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Разработан вольтамперометрический способ оценки полифенол-протеиновых взаимодействий, ос-
нованный на окислении полифенолов на электроде, модифицированном многостенными углерод-
ными нанотрубками и электрополимеризованным кверцетином. В качестве модельных систем рас-
смотрены полифенолы чая (катехин и эпигаллокатехин галлат) и молочные протеины (казеин, бы-
чий сывороточный альбумин и β-лактоглобулин). Установлено, что протеины связывают
рассматриваемые полифенолы (от 10 до 60%) по мере увеличения содержания протеина (от 1 : 0.25
до 1 : 1.5, по объему) в смеси, уменьшая долю свободного полифенола. Разработанный подход при-
менен для оценки влияния молока на антиоксидантные свойства чая (зеленого, белого, полуфер-
ментированного и черного), которые выражали через параметр “антиоксидантная емкость” (АОЕ).
Показано статистически достоверное 1.8–23-кратное уменьшение АОЕ чая в присутствии 20 об. %
молока.
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Основным источником полифенолов в рацио-
не человека являются продукты питания, содер-
жащие широкий круг биологически активных ве-
ществ различной природы, оказывающих взаим-
ное влияние, что может приводить к изменению
свойств отдельных соединений, в том числе их
in vivo и in vitro биодоступности. Так, возможно
прямое взаимодействие полифенолов с липида-
ми, полисахаридами и протеинами матрицы,
причем последнее наиболее значимо, поскольку
заметно сказывается на антиоксидантных свой-
ствах фенольных соединений [1, 2]. Очевидно,
что разработка способов оценки полифенол-про-
теиновых взаимодействий представляет практи-
ческий интерес. Среди протеинов следует выде-
лить молочные протеины, так как наиболее рас-
пространенными источниками полифенолов
являются чай и кофе, в которые при употребле-
нии часто добавляют молоко.

Для исследования полифенол-протеиновых
взаимодействий применяют спектроскопические
и калориметрические методы, а также масс-спек-
трометрию и микроскопию [3]. В последние годы
все большее внимание уделяется in-silico методам,

позволяющим с помощью биоинформатики уста-
навливать активные центры и центры связывания
молекул, а также прогнозировать их биологиче-
скую активность [3, 4].

Полифенолы легко вступают в реакции переноса
электрона, что позволяет использовать для решения
поставленной задачи методы электроанализа. Так,
разработаны способы кулонометрической оценки
полифенол-протеиновых взаимодействий по реак-
циям полифенолов с электрогенерированными гек-
сацианоферрат(III)-ионами [5] и бромом [6]. При
этом гексацианоферрат(III)-ионы как одноэлек-
тронный и более мягкий титрант-окислитель пред-
почтительнее, поскольку селективны по отноше-
нию к фенольным соединениям. Электрогенериро-
ванный бром взаимодействует с широким кругом
антиоксидантов и молочными протеинами, что тре-
бует предварительной оценки их вклада в получае-
мые результаты.

Вольтамперометрия не нашла широкого при-
менения в оценке полифенол-протеиновых взаи-
модействий. Молочные протеины не проявляют
электрохимическую активность в области потен-
циалов, характерных для электроокисления по-
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лифенолов, поэтому в качестве аналитического
сигнала можно было бы использовать токи окис-
ления рассматриваемых полифенолов. Однако
описан лишь один пример применения цикличе-
ской вольтамперометрии на стеклоуглеродном
электроде (СУЭ), позволяющий установить влия-
ние молока на полифенолы чая и кофе [7]. Учи-
тывая форму вольтамперограмм, для расчетов ис-
пользовали заряд, прошедший через раствор при
сканировании потенциала от –0.1 до 0.4 В.

Для вольтамперометрического определения
природных полифенолов (галловой кислоты, ка-
техина и эпигаллокатехин галлата, ЭГКГ) и оцен-
ки АОЕ чая предложен СУЭ, модифицирован-
ный многостенными углеродными нанотрубками
и электрополимеризованным кверцетином (по-
ликверцетин/МУНТ/СУЭ), позволяющий повы-
сить чувствительность отклика аналитов [8].

В настоящей работе показана возможность при-
менения поликверцетин/МУНТ/СУЭ для оценки
полифенол-протеиновых взаимодействий и их вли-
яния на АОЕ чая.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты и растворы. Использовали 98%-ный

кверцетин дигидрат, 98%-ный катехин гидрат,
80%-ный ЭГКГ (Sigma, Германия), стандартные
растворы (10.0 мМ кверцетина, 3.00 мг/мл кате-
хина и ЭГКГ) которых готовили растворением
точных навесок в 5.0 мл этанола (ректификата).
Более разбавленные растворы готовили непо-
средственно перед измерениями. Стандартные
растворы β-лактоглобулина (Sigma, Германия),
β-казеина из коровьего молока и бычьего сыво-
роточного альбумина (БСА) (Fluka, Германия) с
концентрациями 3.0, 3.0 и 0.5 мг/мл соответственно
готовили растворением точных навесок в дистил-
лированной воде. Смеси полифенолов с молочны-
ми протеинами готовили по объемным соотноше-
ниям. Остальные реактивы были марки х. ч.

Модификация электродов. Рабочую поверх-
ность СУЭ (площадь поверхности 3.14 мм2) об-
новляли механически, полируя оксидом алюми-
ния с размером частиц 0.05 мкм. Затем электрод
ополаскивали ацетоном и дистиллированной во-
дой. Для модифицирования электродной поверх-
ности использовали МУНТ с внешним диамет-
ром 40–60 нм, внутренним диаметром 5–10 нм и
длиной 0.5–500 мкм (Aldrich, Германия). Их
0.5 мг/мл гомогенную суспензию в 1%-ном доде-
цилсульфате натрия получали ультразвуковым
диспергированием в течение 30 мин. Рабочий
электрод модифицировали методом капельного
испарения 2 мкл суспензии МУНТ.

Слой поликверцетина получали из 1.0 мМ рас-
твора кверцетина в режиме потенциодинамиче-
ского электролиза от –0.1 до 1.0 В при скорости

изменения потенциала 100 мВ/с в среде 0.1 М
NaOH [8].

Вольтамперометрические измерения проводили
на потенциостате/гальваностате Autolab PGSTAT 12
(Eco Chemie B.V., Нидерланды) с программным
обеспечением GPES 4.9.005 (Eco Chemie B.V., Ни-
дерланды) в трехэлектродной ячейке, состоящей
из рабочего поликверцетин/МУНТ/СУЭ, насы-
щенного хлоридсеребряного электрода сравне-
ния и вспомогательного платинового электрода.
Для расчетов в вольтамперометрии применяли
коррекцию базовой линии по программе GPES
4.9.005. В электрохимическую ячейку вносили фо-
новый электролит (фосфатный буферный раствор с
рН 7.0), аликвоты стандартных растворов полифе-
нолов (10–750 мкл) и регистрировали дифференци-
ально-импульсные вольтамперограммы в диапазо-
не от –0.2 до 0.8 В при амплитуде импульса 50 мВ,
времени импульса 50 мс и скорости изменения по-
тенциала 10 мВ/с. Для оценки влияния протеинов
концентрация полифенолов в ячейке составляла
30 мкг/мл, а долю протеинов варьировали.

Оценку АОЕ чая проводили согласно [8]: в
электрохимическую ячейку вносили 250 мкл об-
разца и регистрировали дифференциально-им-
пульсные вольтамперограммы в диапазоне от
‒0.2 до 0.8 В при амплитуде импульса 50 мВ, вре-
мени импульса 50 мс и скорости изменения по-
тенциала 10 мВ/с. АОЕ чая выражали в эквива-
лентах ЭГКГ в пересчете на 100 мл напитка.

Для определения рН фонового электролита
использовали рН-метр Эксперт-001 (ООО “Эко-
никс-Эксперт”, Россия).

Пробоподготовка образцов. Чай готовили по стан-
дартной методике: навеску чая (2.0000 ± 0.0001 г) за-
ливали 200 мл доведенной до кипения водой, наста-
ивали 5 мин, затем фильтровали и использовали
раствор для дальнейших исследований. Молоко ко-
ровье пастеризованное 3.2% жирности использо-
вали без предварительной пробоподготовки.

Статистическую обработку результатов прово-
дили для 5 измерений при доверительной вероят-
ности 0.95. Результаты представляли как X ± ΔX,
где X – среднее значение и ΔX – доверительный
интервал. Случайную погрешность определения
оценивали по величине относительного стан-
дартного отклонения (sr). Регрессионный анализ
выполнен в программе OriginPro 8.0 (OriginLab,
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Главными полифенолами чая являются кате-

хины, поэтому в качестве модельных соединений
выбрали катехин и ЭГКГ. Показано, что на по-
ликверцетин/МУНТ/СУЭ катехин окисляется
при 0.180 и 0.540 В (рис. 1а), а ЭГКГ – при 0.084,
0.180 и 0.590 В (рис. 1б). Окисление катехина и
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ЭГКГ протекает с участием двух электронов и
двух протонов до соответствующих о-хинонов в
кольце В [9–11]. Различие в потенциалах окисле-
ния по первой ступени для катехина и ЭГКГ свя-
зано с присутствием галлатного фрагмента в
кольце В молекулы ЭГКГ, который окисляется
легче, чем пирокатехиновый фрагмент в структу-
ре катехина [7].

Для обоих аналитов наблюдается линейная за-
висимость площади пиков окисления от концен-
трации. Учитывая форму вольтамперограмм для
ЭГКГ, для количественной оценки использовали
общую площадь пиков окисления при 0.084 и
0.180 В. Диапазоны определяемых содержаний
составили 0.0290–2.90 и 2.90–72.6 мкг/мл для ка-
техина (уравнения (1) и (2)) и 0.0458–4.58 и 4.58–
45.8 мкг/мл для ЭГКГ (уравнения (3) и (4)), пре-
делы обнаружения – 0.0070 и 0.0064 мкг/мл соот-
ветственно.
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Для оценки влияния протеинов на полифено-
лы изучены модельные системы, состоящие из
рассматриваемых катехинов и молочных протеи-
нов (β-казеина, БСА и β-лактоглобулина). Долю
протеинов в смесях варьировали в диапазоне от 0.25
до 1.5. При этом на вольтамперограммах смесей на-
блюдается заметное снижение пиков окисления
при сохранении формы кривой (рис. 2) для всех
рассматриваемых протеинов. Показано, что для
связывания полифенолов протеинами достаточ-
но 1 мин, поэтому дальнейшие измерения прово-
дили через 1 мин после добавления протеинов.
Количественной характеристикой полифенол-
протеиновых взаимодействий являлась доля сво-
бодного полифенола в смеси. Установлено, что
содержание доступного полифенола уменьшает-
ся по мере увеличения доли протеина в смеси
(рис. 3). Степень связывания катехина и ЭГКГ
молочными протеинами уменьшается в ряду β-ка-
зеин > БСА > β-лактоглобулин, причем ЭГКГ
связывается в большей степени, чем катехин, что
обусловлено присутствием галлатных фрагмен-
тов в его структуре. Полученные результаты со-
гласуются с описанными ранее данными для
кверцетина и рутина [5]. Как известно [2], поли-
фенолы могут взаимодействовать с протеинами
за счет ковалентных или межмолекулярных свя-
зей. Ковалентное взаимодействие характерно для
танинов [2]. Нековалентное связывание происхо-
дит вследствие образования водородных связей
(между карбонильной группой пептидной связи и
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Рис. 1. Дифференциально-импульсные вольтамперограммы с коррекцией базовой линии 0.0290 (1), 0.290 (2), 1.45 (3),
2.90 (4), 7.26 (5), 14.5 (6), 21.8 (7) и 29.0 (8) мкг/мл катехина (а) и 0.0458 (1), 0.229 (2), 1.15 (3), 2.29 (4), 4.58 (5), 11.5 (6),
22.9 (7), 34.4 (8) и 45.8 (9) мкг/мл ЭГКГ (б) на поликверцетин/МУНТ/СУЭ на фоне фосфатного буферного раствора с
рН 7.0. Амплитуда импульса 50 мВ, время импульса 50 мс, скорость изменения потенциала 10 мВ/с.
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гидроксильными группами полифенолов) и гидро-
фобных взаимодействий за счет ароматических ко-
лец молекул полифенолов и алифатических и аро-
матических фрагментов протеина [12, 13]. Основная
роль при гидрофобных взаимодействиях отводится
аминокислотным остаткам пролина, гистидина,
аргинина, фенилаланина, триптофана, лизина, ци-
стеина и метионина в структуре протеина. Меха-
низм связывания зависит от структуры протеина, а
размеры и стехиометрия образующихся агрегатов
зависят от концентраций полифенолов и протеи-
нов и их соотношения [14].

Исследование смесей ЭГКГ и катехина с моло-
ком показало, что доля свободного катехина и ЭГКГ
резко снижается до 21 ± 1 и 30 ± 1% соответственно
уже при соотношении полифенол : молоко = 1 : 0.2.
Следует отметить, что молоко является электро-
химически неактивным в условиях вольтамперо-
метрического эксперимента.

Разработанный подход применен для оценки
влияния молочных протеинов и молока на анти-
оксидантные свойства чая, являющегося источ-
ником природных полифенолов в рационе чело-
века. В качестве параметра, отражающего in vitro

Рис. 2. Типичные дифференциально-импульсные вольтамперограммы с коррекцией базовой линии эпигаллокатехин
галлата (а) и катехина (б) в присутствии молочных протеинов на примере β-казеина на поликверцетин/МУНТ/СУЭ
на фоне фосфатного буферного раствора с рН 7.0. Доля протеина в смеси составляет 0 (1), 0.25 (2), 0.5 (3), 1.0 (4) и
1.5 (5). Амплитуда импульса 50 мВ, время импульса 50 мс, скорость изменения потенциала 10 мВ/с.
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Рис. 3. Доля свободного эпигаллокатехин галлата (а) и катехина (б) в присутствии β-лактоглобулина (1), бычьего сы-
вороточного альбумина (2) и β-казеина (3) в зависимости от доли протеина в смеси.
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биодоступность полифенолов в присутствии мо-
лочных протеинов и молока, использовали АОЕ.

На примере зеленого и черного чая показано,
что молочные протеины связывают их полифено-
лы, что приводит к статистически достоверному
уменьшению их АОЕ для всех рассматриваемых
протеинов (табл. 1). Для зеленого чая наиболь-
шую связывающую способность проявляет β-ка-
зеин, а для черного чая – БСА, что обусловлено,
вероятно, окислением его катехинов под дей-
ствием полифенолоксидазы на стадии фермента-
ции с образованием теафлавинов и теарубигинов
[15], которые обладают большей гидрофобностью

и связываются с протеинами главным образом за
счет гидрофобных взаимодействий [2]. Катехины
зеленого чая взаимодействуют с белками в боль-
шей степени за счет водородных связей [16, 17]. В
целом, АОЕ чая статистически достоверно умень-
шается в присутствии протеинов (в 1.6–2.3 раза
для черного чая и в 1.1–1.3 раза для зеленого чая
уже при содержании протеина в смеси 5%).

На вольтамперограммах чая с молоком наблю-
дается постепенное уменьшение токов окисления
чая, а также расщепление пика окисления при
0.18–0.20 В с появлением плеча при 0.23–0.25 В
по мере увеличения доли молока в смеси (рис. 4).

Таблица 1. Антиоксидантная емкость чая в присутствии молочных протеинов по данным вольтамперометрии на
поликверцетин/МУНТ/СУЭ на фоне фосфатного буферного раствора с рН 7.0 (n = 5, P = 0.95)

Доля протеина 
в смеси

АОЕ чая в присутствии протеинов, мг ЭГКГ/100 мл

β-казеин sr БСА sr β-лактоглобулин sr

Зеленый чай
0 58 ± 1 0.02 58 ± 1 0.02 58 ± 1 0.02
0.05 48 ± 1 0.02 45.8 ± 0.7 0.01 53.2 ± 0.8 0.01
0.1 42.6 ± 0.4 0.007 46.4 ± 0.7 0.01 45.3 ± 0.8 0.01
0.2 24 ± 1 0.04 42.3 ± 0.7 0.01 38 ± 1 0.03
0.3 18.0 ± 0.3 0.02 37.9 ± 0.9 0.02 29.0 ± 0.8 0.02

Черный чай
0 11.3 ± 0.2 0.01 11.3 ± 0.2 0.01 11.3 ± 0.2 0.01
0.05 6.9 ± 0.2 0.01 4.9 ± 0.2 0.04 5.9 ± 0.1 0.02
0.1 5.1 ± 0.3 0.04 3.5 ± 0.1 0.03 4.4 ± 0.3 0.06
0.2 4.0 ± 0.1 0.02 3.5 ± 0.1 0.03 4.0 ± 0.2 0.04
0.3 3.75 ± 0.09 0.02 3.2 ± 0.3 0.05 3.70 ± 0.06 0.01

Рис. 4. Типичные дифференциально-импульсные вольтамперограммы с коррекцией базовой линии зеленого (а) и
черного (б) чая в присутствии молока на поликверцетин/МУНТ/СУЭ на фоне фосфатного буферного раствора с
рН 7.0. Доля молока составляет 0 (1), 0.05 (2), 0.1 (3) и 0.2 (4). Амплитуда импульса 50 мВ, время импульса 50 мс, ско-
рость изменения потенциала 10 мВ/с.
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Установлено, что АОЕ чая статистически досто-
верно уменьшается в присутствии молока незави-
симо от типа чая (рис. 5), причем основная часть
полифенолов связывается при содержании моло-
ка в смеси 5%. Дальнейшее увеличение доли мо-
лока приводит к постепенному уменьшению АОЕ
чая. Для некоторых образцов различие статисти-
чески недостоверно, что обусловлено, вероятно,
их характеристиками. Полученные результаты
хорошо согласуются с данными гальваностатиче-
ской кулонометрии [5, 6].

Проведенные исследования показали, что раз-
работанный вольтамперометрический подход для
оценки полифенол-протеиновых взаимодей-
ствий, основанный на электроокислении поли-
фенолов чая на электроде, модифицированном
поликверцетином, является простым, экспресс-
ным и может рассматриваться как альтернатива
существующим методам оценки полифенол-про-
теиновых взаимодействий для применения в ана-
лизе продуктов питания.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (проект 16-03-00507-а).
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