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Методами определения поглощающей емкости по отношению к кислородцентрирован-

ным радикалам и квадратно-волновой вольтамперометрии определены антипероксирадикаль-

ные емкости смесей флавоноидов – рутина, кверцетина, нарингина и морина, с тролоксом в 

водной среде (фосфатный буфер 0.1М, Т = 37
0
С, pH = 7.4). Показано, что смеси флавоноидов, 

имеющих боковой углеводный заместитель, рутина и нарингина с тролоксом, показывают си-

нергический (повышение антиоксидантных характеристик в смеси антиоксидантов) эффект ан-

типероксирадикальной емкости, а смеси флавоноидов, не содержащих боковой углеводный 

заместитель, кверцетина и морина с тролоксом проявляют антагонический эффект. Предло-

жен базовый реакционный механизм неаддитивных эффектов у исследованных пар антиокси-

дантов. 

Рис. 5, табл. 1, библ. ссылок 33. 

 

В случае одновременного присутствия разных экзогенных и эндо-

генных антиоксидантов в окислительных системах часто наблюдаются 

синергические и антагонические (повышение и понижение антиокси-

дантных характеристик смесей антиоксидантов, соответственно) эффек-

ты [1-7]. Они определялись как разница между экспериментальными и 

теоретическими (сумма характеристик индивидуальных антиоксидантов, 

взятых в тех же концентрациях, что и в смеси) значениями антиокси-

дантных характеристик. Эти явления играют важную роль в процессах 

предотвращения и регулирования пероксидного окисления разных 

субстратов организмов, растений и пищи [7-13]. Неаддитивные эффек-

ты – синергизм и антагонизм, антиоксидантных свойств наблюдаются 
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и в системах, содержащих биофлавоноиды [7,14-19]. Флавоноиды – это 

соединения растительного происхождения, обладающие антиоксидант-

ными свойствами и имеющие биомедицинское значение [14,15,20-27]. 

Поэтому исследование антиоксидантных свойств этих соединений в 

присутствии других биоантиоксидантов в организме представляет боль-

шой научный интерес. Особенно актуальным является исследование си-

нергических и антагонических эффектов, а также определение коли-

чественных характеристик антиоксидантных свойств у пар флавоноид 

– аскорбиновая кислота, флавоноид – токоферол и флавоноид – тро-

локс. 

Целью работы является исследование антипероксирадикальных ко-

личественных характеристик парных смесей флавоноидов – рутина, 

нарингина, кверцетина и морина с водорастворимым аналогом α-токо-

ферола – тролоксом, в водной среде (фосфатный буфер, Т = 370С, pH 

= 7.4) методами определения поглощающей емкости по отношению к 

кислородцентрированным радикалам (ORAC) [28-32] и квадратно-волно-

вой вольтамперометрии (SWV), а также определение механизма неадди-

тивных эффектов в исследуемых смесях антиоксидантов. 

Экспериментальная часть 

Реагенты: 2,2'-Азо-бис(2-амидинопропан)гидрохлорид (AAPH), 2-(3,4-

дигидроксифенил)-5,7-дигидрокси-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-тригидрокси-6-

[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-тригидрокси-6-метилоксан-2-ил]оксиметил]оксан-

2-ил]оксихромен-4-он, тригидрат (рутин), 2-(3,4-дигидроксифенил)-3,5,7-

тригидроксихромен-4-он (кверцетин), 2-(2,4-дигидроксифенил)-3,5,7-три-

гидроксихромен-4-он (морин), (2S)-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-дигидрокси-6-

(гидроксиметил)-3-[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-тригидрокси-6-метилоксан-2-

ил]оксиоксан-2-ил]окси-5-гидрокси-2-(4-гидроксифенил)-2,3-дигидрохро-

мен-4-он (нарингин), 6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-2-карбоновая 

кислота (тролокс), динатриевая соль флуоресцеина – 3',6'-дигидрокси-

спиро[изобензофуран-1(3H),9'-[9H]ксантен]-3-она динатриевая соль (Fl), 

хлорид калия (KCl); растворители – этанол, фосфатный буфер, приоб-

ретены в химической компании Sigma-Aldrich (США). Этанол дополни-

тельно очищался согласно методике, описанной в [33]. Была использова-

на деионизированная вода с электрическим сопротивлением 16 Мом×см 

при 25oС (H2 Economy, LLC, Armenian – US VS) в качестве растворите-

ля. Молекулярные структуры исследованных флавоноидов представле-

ны на рис. 1. 
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Рис. 1. Молекулярные структуры используемых антиоксидантов: кверцетин (1), морин 

(2), рутин (3), нарингин (4) и тролокс (5). 

 

Пробоподготовка. Образцы антиоксидантов были приготовлены раст-

ворением их в этаноле. Концентрация антиоксидантов в маточном раст-

воре составляла 4  10-4 М, для инициатора пероксирадикалов AAPH и 

флуоресцеина – 1.53  10-1 М и 0.6  10-4 М, соответственно. Антиокси-

данты добавлялись в реакционную смесь объемом 3 мл в следующих ко-

личествах: рутин – 38 л (5  10-6 М), кверцетин – 38 л (5  10-6 М), 

морин – 38 л (5  10-6 М), нарингин – 38 л (5  10-6 М), тролокс – 38 

л (5  10-6 М). Смеси антиоксидантов были приготовлены смешиванием 

индивидуальных растворов двух антиоксидантов по 38 л (5  10-6 М). 

Концентрация AAPH в реакционной смеси составляла 1.53  10-2 М. Ис-

следования проводились в водном растворе (фосфатный буфер 0.1M, pH 

= 7.4): 

Определение поглощающей емкости по отношению к кислородцентриро-

ванным радикалам (ORAC). 

Антипероксирадикальные емкости флавоноидов в водной среде в 

присутствии и в отсутствие тролокса определялись кинетическим спек-

трофотометрическим методом ORAC [28-32]. Измерения проводились 
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при температуре 37 0.10C. В методе ORAC использовался флуорес-

центный спектрометр ''Perkin-Elmer MPF-44B (USA)'' с компьютерной 

регистрацией кинетики изменения интенсивности флуоресценции Fl в 

результате реакции с пероксильными радикалами (ROO•). Длина волн 

возбуждающего и эмиссионного света составляла 450 и 515 нм, соответст-

венно. Пероксильные радикалы генерировались путем термического раз-

ложения водорастворимого азосоединения – AAPH, согласно схеме. 

Схема 

Генерирование пероксильных радикалов путем термического разложения 

водорастворимого азосоединения (AAPH) в присутствии кислорода 

 

 
 

Количественное определение антипероксирадикальной емкости ис-

следуемых соединений осуществлялось по площадям, ограниченным 

двумя кинетическими кривыми уменьшения интенсивности флуорес-

ценции Fl в отсутствие и с добавлением антиоксидантов в условиях 

полного расходования Fl [29]. В качестве стандартного антиоксиданта 

использовался тролокс. Значение антипероксирадикальной емкости – 

fAO, определялось согласно следующему уравнению: 

 trolox

AOOtrolox

troloxOAO
AO f

MSS

MSS
f 






)(

)(
, (1) 

где S0, SAО и Strolox – площади, ограниченные кинетическими кривыми 

уменьшения интенсивности флуоресценции в отсутствие и в присутст-

вии исследуемого антиоксиданта и стандартного антиоксиданта – тро-

локса, соответственно (рис. 2 и 3); Mtrolox, MAO – молярные концентра-

ции тролокса и исследуемого антиоксиданта, соответственно; fAO, ftrolox 

– антипероксирадикальные емкости исследуемого антиоксиданта и 

тролокса, указывающие на количество радикалов, захватываемых моле-

кулами антиоксидантов. 

Антипероксирадикальная емкость относительно тролоксового экви-

валента (fOTЕ,TE) равна fOTЕ,TE = fAO / ftrolox. 

Интегрирование соответствующих площадей осуществлялось по ме-

тоду трапеции с помощью компьютерной вычислительной программы 

Microcal Origin 8.0. 
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Электрохимические измерения. В реакционной смеси, содержащей ту 

же концентрацию инициатора AAPH, что в опытах ORAC, кинетика 

расходования антиоксидантов в реакционной смеси, а также потенциа-

лы окисления флавоноидов и тролокса были определены методом квад-

ратно-волновой вольтамперометрии (SWV). Использовался вольтамперо-

метрический комплекс с трехэлектродной системой (Bioanalytical 

system, BAS-100B/W, USA). В качестве рабочего электрода использовал-

ся стеклографитовый электрод диаметром 3 мм, который перед измере-

нием очищался пудрой Al2O3, размером частиц 0.5 мкм. Электрод срав-

нения – насыщенный хлорсеребряный Ag/AgCl/KCl, вспомогательный 

– платиновый электрод. Вольтамперограммы снимались в диапазоне 

потенциалов 0-1600 Мв, при частоте сканирования 25 Гц, чувствитель-

ность 10 А/В, квадратно-волновая амплитуда – 25 мВ. 

Результаты и их обсуждение 

Методом ORAC на основании кинетических данных расходования 

Fl в отсутствие и в присутствии антиоксидантов в реакции с пероксиль-

ными радикалами, генерируемыми AAPH (рис. 2 и 3), вычислены вели-

чины антипероксирадикальных емкостей индивидуальных антиоксидан-

тов – флавоноидов, и их смесей с тролоксом. В таблице приведены ве-

личины антипероксирадикальных емкостей в тролоксовом эквиваленте. 

Величина неаддитивного действия (НАД) бинарной смеси антиоксидан-

тов рассчитывалась по формуле: 

  mix FlOH A

FlOH A

- +
НАД = ×100%,

+

f f f

f f
 (2) 

где  fmix, fFlOH и fA  – антипероксирадикальные емкости смеси антиокси-

дантов, флавоноида и соантиоксиданта (тролокса) и отдельно взятых ан-

тиоксидантов, соответственно. Первичными реакциями, определяющи-

ми антиоксидантные свойства тролокса (TH) и флавоноидов (FlOH), яв-

ляются реакции TH и FlOH с пероксильными радикалами (реакции 1 и 

2). В этих реакциях образуются феноксильные радикалы тролокса и 

флавоноидов (рутин(О•) нарингин(О•)), которые, в свою очередь, реа-

гируют с пероксильными радикалами, образуя нерадикальные продукты 

(реакция 3 и 4). 

 TH + ROO• → T• + ROOH  (1) 

 FlOH +ROO• → FlO• + ROOH  (2) 

 FlO• +ROO• → нерадикальные продукты  (3) 

  T• +ROO• → нерадикальные продукты  (4) 
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Рис. 2. Кинетические кривые умень-

шения интенсивности флуоресцен-

ции Fl при 515 нм в результате 

реакции с пероксильными радика-

лами в отсутствие (1) и в присутст-

вии антиоксидантов: тролокс (2), 

рутин (3), смесь рутин- тролокс (4) 

при температуре 37
0
С. [AAPH]0 = 

1.53 × 10
-2 

M (скорость зарождения 

радикалов составляет Ri = 2.6 × 10
-9 

Mc
-1
), концентрация антиоксидан-

тов равна 5 × 10
-6 

M, как взятых в 

отдельности, так и в смесях. [Fl] = 

10
-6 

M. Растворитель – деионизиро-

ванная вода. 

 
 

 

 

 

 

 

Рис. 3. Кинетические кривые 

уменьшения интенсивности флуо-

ресценции Fl при 515 нм в резуль-

тате реакции с пероксильными ра-

дикалами в отсутствие (1) и в при-

сутствии антиоксидантов: тролокс 

(2), кверцетин (3), смесь кверцетин 

– тролокс (4). Условия эксперимен-

та те же, что и в подписи к рис. 2. 

 

 

Сравнение кинетических кривых расходования флуоресцеина (рис. 

2 и 3) и экспериментально определенных значений антипероксиради-

кальных емкостей антиоксидантов fOTE,TE (таблица) показывает, что зна-

чения антипероксирадикальных емкостей смесей рутина и нарингина с 

тролоксом fmix.ТЕ превышают расчетные значения fmix(calc.). Расчетное 

значение fmix(calc.) определялось как сумма величин антипероксиради-

кальных емкостей двух антиоксидантов – флавоноида и тролокса 

(fmix(calc.) = fFlOH,TE + fTH,TE). Представленные в таблице данные fmix по-

казывают, что у пар антиоксидантов рутин–тролокс и нарингин–тро-

локс наблюдается неаддитивный рост антипероксирадикальных ем-

костей, т. е. синергический эффект. 

Согласно вольтамперограммам, полученным методом SWV, значе-

ния окислительного формального потенциала рутина и нарингина рав-

ны 230 и 680 мВ, соответственно. Эти значения превышают величину 

окислительного формального потенциала тролокса – 124 мВ. По причи-

не низкого окислительного потенциала в реакционной смеси тролокс, 

наряду с реакцией с пероксильными радикалами (реакция 1), также 

реагирует с феноксильными радикалами рутина и нарингина (реакция 
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5). В результате этих реакций феноксильные радикалы рутина и нарин-

гина восстанавливаются до более эффективного антиоксиданта с боль-

шим значением антипероксирадикальной емкости – флавоноида, а тро-

локс расходуется: 

 FlO·+ TH → T·+ FlOH. (5) 

Таким образом, в реакционной смеси антиоксидант, имеющий бо-

лее высокое значение антипероксирадикальной емкости (таблица), реге-

нерируется (реакция 5), а тролокс, имеющий более низкую антиперок-

сирадикальную емкость, расходуется быстрее. Об этом свидетельствуют 

кинетические измерения расходования тролокса и флавоноидов, кото-

рые регистрируются методом SWV вольтамперометрии (рис. 4). 

Таблица 

Значения антипероксирадикальных емкостей антиоксидантов и их бинарных 

смесей в тролоксовом эквиваленте, а также степень неаддитивных 

(синергического, антагонического) эффектов (НАД), определенные методом 

ORAC. Концентрации антиоксидантов, взятые в отдельности и в смесях, 

равны 5 × 10
-6 

M. Температура 37
0
C. 


В скобках приведена расчетная сумма 

fmix.ТЕ (calc.) для смеси антиоксидантов 

Антиоксидант fFlOH,TE fmix.ТЕ ( fmix(calc.) )

 %НАД 

рутин 3.80 5.64 (>4.8) 18 

кверцетин 5.45 3.82 (<6.45) -40 

морин 3.19 3.56(<4.019) -15 

нарингин 4.11 5.48 (>5.11) 7 

тролокс 1 – – 

 

 
Рис. 4. Кинетические кри-

вые расходования антиок-

сидантов – рутина, в от-

сутствие соантиоксиданта 

(1), в присутствии тролокса 

(2), а также расходования 

тролокса в отсутствие (3) и 

в присутствии (4) рутина в 

реакционной среде, полу-

ченные методом SWV. 

[AAPH]0 = 1.53 × 10
-2 

M, 

фосфатный буфер 0.1 M, 

pH = 7.4. 

 

SWV вольтамперометрические кинетические исследования показы-

вают, что время полного расходования рутина в смеси с тролоксом 

растет в 1.25 раз. Уменьшение расхода антиоксиданта, имеющего более 

высокую антирадикальную емкость (рутин, нарингин), приводит к росту 

значения суммарной антипероксирадикальной емкости (fmix.ТЕ) смесей 
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антиоксидантов по сравнению с суммой значений (fmix(calc)) fOTE,TE от-

дельных антиоксидантов, т.е. к синергическому эффекту. 

Согласно экспериментальным данным (таблица), значения fmix.ТЕ 

смесей морина и кверцетина с тролоксом более низкие по сравнению с 

расчетными значениями fmix(calc). В смесях этих пар антиоксидантов наб-

людается антагонический эффект. 

Согласно SWV вольтамперограммам, значение окислительного фор-

мального анодного потенциала кверцетина (115 mV) более низкое, чем 

значения окислительно-формальных потенциалов тролокса. Значение 

потенциала морина также низкое, но несколько превышает значение 

потенциала окисления тролокса. Вследствие низких значений потенциа-

лов окисления этих флавоноидов в реакционной смеси между радикала-

ми тролокса (T•) и молекулами флавоноидов происходит реакция (реак-

ция 6), в результате которой радикалы T• восстанавливаются до тролок-

са (TH). Таким образом, флавоноиды (кверцетин, морин), обладающие 

более высокими значениями антипероксирадикальной емкости по срав-

нению с тролоксом, расходуются не только в реакциях с радикалами 

ROO• (реакция 2), но и в результате параллельно протекающей реакции 

с токофероксильными радикалами T• (реакция 6). Это и является ос-

новной причиной уменьшения антипероксирадикальной емкости смеси 

антиоксидантов (антагонизм). 

 кверцетин (морин) + T• → TH + кверцетин O• (морин O•). (6) 

В реакционных смесях кверцетина и морина с тролоксом могут 

протекать также реакции между радикалами тролокса (T•) и фенок-

сильными радикалами флавоноидов (FlO•) (реакция 7). В результате 

этих реакций радикалы тролокса восстанавливаются до тролокса (TH). В 

этом случае также активные антирадикальные интермедиаты флавонои-

дов (кверцетин, морин) – феноксильные радикалы, расходуются не 

только в реакциях с радикалами ROO•, но и в параллельно протекаю-

щей реакции с радикалами T•, в результате которой и образуются хи-

нонные молекулярные продукты, имеющие более низкие величины ан-

типероксирадикальных емкостей (кверцетин(O), морин(O)) (реакция 7) 

[21-23,26]. Протекание реакции (7) также может быть причиной умень-

шения значений антипероксирадикальных емкостей fmix.ТЕ в смеси фла-

воноид–тролокс. 

кверцетин O• (морин O•) + T• → T H + кверцетин(O), (морин(O)). (7) 

В реакционной смеси с тролоксом, в отличие от рутина и наринги-

на, флавоноиды, обладающие более высоким значением антипероксира-

дикальной емкости – кверцетин и морин (таблица), расходуются быст-

рее, чем в отсутствие тролокса. Это следует из прямых кинетических 

измерений расхода кверцетина методом SWV (рис. 5). 
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Рис. 5. Кинетические кривые 

расходования кверцетина в от-
сутствие (1) и в присутствии 
тролокса (2) в реакционной 

среде, полученные методом 
SWV.[AAPH]0 = 1.53 × 10-2 M, 
фосфатный буфер pH = 7.4, T 

= 370C. 

 

В смесях с тролоксом время полного расхода кверцетина умень-

шается в 1.2 раза. В результате протекания реакций 6 и 7 также обра-

зуется тролокс (TH), в результате чего замедляется расход тролокса. Од-

нако по сравнению с флавоноидами значение антипероксирадикальной 

емкости у тролокса низкое. По этой причине регенерация тролокса не 

компенсирует увеличение скорости расхода кверцетина и морина в 

реакциях 6 и 7. В результате в смеси флавоноид-тролокс наблюдается 

антагонический эффект. 

Сравнение структур флавоноидов (рис. 1) показывает, что синерги-

ческий эффект антипероксирадикальной емкости в смесях с тролоксом 

наблюдается у тех флавоноидов, молекулы которых содержат боковые 

углеводные заместители, т.е. у рутина и нарингина. Между тем, в сме-

сях с тролоксом антагонический эффект наблюдается у тех флавонои-

дов, которые не содержат в молекулах боковые углеводные заместители 

в положении 3, т.е. у кверцетина и морина. 

В заключение следует отметить, что методами определения погло-

щающей емкости кислородцентрированных радикалов с применением 

спектрофлуорометрии и квадратно-волновой вольтамперометрии пока-

зано, что в водной среде при pH= 7.4 и температуре среды 37oC в пар-

ных смесях биофлавоноидов с водорастворимым аналогом α-токоферола 

– тролоксом, наблюдаются синергический (рутин, нарингин) и антаго-

нический (кверцетин и морин) эффекты антипероксирадикальной ем-

кости, соответственно. 

В экспериментальных условиях исследования смеси флавоноидов, 

содержащих в молекулах боковые углеводные заместители и имеющих 

более высокое значение анодного окислительного формального потен-

циала по сравнению с тролоксом – рутина и нарингина с тролоксом, 

наблюдается синергический эффект антипероксирадикальной емкости. 

У смесей флавоноидов, не содержащих в молекулах боковых за-

местителей и имеющих низкий анодный окислительный потенциал, т.е. 

кверцетина и морина с тролоксом, наблюдается антагонический эффект 

антипероксирадикальной емкости. 
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Работа выполнена по гранту 14A-1d37, полученному от ГКН МОН РА, и с 

помощью базового финансирования лаборатории “Жидкофазных окислитель-

ных и свободнорадикальных реакций” ИХФ НАН РА. 
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The antiperoxyradical activities of flavonoids - rutin, naringin, quercetin, morin and 

their mixtures with trolox were determined in water environment (phosphate buffer, 

pH=7.4) at 37°C using spectrofluorometric oxygen radical absorbance capacity and 

square wave voltammetry methods. The experimental data show that the mixtures of 

flavonoids that contain carbohydrate moiety in the structure, rutin and naringin with 

trolox demonstrate synergy (increasing the antioxidant characteristics in a mixture of 

antioxidants) effect of antiperoxyradical activity and the mixtures of flavonoids without 

moiety in the structure, quercetin and morin with trolox demonstrate antagonistic effect. 

The main reaction mechanism for non-additive changes of effective capacitance values 

for pairs of antioxidants has been proposed. 
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