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Гидроксильный радикал является наиболее агрессивным и опасным продуктом неполного восста-
новления кислорода в организме, в связи с чем его определение и влияние различных антиоксидантов 
на ингибирование OH-радикалов является актуальной задачей. Предложен импедансометрический 
сенсор для определения гидроксильных радикалов на основе графитового электрода, модифициро-
ванного электрохимически осажденным золотом и самоорганизующимся монослоем N-ацетил-L-
цистеина (АЦЦ). Применение АЦЦ обусловливает высокую селективность сенсора, а использова-
ние нефарадеевского импеданса в качестве способа регистрации аналитического сигнала позволяет 
достичь предела обнаружения OH-радикалов 0.01 нМ при линейном диапазоне определяемых кон-
центраций 0.08–8 нМ. Разработанный сенсор успешно применен для оценки активности некоторых 
антиоксидантов (аскорбиновая кислота, глутатион, коэнзим Q10) по отношению к OH-радикалам.

Ключевые слова: гидроксильный радикал, импедансная спектроскопия, антиоксидантная актив-
ность, аскорбиновая кислота, глутатион, коэнзим Q10. 
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Гидроксильный радикал (ОН•) образуется 
в организме человека в процессе восстановления 
кислорода [1] и  является наиболее реакционно-
способным и опасным его продуктом. Время жиз-
ни гидроксильного радикала составляет около 10–9 
с, а радиус миграции меньше 100 Å, что сравнимо 
с  размерами органических молекул [2]. В  связи 
с  этим ОН• способен повреждать нуклеиновые 
кислоты [3], липиды [4] и белки [5]. 

Радикал ОН• считается одним из  основных 
маркеров окислительного стресса, который яв-
ляется причиной развития многих патологий, 
включая нейродегенеративные [6] и сердечно-со-
судистые заболевания [7], а также рак [8]. В связи 
с этим количественная оценка уровня ОН• в био-
логических образцах и  способности различных 
антиоксидантов ингибировать OH-радикалы 
имеет большое значение для медицинских и ана-
литических исследований. Однако мониторинг 
ОН• все еще представляет определенную слож-
ность для исследователей, что связано с высокой 
реакционной способностью и  сверхкоротким 
временем свободного существования гидрок-
сильного радикала в биологических объектах.

К методам определения гидроксильных ра-
дикалов относятся ЭПР-спектроскопия [9], вы-
сокоэффективная жидкостная хроматография 
[10] и флуориметрия [11], однако каждый из этих 
подходов обладает определенными недостатками, 
связанными с невозможностью прямого детекти-
рования ОН• и  сложностью адаптации методик 
для анализа биологических образцов. Несмотря 
на это, некоторые из указанных методов успешно 
использованы для исследования антиоксидант-
ных свойств различных веществ [12, 13]. 

Определение гидроксильных радикалов с по-
мощью электрохимических сенсоров является 
перспективным направлением благодаря исполь-
зованию специальных модификаторов, селектив-
но окисляющих ОН•, что позволяет быстро и  с 
высокой чувствительностью определять концен-
трацию ОН-радикалов без применения допол-
нительных радикальных ловушек [14]. В качестве 
модификаторов электродной поверхности наи-
большую популярность приобрели органические 
соединения серы, которые позволяют не  толь-
ко определять концентрацию ОН• в  клеточных 
культурах [15], но  и  оценивать антиоксидант-
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ную активность различных экстрактов растений 
по отношению к гидроксильным радикалам [16]. 
Общим недостатком большинства органических 
соединений серы является их высокая токсич-
ность, что обусловливает необходимость поиска 
новых селективных модификаторов для опреде-
ления ОН•.

В данной работе представлен новый импедан-
сометрический сенсор для быстрого определения 
ОН• и оценки активности антиоксидантов по от-
ношению к гидроксильным радикалам. Новизна 
данного сенсора в  основном заключается в  ис-
пользовании нетоксичного модификатора N-а-
цетил-L-цистеина (АЦЦ). Константа скорости 
реакции между АЦЦ и ОН• составляет 1.36 × 1010 
М–1·с–1 [17], что на несколько порядков выше кон-
стант скорости реакции АЦЦ с другими активны-
ми формами кислорода. Этот факт обусловливает 
высокую селективность разработанного сенсора, 
а применение метода нефарадеевского импеданса 
для регистрации аналитического сигнала позво-
ляет достичь высокой чувствительности опреде-
ления. Импедансометрический сенсор не только 
характеризуется широким диапазоном определя-
емых концентраций и низким пределом обнару-
жения, но также успешно применен для оценки 
антиоксидантных свойств некоторых биологиче-
ски активных веществ (глутатион, аскорбиновая 
кислота и коэнзим Q10) в отношении OH-ради-
калов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. Хлорид калия, серная кислота, пе-
роксид водорода (35%), фосфатный буферный 
раствор (ФБР, pH 6.86), гипохлорит натрия, ги-
дроксид калия, раствор золотохлористоводо-
родной кислоты (1 г/л), N-ацетил-L-цистеин, 
D-глюкоза, L-аргинин, аскорбиновая кислота, 
L-глутатион, коэнзим Q10, используемые в рабо-
те, приобретали у компании Sigma-Aldrich (США). 
Гексааммин рутений(III) хлорид ([Ru(NH3)6]Cl3) 
приобретали у  компании Senzhuo Industry Co., 
LTD (Китай). Все реактивы имели квалификацию 
ос. ч. и не подвергались дополнительной очистке. 
Для приготовления всех растворов использовали 
бидистиллированную воду. 

Гидроксильные радикалы генерировали путем 
разложения пероксида водорода под воздействи-
ем УФ-излучения. Для этого в ячейку с 10 мл ФБР 
и подготовленным сенсором вносили различные 
объемы H2O2 (2 × 10–8 или 2 × 10–6 М) и облучали 
УФ-излучением в течение 10 мин. При построе-
нии градуировочной зависимости учитывали, что 
в  результате разложения одной молекулы перок-
сида водорода УФ-излучением образуются две 
молекулы ОН• [18]:

	 H2O2 + hν → 2ОН•.	 (1)

Синглетный кислород (1O2) генерировали 
с помощью добавления NaClO (1 × 10–7 М) к вод-
ному раствору H2O2 (1 × 10–7 М). Пероксид во-
дорола (1 × 10–7 М) и  гипохлорит анион (ClO–) 
(1 × 10–7 М) получали путем разбавления коммер-
ческих растворов H2O2 и NaClO. 

Аппаратура. Все электрохимические измере-
ния, включая циклическую вольтамперометрию 
(ЦВА) и  импедансную спектроскопию (ЭИС), 
проводили на  потенциостате-гальваностате 
PalmSens 4 (Palmsens B.V., Нидерланды). Электро-
химическая ячейка представляла собой трехэлек-
тродную систему, в которой рабочим электродом 
являлся разработанный сенсор. В качестве элект-
рода сравнения использовали хлоридсеребряный 
электрод, заполненный 1 М раствором KCl; в ка-
честве вспомогательного использовали платино-
вый электрод. Для генерации УФ-излучения при-
меняли ультрафиолетовые лампы марки ДКБУ-11 
с длиной волны 254 нм и суммарной мощностью 
22 Вт, встроенные в  вольтамперометрический 
анализатор ТА-Lab (Томьаналит, Россия). Би-
дистиллированную воду получали на  установке 
БЭ-4 (Ливам, Россия).

При проведении измерений методом нефара-
деевского импеданса устанавливали следующие 
параметры: напряжение постоянного тока Edc = 
0.28 В; амплитуду напряжения Eac = 0.01 В; диапа-
зон частот от 0.1 до 105 Гц. Измерения проводили 
в ФБР (pH 6.86). 

Емкость двойного электрического слоя (Cdl) 
рассчитывали по формуле (2) [19]:

	 Cdl = Q·ωmax
(n — 1)

 ,	 (2)

где Q  — элемент постоянной фазы (CPE), 
сn/Ом·см2; ωmax  — частота, при которой мнимая 
часть импеданса достигает максимального значе-
ния, рад/с; n  — экспоненциальный показатель, 
обозначающий фазовое отклонение. Для моде-
лирования импедансных спектров использовали 
программное обеспечение PSTrace 5.8 (Palmsens 
B.V., Нидерланды).

Методика эксперимента. Подготовка сенсо-
ра. В  качестве рабочего электрода использовали 
графитовый электрод, импрегнированный по-
лиэтиленом и  парафином под вакуумом (ИГЭ), 
геометрическая площадь которого составляет 
0.126 см2 (ООО “ЮМХ”, Россия). Перед нанесе-
нием модификаторов поверхность электрода ме-
ханически очищали с помощью фильтровальной 
бумаги. Золото на  поверхность ИГЭ наносили 
электрохимически из раствора HAuCl4 (82.4 мкМ) 
в  диапазоне потенциалов от  –0.55 до  0.05 В  при 
скорости развертки потенциала 1 мВ/с. После 
нанесения золота проводили электрополировку 
поверхности сенсора 0.05 М серной кислотой ме-
тодом ЦВА в диапазоне от 0 до 1.5 В при скорости 
развертки 100 мВ/с в течение 10 циклов. Для по-
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лучения самоорганизующегося монослоя (СОМ) 
N-ацетил-L-цистеина сенсор погружали в водный 
раствор АЦЦ с концентрацией 10 мМ на 24 ч при 
комнатной температуре. После проведения изме-
рений сенсор регенировали в 0.1 М растворе KOH 
методом вольтамперометрии с линейной разверт-
кой потенциала в диапазоне от –0.5 до –1.3 В при 
скорости развертки 100 мВ/с для удаления оста-
точных молекул АЦЦ с поверхности электрода. 

Оценка активности антиоксидантов по  от-
ношению к  гидроксильным радикалам. Для оценки 
способности выбранных модельных антиоксидан-
тов улавливать гидроксильные радикалы в ячейку 
с 10 мл ФБР вносили определенный объем анти-
оксиданта, после чего вносили 250 мкл H2O2 (2 × 
10–8 М) для генерации гидроксильных радикалов 
в концентрации 1 × 10–9 М. Подготовленную ячей-
ку с внесенным сенсором облучали УФ-излучени-
ем в течение 10 мин, после чего измеряли емкость 
двойного электрического слоя методом нефа-
радеевского импеданса. Для оценки активности 
антиоксидантов по отношению к ОН-радикалам 
использовали два критерия: концентрацию ОН•, 
подвергнутых действию антиоксиданта, а  также 
процент уловленных ОН-радикалов. Концентра-
цию ОН-радикалов, подвергнутых действию ан-
тиоксиданта (c´OH), рассчитывали по формуле (3):

	 c c
c
c

cOH OH
ант

OH
OH

'
,= −

Δ
Δ   • 	 (3)

где Δсант  — аналитический сигнал, полученный 
при воздействии антиоксиданта, ΔсOH – аналити-
ческий сигнал без антиоксиданта, сOH – начальная 
концентрация ОН• (1 × 10–9 М). 

Процент уловленных ОН-радикалов опреде-
ляли по формуле (4):

	 %OH
ант

OH

= −1
Δ
Δ

с
с( ( .	 (4)

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика поверхности сенсора. Для уста-
новления факта образования самоорганизую
щегося монослоя АЦЦ на  поверхности сенсора 
исследовали электрод до  и  после модификации 
методами ЦВА и ЭИС. На рис. 1а представлены 
циклические вольтамперограммы немодифици-
рованного ИГЭ и  ИГЭ, последовательно моди-
фицированного золотом (Au/ИГЭ) и  ацетилци-
стеином (АЦЦ/Au/ИГЭ) в  0.1 М растворе KCl, 
содержащем 1 мМ [Ru(NH3)6]3+/2+. Циклические 
вольтамперограммы снимали в диапазоне от –0.35 
до  –0.05 В  при скорости развертки потенциала 
100 мВ/с. Для увеличения отклика от окислитель-
но-восстановительной метки вольтамперограммы 
регистрировали в  режиме первой производной. 
Как видно из рис. 1а, даже немодифицированный 
ИГЭ обладает достаточно хорошими токопрово-

дящими свойствами, что подтверждается нали-
чием четко выраженных окислительно-восста-
новительных пиков. При этом нанесение золота 
заметно увеличивает электрохимический отклик 
от  [Ru(NH3)6]3+/2+, что связано с  каталитически-
ми свойствами золота. В  то же время образова-
ние СОМ на поверхности электрода препятству-
ет транспорту электронов и блокирует движение 
ионов [Ru(NH3)6]3+/2+ к  поверхности электрода, 
в связи с чем происходит значительное уменьше-
ние окислительно-восстановительных пиков. 

Электроактивную площадь поверхности не-
модифицрованного ИГЭ и его модификаций рас-
считывали с  использованием уравнения Рэндл-
са—Шевчика (5) [20]:
	 I A n D v cp = 2 69 105

3
2

1
2

1
2. × • • • • • ,	 (5)

где Ip — сила тока катодного или анодного пика, 
А; А – электроактивная площадь, см2; n — число 
электронов, переносимых в  процессе электрод-
ной реакции (n = 1); D — коэффициент диффузии, 
см2/с (DRed = 1.19 × 10–5 см2/с [21]); v — скорость 
развертки потенциала, В/с (v = 0.1 В/с); c — кон-
центрация [Ru(NH3)6]3+/2+, мМ (c = 1 × 10–6 мМ).

Таким образом, электроактивная площадь не-
модифицированного ИГЭ составила 0.0699  см2, 
Au/ИГЭ – 0.0893 см2, АЦЦ/Au/ИГЭ – 0.0787 см2. 
Полученные данные подтверждают предположе-
ние о том, что после нанесения АЦЦ поверхность 
сенсора становится менее доступной для перено-
са заряда, что косвенно указывает на формирова-
ние СОМ. 

Количество адсорбированных молекул АЦЦ 
на поверхности сенсора оценивали путем расчета 
по уравнению (6): 

Г
Q

nFA
= ,  (6)

ИГЭ300
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Рис. 1. (а) Циклические вольтамперограммы в  ре-
жиме первой производной в  0.1 М растворе KCl, 
содержащем 1 мМ [Ru(NH3)6]3+/2+; (б) импедансные 
спектры в  виде логарифмической амплитудно-ча-
стотной характеристики, полученные методом не-
фарадеевского импеданса. На вставке приведена 
эквивалентная схема (Rs – сопротивление раствора; 
CPE – элемент постоянной фазы).
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где Г — поверхностная концентрация АЦЦ, моль/
см2; Q — количество электричества, Кл; n — число 
электронов, переносимых в  процессе электрод-
ной реакции (n = 1); F — постоянная Фарадея (96 
485 Кл/моль); А – электроактивная площадь, см2.

Количество электричества рассчитывали ме-
тодом хроноамперометрии в 0.1 М растворе KOH 
при потенциале –1.0 В [22]. Поверхностная кон-
центрация частиц АЦЦ, рассчитанная по уравне-
нию (6), составила 1 × 10–7 моль/см2, что указыва-
ет на значительную площадь покрытия электрода 
модификатором и предполагает получение интен-
сивного аналитического сигнала.

Результаты исследования поверхности сен-
сора методом нефарадеевского импеданса пред-
ставлены на  рис.  1б. Импедансные спектры, 
представленные в виде логарифмической ампли-
тудно-частотной характеристики, соответствуют 
эквивалентной схеме, состоящей из  последова-
тельно соединенных элементов: сопротивления 
раствора и  элемента постоянной фазы, исполь-
зуемого вместо элемента емкости из-за неодно-
родности поверхности сенсора. Как видно из ри-
сунка, при высоких частотах (от 105 до  103 Гц) 
основной вклад в  полное сопротивление вносит 
независящее от  частоты сопротивление раство-
ра. Однако при низких частотах (от 103 до 10–1 Гц) 
в  спектре появляется частотно зависимая ком-
понента, обусловленная образованием двойного 
электрического слоя на  границе электрод–рас-
твор. Важно отметить, что для Au/ИГЭ наблюда-
ется значительное уменьшение величины импе-
данса |Z | в низкочастотной области по сравнению 
с  немодифицированным ИГЭ, обусловленное 
снижением сопротивления вследствие улучше-
ния токопроводящих свойств поверхности после 
нанесения золота. При этом нанесение СОМ при-
водит к  увеличению сопротивления вследствие 
образования диэлектрического монослоя АЦЦ. 
По данным эквивалентной схемы, приведенной 
во  вставке на  рис.  1б, рассчитаны значения всех 
элементов, входящих в схему (табл. 1). Погрешно-
сти значений элементов, рассчитанные по данной 
схеме, не  превышают 5%, а  значение критерия 
согласия Пирсона (χ2) не превышает 10–2, что ука-
зывает на  правильность использования данной 
эквивалентной схемы. Емкость двойного электри-
ческого слоя (Cdl) рассчитывали по уравнению (2) 
с использованием значений Q и n из табл. 1. Так, 
Cdl немодифицированного ИГЭ составила 1.853 
мкФ. Модификация золотом увеличивает емкость 
двойного электрического слоя до 19.069 мкФ, что 
связано с более высокой адсорбционной способ-
ностью ионов из раствора на поверхности золота. 
Для АЦЦ/Au/ИГЭ наблюдается уменьшение Cdl 
до 11.762 мкФ, что обусловлено диэлектрически-
ми свойствами СОМ. 

Значительные изменения, наблюдаемые по-
сле каждого этапа модификации, дают основание 

предположить, что изменение емкости двойного 
электрического слоя при разрушении АЦЦ ги-
дроксильными радикалами может быть аналити-
ческим сигналом, пропорциональным концен-
трации ОН•.

Регистрация аналитического сигнала и построе-
ние градуировочной зависимости. Для регистрации 
аналитического сигнала использовали метод не-
фарадеевского импеданса, поскольку он характе-
ризуется высокой чувствительностью и позволяет 
избежать мешающего влияния на АЦЦ со сторо-
ны окислительно-восстановительной пары, ко-
торая необходима в  измерениях фарадеевского 
импеданса.

Разработанный сенсор дает хороший аналити-
ческий отклик. Аналитический сигнал, получен-
ный методом нефарадеевского импеданса от ОН• 
с концентрацией 10–9 М, представлен в виде лога-
рифмической фазовой частотной характеристики 
на  рис.  2а. Как видно из  рисунка, на  импеданс-
ном спектре после воздействия OH-радикалов 
в области низких частот наблюдается отчетливое 
снижение фазового угла по  сравнению с  фоно-
вым спектром. Поскольку максимальный фазо-
вый сдвиг конденсатора равен –90°, его снижение 
свидетельствует о  нарушении диэлектрического 
слоя и  его неспособности удерживать электри-
ческий заряд, что в  конечном итоге приводит 
к снижению общего импеданса. Эти данные убе-
дительно свидетельствуют о  разрушении монос-
лоя АЦЦ гидроксильными радикалами. Значения 
Cdl до  и  после воздействия ОН•, рассчитанные 
по  формуле  (2), составили 12.675 и  12.959 мкФ 
соответственно. Таким образом, разрушение 
монослоя АЦЦ на поверхности сенсора под воз-
действием ОН• приводит к увеличению емкости, 
поскольку десорбция АЦЦ делает поверхность 
сенсора более электроактивной, что позволяет 
большему количеству ионов из  раствора адсор-
бироваться на  ней. Как показали контрольные 
эксперименты, ни пероксид водорода, ни УФ-из-
лучение по отдельности не приводят к значимому 
изменению емкости. 

Для определения оптимальных параметров 
построения градуировочной зависимости иссле-
довали влияние времени реакции разрушения мо-

Таблица 1. Экстраполированные параметры 
импедансных спектров импрегнированного 
графитового электрода и его модификаций, 
полученные при моделировании данных 
нефарадеевского импеданса

Электрод Rs, Ом Q, сn/Ом·см2 n χ2

ИГЭ 478.2 4.972 0.805 5.0·10–3

Au/ИГЭ 224.1 30.03 0.906 3.6·10–3

АЦЦ/Au/ИГЭ 214.2 20.72 0.892 4.0·10–4
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нослоя АЦЦ гидроксильными радикалами на ана-
литический сигнал в  диапазоне от  120 до  1200 
с  (рис.  2б). Как видно из  графика кинетической 
зависимости, значение отношения емкости фона 
к емкости аналитического сигнала (С0/С) выходит 
на плато при 600 с. В связи с этим выбрали опти-
мальное время реакции 10 мин. Полученную зави-
симость аппроксимировали кинетическим урав-
нением первого порядка, приведенным на вставке 
к рис. 2б, поскольку поверхностная концентрация 
АЦЦ находится в избытке по отношению к кон-
центрации OH-радикалов (1 × 10–9 М). Результаты 
статистической обработки кинетического уравне-
ния представлены в  табл.  2. Удовлетворительное 
значение коэффициента корреляции указывает 
на  правильность использования уравнения пер-
вого порядка. Помимо этого, значение достигну-
того уровня значимости для всех коэффициентов 
составило менее 0.05, что говорит о  значимости 
этих коэффициентов. Таким образом, значение 
константы скорости реакции разрушения монос-
лоя АЦЦ OH-радикалами составило (3.2 ± 0.8) × 
10–3 с–1.

После исследования всех необходимых пара-
метров построили градуировочную зависимость 
аналитического сигнала, представляющего со-
бой изменение емкости двойного электриче-
ского слоя (ДЭС) (ΔС = С – С0) от десятичного 
логарифма концентрации ОН•. Зависимость 
описывается уравнением: ΔС = alg(cOH) + b, где 
cOH  — концентрация гидроксильных радика-
лов, нМ; ΔС — изменение емкости ДЭС, мкФ. 
Результаты статистической обработки полу-
ченной регрессионной зависимости приведены 
в табл. 3. Как видно из таблицы, данная модель 
характеризуется высоким коэффициентом кор-
реляции. Кроме того, коэффициенты в уравне-
нии регрессии являются значимыми (p ≤ 0.05), 
а тот факт, что рассчитанное значение критерия 
Фишера намного меньше табличного значе-
ния, указывает на  адекватность предложенной 
модели. 

Разработанный сенсор применили для 
определения ОН• в диапазоне от 0.08 до 8 нМ. 
Предел обнаружения, рассчитанный по 3s-кри-
терию, составил 0.01 нМ. Данный диапазон 
концентраций и  предел обнаружения соответ-
ствуют концентрациям ОН•, продуцируемым 
в биологических системах, что делает АЦЦ/Au/
ИГЭ перспективным сенсором для исследова-
ния уровня ОН• в клеточных культурах или сы-
воротке крови. 

Метрологические характеристики. Вслед-
ствие того, что предложенный сенсор разрабо-
тан для исследования биологических образцов, 
крайне важной метрологической характеристи-
кой является его селективность. В  данном ис-
следовании селективность АЦЦ/Au/ИГЭ оце-
нивали путем измерения сигнала от 1 нМ ОН• 
и потенциально мешающих веществ: активных 
форм кислорода и  биологически активных ве-
ществ в концентрации 100 нМ (рис. 3). Оценка 
мешающего влияния по  t-критерию подтвер-
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Рис. 2. (а) Аналитический сигнал, зарегистрирован-
ный методом нефарадеевского импеданса; (б) кине-
тика разрушения монослоя АЦЦ ОН-радикалами 
в диапазоне времени от 120 до 1200 с (n = 3, P = 0.95).

Таблица 2. Статистическая обработка кинетического уравнения, приведенного на рис. 2б (n = 3, P = 0.95)

Коэффициент Оценка коэффициентов 
уравнения

Стандартная 
погрешность (SE)

Достигнутый 
уровень значимости

Коэффициент 
корреляции (R2)

a 0.856 0.004 0.00002
0.9880b 0.0804 0.008 0.009

k 0.0032 0.0008 0.04

Таблица 3. Статистическая обработка уравнения регрессии градуировочной зависимости ΔС от логарифма 
концентрации ОН• (n = 3, P = 0.95, Fтабл = 3.71)

Коэффициент
Оценка 

коэффициентов 
уравнения

Стандартная 
погрешность

(SE)

Достигнутый 
уровень 

значимости

Критерий 
Фишера (Fэксп)

Коэффициент 
детерминации

(R2)
a 0.18 0.01 0.0005

0.70 0.9883
b 0.428 0.008 0.00001
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дила, что изменение емкости при внесении 
мешающих веществ незначимо. Полученные 
данные свидетельствуют о хорошей селективно-
сти сенсора. 

Воспроизводимость оценивали путем опреде-
ления 1 нМ ОН• с помощью трех сенсоров, при 
этом стандартное отклонение составило 0.00920, 
что указывает на  удовлетворительную воспро-
изводимость. Повторяемость оценивали путем 
определения 1 нМ ОН• одним сенсором шесть 
раз. Стандартное отклонение составило 0.00902, 
что свидетельствует о  хорошей повторяемости 
результатов. Помимо этого, АЦЦ/Au/ИГЭ пока-
зал стабильную работу в течение одного дня из-
мерений: значение аналитического сигнала, по-
лученного от 1 нМ ОН•, изменялось не более чем 
на  5%. Правильность результатов, полученных 
с  помощью сенсора АЦЦ/Au/ИГЭ, оценивали 
методом введено–найдено (табл. 4). Из таблицы 
следует, что данные, полученные методом нефа-
радеевского импеданса, могут считаться удовлет-
ворительными, а  разработанный сенсор можно 
применять для исследования антиоксидантной 
активности. 

Оценка активности антиоксидантов по  отно-
шению к  OH-радикалам. Активность некоторых 
антиоксидантов (аскорбиновая кислота, глутати-
он и  коэнзим Q10) исследовали на  трех уровнях 
их концентраций: 10–4, 10–5 и 10–6 М. Выбор дан-
ного концентрационного диапазона обусловлен 
перспективой дальнейшего изучения активности 

антиоксидантов в  биологических образцах, что 
предполагает использование низких концентра-
ций антиоксидантов, а  также тем фактом, что 
некоторые из антиоксидантов в высоких концен-
трациях способны действовать как прооксиданты 
[23]. Зависимости процента уловленных OH-ра-
дикалов от  типа и  концентрации антиоксиданта 
представлены на рис. 4. Как видно, при высокой 
концентрации антиоксидантов все три вещества 
проявляют приблизительно одинаковую спо-
собность улавливать OH-радикалы. Однако при 
уменьшении концентрации антиоксидантов ак-
тивность аскорбиновой кислоты и коэнзима Q10 
в отношении ОН• заметно снижается, в то время 
как глутатион показывает самый высокий про-
цент ингибирования гидроксильных радикалов. 
Данная закономерность подтверждает известные 
данные, согласно которым глутатион за  счет на-
личия атома серы проявляет наибольшую способ-
ность улавливать OH-радикалы [24]. 

В табл. 5 приведены результаты количествен-
ной оценки уловленных OH-радикалов различ-
ными антиоксидантами в  зависимости от  их 
концентраций, которые коррелируют с данными 
рис. 4 и убедительно свидетельствуют об эффек-
тивности использования данных биологических 
веществ в  антиоксидантной терапии для инги-
бирования OH-радикалов. Следует отметить, что 
полученные значения наибольшей антиоксидант-
ной активности глутатиона указывают на  пра-
вильность полученных результатов и возможность 
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Рис. 3. Селективность сенсора АЦЦ/Au/ИГЭ по от-
ношению к  активным формам кислорода и  биоло-
гически активным веществам: 1О2 (а), ClO– (б), H2O2 
(в), D-глюкозе (г), L-аргинину (д), аскорбиновой 
кислоте (е), глутатиону (ж), кверцетину (з), коэнзи-
му Q10 (и), OH• (к) (n = 3, P = 0.95).

Таблица 4. Оценка правильности работы сенсора (n = 3, P = 0.95, tтабл = 4.303)

Введено, нМ Найдено, нМ Стандартное 
отклонение (s)

Относительное стандартное 
отклонение (sr), % tэксп

0.10 0.09 ± 0.03 0.000174 0.20 1.312
0.50 0.52 ± 0.03 0.0208 3.94 0.283
1.00 0.92 ± 0.05 0.0208 2.31 0.961
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Рис. 4. Оценка активности антиоксидантов по отно-
шению к гидроксильным радикалам (n = 3, P = 0.95).
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применения разработанной методики для оценки 
активности различных антиоксидантов в модель-
ных средах, экстрактах растений и пищевых про-
дуктах. 

* * *

Таким образом, объединение экологичного се-
росодержащего модификатора АЦЦ с недеструк-
тивным методом нефарадеевского импеданса 
позволяет добиться крайне чувствительного и вы-
сокоселективного определения ОН-радикалов. 
Представленный импедансометрический сенсор 
показал возможность определения гидроксиль-
ных радикалов в широком диапазоне концентра-
ций от  0.08 до  8 нМ с  крайне низким пределом 
обнаружения 0.01 нМ. Разработанный сенсор 
успешно применен для исследования активно-
сти модельных антиоксидантов по  отношению 
к  ОН-радикалам. Предложенный подход может 
оказаться перспективным для определения анти-
оксидантной активности природных и синтетиче-
ских антиоксидантов, а также может быть приме-
нен для анализа других биологических объектов.
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Abstract. Hydroxyl radical is the most aggressive and dangerous product of incomplete reduction of oxygen in the 
body, therefore its determination and the influence of various antioxidants on the inhibition of OH-radicals is an 
urgent task. An impedance-metric sensor for the determination of hydroxyl radicals based on a graphite electrode 
modified with electrochemically deposited gold and self-organizing monolayer of N-acetyl-L-cysteine (ACC) has 
been proposed. The use of ACC causes high selectivity of the sensor, and the use of non-Faraday impedance as a 
method of analytical signal registration allows to reach the detection limit of OH-radicals of 0.01 nM with a linear 
range of detectable concentrations of 0.08-8 nM. The developed sensor has been successfully applied to evaluate 
the activity of some antioxidants (ascorbic acid, glutathione, coenzyme Q10) in relation to OH-radicals.

Keywords: hydroxyl radical, impedance spectroscopy, antioxidant activity, ascorbic acid, glutathione, coenzyme Q10.
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