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 Реакции свободнорадикального окисления яв�
ляются важной составной частью нормального
клеточного метаболизма и постоянно протекают
в организме человека и животных. В биохимиче�
ских процессах образуются и играют важную роль

кислородсодержащие радикалы  НО• (RO•),

 ( ) и пероксид водорода Н2О2 [1–3]. В
физиологических условиях клетки и ткани имеют
вполне адекватную внутри� и внеклеточную за�
щиту, противостоящую повышенному генериро�
ванию и разрушающему действию активных ра�
дикалов. Ухудшение экологической обстановки,
химизация различных отраслей промышленно�
сти, сельского хозяйства и быта, пролонгирован�
ные стрессовые ситуации, злоупотребление алко�
голем и курением приводят к тому, что в организме
человека под влиянием этих факторов и радиоак�
тивных загрязнений в несравненно большем коли�
честве, чем в нормальных условиях, образуются
активные радикалы и другие реакционноспособ�
ные вещества, существенно нарушающие нор�
мальный ход обменных процессов [3–5].

По этим причинам актуальными проблемами
современной биохимии и биотехнологии остают�
ся следующие направления: оценка и измерение
концентрации активных радикалов и скорости их

 Сокращения. БСА – бычий сывороточный альбумин,
ДМСО – диметилсульфоксид, ДМФ – диметилформамид,
ЗФР – забуференный физиологический раствор, рН 7.4,
ОАА – общая антиоксидантная активность, ПХ – перокси�
даза корней хрена, ТМБ – 3,3`,5,5`�тетраметилбензидин,
ФДА – о�фенилендиамин, ФЦБ – фосфат�цитратный бу�
фер, InH – ингибиторы свободнорадикальных процессов, f –
стехиометрический коэффициент ингибирования, Ki –
константа ингибирования, MetHa – метгемальбумины. 
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инициирования in vivo и в адекватных модельных
системах in vitro; количественная характеристика
антиоксидантного статуса организма человека и
животных, в частности общей антиоксидантной
активности (ОАА) биологических жидкостей
(плазма и сыворотка крови, моча, слюна и др.);
синтез новых высокоэффективных ингибиторов
свободнорадикальных процессов, включающих
не только функциональные группы, ответствен�
ные за антирадикальную активность, но и группы
с направленным специфическим действием на
мембраны, мезофазные переходы в них, на кле�
точные рецепторы, установление связи структу�
ры синтетических и природных антиоксидантов
(ингибиторы) с их активностью в широком ин�
тервале концентраций от 10–18 до 10–2 М, часто
определяющих механизм действия ингибиторов.
Решением перечисленных задач мы с коллегами
занимаемся более 20 лет.

Прямое измерение концентрации свободных
радикалов in vitro (и особенно in vivo), как прави�
ло, сильно затруднено. По этой причине до сих
пор главным инструментом изучения иницииро�
вания свободнорадикальных жидкофазных про�
цессов остается метод ингибиторов, основы ко�
торого созданы академиком Н.М. Эмануэлем и
его учениками еще в 50–60�х годах XX века [6, 7].
Необходимость количественной характеристики
инициирования радикалов в реальных условиях
и потребность в быстром отборе потенциальных
ингибиторов (антиоксиданты) в сравнительно
простых условиях (20–36°С, водные растворы)
обусловили интенсивное изучение многочислен�
ных пар гемсодержащий биокатализатор – Н2О2

(ROOH), где ROOH – органические гидроперок�
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сиды, а в качестве биокатализаторов использова�
ны пероксидаза хрена и так называемые псевдопе�
роксидазы – гемин, метмиоглобин, метгемогло�
бин и метгемальбумины (MetHa) [2, 8–10]. В
качестве акцепторов радикальных частиц исполь�
зованы известные субстраты пероксидаз – АБТС
(2,2`�азино�ди�(3�этил�2,3�дигидробензтиазо�
лин�6�сульфоновая кислота)), ФДА и ТМБ, при
окислении которых образуются детально изучен�
ные продукты, что обеспечивает надежный и
быстрый спектрофотометрический мониторинг
свободнорадикального процесса. В качестве ин�
гибиторов пероксидазного и псевдопероксидаз�
ного окисления АБТС, ФДА и ТМБ нами изуче�
ны синтетические соединения из ряда замещен�
ных фенолов и пирокатехинов, производных
замещенных о�аминофенолов, многоатомных фе�
нолов, полифенолов и антиоксидантов нового по�
коления – полидисульфидов замещенных фено�
лов [8, 9]. 

Для количественной характеристики процессов
сопряженного окисления ароматических аминов
(ФДА и ТМБ) и многочисленных соединений фе�
нольной природы использованы эффективные
величины констант ингибирования Ki, мкМ, про�
должительность периодов индукции в накоплении
продуктов окисления ФДА или ТМБ, Δτ, если они
обнаруживаются, и коэффициеты ингибирования
f, означающих число радикальных частиц, гибну�
щих на одной молекуле фенольного ингибитора.
Многократно показано, что величины Ki адекват�
но отражают эффективность ингибиторов, меня�
ются в широких пределах от нескольких до сотен
мкМ и сильно зависят от типа субстрата и приро�
ды ингибитора [8–10].

Для практики очень важна не только актив�
ность ингибирующего действия антиоксиданта,
но и другие характеристики, в частности его ток�
сические свойства. В этой связи особый интерес
приобретают антиоксиданты природного проис�
хождения – токоферолы и их многочисленные
аналоги [11], флавоноиды растительного проис�
хождения – кверцетин, морин, силибин, кэмпфе�
рол, катехин и др. [8], производные лигнина гвая�
цилового и сирингилового ряда [10].

По нашему мнению, в качестве потенциаль�
ных нетоксичных антиоксидантов растительного
происхождения большой интерес представляют
оксипроизводные кумарина – эскулетин, фрак�
сетин и дикумарол, антиоксидантные свойства
которых до сих пор не охарактеризованы. В рас�
тительном мире широко распространены эскуле�
тин и умбеллиферон, которые как и сам кумарин
определяют запах цветов донника и поэтому при�
меняются в парфюмерных композициях при из�
готовлении духов и одеколонов. Дикумарол давно
известен и используется в медицине как антикоа�
гулянт при терапии заболеваний, сопровождаю�

щихся образованием тромбов. Структурные фор�
мулы кумарина и его трех оксипроизводных пред�
ставлены в таблице.

Цель работы – использование псевдоперокси�
дазной системы метгемальбумин–Н2О2–ТМБ
для количественной характеристики и сравнения
антиоксидантной активности кумарина и его ок�
сипроизводных, а также сопоставление сопря�
женного окисления эскулетина и ТМБ в псевдо�
пероксидазной и пероксидазной системах для
обоснованного выбора наиболее эффективного
антиоксиданта кумаринового ряда.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. В работе использовали
кумарин, 6,7�ди�окси�кумарин (эскулетин), 7,8�
ди�окси�6�метокси�кумарин (фраксетин) и (3,3`�
метилен�бис)4�окси�кумарин (дикумарол) фир�
мы “Sigma�Aldrich”, США без дополнительной
очистки.

Реагенты. Использовали пероксидазу корней
хрена (КФ 1.11.1.7), изоэнзим С с оптическим по�
казателем чистоты RZ = 3.25 производства
“Bioenzyme Laboratories”, Blaenavon, Gwent (Ве�
ликобритания). Концентрацию ПХ определяли
спектрофотометрически, используя коэффици�
ент молярного поглощения в максимуме полосы
Соре (403 нм), равный 102000 М–1 см–1 [12]. При�
меняли гемин фирмы “Serva” (Германия), раствор
которого готовили в ДМСО и определяли кон�
центрацию спектрофотометрически с использо�
ванием коэффициента молярного поглощения
174000 М–1 см–1 при 405 нм [13]. Концентрацию
БСА фирмы “Sigma” (США) без дополнительной
очистки определяли с использованием коэффи�
циента ε (280 нм) 35000 М–1 см–1 [14]. Метгемаль�
бумин получали по методике, описанной ранее
[15], с соотношением компонентов 10 мкМ геми�
на/5 мкМ БСА.

В качестве субстрата�восстановителя приме�
няли ТМБ (“Serva”, Германия), а в качестве суб�
страта окислителя – разбавленный пероксид водо�
рода, определяя концентрацию Н2О2 с использо�
ванием ε (230 нм) 72.4 М–1 см–1 [16]. Органические
сорастворители ДМСО и ДМФ перед употребле�
нием перегоняли. Для приготовления ЗФР, рН 7.4
и ФЦБ, рН 6.4 использовали соли и лимонную
кислоту производства “Реахим” (Россия).

Окисление ТМБ в системе МеtHa–Н2О2.
Окисление без ингибиторов и в их присутствии
проводили при 20°С в термостатируемых кюветах
фотометра КФК�3 (Россия) в среде ЗФР, рН 7.4,
содержащем 6% ДМФ и 0.25% ДМСО, что обес�
печивало полную гомогенность реакционной
смеси. Реакцию начинали добавлением раствора
Н2О2 и следили за образованием продукта окис�
ления ТМБ по поглощению света в его максиму�
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ПОТАПОВИЧ и др.

ме А655. При расчете скорости реакции использо�
вали ε (655 нм) продукта окисления, равный
39000 М–1 см–1 [12]. При наличии периодов ин�
дукции в накоплении продукта окисления ТМБ
совместно с ингибиторами для расчета скоростей
реакции использовали строго линейные участки
кинетических кривых роста А655 после окончания
лаг�периода.

Окисление ТМБ в системе ПХ–Н2О2. Окисле�
ние без ингибиторов и в присутствии эскулетина
проводили при 20°С в термостатируемой ячейке
спектрофотометра “Spekol�211” (“Carl Zeiss”,
Германия) в среде ФЦБ, рН 6.4, содержащего 6%
ДМФ, 0.3 нМ ПХ, 2 мМ Н2О2, 0.02–0.4 мМ ТМБ
и разные концентрации эскулетина. Реакцию на�
чинали добавлением Н2О2 и следили за ней, как
описано выше.

Ингибирование окисления ТМБ в псевдоперок7
сидазной и пероксидазной системах. Для определе�
ния типа ингибирования строили кривые зависи�
мости V0 от начальной концентрации субстрата в
двойных обратных координатах (метод Лайнуи�
вера–Берка [17]). Эффективность ингибиторов
характеризовали константами ингибирования Ki

в мкМ [8–10]. Для определения Ki применяли ме�

тод Диксона, строя кривые зависимости  от
[InH]0, или метод Корниш–Боудена [18], строя
кривые зависимости [S]0/V0 от растущей концен�

1
0V −

трации [InH]0, где [S]0 – начальная концентрация
субстрата ТМБ. Для определения стехиометриче�
ского коэффициента ингибирования f использо�
вали теорию метода ингибиторов свободноради�
кальных реакций Н.М. Эмануэля и сотр. [6] и
уравнения (1) и (2):

Δτ = f × [InH]0/Vi, (1)

V0 ≈ Vi = f × (Vi/f), (2)

где Δτ – продолжительность периода индукции в
накоплении продуктов окисления ТМБ, Vi – ско�
рость инициирования радикалов, приближенно
равная скорости окисления ТМБ в отсутствие ин�
гибитора. Эффективные константы ингибирова�
ния Ki определены графическим методом с ошиб�
кой, не превышающей 7%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Совместное окисление ТМБ (0.09–0.25 мМ) в
присутствии разных концентраций кумарина
вплоть до 0.3 мМ в системе МеtHa–Н2О2 в стан�
дартных условиях (20°С, 0.5 мМ Н2О2, ЗФР, рН 7.4)
показало, что кумарин не обнаружил ингибирую�
щего влияния на превращения ТМБ: это объяс�
няется отсутствием в его молекуле фенольных
НО�групп.

На рис. 1а показаны кинетические кривые на�
копления продукта окисления ТМБ в терминах

Ингибирование окисления ТМБ (0.09–0.25 мМ) в системе MetHa–Н2О2 оксипроизводными соединениями ку�
марина, 20°С, ЗФР, рН 7.4, 6% ДМФ, 0.25% ДМСО, гемин�БСА (10 мкМ, 5 мкМ), 0.5 мМ Н2О2

InH Структурная формула [InH]макс, мкМ Ингибирование, 
% Ki, мкМ Тип 

ингибирования**

Кумарин 300 0 – –

Эскулетин
6
3*

33
12*

9.5
1.15*

бк
к*

Фраксетин 24 23 26 бк

Дикумарол 12 37 15 см

* Система ПХ–Н2О2: 20°С, 15 мМ ЦФБ, рН 6.4, 6% ДМФ, 2 мМ Н2О2, 0.3 нМ ПХ, 0.02–0.4 мМ ТМБ. 
** Тип ингибирования: к – конкурентный, бк – бесконкурентный, см – смешанный.
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оптической плотности А655 без ингибитора (1) и в
присутствии эскулетина (2–7). Как видим, кине�
тика роста А655 характеризуется периодом индук�
ции. Продолжительность периода индукции Δτ
линейно зависит от возрастающей концентрации
эскулетина (рис. 1б) в полном соответствии с тео�
рией методов ингибирования свободнорадикаль�
ных процессов в жидкой фазе при их стационар�
ном режиме [6]. С использованием уравнений (1)
и (2) и с учетом того, что скорость инициирова�
ния Vi ≈ 2V0, так как на образование спектрально ре�
гистрируемого продукта реакции расходуется два
катион�радикала ТМБ•+, по данным рис. 2б вычис�
лен коэффициент f, равный до 1 мкМ эскулетина
1.3, а при концентрациях ингибитора 2–6 мкМ –
2.2. При малых концентрациях ингибитора на нем
гибнет одна радикальная частица, а при больших
в среднем – два катион�радикала ТМБ•+.

Зависимости в координатах Лайнуивера–Бер�
ка (рис. 2а) подтвердили бесконкурентный харак�
тер ингибирования при псевдопероксидазном
окислении пары ТМБ�эскулетин. Из зависимо�
стей в координатах Диксона (рис. 2б) и коорди�
натах Корниш–Боудена (рис. 2в) определены ве�
личины константы ингибирования Ki, равные 9 и
10 мкМ соответственно, т.е. средняя величина
Ki = 9.5 ± 0.5 мкМ. Это означает, что эскулетин яв�
ляется высокоэффективным ингибитором окис�
ления ТМБ в псевдопероксидазной системе.

A655
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Рис. 1. Сопряженное окисление ТМБ и эскулетина в
системе MetHa–Н2О2. Кинетические кривые (а) ро�
ста оптической плотности (А655) продукта окисления
ТМБ (0.25 мМ) 1 – без ингибитора и в его присут�
ствии (мкМ): 2 – 1, 3 – 2, 4 – 3, 5 – 4, 6 – 5, 7 – 6.
Зависимость продолжительности периода индукции
(б) в накоплении продукта окисления ТМБ (Δτ, с) от
концентрации эскулетина (мкМ) в системе MetHa–
Н2О2: ЗФР, рН 7.4, 6% ДМФ, 0.25% ДМСО, 0.5 мМ
Н2О2.
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Рис. 2. Ингибирование окисления ТМБ эскулетином
в системе MetHa–Н2О2.
Зависимость обратной начальной скорости окисле�
ния ТМБ от его обратной концентрации, мМ–1 (а),
концентрации (мкМ) эскулетина (б), величины
[ТМБ]/V0 от концентрации (мкМ) эскулетина (в) в
системе MetHa–Н2О2: ЗФР, рН 7.4, 6% ДМФ, 0.25%
ДМСО, 0.5 мМ Н2О2.
(а) 1 – 0, 2 – 3, 3 – 6 мкМ эскулетина; (б) 1 – 0.1, 2 –
0.15, 3 – 0.25 мМ ТМБ; (в) 1 – 0.1, 2 – 0.15, 3 – 0.25 мМ
ТМБ.
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Представляет интерес сравнение ингибирую�
щего действия эскулетина на окисление одного и
того же субстрата ТМБ в псевдопероксидазной
(MetHa–Н2О2) и пероксидазной (ПХ–Н2О2) си�
стеме, которые отличаются природой окисляю�
щих агентов – радикалы НО• в первом случае и
активированные комплексы I и II пероксидазы –
во втором, а также структурой гидрофобных ак�
тивных центров [8, 19]. Изучение совместного
окисления пары ТМБ�эскулетин в системе ПХ
(0.3 нМ) – Н2О2 (2 мМ) проведено при 20°С в сре�
де ФЦБ, рН 6.4, содержавшей 6% ДМФ: выбор
рН связан с резким падением активности ПХ с
увеличением рН, а максимальная активность в
окислении ТМБ обычно наблюдается при рН 5.5
[8, 12, 19]. Нами показано, что при пероксидаз�
ном окислении пары эскулетин�ТМБ в указан�
ных выше условиях отсутствуют периоды индук�
ции в накоплении продукта окисления ТМБ, а ха�
рактер зависимости скорости окисления от
концентрации ТМБ в двойных обратных коорди�
натах доказывает конкурентный тип ингибирова�
ния. На рис. 3 представлены кривые зависимости
пероксидазного окисления пары ТМБ�эскулетин в
координатах Диксона, которые подтверждают кон�
курентный тип ингибирования. По данным рис. 3
рассчитана константа ингибирования Ki, равная
1.0 мкМ. Величина Ki, найденная из зависимо�
стей Лайнуивера–Берка, равна 1.3 мкМ, т.е. сред�
няя величина в пероксидазном окислении пары
ТМБ�эскулетин составляет Ki = 1.15 мкМ. Таким
образом, ингибирующая активность эскулетина в
окислении ТМБ в пероксидазной системе в
8.7 раза выше, чем в псевдопероксидазной. Эта
разница увеличится при рН 7.4, так как ранее на�
ми показано, что величины Ki сильно снижаются

с ростом рН при пероксидазном окислении пары
ТМБ�кверцетин [20].

Алгоритм изучения пары ТМБ�ингибитор в
системе MetHa–Н2О2, использованный ранее,
применен для пары ТМБ�фраксетин, при окисле�
нии которой обнаружены периоды индукции на
кинетических кривых накопления продукта окис�
ления ТМБ. На рис. 4а показана зависимость про�
должительности периода индукции от концен�
трации фраксетина: по данным этой зависимости
вычислены коэффициенты f, равные 1.3 до 8 мкМ
и 1.7 от 8 до 24 мкМ ингибитора, т.е. на одной мо�
лекуле фраксетина гибнет 1–2 катион�радикала
ТМБ•+.

На рис. 4б в двойных обратных координатах
представлены кривые зависимости скорости окис�
ления ТМБ от его начальной концентрации, дока�
зывающие бесконкурентный тип ингибирования.
По данным зависимостей в координатах Диксона
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Рис. 3. Зависимость обратной начальной скорости
окисления ТМБ от концентрации эскулетина (мкМ)
в системе MetHa–Н2О2: ФЦБ, рН 6.4, 6% ДМФ,
0.3 нМ ПХ, 2 мМ Н2О2; 1 – 0.1, 2 – 0.2, 3 – 0.4 мМ ТМБ.
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Рис. 4. Ингибирование окисления ТМБ фраксетином
в системе MetHa–Н2О2. Зависимость продолжитель�
ности периода индукции, Δτ, с (а) в накоплении про�
дукта окисления ТМБ (0.25 мМ) от концентрации
фраксетина (мкМ) в системе MetHa–Н2О2, зависи�
мость обратной начальной скорости окисления ТМБ
от его обратной концентрации (б) в системе MetHa–
Н2О2: ЗФР, рН 7.4, 6% ДМФ, 0.25% ДМСО, 0.5 мМ
Н2О2; 1 – 0, 2 – 12, 3 – 24 мкМ фраксетина.
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(не приводятся) определена константа ингибиро�
вания Ki = 26 мкМ.

При совместном окислении пары ТМБ�дику�
марол в системе MetHa–Н2О2 в стандартных
условиях кинетические кривые накопления про�
дукта окисления ТМБ не обнаружили периода
индукции. На рис. 5а показаны зависимости на�
чальной скорости окисления ТМБ от его началь�
ной концентрации в двойных обратных коорди�
натах, доказывающие смешанный тип ингибиро�
вания. По данным рис. 5б в координатах Диксона
определена величина Ki при окислении пары
ТМБ�дикумарол, равная 15 мкМ, т.е. дикумарол –
эффективный ингибитор окисления ТМБ в псев�
допероксидазной системе.

В таблице сопоставлены количественные дан�
ные окисления кумарина и его трех оксипроиз�
водных совместно с одним и тем же субстратом
ТМБ в строго стандартных условиях. Из таблицы
следует, что тип ингибирования зависит от при�
роды биокатализатора и структуры ингибитора.
Один и тот же ингибитор эскулетин характеризу�
ется бесконкурентным характером ингибирова�
ния окисления ТМБ в системе MetHa–Н2О2 и
конкурентным типом ингибирования в системе
ПХ–Н2О2. Бесконкурентный тип ингибирования
означает взаимодействие ингибитора только с
фермент�субстратным комплексом MetHa–ТМБ,
в то время как конкурентный тип ингибирования
в пероксидазной системе означает взаимодей�
ствие ТМБ и эскулетина за связывание с актив�
ным центром ПХ и конкуренцию за активные
формы ПХ – соединения I и II. При окислении па�
ры ТМБ�кумарол в псевдопероксидазной системе
смешанный тип ингибирования означает частич�
ную конкуренцию ТМБ и дикумарола за связыва�
ние с MetHa и активные радикалы НО• – главные
окисляющие агенты в системе MetHa–Н2О2 [8].

При окислении пар ТМБ�эскулетин и ТМБ�
фраксетин в псевдопероксидазной системе чет�
ко проявляются периоды индукции в накопле�
нии продукта окисления ТМБ–катион�радикала
ТМБ•+, что связано с неферментативной обмен�
ной реакцией (3), протекающей слева направо:

ТМБ•+ + PhOH  ТМБ + PhO•. (3)

Это означает, что акцептирующие радикалы НО�
группы эскулетина и фраксетина в условиях экспе�
римента достаточно реакционноспособны, чтобы
восстанавливать катион�радикал ТМБ•+ до исход�
ного состояния, в то время как в тех же условиях
НО�группы дикумарола неспособны к реакции
(3), что подтверждается отсутствием периодов
индукции при окислении пары ТМБ�дикумарол в
системе MetHa–Н2О2. Снижение реакционной
способности НО�групп дикумарола может быть
связано с неароматической природой гетероцик�
лического фрагмента дикумарола.

Отсутствие периода индукции в образовании
продукта окисления ТМБ в системе ПХ–Н2О2–эс�
кулетин объясняется значением рН 6.4, при кото�
ром окислялась пара ТМБ�эскулетин: в этих
условиях акцепторы радикалов НО�группы эску�
летина протонированы, что сильно снижает их
реакционную способность в обменном процессе
(3) [20]. 

Из таблицы следует, что в соответствии с вели�
чинами константы ингибирования Ki оксипроиз�
водные кумарина могут быть расположены в ряд
по убывающей ингибирующей активности в
окислении ТМБ: эскулетин > дикумарол > фрак�
сетин (величины Ki – 9.5; 15 и 26 мкМ соответ�
ственно). Отметим, что активность эскулетина в
системе ПХ–Н2О2 еще выше (Ki = 1.15 мкМ). Сни�
жение ингибирующей активности у дикумарола
может быть связано с “внеароматическим” распо�
ложением обеих НО�групп, а у фраксетина – с ме�
тилированием одной из активных НО�групп. Наи�
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Рис. 5. Ингибирование окисления ТМБ дикумаролом
в системе MetHa–Н2О2. Зависимость обратной на�
чальной скорости окисления ТМБ от его обратной
концентрации, мМ–1 (а) и от концентрации (мкМ)
дикумарола (б) в системе MetHa–Н2О2: ЗФР, рН 7.4,
6% ДМФ, 0.25% ДМСО, 0.5 мМ Н2О2; 1 – 0, 2 – 0.15,
3 – 0.25 мМ ТМБ.
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более оптимальной для взаимодействия с радикаль�
ными частицами оказалась структура эскулетина с
6,7�ди�окси�группами в сравнении с фраксетином с
7,8�ди�окси�группами, т.е. 8�НО�группа, вероят�
но, малоактивна в реакциях с радикалами в бе�
лок�содержащих биохимических системах.

В системе ПХ–Н2О2 при рН 6.4 среди много�
численных изученных нами фенольных ингиби�
торов [8, 9] эскулетин обнаружил рекордную ин�
гибирующую активность (Ki = 1.15 мкМ) и превос�
ходит флавоноиды растительного происхождения,
самые активные из которых в пероксидазной си�
стеме при рН 6.3 кверцетин и морин характеризу�
ются величинами Ki, равными 11.5 и 22.5 мкМ
[20]. Таким образом, поиск и характеристика эф�
фективных антиоксидантов растительного про�
исхождения являются необходимыми и должны
быть продолжены.

Данная работа выполнена при финансовой
поддержке Международного научно�техническо�
го центра (МНТЦ) по проекту В�1746.
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Antioxidant Activity of Hydroxy Derivatives of Coumarin
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Abstract—The inhibition efficiency (antioxidant activity) of hydroxy derivatives of coumarin, such as escu�
letin, dicumarol, and fraxetin, was studied in the methemalbumin–H2O2–tetramethylbenzidine (TMB)
pseudoperoxidase system at 20°C in a buffered physiological solution (pH 7.4) containing 6% DMF and
0.25% DMSO. The inhibitor’s efficiency was quantitatively characterized by the inhibition constants
(Ki, μM) and the inhibition degree (%). The Ki values for esculetin, dicumarol, and fraxetin were 9.5, 15, and
26 μM, respectively. Esculetin and fraxetin inhibited pseudoperoxidase oxidation of TMB in a noncompeti�
tive manner; dicumarol, in a mixed manner. The inhibiting activity of esculetin in peroxidase�catalyzed TMB
oxidation at pH 6.4 is characterized by a Ki value equal to 1.15 μM, and the inhibition process is competitive.
Esculetin was found to be the most effective antioxidant of plant origin among all derivatives previously stud�
ied in model biochemical systems.
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