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Введение 

Создание комплексной систе-
мы оценки антиоксидантной актив-
ности биологических объектов 
предполагает разработку стандарт-
ных количественных аналитических 
методов, с помощью которых можно 
получить всю необходимую инфор-
мацию о структуре и свойствах этих 
веществ. Одной из важнейших ха-
рактеристик биологических объек-
тов является его антирадикальная 
активность, то есть способность мо-
лекулы биоантиоксиданта (и про-
дуктов его превращения) связывать 
активные свободные радикалы и тем 
самым ингибировать процесс раз-
рушения биологической среды. 

В научной практике широко 
распространен подход, в соответ-
ствии с которым оценка антиради-
кальной активности биоантиокси-
дантов проводится в ходе исследо-
вания процесса ингибированного 
окисления какого-либо модельного 
субстрата. Такой подход представ-
ляется, безусловно, правильным, по-
скольку, с одной стороны, процессы 

цепного окисления органических 
веществ  достаточно  хорошо  изуче-
ны, а с другой, - разрушение биоло-
гической среды часто непосред-
ственно связано с процессами окис-
ления, протекающими в этой среде. 

Объективной трудностью в  
реализации данного подхода являет-
ся сложность исследуемого процес-
са: в зависимости от условий меха-
низм ингибированного окисления 
углеводородного субстрата может 
включать в себя десятки разнооб-
разных реакций, детальное исследо-
вание которых практически невоз-
можно. 

В последнее десятилетие   про-
является большой интерес к опреде-
лению антиоксидантной активности 
лекарственных препаратов, биоло-
гически активных веществ, пищевых 
продуктов и напитков. В настоящее 
время научно установлена прямая 
связь между ростом содержания 
свободных радикалов и возникнове-
нием наиболее опасных заболева-
ний. Концентрация  свободных ра-
дикалов   (супероксидный   радикал,  
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пероксид водорода, гидроксил ради-
кал и др.)   возрастает  из-за  сниже-
ния  активности   естественной ан-
тиоксидантной системы   человека,   
связанной   с   воздействием   радиа-
ции,   УФ   облучения, курения,    
алкоголизма,    постоянных    стрес-
сов,    инфекционных    болезней, 
некачественного питания. Это со-
стояние называется окислительным 
стрессом. За счет  вредных  воздей-
ствий  свободных  радикалов  по-
вреждаются стенки сосудов, мем-
браны, окисляются липиды. 
Наибольшую опасность представля-
ет цепное окисление полиненасы-
щенных жирных кислот (перекисное 
окисление липидов),    при    этом    
образуются    гидроперекиси,    об-
ладающие    высокой реакционной 
способностью и повреждающим 
действием. Все эти нарушения при-
водят к серьезным патологическим 
изменениям, в частности, к сердеч-
но-сосудистым, онкологическим    
заболеваниям, астме, артритам,    
диабету, катаракте, болезням Альц-
геймера и Паркинсона, а также к 
преждевременному старению. В  
настоящее  время  более   100  опас-
ных  болезней  связывают с окисли-
тельным стрессом. 

Воздействие на организм сво-
бодных радикалов можно умень-
шить за счет систематического упо-
требления некоторых лекарственных 
растительных препаратов, биологи-
чески активных добавок, продуктов 
питания и напитков, обладаю-
щих высокой антиоксидантной ак-
тивностью. 

Создание  комплексной  систе-
мы  оценки  антиоксидантной актив-
ности биологических объектов 
предполагает  разработку  стандарт- 
ных количественных аналитических 
методов, с помощью которых можно 
получить всю необходимую инфор-
мацию о структуре и свойствах этих 
веществ. Одной из важнейших ха-
рактеристик биологических объек-
тов является его антирадикальная 
активность, то есть способность мо-
лекулы биоантиоксиданта (и про-
дуктов его превращения) связывать 
активные свободные радикалы и тем 
самым ингибировать процесс раз-
рушения биологической среды. 

В научной практике широко 
распространен подход, в соответ-
ствии с которым оценка антиради-
кальной активности биоантиокси-
дантов проводится в ходе исследо-
вания процесса ингибированного 
окисления какого-либо модельного 
субстрата. Такой подход представ-
ляется, безусловно, правильным, по-
скольку, с одной стороны, процессы 
цепного окисления органических 
веществ достаточно хорошо изуче-
ны, а с другой, - разрушение биоло-
гической среды часто непосред-
ственно связано с процессами окис-
ления, протекающими в этой среде. 

Объективной трудностью в ре-
ализации данного подхода является 
сложность исследуемого процесса: в 
зависимости от условий механизм 
ингибированного окисления углево-
дородного субстрата может вклю-
чать в себя десятки разнооб-
разных реакций, детальное исследо-
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вание которых практически невоз-
можно. 

В то же время, чтобы правиль-
но  характеризовать   эффективность 
антиоксидантов, достоверно сравни-
вать ее у разных веществ, надежно 
прогнозировать изменение при из-
менении условий окисления, необ-
ходимо выявить и количественно 
охарактеризовать все основные  ре-
акции, определяющие эффектив-
ность антиоксиданта в рассматрива-
емых условиях. 

Таким образом, требуется со-
здать такой метод измерения актив-
ности биоантиоксидантов, который 
сочетал бы в себе два противоречи-
вых требования: полноту исследова-
ния   механизма   процесса,   с   од-
ной   стороны, и оперативность, про-
стоту получения информации, с дру-
гой. 

1. Антиоксиданты 
В настоящее время уже не вы-

зывает сомнения тот факт, что мно-
гие биохимические реакции, обеспе-
чивающие жизнедеятельность кле-
ток, органов и организма в целом, 
протекают с образованием и участи-
ем свободных радикалов. Их кон-
центрация тонко регулируется 
сложными физико-химическими ме-
ханизмами, нарушение которых мо-
жет привести к возникновению 
окислительного стресса. 

Окислительные изменения 
наиболее ярко выражены в липид-
ном бислое клеточных мембран, по-
скольку по сравнению с белками и 
нуклеиновыми кислотами липиды 
окисляются намного легче. 

Изучение перекисного окисле-
ния  было начато  более 50 лет назад 
школами проф. Б.Н. Тарусова на ка-
федре биофизики биофака и акаде-
мика Н.М. Эмануэля на кафедре хи-
мической кинетики химфака МГУ 
им. М.В. Ломоносова. 

Впервые на возможное вредное 
воздействие свободных радикалов в 
биосистемах в нашей стране обратил 
внимание Н.И. Эммануэль [1-3]. В 
настоящее время роль свободных 
радикалов в организме человека ин-
тенсивно изучается во многих стра-
нах, опубликованы тысячи научных 
работ, десятки книг [4-8]. Научные 
аспекты воздействия свободных ра-
дикалов исследуются в Институте 
биоорганической физики им. Н.И. 
Эмануэля под руководством Е.Б. 
Бурлаковой [9].  

В настоящее время установле-
на прямая связь между ростом со-
держания свободных радикалов и 
возникновением наиболее опасных 
заболеваний. За счет вредных воз-
действий свободных радикалов по-
вреждаются стенки сосудов, мем-
браны, окисляются липиды. Наи-
большую опасность представляет 
цепное окисление полиненасыщен-
ных жирных кислот (перекисное 
окисление липидов), при котором 
образуются гидроперекиси, облада-
ющие высокой реакционной спо-
собностью и повреждающим дейст-
вием. В связи с этим в последнее де-
сятилетие проявляется большой ин-
терес к определению антиоксидант-
ной активности лекарственных пре-
паратов,    биологически    активных 
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веществ, пищевых продуктов и 
напитков. 

1.2 Основные типы свободных  
радикалов 

Свободные радикалы – атомы 
или молекулы, имеющие на внешней 
оболочке один или несколько неспа-
ренных электронов. Это делает ра-
дикалы химически, высокореакцио-
носпособными, т.к. радикал термо-
динамически выгодно или вернуть 
недостающий электрон или отдать 
лишний электрон. Наиболее актив-
ные кислородные формы: суперок-
сид анион (О-1'), гидропероксил ра-
дикал (НО2), пероксид водорода  
(Н2О2), радикал (НО*). 

Супероксид анион образуется 
при захвате молекулярным кислоро-
дом дополнительного электрона: 

О2 + е- →О-
2 

Это происходит при воздей-
ствии на кислород ионизирующей 
радиации. Супероксид анион обра-
зуется в ряде биохимических реак-
ций как промежуточный продукт. В 
частности, при превращении ксан-
тина в мочевую кислоту ферментом 
ксантиноксидазой выделяется супе-
роксид радикал. Альдегидоксидаза 
также генерирует супероксид ради-
кал. Супероксиды образуются при 
автоокислении гидрохинона, катехо-
ламинов и тиолов. Следовые коли-
чества их образуются при поглоще-
нии кислорода гемоглобином и тио-
глобином. 

Обычно супероксид анион ко-
роткоживущий  и  быстро  конверти-
руется в пероксид водорода фермен-
том супероксиддисмутазой и при 
этом устанавливается постоянная 

его концентрация на уровне 1x10-11  
М. 

Гидропероксил радикал обра-
зуется из супероксида по следующей 
реакции: 

О2
- + Н+→ Н2О. 

Гидропероксил радикал весьма 
короткоживущий и самопроизвольно 
разлагается  в пероксид водорода и 
кислород: 

2НО2· →  Н2О2 + О2. 
Пероксид водорода каталазой и 

глутатионпероксидазой превращает-
ся в воду и кислород: 

2Н2О2  →  2Н2О+О2. 
Гидропероксил можно опреде-

лять количественно методом высо-
коэффективной жидкостной хрома-
тографии с амперометрическим де-
тектором [10]. 

Гидроксил радикал in vivo 
можно измерять также методом 
ВЭЖХ с электрохимическим детек-
тором (ЭХД), измеряя салицилат 
(ловушка гидроксил радикала) и 2,3-
дигидрооксибензойную кислоту 
(ДНВА) с высокой чувствительно-
стью [11].   

Другим активным эндогенным 
свободным радикалом является ок-
сид азота (N0*) со временем жизни 6 
с. Его непрямое определение  in vivo 
возможно по анализу 3-
нитротирозина  или отношения 3-
нитротирозина к тирозину методом 
ВЭЖХ с амперометрическим детек-
тором [12]. 

Основные радикалы образуют-
ся под действием разных облучений, 
в т.ч. УФ – облучения,  и  в  процесс 
се  метаболизма токсичных непри-
родных соединений (ксенобиоти-
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ков), включая и некоторые лекар-
ственные соединения. Свободные 
радикалы могут возникать также в 
результате реакций окисления или 
восстановления с участием ионов 
металлов с переменной валентно-
стью, которые служат акцептором 
или донором одного электрона. Са-
мая известная такая реакция – это  
реакция Фентона – взаимодействие 
пероксида водорода с ионом двухва-
лентного железа: 

Fе2+ + Н2О2→Fе3+ + НСl- + НО 
(радикал) 
(неспаренный электрон в радикалах 
принято обозначать точкой). 

Вторая известная реакция – это 
реакция Хабера-Вейсса – взаимодей-
ствие супероксида аниона с перок-
сидом водорода: 

О2+ Н2О2 →О2 + НО- + НО. 
Для этой реакции тоже требу-

ются катионы переходных металлов, 
такие как железо или медь. 

Гидроксильные свободные ра-
дикалы – высокоэнергетичные, ко-
роткоживущие и токсичные. Ток-
сичность пероксида водорода и су-
пероксида аниона также связывают с 
возможностью их конверсии с обра-
зованием гидроксил радикалов. Воз-
никновению    свободных    радика-
лов    способствует    длительный    
прием  лекарств,  обладающих  прок-
сидантными свойствами, в частно-
сти, некоторых антибиотиков,   пре-
паратов  железа,   меди   и   др.,  а  
также   проведение   ряда  лечебных 
процедур (кислородотерапия, УФ – 
облучение и др.). Считается, что ак-
тивные формы кислорода в неболь-
ших количествах необходимы наше-

му организму, т.к. с их помощью 
происходит уничтожение  вредных 
бактерий, отмирающих клеток, и 
они поддерживают клеточный го-
меостаз. Однако при больших кон-
центрациях кислородные свободные   
радикалы начинают повреждать ли-
пиды, мембраны, ДНК, белки и здо-
ровые клетки в целом.  

Как уже указывалось выше, 
наиболее чувствительны к действию 
свободных радикалов ненасыщен-
ные жирные кислоты, входящие в 
состав фосфолипидов клеточных и 
субклеточных мембран. Взаимодей-
ствие свободных радикалов с поли-
ненасыщенными жирными кислота-
ми идет по цепному механизму, ча-
сто этот процесс называют перок-
сидным окислением липидов. При 
окислении белков образуются кар-
бонильные производные белков и 
другие соединения, например, из ги-
стидина получается 2-оксогисти-
дин, из метионина – сульфоксид ме-
тионина. 2-оксигистидин и дитиро-
зин являются маркерами окисления 
белков свободными радикалами,   
эти  соединения  можно определять 
ВЭЖХ с АД.  При воздействии сво-
бодных радикалов на ДНК, которые 
являются носителями  генетического 
кода жизни, происходит в основном 
окисление и модификация основа-
ний, что в конечном итоге приводит 
к изменению функциональности и 
болезням. По определению уровня 
8-гидрокси-2'-деоксигуанозина 
(8ОН2DG) 7-метилгуанозина, 5-
гидрокси-2'-деоксицитидина и дру-
гих производных можно судить о 
степени поражения ДНК. Эти анали-



çÓ‚˚Â ÔËÓËÚÂÚ˚ ÒÓ‚ÂÏÂÌÌÓÈ ÏÂÚÓÎÓ„ËË 253	

Альманах	современной	метрологии,	2015,	№2	

зы можно также выполнять ВЭЖХ с 
АД [12]. Кроме оценки степени ок-
сидантного стресса по этим  марке-
рам можно на ранних стадиях про-
водить диагностику заболеваний,     
в частности  онкологических. 

 
1.3. Основные природные и синте-

тические антиоксиданты 
Многие органические и неор-

ганические вещества, находясь в ат-
мосфере с кислородом, подвергают-
ся окислению. Антиоксиданты – ве-
щества, в малых концентрациях за-
медляющие или предотвращающие 
окислительные процессы [12]. 

Окислительные процессы мо-
гут проходить в организме человека, 
в растениях, пищевых жирах, в не-
которых технических продуктах 
(полимеры, каучуки, минеральные 
масла и пр.). Процесс окисления 
приводит к преждевременному ста-
рению и болезням человека, старе-
нию полимеров и ухудшению их 
свойств, осмолению топлив, образо-
ванию кислот в технических маслах 
и т.д. Введение веществ-антиок-
сидантов сильно тормозит или 
устраняет вышеперечисленные де-
структивные процессы. Добавка, 
например, в масло всего 0,001-0,01% 
антиоксидантов надолго приоста-
навливает процесс его окисления. 

Перекисное окисление рас-
сматривается как нормальный фи-
зиологический процесс - неотъемле-
мое звено существования живого 
организма. Оно протекает по цепно-
му механизму на определенном ста-
ционарном уровне, который под-
держивается физико-химическими 

регуляторными системами, каждая 
из которых работает на присущей 
только ей стадии окисления. Ско-
рость окисления пропорциональна 
квадрату концентрации свободных 
радикалов, непосредственно реаги-
ровать с которыми способны   толь-
ко   природные антиоксиданты (АО) 
- ингибиторы радикальных процес-
сов, обладающие высоким к ним 
сродством[13]. Основную роль в 
этих реакциях играет перекисный 
радикал RО2. Взаимодействуя с ан-
тиоксидантом,  химически активный 
RО2, замещается малоактивный ра-
дикалом. Малоактивный радикал не 
способен с достаточной скоростью 
продолжать цепь реакций, поэтому в 
присутствии антиоксиданта окисле-
ние сильно замедляется, либо вооб-
ще приостанавливается.  

Основными природными анти-
оксидантами являются полифенолы. 

От избытка свободных радика-
лов в здоровом организме защищает 
естественная антиоксидантная си-
стема, которая способна полностью 
нейтрализовать вредное воздействие 
радикальных форм кислорода. Нор-
мальное существование живых ор-
ганизмов в атмосфере с высоким со-
держанием кислорода, при ультра-
фиолетовом облучении солнечными 
лучами и в присутствии естествен-
ного радиационного фона возможно 
только при наличии природной ан-
тиоксидантной системы, защищаю-
щей от окислительного поврежде-
ния. Такие системы в живых орга-
низмах сформировались в результате 
длительной эволюции. Антиокси-
дантная система включает фермент-



254 çÓ‚˚Â ÔËÓËÚÂÚ˚ ÒÓ‚ÂÏÂÌÌÓÈ ÏÂÚÓÎÓ„ËË 

Альманах	современной	метрологии,	2015,	№2	

ные и неферментные вещества [14].     
В частности, фермент суперокси-
дисмутаза превращает супероксид в 
пероксид водорода (О2 → Н2О2), а 
каталаза и глутатионпероксидаза 
превращают пероксид водорода в 
воду и кислород (Н2О2 —> Н2О + 
О2). К неферментным относятся ас-
корбиновая и мочевая кислоты, с-
токоферол, (З-каротины, глутатион, 
мелатонин, убихинон, женские по-
ловые гормоны, тироксин, стероид-
ные гормоны, тиоловые соединения 
гомоцистеин и др.), флавоноиды и 
другие полифенолы [15]. 

Некоторые белки с хелатиру-
ющими свойствами предотвращают 
катализ свободно-радикальных ре-
акций переходными металлами 
(трансферрин, лактоферрин, церуло-
плазмин, альбумин, гантоглобин, 
гемопексин). 

Естественно, при дисбалансе 
антиоксидантной системы организ-
му необходима помощь — специ-
альная терапия природными антиок-
сидантами,  в  частности   биофлаво-
ноидами [16]. 

Антиоксиданты разделяются 
на водорастворимые и жирораство-
римые [17]. К водорастворимым ан-
тиоксидантам относятся: аскорбино-
вая кислота (витамин С), природные 
полифенольные соединения, в част-
ности, разные флавоноиды оксиаро-
матические кислоты, катехоламины, 
индоламины, производные кумари-
нов ,тиоловые соединения (цистеин, 
гомоцистеин, таурин, глютатион и 
др.), некоторые олигопептиды (кор-
нитин, эндорфины и др.) [18]. 

К жирорастворимым  антиок-
сидантам  относятся  витамин  Е  
(токоферолы  и токотриенолы),  ка-
ротиноиды,  ретинол  (провитамины  
и  витамин  А), убихинон. Жирорас-
творимые антиоксиданты защищают    
от свободных радикалов биомем-
браны, их липидные структуры. По 
механизму воздействия антиокси-
данты можно разделить на три ти-
па[19]: 

Антиоксиданты  –  обрываю-
щие    цепные    реакции.  

Полифенолы в реакционной 
среде легко отдают свои электроны 
свободным радикалам,  превращаясь  
в инертные молекулы, слабые фе-
ноксил-радикалы, уже не способные   
к продолжению цепной реакции. 

Антиоксиданты – очистители, 
которые освобождают организм че-
ловека от большинства свободных 
радикалов,  восстанавливая  их до не 
активных форм.  

Антиоксиданты – ловушки, 
имеющие сродство только к  опреде- 
ленным свободным радикалам, в   
частности, ловушки гидроксил-ради-
калов, синглетного кислорода и др. 

При сочетании некоторых ан-
тиоксидантов с другими соединени-
ями может наблюдаться как синер-
гетический (усиливающийся), так и 
эффект ингибирования (подавле-
ния). Эти процессы весьма важны, и 
они требуют глубокого изучения. 

Естественная антиоксидантная 
система тканей в первую очередь 
представлена ферментами суперок-
сиддисмутазой, пероксидазой, ката-
лазой, глутатион редуктазой. В каче-
стве антиоксидантов служат некото-
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рые белки, в частности, трансфер-
рин, гаптоглобин, гемопексин и др., 
а также низкомолекулярные соеди-
нения: глутатион, тироксин, гомоци-
стеин и др. 

В последние годы созданы 
синтетические антиоксиданты: 
ионол (2,6 –дитретбутил-4-метилфе-
нол), фанозоны (К+ или Li+ соли 
дитретбутилфенилпропиловой кис-
лоты), оксипиридин, мексидол. Сре-
ди структурных аналогов природных 
антиоксидантов можно назвать тро-
локс  водорастворимый аналог вита-
мина Е. 
     Для защиты пищевых продуктов 
от окисления используются синте-
тические фенольные антиоксиданты 
на основе галловой кислоты. Анти-
оксиданты защищают клеточные    
структуры от повреждения их сво-
бодными радикалами, это предохра-
няет организм человека от болезней. 

Следует  отметить, что антиок-
сидантный эффект при повышении 
некоторой пороговой величины мо-
жет смениться в некоторых случаях 
прооксидантными [20]. 

Стабильные радикалы играют 
большую роль в химических процес-
сах [21]. Для стабилизации полиме-
ров, резин, технических масел ши-
роко применяются специальные 
синтетические антиоксиданты [22].  
1.3 Методы измерения антиокси-

дантной активности 
Свободным радикалом счита-

ется химическое соединение, имею-
щее один или более неспаренных 
электронов, образованное в резуль-
тате либо потери, либо приобрете-
ния одного электрона. Неспаренным 

считается электрон, занимающий в 
единственном числе молекулярную 
или атомную орбиталь. Высокая ре-
акционная способность радикалов 
приводит в физиологических усло-
виях к ускорению процессов окис-
ления, разрушающих молекулярную 
основу клетки, и вызывает в резуль-
тате многочисленные патологиче-
ские состояния.  

Соединения, способные связы-
вать содержащие неспаренные элек-
троны частицы с образованием ме-
нее активных или вовсе неактивных 
радикалов, называют антиоксидан-
тами. Антиоксиданты играют важ-
ную роль в регуляции протекания 
свободнорадикальных превращений 
в организме, существенно влияя на 
его состояние, поэтому антиокси-
данты и исследование антиокисли-
тельных  свойств  соединений в пос-
леднее время получили широкое 
распространение. Наиболее перспек-
тивными источниками антиоксидан-
тов считаются растительные объек-
ты.  Методы исследования общей 
антиокислительной активности 
(АОА) различаются по типу источ-
ника окисления, окисляемого соеди-
нения и способа измерения окислен-
ного соединения. Эти методы дают 
широкий набор результатов, кото-
рые нельзя использовать по отдель-
ности, а результаты должны быть 
интерпретированы с осторожностью.  
По способам регистрации проявляе-
мой антиокислительной активности 
можно разделить методы на волю-
мометрические  [23], фотометриче-
ские [24-25], хемилюминесцентные 
[26-38], флуоресцентные [40-43], 
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электрохимические [46-51] и ряд бо-
лее специфических [51-57].  

Обычно используется проте-
кающая по радикальному механизму 
модельная реакция (чаще всего – 
окисления) какого-либо индивиду-
ального соединения, по влиянию на 
протекание которой и оценивается 
АОА индивидуального соединения 
или смеси. Кинетика контролируется 
либо по поглощению кислорода спо-
собами измерения объема [23], либо 
по изменению характеристик реак-
ционной смеси – изменению погло-
щения электромагнитного излуче-
ния, флуоресценции, люминесцен-
ции и т.д.  В ряде случаев  создаются 
условия для генерирования свобод-
ных  радикалов  с постоянной скоро-
стью, добавлением  инициаторов, 
либо с химической генерацией ради-
калов в результате протекания  кон-
тролируемого химического процесса 
(Фентон).  

Электрохимические методы 
Электрохимические методы 

оценки АОА могут быть разделены 
на две группы. В части методов ис-
пользуется только электрохимиче-
ская регистрация какого-либо со-
единения, изменение концентрации 
которого косвенно связано с проте-
канием процессов окисления [41-49].  

Другая группа методов [50-52] 
основана на непосредственном из-
мерении окислительно-восстанови-
тельных потенциалов,  эти парамет-
ры в целом коррелируют с АОА и 
могут быть использованы для ее 
оценки. В разных методах опреде-
ляются либо отдельные антиокисли-
тельные компоненты (например, ви-

тамин Е, аскорбиновая кислота и 
т.д.), либо общая антиокислительная 
активность (АОА). Определение 
концентрации отдельного соедине-
ния, обладающего свойствами анти-
окислителя, часто менее информа-
тивно по сравнению с определением 
общей антиокислительной активно-
сти.  

Общая антиокислительная ак-
тивность может быть установлена 
несколькими методами: по погло-
щению кислорода при перекисном 
липидном окислении [23], окисле-
нию кроцина [24-26], хемилюминес-
ценции с люминолом [37, 39, 57], 
окислении   R-фикоэритрина [60-62], 
чувствительности эритроцитов к ге-
молизу [63], восстанавливающей 
железо активности [64], генерирова-
нии липидных перекисей [65-66]. В 
ряде методик измеряют активность 
антиокислительных ферментов, та-
ких как аскорбат-пероксидаза, глу-
татион-редуктаза, дегидроаскорбат-
редуктаза и монодегидроаскорбат-
редуктаза [67]. Часто проводятся 
сравнительные исследования,  АОА, 
измеренная одним из методов, срав-
нивается с АОА, измеренной при 
влиянии измеряемого соединения на 
протекание той или иной патологии. 
Так, Kinjo c соавторами [67], фрак-
ционируя компоненты зеленого чая, 
измеряли АОА фракций по методу 
DPPH, сравнивая  с их влиянием на 
рост клеток рака желудка МК-1.  

Фотометрические методы 
В основе наиболее многочис-

ленных методов и модификации ме-
тодов, используется фотометриче-
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ская регистрация, вероятно, как са-
мая удобная и доступная.  

Колориметрическое определе-
ние общей антиокислительной ак-
тивности (ТАС) по окислению кро-
цина впервые был предложено 
Tubaro F. [24] . Кроцин - красящее 
вещество из плода китайского рас-
тения Gardenia grandiflora. 

Метод  с  окислением  кроцина 
заключается в сравнении оптической 
плотности проб с кроцином и без, 
после  инкубации,  при 450 нм.  Спе-
цифическое поглощение определя-
ется  по  формуле:  100 × (D0– Daoa)/ 
D0, где D0– поглощение в отсутствие 
антиоксидантов; Daoa – поглощение 
в присутствии антиоксидантов.  

Последние усовершенствова-
ния этого метода позволяют опреде-
лять антиокислительную активность 
плазмы человека [25]. Метод был 
стандартизован по индивидуальному 
соединению, в качестве которого 
был использован тролокс (Trolox) – 
водорастворимый аналог витамина  
Е (6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметил-
хроман-2-карбоновая кислота). В 
дальнейшем планируется модифика-
ция этого метода с целью диффе-
ренциации влияния эндо- и экзоген-
ных антиоксидантов. Метод приго-
ден для оценки антиокислительной 
активности пищевых продуктов. 
Сделана также попытка автоматиза-
ции этого метода [26].  В 2003 году 
Shea T.B. c сотрудниками [27] ис-
пользует этот метод для изучения 
АОА  в тканях мозга с тролоксом в 
качестве эквивалента (названа 
TEAC), что является продолжением 
измерений, использующих в качест-

ве основы метода окисление кроци-
на.  

Определение антиокислитель-
ной активности по методу TEAC  
основано на оценке общего восста-
новительного эффекта индивидуаль-
ных низкомолекулярных антиокси-
дантов как гидрофильных, так  и 
гидрофобных, и дает информацию о 
типах антиоксидантов и их концен-
трациях без точного качественного 
различия.  Эти  методы основаны из-
начально на мониторинге изменения 
окраски, отнесенной к стандартному 
соединению – Тrolox.  

Способ с окислением дезокси-
рибозы в системе, генерирующей 
радикалы, предложен Cyung S.K. c 
соавторами [28]. 2-деоксирибоза 
окисляется гидроксильными радика-
лами, образуемыми в реакции Фен-
тона, и распадается до малонового 
диальдегида. АОА измеряется по 
оптической плотности при  532 нм.   

Другой фотометрический спо-
соб основан на фотоколориметрии 
железотиацианатных комплексов 
[28]. По этому способу АОА изме-
ряют по концентрации гидроперок-
сидов по железотиацианатному ме-
тоду по оптической плотности при 
500 нм. При исследовании анти-
окислительной активности эктрактов 
чеснока [29] авторы использовали 
сочетание методов: окисления дез-
оксирибозы, железотиацианатный и 
так называемый метод DPPH.  

Одним из способов оценки 
АОА [30] является колориметрия 
свободных радикалов, основанная на 
реакции DPPH (2,2-дифенил-1-
пикрилгидразил (C18H12N5O6) , M = 
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394,33), растворенного в метаноле, с 
образцом антиоксиданта (АН) по 
схеме: DPPH* + AH → DPPH-H + 
A*. В результате восстановления 
DPPH антиоксидантом снижается 
пурпурно-синяя окраска DPPH в ме-
таноле, а реакция контролируется по 
изменению   оптической   плотности 
при 514 нм обычными методами 
спектрофотометрии. 

Buijester   M.   с   сотрудниками 
[31, 9]  модифицировали способ оп-
ределения АОА объединением стан-
дартной фотометрической процеду-
ры с методом оптотермического ок-
на (optothermal window – OW) – не-
дорогим, нетрадиционным детекто-
ром поглощения. Оптотермическое 
преобразование позволяет увеличить 
чувствительность определений на 
два порядка, увеличить линейный 
диапазон измерений в 16 раз по 
сравнению с традиционными спосо-
бами спектрофотометрии. Важным 
преимуществом оптотермического 
способа измерения поглощения яв-
ляется также то, что возможна рабо-
та с опалесцирующими образцами. 
Принцип оптотермического окна 
вкратце заключается в следующем. 
Излучение с длиной волны 514 нм и 
мощностью 10 мВт, производимое 
аргоновым лазером, попадает на ок-
но, представляющее собой сапфиро-
вый диск (Al2O3) толщиной 300 мкм, 
прозрачный для электромагнитного 
излучения длиной 514 нм. К верхней 
поверхности диска приклеена фто-
ропластовая трубка – емкость для 
образца, а ко дну с обратной сторо-
ны – пьезоэлектрическое кольцо, ге-
нерирующее потенциал, возникаю-

щий при облучении раствора лазе-
ром. Определение антиокислитель-
ной активности соединений на мо-
дели окисления униламелярных (од-
номембранных) липосом кислоро-
дом воздуха (катализируемое  иона-
ми Fe2+) [32]. 

Другие используемые методы: 
по восстановлению антиоксиданта-
ми железа: (ferric educing/antioxidant 
power-FRAP) [33] – позволяют пря-
мое   определение   низкомолекуляр-
ных антиоксидантов. При низких рН 
восстановление Fe(III)-трипиридил-
триазинового комплекса в Fe(II)-
комплекс сопровождается появлени-
ем интенсивной голубой окраски. 
Измерения основаны на способности 
антиоксидантов подавлять окисли-
тельный эффект реакционных ча-
стиц, генерируемых в реакционной 
смеси. Этот метод отличается про-
стотой, быстротой и небольшими 
затратами при исполнении.  

Общая АОА нескольких попу-
лярных овощей и китайских трав 
оценивалась авторами [35] с исполь-
зованием системы ABTS 
/Н2О2/пероксидаза хрена на план-
шетном сканере. При инкубирова-
нии ABTS - 2,2′-азино-бис(3-
этилбензтиазолино-6-сульфоновая 
кислота) - c пероксидазой и переки-
сью водорода образуется относи-
тельно стабильный катион–радикал 
ABTS.+, с максимумом поглощения 
414 нм в спектре электромагнитного 
излучения. В присутствии антиокси-
дантов [36] обнаруживается период 
индукции перед появлением окрас-
ки. Низкомолекулярные антиокси-
данты  задерживают образование 
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окраски пропорционально своему 
количеству. Метод быстрый, но са-
мый дорогой из всех выше рассмот-
ренных.  
Хемилюминесцентные методы 
Хемилюминесцентное детек-

тирование перокси-радикалов и 
сравнение антиокислительной ак-
тивности фенольных соединений 
описано Aejmelaeus R  [37]. В мето-
де, являющемся одним из множества 
модификаций методов хемилюми-
несцентного определения антиокис-
лительной активности, используется 
способность люминола  давать све-
чение после взаимодействия со сво-
бодными радикалами. Свободные 
радикалы в системе генерируются 
постоянно в результате инициируе-
мого теплом распада 2,2′-азобис-(2-
амидинопропан) дигидрохлорида 
(ААРН). Авторы исследовали кине-
тику хемилюминесценции свободно-
го и ингибированного бутилирован-
ным гидрокситолуолом (ВНТ, 2,6-
ди-трет-бутил-п-крезол) и Тролок-
сом  распада ААРН. Кинетика изме-
нения интенсивности люминесцен-
ции в относительных единицах – 
RLU. Авторы сделали предположе-
ние о том, что разные влияния на 
хемилюминесценцию соединений 
одного класса (фенолы), вызваны, 
по-видимому, различной степенью 
ионизации молекул тролокса и ВНТ 
вследствие различной кислотности 
их ОН-групп. Эти выводы косвенно 
подтверждаются зависимостями по-
давления люминесценции от вели-
чины рН среды при одинаковых 
концентрациях антиоксидантов.  

Математическое моделирова-

ние кинетики фотохемилюминес-
ценции (ФХЛ) с участием рибофла-
вина в присутствии антиоксидантов 
– супероксиддисмутазы и аскорби-
новой кислоты  были проведены Ма-
гиным Д.В.[37]. Была использована 
специально разработанная компью-
терная программа Kinetic Analyzer, 
при исследовании интенсивности 
фотохемилюминесценции в присут-
ствовии люцигенина.  Проводилось 
также хемилюминесцентное опреде-
ление антиоксидантов с люминолом 
в присутствии пероксидазы хрена  
[39].  
Флуориметрические методы 
Метод определения адсорбци-

онной емкости по отношению к кис-
лородным радикалам («Oxygen 
Radical Absorption Capacity»-ORAC) 
[40] является одним из наиболее 
применяемых в настоящее время. Он 
был первоначально разработан док-
тором Гохуа Као (Dr. Guohua Cao) в 
Национальном нституте старения 
(США) в 1992 г. В 1996 г. Као сов-
местно  с Рональдом Прайером (R. 
Prior)  создали полуавтоматический 
метод [40]. С тех пор автоматизиро-
ванный метод интенсивно приме-
нялся при исследованиях антиокси-
дантов и окислительного стресса 
[42-44]. Метод основан на измере-
нии интенсивности флуоресценции 
определенного соединения и ее из-
менении от времени протекания ре-
акции. В присутствии соединений, 
связывающих кислородные радика-
лы, увеличивается время флуорес-
ценции вследствие защитного дейст-
вия антиокислителей. Количествен-
ное определение антиокислительной 
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активности  осуществляется по пло-
щади между двумя кривыми – сво-
бодной реакции и с добавлениеман-
тиоксидантов.  

Степень  уменьшения флуорес-
ценции есть мера степени деграда-
ции флуоресцирующего соединения 
под воздействием кислородных ра-
дикалов. Первоначально в качестве 
флуоресцирующего вещества при-
менялся белок В-фикоэритрин. Од-
нако оказалось, что он вступает в 
реакцию с фенольными соединения-
ми, являющимися главными антиок-
сидантами растительного происхож-
дения, что приводило к системати-
чески заниженным результатам 
определения АОА, поэтому более 
стабильное, флуоресцирующее со-
единение – флуоресцеин. Метод, ос-
нованный на поглощении кислород-
ных радикалов (ORAC), – относи-
тельно простой и чувствительный, 
но длительный по времени (около 95 
мин на определение) и требует 
наличия флуоресцентного детектора. 
В этой системе 2,2′-азо-бис-(2-
амидинопро-пан) дигидрохлорид 
(ААРН) используется в качестве ис-
точника перекисных радикалов.  

Утверждается, что существует 
шесть наиболее вредных кислород-
ных реакционноспособных частиц:  
пероксидные (ROO) и гидроксиль-
ный (НО) радикалы, супероксид-ион 
(О2–.), синглетный кислород (1О2), 
перекись водорода Н2О2 и перокси-
нитрит (OONO-).  

Метод ORAC измеряет только 
антиокислительную активность про-
тив пероксидного и гидроксильного 
радикалов. Методом (ORAC) может 

быть определена антиокислительная 
активность как водорастворимых, 
так и жирорастворимых объектов, 
таких как пищевые продукты, напит-
ки, химикаты, добавки, плазма и сы-
воротка крови, моча и т.д. Тем не 
менее анализ одного образца зани-
мает более 1,5 ч. В качестве стан-
дартных соединений применяются 
тролокс (определение пероксидов) и 
галловая кислота (определение гид-
роксил-радикалы). Соответственно, 
единицей измерения в методе ORAC 
является микромоль стандарта на 
единицу массы или объема.  

Метод Гуо и Янга [44] основан 
на определении антиокислительной 
активности соединений по их спо-
собности связывать гидрокси-
радикалы НО, которые, как полага-
ют, являются наиболее реакционно-
способными в физиологических 
условиях и ответственными за мно-
жество нежелательных в организме 
последствий, таких как онкогенез, 
атеросклероз и мутации ДНК. В мо-
дельной системе, предложенной ав-
торами, генерация гидроксил-ионов 
протекает из кислорода при участии 
комплексов железа с этилендиамин-
тетрауксусной кислотой (EDTA).  

Реакция такова, что наблюда-
ется прямая и пропорциональная 
корреляция между количеством до-
бавленного антиоксиданта и отно-
шением интенсивностей флуорес-
ценции в свободной системе и в 
присутствии антиоксиданта. Длина 
волны  возбуждения  составляла 326 
нм, а испускания – 432 нм.  
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Электрохимические методы 
Схема вольтамперометриче-

ского определения антиокислитель- 
ной активности фенолкарбоновых 
кислот растительного происхожде-
ния на ДНК-модифицированном уг-
леродном трафаретном электроде 
предложена Kinjo J и др.  [67]. Схема 
основана на известном способе ко-
личественного определения натив-
ной двунитевой ДНК с использова-
нием комплекса [Co(phen)3] 3+ в ка-
честве электрохимического маркера. 
Количество [Co(phen) 3] 3+,  связан-
ного со слоем ДНК, снижается по 
мере разрушения последней в ре-
зультате реакции расщепления.  

Использовался компьютеризо-
ванный вольтамперометрический 
анализатор ECA pol 110 (Istran, Сло-
вакия) с двухэлектродной системой 
(FACH, Словакия), включающей ра-
бочий электрод поверхностью 25 мм 
2 вместе с лорсеребряным электро-
дом сравнения и отдельным плати-
новым электродом, использованным 
для дифференциальной пульсирую-
щей вольтамперометрии. Измерения 
проводили в стеклянной вольтампе-
рометрической ячейке (10 мл) при 
температуре 22°С. УФ-видимый спе-
ктрофотометр UV-1601 (Shimadzu, 
Япония) использовался для оптиче-
ских измерений радикалов по мето-
ду DPPH. ВЭЖХ анализы выполня-
ли на приборе HP 1100 (Hewlett-
Packard, Германия). Комплексное 
соединение [Co(phen)3](ClO4)3 син- 
тезировали согласно [24].  

Вольтамперометрическое оп-
ределение активности антиоксидан-
тов на основе измерения вольтампе-

рометрической характеристики ка-
тодного восстановления кислорода в 
апротонных растворителях предло-
жено авторами [25–26]. Определены 
коэффициенты активности для 
восьми антиоксидантов. Простой 
электрохимический способ опреде-
ления антиокислительной активно-
сти флавоноидов,  основанный на 
измерении потенциала полуволны 
окисления на проточном колоноч-
ном электроде,  предложен авторами 
[27]. Сообщается, что электрохими-
ческая активность соединений кор-
релирует со способностью подавлять 
перекисное окисление липидов. Ан-
тиокислительная емкость плазмы 
измерялась циклической вольтампе-
рометрией [28] на приборе 
Potentiostat Galvanostat Model 273, 
EG & G (Princeton Applied Research, 
США). Была использована трехэлек-
тродная система. В качестве рабоче-
го электрода применялся дисковый 
стеклоуглеродный электрод 
(Laboratory Instruments, Чехия) диа-
метром 2 мм. Перед каждым опреде-
лением электрод полировали. Пла-
тиновая проволока служила вспомо-
гательным электродом, а насыщен-
ный каломельный электрод являлся 
электродом сравнения. Метод под-
ходит для контроля низкомолеку-
лярных антиоксидантов в пищевых 
продуктах.  

Методы, использующие биоло- 
гические маркеры. Проведен анализ 
[52]  восстанавливающей   способно-
сти и количественной антиокисли-
тельной активности in vitro гидрида 
кремния и семи коммерчески дос-
тупных водорастворимых антиокси-
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дантов. Эксперимент включает оп-
ределение окислительно-восстанови-
тельных потенциалов, рН и клеточ-
ную фотосенсибилизацию методом 
спектрофотометрии, что позволило 
объективно оценить антиокисли-
тельную эффективность соединений. 
Для оценки абсолютной восстанови-
тельной способности антиоксидан-
тов было использовано модифици-
рованное Кларком уравнение Нерн-
ста, связывающее парциальное дав-
ление водорода и восстановитель-
ный потенциал в единицах.  

Окислительное повреждение 
ДНК радикалами [56], образующи-
мися в реакции Фентона, с последу-
ющим анализом продуктов окисле-
ния использовано для оценки хемо-
протекторной и антиокислительной 
активности соединений. 250 мкг 
ДНК инкубируется в присутствии 
(500–600 мкМ) или без антиоксидан-
тов в растворе диметилсульфоксида 
(<5%) в трис-буфере при 37°С в те-
чение 15 мин. Затем добавляются 
реагенты Фентона (25 мкМ CuSO4 ; 
0,1–3 мM H2O2; 100 мкM NTA; 100 
мкM  аскорбиновой кислоты), про-
дуцирующие гидроксил-радикалы и 
смесь инкубируется еще 45 мин при 
той же температуре. После инкуба-
ции ДНК осаждается этанолом с 
хлористым натрием. ДНК, содержа-
щая образованные 8-оксопроизвод- 
ные гуанозина, радиоактивный Р32, 
[56]. Антиокислительная активность 
кверцетина в лизосомальных фрак-
циях печени мыши [57]  исследова-
лась с использованием гидрофиль-
ного генератора радикалов 2,2′-азо-
бис-(2-амидинопропан)-дигидрохло-

рида (ААРН) и гидрофобного гене-
ратора радикалов 2,2′-азо-бис-(2,4-
диметилвалеронитрила)  (AMVN). 
Ингибируемое кверцетином лизосо-
мальное пероксиокисление липидов 
измерялось по методу TBARS с ре-
акционными частицами тиобарбиту-
ровой кислоты[68]. 

Необходимо отметить объек-
тивную невозможность существова-
ния не то что единого метода для 
оценки антиокислительной активно-
сти соединений, но даже возможно-
сти сравнения результатов, получен-
ных разными методами. И связано 
это, очевидно, с многообразием про-
текающих в природе радикальных 
процессов. Одно дело, когда опреде-
ляется антиокислительная актив-
ность соединения (или группы со-
единений), применяемого для стаби-
лизации химических продуктов и 
полимеров, и совсем другое – влия-
ние антиоксидантов на процессы, 
протекающие в живой клетке. В ре-
зультате каждый исследователь вы-
бирает готовый, создает новый или 
модифицирует уже известный метод, 
исходя из своих целей и возможно-
стей. В анализе методов измерения 
АОА не рассматривались стандарти-
зованные инструментальные спосо-
бы (ВЭЖХ, ГЖХ) определения ин-
дивидуальных антиоксидантов, по- 
скольку эти методы имеют частные 
приложения и едва ли применимы к 
задачам определения АОА сложных 
смесей и биологических объектов.  

Как видно из приведенного 
выше, за    прошедшее    десятилетие    
предложен существенный ряд   ме-
тодов  и модификаций методов  
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определения антиоксидантной ак-
тивности, предложены новые реа-
генты, модельные системы и прибо-
ры. Для    измерения    антиокси-
дантной    активности    (АА)    ис-
пользуют   разные химические и фи-
зико-химические методы. В основе 
методов чаще всего прямое или кос-
венное измерение скорости или пол-
ноты реакции, т.е. они  основанных 
на следующих  трех типах  реакций:  

потребления кислорода; 
образования продуктов окис-

ления; 
поглощения (или связывания) 

свободных радикалов. 
В первом и втором случаях 

АОА определяется на основе инги-
бирования скорости окисления или 
скорости потребления реактивов и 
образования продуктов. 

Анализируя сложившуюся в 
области измерения АОА ситуацию, 
необходимо отметить, что методы 
измерения должны удовлетворять 
следующим общим требованиям:  

1. Параметр должен обладать 
очевидным физическим смыслом, 
количественно определяющим АОА.  

2. Воспроизводимость резуль-
татов определения количества АОА 
не только в рамках отдельной  рабо-
ты, но и в любой другой лаборато-
рии. 

3. Должны   быть   стандартные 
образцы для проведения  операций 
по сличению результатов измерений. 

4. Метод должен позволять 
осуществление непрерывного мони-
торинга  с  возможностью  автомати-
зации процесса измерения. 

5. Высокая производитель-
ность процесса, что особенно важно 
для рутинных определений. 

6. Относительная простота ис-
пользуемых процедур. 

В этой связи все методы опре-
деления АОА могут быть разделены 
на две группы:  прямые методы, ко-
торыми определяется собственно 
АОА, и непрямые методы, которые 
используются для измерения пара-
метров, лишь косвенно связанных с 
АОА. При прочих равных условиях 
прямые методы более предпочти-
тельны. Непрямые методы могут 
быть признаны приемлемыми при 
условии, что результаты определе-
ния скоррелированы с результатами 
определения прямыми методами. 

Прямые методы чаще всего ос-
нованы на изучении кинетики цеп-
ного окисления липидов или мо-
дельных углеводородов. В большин-
стве работ АОА характеризуется ли-
бо периодом индукции (tинд), либо 
концентраций антиоксиданта (тести-
руемой композиции), которая сни-
жает скорость (глубину) окисления 
на 50% (C50). В работе [23] показа-
но, что как tинд, так и С50, как пра-
вило, не воспроизводимы, если не 
приняты специальные меры. Прямые 
методы могут быть основаны на од-
ном из двух режимах окисления,  ав- 
тоокислении и инициированного 
окисления. Режим инициированного 
окисления более предпочтителен, 
поскольку режим автоокисления в 
принципе не может дать воспроиз-
водимых результатов. К прямым ме-
тодам определения АОА относится 
также группа методов, основанных 



264 çÓ‚˚Â ÔËÓËÚÂÚ˚ ÒÓ‚ÂÏÂÌÌÓÈ ÏÂÚÓÎÓ„ËË 

Альманах	современной	метрологии,	2015,	№2	

на конкуренции тестируемого и 
стандартного антиоксидантов. 

Среди непрямых методов 
наиболее популярны методы, осно-
ванные на реакции тестируемого об-
разца со стабильными радикалами 
(ДФПГ, катион-радикалы ABTS, 
соль Fremy), на восстановлении    
Fe(3+), а также на хемилюминесцен-
ции люминола. Следует упомянуть 
также ряд методов, которые не ис-
пользуются непосредственно для 
определения АОА, но могут быть 
полезными для оценки АОА слож-
ных композиций: HPLC, определе-
ние «общих фенолов» методом 
Folin-Ciocalteu, ряд электрохимиче-
ских методов (циклическая вольтам-
перометрия,   полярография   и   дру-
гие). 

Основные методы: 
ORAC - oxygen radical 

аabsorbапсе сараcity; [69].  
TRAP - total radical trapping an-

tioxidant parameter; [70].  
FRАР непрямой - ferric reduc-

ing antioxidant power; [71].  
ТЕАС -[ Randox ] -trolox equiv-

alent antioxidant  capacity; [72].  
ABTS непрямой -2,2 – azinobis 

(3-ethylbenzthiazoline) -6-sulfonic  ac- 
id; [76].  

TBARS - thiobarbituric acid re-
active substance; [77].  

В этих методах измерения,  
АОА – функция многих параметров, 
в частности времени, температуры,   
природы вещества, концентрации   
антиоксиданта и других соединений 
и др., вследствие чего данные, полу-
ченные с использованием одних ме-
тодов, не коррелируют с данными, 

полученными с использованием дру-
гих методов. Среди электрохимиче-
ских методов и устройств следует     
выделить вольтамперометрический 
(режим постоянно-токовой вольтам-
перометрии или катодной вольтам-
перометрии) с ртутнопленочным   
рабочим электродом, реализованный 
в вольтамперометрическом анализа-
торе ТА-2 («Техномет», Томск). Под 
руководством Х.З. Брайниной разра-
ботан малогабаритный антиокси-
дантный тестер с пределом обнару-
жения 10-6М антиоксиданта [79]. 
В США для оценки антиокси-
дантной активности плазмы крови 
с диагностическими целями разра-
ботан тестер Е1есtго-Ох [80], также 
на электрохимическом принципе. 
В работе [62] предложен метод од-
новременного определения общего 
полифенольного индекса и общего 
антоцианового индекса с использо-
ванием инжекционно-проточной 
установки и спектрофотометриче-
ским детектированием на двух дли-
нах волн 280 и 520 нм. Аппаратура 
для жидкостной хроматографии ис-
пользована  для   определения   ан-
тиоксидантов с двумя детекторами: 
со спектрофотометрическим на ди-
одной матрице и хемилюминесцент-
ным [63]. Определение антиокси-
дантной активности фенольных со-
единений (оксикислот, флавоноидов, 
токоферолов) методом ВЭЖХ с ку-
лонометрическим детектором при-
ведены в работе [83], авторами пока-
зано, что чем меньше потенциал 
окисления фенольных соединений, 
тем больше его антиоксидантная ак-
тивность. 
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1.4 Свободнорадикальные 
реакции основной механизм  

регуляции гомеостаза 
В ходе эволюции у живых ор-

ганизмов выработались защитные 
механизмы [85-88], контролирую-
щие протекание свободнорадикаль-
ных реакций. Любой организм  - 
будь то растение, животное или от-
дельная клетка - можно рассматри-
вать как образец работы сбаланси-
рованной и отлаженной антиокси-
дантной системы [86-89]. Подчерки-
ваем, именно системы, состоящей 
из многих компонентов - это 
и витамины (С, Е, Р), и ферменты 
(глутатионпероксидаза, суперокси-
дисмутаза), и микроэлементы (селен, 
цинк), полифенольные соединения 
(флавоноиды), и серосодержащие 
аминокислоты (цистеин, метионин), 
а также трипептид глутатион. Мы 
перечислили только некоторые со-
единения, обладающие антиокисли-
тельным действием. Химическая 
природа этих соединений разнооб-
разна, среди них есть как водо, - так 
и жирорастворимые компоненты. 
Основной принцип, на котором 
строится действие антиоксидантной 
системы живого организма, - это си-
нергизм. Он заключается в том, что 
компоненты системы работают со-
обща, восстанавливая друг друга 
и усиливая эффективность действия. 
В настоящее время установлены за-
кономерности активации и ингиби-
рования антиоксидантных и ДНК-
репарационных систем клеток рас-
тений, их роль в изменениях устой-
чивости в продуктивности организ-
мов в зависимости от химической 

природы и концентрации экзоген-
ных токсикантов - катионов свинца, 
фенола    и    его    пара-производных  
(п-амино-, п-нитро- и п-хлор-
фенола), а также изменений актив-
ности антиоксидантных защитных 
систем безъядерных клеток эритро-
цитов в ответ на повышение концен-
трации активных форм кислорода. 
Выяснены закономерности измене-
ния функциональной активности и 
устойчивости генома организмов 
растений в ответ на действие хими-
ческих раздражителей: катионов 
свинца, фенола и его парапроизвод-
ных, нитрат и нитрит-ионов, а также 
низкофоновых ионизирующих излу-
чений и температурного фактора. 
Суммируя  все вышесказанное, не-
трудно прийти к выводу, что  любое 
изменение факторов внешней среды 
на живой организм моментально 
опосредуется его сигнальными си-
стемами, что в свою очередь вклю-
чает запуск механизма регуляции 
свободнорадикальных реакций, на-
правленных на установление нового 
равновесного состояния, организма 
и среды. В случае, когда воздействие  
факторов не превышает норму реак-
ции организма, изменения затраги-
вают только физиолого-биохимиче-
ские  и фенотипические параметры.  
Превышение факторами внешней 
среды нормы реакции организма 
приводит к изменению наследствен-
ной информации, а именно к реком-
бинации, поли- и анеуплоидии, му-
тации и т.д. Изменения генотипа и 
фенотипа  как следствие ведет к из-
менению свободнорадикальных  ре-
акций регуляции гомеостаза.  Изме-
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нения свободнорадикальных  реак-
ций регуляции гомеостаза в свою 
очередь приводит к изменению ба-
ланса  «свободные радикалы – анти-
оксиданты». Следовательно, измеряя   
количество антиоксидантов в «субо-
птимуме и стрессе» можно судить о 
генотипических характеристиках 
организма. 

Принимая во внимание тот 
факт, что трансгенное растение это 
растение с измененной генетической 
структурой, легко можно прийти к 
выводу, что это - растение с изме-
ненным по отношению к «дикому» 
типу метаболизмом. 

Изменение генотипа приводит 
к  изменению свободнорадикальной  
реакции регуляции гомеостаза, что в 
свою очередь приводит к изменению 
баланса  «свободные радикалы – ан-
тиоксиданты». 

Измерив  содержание антиок-
сидантов в стрессе и норме, мы 
сможем   определить   или,   другими 
словами, - генотипировать организм,  
т. е.,  идентифицировать   вид,  сорт, 
генетическую модификацию орга-
низма. 

Экспериментальная часть 
В качестве материала был 

использован  картофель  сорт Чугун- 
ка1, содержащий большое количест- 
во флавоноидов, являющихся анти-
окислителями и экстрагирующиеся 
водно-спиртовыми растворами.   
Кроме  того,  были  исследованы не- 
которые сорта картофеля, райониро-
ванные в России, которые  предоста-
вил Институт картофелеводства им. 
Лорха. Список сортов представлен в 
табл. № 1. 

 

Таблица 1 
Сорта и гибриды 

 

 Селек. 
номер 

Происхождение Окраска Цвет  
мякоти клубня глазка 

1  1356-3 Кардинал х Конкорд с/жёлтая белая с/жёлтая 
2  Кардинал красная красная с/жёлтая 
3  Конкорд с/жёлтая белая жёлтая 
4 1313-103 Удача х Рокко розовая розовая кремовая 
5  Удача белая белая кремовая 
6  Рокко красная красная кремовая 
7 1385-1  Накра х Нида  розовая розовая жёлтая 
8  Накра красная красная с/жёлтая 
9  Нида с/жёлтая белая с/жёлтая 
10 1396-1  Удача х Шурминский-

2  
с/розовая розовая кремовая 

11  Шурминский-2 с/жёлтая белая с/жёлтая 
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Методики: определение мас-
совой концентрации водораствори-
мых антиоксидантов проводили по 
ГОСТ Р 54036-2010 «Продукты пи-
щевые. Определение содержания 
водорастворимых антиоксидантов в 
клубнях картофеля амперометриче-
ским методом» 

Отбор проб выполняли по 
ГОСТ 51808 Картофель свежий про-
довольственный, реализуемый в 
розничной торговой сети. Техниче-
ские условия. 

Подготовка проб. В экспери-
менты отбирали ровные клубни, 
средней величины. От каждого сорта 
по 10 шт., при посемейном анализе 
использовали все стандартные клуб-
ни семьи. 

Клубни тщательно отмывали 
от пыли и остатков почвы, ополас- 
кивали  дистиллятом  и  высушивали 
при комнатной температуре. Каждо-
му клубню присваивали двухзнач-
ный номер:  первая цифра – номер 
сорта, 2 – номер клубня.  

Из отобранных клубней произ-
водили отбор навесок массой в 1 
грамм. 

Отобранные навески измельча-
ли и гомогенизировали в 20 % эти-
ловом спирте в соотношении 1: 10. 

Гомогенат центрифугировали 
при трех тысячах оборотах в течение 
15 минут, надосадочную жидкость 
сливали и разводили элюентом в со-
отношении 1:10. 

Проба готова для анализа, (из 
полученного объема готовили необ-
ходимое количество параллельных 
проб). 

Анализ гетерогенности тка-
ней клубня картофеля по содер-
жанию  водорастворимых антиок-
сидантов. Клубни характерны для 
немногих растений. Подземные по-
беги, на верхушках которых разви-
ваются клубни, отрастают от осно-
ваний надземных стеблей; эти побе-
ги называются столонами. Клубни – 
это верхушечные утолщения столо-
нов. Клубень имеет короткие меж-
доузлия; хлорофилла он не содер-
жит,  но,  выставленный на свет, мо-
жет зеленеть. На его поверхности в 
углублениях по 2-3 расположены 
почки,  или  глазки.  Глазков больше 
на той части клубня, которую назы-
вают верхушкой. Противоположной 
стороной – основанием – клубень 
соединен со столоном.  

За внешней гомогенностью 
клубня скрывается довольно разно-
образная морфологическая и анато-
мическая структура. Стандартный 
клубень состоит из верхушки и ос-
нования.  Клубень покрыт первич-
ной и вторичной  покровными  тка-
нями, в углублениях расположены 
глазки – чечевички, причем на вер-
хушке клубня их гораздо больше. 

Основная масса клубня состоит 
из внутренней флоэмы, сердцеви-
ны или  центральной зоны. На тон-
ком поперечном срезе клубня четко 
различимы слои: - кора, - древесина, 
- сердцевина. Рост клубня в толщину 
происходит за счет роста клеток 
камбия.  
      Анатомо-морфологическим раз-
нообразие тканей клубня обусловле-
ны их функции, а значит, и физиоло-
го-биохимические характеристики, в 
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связи с чем необходимо было вы-
явить часть клубня,  наиболее репре-
зентативную по общему содержа-
нию антиоксидантов.   

Клубни для анализа готовились 
по ранее приведенной  методике.   

Результаты анализа  суммарно-
го содержания антиоксидантов   
представлены  в табл. 2.  

Таблица 2 
Уровень АОА различных  тканей клубня  с. Кардинал 

 АОА в мг/кг 
Наименова-
ние/№, 

1/1 1|2 1/3 1/4 1/5 1/6 1/7 1/8 1/9 1/10 

Кожура уч.1  280 255 260 290 300 350 215 320 415 220 

Кожура уч.2 210 271 300 287 270 335 317 250 288 305 

Кожура уч.3 305 222 320 300 229 301 232 305 237 324 

Кожура уч.4 400 342 297 321 402 325 349 370 279 292 

Чечевички 510 498 470 403 450 503 410 390 415 310 

Сердцевина 343 338 3339 341 340 339 340 344 340 340 

Данные, представленные в 
табл. 2, свидетельствуют о том,  что 
антиоксидантная активность различ-
ных частей одного клубня, одного 
сорта различна. Так,   антиоксидант-
ная активность кожуры   различных 
участков  клубня  одного сорта  до-
стоверно отличается,  необходимо 
отметить аналогичные отличия  
наблюдаются между одинаковыми 
участками разных клубней одного 
сорта, что, по-видимому, можно 
объяснить  влиянием на метаболиче-
ские процессы клубней  различных 
условий хранения, в частности тем-
пературы, влажности, освещенности. 
Как видно из данных,  представлен-
ных в табл. 3, различия в уровне ан-
тиоксидантной активности сердце-

винной паренхимы различных  клуб-
ней одного сорта не превышает уро-
вень достоверности в 5%. На ос-
новании вышеизложенного можно 
сделать следующие выводы: 

1. Исследованные сорта карто-
феля достоверно различаются по ан-
тиоксидантной активности  различ-
ных частей покровных тканей, взя-
тых с разных участков одного клуб-
ня. 

2. Отсутствуют  достоверные 
отличия  антиоксидантной активно-
сти сердцевинной паренхимы раз-
личных  клубней одного сорта. 

3. Высока активность чечеви-
чек и тканей прилегающей к ним па-
ренхимы, что, очевидно, обусловле-
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но морфофизиологическими особен-
ностями  покоящихся точек роста. 

4. Пробы картофеля на опреде-
ление содержания  необходимо от-
бирать из сердцевинной паренхимы 
клубня. 

Анализ содержания антиок-
сидантов у различных сортов кар-
тофеля. На данном этапе исследова-

ния было проведено изучение мас-
совой концентрации водораствори-
мых антиоксидантов в различных 
сортах картофеля. Полученные дан-
ные представлены в табл. 3. Как 
видно из табл. 3, проведенные ис-
следования позволили обнаружить 
сортовые различия в содержании 
антиоксидантов. 

Таблица 3 
Характеристика сортов объединенная 

№п/ Название сорта                  Окраска S м.а 

 

АОА   

 

мг/кг 

  

 

клубня глазка мякоти 

 

 

 1 2 3 4 5 6 

1 Armika с/жёлтая белая жёлтая 1300 4.750 

2 Ароза красная белая с/жёлтая 985 3.175 

3 Астерикс красная красная жёлтая 932 2.900 

4 Атлант с/жёлтая белая жёлтая 1091 3.700 

5 Аусония с/жёлтая белая с/жёлтая 1431 5.400 

6 Барака с/жёлтая белая жёлтая 1310 4.800 

7 Баритон розовая красная кремовая 1258 4.550 

8 Бронницкий с/жёлтая белая с/жёлтая 1046 3.500 

9 Жеран красная красная кремовая 915 2.820 

10 Журавинка красная красная жёлтая 981 3.120 

11 Загадка Питера розовая красная кремовая 1008 3.280 

12 Зарафшан с/розовая розовая жёлтая ------ ------- 

13 Зарево красная красная кремовая 1463 5.570 

14 Калорит с/жёлтая белая жёлтая 1302 4.750 

15 Кардинал красная красная с/жёлтая 883 2.650 

16 Конкорд с/жёлтая белая жёлтая 952 3.000 

17 Криница белая белая кремовая 1238 4.400 

18 Купалинка красная красная с/жёлтая 1004 3.250 

19 Лыковский белая белая кремовая 1048 3.500 

20 Накра красная красная с/жёлтая 773 2.125 

21 Невский с/жёлтая белая кремовая 1764 7.075 

22 Нида с/жёлтая белая с/жёлтая 1539 5.950 
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Продолжение таблицы 3 
23 Никулинский белая белая кремовая 1652 6.500 

24 Пикассо с/жёлтая красная с/жёлтая 1516 5.820 

25 Raja красная красная жёлтая 841 2.450 

26 Рокко красная красная кремовая 1056 3.500 

27 Рубин красная красная жёлтая 3051 13.500 

28 Светлячок красная красная кремовая 2601 11.250 

29 Свитанок киевский розовая красная с/жёлтая 1647 6.500 

30 Скарлетт красная красная жёлтая 1086 3.680 

31 Снегирь красная красная кремовая 1581 6.150 

32 Тетерев красная красная кремовая 866 2.570 

33 Тирас розовая красная кремовая 1004 3.250 

34 Удача белая белая кремовая 1815 7.320 

35 Украинский розовый розовая красная жёлтая 1976 8.150 
36 Холмогорский с/розовая красная жёлтая 932 2.900 

37 Чифтейн красная красная с/жёлтая 1786 7.075 

38 угунка фиолетовая фиолетовая Фиолетовая 2930 13.150 

39 Чугунка-2 фиолетовая фиолетовая Кремовая 809 2.300 

40 Шурминский-2 с/жёлтая белая с/жёлтая 1621 6.350 

41 Ягодка розовая красная кремовая 1827 7.370 

42 81.14/61 белая белая кремовая 1025 3.370 

43 89.58/1 фиолетовая фиолетовая кремовая 2074 8.620 

44 90.30/3 красная красная кремовая 1410 5.300 

45 128-6 с/жёлтая белая кремовая 1229 4.400 

46 807-11 красная красная жёлтая 542 1.000 

47 Зарница    670 1.600 

48 Кондор    551 1.000 

ГИБРИДЫ 
 1 2 3 4 5 6 

51 1276-22 Весна х Баракаt красная красная Жёлтая 1650 6.500 

52 1293-3 Кардиналх 
Лыковский 

белая белая кремовая 2250 9.500 

53 1310-4 Гранола х 
Пикассо 

с/жёлтая, красная кремовая 3463 15.500 

54 1313-103 Удача х 
Романо 

розовая розовая кремовая 1184 4.150 
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Продолжение таблицы 3 
55 1327-1 Лира х Raja белая белая кремовая 1534 5.950 

56 1332-12 Свитанок киев. 
х Aycoния 

красная красная жёлтая 1682 6.600 

57 1332-13 Свитанок киев. 
х Aycoния 

с/жёлтая белая с/жёлтая 3168 14.100 

58 1334-1 Жуков ран. 
х Конкорд 

с/жёлтая белая жёлтая 1037 3.400 

59 1336-10 1 Лира х Нида с/жёлтая белая жёлтая 2251 9.500 

60 
1338-13 90.30/3 х Нида красная красная кремовая 397  ? 0.250 

61 
1341-7 128-6 х Пикассо с/жёлтая белая с/жёлтая 1998 8.250 

62 
1356-3 Кардинал х 

Конкорд 
с/жёлтая белая с/жёлтая 1093 3.750 

63 
1360-1 Чифтейн х 

Нида 
красная красная жёлтая 1429 5.270 

64 
1370-33 Лира х 

Аусония 
белая белая кремовая 1771 6.850 

65 
1381-5 81.14/61 х 

Кардинал 
с/жёлтая белая жёлтая 2175 9.125 

66 
1385-1 Накра х Нида розовая розовая жёлтая 1176 4.125 

67 
1387-4 90.30/3 х Нида красная красная кремовая 1330 4.875 

68 
1387-5 -II- красная красная кремовая 1283 4.650 

69 
1387-8 -II- яозовая красная кремовая 3142 13.900 

70 
1387-9 -II- красная красная кремовая 894 2.750 

71 
1387-11 -II- красная красная жёлтая 1196 4.250 

72 
1390-1 Свитанок кие 

х Романо 
белая белая кремовая 706 1.750 

73 
1396-1 Удача х 

Шурминский-2 
с/розовая розовая кремовая 3335 16.000 

74 
1400-20 Никулинский х 

Черниговский 
с/жёлтая белая с/жёлтая 2932 12.900 

75 
1401-7 81.14/61 х 

Черниговский 
с/жёлтая белая с/жёлтая -------- -------- 

76 1404-2 Armikax 807-11 с/жёлтая белая с/жёлтая 1098 3.750 
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77 1406-5 81.14/61x807-11 с/жёлтая розовая кремовая 1002 3.250 

78 20ЯБ 88.16/20 х 
Зарево 

красная красная кремовая 2532 10.900 

79 014А-14 Ceres х Барака с/жёлтая красная с/жёлтая 1581 6.150 

80 014-23 -II- красная красная белая 1615 6.300 

81 014Л-23 -II- с/жёлтая красная кремовая 1866 7.600 

82 1Л-6 Атланта х Гитте белая белая кремовая 2033 8.400 

 
Анализ содержания антиок-

сидантов у  гибридов и родитель-
ских пар. На данном этапе исследо-
вания было проведено изучение мас-
совой концентрации водораствори-
мых антиоксидантов в сортах и ги-
бридах картофеля, Анализ данных,  
представленны в табл. №4,   показал,  
что  для  каждого  сорта   характерно 

своё специфичное содержание анти-
оксидантов, гибриды наследуют 
данный признак по-разному, что 
обусловлено различным состоянием 
аллелей  родительских пар, а в ре-
зультате различными фенотипами, 
что и отражается физико-химичес-
кими характеристиками клубней в 
данном случае АОА. 

Таблица 4 
Содержания антиоксидантов у гибридов и родительских пар 

 Селек. Происхождение Окраска Цвет 

мяко-

ти 

АОА 

мг./кг. 

СКО 

 номер  клубня глазка    
1 1356-3 Кардинал х Конкорд с/жёлтая белая с/жёлтая 340 0.37 

2 мать Кардинал красная красная с/жёлтая 280 0.52 

3 отец Конкорд с/жёлтая белая жёлтая 240 0.43 

4 1313-103 Удача х Рокко розовая розовая кремовая 332 0.74 

5 мать Удача белая белая кремовая 600 0.56 

6 отец Рокко красная красная кремовая 280 0.36 

7 1385-1 Накра х Нида розовая розовая жёлтая 300 0.26 

8 мать Накра красная красная с/жёлтая 250 0.37 

9 отец Нида с/жёлтая белая с/жёлтая 480 0.37 

10 1396-1 Удача х Шурминский-2 с/розовая розовая кремовая 960 0.32 

11 отец Шурминский-2 с/жёлтая белая с/жёлтая 580 0.39 

 
Выводы 

1. Амперометрический метод 
может быть  применен для опреде-
ления суммарной антиоксидантной 

активности в продуктах биотехноло-
гий. 

2. Амперометрический метод 
не может быть использован при се-
лективной оценке определенного 
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антиоксиданта в суммарной пробе 
антиоксидантов. 

3. Амперометрический метод 
может быть использован для опре-
деления генотипический различий 
микроклубней биотехнологического 
картофеля по их сортовой принад-
лежности, так как массовая концен-
трация антиоксидантов специфична 
для каждого сорта. 

4. Предлагаемый метод изме-
рения позволяет с высокой степенью 
достоверности различать сорта и ги-
бриды картофеля, а также продукты, 
полученные биотехнологическим 
путем, а именно микроклубни кар-
тофеля, полученные in vitro. 

5. Предлагаемый метод изме-
рения может быть использован для 
проведения диагностики продуктов  
биотехнологии картофеля с целью 
сортовой идентификации. 

6. Предлагаемый метод может 
быть использован для отбора сортов 
картофеля с высоким АОА. 

7. Предлагаемый метод может 
быть использован для оценки состо-
яния картофеля (сохранность, болез-
ни и т.д.) и его пищевой ценности в 
период длительного хранения и воз-
можности использования в пищу. 

8. Массовая  концентрация  ан-
тиоксидантов  коррелирует  с  
устойчивостью картофеля к биоти-
ческим и абиотическим факторам. 
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