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С использованием хроновольтамперометрического метода показано, что на 

ртутном пленочном электроде в кислой среде восстановление кислорода до пероксида водо-

рода в присутствии флавоноидов реализуется как обратимый электродный процесс с по-

следующей лимитирующей химической реакцией первого порядка с участием первичного 

продукта электродной реакции – гидропероксильного радикала. Для такого типа реакций в 

случае процессов восстановления потенциал пика смещается относительно обратимого 

потенциала полуволны в направлении положительных потенциалов. Это смещение тем 

больше, чем выше константа скорости последующей химической реакции и меньше ско-

рость развертки напряжения поляризации. Для расчета констант определяется потенци-

ал полуволны электровосстановления кислорода без добавки флавоноида. Его значение, рав-

ное –0,27 В, можно использовать как в кислых, так и в щелочных средах, поскольку на 

ртутных электродах оно не изменяется в диапазоне рН=1–9. Константы скорости реак-

ции флавоноидов с гидропероксилом являются характеристикой их антирадикальной ак-

тивности. Наиболее реакционноспособны по отношению к радикалу соединения группы 

флавононов – морин и мирицетин. Для всех изученных соединений число электронов, 

участвующих в лимитирующей стадии, изменяется от 0,96 до 1, что свидетельствует о 

протекании элементарного химического акта флавоноида с радикалом и отсутствии вли-

яния на кинетику исследуемой реакции продуктов превращения флавоноидов. Примени-

мость представленного способа расчета констант скоростей к реакциям с участием ак-

тивных форм кислорода подтверждено наличием высокой корреляционной зависимости 

полученных данных с константами скорости реакции флавоноидов с радикалом 2,2′-ди-

фенил-1-пикрилгидразилом. 

Ключевые слова: антирадикальная активность, флавоноиды, гидропероксильный радикал, хро-

новольтамперометрия 
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Using the chronovoltammetric method it was shown that on a mercury film electrode in 
an acidic medium the reduction of oxygen to hydrogen peroxide in the presence of flavonoids is 
realized as a reversible electrode process followed by a first-order limiting chemical reaction with 
the participation of the primary product of the electrode reaction – the hydroperoxyl radical. For 
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this type of reaction, in the case of reduction processes, the peak of potential shifts relative to the 
reversible half-wave potential in the direction of positive potentials. This shift is the larger then 
the higher the rate constant of the subsequent chemical reaction and the lower the sweep speed of 
the polarization voltage. To calculate the constants, the half-wave potential of oxygen electrore-
duction is determined without the addition of a flavonoid. Its value equals to –0.27 V and can be 
used both in acidic and alkaline media, since it does not change on mercury electrodes in the pH 
range of 1–9. The reaction rate constants of flavonoids with hydroperoxyl are a characteristic of 
their antiradical activity. The flavonone groups are the most reactive towards the radical com-
pounds – morin and myricetin. For all studied compounds, the number of electrons participating 
in the limiting stage varies from 0.96 to 1. This indicates the occurrence of an elementary chemi-
cal act of a flavonoid with a radical and the absence of an effect on the kinetics of the investigat-
ed reaction of the products of the conversion of flavonoids. The applicability of the presented 
method for calculating the rate constants to reactions involving active oxygen forms is confirmed 
by the presence of a high correlation between the data obtained and the reaction rate constants of 
flavonoids with 2,2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Известно [1], что 95-98% вдыхаемого кис-

лорода расходуется на выработку энергии и окис-

лительный метаболизм субстрата, а 2-5% перехо-

дит в активную форму кислорода (АФК). Одними 

из важнейших АФК являются супероксид анион-

радикал кислорода (О2
•-
), гидропероксильный 

(НОО
•
) и гидроксильный (НО

•
) радикалы, син-

глетный кислород (
1
О2), пероксид водорода 

(Н2О2). При повышении доли таких частиц в орга-

низме они могут оказывать повреждающее воздей-

ствие на клетки и вызывать различные заболевания 

[2, 3].  

Контроль за уровнем АФК осуществляется 

как за счет эндогенных, так и экзогенных антиок-

сидантов (АО). Поступление в организм человека 

экзогенных АО можно регулировать за счет при-

родных фенольных соединений, входящих в со-

став продуктов растительного происхождения или 

пищевых биологически активных добавок [4-6]. 

Ассортимент растительных фенолов уже доста-

точно велик (флавоноиды, фенолкарбоновые и 

гидроксикоричные кислоты, оксикумарины и т.д.) 

и продолжает расти [7-9]. Проблема возникает при 

подборе модельных реакций для достоверной и 

экспрессной оценки их реакционной способности 

на начальной доклинической стадии отбора. В 

этом случае особенно актуальны реакции in vitro 

не с искусственными, а с биорадикалами, к кото-

рым относятся активные формы О2, способные 

образовываться в организме человека. 

Целью данной работы является хроно-

вольтамперометрическое исследование реакцион-

ной способности флавоноидов (FlavOH) с гидро-

пероксильным радикалом (НОО
•
), генерируемым 

в качестве интермедиата катодного восстановле-

ния О2 до Н2О2 на ртутном пленочном электроде 

(РПЭ) в цитратно-фосфатном буфере при рН = 2. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

В качестве антиоксидантов (АО) исполь-

зовались соединения производства Merck (Герма-

ния) и Panreac (Испания), относящиеся к группе 

растительных фенолов – флавоноидов. Примене-

ние сильнокислой среды необходимо для образо-

вания протонированной формы О2
•-
 и подавления 

процесса диссоциации FlavOH.  

Электровосстановление кислорода (ЭВ О2) 

в цитратно-фосфатном буфере с рН = 2 проводили 

в герметичной ячейке с контролем атмосферы и 

подачи вещества в реакционную смесь при 293±2 К. 

Электродом сравнения служила донная ртуть, ра-

бочим электродом – РПЭ, приготовленный по 

ГОСТ 32937–2014 [10]. Съемка хроновольтамперо-

грамм проводилась на полярографе ПУ-1 с пакетом 

программного обеспечения АЦП «PowerGraph» 

фирмы «LCARD» (Россия). Концентрация раство-

ренного кислорода в буфере контролировалась с 
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помощью анализатора кислорода с термоэлектри-

ческим преобразователем «Эксперт-001» (Россия). 

Перед началом эксперимента цитратно-фосфат-

ный буферный раствор насыщали кислородом в 

течение 15 мин при постоянном перемешивании. 

Для варьирования концентрации кислорода в рас-

творе, вплоть до его полного удаления, подавали 

газообразный аргон. Пик ЭВ О2 до Н2О2 иденти-

фицировался путем барботирования аргона через 

исследуемый раствор в течение 15 мин, после чего 

на хроновольтамперограмме он исчезал полно-

стью. Величину полученного остаточного тока 

исключали при определении потенциала полуволны 

(Е1/2) ЭВ О2. 

При определении кинетических парамет-

ров концентрация кислорода в реакционной смеси 

составляла (5-7)·10
-6
 моль∙л

-1
, флавоноидов от 4·10

-3 

до 5·10
-4

 моль∙л
-1

. Флавоноиды растворялись в 

диметилсульфоксиде, а затем аликвота этого рас-

твора (0,5 мл) вводилась в цитратно-фосфатный 

буферный раствор (19,5 мл) с рН = 2 и заданной 

концентрацией кислорода. Полученная смесь пе-

ремешивалась в течение 5 с, затем после 10 с 

успокоения раствора проводилась съемка катод-

ной хроновольтамперограммы ЭВ О2 до Н2О2 с 

повтором не менее 3 раз при заданной скорости 

развертки. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Известно [11, 12], что для ртутного элек-

трода потенциал восстановления Н2О2 до Н2О зна-

чительно отрицательнее потенциала его образова-

ния. Это позволяет наблюдать на поляризацион-

ных кривых две волны электровосстановления О2, 

изучать кинетику ЭВ О2 и Н2О2 в отдельности. В 

нашей работе восстановление кислорода проводи-

лось только до пероксида водорода (реакции (1)–

(3)), где в качестве интермедиата в кислых средах 

образуется НОО
•
 [12]:  

    ̅     
 –
    (1) 

  
 –
         ,  (2) 

       ̅            (3) 

При поляризации рабочего ртутного пле-

ночного электрода (РПЭ) линейно изменяющимся 

напряжением с амплитудой от 0,02 до 0,08 мВ·с
-1

 

наблюдаются характерные поляризационные кри-

вые с максимумами (рис. 1), обусловленными не-

стационарной диффузией вещества к электроду. 

При введении в систему FlavОН как акцепторов 

пероксирадикалов [13, 14] наблюдается смещение 

потенциала пика ЭВ О2 (Ep
k
) в положительную 

область в результате изменения механизма элек-

трохимической реакции (рис. 1).  

На основе литературных данных [15, 16] 

по изучению ЭВ О2 на РПЭ в присутствии фе-

нольных АО, можно предположить, что исследу-

емая реакция протекает как электродный процесс 

с последующей лимитирующей химической реак-

цией. Для упрощения исследования кинетики 

процесса концентрация FlavОН превышала кон-

центрацию кислорода в 20 и более раз. В таком 

случае химическая реакция является процессом 

псевдопервого порядка. Тогда ЭВ О2 в присут-

ствии FlavОН можно представить, как обратимый 

электродный процесс с последующей необрати-

мой реакцией: 

    ̅     
        

    
(       )         
→                        

        (4) 

Обращает на себя внимание тот факт, что 

влияние химической реакции, следующей за пере-

носом электрона, проявляется только когда пере-

нос заряда протекает быстро и является обрати-

мым электродным процессом. 

 

 
Рис. 1. Хроновольтамперограммы ЭВ О2 до Н2О2 на РПЭ в 

цитратно-фосфатном буфере при рН=2 и Т=293±2 К в при-

сутствии галлокатехина (С=5∙10-4 моль∙л-1) при разных скоро-

стях развертки потенциала (В∙с-1): 1 – 0,02; 2 – 0,04; 3 – 0,06; 

4 – 0,08 

Fig. 1. Chronovoltammograms of electroreduction of О2 up to 

Н2О2 on mercury film electrode in citrate-phosphate buffer at pH=2 

and T=293±2 in the presence of gallocatechin (С=5∙10-4 mol∙l-1) at 

different potential sweep rates (mV∙s-1): 1 – 0.02; 2 – 0.04; 3 – 0.06; 

4 – 0.08 

 

Согласно теории электродного процесса с 

последующей химической реакцией, разработан-

ной Р. Никольсоном и И. Шейном [17], для обра-

тимых электродных процессов с последующей 

необратимой химической реакцией первого по-

рядка (реакция (4)) известны [18] и четко сформу-

лированы основные диагностические критерии – 

зависимость потенциала кинетического пика (  
 ) 
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от логарифма развертки потенциала (  
 

 
) линей-

на, с наклоном RT/2nF: 
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  (  

 

     
  

  
 

  

   
  
  

  
 

  

   
        )  

  

   
  
 

 
 ,     (5) 

где Ep
k
 – потенциал тока пика ЭВ О2 до Н2О2 в 

присутствии FlavOH, В; Е1/2 – обратимый потен-

циал полуволны ЭВ О2 до Н2О2, В; kHOO• – кон-

станта скорости последующей химической реак-

ции HOO
•
 с FlavОН первого порядка, с

-1
; n – число 

электронов, участвующих в лимитирующей ста-

дии; υ – скорость развертки потенциала, В·с
-1

. 

Из уравнения (5) следует, что в случае 

процесса восстановления потенциал пика Ep
k
 

смещается относительно обратимого потенциала 

полуволны Е1/2 в направлении положительных по-

тенциалов (рис. 2). Это смещение тем больше, чем 

выше константа скорости последующей химиче-

ской реакции первого порядка kHOO• и меньше 

скорость развертки напряжения поляризации υ. 

Указанные закономерности выполняются для ис-

следуемого процесса, если n = 1 (рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Определение константы скорости kHOO• последующей 

химической реакции кемпферола (1) и галлокатехина (2) с 

радикалом НОО• в координатах уравнения (5) 

Fig. 2. Determination of the rate constant kHOO• of the subsequent 

chemical reaction of kempferol (1) and gallocatechin (2) with the 

radical НОО• using equation (5) coordinates 

 

Нами установлено, что строгая линейная 

зависимость Ep
k
 от   

 

 
 (с коэффициентом корре-

ляции r > 0,99) соблюдается только в диапазоне 

скоростей развертки потенциалов от 0,02 до 0,08 

В·с
-1

 (рис. 2). Когда υ < 0,01 В∙с
-1

, то скорость по-

следующей реакции высока, достигает состояния 

равновесия и уже не влияет на потенциал пика. 

При больших значениях υ  > 0,08 В∙с
-1

 потенциал 

пика Ep
k
 также меняется незначительно, посколь-

ку химическая реакция не влияет на концентра-

цию первичного продукта (HOO
•
) электродной 

реакции, а сам процесс, согласно литературным 

данным [18], становится необратимым. 

Определение константы скорости kHOO• 

химической реакции псевдопервого порядка в ко-

ординатах Ep
k
 от   

 

 
 возможно, если известно 

значение обратимого потенциала полуволны (E1/2). 

Такая зависимость была успешно применена при 

исследовании кинетики образования интерметал-

лических соединений в ртути [18]. По аналогии с 

указанной работой мы впервые применили тео-

рию электродного процесса с последующей необ-

ратимой химической реакцией для расчета кон-

стант скоростей реакций с участием электрогене-

рированных АФК.  

Величина E1/2 определялась в отдельном 

эксперименте при ЭВ О2 до Н2О2 (без добавки 

FlavОН) в постоянно-токовом режиме при υ = 0,002 

В∙с
-1
 (рис. 2, кр. 2) в щелочной среде. При рН = 9 

(в цитратно-фосфатном буфере) процесс восста-

новления кислорода на РПЭ становится обрати-

мым, что подтверждается как литературными 

данными [12], так и экспериментальными резуль-

татами – потенциал пика (рис. 2, кр. 3) опережает 

потенциал полуволны на 28 мВ, что характерно 

для обратимых процессов при n = 1 [18].  

 

 
Рис. 3. Хроновольтамперометрические кривые ЭВ О2 до Н2О2 

на РПЭ в цитратно-фосфатном буфере при рН=9 и Т=293±2 К: 

1 – после 15 мин барботирования аргона (соответствует 

величине остаточного тока); 2 – после 15 мин барботирова-

ния О2, υ=0,002 В∙с-1; 3 – после 15 мин барботирования О2, 

υ=0,04 В∙с-1 

Fig. 3. Chronovoltammetric curves of electroreduction of О2 up to 

Н2О2 on mercury film electrode in citrate-phosphate buffer at 

рН=9 and Т=293±2: 1 – after 15 min of argon bubbling (corre-

sponds to the value of the residual current); 2 – after 15 min of 

O2 bubbling, υ=0,002 V∙s-1; 3 – after 15 min of O2 bubbling, 

υ=0.04 V∙s-1 
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Полученное значение Е1/2 = –0,27 В можно 

использовать и в кислых средах, поскольку из-

вестно [19], что потенциал полуволны ЭВ О2 до 

Н2О2 на ртутных электродах не изменяется в диа-

пазоне рН = 1-9. 

В другой серии измерений при υ = 0,02-

0,08 В·с
-1

 проводилось восстановление О2 в при-

сутствии FlavОН (рис. 1). Затем с помощью ли-

нейного регрессионного анализа из зависимости 

Ep
k 

– lnυ (рис. 2) по величине углового параметра 

вычислялось число электронов (n), участвующих в 

лимитирующей стадии, а по свободному парамет-

ру – величина kHOO• (таблица).  

 
Таблица 

Значения констант скорости реакции FlavОН c 

НОО
•
 в цитратно-фосфатном буфере при рН=2 

(k
HOO•

) и с DPPH
•
 в этаноле (k

DPPH•
). Т = 293±2 К 

Table. The values of the reaction rate constants of Fla-

vОН with НОО
•
 (k

HOO•
) in citrate-phosphate buffer at 

рН=2 and with DPPH
•
 (k

DPPH•
) in ethanol. Т=293±2 К 

Соединение kHOO•, с
-1

  kDPPH•,
а
 л∙моль

-1
·с

-1
 

катехин 0.0036 59±3 

галлокатехин 0.0082 65±3 

кемпферол 0.062 (3,26±0,21)∙10
2
 

кверцетин 0.19 (7,9±0,3)∙10
2
 

изорамнетин 0.18 (7,6±0,3)∙10
2
 

морин  0.35 (1,47±0,03)∙10
3
 

мирицетин 0.21 (8,4±0,4)∙10
2
 

кверцитрин 0.17 (7,4±0,3)∙10
2
 

рутин 0.15 (6,9±0,3)∙10
2
 

Примечание: а – значения констант скоростей взяты из 

работы [20] 

Note: а - the values of the rate constants are taken from [20] 

 

Рассчитанные константы скорости kHOO• 

могут быть характеристикой антирадикальной 

активности (АРА) флавоноидов. Наиболее реак-

ционноспособны по отношению к радикалу со-

единения группы флавононов – морин и мирице-

тин, низкая АРА у флаванов – катехина и галлока-

техина. При этом для всех соединений число элек-

тронов, участвующих в реакции, не превышает 1 

(n = 0,96-1,01), что свидетельствует о протекании 

элементарного химического акта FlavОН с НОО
•
 и 

отсутствии влияния на кинетику реакции (4) про-

дуктов превращения флавоноидов. 

Для проверки применимости способа рас-

чета констант скоростей по теории электродного 

процесса с последующей химической реакцией 

полученные величины kHOO• коррелировали с кон-

стантами скоростей (kDPPH•) реакции изученных 

флавоноидов с модельным радикалом 2,2′-дифе-

нил-1-пикрилгидразилом (DPPH
•
) в этаноле при 

Т = 293 К, взятыми из работы [20] (таблица). 

kHOO• = –(1,1±0,5)∙10
-2

 + (24,8±0,6)·10
-5

 kDPPH•,   

n = 9; r = 0,996; r
2
 = 0,992;     

F = 1732; p < 0,00001; Sest = 0,007,  (6) 

где n – число опытов; r – коэффициент корреля-

ции; r
2
 – коэффициент детерминации; F – крите-

рий Фишера проверки значимости линейной ре-

грессии; p – уровень значимости, при котором 

может быть принята нуль-гипотеза (о равенстве 

нулю истинного углового коэффициента уравне-

ния регрессии). Sest – стандартная ошибка оценки 

(или стандартное отклонение ошибок предсказа-

ния) является мерой точности величин, предска-

занных по предложенной линейной модели. Ста-

тистические показатели рассчитаны в системе Sta-

tistica Demo 6.0. 

Полученная зависимость (6) c высокими 

значениями коэффициента корреляции (r = 0,996) 

и критерия Фишера (F = 1732) подтверждает воз-

можность использования представленного спосо-

ба расчета констант скоростей реакций с участием 

НОО
•
 для оценки антирадикальной активности 

природных фенольных соединений. 

ВЫВОДЫ 

Процесс восстановления кислорода до пе-

роксида водорода на ртутном пленочном электро-

де при рН = 2 может служить моделью in vitro для 

исследования кинетики и механизма антиокси-

дантного действия флавоноидов в реакции с элек-

трогенерированным гидропероксильным радика-

лом. Константы скорости данной реакции, рассчи-

танные методом хроновольтамперометрии в рам-

ках теории электродного процесса с последующей 

химической реакцией, являются количественной 

характеристикой антирадикальной активности 

вещества и могут использоваться при характери-

стике эффективности антиоксиданта. 
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