


РЕФЕРАТ 
 

Магистерская диссертация 61 с., 19 рис., 10 табл., 2 части, 51 источник. 

АНТИОКСИДАНТ, АНТИОКСИДАНТНАЯ АКТИВНОСТЬ, 

ГЕКСАЦИАНОФЕРРАТ (III) КАЛИЯ, ПОТЕНЦИОМЕТРИЯ, 

ФОТОМЕТРИЯ 

Объектами исследования являются низкомолекулярные 

антиоксиданты, их смеси и экстракты растительного сырья. 

Цель работы: определение антиоксидантной активности чая и 

экстрактов лекарственного растительного сырья потенциометрическим 

методом с использованием гексацианоферрата (III) калия в качестве модели 

окислителя. 

В работе представлены причины возникновения окислительного 

стресса, экзогенные антиоксиданты природного происхождения, описаны 

методы определения интегрального показателя антиоксидантной активности. 

В процессе работы определена антиоксидантная активность 

низкомолекулярных     антиоксидантов потенциометрическим     методом с 

использованием гексацианоферрата (III) калия в качестве модели окислителя, 

потенциометрическим титрованием, фотометрическим титрованием. 

В результате исследования определена антиоксидантная активность 

экстрактов различных сортов чая и лекарственного растительного сырья 

потенциометрическим методом с использованием гексацианоферрата (III) 

калия в качестве модели окислителя. 
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ABSTRACT 
 

Master's dissertation 61 p., 19 fig., 10 tab., 2 parts, 51 sources. 

ANTIOXIDANT, ANTIOXIDANT ACTIVITY, HEXASYANOFERRATE (III) 

POTASSIUM, POTENTIOMETRY, PHOTOMETRY 

The objects of research are low-molecular antioxidants, their mixtures and 

extracts of plant raw materials. 

Objective: To determine the antioxidant activity of tea and extracts of 

medicinal plant raw materials by potentiometric method using hexacyanoferrate 

(III) potassium as an oxidant model. 

The paper presents the causes of oxidative stress, exogenous antioxidants of 

natural origin, describes methods for determining the integral index of antioxidant 

activity. 

In the process of work, the antioxidant activity of low-molecular 

antioxidants was determined by potentiometric method using hexacyanoferrate 

(III) of potassium as an oxidizer model, potentiometric titration, photometric 

titration. 

As a result of the study, the antioxidant activity of extracts of various tea 

varieties and herbal plant raw materials was determined by the potentiometric 

method using potassium hexacyanoferrate (III) as an oxidant model. 
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АННОТАЦИЯ 
 

В рамках данной работы составлен аналитический обзор литературы по 

методам определения интегрального показателя антиоксидантной 

активности.      Проведено      исследование      антиоксидантной активности 

низкомолекулярных соединений, их смесей и экстрактов растительного 

сырья потенциометрическим методом с использованием окисленной формы 

металла. 
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ANNOTATION 
 

Within the framework of this work, an analytical review of the literature on 

methods for determining the integral index of antioxidant activity is made. A study 

was made of the antioxidant activity of low molecular weight compounds, their 

mixtures and plant extracts using a potentiometric method using an oxidized metal 

form. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 



Список принятых сокращений 

АКМ – активированные кислородные метаболиты 

АО – антиоксиданты 

АОА – антиоксидантная активность 
 

АФК – активные (реактивные) формы кислорода 

ПОЛ – перекисное окисление липидов 

ГЦФ - гексацианоферрат (III) калия 

БАД – биологически активные добавки 

БАВ – биологически активные вещества 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ЦВА – циклическая вольтамперометрия 

FRAP – железовосстанавливающая/антиоксидантная способность 

(ferric reducing/antioxidant power) 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 

ОФ – обращенно-фазовая хроматография 

ТСХ – тонкослойная хроматография 
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Введение 
 

В процессе дыхания около 95 % вдыхаемого кислорода расходуется на 

выработку энергии и окислительный метаболизм субстратов, однако 2-5% 

кислорода переходит в активные формы кислорода (АФК). АФК играют 

двойственную роль в организме человека, с одной стороны, являясь 

сигнальными молекулами, они служат для построения и обновления 

структурных элементов клеточных мембран, с другой стороны, избыточное 

количество АФК может привести к окислению важных органических 

молекул организма, например, ДНК. 

Регулирование процессов окисления и уровня, накапливающихся при 

этом в клетках организма АФК, осуществляется защитной антиоксидантной 

системой – одним из звеньев сложной системы адаптации организма. Под 

влиянием на организм человека неблагоприятных экологических факторов, 

повышенных физических и эмоциональных нагрузок, а также при 

длительных заболеваниях и в процессе старения образование активных форм 

кислорода в организме активизируется. Защитная антиоксидантная система 

перестает справляться со своей функцией регулятора содержания 

окислителей, вследствие этого, накапливается избыточное количество 

активных форм кислорода – развивается окислительный стресс, при котором 

требует применения веществ, обладающих антиоксидантными свойствами. 

В условиях окислительного стресса антиоксидантная система 

организма не может полностью подавлять избыточные реакции окисления, 

следовательно, существует необходимость во введении в организм человека 

дополнительных веществ с антиоксидантными свойствами. Для этого 

необходимо владеть информацией как о состоянии антиоксидантной системы 

организма, так и об антиоксидантной активности (АОА) потребляемых 

препаратов, биодобавок, продуктов питания, напитков.      Поэтому 

исследование экстрактов растительного сырья как природных источников 

антиоксидантов является современной актуальной задачей. 
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Существует ряд методов определения антиоксидантной активности. На 
 

сегодняшний день наиболее широко используют оптические, 

электрохимические     и     хроматографические     методы исследования для 

определения антиоксидантной активности. 

Среди существующих методов исследования АОА следует отметить 

электрохимические методы, как наиболее простые и информативные. В 

данной группе методов одним из перспективных является 

потенциометрический метод определения АОА. 

Растительные травы и чаи в настоящее время представляют особый 

интерес, так как являются одними из наиболее часто употребляемых 

напитков. Поскольку в розничной сети представлен широкий ассортимент 

данной продукции, необходим экспрессный и достоверный метод для 

определения их полезных свойств. В виду того, что растительные экстракты 

представлены широким кругом различных соединений, в том числе 

полифенольной природы, одним из таких свойств может выступить 

интегральный показатель АОА. 

Цель данной работы заключается в определении антиоксидантной 

активности экстрактов растительного сырья потенциометрическим методом с 

использованием гексацианоферрата (III) калия (ГЦФ) в качестве модели 

окислителя. 

Для достижения данной цели необходимо решить следующие задачи: 
 

1.       Определить       АОА       индивидуальных       низкомолекулярных 

антиоксидантов      и      их      смесей      потенциометрическим      методом      с 

использованием в качестве модели окислителя гексацианоферрата (III) калия; 

2.      Определить           стехиометрические      коэффициенты      реакции 

взаимодействия           антиоксидантов           с           K3[Fe(CN)6]           методами 

потенциометрического и фотометрического титрования; 
 

3. Исследовать антиоксидантную активность экстрактов чая и 

экстрактов     растительного     лекарственного     сырья     с     использованием 

предложенного подхода; 
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4. Провести корреляционные исследования результатов определения 
 

антиоксидантной активности экстрактов лекарственного растительного 

сырья и общего содержания полифенолов. 
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Литературный обзор 
 

1 Исследование природных экзогенных антиоксидантов и 

существующих методов определения АОА 

Во всех живых организмах постоянно протекают реакции с 

образованием     химических соединений, которые получили название 

«активные (реактивные) формы кислорода» (АФК): (супероксидный анион-

радикал),               (синглетный     кислород),     Н2О2        (перекись     водорода), 

(гидроксильный радикал), OCl‾, RO2˙ и др. Многие из них имеют 

неспаренный электрон и являются свободными радикалами. Избыток именно 

этих соединений считают ответственным за развитие окислительного стресса 

[1]. 

Применительно к биологическим системам понятия «свободные 

радикалы» и «активные (реактивные) формы кислорода» не всегда 

совпадают. Неспаренный электрон может быть локализован на атомах 

углерода, серы, азота. С другой стороны, многие содержащие кислород 

молекулы, такие, как перекись водорода, синглетный кислород, 

гипогаллоиды, не будучи радикалами, взаимодействуют с органическими 

молекулами через радикальные механизмы. Для обозначения таких 

химических соединений используют понятие «активированные кислородные 

метаболиты» (АКМ) (Рисунок 1), под которыми подразумевают широкий 

класс кислородсодержащих соединений радикальной и нерадикальной 

природы [1]. 
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Рисунок 1 - Свободные радикалы и активные кислородные соединения 

Таким образом, АКМ – это высокореакционноспособные 

кислородсодержащие соединения, образующиеся в живых организмах в 

результате неполного восстановления молекулярного кислорода [2]. 

1.1 Экзогенные антиоксиданты 
 

Антиоксидант – любое вещество, которое, присутствуя в низких по 

сравнению с окисляемым субстратом концентрациях, существенно 

задерживает или ингибирует его окисление [2]. 

По химической природе антиоксиданты представляют собой широкий 

класс соединений: фенолы и полифенолы (токоферолы, эвгенол, 

пирокатехин, производные     галловой кислоты),     флавоноиды     (рутин, 

кверцетин), стероидные гормоны (лецитин, кефалин) и многие другие 

соединения. 

В зависимости от растворимости различают жирорастворимые 

(витамины Е, А, К, стерины, убихинон) и водорастворимые (витамины С, В6, 

РР, серотонин, SH-содержащие соединения) антиоксиданты. 

По молекулярной массе выделяют группу низкомолекулярных 

антиоксидантов (глутатион, аскорбат, β-каротин, α-токоферол, мочевая 

кислота)     и высокомолекулярных, не способных     проникать через 

биологические барьеры (ферритин, каталаза, пероксидазы и др.) 

Другим критерием для классификации антиоксидантов является место 

их образования и путь проникновения в организм. С этой позиции их можно 

классифицировать на: экзогенные антиоксиданты - поступающие в организм 
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с пищей; эндогенные антиоксиданты - синтезированные в организме и 
 

переносимые в место действия гуморальной системой [3]. 
 

На сегодняшний день в литературе описано огромное количество 

природных и синтетических антиоксидантов. Следует отметить, что 

вследствие значительного разнообразия структур и свойств антиоксидантов 

до настоящего времени не было предложено универсального варианта их 

классификации. Даже деление АО на природные и синтетические является 

достаточно условным, так как многие природные соединения в процессе 

экстрагирования и получения товарной формы подвергаются различной 

химической модификации. Например, для фармакологического применения 

витамин Е выпускается в виде токоферола ацетата, который в модельных 

экспериментальных системах не проявляет антиоксидантных свойств, 

однако, попадая в живой организм, быстро гидролизуется и переходит в 

биологически активную фенольную форму α-токоферола . 

Природные антиоксиданты являются ключевым звеном в 

функционировании ферментативных систем, регулирующие как скорость 

образования перекисей, так и скорость их утилизации. Кроме того, их 

стационарная концентрация в мембране контролируется собственной 

физико-химической        регуляторной        системой.        Именно        участием 

антиоксидантов в работе этих двух важнейших регуляторных систем 

объясняется их     особая роль     в     протекании     большого     комплекса 

метаболических процессов как в норме, так в патологии [4]. 

Приведем классификацию природных низкомолекулярных 

антиоксидантов по их химической структуре. 

1.1.1 Антиоксиданты, имеющие в составе фурановый цикл 

Аскорбиновая кислота (витамин С) – γ-лактон 2,3-дегидрогулоновой 

кислоты (рисунок 2). Аскорбиновая кислота является важным 

антиоксидантом плазмы человека. В молекуле аскорбиновой кислоты 

присутствуют две енольные группы, которые определяют его донорно- 

акцепторные свойства. 
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Рисунок 2 - Структурная формула аскорбиновой кислоты 
 
 
 

Как антиоксидант она вступает во взаимодействие со многими АКМ: 

гипохлоритом, синглетным кислородом, супероксидным анион-радикалом, 

гидроксильным и перекисными радикалами [5]. 

1.1.2 Серосодержащие антиоксиданты 
 

Цистеин (α-амино-β-тиопропионовая кислота; 2-амино-3-

меркаптопропановая кислота) — алифатическая серосодержащая 

аминокислота (рисунок 3). Цистеин — заменимая аминокислота. Он может 

синтезироваться в организме млекопитающих из серина с участием 

метионина как источника серы, а также АТФ и витамина В6. Содержится в 

продуктах питания с высоким уровнем белка. Один из самых мощных 

антиоксидантов, при этом его антиоксидантное действие усиливается при 

одновременном приеме витамина С и селена. 

 
 
 
 
 
 
 

Рисунок 3 – Структурная формула цистеина 
 

Важную роль в антиоксидантной защите организма играют 

легкоокисляющиеся пептиды, в состав которых входят SH-содержащие 

аминокислоты: цистеин, цистин, метионин, глутатион [6]. 

Глутатион (2-амино-5-{[2-[(карбоксиметил)амино]-1-(меркаптометил)-

2-оксоэтил]амино}-5-оксопентаноевая кислота) — это трипептид γ-

глутамилцистеинилглицин. Значение     глутатиона в клетке     определяется 

его антиоксидантными свойствами (рисунок 4). 
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Рисунок 4 – структурная формула глутатиона 
 
 
 

Фактически глутатион не только защищает клетку от 

токсичных свободных радикалов, но и в целом определяет окислительно-

восстановительные характеристики внутриклеточной среды. Глутатиoн в 

восстановленной     форме может     функционировать как     антиоксидант 

несколькими способами химически взаимодействовать с синглетным 

кислородом, супероксидом и радикалами гидроксила или на прямую 

разрушать свободные радикалы; стабилизировать мембранную структуру 

перемещением      ацилпероксидов,      образующихся      путем      перекисного 

окисления липидов [7]. 

1.1.3 Полифенольные антиоксиданты 
 

Спектр фармакологической активности полифенольных соединений 

включает антиоксидантное, антигипоксическое, противоопухолевое, 

дезинтоксикационное,                 биостимулирующее,                 регенераторное, 

противовоспалительное и адаптогенное действие, а также влияние на 

иммунную, эндокринную и другие системы организма [8]. 

Простые фенольные соединения (одно-, двух-, трехатомные фенолы) в 

свободном виде практически не встречаются в растениях, хотя выявляются в 

следовых количествах (рисунок 5). В гораздо большей степени представлены 

их производные [9]. 
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Пирокатехин                    Резорцин          Пирогаллол 

Рисунок 5 – некоторые фенольные антиоксиданты 

 
 

Оксибензойные кислоты широко встречаются в разных органах 
 

растений [10]. Эти фенольные соединения – одни из типичных вторичных 
 

метаболитов растений. Наиболее известными представителями являются: 

оксибензойная, протокатеховая, ванилиновая, галловая, гентизиновая, 

салициловая, сиреневая кислоты (рисунок 6). Кроме того, оксибензойные 

кислоты входят в структуру эфиров. Некоторые кислоты, как, например, 

галловая, встречаются в виде димеров [11]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Галловая кислота Парагидроксибензойная кислота 

Рисунок 6 – Наиболее известные представители оксибензойных кислот 

 
 

Оксикоричные кислоты играют важную роль в обмене веществ и 

служат биогенетическими предшественниками подавляющего большинства 

других фенольных соединений. Наиболее известными представителями 

являются оксикоричная, кофейная, феруловая и синаповая кислоты (рисунок 

7). У растений оксикоричные кислоты также представлены в виде эфиров или 

полимеров. Наиболее известным примером является куркумин, состоящий из 

двух молекул феруловой кислоты. В тканях ряда животных оксикоричные 

кислоты могут также возникать в процессе метаболизма полифенолов [12]. 
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Рисунок 7 – Кофейная кислота 
 
 
 

Кумарины отличаются от оксикоричных кислот тем, что боковая 

трехуглеродная группировка замыкается через атом кислорода в 

дополнительный шестичленный гетероцикл [13]. Кумарин – летучий 

компонент многих растений, обладающий       приятным запахом 

свежескошенного сена (рисунок 8). 

 
 
 
 
 
 
 

Рисунок 8 – кумарин 
 
 
 

Стильбены не являются в полном смысле вторичными метаболитами. 

Основными представителями служат: ресвератрол, птеростильбен, 

пиносильвин, рапонтицин [14]. 

Флавоноиды – самый многочисленный класс природных фенольных 

соединений. Они представляют собой полифенолы, структурной основой 

которых служит флавоновое ядро, содержащее два ароматических кольца, 

соединенных С3 -мостиком. Флавоноиды можно также рассматривать как 

производные хромана [15]. 

В зависимости от структуры ядра выделяют катехины, 

лейкоантоцианы, антоцианы, флавононы, флавоны, флавонолы, халконы 

(рисунок 9). Флавоноиды придают розовый, красный, лиловый, фиолетовый, 

голубой цвет фруктам, овощам, цветам [16]. 

Флавоноиды взаимодействуют с гидроксильным радикалом, 
 

супероксид-радикалом, перекисными радикалами. Образующиеся при этом 
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радикалы флавоноидов активно вступают в реакции 
 

диспропорционирования. Флавоноиды широко представлены в овощах, 

фруктах, цветах, семенах растений, орехах, коре деревьев, и поэтому 

являются важной составной частью рациона питания животных и человека 

[17]. 
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Рисунок 9 - Структурные формулы некоторых классов флавоноидов 

 
 

1.1.4 Провитаминные антиоксиданты 
 

Токоферолы. Так же, как и флавоноиды, токоферолы являются 

производными хромана (6-гидроксихроманами с изопреновыми 

заместителями).     Витамин     Е имеет четыре формы,     проявляющие 

антиоксидантную активность: токоферолы α, β, γ и δ [18]. В чистом виде α – 

и β – токоферолы были выделены из зародышей пшеницы в 1936 г. [19]. 

Токоферолы эффективно элиминируют супероксидный анион-радикал, 

синглетный кислород, пероксирадикалы, ОН-радикал, индуцированные 

ROO- и ОН-радикалами процессы ПОЛ и окисление липидов низкой 

плотности. В клетках животных в наибольших концентрациях присутствует 

α-токоферол (рисунок 10) [20]. 
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Рисунок 10 - Структурная формула α-токоферола (5,7,8-триметилтокола) 
 
 

Каротионоиды относятся к группе жирорастворимых растительных 
 

пигментов, которые придают характерную окраску овощам и фруктам, они 

синтезируются растениями, морскими водорослями и некоторыми 

микроорганизмами. Обширная группа каротиноидов подразделяется на 2 

подкласса: каротины, имеющие в составе исключительно углерод и водород, 

и ксантофиллы, в состав которых также входят молекулы кислорода (рисунок 

11). Каротиноиды обладают антиканцерогенным действием, что делает их 

важным элементов защиты генома клеток от окислительных повреждений 

[21]. 

 
 
 
 
 
 
 

Рисунок 11 – структурная формула β-каротина 
 
 
 

Большой интерес при изучении антиоксидантной активности вызывают 

лекарственные травы, так как большое количество фенольных АО 

обуславливают их антиоксидантное, противовоспалительное, антимикробное 

и спазмолитическое действия. Содержание флавоноидов в растительном 

сырье является важнейшим показателем их биологической ценности. Другой 

важнейшей характеристикой сырья является присутствие аскорбиновой 

кислоты, так как к прочим ее свойствам, она проявляет синергизм действия с 

флавоноидами в регуляции окислительно-восстановительных процессов. 

Присутствующие в сырье аминокислоты, оказывают расслабляющее и 

успокаивающее действие [22]. 
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Эффективность действия лекарств из дикорастущих растений зависит 
 

от качества сырья и соблюдения основных правил их приготовления. При 

нарушении технологических приемов часть полезных веществ — витамины, 

фитонциды, окислительные ферменты, эфирные масла и др. — разрушается, 

и лекарство окажется недейственным [23]. 

Одним из широко распространенных напитков является чай. В состав 

чая входят следующие вещества: катехины (эпикатехин, эпигаллокатехин, 

эпикатехингаллат, эпигаллокатехингаллат), теарубины, флаванолы, 

гликозиды флавонолов, гликозиды кверцетина, теафлавины. Зеленый чай 

содержит также некоторое количество окисленных катехинов. Общее 

относительное содержание катехинов составляет от 60 до 80% всех 

флавоноидов в зеленом и от 6 до 24% – в черном чае, что обеспечивает 

несколько более высокие антиоксидантные свойства зеленого чая [24]. 

Известно, что антиоксиданты чая способны стимулировать активность 

ряда ферментов антиоксидантной защиты организма, а так же ингибировать 

процессы перекисного окисления липидов, индуцированные металлами 

переходной валентности [25]. 
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1.2 Методы определения антиоксидантной активности 

Оксидант/антиоксидантный баланс организма определяют 

окислительно-восстановительные реакции, поэтому общие принципы 

определения интегральной антиоксидантной активности базируются именно 

на окислительно-восстановительных реакциях и могут быть реализованы 

разными способами: химическими и физико-химическими. 

Классификация методов определения АОА: 

1.Химические; 

1) окислительно-восстановительно титрование, 

2.Спектроскопические 

1) FRAP, CRAC, CUPRAC 

3.Электрохимические; 

1)кулонометрические, 

2) амперометрические, 

3)вольтамперометрические, 

4) потенциометрические. 

1.2.1 Химические методы 
 

Известен метод окислительно-восстановительного титрования с 

использованием перманганата калия в качестве окислителя для определения 

антиоксидантной активности. Метод оценки АОА заключается в том, 

что 0,05 Н раствор перманганата калия в 0,024 М растворе серной кислоты 

титруют при комнатной температуре раствором анализируемой пробы до 

обесцвечивания и расчет концентрации биологически активных веществ 

(БАВ) проводят по формуле в пересчете на кверцетин. 

Если биологически активное вещество находится в твердом или 

сыпучем состоянии, то берут точную навеску 1 г., настои и отвары 

лекарственных трав готовят по ГФ XI. Показателем относительной АОА 

служит объем препарата (объекта) в миллилитрах, израсходованный на 

титрование 1 мл 0,05 Н раствора перманганата калия. Чем меньше объем 

препарата, израсходованный на титрование, тем выше антиокислительная 
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активность препарата. Для количественной оценки АОА препаратов 
 

(объектов) вводится показатель активности - В. Эта величина представляет 

собой сумму БАВ восстанавливающего характера и выражается количеством 

миллиграммов кверцетина в 1 мл или 1 г препарата (объекта). Чем выше 

величина В, тем более высокой АОА обладает объект. Расчет показателя 

АОА, которому соответствует концентрация БАВ восстанавливающего 

характера в пересчете на кверцетин (в мг/г), проводят по формуле 1: 

 
 

(1) 
 
 
 

где B - концентрация биологически активных веществ 

восстанавливающего характера исследуемого объекта, израсходованного на 

титрование 1 мл 0,05 Н раствора перманганата калия, мг/г 

Ck - концентрация кверцетина в растворе, израсходованном на 

титрование 1 мл 0,05 Н раствора перманганата калия, мг/мл; 

Vk - объем раствора кверцетина, израсходованный на титрование 1 мл 

0,05 Н раствора перманганата калия, мл; 

Vо - объем исследуемого раствора, мл; 
 

Vx - объем раствора исследуемого объекта, израсходованный на 

титрование 1 мл 0,05 Н раствора перманганата калия, мл; 

m - масса навески исследуемого объекта, г. [26]. 

Недостатком данного метода является визуальная фиксация точки 

эквивалентности, что увеличивает погрешность анализа. 

Также известен идентичный метод фотометрического титрования по 

Леветалю с оптической детекцией. Модификации данного метода широко 

используются в чайной промышленности [27]. 
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1.2.2 Физико-химические методы 
 

1.2.2.1 Спектроскопические методы 
 

Одним из широко используемых методов определения суммарной 

антиоксидантной активности сложных объектов является 

спектроскопический метод FRAP. 

Метод FRAP (ferric reducing/antioxidant power), основан на способности 

антиоксидантов восстанавливать ион железа(III). При фотометрическом 

определении железовосстанавливающей способности антиоксидантов 

используют индикаторные системы, в состав которых входит Fe(III) и 

органический     реагент, который образует окрашенный комплекс с 

восстановленной формой железа (Fe(II)). В качестве таких соединений 

применяют трипиридилтриазин [28], гексацианоферрат калия [29], 2,2′-

дипиридил, о-фенантролин [30]. Индикаторные системы с двумя последними 

реагентами      характеризуются более высокими значениями редокс-

потенциалов (0.97 и 1.19 В соответственно), что позволяет расширить круг 

определяемых веществ. Выбор длины волны, при которой проводится 

определение АОА, зависит от индикаторной системы. 

В литературе описан ряд спектрофотометрических методик 

определения АОА пищевых продуктов, основанных на окислительно-

восстановительной реакции Fe (III)/Fe (II): известны методы определения 

аскорбиновой кислоты по интенсивности окраски комплекса Fe (II) — 

пиридил-2,6-дикарбоновая кислота [31], Fe (II) — ферроцин [32]. 

Методика FRAP для оценки АОА пищевых продуктов с 

использованием этих систем имеет удовлетворительную чувствительность. 

Методика метрологически обоснована, однако, в круг определяемых этим 

методом соединений      не      входят сульфгидрильные      SH-содержащие 

антиоксиданты, такие как глутатион и цистеин, поэтому получаемая этим 

методом     информация     не дает полное представление     о состоянии 

антиоксидантной системы [33]. 

 

24 



Помимо восстановления Fe3+ может быть использовано восстановление 

антиоксидантами Ce4+     (λ=320 нм) - CRAC (Сeric Reducing Antioxidant 

Capacity) и Cu2+ (λ=450 нм) - CUPRAC (Сupric ion Reducting Antioxidant 

Capacity) [34]. 

Недостаточная изученность природных связей АО и трудоемкость 

получения многомерных градуировок препятствуют широкому применению 

спектроскопических методик. 

1.2.2.2 Электрохимические методы 
 

Поскольку окислительно-восстановительные реакции, определяющие 

антиоксидант/оксидантный баланс организма, имеют электрохимическую 

природу, именно эти методы оценки указанного параметра возможно 

рассматривать, как максимально полно отвечающие природе явления. 

Электрохимические методы характеризуются высокой 

чувствительностью и экспрессностью, предел обнаружения полифенолов и 

флавоноидов находится на уровне 10–9–10–12 г. 

1.2.2.2.1 Амперометрический метод 
 

Амперометрический метод позволяет непосредственно измерять 

содержание всех АО в пробе. Другие методы – непрямые, в них измеряется 

ингибирование реакционных смесей (свободных радикалов), генерированных 

определенными реакциями. 

Определение суммарного содержания антиоксидантов в продуктах 

растительного происхождения проводится с амперометрическим 

детектированием.     Амперометрическое детектирование заключается в 

измерении электрического тока в ячейке, возникающего при окислении 

(восстановлении) анализируемого вещества на поверхности рабочего 

электрода при подаче на него потенциала +1,3 В. Таким образом, при 

применении     амперометрического     детектирования     регистрируется ток, 

электрохимического окисления      АО,      протекающего      через ячейку. 

Чувствительность амперометрического детектора очень высокая из-за малых 

величин шумов, порядка 10-12 А. В качестве материала рабочего электрода 
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используется стеклоуглерод, который наиболее универсален при 
 

определении полифенольных соединений [35]. 
 

1.2.2.2.2 Кулонометрический метод 
 

Разработан ряд методов оценки антиоксидантных свойств, основанных 

на кулонометрическом титрования электрогенерированными титрантами. В 

качестве электрогенерированных титрантов используются галогены (Cl2, I2, 

Br2), генерацию которых осуществляют из растворов (KCl и KBr). Конечную 

точку титрования фиксируют амперометрически с двумя поляризованными 

платиновыми электродами. Антиоксидантную емкость рассчитывают, как 

количество электричества, затраченное на титрование, в пересчете на 100 г 

сухого вещества (или 100 мл) по формуле 2: 

 , (2) 
 

где I — сила тока, А; 
 

t — время достижения конечной точки титрования, с; 

V1 — антиоксиданта, мл; 

V2 — объем аликвоты, мл [36]. 
 

Запатентована модификация данного метода определения 

антиоксидантной емкости в растительном сырье в пересчете на танин путем 

кулонометрического титрования. Метод отличается тем, что в основе лежит 

взаимодействие исследуемого образца с кулонометрическим титрантом -

гипоиодит-ионами,        образующимися        при        диспропорционировании 

электрогенерированного йода в щелочной среде, причем электрогенерация 

титранта осуществляется из 0,1 М раствора йодида калия в фосфатном 

буферном растворе (рН=9,8) на платиновом электроде при постоянной силе 

тока 5,0 мА [37]. 

1.2.2.2.3 Вольтамперометрический метод 
 

Возможно применение циклической вольтамперометрии (ЦВА) для 

определения АОА экстрактов растений [38,39]. Антиоксидантные свойства в 

этом случае оцениваются как сочетание нескольких параметров. Параметр 
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Е1/2, то есть потенциал полупика, необходим для идентификации веществ, 

образующих пики тока при анодной развертке. Величина пика анодного тока 

или площадь под анодной кривой отражают концентрацию антиоксидантов. 

С помощью метода ЦВА исследовали биологические жидкости, а также 

водно-ацетонитрильные экстракты овощей и фруктов[40]. Результаты 

исследований показали, что на количество анодных волн и величину Е1/2 

оказывают существенное влияние не только материал и форма рабочего 

электрода и другие особенности проведения ЦВА, но и качественный состав, 

«матрица» экстракта. Расположение максимумов тока на анодных кривых, 

полученных для экстрактов различных органов, при прочих равных условиях 

может смещаться в пределах более, чем 200 мВ. Такое смещение, как и 

появление дополнительных анодных волн, требует применения других 

исследовательских процедур, подтверждающих качественный состав 

антиоксидантов и их количество, например, жидкостной хроматографии 

высокого давления [41]. 

Также запатентован метод циклической вольтамперометрии (ЦВА) -

способ определения суммарной активности антиоксидантов, где в качестве 

модельной реакции используют процесс электровосстановления кислорода 

на ртутно-пленочном электроде, идущий по механизму, аналогичному 

восстановлению кислорода во многих объектах искусственного и природного 

происхождения[42]. Процесс электровосстановления О2 на электроде идет в 

несколько стадий с генерацией на поверхности электрода активных форм 

кислорода. Для определения активности антиоксидантов предложено 

использовать первую волну ЭВ О2, когда на поверхности ртутно-пленочного 

электрода образуются активные кислородные формы и перекись водорода 

как конечный продукт [43,44]. 

1.2.2.2.4 Потенциометрический метод 
 

Достаточно простым и информативным является потенциометрический 

метод с медиаторной системой, который адаптирован к анализу широкого 

круга объектов. Медиатором служит система K3[Fe(CN)6]/ K4[Fe(CN)6]. 
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В качестве модели окислителя для потенциометрического определения 
 

антиоксидантной активности использовали окисленную форму металла в 

составе комплексного соединения. Потенциал измеряли после прохождения 

химической реакции между антиоксидантами исследуемого образца и 

используемым реагентом, и последующей добавки реагента или образца. 

Изменение потенциала при этом происходит в результате протекания 

химической реакции в растворе: 

nМеOxL + АО = nМеRedL + АОOx, 
 

где МеOxL – окисленная форма металла в составе комплексного 

соединения; 

МеRedL - восстановленная форма металла в составе комплексного 

соединения; АО-антиоксидант; 

АОOx – продукт окисления антиоксиданта [45]. 
 

Таким образом, существует большое количество методов оценки 

интегральной антиоксидантной активности. 

Одним из недостатков методов, применяемых для оценки интегральной 

АОА, является использование сильных окислителей (Се4+, Cl2) с высокими 

значениями потенциалов, поэтому в круг соединений, определяемых этим 

методом, могут входить и те соединения, которые не обладают 

антиоксидантными свойствами. 

Следует отметить, что антиоксидантная активность является сложной, 

интегральной величиной. Она не связана с содержанием конкретного 

соединения, а отражает свойство системы в целом, поэтому для 

характеристики       состояния антиоксидантной       системы       организма 

целесообразно      использовать      методы определения антиоксидантной 

активности как интегрального параметра[46]. 

При рассмотрении различных подходов и методов определения 

антиоксидантной активности, результаты в значительной мере зависят от 

избранного метода определения АОА. К сожалению, результаты определения 

антиоксидантной активности, могут значительно отличаться при 
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использовании различных методов. Также отсутствие единой терминологии в 
 

данной области затрудняет сравнение результатов. 
 

Таким образом, на сегодняшний день спектр методов определения 

суммарной антиоксидантной активности веществ очень разнообразен. 

Однако зачастую сравнение данных, полученных разными методами, не 

представляется возможным, поскольку методы основаны на различных 

принципах измерения, модельных системах, имеют разную размерность 

показателя АОА. В результате каждый исследователь выбирает готовый, 

создает новый или модифицирует уже известный метод, исходя из своих 

целей и возможностей [47]. 
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2 Экспериментальная часть 
 

2.1 Реактивы и оборудование 
 

Потенциал измеряли с использованием прибора рН-метра "Эксперт-рН" 

(ООО «Эконикс-эксперт», Москва) с функцией измерения ЭДС и 

интерфейсом RS-232. 

Применяли двухэлектродную электрохимическую ячейку: 

редоксметрический платиновый электрода ЭПВ-1 и хлоридсеребряный 

электрод ЭВЛ – 1М (Ag/AgCl / 3 моль/дм3 KCl) («Гомельский ЗИП», г. 

Гомель, Беларусь). 

Все измерения проводили при постоянном перемешивании. 

Взвешивания проводили на аналитических весах Shimadzu AUX220 1-го 

класса точности. 
 

Оптическую плотность измеряли с помощью спектрофотометра 

Evoluton 201 с кварцевыми кюветами объемом 3 мл, толщина кюветы 1 см. 

В работе использовали следующие реактивы: 
 

 К4[Fe(CN6)], К3[Fe(CN6)] (Реахим, Россия), квалификация х.ч.; 
 

 KH2PO4, Na2HPO4·12H2O (Реахим, Россия), квалификация ч.д.а. 

(буферная система); 

 реактив Фолина-Чокальтеу (10г Na2WO4·2H2O, 2,5г 

Na2MoO4·2H2O, 5мл 85% H3PO4, 10мл 35% HCl, 15г Li2SO4·H2O, 100мл H2O); 

 аскорбиновая кислота (Fluka, Германия); 

 L-цистеин гидрохлорид (Fluka, Германия); 

 глутатион (Fluka, Германия); 

 галловая кислота (Sigma, США); 

 пирогаллол (Sigma, США); 

 кофейная кислота (Sigma, США); 

 катехин (Sigma, США). 
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Название Структура 

 
 

Аскорбиновая кислота 

 

 

Цистеин 

 

 

Глутатион 

 

 

Кофейная кислота 

 

 

Галловая кислота 

 

 
 

Пирогаллол 

 

 
 

Катехин 

 

 
 

Кверцетин 

 

 

2.2 Объекты исследования 
 

В качестве объектов исследования выбраны антиоксиданты, входящие 

в состав чайного листа и лекарственных трав (Таблица 1). Приведенные 

антиоксиданты имеют в составе молекулы функциональные -ОН и -SH 

группировки, наличие которых обуславливает антиоксидантные свойства. 

 
 

Таблица 1 – Исследуемые антиоксиданты 
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1. Для проведения анализа готовили модельные растворы 
 

индивидуальных антиоксидантов и их смеси. Для этого АО растворяли в 

дистиллированной воде, кроме кофейной кислоты (растворяли в смеси 

спирта с водой в соотношении 1:1), и кверцетина (для растворения добавляли 

несколько капель 0,1 М NaOH и доводили до метки водой). 

2. В качестве лекарственного растительного сырья для 

исследования АОА выбраны следующие объекты: пустырника трава, березы 

листья, ромашки цветки, солодки корни, мяты перечной листья, душицы 

трава, зверобоя трава, ноготков цветки (ОАО ―Красногорсклексредства‖, 

Красногорск); эхинацеи измельченная трава, полыни горькой трава (ЗАО 

―Иван-Чай‖,     Москва).     Водные настои     готовили по     рецепту для 

соответствующего растительного сырья: 1.5 г (эхинацеи измельченная трава), 

3 г (пустырника трава, ноготков цветки, березы листья, зверобоя трава, 

ромашки цветки), 4.5 г (мяты перечной листья), 6 г (душицы трава), 8 г 

(солодки корни), 10 г (полыни горькой трава) помещали в стеклянную 

посуду, заливали 200 мл воды (исходная температура 95°C), закрывали 

крышкой и нагревали на кипящей водяной бане 15 мин, охлаждали при 

комнатной температуре, отфильтровывали, оставшееся сырье отжимали. 

Полученный настой разбавляли водой до 200 мл. 

3. Определение АОА проводилось на следующих сортах чая: 

зеленый (Каждый день, Китайский зеленый чай), черный (Marcony, Nadin, 

Greenfield Eral Gray Fantasy, Rumuk Black tea, Ahmad Breakfast), травяной 

(Травяной сбор для похудения, Травяной сбор «Витаминный», Отличное 

зрение). Экстракты чая готовили по ГОСТ 19885-74 [48]. Для приготовления 

экстракции различных сортов чая был взят чай разовой заварки (в 

пакетиках). Масса чая составляет 2,5 г. Навеску чая помещали в колбу 

вместимостью 250 см3, приливали 200 см3 кипящей дистиллированной воды 

и ставили на водяную баню. Экстракцию вели в течение 45 мин. Экстракт 

фильтровали. Фильтрат переносили в мерную колбу вместимостью 250 см3, 

охлаждали, доводили дистиллированной водой до метки. 
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2.3. Определение антиоксидантной активности индивидуальных 
 

антиоксидантов и их модельных растворов 
 

2.3.1. Потенциометрический метод определения антиоксидантной 

активности с использованием окисленной формы металла в составе 

комплексного соединения 

 
 

Определение антиоксидантной активности проводили с помощью 

потенциометрического метода с использованием о гексацианоферрата (III) 

калия. Использование данного комплексного соединения обосновано как с 

термодинамической точки зрения, так и с точки зрения получения 

оптимального аналитического сигнала. Потенциал измеряли после 

прохождения химической реакции между антиоксидантами исследуемого 

образца и используемым окислителем, и последующей добавки окислителя. 

Изменение потенциала при этом происходит в результате протекания 

химической реакции в растворе: 

nFe(III) + АО = nFe(II) + АОOx, 

где АО-антиоксидант; 

АОOx – продукт окисления антиоксиданта; 
 

n - коэффициент, соответствующий числу функциональных групп в 

молекуле, обеспечивающих антиоксидантные свойства соединения. 

За счет избытка окислителя в системе после прохождения химической 

реакции с антиоксидантами равновесие между окисленной формой металла в 

комплексном соединении и образовавшейся восстановленной формой 

комплекса металла устанавливается быстро. 

После введения в раствор образца, содержащего антиоксиданты, 

потенциал системы можно выразить уравнением (3): 

E1 E
0  b  lg

COx X 

, (3) 
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X 

' 

(1 

' 

где Е1     – потенциал, измеренный после введения первой добавки 

исследуемого образца, В; 

COx – концентрация комплексного соединения, содержащего 

окисленную форму металла, M; 

X – концентрация антиоксидантов в исследуемом образце, М. 
 

После второй добавки окислителя и прохождения химической реакции 

между окисленной формой металла в комплексе и антиоксидантами, при 

добавлении реагента, потенциал можно выразить формулой 4: 

E2 E
0  b  lg

COx X  СOx 

(4) 
 

где Е2 – потенциал, измеренный после введения добавки реагента, В; 

C’Ox – концентрация комплексного соединения, содержащего 

окисленную форму металла во второй добавке, M. 

Антиоксидантную активность рассчитывают по формуле 5: 

AOA 
COx  (1



)СOx 

, (5) 

где 10(E1E2 )nF / RT 2,303 

Так как в состав молекулы антиоксиданта может входить несколько 

функциональных групп с антиоксидантными свойствами, под АОА 

понимается эффективная эквивалентная концентрация антиоксидантов, 

вступивших в реакцию с K3[Fe(CN)6] [49]. 

Анализ проводится в 5 мл фосфатного буфера при рН=7,4 и 
 

постоянном перемешивании. В буферный раствор, содержащий окислитель 

K3[Fe(CN)6] с концентрацией 3,0∙10-4 - 5,0∙10-4 М, вносят аликвоту АО с 

концентрацией 10-4 М, после установления равновесия в системе, вводится 

последующая добавка окислителя. Типичный вид зависимости потенциала от 
 

времени при использовании предложенного подхода приведен на рисунке 11. 
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Концентрация железа подбиралась в зависимости от концентрации АО. 
 

По расчетным зависимостям были выбраны интервалы концентраций 

окислителя для анализа, обеспечивающие оптимальную чувствительность 

метода. 

 

1 
 
 
 
 
 
 
 

2 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рисунок 11 – Зависимость потенциала от времени при добавлении к 

0,5мМ K3[Fe(CN)6] 0,1мМ аскорбиновой кислоты (1) и 0,1мМ цистеина (2) и 

последующей добавки 0,5мМ [K3[Fe(CN)6] 
 
 
 

В качестве исследуемых образцов, были выбраны растворы известных 
 

низкомолекулярных антиоксидантов природного происхождения, входящие в 

состав лекарственных трав (Таблица 2). 
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Таблица 2 – Результаты определения АОА исследуемых 
 

антиоксидантов, полученные потенциометрическими методами с 

использованием K3[Fe(CN)6] в качестве модели окислителя (n=5, Р=0,95) 

 
 
 
 

АО 

 
 
 

С введено, 
104 М 

 
 
 

АОА, 104 М-экв 

 
 
 
 

f* 

 
 
 
 

Sr 

Аскорбиновая 

кислота 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1,00 

 

2,10±0,13 

 

2,10 

 

0,03 

 

Цистеин 

 

0,85±0,08 

 

0,85 

 

0,07 

 

Глутатион 
 

0,94±0,04 
 

0,94 
 

0,05 

 

Кофейная кислота 

 

3,69±0,02 

 

3,69 

 

0,01 

 

Галловая кислота 

 

2,89±0,11 

 

2,89 

 

0,05 

 

Пирогаллол 

 

3,13±0,16 

 

3,13 

 

0,05 

 

Катехин 

 

3,84±0,08 

 

3,84 

 

0,05 

 

Кверцитин 
 

5,19±0,36 

 

5,19 

 

0,03 

*f - [АОА]/0,0001 – фактор эквивалентности, соответствующий числу электронов, 

участвующих в реакции окисления антиоксидантов гексацианоферратом (III) калия 

 
 

Составлены модельные смеси исследуемых антиоксидантов в 
 

соотношениях, соответствующих содержанию в исследуемых объектах 

(Таблица 3). 
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Таблица 3 - Определение АОА модельных растворов смесей АО 
 

потенциометрическим методом с окисленной формой металла в составе 

комплексного соединения (n=5, Р=0,95) 

 

Смесь 

антиоксидантов 

 

Введено, 

104 М 

Введено с учетом 
 

стехиометрии 

реакций, 104 М-экв 

 

Найдено, 

104 М-экв 

 
 

Sr 

Аскорбиновая 

кислота 

Катехин 

 
 

0,25 
 

0,50 

 
 

2,50 

 
 

2,75±0,02 

 
 

0,01 

Аскорбиновая 

кислота 

Кверцетин 

 
 

0,25 
 

0,50 

 
 

3,00 

 
 

3,02±0,05 

 
 

0,01 

 
 

Аскорбиновая 

кислота 

Кофейная кислота 

Галловая кислота, 

Кверцетин 

Катехин 

 
 

0,50 
 
 
 

0,50 

0,50 

0,50 

0,50 

 
 
 
 
 
 
 

8,5 

 
 
 
 
 
 
 

13,67±0,09 

 
 
 
 
 
 
 

0,01 

 
 

По данным таблицы 3 можно сделать вывод, что АОА смесей 

модельных растворов равна теоретически рассчитанной суммарной АОА 

или выше, чем рассчитанная АОА. 

Для определения стехиометрических коэффициентов в реакции 

антиоксидант-окислитель         использовали         потенциометрическое и 

фотометрическое титрование. Данные методы позволяют нивелировать вклад 

собственных окислительно-восстановительных потенциалов антиоксидантов. 

 
 
 

37 



2.3.2 Определение стехиометрического соотношения в реакции 
 

антиоксидант-окислитель с использованием метода 

потенциометрического титрования 

При потенциометрическом титровании потенциалы систем окислителя 

и восстановителя влияют на величину скачка при титровании, но не влияют 

на положение точки эквивалентности. Это позволяет нивелировать влияние 

потенциала исследуемой системы на результаты потенциометрического 

определения с окисленной формой металла. 

Титрование проводится в электрохимической ячейке, состоящей из 

индикаторного платинового электрода и хлоридсеребряного электрода 

сравнения. Завершение реакции титрования сопровождается резким 

изменением величины потенциала электрохимической ячейки. 

В ячейку, заполненную 10 мл фосфатного буфера, вносят АО с 

концентрацией в ячейке 5∙10-4 М. Потенциал регистрируется при каждой 

добавке титранта К3[Fe(CN6)]. Исходная концентрация титранта 0,01 М. 

После проведения анализа строят интегральную кривую 

потенциометрического титрования     в     координатах потенциал     (Е) – 

концентрация K3[Fe(CN)6] и дифференциальную кривую в координатах 

dE/dC – концентрация титранта (Рисунок 12,13). 
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 Рисунок 12 - Интегральная (а) и дифференциальная (б) кривые 

потенциометрического титрования 0,5 мМ аскорбиновой кислоты 
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Рисунок 13 - Интегральная (а) и дифференциальная (б) кривые 

потенциометрического титрования 0,5 мМ цистеина 

 
 

Стехиометрические соотношения, полученные методом 
 

потенциометрического титрования в реакции индивидуальных 
 

антиоксидантов с окислителем, представлены в таблице 4. 
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Таблица 4 - Результаты потенциометрического титрования АО (n=5, 
 

Р=0,95) 
 
 

 

АО 
Введено, 

М 104 

 

Найдено, М-экв 104 
 

f* 
 

Sr 

Аскорбиновая 
кислота 

 
 
 
 
 
 
 
 

5,00 

 

10,75±0,29 
 

2,15 
 

0,02 

 

Цистеин 
 

4,87±0,14 
 

1,02 
 

0,03 

 

Глутатион 
 

5,00±0,01 
 

1,00 
 

0,01 

Кофейная 

кислота 

 

10,25±0,45 
 

2,05 
 

0,05 

 

Пирогаллол 
 

19,16±0,80 
 

3,83 
 

0,04 

Галловая 

кислота 

 

20,5±0,60 
 

4,10 
 

0,02 

 

f - [АОА]/0,0005 – фактор эквивалентности, соответствующий числу электронов, 
 

участвующих в реакции окисления антиоксидантов гексацианоферратом (III) калия 
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2.3.3 Фотометрическое титрование индивидуальных 
 

антиоксидантов 
 
 
 

Для сравнения полученных результатов вышеуказанными методами 

был предложен метод фотометрического титрования. 

Метод фотометрии основан на взаимодействии электромагнитного 

излучения с веществом, что приводит к поглощению излучения веществом. 

В данной методике в качестве титранта используется гексацианоферрат 

(III) калия, который имеет желтое окрашивание (максимум светопоглощения 

при λ=416 нм). Спектр поглощения гексацианоферрат (III) калия приведен на 

рис. 14. 

 
 

1,2 
 

1 
 

0,8 
 

0,6 
 

0,4 
 

0,2 
 

0 
350 375 400  425 450 475 500 

λ, нм 
 

Рисунок 14 – спектр поглощения гексацианоферрата (III) калия 
 
 
 

Диапазон рабочих концентраций подобран в соответствии с 

калибровочным графиком, представленном на рисунке 15. 
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Рисунок 15 – зависимость величины оптической плотности от 

концентрации ГЦФ 

 
 

Аналитическим сигналом служит величина оптической плотности при 

416 нм, соответствующая поглощению K3[Fe(CN)6]. Кривую титрования 

строят в координатах оптическая плотность от объема добавленного 

титранта. Кривая фотометрического титрования представляет собой 

пересечение двух прямых линий, точка пересечения линий является точкой 

эквивалентности. 

До точки эквивалентности оптическая плотность остается неизменной, 

так как весь добавленный титрант вступает в реакцию с антиоксидантом. В 

точке эквивалентности наступает химическое равновесие, т.е. концентрация 

титранта равна концентрации определяемого вещества. После точки 

эквивалентности оптическая плотность увеличивается за счет роста 

концентрации титранта. 

При фотометрическом титровании в ячейку, заполненную 10 мл 

фосфатного буфера, вносят аликвоту 0,5 мл АО с концентрацией в ячейке 

5∙10-4 М, затем равными порциями добавляют титрант К3[Fe(CN6)] с 

концентрацией 0,01 М, после каждой добавки регистрируют оптическую 

плотность. Для этого отбирается проба 0,1 мл в кювету, заполненную водой 
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D
 

объемом 2,9 мл, и определяется оптическая плотность при λ=416 нм. Вблизи 
 

предполагаемой точки эквивалентности порции титранта уменьшают. 
 

Кривая фотометрического титрования строится в координатах 

оптическая плотность (D) - суммарная концентрация добавленного титранта 

(С), М (рисунок 16) 
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0 0,0003 0,0006 0,0009 0,0012 0,0015 0,0018 

С K3[Fe(CN)6], М 
 
 

Рисунок 16 – кривая фотометрического титрования аскорбиновой 

кислоты с гексацианоферратом (III) калия 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рисунок 17 – кривая фотометрического титрования цистеина с 

гексацианоферратом (III) калия 

 
 

Данные фотометрического титрования представлены в таблице 5 
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Таблица 5 – Результаты фотометрического титрования АО (n=5, 
 

Р=0,95) 
 
 

 

Антиоксидант 
Введено, 

М 104 

 

Найдено, М-экв 104 
 

f* 
 

Sr 

Аскорбиновая 

кислота 

 
 
 
 
 

5,00 

 

10,00±0,25 
 

2,00 
 

0,01 

 

Цистеин 
 

4,85±0,15 
 

0,97 
 

0,03 

 

Глутатион 
 

5,00±0,01 
 

1,00 
 

0,01 

Кофейная 

кислота 

 

12,00±0,55 
 

2,40 
 

0,05 

*f - [АОА]/0,0005 – фактор эквивалентности, соответствующий числу электронов, 

участвующих в реакции окисления антиоксидантов гексацианоферратом (III) калия 

В результате проведенных исследований можем сравнить данные, 

полученные двумя потенциометрическими методами и фотометрическим 

титрованием (Таблица 6) 

Таблица 6 – Результаты определения факторов эквивалентности АО 
 

Антиоксидант f* f ** f *** 

Аскорбиновая кислота 2,10 
 

2,15 
 

2,00 

Цистеин 0,85 
 

1,02 
 

0,97 

Глутатион 0,94 
 

1,00 
 

1,00 

Кофейная кислота 3,69 
 

2,05 
 

2,40 

Пирогаллол 3,13 
 

3,83 
 

- 

Галловая кислота 2,89 
 

4,10 
 

- 

Катехин 3,84 
 

- 
 

- 

Кверцетин 5,19 
 

- 
 

- 

*f - фактор эквивалентности, найденный с окисленной формой металла в составе 
 

комплексного соединения; 
 

**f – фактор эквивалентности, найденный при потенциометрическом титровании; 

***f – фактор эквивалентности, найденный при фотометрическом титровании. 
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Таким образом, можно сделать следующие выводы: 
 

Для аскорбиновой кислоты, цистеина и глутатиона найденный фактор 

эквивалентности соответствует теоретически ожидаемому, полученному с 

использованием всех предложенных подходов; 

Для кофейной кислоты фактор эквивалентности, полученный 

потенциометрическим и фотометрическим титрованием,     совпадает с 

теоретически ожидаемым, однако, значение фактора эквивалентности, 

полученное по методу определения интегральной АОА существенно выше. 

Это может быть     связано с     вкладом     собственного     окислительно-

восстановительного потенциала сопряженной системы антиоксиданта; 

Для галловой кислоты и пирогаллола фактор эквивалентности, 

полученный по методу определения интегральной АОА, совпадает с 

теоретически ожидаемым. При взаимодействии железа с фенольными 

антиоксидантами, имеющими гидроксильные группы в орто-положении, 

могут образовывать устойчивые комплексы, что возможно приводит к 

несоответствию результатов потенциометрического титрования и метода 

определения интегральной АОА [50]; 

Значения факторов эквивалентности, полученных 

потенциометрическим     методом     определения интегральной     АОА, для 

катехина и кверцетина, соответствуют теоретически ожидаемым, однако, 

определить факторы эквивалентности по методу потенциометрического 

титрования не представляется возможным из-за отсутствия выраженного 

пика на кривой титрования. 

Фотометрическое титрование провести для таких соединений как 

пирогаллол, галловая кислота, катехин и кверцетин не оказалось возможным, 

так как продукты окисления антиоксидантов имеют поглощение в том же 

диапазоне длин волн, что и титрант. 

Метод фотометрического титрования имеет ряд недостатков: 
 

 продукты реакции окисления антиоксидантов имеют 
 

поглощение в том же диапазоне длин волн, что и титрант; 
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 низкая воспроизводимость результатов в параллельных 
 

измерениях; 
 

 недостаточная чувствительность методики. 

Потенциометрический метод определения АОА с использованием 

гексацианоферрата калия и метод потенциометрического титрования в целом 

коррелируют между собой и подтверждают теоретические представления о 

взаимодействии антиоксидантов с окислителями. Следовательно, для 

определения АОА как интегрального показателя на объектах со сложной 

матрицей можно использовать потенциометрический метод с окисленной 

формой металла. 
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2.4 Определение антиоксидантной активности экстрактов 
 

растительного сырья потенциометрическим методом с использованием 

гексацианоферрата (III) калия 

2.4.1 Определение АОА экстрактов лекарственного растительного 

сырья 

 
 

В данной работе исследована АОА 6 видов лекарственных трав, 

приобретенных в аптечных сетях. Исследование АОА проводилось 

аналогично исследованию АОА индивидуальных и модельных растворов 

антиоксидантов. Произведен расчет АОА на 1 грамм сухого сырья. 

Полученные данные представлены в таблице 8. 

Таблица 8 – Определение АОА лекарственных трав 

потенциометрическим методом с использованием комплексного соединения 

(n=5, Р=0,95) 

 
 

№ п/п 

 
 

Название 

 

АОА, 102 М-экв 

с окисленной 

формой металла 

АОА, 102 М-экв, 

пересчитанная 

на 1 г сухого 

сырья 

 
 

Sr 

 

1 
Душицы трава 

Origani herba 

 

3,51±0,33 
 

7,07±0,60 
 

0,03 

 

2 
Мяты перечной листья 

Menthae piperitae folia 

 

2,05±0,08 
 

5,09±0,07 
 

0,01 

 

3 
Ноготков цветки 

Calendulae flores 

 

0,79±0,02 
 

1,37±0,07 
 

0,01 

 

4 
Зверобоя трава 

Hyperici herba 

 

0,87±0,04 
 

0,08±0,02 
 

0,01 

 

5 
Березы листья 

Betulae folia 

 

0,38±0,09 
 

0,59±0,07 
 

0,07 

 

6 
Полыни горькой трава 

Absinthii herba 

 

0,47±0,19 
 

1,40±0,04 
 

0,08 

 
 

Анализируя полученные данные таблицы 8 можно отметить, что все 

исследуемые лекарственные травы проявляют АОА. Также можно сделать 
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вывод о том, что высокую АОА проявляет экстракты душицы и мяты 
 

перечной. Остальные травы проявили меньшую АОА, причиной этого может 

быть низкое содержание полифенольных соединений, проявляющих АОА. 

Так как основными соединениями, обеспечивающими 

антиоксидантную активность лекарственного растительного сырья, являются 

полифенольные соединения, проведено определение их общего содержания в 

лекарственном растительном сырье. 

Метод определения общего содержания полифенолов 
 

Общее содержание полифенолов определяют в соответствии с ISO с 

применением реактива Фолина-Чокальтеу (10г Na2WO4·2H2O, 2,5г 

Na2MoO4·2H2O, 5мл 85% H3PO4, 10мл 35% HCl, 15г Li2SO4·H2O, 100мл H2O) 

[51]. 

Реактив Фолина-Чокальтеу содержит фосфорно-вольфрамовые 

кислоты, которые восстанавливаются легко окисляющимися ОН-группами 

фенола. При этом образуется вольфрамовая синь, обладающая характерной 

полосой поглощения с максимумом 765 нм. Использование галловой 

кислоты в качестве стандарта позволяет достоверно определять общее 

содержание полифенолов. 

В данной работе метод Фолина-Чокальтеу используют в следующей 

модификации: к 5 мл 10% раствора Фолина-Чокальтеу добавляют аликвоту 

исследуемого образца 0,1-0,6 мл, перемешивают, выдерживают 20 минут до 

стабилизации реакции. Оптическую плотность раствора измеряют при длине 

волны 765 нм в стеклянных кюветах l=10 мм. 

Диапазон рабочих оптических плотностей определен по 

градуировочному графику (рисунок 18) 
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Рисунок 18 - Зависимость изменения оптической плотности раствора 

Фолина-Чокальтеу при 765 нм от концентрации галловой кислоты. 

 
 

Общее содержание полифенолов в пробе рассчитывается по формуле 6: 
 

С(GAE) 
Dsample  Dint ersept 

n 
(6) 

 

где Dsample – оптическая плотность исследуемого раствора; 
 

Dintersept – оптическая плотность, соответствующая точке пересечения 

калибровочной зависимости с осью y; 

b – тангенс угла наклона зависимости изменения оптической 

плотности раствора от концентрации галловой кислоты, b=5,019·103; 

n - степень разбавления пробы. 
 

В таблице 9 представлены результаты определения общего 

содержания полифенолов в водных настоях лекарственного растительного 

сырья в эквивалентах галловой кислоты (ГК). 

Полученные значения C(ГК)* также соответствуют значениям для 

настоя, приготовленного по нормативной документации, значения C(ГК)** 

соответствуют значениям концентрации полифенольных соединений в 

расчете на 1 г сухого сырья. 
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Таблица 9 - Общее содержание полифенолов в водных настоях 
 

лекарственного растительного сырья (n=5, P=0,95). 
 

 

№ 

п/п 

 

Лекарственное 

растительное сырье 

 

C(ГК)*, 103 М 

 

C(ГК)**, 103 М 
 

Sr 

 
 

1 

 

Душицы трава 

Origani herba 

 

11,04±0,55 
 

1,84±0,09 
 

0,05 

 
 

2 

 

Мяты перечной листья 

Menthae piperitae folia 

 

6,74±0,41 
 

1,50±0,09 
 

0,06 

 
 

3 

 

Ноготков цветки 

Calendulae flores 

 

0,31±0,06 
 

0,11±0,02 
 

0,06 

 
 

4 

 

Солодки корни 

Glycyrrhizae radices 

 

0,23±0,03 
 

0,03±0,01 
 

0,04 

 
 

5 

 

Ромашки цветки 

Chamomillae flores 

 

0,37±0,07 
 

0,12±0,03 
 

0,06 

 
 

6 

 

Зверобоя трава 

Hyperici herba 

 

1,18±0,09 
 

0,39±0,03 
 

0,08 

 
 

7 

 

Березы листья 

Betulae folia 

 

0,06±0,01 
 

0,02±0,05 
 

0,06 

 
 

8 

 

Пустырника трава 

Leonuri herba 

 

0,38±0,09 
 

0,13±0,03 
 

0,07 

 
 

9 

Эхинацеи измельченная 

трава 

Echinácea purpúrea 

herba 

 
 

0,59±0,04 

 
 

0,39±0,02 

 
 

0,06 

 
 

10 

 

Полыни горькой трава 

Absinthii herba 

 

0,65±0,01 
 

0,06±0,01 
 

0,01 

С(ГК)* в настоях, приготовленных по нормативной документации; 

C(ГК)** рассчитанная на 1 г сухого сырья. 
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На рисунке 19 представлена корреляционная зависимость результатов 
 

определения антиоксидантной активности и содержания полифенольных 

соединений в эквивалентах галловой кислоты в водных настоях 

лекарственного растительного сырья. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рисунок 19 - Корреляционная зависимость результатов определения 

общего содержания полифенолов в водных экстрактах лекарственного 

растительного сырья 
 

Степень корреляции полученных результатов составляет 99% [52]. 
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2.4.3 Определение антиоксидантной активности чая 
 

Исследование АОА черного, зеленого и травяного чая проводилось 

аналогично исследованию АОА модельных индивидуальных 

антиоксидантов. Полученные данные представлены в таблице 10. 

Таблица 10 - Определение АОА черного и зеленого чая 

потенциометрическим методом с использованием комплексного соединения 

(n=5, Р=0,95) 

 
 

№ 

п/п 

 
 
 

Чай 

 

АОА с окисленной 
формой металла, 

10
2 

М-экв 

АОА, 102 М-

экв, 

пересчитанная 

на 1 г сухого 

сырья 

 
 
 

Sr 

 

1 
Marcony 

(черный чай) 

 

1,29±0,32 

 

0,13±0,03 
 

0,12 

 

2 
Nadin 

(черный чай) 

 

0,63±0,13 

 

0,06±0,01 
 

0,06 

 
 

3 

Greenfield Eral Gray 

Fantasy 

(черный чай) 

 
 

1,10±0,01 

 

0,63±0,01 

 
 

0,04 

 

4 
Rumuk Black tea 

(черный чай) 

 

1,19±0,33 

 

0,11±0,03 
 

0,10 

 

5 
Ahmad Breakfast 

(черный чай) 

 

1,14±0,32 

 

0,11±0,03 
 

0,07 

 
 

6 

Каждый день 

(зеленый чай с 

жасмином) 

 
 

2,38±0,09 

 

0,24±0,01 

 
 

0,05 

 

7 
Китайский зеленый 

чай 

 

2,14±0,12 

 

0,21±0,01 
 

0,13 

 
 

8 

Травяной сбор для 

похудения 

(травяной чай) 

 
 

0,35±0,05 

 

0,04±0,01 

 
 

0,08 

 
 

9 

Травяной сбор 

«Витаминный» 

(травяной чай) 

 
 

0,38±0,13 

 

0,04±0,01 

 
 

0,13 

 

10 
Отличное зрение 

(травяной чай) 

 

0,38±0,07 

 

0,04±0,01 
 

0,08 
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Анализируя полученные данные можно отметить, что все исследуемые 
 

сорта чая проявляют АОА. Также можно сделать вывод о том, что высокую 

АОА проявляет зеленый чай, так как содержит в своем составе большое 

количеств полифенольных соединений. 

АОА черного чая ниже, чем у зеленого, так как черный чай может 

терять часть полезных веществ при ферментации. 

АОА травяного чая ниже, чем у остальных образцов, это может быть 

объяснено тем, что травяные чаи содержат мало веществ обладающих АОА. 
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Заключение 
 

Антиоксидантная активность является сложной, интегральной 

величиной, которая     отражает свойство системы в целом, поэтому 

целесообразно использовать      методы      определения антиоксидантной 

активности как интегрального параметра. 

Электрохимические методы определения АОА наиболее простые, 

экономичные и информативные. Потенциометрический метод определения 

АОА с использованием окисленной формы металла в составе комплексного 

соединения показал высокие и точные результаты, что подтвердили 

результаты потенциометрического титрования. Данный метод позволяет 

работать как на низкомолекулярных объектах, так и на сложных системах. 

Из всех образцов лекарственных трав, наибольшую активность 

показали душица и мята перечная, это связано с высоким содержанием 

полифенольных соединений и других антиоксидантов, что подтверждает 

метод определения общего содержания полифенолов. Наименьшую 

активность проявили ноготков цветы, зверобоя трава, березы листья, полыни 

горькой трава из-за низкого содержания веществ с антиоксидантными 

свойствами. 

При исследовании АОА чая, наибольшую активность показали зеленые 

чаи, так как в их составе содержится большое количество полифенольных 

соединений. 
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