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Изучены антитиреоидные свойства серосодержащих аминокислот цистеина и метионина и трипеп-
тида глутатиона путем оценки кинетических и термодинамических параметров взаимодействия
аналитов с анионными комплексами иода (  и I2Cl–). Максимальной, сопоставимой с константа-
ми скоростей физиологических процессов, является константа скорости реакции второго порядка
между цистеином и трииодидом. Антиоксидантная активность цистеина и глутатиона оценена ки-
нетическим методом со спектрофотометрическим контролем скорости реакции с использованием
реакционной константы скорости второго порядка с хромоген-радикалом 2,2'-дифенил-1-пикрил-
гидразилом (ДФПГ) и времени реакционного полупревращения в спиртовых средах. Антиокси-
дантные свойства цистеина и глутатиона, проявляемые в реакции с ДФПГ, положены в основу раз-
работки простого и чувствительного метода их количественного определения с использованием
константы скорости псевдопервого порядка. Изучение реакции аналитов с хромоген-радикалом
позволило оценить их антирадикальную активность средствами спектрофотометрического анали-
за, дополненного ВЭЖХ.
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ции, высокоэффективная жидкостная хроматография со спектрофотометрическим детектированием.
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Цистеин и глутатион – серосодержащие ами-
нокислоту и трипептид, присутствующие в организ-
ме в больших концентрациях (нормальное содержа-
ние цистеина в клетках составляет 30–200 мкМ,
глутатиона – 1–10 мМ [1–3]). Они участвуют в
синтезе белков, метаболических процессах [4, 5],
служат индикаторами нарушения обмена ве-
ществ [6, 7], поддерживают постоянство редокс-
статуса клетки [8, 9]. В организмах млекопитаю-
щих цистеин образуется из незаменимой кислоты
метионина и заменимой аминокислоты серина.
Метионин поставляет для синтеза цистеина атом
серы, а серин – углеродный скелет. Конечный ре-
зультат сложной последовательности реакций за-
ключается в замене OH-группы серина на SH-груп-
пу, получаемую от метионина, что приводит к об-
разованию цистеина [10]. Цистеин, в свою очередь,
участвует в биосинтезе глутатиона, объединяясь на
первой стадии с глутаминовой кислотой в γ-глута-
милцистеин, который на второй стадии присоеди-

няет фрагмент глицина [11]. Сильные антиокси-
дантные свойства цистеина и глутатиона лежат в
основе их важнейшей функции – работе защит-
ной системы организма для контроля оксидатив-
ного стресса [12]. При этом они реагируют со сво-
бодно-радикальными частицами и реактивными
формами кислорода [4, 13, 14], окисляясь до ди-
сульфидов [15, 16]. Метионин как синтетический
предшественник цистеина также является частью
антиоксидантной системы организма, поскольку
от него зависит синтез и внутриклеточная кон-
центрация цистеина и глутатиона [17].

От присутствующих в организме окислителей
(таких как свободные радикалы) зависит проте-
кание ряда важнейших физиологических процес-
сов. Так, например, реактивные формы кислоро-
да являются сигнальными молекулами [18, 19],
участвуют в процессе мутагенного ответа [20], а
также защищают клетки от патогенов [21, 22]. С
другой стороны, нарушение баланса генерации и
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удаления окислителей в клетках может привести
к резкому росту концентрации оксидантов, что
вызывает оксидативный стресс [23–25]. Этот
процесс негативно влияет на метаболизм, так как
приводит к неконтролируемому окислению ли-
пидов, нуклеиновых кислот и протеинов, разру-
шению ДНК, нарушению работы защитных фер-
ментов, увеличивая риск развития таких заболе-
ваний, как атеросклероз, болезнь Альцгеймера,
рак, катаракта, сердечно-сосудистые заболевания
и т.д. [26, 27]. Кроме того, оксидативный стресс
нарушает синтез гормонов щитовидной железы и
может привести к развитию в организме гипоти-
реоза (тиреодит Хашимото) [28, 29], либо гиперти-
реоза (болезнь Грейвса) [30–32]. Для регулирова-
ния концентрации окислителей и контроля оксида-
тивного стресса клетки генерируют антиоксиданты
[33]. Антиоксиданты могут отличаться друг от друга
химической природой и механизмом действия [34].
Например, в качестве антиоксидантов, непосред-
ственно взаимодействующих со свободными ра-
дикалами и прерывающих окислительную цепь,
могут выступать низкомолекулярные аминотио-
лы, обладающие сильными восстановительными
свойствами. Такими веществами являются ци-
стеин и глутатион.

Работы по оценке антиоксидантной активно-
сти аминотиолов включают целый ряд оптиче-
ских методов. Среди них метод CUPRAC (cupric
reducing antioxidant capacity): с его помощью авто-
ры работы [35] исследовали вклад цистеина и глу-
татиона в величину общей антиоксидантной ак-
тивности (TAC, total antioxidant capacity). Для
оценки уровня антиоксидантов, включая цисте-
ин, в продуктах питания, использовали метод
FRAP (ferric reducing ability of plasma) [36]. Для
изучения кинетики свободно-радикальной реак-
ции с участием цистеина и глутатиона применен
метод ABTS (2,2H-azinobis (3-ethylbenzothiazo-
line-6-sulfonic acid)) [37].

В особую группу следует выделить методы, ис-
пользующие 2,2'-дифенил-1-пикрилгидразил
(ДФПГ) – стабильный свободный хромоген-ра-
дикал, поглощающий излучение при 517 нм, что
позволяет легко отслеживать его концентрацию в
анализируемой системе [38, 39]. ДФПГ использу-
ют в качестве окислителя при моделировании окси-
дативного стресса in vitro и для оценки активности
антиоксидантов с применением кинетических ме-
тодов и ВЭЖХ со спектрофотометрическим и масс-
спектрометрическим детектированием [40–46].

В перечисленных выше работах содержатся
результаты оценки антиоксидантной активности
цистеина и глутатиона, выраженные в единицах
антирадикальной активности (RS), количества
антиоксиданта, необходимого для уменьшения
концентрации окислителя на 50% (EC50) и кон-
станты скорости окислительно-восстановитель-
ного процесса (k).

Высокая реакционная активность цистеина и
глутатиона по отношению к различным формам
свободных радикалов [4, 14] может быть обуслов-
лена подвижностью атома водорода тиольной
группы. Интересно, что это не первый пример
проявления биологической активности вещества-
ми, содержащими SH-группу, и их производными,
например такими как тиоамиды. Известно, что тио-
амиды также проявляют антиоксидантную актив-
ность, а кроме того, и тиреостатическую активность
[46–49]. Метионин, в отличие от цистеина и глута-
тиона, не относится к аминотиолам, однако про-
являет антиоксидантную активность по отноше-
нию к некоторым окислителям [50]. Представляет
интерес оценка кинетических параметров взаимо-
действия метионина – синтетического предше-
ственника цистеина с активными формами иода.

В настоящей работе впервые применен кине-
тический метод со спектрофотометрическим
контролем скорости реакции для оценки антиок-
сидантной активности in vitro цистеина и глута-
тиона в водной и спиртовой средах. Для сравни-
тельной оценки антирадикальной активности
(RS) и расчета EC50 оптимизированы известные
методики ВЭЖХ- и спектрофотометрического
определения этих параметров [44, 51]. Цель рабо-
ты – разработка методов оценки антиоксидант-
ной активности аминотиолов, основанных на
точных и надежных параметрах кинетического
метода. К ним относятся константа скорости (k) и
время уменьшения концентрации окислителя на
50% (TEC50). Для исследования возможной тирео-
статической активности цистеина и глутатиона
изучен механизм и термодинамические парамет-
ры реакции аминотиолов с молекулярным иодом
(степень реакционного превращения, ω, % и
энергия активации, Ea, кДж/моль). Задачей ис-
следования была также разработка кинетическо-
го метода количественного определения цистеи-
на и глутатиона со спектрофотометрическим
контролем скорости реакции. Наряду с цистеи-
ном и глутатионом исследовали свойства серосо-
держащей аминокислоты метионина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и оборудование. В работе использова-
ли L-цистеин, 2,2'-дифенил-1-пикрилгидразил
(ДФПГ) и L-метионин (Sigma-Aldrich, США) и
L-глутатион (Alfa Aesar, США).

Электронные спектры поглощения соединений
и значения оптической плотности записывали на
спектрофотометре Cary 50, снабженном Пельтье-
термостатом (Varian, США). Протолитические
свойства тиольной группы аналитов исследовали с
использованием иономера рН-150М с индикатор-
ным стеклянным электродом и хлоридсеребряным
электродом сравнения. Для определения степени
реакционного превращения применяли иономер
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ЭВ-74 в режиме вольтметра. Для проведения окис-
лительно-восстановительного титрования в каче-
стве индикаторного электрода использовали плати-
новый электрод.

Точные навески препаратов взвешивали на весах
специального класса точности МВ 210-А (Сарто-
госм, Россия) с погрешностью измерения 0.0001 г.

Анализ методом ВЭЖХ проводили на жид-
костном изократическом хроматографе Стайер со
спектрофотометрическим детектором UVV 104
M, дегазатором DG 18, термостатом колонок TS
10 и с аналитической колонкой Phenomenex Luna
5μm C18(2) 100 Å (США) с неподвижной фазой –
октадецилсиланом (C18), химически связанным
силикагелем (250 × 4.6 мм, 5 мкм).

В качестве растворителей использовали эта-
нол и изопропанол отечественного производства
квалификации не ниже х. ч. после очистки дву-
кратной перегонкой. Метанол для ВЭЖХ произ-
водства “J.T. Baker” (Avantor Performance Material,
Нидерланды) применяли без дополнительной
очистки.

Приготовление растворов. Для оценки значе-
ний pKa готовили 0.100 М раствор гидроксида на-
трия из фиксанала и стандартизовали его титро-
ванием 0.100 М H2SO4. Для оценки степени реак-
ционного превращения аналитов с иодом
готовили 0.100 М раствор тиосульфата натрия из
фиксанала и стандартизовали по дихромату ка-
лия. Исходный 0.050 М раствор иода стандарти-
зовали титрованием тиосульфатом натрия. Для
изучения взаимодействия аналитов с трииодид- и
дииодхлорид-анионами готовили растворы рас-
творением точных навесок цистеина, глутатиона,
метионина, иода и иодида калия, иода и хлорида
натрия в деионизированной воде.

Протолитические свойства SH-группы цистеина
и глутатиона. Для оценки константы диссоциа-
ции SH-группы цистеина и глутатиона методом
потенциометрического титрования готовили вод-
ный раствор, содержащий 0.20 ммоль аминотио-
ла (Vобщ = 25.0 мл). Для поддержания постоянной
ионной силы раствора (μ = 0.1) добавляли раствор
KCl. Титрование проводили 0.100 М раствором
NaOH при перемешивании.

Взаимодействие цистеина, метионина и глутати-
она с молекулярным иодом в водном растворе изу-
чали методом обратного потенциометрического
титрования. Для этого точные навески исследуе-
мых соединений растворяли в 25 мл дистиллиро-
ванной воды, добавляли избыток трииодида ка-
лия (0.50 ммоль). В случае цистеина [52] добавля-
ли к реакционной смеси еще 0.800 г KI и 0.60 мл
0.100 М HCl, охлаждали в емкости со льдом. В
случае метионина [53] добавляли к реакционной
смеси 0.5 г KH2PO4, 0.2 г K2HPO4 и 0.200 г KI. Ре-
акционные смеси оставляли в темноте на 15 мин,
непрореагировавший иод титровали раствором
тиосульфата натрия с точно установленной кон-

центрацией (0.100 М). Точку эквивалентности
фиксировали иономером в режиме вольтметра и
визуально по обесцвечиванию титруемого раствора.
Проводили по четыре параллельных измерения.
Cтепень реакционного превращения (ω, %) рассчи-
тывали по формуле:

(1)

где  и  – концентрации иода и тиосульфа-
та, М;  и  – объемы иода и тиосульфата,
мл; υ – количество вещества препарата, ммоль.

Изучение взаимодействия аналитов с анионны-
ми комплексами иода кинетическим методом. Для
оценки констант скорости реакций аналитов с
комплексами иода использовали изомолярные
концентрации (1.0 × 10–4 М) водных растворов ци-
стеина, глутатиона, метионина, трииодид-аниона и
дииодхлорид-аниона.

Кинетические зависимости получали при 25 и
37°C (метионин), а также в диапазоне температур
от 4 до 25°C (цистеин и глутатион), светопогло-
щение иода в составе трииодид- (351 нм) и дииод-
хлорид-анионов (246 нм) фиксировали с интерва-
лом 1 с. Об антиоксидантной активности анали-
тов судили по величине констант скорости их
взаимодействия с окислителями в водных раство-
рах при различных температурах. Зависимость
этих величин от температуры позволила оценить
энергии активации исследуемых процессов.

Кинетика взаимодействия аналитов с 2,2'-дифе-
нил-1-пикрилгидразилом. Исходные 4.0 × 10–4 М
растворы цистеина, глутатиона и метионина го-
товили растворением точных навесок в мини-
мальном объеме 0.40 мл дистиллированной воды
и разбавлением органическим растворителем
(этанолом, метанолом, изопропанолом) до необ-
ходимого объема 50 мл. Исходный 4.0 × 10–4 М
раствор ДФПГ готовили растворением точной
навески препарата в соответствующем спирте.

Для оценки констант скорости реакций ис-
пользовали растворы с одинаковыми концентра-
циями компонентов реакции 8.0 × 10–5 М.

Период от смешивания реагентов до начала ре-
гистрации кинетической кривой составлял 49 с.
Кинетические зависимости получали при 25 и
37°C, при этом светопоглощение хромоген-ради-
кала фиксировали с интервалом 1 мин (цистеин,
метионин) и 5 мин (глутатион). Об антирадикаль-
ной активности препаратов судили по величине
констант скорости реакции второго порядка
(k, М–1 мин–1) с хромоген-радикалом.

Оценка антирадикальной активности цистеина и
глутатиона спектрофотометрическим методом в со-
четании с ВЭЖХ. Исходные 4.0 × 10–4 М растворы
цистеина, глутатиона и метионина готовили рас-
творением точных навесок в минимальном объе-
ме (0.40 мл) дистиллированной воды и разбавле-

( )2 2 2 2 3 2 2 3I I Na S O Na S O–
ω 100%,

c V c V
= ×

υ

2Ic
2 2 3Na S Oc

2IV
2 2 3Na S OV
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нием органическим растворителем (этанолом,
метанолом, изопропанолом) до необходимого
объема 50 мл. Исходный 4.0 × 10–4 М раствор
ДФПГ готовили растворением точной навески пре-
парата в соответствующем спирте. При анализе ме-
тодом ВЭЖХ все растворы фильтровали через ней-
лоновый фильтр с диаметром пор 0.45 мкм.

Для оценки антирадикальной активности сме-
шивали 6.0 × 10–6–4.0 × 10–5 М растворы амино-
тиола с 8.0 × 10–5 М раствором хромоген-радика-
ла. Реакционную смесь оставляли на 30 мин в
темноте при постоянной температуре 25 или
37°C. Контрольный опыт проводили с 8.0 ×10–5 М
раствором ДФПГ в соответствующем спирте.

При спектрофотометрическом анализе реги-
стрировали электронные спектры поглощения
раствора ДФПГ (контрольный опыт) и реакцион-
ной смеси при 517 нм.

О свойствах препаратов судили по величине
RS [51], которую рассчитывали по формуле:

(2)

где AC – оптическая плотность ДФПГ в контроль-
ном опыте, AS – оптическая плотность ДФПГ в
реакционной смеси при λmax = 517 нм.

Для повышения точности результатов (напри-
мер, в случае анализа сложных или окрашенных
смесей) целесообразно использовать метод ВЭЖХ.
Для ВЭЖХ-анализа раствор ДФПГ (контроль-
ный опыт) или реакционную смесь вводили вруч-
ную микрошприцем в хроматографическую си-
стему (объем петли дозатора хроматографа
20 мкл). В качестве подвижной фазы использова-
ли смесь спирта (этанол, метанол, изопропанол)

и бидистиллированной воды. Детектирование
проводили при 517 нм.

О свойствах препаратов судили по величине
RS [51], которую рассчитывали по формуле:

(3)

где PAC – площадь пика, соответствующего ДФПГ
на хроматограмме контрольного опыта, PAS –
площадь пика, соответствующего ДФПГ на хро-
матограмме реакционной смеси.

Количественное определение цистеина и глута-
тиона кинетическим методом. Готовили рабочие
6.0 × 10–6–4.0 × 10–5 М растворы аналитов объе-
мом 50 мл в этаноле, метаноле и изопропаноле с
предварительным растворением в минимальном
объеме 0.40 мл дистиллированной воды и рабочие
8.0 × 10–5 М растворы хромоген-радикала в соот-
ветствующих спиртах. В указанных интервалах кон-
центраций уменьшение светопоглощения раствора
хромоген-радикала в зависимости от времени кор-
релирует с концентрацией препарата в растворе
(R в диапазоне 0.97–0.99).

Кинетические зависимости получали при
25°С, светопоглощение хромоген-радикала фик-
сировали с интервалом: для цистеина – 0.5 мин
(этанол, метанол) и 1 мин (изопропанол), для глу-
татиона – 5 мин (этанол, метанол) и 2 мин (изо-
пропанол).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Кинетика взаимодействия аналитов с 2,2'-дифе-

нил-1-пикрилгидразилом. Взаимодействие цисте-
ина и глутатиона с хромоген-радикалом протека-
ет согласно схеме 1:

Схема 1. Взаимодействие цистеина и глутатиона со свободным хромоген-радикалом 
2,2'-дифенил-1-пикрилгидразилом.
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При одинаковых исходных концентрациях ци-
стеина (глутатиона) и хромоген-радикала их вза-
имодействие описывается кинетическим уравне-
нием реакции второго порядка:

(4)

где c0 – начальная концентрация компонентов
реакции, M; x – координата реакции, M; t – вре-
мя, мин; k – константа скорости, M–1 мин–1.

Значения TEC50 (время уменьшения концен-
трации свободного радикала на 50%, мин) рас-
считывали по формуле:

(5)

значения KRAA (константа относительной антиок-
сидантной активности по отношению к стандарт-
ному антиоксиданту тролоксу) – по формуле:

(6)

где kTr – константа скорости окисления тролокса
хромоген-радикалом, равная 6.37 × 104 M–1 мин–1

(этанол, [46]), 4.43 × 104 M–1 мин–1 (метанол),
3.54 × 104 M–1 мин–1 (изопропанол).

Антиоксидантную активность аналитов оцени-
вали, используя константу скорости k окислитель-
но-восстановительного процесса, и для наглядности
выражали через значения TEC50 и относительную
константу KRAA, сравнивая с распространенным эф-
фективным антиоксидантом тролоксом. Последний
часто используют в качестве стандарта при иссле-
дованиях свойств антиоксидантов [44, 46, 51, 54].
Указанные параметры рассчитывали по форму-
лам (4)–(6) на основании спектрофотометриче-
ских измерений при 25 и 37°C.

Снижение интенсивности собственного по-
глощения ДФПГ при λmax = 517 нм (в этаноле ε =
= 9109.7 М–1 см–1, в метаноле ε = 10238.1 М–1 см–1, в
изопропаноле ε = 9174.6 М–1 см–1) позволяет су-
дить о степени протекания реакции между ради-
калом и антиоксидантом и рассчитать константу
скорости. На рис. 1 уравнение (4) представлено в

виде y = bx + a, где x = t, y =  b = k, a = 1/c0,

и решено методом наименьших квадратов.
Установлено, что метионин в исследуемых

условиях не реагирует с хромоген-радикалом,
что, вероятно, связано с отсутствием SH-группы
в молекуле метионина.

Рассчитанные кинетические параметры анти-
оксидантной активности цистеина и глутатиона
приведены в табл. 1. Константы скорости взаимо-
действия аналитов с хромоген-радикалом изме-
рены при комнатной температуре и при темпера-
туре физиологических условий (37°C). Скорость
взаимодействия аминокислоты цистеина с ДФПГ
выше, чем в случае трипептида глутатиона и ме-
нее подвержена влиянию температуры. С ростом
температуры от 25 до 37°C константа скорости
взаимодействия глутатиона с хромоген-радика-
лом увеличивается почти в 2 раза в этаноле, в
1.5 раза в метаноле и в 3 раза в изопропаноле. В
случае же цистеина увеличение скорости взаимо-
действия незначительно и мало зависит от приро-
ды растворителя.

Взаимодействие тиольной группировки с хро-
моген-радикалом зависит также от подвижности
протона при атоме серы в молекулах цистеина и глу-
татиона, поэтому важной характеристикой свойств
аналитов могут служить значения pKa(–SH). Значе-
ния концентрационных констант (pKa) 8.28 и 9.05
для цистеина и глутатиона соответственно, опре-
деленные методом потенциометрического титро-

0 0
1 1 ,
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c x c
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  100%,RAA
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Рис. 1. Электронные спектры поглощения 2,2'-дифенил-1-пикрилгидразила в метаноле при 37°C в присутствии рав-
ной концентрации глутатиона (8.0 × 10–5 М) и графическое представление уравнения (4). Электронные спектры по-
глощения регистрировали каждые 5 мин.
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вания со стеклянным индикаторным электродом,
хорошо согласуются со значениями 8.27 и 9.20,
найденными с использованием метода Рамана
[55, 56].

Кинетический метод изучения взаимодействия
цистеина, глутатиона и метионина с анионными
комплексами иода. Для разработки методик опре-
деления цистеина, глутатиона и метионина, а
также для изучения возможности применения
этих веществ в качестве антиоксидантных и анти-
тиреоидных препаратов необходимо располагать
сведениями о кинетике реакций цистеина, глута-

тиона и метионина с молекулярным иодом. Ана-
лиз указанных взаимодействий позволит опреде-
лить степень реакционного превращения, а также
оценить энергию активации процесса.

Взаимодействие цистеина, глутатиона и мети-
онина с трииодид- и дииодхлорид-анионами при
равных концентрациях компонентов реакции
описывается уравнением реакции второго поряд-
ка (4) [57] согласно схеме 2:

KI3+2R–SH → 2HI +KI+ 2R–S•, где R – остат-
ки цистеина и глутатиона,

Схема 2. Взаимодействие цистеина, глутатиона и метионина с трииодидом калия.

Как и при изучении реакции с ДФПГ, антиок-
сидантную активность аналитов по отношению к
анионным комплексам иода оценивали, исполь-
зуя константу скорости окислительно-восстано-
вительного процесса и величину TEC50. Указанные
параметры рассчитывали по формулам (4), (5) на
основании спектрофотометрических измерений.

Реакцию метионина с комплексами иода изу-
чали при 25 и 37°C. Рассчитанные значения кон-
станты скорости второго порядка (k, М–1 мин–1)
составили: для трииодид-аниона 230 при 25°C и

770 при 37°C; для дииодхлорид-аниона 104 при
25°C и 199 при 37°C.

В случае цистеина и глутатиона при 37°C (фи-
зиологические условия) из-за высокой скорости
реакции точная оценка константы скорости ки-
нетическим методом затруднена. В связи с этим
оптическую плотность растворов трииодид-иона
(λmax = 351 нм, ε = 9964 М–1 см–1) и дииодхлорид-
иона (λmax = 246 нм, ε = 13992 М–1 см–1) измеряли
в диапазоне температур от 4 до 25°C. Рассчитан-
ные значения константы скорости окислительно-
восстановительного процесса позволили полу-
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Таблица 1. Кинетические параметры антиоксидантной активности цистеина и глутатиона в присутствии 2,2'-ди-
фенил-1-пикрилгидразила в равной концентрации

Исследуемое соединение Растворитель Температура, °C k, М–1мин–1 KRAA, % TEC50, мин

Цистеин C2H5OH 25 6.52 × 103 9.72 1.92
37 7.46 × 103 11.08 1.68

Глутатион 25 92.7 0.14 134.79
37 181 0.27 69.22

Цистеин CH3OH 25 4.66 × 103 10.53 2.68
37 5.62 × 103 12.69 2.22

Глутатион 25 34.2 0.08 365.18
37 43.3 0.10 288.88

Цистеин (CH3)2CHOH 25 1.28 × 103 3.62 9.74
37 1.68 × 103 4.74 7.45

Глутатион 25 304 0.86 41.12
37 901 2.55 13.87
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чить температурные зависимости с использова-
нием уравнения Аррениуса:

(7)

где k – константа скорости, М–1 мин–1; T – темпе-
ратура, К; A – предэкспоненциальный множи-
тель, М–1 мин–1; Ea – энергия активация,
Дж/моль; здесь R – универсальная газовая посто-
янная (8.314 Дж/(моль К)).

Из полученных температурных зависимостей
рассчитали энергии активации окислительно-
восстановительных процессов и константы анти-
оксидантной активности при физиологических
условиях, а также значения TEC50. Результаты
приведены в табл. 2. Увеличение скорости взаи-
модействия аналитов с комплексами иода сопро-
вождается ростом величины энергии активации
соответствующих процессов.

Таким образом, максимальной является ско-
рость взаимодействия цистеина с трииодидом.
Константа скорости этой реакции сопоставима с
константами скоростей физиологических про-
цессов [58–62]. Выполненный in vitro анализ под-
черкивает роль цистеина в окислительно-восста-
новительных физиологических процессах, проте-
кающих в организме.

Определена степень реакционного превраще-
ния препаратов в реакции с молекулярным иодом
(ω, %) методом иодиметрического титрования в
водной среде при комнатной температуре. Значе-
ния ω составили 87 ± 1% для цистеина, 100 ± 2%
для глутатиона, 92 ± 1% для метионина. Очевид-
но, что полнота реакционного превращения мало
зависит от размера молекул и наличия тиольной
группы (ω метионина выше, чем аминотиола ци-
стеина, а ω трипептида глутатиона выше, чем
каждого из исследуемых пептидов).

( )a 1ln – lnA,
R
Ek

T
= +

Оценка антирадикальной активности цистеина и
глутатиона спектрофотометрическим методом в со-
четании с ВЭЖХ. Оптимизация условий хромато-
графического определения. Для оптимизации зна-
чений некоторых хроматографических парамет-
ров (состав подвижной фазы, температура
колонки, скорость потока элюента) оценивали
время выхода ДФПГ и соотношение сигнал/шум.
В качестве компонентов подвижной фазы ис-
пользовали смесь (5 : 95, по объему) вода–орга-
нический растворитель (метанол, этанол и изопро-
панол), в котором готовили растворы аналитов и
ДФПГ. Установлено, что оптимальными условия-
ми хроматографического определения ДФПГ явля-
ются скорость потока элюента 1 мл/мин, темпера-
тура 37°C и составе подвижной фазы спирт–вода
(95 : 5, по объему). При этом общая продолжи-
тельность хроматографического анализа состави-
ла 5.5 мин (этанол), 6.5 мин (метанол) и 4 мин
(изопропанол). Пример хроматограммы пред-
ставлен на рис. 2.

Расчет значений антиоксидантной активности
(RS) и концентрации аминотиола, необходимой для
уменьшения концентрации 2,2'-дифенил-1-пикрил-
гидразила на 50% (IC50). Зависимость RS от кон-
центрации антиоксиданта имеет линейный харак-
тер (R в диапазоне 0.96–0.99) в выбранном диапазо-
не концентраций от 6.0 × 10–6 до 2.0 × 10–5 М. На
основании полученных зависимостей вида RS =
= bc0 + a рассчитали величины IC50. Результаты
для ВЭЖХ- и спектрофотометрического анализа
приведены в табл. 3.

Можно отметить, что близкие величины IC50
реализуются в этаноле. При этом коэффициент
корреляции зависимости RS = f(c0) в выбранном
диапазоне в случае ВЭЖХ ближе к единице, чем
при использовании спектрофотометрического
метода.

Таблица 2. Кинетические параметры, температурные зависимости и энергии активации взаимодействия цисте-
ина и глутатиона с трииодид- и дииодхлорид-ионами

Ион Цистеин Глутатион

R = 0.9872
k (310 K) = 1.84 × 107 М–1 мин–1

Ea = 81.97 кДж/моль
TEC50 = 5.43 × 10–4 мин

R = 0.9909
k (310 K) = 5.86 × 105 М–1 мин–1

Ea = 47.44 кДж/моль
TEC50 = 1.71 × 10–2 мин

I2Cl–

R = 0.9809
k (310 K) = 7.72 × 105 М–1 мин–1

Ea = 67.18 кДж/моль
TEC50 = 1.30 × 10–2 мин

R = 0.9948
k (310 K) = 2.07 × 105 М–1 мин–1

Ea = 25.51 кДж/моль
TEC50 = 4.83 × 10–2 мин

3I− ( )1ln –9859 48.535k
T

= + ( )1ln –5706 31.689k
T

= +

( )1ln –8080 39.622k
T

= + ( )1ln –3069 22.140k
T

= +
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Количественное определение цистеина и глута-
тиона кинетическим методом. Кинетика взаимо-
действия хромоген-радикала с цистеином и глу-
татионом при избыточной концентрации ДФПГ
описывается уравнением реакции псевдопервого
порядка по реагирующим компонентам:

(8)

где c0 – исходная концентрация ДФПГ, М; x – ко-
ордината реакции, t – время, мин; k – константа
скорости, мин–1.

По уравнению реакции псевдопервого поряд-
ка рассчитали константы скорости реакций ци-
стеина и глутатиона с ДФПГ в метаноле, этаноле
и изопропаноле, параметры градуировочных гра-
фиков (k = bc + a) и метрологические характери-
стики количественного определения цистеина и
глутатиона кинетическим методом со спектрофо-

0

0ln ,
–
c kt

c x
=

тометрическим контролем скорости реакции
(табл. 4).

Таким образом, высокая антиоксидантная ак-
тивность цистеина и глутатиона по отношению к
свободному хромоген-радикалу позволила разра-
ботать простой и чувствительный метод их кине-
тического определения.

* * *

Таким образом, в настоящей работе использо-
ваны независимые, точные и надежные методы
оценки антиоксидантной активности метионина,
цистеина и глутатиона, основанные на кинетиче-
ских параметрах реакций аналитов с хромоген-
радикалом и иодом (константа скорости k, время
уменьшения концентрации окислителя на 50%
TEC50). Получены температурные зависимости
констант антиоксидантной активности цистеина

Рис. 2. Хроматограммы 2,2'-дифенил-1-пикрилгидразила в изопропаноле (1), этаноле (2) и метаноле (3). Состав элю-
ента спирт–вода (95 : 5, по объему), колонка C18 (250 × 4.6 мм, 5 мкм), температура термостата колонки 37°C, концен-
трация 2,2'-дифенил-1-пикрилгидразила 8.0 × 10–5 М.
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Таблица 3. Оценка параметров функции антиоксидантной активности цистеина и глутатиона

Аналит Спирт

ВЭЖХ Спектрофотометрия

RS = bc0 + a
IC50, М

RS = bc0 + a
IC50, М

b a R b a R

Цистеин CH3OH 8.6 × 105 43 0.989 8.1 × 10–6 1.1 × 106 28 0.984 2.0 × 10–5

C2H5OH 1.3 × 106 25 0.977 1.9 × 10–5 1.7 × 106 16 0.977 2.0 × 10–5

(CH3)2CHOH 7.6 × 105 19 0.971 4.1 × 10–5 6.0 × 105 15 0.968 5.8 × 10–5

Глутатион CH3OH 6.2 × 105 24 0.987 4.2 × 10–5 8.1 × 105 4.7 0.975 5.6 × 10–5

C2H5OH 1.7 × 106 –1.2 × 10–2 0.988 2.9 × 10–5 1.4 × 106 5.1 0.977 3.1 × 10–5

(CH3)2CHOH 8.0 × 105 7.1 0.993 5.4 × 10–5 1.6 × 106 –3.1 0.964 3.2 × 10–5
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и глутатиона по отношению к иоду в составе три-
иодид- и дииодхлорид-анионов, что позволило
рассчитать значения энергии активации редокс-
процессов при физиологических условиях (37°C).
Антиоксидантные свойства цистеина и глутатио-
на, проявляемые ими в реакции с ДФПГ, исполь-
зованы для разработки простого и чувствительного
метода их количественного определения, характе-
ризующегося высокой точностью. Интенсивное
светопоглощение ДФПГ при 517 нм в спиртовых
средах позволяет также оценить антиоксидантную
активность средствами спектрофотометрии в со-
четании ВЭЖХ. Оба метода дают сходящиеся ре-
зультаты и дополняют друг друга.
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