1.3  

Верховой, магелланикум 100–120 ГКщ-3 10.6±0.6 8.7±0.8 57.6±1.4 

ГКп-3 19.8±0.7 12.4±0.8 32.4±1.2 

Верховой, фускум 20–70 см ГКщ-4 21.1±0.7 24.1±1.8 52.4±0.3 

ГКп-4 21.1±0.9 9.9±1.2 50.9±4.9 

Низинный, древесно-травяной 10–50 см ГКщ-5 19.7±0.2 18.8±1.3 40.3±4.7 

ГКп-5 27.8±2.1 21.8±1.9 96.4±3.8 

Низинный, травяно-моховый 200–250 ГКщ-6 12.0±0.9 10.22±0.9 51.5±2.0 

ГКп-6 22.7±0.6 17.48±1.1 >100  

Низинный, травяной 230–270 ГКщ-7 13.9±0.5 8.9±0.8 78.3±3.7 

ГКп-7 14.6±0.9 19.37±2.3 50.8±0.5 

Низинный, древесно-травяной 50–100 см ГКщ-8 14.9±0.4 11.5±1.4 66.1±0.9 

ГКп-8 17.9±0.4 13.6±0.9 64.0±1.4 

Переходный, осоковый 150–200 ГКщ-9 17.3±1.2 40.1±3.5 26.9±0.3 

ГКп-9 15.0±0.9 9.3±0.7 60.6±2.6 

Тролокс 3.5±0.1 – – 

Аскорбиновая кислота – 13.2±0.8 – 

ЭДТА – – 9.5±0.5 
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При исследовании специфической железосвязывающей (хелатирующей) активности в реакции ГК с 

комплексом феррозин-Fe2+ (табл.) наблюдалась противоположная с предыдущими двумя исследованиями 

закономерность. Так, отмечено, что в пределах одного и того же вида торфа ГКп в сравнении с ГКщ обла-

дают большей хелатирующей активностью в большинстве случаев, в частности, для пяти видов торфа из 

девяти (по показателю IC50, мкг/мл): ГКп-3=32.4 мкг/мл и ГКщ-3=57.6 мкг/мл; ГКп-7=50.8 мкг/мл и ГКщ-

7=78.3 мкг/мл; ГКп-4=50.9 мкг/мл и ГКщ-4=52.4 мкг/мл; ГКп-8=64.0 мкг/мл и ГКщ-8=66.1 мкг/мл; ГКп-

2=73.9 мкг/мл и ГКщ-2>100 мкг/мл. Для остальных четырех образцов торфа наблюдалась обратная зависи-

мость – более активными были образцы ГК, выделенные натрий гидроксидом: ГКщ-9=26.9 мкг/мл и ГКп-

9=60.6 мкг/мл; ГКщ-1=33.2 мкг/мл и ГКп-1=65.5 мкг/мл; ГКщ-5=40.3 мкг/мл и ГКп-5=96.4 мкг/мл; ГКщ-

6=51.5 мкг/мл и ГКп-6>100 мкг/мл. Для положительного контроля, классического хелатора ионов Fe2+, 

ЭДТА показатель IC50 составил 9.5±0.5 мкг/мл, для наиболее активных образцов ГКщ-9, ГКп-3 и ГКщ-1 со-

ставил 26.9±0.3; 32.4±1.2 и 33.2±1.5 мкг/мл, соответственно. Наибольшая активность отмечена для ГК, по-

лученных из одного переходного осокового (ГК-9) и двух верховых-магелланикум (ГК-3) и сфагново-моча-

жинного (ГК-1) видов торфа, которые в предыдущих исследованиях, наоборот, показывали достаточно низ-

кую активность. Таким образом, все исследуемые образцы обладают способностью связывать Fe2+ в широ-

ком диапазоне концентраций (12.5–100 мкг/мл). 

Результаты исследования АОА образцов ГК на модели ингибирования гидроксильного радикала (с до-

бавлением ЭДТА и без ЭДТА) показали (рис.), что в концентрации 2 мг/мл все образцы ГК без добавления 

ЭДТА имеют показатель ингибирования выше 70% (74.05-91.61%). Данная активность, скорее всего, обуслов-

лена не только способностью ГК ингибировать радикал HO•, но и способностью ГК связывать ионы железа, 

что было показано в предыдущем эксперименте. Поэтому было проведено параллельное исследование инги-

бирования гидроксильного радикала с добавлением ЭДТА, чтобы нивелировать хелатирующую активность 

ГК. Установлено, что при добавлении в модельную систему ЭДТА ингибирование было менее выражено для 

всех образцов (рис.). Поскольку ЭДТА является более сильным комплексоном, то связывает ионы железа с 

образованием комплекса, способного генерировать радикалы HO•. В этом случае ингибирование образования 

МДА обусловлено преимущественно способностью образцов ГК нейтрализовать гидроксильные радикалы. 

Можно отметить, что более высокая АОА по отношению к радикалу HO• отмечена для ГК, выделенных натрий 

гидроксидом, в пределах одного вида торфа. В частности, данная тенденция отмечена для четырех из девяти 

образцов торфа (по показателю ингибирования в %): ГКщ-2=71.41% и ГКп-2=47.05%; ГКщ-6=12.0 мкг/мл и 

ГКп-6=49.32%; ГКщ-8=65.3% и ГКп-8=58.04 мкг/мл; ГКщ-9=53.93% и ГКп-9=38.25%. Для двух образцов 

торфа значимых отличий между ГК, выделенными разными способами, не выявлены: ГКщ-1=66.23% и ГКп-

1=65.28%; ГКщ-7=45.11% и ГКп-7=46.44%. Для трех образцов торфа наблюдалась обратная зависимость – бо-

лее активными были образцы ГК, выделенные натрий пирофосфатом: ГКп-3=64.08% и ГКщ-3=56.31%; ГКп-

4=65.35% и ГКщ-4=60.19%; ГКп-5=64.54% и ГКщ-1=48.46%. Для положительного контроля маннитола при 

концентрации 2 мг/мл показатель ингибирования составил 100%. Наибольшая активность отмечена для ГК, 

полученных из трех верховых – сосново-пушицевого (ГК-2), сфагново-мочажинного (ГК-1) и фускум (ГК-4), 

и двух низинных древесно-травяных (ГК-5 и ГК-8) видов торфа. Таким образом, результаты исследования ин-

гибирующей активности ГК в реакции образования МДА из дезоксирибозы показали, что все исследуемые ГК 

обладают АО активностью относительно гидроксильного радикала во всем диапазоне концентраций (0.5–2.0 

мг/мл), сопоставимой с препаратом сравнения маннитолом.  
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Результаты исследования антиоксидантной активности образцов ГКщ (А) и ГКп (Б) в конечной 

концентрации 2 мг/мл на модели ингибирования гидроксильного радикала (с добавлением ЭДТА и без 

ЭДТА), выраженные в % ингибирования (n = 3) 
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Таким образом, высокая АОА всех исследуемых ГК показана с использованием четырех различных, 

нетрадиционных для гуминовых соединений колориметрических методик оценки АОА – ABTS-теста, взаи-

модействия с супероксид-анион-радикалом, исследования железосвязывающей (хелатирующей) активности 

и взаимодействия с гидроксильным радикалом. 

Заключение 

Проведено исследование АОА 18 образцов ГК из 9 разных видов торфа Томской области, в зависи-

мости от их происхождения и способа выделения, колориметрическими методами анализа. Все исследуемые 

образцы ГК (как ГКщ, так и ГКп) проявили высокую АОА по результатам четырех методов исследования: в 

реакциях с ABTS, с супероксид-анион-радикалом и с гидроксильным радикалом, обладают железосвязыва-

ющей (хелатирующей) активностью. Показано, что все ГК высокоэффективны в процессе ингибирования сво-

бодного катион-радикала ABTS•+, супероксид-анион-радикала O2
-•, гидроксильного радикала HO•, спо-

собны связывать Fe2+ в широком диапазоне концентраций. Установлено, что активность ГК в разных тестах 

неодинаковая. Так, большей АОА в модельной реакции ингибирования супероксид-анион-радикала O2
-• об-

ладали ГК, выделенные натрий гидроксидом, по сравнению с ГК, выделенными натрий пирофосфатом, в 

пределах одного вида торфа. При исследовании железосвязывающей активности наблюдалась обратная за-

висимость, т.е. ГКп обладали большей хелатирующей способностью, чем ГКщ. В модельных реакциях с ин-

гибированием свободного катион-радикала ABTS•+ и гидроксильного радикала отмечен сопоставимый уро-

вень активности между образцами ГК, выделенными разными растворами. Подобное неравномерное рас-

пределение уровня активности различных образцов ГК объясняется неодинаковыми химическими парамет-

рами их строения, зависящими от их происхождения и способа выделения. Ранее нами было проведено ис-

следование физико-химических параметров строения данных ГК [4], где было отмечено, что ГК, выделен-

ные натрий пирофосфатом, отличаются от ГК, выделенных натрий гидроксидом, большим содержанием аро-

матических структур и кислородсодержащих функциональных групп в их молекулах. В зависимости от про-

исхождения торфа отмечено, что ГК из низинных видов торфа являются более ароматичными структурами 

и содержат больше фенольных, спиртовых и простых эфирных групп, углеводных остатков. В большинстве 

случаев более высокая АОА характерна для ГК из двух низинных (травяного и травяно-мохового) и верхо-

вых видов торфа, что ранее нами уже отмечалось в предыдущем исследовании АОА ГК методами ЭПР-

спектроскопии, колориметрии с ДФПГ и катодной вольтамперометрии [25]. В этом же исследовании нами 

были сделаны выводы о возможных механизмах АО активности. Так, методами колориметрии с ДФПГ и 

катодной вольтамперометрии установлено, что ГК по механизму АОА являются донорами протона, а мето-

дом ЭПР-спектроскопии установлена природа парамагнетизма ГК, аналогичная свободному радикалу семи-

хинонного типа, так как в структуре всех ГК отмечена высокая концентрация парамагнитных центров, по-

этому вторым возможным механизмом АОА ГК является их способность выступать в роли ловушек свобод-

ных радикалов [25].  

Полученные в настоящем исследовании результаты подтверждают ранее сделанные выводы о при-

роде АОА ГК. На основании использования в качестве препаратов сравнения таких классических антиокси-

дантов с установленным механизмом действия [35], как водорастворимый аналог токоферола – препарат 

«Тролокс», водорастворимый антиоксидант – аскорбиновая кислота, классический хелатор – этилендиамин-

тетрауксусная кислота (ЭДТА), маннитол – классическая ловушка гидроксильного радикала, можно сделать 

заключение, что исследуемые ГК являются эффективными антиоксидантами, относящимися к группам до-

норов протонов и комплексообразователей. Группу доноров протонов составляют вещества, имеющие лег-

коподвижный атом водорода и нейтрализующие свободные радикалы по реакции: АН + R• → А• + RH, где 

АН – это АО с подвижным атомом водорода, а R• – это радикальный инициатор, или промежуточный ради-

кальный продукт свободно-радикального окисления (аскорбиновая кислота, фенолы, токоферолы, флавоно-

иды и др.). Комплексообразователи связывают катионы металлов, провоцирующие образование АФК и аль-

терацию биомолекул (ЭДТА и ее соли).  

Таким образом, гуминовые кислоты торфа являются перспективными биологически активными ве-

ществами с антиоксидантной активностью для разработки лекарственных средств с протекторными свой-

ствами. 
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Bratishko K.A.1,2, Zykova M.V.1*, Ivanov V.V.1, Buyko E.E.1,2, Drygunova L.A.1, Perminova I.V.3, Belousov M.V.1,2 PEAT 

HUMIC ACIDS – PROSPECTIVE BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES WITH ANTIOXIDANT ACTIVITY FOR THE 

DEVELOPMENT OF PROTECTIVE AGENTS 

1 Siberian State Medical University, Moskovsky trakt, 2, Tomsk, 634050 (Russia), e-mail: gmv2@rambler.ru 
2 National Research Tomsk Polytechnic University, pr. Lenina, 30, Tomsk, 634050 (Russia) 
3 Moscow State University M.V. Lomonosov, Leninskie gory, 1, Moscow, 119991 (Russia) 

A present study was carried out to investigate the antioxidant activity (AOA) of humic acids (HA) isolated by sodium 

hydroxide and sodium pyrophosphate from nine peat species of the Tomsk region different by botanical composition, degree of 

decomposition and ash content. All HA samples had shown the AOA in the study. As the results of four research methods, it was 

found that HAs are highly effective in inhibiting the free ABTS•+ radical cation, superoxide anion radical O2
-•, hydroxyl radical 

HO•, and are able to bind Fe2+ in a wide range of concentrations. The activity of HAs in different tests was not equal between 

samples; HAs isolated by sodium hydroxide have had a higher AOA in inhibition of the superoxide anion–radical O2
-• in the 

model reaction compared to HAs isolated by sodium pyrophosphate within the same peat species. In the study of iron binding 

activity, an inverse relationship was observed. In the model reactions of the free ABTS•+ radical cation and the hydroxyl radical 

HO• inhibition, a comparable level of activity was registered between the HA samples isolated by different solutions. Such an 

uneven distribution of the activity between various HA samples can be explained by the unequal chemical parameters of their 

structure, which depend on their origin and method of isolation. Using of such classical antioxidants with an established mecha-

nism of action as comparison drugs, as a water-soluble analogue of tocopherol - "Trolox", a water-soluble antioxidant – ascorbic 

acid, a classic chelator – ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), a classic trap of a hydroxyl radical – mannitol, it is possible to 

conclude that the investigated HAs are effective antioxidants belonging to the groups of proton donors and complexing agents. 

Keywords: antioxidants, free radicals, humic acids, peat, colorimetry, proton donors, complexing agents. 
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