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Методом определения поглощающей емкости по отношению к кислородцентрированным 

радикалам (ORAC) определена антипероксирадикальная емкость многофункционального во-

дорастворимого витамина группы B – фолиевой кислоты. Антипероксирадикальная емкость 

фолиевой кислоты превышает эту величину для водорастворимого аналога α-токоферола – 

тролокса, и близка к значению, определенному для бутилированного гидрокситолуола (BHT). 

Полученные результаты представляют собой полезную информацию для совершенствования 

фармакологических форм фолатов. 

Рис. 2, табл. 1, библ. ссылок 19. 

 

Исследование химического механизма и количественных характе-

ристик антиоксидантного действия фолиевой кислоты является актуаль-

ной задачей [1,2]. Антиоксиданты обладают способностью нейтрализо-

вать – «захватывать» свободные радикалы и другие реакционноспособ-

ные кислородсодержащие компоненты (РКК). Они способны защитить 

организм человека от повреждений, вызванных свободными радикала-

ми и от вредного воздействия РКК. Последние в условиях их избыточ-

ной генерации вызывают многочисленные патологические состояния 

так называемого окислительного стресса [3,4]. В последние годы особый 

интерес привлекает исследование новых антиоксидантов для удовлетво-
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рения потребностей фармацевтической, химической и пищевой про-

мышленности [5]. Исследования в этой области часто имеют междис-

циплинарный характер и включают такие области, как медицина, био-

логия, химия. 

Фолиевая кислота (N-[4-(2-амино-1,4-дигидро-4-оксо-6-птеридинил-

метиламино) бензоил]-L-глютаминовая кислота) – это водорастворимый 

витамин группы B (витамин B9), первоначально идентифицированный 

как фактор антианемии и роста. Фолиевая кислота в in vivo условиях 

трансформируется посредством ряда ферментативных превращений в 

кофермент N5, N10-метилен-5,6,7,8-тетрафолат. 

Структура фолиевой кислоты (птероилглютаминовая кислота) вклю-

чает пуриновое и пиразиновое кольца, которые совместно образуют 

птеридиновое кольцо и две аминокислоты в пиразиновом кольце [6] 

(рис. 1). 

 

 

птеридиновое кольцо пара-аминобензоевая кислота глютаминовая кислота 

Фолиевая кислота 

Рис. 1. Структурная формула фолиевой кислоты и ее антирадикальные реакционные 
центры (отмечены кружками). 

  

В организме фолиевая кислота участвует в биосинтезе белков, мо-

ноаминов, нейротранспортеров, в регулировании экспрессии генов, в 

метаболизме моноаминов и белков [1,2], а также в процессах передачи 

одноуглеродных групп (метил-, метилен-, метенил-, формимино-) в орга-

низме (in vivo) и их превращений в нуклеотиды. Фолиевая кислота мо-

жет выступать в качестве кофермента в важнейших биохимических 

процессах, связанных с синтезом РНК и ДНК и с репарацией ДНК [7,8]. 

Установлено также, что дефицит фолиевой кислоты в организме 

может привести к развитию различных заболеваний, таких, как анемия, 

сердечные и онкологические заболевания [1,9,10], нервные расстройст-

ва [1,2,11], проблемы рождаемости [2,7,8], заболевание Альцгеймера. 

В организме фолиевая кислота также ингибирует пероксидное 

окисление липидов [12]. Она обладает высокой антиоксидантной спо-

собностью предотвращать окислительную деструкцию крови человека 

[13]. По исследованиям авторов [12,14], антирадикальная и антиперокси-

нитритная способности фолиевой кислоты обусловлены присутствием 
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ароматической аминной группы в птеридиновом кольце молекулы (рис. 

1.). Фолиевая кислота – эффективный хелатор. Она хелатирует ионы 

переходных металлов (например, Fe2+) и вследствие этого ингибирует 

реакцию Фентона с образованием свободных радикалов и соответствен-

но окислительный стресс в организме [15]. 

В связи с многофункциональностью действия фолиевой кислоты и 

наличием различных механизмов проявления ее антиоксидантных 

свойств актуальной задачей является систематическое исследование ее 

антиоксидантных свойств. Имеется ограниченная информация об анти-

радикальных реакционных центрах и количественных характеристиках 

антиоксидантной способности фолиевой кислоты [6]. Немногочисленны 

также свидетельства того, что антирадикальная и антиоксидантная спо-

собности фолиевой кислоты обусловлены исключительно наличием аро-

матической аминной группы птеридинового кольца [12]. Антирадикаль-

ными и антиоксидантными центрами могут выступать также феноль-

ная/гидроксильная OH группа птеридинового кольца, NH группа глюта-

миновой кислоты (рис. 1). Поэтому актуальной задачей являются коли-

чественное исследование антирадикальной и антиоксидантной актив-

ности фолиевой кислоты, выявление реакционных центров на молеку-

лярном уровне, исследование связи между антиоксидантной способ-

ностью и молекулярной структурой. 

В настоящей работе поставлена цель исследовать антипероксиради-

кальную емкость фолиевой кислоты методом ORAC. Напомним, что пе-

роксильные радикалы являются ведущими носителями цепи цепного пе-

роксидного окисления липидов мембран клеток [4]. Эти результаты 

важны для предсказания антиоксидантных свойств фолиевой кислоты в 

реакциях пероксидного окисления липидов мембран клеток. 

Экспериментальная часть 

Материалы и методы. Реактивы: 2,2'-азо-бис(2-амидинопропан) дигид-

рохлорид (AAPH); 6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-2-карбоновая 

кислота (тролокс); 2,6-ди(третбутил)-4-метилфенол (BHT); N-[4-(2-амино-

1,4-дигидро-4-оксо-6-птеридинилметиламино)бензоил]-L-глютаминовая 

кислота (фолиевая кислота); динатриевая соль флуоресцеина – 3',6'-ди-

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

соль (Fl); растворители – метанол, фосфатный буффер (pH = 7.4), 

приобретены в химической компании Sigma-Aldrich (США). Метанол 

дополнительно очищался согласно методике, описанной в [16]. Была ис-

пользована деионизированная вода с электрическим сопротивлением 

18.2 Момсм при 25oС. 

Метод определения поглощающей емкости по отношению к кислород-

ным радикалам (“Oxygen Radical Absorbtion Capacity” ORAC). Метод ORAC 
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основан на измерении во времени уменьшения интенсивности флуорес-

ценции флуоресцеина (Fl), расходуемого при связывании кислородцент-

рированных радикалов [17,18]. Антиоксиданты, вводимые в реакцион-

ную среду, реагируют с радикалами, генерируемыми путем термическо-

го разложения азоинициатора, тем самым замедляя свободно-радикаль-

ное расходованиe флуоресцеина. И по этой характеристике в целом оп-

ределяется антирадикальная емкость антиоксидантов. 

В методе ORAC использовался флуоресцентный спектрометр 

''Perkin-Elmer'' MPF-44B (США) с компьютерной регистрацией кинетики 

изменения интенсивности флуоресценции Fl в результате реакции с пе-

роксидными радикалами (ROȮ ). Последние генерировались путем тер-

мического разложения водорастворимого азосоединения – AAPH, в 

присутствии молекулярного кислорода при температуре 37oС согласно 

схеме. 

 

Длины волн возбуждающего и эмиссионного света равнялись 450 и 

515 нм, соответственно. Количественное определение антипероксиради-

кальной емкости исследуемых соединений осуществлялось по площади 

между двумя кинетическими кривыми уменьшения интенсивности 

флуоресценции Fl в отсутствие и в присутствии антиоксидантов в усло-

виях полного расходования Fl. В качестве стандартного антиоксиданта 

использовался водорастворимый аналог -токоферола – тролокс. Значе-

ние антипероксирадикальной емкости антиоксиданта fAO определялось 

при температуре 37±0.10С согласно уравнению: 

 

 
AO 0 trolox

AO trolox

trolox 0 AO

S S M
f f

S S M


 


,

 

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; Mtrolox, MAO – молярные концентрации тролокса 

и исследуемого антиоксиданта, соответственно; fAO, ftrolox – антиперок-

сирадикальные емкости исследуемого антиоксиданта и тролокса, соот-

ветственно, указывающие на количество радикалов захватываемых мо-

лекулой антиоксидантов. Антипероксирадикальная емкость относитель-

но тролоксового эквивалента (frel TE) равна: frel TE = fAO / ftrolox. 
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Интегрирование соответствующих площадей осуществлялось по ме-

тоду трапеции с помощью компьютерной вычислительной программы 

Microcal Origin 8.0 [19]. 

Результаты и их обсуждение 

На рис. 2. представлены экспериментальные данные, полученные 

методом ORAC: кинетические кривые расходования флуоресцеина в ре-

зультате реакции с пероксильными радикалами в отсутствие и в при-

сутствии антиоксидантов: фолиевая кислота, в качестве сравнения тро-

локс и BHT. Как видно из рис. 2, во всех случаях при добавлении ан-

тиоксиданта отчетливо заметен период индукции реакции – время, по 

истечении которого скорость расходования Fl заметно возрастает. При 

этом скорость расходования Fl существенно ниже, по сравнению со 

случаем, когда отсутствует антиоксидант (кривая 1). Это свидетельст-

вует об антипероксирадикальной способности всех трех исследуемых 

антиоксидантов, включая фолиевую кислоту. 

 
Рис. 2. Кинетические кривые 
уменьшения интенсивности 

флуоресценции флуоресцеина 
(Fl) при 515 нм в результате 
реакции с пероксильными ради-

калами в отсутствие (1) и в при-
сутствии антиоксидантов: тро-
локс (2), фолиевая кислота (3), 

BHT (4) при температуре 37 0С. 

[AAPH]0 = 1.5310-2 M, (скорость 

зарождения ROO• радикалов 

составляет Ri = 2.610-9 Мс-1), 

концентрация антиоксидантов 

равна 510-6 M, [Fl]0 = 10-6 M. 

Растворитель – деионизирован-
ная вода. 

 

Значения экспериментально определенных антипероксирадикаль-

ных емкостей антиоксидантов представлены в таблице. 

Предполагается, что ftrolox = 2 на том основании, что тролокс захва-

тывает два пероксильных радикала – один исходной формой, а второй 

образующимся токофероксильным радикалом. 

Согласно полученным данным, frel TE для фолиевой кислоты равна 

1.31. Как следует из результатов, приведенных на рис. 2 и в таблице, ан-

типероксирадикальная способность фолиевой кислоты, выраженная в 

данном случае в виде антипероксирадикальной емкости (frel TE), превы-

шает это значение для тролокса и близка по величине к значению для 

BHT. 



 

 
397 

Таблица 

Антипероксирадикальные емкости антиоксидантов, 

определенные методом ORAC 

Антиоксидант  * frel TE ** f AO 

фолиевая кислота 1.31 2.62 

BHT 1.29 2.58 

тролокс 1 2 

* frel TE – антипероксирадикальная емкость относительно тролоксового 

эквивалента; ** fAO 
– абсолютное значение антипероксирадикальной 

емкости при значении ftrolox = 2. 

 

Таким образом, методом ORAC выявлена антипероксирадикальная 

способность у фолиевой кислоты. Эти исследования показывают, что 

фолиевая кислота является эффективным "захватчиком" свободных ра-

дикалов в водном растворе. Она также может выступать в качестве ан-

тиоксидантного регулятора пероксидного окисления липидов мембран 

клеток, действующих по механизму обрыва кинетических цепей, распо-

лагающихся на границе раздела фаз мембрана клетки–вода. Получен-

ные результаты могут быть полезными для дальнейших исследований 

использования фолиевой кислоты в химиопрофилактике и терапии. 

Работа выполнена при финансовой поддержке Государственного комитета 

по науке Министерства образования и науки Республики Армения (Грант 15T-

1D351, 2015). 
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Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) method was used to detect 

antiperoxyradical capacity of folic acid multifunctional and water-soluble vitamin of the 

B group. Studies were carried out in aqueous solution (phosphate buffer 0.1 М, pH=7.4) 

at temperature 37
o
C. The values of antiperoxyradical capacities of antioxidants were 

calculated on the basis of kinetic data of fluoresceine consumption. According to the 

data given, absolute values of antiperoxyradical capacities (fAO) for the water-soluble 

analog of α-tocopherol: trolox, butylated hydroxytoluene (BHT) and water-soluble 

vitamin are: folic acid 2; 2.58 and 2.62, respectively. The antiperoxyradical capacity of 

folic acid is higher than that of the trolox and close to the value determined for the BHT. 

Investigation of antioxidant properties of folic acid is urgent for understanding its role in 

prevention of pathologies of the oxidative stress in body. The results obtained represent 

useful information to improve pharmacological forms of folates. 
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