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АНАЛИЗ  ПРОДУКТОВ  ПЕРОКСИДАЗНОГО 
ОКИСЛЕНИЯ  ФЛАВОНОЛОВ 

Е. А. Ледак, В. В. Сенчук 

Флавонолы � это распространенные полифенольные биологически ак-
тивные соединения растений, они являются природными антиоксиданта-
ми, входят в состав многочисленных биологически активных добавок к 
пище и лекарственных препаратов [1]. Флавонолы фармакологически ак-
тивны, обладают Р-витаминными, ангиопротекторными, антирадикаль-
ными свойствами [2]. 
Кверцетин и физетин (5-дезоксикверцетин) являются структурно род-

ственными соединениями, отличающимися только по гидроксилу в С5-
положении кольца А. Оба флавонола обладают системой сопряжённых 
двойных связей, а, следовательно, способностью к перераспределению 
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электронной плотности внутри молекулы и формированию метиленхи-
ноидных структур. Установлено, что флавонолы могут эффективно 
окисляться по пероксидазному механизму [7, 8]. 
Целью работы было установление спектра продуктов пероксидазного 

окисления природных флавонолов кверцетина и физетина методом 
HPLC-анализа и их сравнительный анализ. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В работе использовали пероксидазу из хрена (ПХ; КФ 1.11.1.7) с 
Rz=3,0 производства «Sigma» (США). Концентрацию ПХ определяли 
спектрофотометрически, используя ε403=102000 М-1см-1 [3], а концентра-
цию Н2О2 спектрофотометрически с использованием ε240 = 43,6 М-1см-1 
[4]. 
Условия проведения ферментативной реакции окисления кверцетина 

и физетина в присутствии Н2О2 описаны ранее [5]. 
HPLC анализ продуктов пероксидазного окисления флавонолов. В хо-

де реакции реакции пероксидазного окисления флавонолов отбирали 
пробы объемом 10 мкл и анализировали хроматографически на колонке 
Allurе C-18 (150 х 4,6 мм; 5 µм, 60 ангстрем) фирмы «Resteс» в HPLC 
хроматографе «Shimadzu LCMS-QP8000α». Условия хроматографическо-
го анализа: 0,1% TFA; элюция в линейном градиенте 5 � 30 % ацетонит-
рила в течении 18 мин, изократическая элюция 30 % ацетонитрилом, 
элюция в градиенте 30 � 40 % ацетонитрила с 20 по 25 мин, элюция в 
градиенте 40 � 60 % ацетонитрила с 25 по 28 мин, элюция в градиенте 60 
� 100 % ацетонитрила с 28 по 30 мин, изократическая элюция 100 % аце-
тонитрилом с 30 по 40 мин [6]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Установлено, что в ходе пероксидазного окисления двух изученных 
флавонолов появляется ряд продуктов, как более, так и менее гидрофоб-
ных, чем исходные субстраты.  
При глубоком пероксидазном окислении обоих изученных субстратов 

происходит накопление более гидрофильных продуктов, спектр погло-
щения которых соответствует простым фенольным соединениям, оче-
видно, гидроксибензойным кислотам (рис. 1в, 2в). 
Для более детального изучения динамики накопления различных про-

дуктов в ходе реакции был использован следующий подход: при недос-
татке H2O2 происходит частичное окисление флавонола в соответствии 
со стехиометрическим коэффициентом, вплоть до полного исчерпания 
H2O2. Таким образом, можно зафиксировать промежуточное состояние 
окисления и продукты реакции. При этом на хроматограмме отчtтливо  
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Рис. 1. HPLC-хроматограммы анализа кверцетина (а) и разделения продуктов перок-
сидазной реакции окисления кверцетина при различных соотношениях пероксида во-
дорода и кверцетина: б � при соотношении 0,5:1, в � при соотношении 1:1. На встав-
ках показаны UV-VIS спектры поглощения кверцетина (а), метиленхинонового про-

дукта окисления кверцетина (б) и гидроксибензойных кислот (в) 

виден пик более гидрофобного продукта, характерного для обоих суб-
стратов, спектр которого соответствует сложному фенольному соедине-
нию, как мы предполагаем � метиленхинону соответствующего субстра-
та (рис. 1б, 2б). 
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Рис. 2. HPLC-хроматограммы анализа физетина (а) и разделения продуктов перокси-
дазной реакции окисления кверцетина при различных соотношениях пероксида во-
дорода и физетина: б � при соотношении 0,5:1, в � при соотношении 1:1. На вставках 
показаны UV-VIS спектры поглощения физетина (а), метиленхинонового продукта 

окисления физетина (б) и гидроксибензойных кислот (в) 

Если рассматривать процесс пероксидазного окисления кверцетина и 
физетина в динамике, то можно отметить следующее: по нашему мне-
нию, сначала происходит переход молекулы флавонола в хиноидную 
форму, а затем разрыв молекулы на простые фенольные соединения, что 
подтверждается данными хроматограмм (рис. 1, 2).Таким образом, ре-
зультаты работы показывают, что наличие гидроксила при С5 в фенил-
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хромановой структуре флавонолов не существенно сказывается как на 
характере, так и на интенсивности пероксидазного окисления [7]. 
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