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Ведущей теорией, объясняющей негативное влияние различных факторов на состояние организма, в настоящее 

время считается теория окислительного стресса. Способом борьбы с данным явлением является использование антиок-
сидантов. В литературе описано много методов и подходов для определения антиоксидантов. Однако до сих пор нет 
общепринятого подхода к определению и оценке количества антиоксидантов в растительных объектах, так как расте-
ния – сложный по составу объект, в том числе по составу веществ – восстановителей. Поэтому обоснованно описывать 
в комплексе результаты анализа. В связи с этим целью исследования было применение нескольких методик определения 
антиоксидантов: спектрофотометрически с реактивом Фолина-Чокальтеу, кулонометрическое титрование иодом и ин-
версионно-вольтамперометрически в спиртовых вытяжках после кипячения и без, но с добавлением в экстрагирующий 
раствор соляной кислоты. В качестве объекта исследования использованы пробы хвои различных представителей се-
мейства Сосновые. Апробирована и валидирована методика инверсионно-вольтамперометрического определения анти-
оксидантов в водно-спиртовых экстрактах хвои пихт в среде фосфатного буферного раствора с рН = 6,8 с добавлением 
пероксида водорода в качестве модели активной формы кислороды. Метод позволяет получать результаты, как в пере-
счете на какой-либо стандарт антиоксиданта, так и в эквивалентах объемов изучаемых экстрактов на массу инактиви-
руемого пероксида водорода. Установлено, что образцы всех растений содержат значимое количество БАВ, при этом 
наибольшими антиоксидантными свойствами, содержанием полифенолов и аскорбиновой кислоты обладают экстракты 
псевдотсуги Мензиса. Отмечена тесная корреляционная взаимосвязь между суммой антиоксидантов и количеством по-
лифенольных соединений в пробах. 
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Введение 

В настоящее время в научных исследованиях большая роль отводится изучению процессов окисли-
тельного стресса и, как следствие, методам определения его характеристик. Активные формы кислорода 
(АФК) вырабатываются живыми клетками в качестве побочного продукта клеточного метаболизма. В усло-
виях чрезмерного стресса клетки вырабатывают большее, чем в норме, количество АФК. Молекулы АФК 
вызывают окислительный стресс в рамках механизма обратной связи, включающего множество биологиче-
ских процессов, таких как апоптоз, некроз и аутофагия [1]. Все эти последствия могут находить отражение 
в состоянии организмов любой систематической принадлежности, в том числе растений и животных. Мерой 
состояния организмов [2], а также показателем потенциала растительного сырья как источника антиокси-
дантов (АО) может служить количество последних, так как именно эта группа веществ отвечает за борьбу с 
окислительным стрессом и поддержание окислительно-восстановительного баланса в целом [3, 4].  

Методик определения АО много [5]. Приоритетными являются методы электрохимического анализа, 
способные определять содержание АО в условиях, моделирующих физиологическое состояние организма, 
обладают низкой себестоимостью, высокой чувствительностью, возможностью анализировать как водные, 
так и неводные, мутные и окрашенные среды [6, 7]. 

 
* Автор, с которым следует вести переписку. 
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В методе инверсионной вольтамперометрии (ИВА) возможно создать кислотность, близкую к физио-
логической, ввести вещества – модели АФК и получить аналитический сигнал, пропорциональный их кон-
центрации. Поэтому данный метод определения был взят за ведущий в работе для нахождения суммы АО. 
Кроме того, в исследовании использовали методы: спектрофотометрии с реактивом Фолина-Чокальтеу, ко-
торый зарекомендовал себя в качестве метода для определения полифенолов антиоксидантной природы [8] 
и метод иодометрического титрования, реализуемый кулонометрически в кислой среде. Результаты куло-
нометрического метода интерпретируются как количество аскорбиновой кислоты [9]. Кроме большого 
спектра методик определения АО существует достаточно большое разнообразие и способов извлечения экс-
трактивных веществ, от весьма простых до экзотических, трудо- и экономически затратных. Самые распро-
страненные методики экстракции, доступные широкому количеству исследователей, основаны на экстрак-
ции водно-спиртовыми растворами этилового спирта, в том числе при нагревании и даже кипячении [10–
12]. Доказано, что увеличение температуры при экстракции увеличивает выход веществ из сырья [13]. Од-
нако такой распространенный АО, как, например, аскорбиновая кислота, разрушается при нагревании, по-
этому в литературе, в том числе нормативных документах [14, 15], представлены способы экстракции без 
нагревания (при комнатной температуре) [16, 17]. 

В качестве объектов исследования перспективно использовать хвойные растения, так как большин-
ство из них являются вечнозелеными и могут служить источником БАВ круглый год. При этом интерес 
представляют растения как аборигенной флоры, так и интродуцированные. Так, пихта корейская (Abies 
koreana) – среднее по размеру вечнозеленое хвойное растение, произрастающее в Корее в высокогорных 
районах, таких как горы Халла и Пихта сибирская (Abies sibirica) – хвойное вечнозеленое дерево, высотой 
до 30 м и продолжительностью жизни до 200 лет. A. sibirica имеет большую зону распространения, включая 
северо-восток Европейской части России, Урал и большую часть Сибирской лесной зоны. Она является од-
ним из основных лесообразующих пород темнохвойной тайги, но вид редко растет один, обычно пихта про-
израстает в смешанных насаждениях. Псевдотсуга Мензиса (Pseudotsuga menziesii) – автохтонное хвойное 
дерево Северной Америки, где оно занимает примерно 14.4 млн га в США и 4.5 млн га в Канаде. P. menziesii 
завезена в Европу в 1827 г. и с тех пор широко распространена, больше, чем любое другое хвойное дерево 
Северной Америки. Хвойные растения, относящиеся к семейству Сосновые, содержат большое количество 
БАВ, обладающих фармакологической активностью, что позволяет использовать их в медицинских целях, 
а также для озеленения [18, 19].  

Однако отсутствуют данные об использовании метода ИВА с применением пероксида водорода в 
качестве модели АФК при рН = 6.8 для определения суммы АО в различных экстрактах растений, в том 
числе хвои. Цель работы – адаптировать и валидировать методику вольтамперометрического определения 
содержания антиоксидантов в экстрактах хвойных растений, произрастающих на территории Кировской об-
ласти, и сопоставить результаты с данными других методов анализа. 

Объекты и методы 

Для данного исследования в качестве объектов выбраны пихта сибирская, пихта корейская, псевдот-
суга Мензиса. Так как в литературе встречаются сведения о том, что именно в зимние месяцы в хвое неко-
торых хвойных деревьев накапливается наибольшее, по сравнению с другими сезонами, количество АО, в 
том числе аскорбиновой кислоты, эфирных масел с антиоксидантными свойствами, полифенольных соеди-
нений для защиты пигментного комплекса в период короткого светового дня и нехватки солнечного света 
[20, 21]. В связи с этим пробы хвои были отобраны в конце января 2025 года на территории деревни Сергеево 
Кировской области. Внешний вид хвои соответствовал здоровым растениям (рис.).  

Отсутствовали признаки угнетения. Растения используются для декоративных целей.  
Исследование проведено без предварительного высушивания биоматериала. Пересчет на сухое веще-

ство проведен с учетом данных о влажности. Использовали два способа пробоподготовки проб хвои: со-
гласно ОФС.1.5.3.0006 «Определение содержания экстрактивных веществ в лекарственном растительном 
сырье и лекарственных растительных препаратах – однократная экстракция» и в тех же соотношениях сы-
рье : экстрагент, но вытяжку готовили при комнатной температуре с предварительным подкислением экс-
трагента соляной кислотой до рН ~1.0. Экстрагентом служил 70% водно-спиртовый раствор.  
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Пихта сибирская 

(Á. sibírica) 
Пихта корейская 

(Á. koreána) 
Псевдотсуга Мензиса 

(P. menziesii) 
Внешний вид образцов исследуемых растений 

Сумму АО определяли методом инверсионной вольтамперометрии на приборе марки анализатор 
«Экотест-ВА» с модулем ЕМ-04 («ООО «Эконикс-Эксперт», Россия). Принцип определения основан на 
определении площади пика электровосстановления пероксида водорода в фосфатном буферном растворе 
(рН = 6.8) при Е = минус 1200–1400 мВ. Снимали вольтамперограмму с раствора пероксида водорода  
(С = 0.017 мг/мл) и с раствора пероксида водорода после добавления аликвоты экстракта. Рассчитывали 
величину снижения пика за счет введения экстракта хвойных растений. В качестве стандарта использовали 
галловую кислоту. Раствор пероксида водорода предварительно стандартизован методом перманганатомет-
рии. Предварительно методика ИВА была валидирована по параметрам линейность, правильность и повто-
ряемость согласно ОФС.1.1.0012 [22]. О наличии линейности результатов судили по величине коэффици-
ента корреляции (R), который должен быть не менее 0.99. Для расчета повторяемости использовали пять 
уровней (n = 3) концентрации БАВ экстракта хвойных растений (брали различные объемы экстракта, за 
100% принимали – 0.4 мл экстракта при объеме ячейки, равном 25.0 мл). Для оценки правильности получа-
емых результатов вводили раствор стандарта (галловая кислота, С = 1 мг/мл) и сопоставляли с доверитель-
ным интервалом получаемых значений (n = 3). 

Полифенольные соединения в экстрактах определяли методом спектрофтометрии с реактивом Фо-
лина-Чокальтеу [23] при длине волны 765 нм. В качестве стандарта использовали галловую кислоту.  

Аскорбиновую кислоту определяли в экстрактах, не подвергавшихся кипячению, на кулонометриче-
ском анализаторе «Эксперт-006» («ООО «Эконикс-Эксперт», Россия) методом иодометрии с бипотенцио-
метрической индикацией [9].  

Влажность определяли гравиметрически с помощью анализатора влажности AND ML-50 (Япония). 
Статистическую обработку результатов всех измерений проводили согласно ГОСТ Р 8.736-2011 [24]. 

Статистическую значимость различий между средними значениями устанавливали при P<0.05. Повторность 
эксперимента двукратная.  

Результаты и обсуждение 

В результате валидации методики определения количества АО методом ИВА установлено, что RSD 
не превышает 4.0%; коэффициент корреляции между величиной занижения площади пика электровосста-
новления пероксида водорода и количеством введенного экстракта составляет 0.99; количество введенной 
галловой кислоты входит в интервал найденного значения (введено 1 мг/мл, найдено 0.99±0.04 мг/мл). Дан-
ные указывают на валидность методики.  

Результаты определения содержания суммы АО, полифенолов и аскорбиновой кислоты в пробах рас-
тений представлены в таблице 1.  

Использование спиртовой вытяжки, приготовленной при нагревании, позволяет обнаружить большее 
количество суммы АО и полифенолов, чем без нагревания, при этом количество аскорбиновой кислоты ста-
новится менее предела обнаружения кулонометра, что не позволяет представить результаты. Снижение кон-
центрации суммы АО и полифенолов в экстрактах без нагревания по сравнению с экстрактами из тех же 
образцов, но с нагреванием неодинаково для всех видов растений: для пихты корейской различие 
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несущественное, для пихты сибирской концентрации в вытяжках без нагревания снижаются в 1.4 и 1.6 раза 
соответственно, а у псевдотсуги Мензиса – снижаются в 1.4 раза оба показателя. Данное явление связано с 
влиянием температуры на растворимость соединений, что подтверждается литературными данными [16]. 
В частности, известно, что некоторые вещества полифенольной природы лучше экстрагируются при нагре-
вании [25, 26]. 

Так как полифенольные соединения носят, как правило, восстановительный характер, то величины 
содержания суммы АО и полифенолов взаимосвязаны. Данный факт подтверждается величинами коэффи-
циентов корреляции (табл. 2) между данными показателями. Следует отметить, что многие исследователи 
связывают процесс определения АО методом ИВА как раз с АО фенольной природы за счет окисления гид-
роксильных групп [27]. При этом суммарное количество АО и содержание аскорбиновой кислоты не имеют 
строгой корреляционной взаимосвязи. 

Наличие АО, в том числе полифенольных соединений и аскорбиновой кислоты, указывает на потен-
циал изученных растений в качестве источников БАВ. Согласно литературным данным, пихтовые экс-
тракты с равным и даже с несколько меньшим количеством исследуемых групп соединений обладают анти-
бактериальной активностью. Кроме того, в литературе, описывающей состав вытяжек из проб хвои пред-
ставителей семейства Сосновые, отмечен их такой биоактивный потенциал, как антиканцерогенный, анти-
оксидантный, антинейрогенеративный и другие эффекты за счет веществ фенольной природы [18, 28]. 

Большее количество соединений содержали пробы псевдотсуга Мензиса. Литературные данные [29] 
указывают на аналогичный порядок величин содержания АО и полифенольных соединений в пробах хвои 
хвойных растений. При этом ближе к литературным значениям те варианты нашего эксперимента, где экс-
трагирование происходило при нагревании. 

Результаты исследования подтверждают литературные данные о том, что определить аскорбиновую 
кислоту и полифенольные соединения из одной пробы затруднительно из-за различия их химических и фи-
зических свойств. 

Применение пероксида водорода в ИВА позволяет не только рассчитать количество суммы АО в опре-
деленной массе исследуемого образца, но и количество пероксида водорода эквивалентное какому-либо коли-
честву экстракта и даже образца растения. Так, в таблице 3 представлены результаты, показывающие, какую 
массу пероксида водорода (мг) может инактивировать одним миллилитром полученного экстракта. 

Таблица 1. Содержание суммы антиоксидантов, полифенольных соединений и аскорбиновой кислоты 
в пробах хвойных, мг/г (пересчет на абсолютно-сухое вещество) 

Таблица 2. Значения коэффициентов корреляции между величинами сумм АО и отдельных групп веществ 
Показатель Полифенолы Аскорбиновая кислота 

АО (кипячение) 0.99 – 
АО (без кипячения, рН ~1.0) 0.99 0.57 

Примечание: – в вытяжке после кипячения аскорбиновая кислота не обнаружена. 

Таблица 3. Количество пероксида (мг), инактивируемое АО, содержащимися в 1 мл экстракта 

Образец Количество пероксида, мг 
70% спиртовая (кипяч.) 70% спиртовая (без кипяч., рН ~1.0) 

Пихта сибирская (Á. sibírica) 0.0600±0.0008 0.0557±0.0004 
Пихта корейская (Á. koreána) 0.080±0.006 0.049±0.015 

Псевдотсуга Мензиса (P. menziesii) 0.166±0.005 0.148±0.011 

Образец Влаж-
ность, % 

Антиоксиданты Полифенолы Аскорбиновая кис-
лота 70% спиртовая 
(без кипяч, рН ~1.0) 

70% спирто-
вая (кипяч.) 

70% спиртовая 
(без кипяч., рН 

~1.0) 

70% спирто-
вая (кипяч.) 

70% спирто-
вая (без ки-

пяч, рН ~1.0) 
Пихта сибирская 

(Á. sibírica) 50.8 76.0±1.0 53±5 43.14±0.21 26.9±1.1 4.32±0.12 

Пихта корейская 
(Á. koreána) 56.7 98±7 91.0±3.0 43.82±0.14 38.6±0.8 1.92±0.06 

Псевдотсуга Мен-
зиса (P. menziesii) 66.4 284±12 202±31 93.1±1.7 66.7±0.8 5.54±0.16 
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Таким образом, можно сравнивать активность экстрактов по отношению к такому АФК, как пероксид 
водорода. Например, для инактивации 1 мг пероксида водорода требуется в три (по сравнению с экстрактом 
из пихты сибирской) и в два раза (по сравнению с экстрактом из пихты корейской) меньше экстракта псев-
дотсуги Мензиса.  

В целом по результатам исследования следует отметить положительный опыт апробации и валидации 
методики инверсионно-вольтамперометрического определения АО в водно-спиртовых экстрактах хвои 
пихт в среде фосфатного буферного раствора с рН = 6.8 с добавлением пероксида водорода в качестве мо-
дели активной формы кислорода. В качестве аналитической характеристики использована величина сниже-
ния площади пика электровосстановления пероксида водорода на вольтамперограмме. Метод позволяет по-
лучать результаты определения АО с хорошей повторяемостью (RSD не превышает 4%) и тесной взаимо-
связью между аналитическим сигналом и количеством АО в вытяжке (R = 0.99) для растворов, хорошо сме-
шивающихся с водой, и представлять результаты как в пересчете на какой-либо стандарт АО, так и в экви-
валентах объемов изучаемых экстрактов на массу инактивируемого пероксида водорода. Установлено, что 
образцы всех растений содержат значимое количество БАВ, при этом наибольшими антиоксидантными 
свойствами, содержанием полифенолов и аскорбиновой кислоты обладают экстракты псевдотсуги Мензиса, 
что может быть связано как с особенностями интродукции, так и индивидуальными особенностями данного 
вида. Отмечена тесная корреляционная взаимосвязь между суммой АО и количеством полифенольных со-
единений, которая сохраняется даже в различных условиях пропободготовки. Подтверждена необходимость 
раздельной пробоподготовки для определения аскорбиновой кислоты и остальных БАВ. При этом кипяче-
ние позволяет экстрагировать большее количество веществ. 
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Fokina A.I.*, Adamovich T.A., Trefilova L.V. APPROACHES TO DETERMINING ANTIOXIDANTS IN SAMPLES 
OF NEEDLES OF VARIOUS REPRESENTATIVES OF THE PINE FAMILY 
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The leading theory explaining the negative impact of various factors on the body is currently considered to be the theory 

of oxidative stress. A way to combat this phenomenon is the use of antioxidants. Numerous methods and approaches for deter-
mining antioxidants have been described in the literature. However, there is still no generally accepted approach to determining 
and assessing the amount of antioxidants in plant samples, as plants are complex in composition, including the composition of 
reducing substances. Therefore, it is reasonable to describe the analytical results comprehensively. Therefore, the aim of this 
study was to employ several methods for determining antioxidants: spectrophotometry with the Folin-Ciocalteu reagent, coulo-
metric titration with iodine, and stripping voltammetry in alcohol extracts after and without boiling, but with the addition of 
hydrochloric acid to the extracting solution. Samples of needles from various representatives of the Pinaceae family were used 
as the object of study. A stripping voltammetric method for the determination of antioxidants in aqueous-alcoholic extracts of fir 
needles in a phosphate buffer solution at pH 6.8 with the addition of hydrogen peroxide as a model reactive oxygen species was 
tested and validated. The method allows for obtaining results both in terms of an antioxidant standard and as equivalent volumes 
of the studied extracts per mass of inactivated hydrogen peroxide. All plant samples were found to contain significant amounts 
of biologically active substances, with extracts from Hemlock (Pseudotsuga menziesii) exhibiting the highest antioxidant prop-
erties, polyphenol content, and ascorbic acid content. A close correlation was observed between the total antioxidant content and 
the amount of polyphenolic compounds in the samples. 

Keywords: antioxidants, conifers, extracts, stripping voltammetry, coulometry, spectrophotometry. 
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