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Исследовано влияние посторонних веществ на результаты спектрофотометрического опре-
деления антиоксидантов полифенольного типа методом FRAP, основанным на восстановлении 
Fe(III) полифенолами в присутствии 2,2’-дипиридила. В качестве модельных соединений применяли 
кверцетин, рутин и галловую кислоту. Оптическую плотность измеряли при 520 нм через 60 минут 
после смешивания реагентов. Чувствительность определения полифенолов снижается в присут-
ствии фторидов, фосфатов, цитратов, тартратов и других веществ, не формирующих собственные 
аналитические сигналы, но связывающих ионы Fe3+ в прочные комплексные соединения. Влияние 
комплексантов можно прогнозировать, рассчитывая закомплексованность Fe(III) с учетом концен-
трации лиганда и значения рН. Увеличение исходной концентрации реагента до 10-3 М несколько 
снижает влияние фторидов, но приводит к побочным процессам с участием фосфатов и салици-
латов. Cвязывание Fe3+ комплексантами  приводит к возникновению мультипликативной система-
тической погрешности при определении обобщенной антиоксидантной активности (АОА) модель-
ных смесей по градуировочному графику; величина АОА оказывается сильно заниженной. Переход 
к определению АОА модельных смесей по способу добавок значительно уменьшает влияние всех 
комплексантов. Поэтому анализ пищевых продуктов, содержащих комплексанты на уровне 10-4 М и 
выше, рекомендуется проводить по способу добавок, что ведет к более высоким (на 20-50 %)  зна-
чениям АОА, чем при использовании традиционных методик анализа тех же продуктов. Для боль-
шинства исследованных продуктов  различия результатов анализа статистически достоверны. При-
близительная правильность результатов анализа пищевых продуктов по разработанным методикам 
подтверждена по способу «введено-найдено».   
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The influence of foreign substances on the results of spectrophotometric determination of polyphenol 
antioxidants by FRAP assay is investigated. The assay is based on the reduction of Fe3+ ions by polyphenols 
in the presence of 2,2’-dipyridyl. Quercetin, rutin and gallic acid were used as model compounds. The 
absorbance at 520 nm is measured 60 minutes after mixing the reagents. The sensitivity of polyphenols 
determination  decreases in the presence of fluorides, phosphates, citrates, tartrates and other substances 
not forming their own analytical signals but binding Fe3+ ions in the stable complex compounds. This effect 
can be predicted by the calculation of complexation degree and taking into account the ligand concentration 
and pH value. The increase of the initial concentration of Fe(III) up to 10-3 M decreases the effect of fluorides, 
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but leads to side processes involving phosphates or salicylates. Binding of iron(III)  leads to the systematic 
error when the total antioxidant capacity (TAC) is determined with a calibration curve (underestimation). The 
analysis of model mixtures with the additives method significantly reduces the impact of complexants and 
the abovementioned error. Foodstuffs which contain 10-4 M complexants or more have to be analyzed by the 
method of standard additives, which leads to higher TAC values than using of traditional TAC determination 
with calibration curve; the difference is about 20-50%. For the majority of examined foodstuffs the difference 
in the mean results for these analytical methods is statistically valid. The accuracy of the proposed method 
for some products (wine, beer, tea etc.) was confirmed with the added–found standard technique. 

Keywords: foodstuff, food analysis, polyphenols, complexants, FRAP assay, antioxidant activity, 
selectivity, method of additives.

Введение
Важный показатель качества пищевых про-

дуктов, биообъектов и лекарственных препаратов 
– обобщенная антиоксидантная активность (АОА). 
Этот интегральный показатель, выраженный в пе-
ресчете на стандартное вещество Хст, является 
приблизительной оценкой суммарного содержания 
антиоксидантов-восстановителей, преимуществен-
но полифенолов [1]. Тот же показатель нередко на-
зывают антиоксидантной емкостью (ТАC). Нередко 
этот показатель определяют методом FRAP, ос-
нованным на восстановлении железа(III) полифе-
нолами в присутствии лигандов R, дающих окра-
шенные комплексы с ионами Fe2+. Возникающий 
аналитический сигнал (АΣ) измеряют в видимой 
области спектра через τ минут после смешивания 
растворов. Показатель АОА (c*) находят по граду-
ировочному графику, построенному по растворам 
Хст (тролокс, кверцетин, галловая или аскорбиновая 
кислота). При большом избытке Fe(III) сигналы по-
лифенолов аддитивны, поэтому по величине АОА 
можно судить о суммарном содержании полифе-
нолов (сΣ) [2].  В ходе анализа реальных объектов 
полифенолы от матрицы не отделяют.

Первоначально термин FRAP подразумевал 
применение трипиридилтриазина (TPTZ), позднее 
термин стали использовать в более широком смыс-
ле, независимо от природы R (см. обзор [3]). Заме-
на TPTZ о-фенантролином, 2,2’-дипиридилом или 
феррозином расширяет возможности метода в свя-
зи с повышением редокс-потенциала системы Fe(II)/
Fe(III) [4-6]. Простой, воспроизводимый и чувстви-
тельный метод FRAP используют для оценки ка-
чества вин и чая [6-8], хотя нормативные значения 
АОА для этих продуктов в России не установлены. 
Тот же метод применяют для сопоставления пище-
вой ценности разных пищевых продуктов; опубли-
кована сводка значений АОА для 3100 продуктов [9].  

Метод  FRAP имеет и  некоторые недостатки: 
- термин «железовосстанавливающая способность» 
(FRAP) можно использовать не только как характе-
ристику содержания  полифенолов и других анти-
оксидантов (антиоксидантной активности, антиок-
сидантной емкости), но  и как оценку содержания 
других сильных восстановителей, не встречающих-
ся в продуктах питания или биообъектах; 
- чувствительность определения разных полифе-
нолов по методу FRAP неодинакова, это снижает 

точность оценки сΣ  [3, 10]. Показатель АОА может 
сильно отличаться от сΣ, в зависимости от выбора 
Хст, условий измерения АΣ и соотношения разных 
полифенолов в данной пробе; 

- чувствительность определения некоторых анти-
оксидантов близка к нулю [11];  
- измерение АОА в кислой среде не отвечает усло-
виям окисления антиоксидантов in vivo; в этом от-
ношении метод FRAP уступает методу CUPRAC 
[12], основанному на окислении полифенолов со-
единениями меди(II) в нейтральной среде; 
- недостаточно изучено влияние посторонних ве-
ществ Z. Для снижения матричных эффектов пред-
ложено разбавлять пробу в 100-200 раз [7], но этот 
прием, необходимый  в анализе красных сухих вин, 
не удается применять в анализе продуктов с  низким 
содержанием полифенольных антиоксидантов. Из 
числа посторонних веществ особого внимания за-
служивают комплексанты, нередко сопутствующие 
полифенолам и связывающие железо(III) в прочные 
комплексы. Ряд авторов указывает, что комплексан-
ты затрудняют определение АОА [11]. Фторид на-
трия даже применяют в качестве «стоп-раствора», 
останавливая окисление полифенолов перед из-
мерением их обобщенного сигнала [13]. Тем не ме-
нее, влияние комплексантов на результаты опре-
деления АОА специально не исследовалось. Цель 
данной работы - проверить селективность метода 
FRAP и предложить способ определения АОА в 
присутствии комплексантов. 

Методика эксперимента 
В качестве модельных соединений применяли 

три полифенола: кверцетин (КВ), рутин (РТ) и галло-
вую кислоту (ГК). Исходные растворы готовили по 
точным навескам реактивов х.ч. Рабочие растворы 
и модельные смеси готовили в день употребления, 
разбавляя исходные растворы бидистиллирован-
ной водой. Фотометрируемые растворы содержа-
ли полифенолы (порознь или в смеси) на уровне 
10-6-10-5 М;  железо(III) – 8.1.10-5 М, 2,2’-дипиридил – 
2.3.10-4 М и, в необходимых случаях, посторонние 
вещества (монофенольные соединения, нефеноль-
ные антиоксиданты, углеводы, белки, неорганиче-
ские соли, комплексанты). Влияние комплексантов 
исследовали на примере фторида, фосфата и ци-
трата натрия, салициловой и винной кислот. Реак-
цию проводили при рН = 3.3 при комнатной темпе-
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ратуре. Порядок смешивания реагентов в мерной 
колбе всегда был одним и тем же: вначале вносили 
растворы железа(III) и 2,2-дипиридила, затем рас-
твор комплексанта, воду и в последнюю очередь 
– раствор исследуемого полифенола, модельную 
смесь или пробу. Оптическую плотность окрашен-
ных растворов измеряли при 520 нм через 60 ми-
нут после смешивания реагентов, используя при-
бор КФК-3 (l =2.0 см). По той же методике измеряли 
фон, то есть оптическую плотность растворов, со-
держащих Z в отсутствие полифенолов; при вы-
числении результатов анализа вносили поправку 
на фоновое поглощение. О влиянии Z cудили по 
изменению наклона и сдвигу прямолинейных гра-
дуировочных графиков, построенных для ГК и КВ 
в присутствии Z. 

Значения АОА модельных смесей и реаль-
ных объектов, выраженные в мкмоль или ммоль 
ГК на 1 дм3, находили по градуировочному графи-
ку, построенному по растворам ГК в отсутствие Z. 
Использовали также способ добавок (расчетный 
и графический варианты),  причем в реакционную 
смесь вводили 1-3 добавки ГК, увеличивающие сиг-
нал не более чем в 2 раза. Анализируя пищевые 
продукты, пробоподготовку вели по стандартным 
методикам; так, настой чая готовили по методике 
[14]. Добавление в реакционную смесь нескольких 
миллилитров красного вина или чайного настоя  не-
редко приводит к «зашкаливанию» сигнала, поэтому  
вина и чайные настои  предварительно разбавля-
ли в 100 или 10  раз. Другие напитки анализирова-
ли без предварительного разбавления. 

При фотометрировании повторно приготов-
ленных растворов в отсутствие Z коэффициенты 
вариации (W) не превышали 4 % (n =3). При фото-
метрировании Z-содержащих смесей сходимость 
данных несколько ухудшалась (W ≈ 3-6 %). Резуль-
таты анализа реальных объектов характеризова-
лись значениями W, не превышавшими 5 % при ис-
пользовании градуировочного графика и 10 % – при 
использовании метода добавок. Правильность ре-
зультатов анализа  пищевых продуктов проверяли 
по способу «введено-найдено». 

Результаты и их обсуждение  
Определение индивидуальных полифено-

лов. В отсутствие Z градуировочные графики для 
определения полифенолов по методу FRAP линейны, 
коэффициенты корреляции (r) превышают 0.99. Для 
разных полифенолов коэффициенты чувствитель-
ности (k) достоверно различаются (табл. 1). Норми-
рованные по кверцетину значения k разных полифе-
нолов примерно соответствуют данным [10]. Окраска 
комплекса железа(II) с 2,2’-дипиридилом появляет-
ся и в присутствии некоторых монофенольных со-
единений (салициловая кислота и др.), но чувстви-
тельность их определения ниже. В тех же условиях 
определяются многие нефенольные антиоксидан-
ты-восстановители, например, аскорбиновая кис-
лота. Соединения, не обладающие антиоксидант-
ными свойствами in vivo, в условиях определения 
полифенолов раствор не окрашивают (глюкоза, са-
хароза, фенол, фториды, фосфаты),  либо форми-
руют слабую окраску при гораздо более высоких 
концентрациях. Так, сигнал цитрата натрия (Na3Cit) 
возникает на уровне n∙10-4 М,  а сигнал альбумина – 
на уровне 0.05 %. Появление окраски в этих случа-
ях можно объяснить как восстановительными свой-
ствами исследуемых веществ, так и недостаточной 
очисткой реактивов от  микропримесей восстано-
вителей, в частности, от полифенолов.  

В присутствии посторонних веществ градуи-
ровочные графики индивидуальных полифенолов 
сохраняют прямолинейный характер. На чувстви-
тельность определения полифенолов не влияет 
100-кратный избыток солей, не обладающих окис-
лительными или восстановительными свойствами, 
например NaCl или NaNO3. Не влияет 10-кратный 
избыток глюкозы и сахарозы, а также эквимоляр-
ное количество фенола (гидроксибензола). Вы-
явлено достоверное снижение чувствительности 
определения индивидуальных полифенолов в при-
сутствии избытка альбумина и комплексантов (рис. 
1). Примером может быть влияние фторидов (табл. 
2). Рост сF  резко снижает чувствительность опре-
деления полифенолов.  Влияние фторидов начи-
нает проявляться, когда их концентрация выходит 

Таблица 1
Характеристики градуировочных графиков при определении некоторых фенольных соединений 

Table 1
Characteristics of calibration curves in the determination of some phenolic compounds 

Название вещества
Область линейности, 

мкМ
r

k ∙103, 
мкМ-1

kнорм kнорм по [10]

Кверцетин (КВ) 0.5 – 8.0 0.994 95.7 1.00 1.00
Галловая кислота (ГК) 0.5 – 10 0.998 69.3 0.72 0.67

Рутин (РТ) 0.8 – 8.0 0.998 53.1 0.55 0.43
Аскорбиновая кислота (АК) 0.6 – 15 0.999 32.2 0.34 0.41

1-нафтол (Н) 1.8 – 20 0.999 34.0 0.36 -
Салициловая кислота (СК) 0.7 – 18 0.998 3.4 0.04 -

Примечание: (-) – отсутствие данных.
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на уровень n∙10-5 М, то есть на порядок превыша-
ет концентрацию полифенолов и  становится со-
измеримой с концентрацией железа(III). При сF/сFe 
≥ 103  определение полифенолов затруднено или 
невозможно (kнорм → 0). Несколько слабее влияет 
избыток фосфатов. 

Влияние некоторых комплексантов можно 
уменьшить, изначально используя более высокие 
концентрации железа(III). При сFe = 10-3 М полифе-
нолы  можно определять и в присутствии большо-
го избытка фторидов, хотя результат анализа бу-

дет сильно занижен (табл. 3). Уменьшить влияние 
фосфатов и салицилатов  таким способом не уда-
ется из-за образования малорастворимого фосфа-
та и интенсивно окрашенного моносалицилатного 
комплекса железа(III). 

Полученные данные позволяют предположить, 
что снижение чувствительности определения поли-
фенолов в присутствии комплексантов не связано с 
химическим взаимодействием этих веществ, в отли-
чие от влияния альбумина, казеина и других белков, 
непосредственно реагирующих с полифенолами [15]. 
Влияние комплексантов можно объяснить связы-
ванием ионов железа(III) лигандами Z, что снижает 
формальный редокс-потенциал системы Fe(II)/Fe(III) 
и, соответственно, константы равновесия реакций, в 
которых Fe(III) является окислителем. Для проверки 
этого предположения по классическому алгоритму 
[16] рассчитывали закомплексованность (Ф) ионов 
Fe3+ в присутствии Z. Учитывали общую концентра-
цию лиганда, побочную реакцию протонирования Z, 
а также ступенчатый характер комплексообразова-
ния. Влиянием ионной силы, связыванием Z иона-
ми железа(II) и связыванием железа(III) с 2,2’-дипи-
ридилом пренебрегали ввиду низкой устойчивости 
соответствующих комплексов. Значения констант 
равновесия брали из справочника [17]. Результаты 
расчетов (значения lg Ф) сопоставляли с погрешно-
стями определения полифенолов в Z-содержащих 
растворах (δСZ). В табл. 3 приведены значения δСZ 
для СКВ = 6 мкМ. Во всех случаях δСZ < 0. 

Следует отметить, что в этой серии опытов ис-
пользовались  различные Z, взятые в разных кон-
центрациях, тем не менее между вычисленными 
значениями lg Ф и экспериментально найденными 
значениями δСZ  существует достоверная линейная 
корреляция (r = 0,86 при rкрит = 0,63). Наличие такой 
корреляции позволяет прогнозировать влияние дру-

Рис. 1. Влияние комплексантов на чувствительность 
определения кверцетина: 1 – в отсутствие Z,  2 – КВ 
+ салициловая кислота (2.2 мМ),  3 – КВ + Na3PO4 (2.4 
мМ),  4 – КВ + цитрат натрия (4.2 мМ),  5 – КВ + NaF 
(7.15 мМ)    
Fig. 1. Influence of complexants on the sensitivity of quer-
cetin determination: 1 – in the absence of interfering sub-
stances Z,  2 – quercetin + salicylic acid (2.2 mmol),  3 – 
quercetin + Na3PO4 (2.4 mmol),  4  – quercetin + sodium 
citrate (4.2 mmol),  5 – quercetin + NaF (7.15 mmol)

Таблица 2
Влияние фторидов и фосфатов на чувствитель-
ность определения кверцетина и галловой кислоты 

Table 2
Effect of fluoride and phosphate on the sensitivity of 
quercetin and gallic acid determination 

Z сZ, мкМ сZ / сFe kнорм (КВ) kнорм (ГК)

Нет 0   0 1.00 1.00

Фтори-
ды

2.4   0.03 0.99 0.98
72   0.9 0.82 0.77

720   9 0.33 0.57
7200  90 0.04 0.01
7200  7.2* 0.24 0.14

Фосфа-
ты

2.4 0. 03 0.97 0.99
24 0.30 0.65 0.76
 79 1.0 0.39 0.63
240 3.0 0.28 0.43

2400 30 0.23 0.13
Примечание: * – при сFe  = 10-3 М.  В остальных слу-
чаях сFe = 8∙10-5 М.

Таблица 3
Влияние закомплексованности железа(III) на по-
грешность определения кверцетина 

Table 3
Effect of Fe(III) complexation degree on the error in 
quercetin determination

Комплек-
сант

сZ  мкМ lg Ф δСz , %

Нет 0 0 0
СК 2.2 0.5 -3
СК 22 1,4 -11
СК 440 2,7 -78

Na3PO4 240 2,2 -77
Na3PO4 2400 3,2 -81
Na3Cit 420 3,5 -81
Na3Cit 4200 4,5 -86
NaF 715 4,1 -71
NaF 7150 6,8 -100
NaF* 7150 6,8 - 74

Примечание:   * –  при увеличении сFe до 10-3 М.
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гих комплексантов, кроме активных окислителей или 
восстановителей. Так, судя по константам устойчи-
вости, в присутствии тартратов (3.26 мМ) закомплек-
сованность железа(III) при рН = 3.3 весьма велика (lg 
Ф = 3.7). Это должно приводить к сильно занижен-
ным результатам анализа. Прогноз подтвердился: 
значение δСZ   для КВ составило -84%. Примерно так 
же влияют тартраты на чувствительность и резуль-
таты определения других полифенолов.  

Линейная взаимосвязь δСZ и lg Ф искажается 
лишь при очень высоких Ф, когда соответствующий 
график выходит на плато. Следует также учесть, 
что, кроме lg Ф, на δСz могут влиять кинетические 
факторы. А именно, за счет стерических факторов 
скорость реакции между Fe(III) и полифенолами в 
присутствии Z должна снижаться. При фиксирован-
ном значении τ это должно приводить к занижен-
ным результатам анализа, независимо от устойчи-
вости образующихся комплексов.      

Оценка АОА модельных смесей.  Показатель 
АОА определяли, измеряя обобщенные аналити-
ческие сигналы полифенольных смесей известно-
го состава и пересчитывая АΣ на концентрацию ГК 
по градуировочному графику. Аддитивность  сиг-
налов проверяли по 3S-критерию [18]. Если общее 
содержание полифенолов в смеси ниже 10 мкМ, а 
содержание железа(III) превышает его на порядок и 
более, отклонения от аддитивности статистически 
незначимы. Значимые отклонения, наблюдаемые 
при сΣ > 10 мкМ (табл. 4), можно объяснить нехват-
кой Fe(III) для одновременного окисления разных 
полифенолов [3]. 

Из-за разной чувствительности определе-
ния компонентов анализируемой смеси  величина 
АОА  даже в отсутствие Z достоверно отличается 
от суммарного содержания полифенолов. Возни-
кающая систематическая погрешность δС0 в зави-
симости от состава смеси принимает как положи-
тельные, так и отрицательные значения (табл. 4), 

которые для аддитивных смесей можно прогнози-
ровать по алгоритму [10] :

δС0  = 100 (АОА -  сΣ ) / сΣ (1)

Определение АОА полифенольных смесей в 
присутствии комплексантов (или белков) по граду-
ировочному графику, построенному при сZ = 0, ве-
дет к появлению дополнительной систематической 
погрешности δСz. Считая результат определения 
АОА при сz = 0 опорным значением (АОА0), мы оце-
нивали дополнительную погрешность по формуле 

δСZ  = 100 (АОА - АОА0) / АОА0. (2)

Установлено, что погрешность δСz  хорошо 
воспроизводима, имеет мультипликативный харак-
тер, отрицательна и нередко превышает δС0 по мо-
дулю. При прочих равных условиях величина δСz 
тем выше, чем больше сZ (табл. 5). При концентра-

Таблица 5
Влияние комплексантов на точность оценки АОА 
аддитивной смеси КВ-ГК (4.23 мкМ) по градуиро-
вочному графику

Table 5
Effect of complexants on the accuracy of the TAC estimation 
of quercetin - gallic acid (4.23 M) with a calibration curve 

Z сZ, мкМ AОA, мкМ δСz, %
нет 0 5.16 ± 0.17 0

Na3PO4
79 1.61 ± 0.03 - 69
237 1.17 ± 0.04 - 77
2370 0.40 ± 0.03 - 92

Na3Cit 42 4.21 ± 0.15 -18
420 0.26 ± 0.19 - 95

4200 не определяется

NaF
71,5 4.72 ± 0.07 -8
715 1.33 ± 0.16 -74

7150 не определяется

Таблица 4
Проверка аддитивности сигналов и правильности определения АОА в модельных смесях  (в отсутствие 
комплексантов)

Table 4
Checking signals additivity and the correctness of TAC determination for model mixtures (in the absence of com-
plexants)

№
смеси

с, мкМ Оптическая плотность,10-3 Значи-
мость ∆А

АОА, 
мкМ

δС0, %
КВ ГК РТ сΣ АΣ ΣАi ΔА 3SАΣ

1 2.00 2.15 - 4.15 478 470 8 12 - 5.16 24
2 - 3.22 1,11 4.33 417 419 2 6 - 4.23 -2.3
3 2.00 1.07 1.11 4.18 462 453 9 12 - 4.74 13
4 3.34 1.07 - 4.41 526 536 -10 11 - 5.47 24
5 1.34 3.22 - 4.56 488 478 10 30 - 5.04 10
6 - 10.7 10.3 21.0 938 1334 -396 5 + 10.2 -51
7 20.0 10.2 - 30.2 959 1685 -726 23 + 10.4 -66

Примечания: отклонения от аддитивности значимы при ΔА = (АΣ - ΣАi) > 3SAΣ; погрешность δС0  рассчитывали 
по формуле   δС0 = 100 (АОА - СΣ) / СΣ .
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циях фторидов и цитратов на уровне n∙10-3 М АОА  
вообще не определяется (АΣ на уровне фона). Та-
ким образом, комплексанты влияют на результа-
ты определения АОА приблизительно так же, как 
и на результаты определения индивидуальных по-
лифенолов.

Для уменьшения мультипликативных систе-
матических погрешностей результаты анализа не-
редко рассчитывают по способу добавок [19]; этот 
способ был применен и в данном случае. Если вли-
яние комплексантов на результаты определения по-
лифенолов объясняется связыванием железа(III), 
то аналитические сигналы полифенолов, изначаль-
но присутствующих в пробе,  должны снижаться в 
той же степени, что и  сигналы ГК, которую вводили 
в качестве добавки. Очевидно, переход к опреде-
лению АОА по способу добавок должен повышать 
правильность анализа Z-содержащих модельных 
смесей по сравнению с определением АОА тех же 

смесей по градуировочному графику. Подтверж-
дением могут быть данные по определению АОА 
модельной смеси, полученные двумя способами 
в присутствии фосфатов (табл. 6). Аналогичные 
результаты были получены для смесей, содержа-
щих другие полифенолы и другие комплексанты; 
использование метода добавок всегда приводи-
ло к более высоким значениям АОА. Отметим, что 
в отсутствие комплексантов значения АОА, полу-
ченные разными методами, приблизительно со-
впадают. Например, анализ единичной пробы (сΣ = 
4.30 мкМ)  по методу добавок привел к АОА = (4.42 
± 0.29) мкМ, а анализ  по градуировочному графи-
ку дал АОА = (4.45 ± 0.04) мкМ.   

Как видно из табл. 6, полностью исключить 
погрешность δСz  за счет применения метода до-
бавок не удается, однако, независимо от приро-
ды Z, погрешность  δСZ  по модулю уменьшается в 
3-4 раза. При этом величина АОА приближается к 
действительному содержанию полифенолов. По-
этому в дальнейшем мы анализировали пищевые 
продукты,  используя способ добавок, несмотря 
на большую трудоемкость соответствующей мето-
дики и несколько худшую сходимость результатов.

Анализ пищевых продуктов. В присутствии 
предварительно разбавленного красного сухого 
вина (рис. 2) или настоя черного чая градуировоч-
ные графики для определения индивидуальных по-
лифенолов сохраняют свой линейный характер. На-
клон этих графиков тем меньше, чем больше вина 
или чая вводится в пробу,  как и при добавлении 
комплексантов. Одновременно график сдвигается 
вверх по оси ординат, как при добавлении других 
полифенолов. Сдвиг графика тем больше, а чув-
ствительность определения полифенолов тем мень-
ше, чем больше вина или чайного настоя введено 
в реакционную смесь. Влияние чайного настоя на 
чувствительность определения полифенолов про-
является в меньшей степени, чем влияние вина. 

Наблюдаемые эффекты легко объяснить, если 
учесть, что в винах содержатся не только антиок-
сиданты, но и комплексанты, в частности винная 
кислота [1, 11, 20]. В условиях анализа вина по ме-

Таблица 6
Результаты анализа смеси КВ + ГК (сΣ = 4.15 мкМ; АОА0 = 5.16 мкМ) в присутствии фосфатов при разных 
способах расчета АОА  

Table 6
Results of the mixture analysis: quercetin - gallic acid (CZ = 4.15 µmol; TAC = 5.16 µmol) in the presence of 
phosphates with different ways of calculating the TAC value

Сz, мкМ 
По градуировочному      гра-

фику 
По методу добавок                   

(расчетный вариант, одна 
добавка)

По методу добавок                
(графический вариант, две 

добавки)
АОА, мкМ δСz % АОА, мкМ δСz, % АОА, мкМ δСz, %

79 1.61 ± 0.03 - 69 4.37 -15 4.33 -16
237 1.17 ± 0.04 - 77 4.26 -17 4.39 -15
790 0.85 ± 0.04 - 84 4.41 -15 4.54 -12

Примечание: во всех случаях  стандартным веществом Хст является ГК.  

Рис. 2. Влияние содержания вина «Cabernet Merlot» 
на чувствительность определения ГК:   1 – без вина, 
2 – в присутствии 2.0 см3 вина (разбавление 1 : 100),  
3 – в присутствии  2.0 см3 вина (1 : 10) 
Fig. 2. Influence of «Cabernet Merlot» wine on the  deter-
mination sensitivity of gallic acid: 1  – without wine, 2  – in 
the presence of 2.0 cm3 of wine (dilution 1 : 100), 3  – in 
the presence of 2.0 cm3 of wine (1 : 10)
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тоду FRAP винная кислота и ее анионы (тартраты) 
не восстанавливают железо(III), но связывают его 
в довольно прочный комплекс [17].  Отметим, что 
некоторые компоненты пищевых продуктов (тани-
ны, салицилаты) могут выступать и в  качестве ан-
тиоксидантов, и в качестве комплексантов.  

Очевидно, присутствие комплексантов в пи-
щевых продуктах должно приводить к заниженным 
результатам определения АОА по градуировоч-
ному графику. Как и в случае анализа модельных 
смесей, это влияние может быть уменьшено, если 
использовать способ добавок. Данное предполо-
жение было подтверждено в эксперименте (табл. 
7).  При прочих равных условиях способ добавок 
приводил к более высоким значениям АОА иссле-
дованных продуктов, чем анализ по градуировоч-
ному графику. Различия средних статистически 
достоверны, за исключением данных по настоям 
черного чая. Приблизительная правильность ре-
зультатов анализа, полученных по способу доба-

вок, была подтверждена с применением способа 
«введено-найдено» (табл. 8).     

Заключение
Полученные нами данные показывают, что 

традиционные методики оценки антиоксидантной 
активности пищевых продуктов по методу FRAP, 
основанные на применении градуировочных гра-
фиков и не включающие операции отделения ком-
плексантов или сильного разбавления исходной 
пробы, могут приводить к заниженным значениям 
АОА. Причем действительный уровень антиокси-
дантной активности пищевого продукта в присут-
ствии комплексантов не снижается, в отличие от 
известного эффекта снижения АОА в присутствии 
белков [15]. Дело в том, что комплексанты действу-
ют по иному механизму, их влияние объясняется 
связыванием аналитического реагента (ионов же-
леза), а не самого субстрата. Следовательно, вли-
яние комплексантов проявляется только при опре-

 Таблица 7
Результаты анализа некоторых  пищевых продуктов по градуировочному графику (А)  и  по способу до-
бавок (Б)

Table 7
Results of foodstuffs analysis by a calibration curve (A) and method of additives (B)

Продукт и торговая марка
Разбавле-

ние

Объем 
аликвот, 

см3

АОА (мМ), в пересчете на ГК W,%

А Б А Б
Вино красное сухое «Cabernet-

Merlot»
1:100 2.0 10.6 ± 0.6 12.5 ± 0.9 2.0 3.0

Вино белое полусладкое «Lieb 
Arau Liedlein»

1:100
2.0 6.2 ± 0.3 6.9 ± 0.1   1.8 1.6
4.0 5.2 ± 0.2 6.8 ± 0.4 1.5 2.6

Вино красное сухое «Каберне» 1:100 4.0 6.3 ± 0.2 7.2 ± 0.1 1.5 0.6
Настой чая черного (листового) 

«Ahmad tea»
1:100 2.0 3.9 ± 0.3 4.3 ± 0.3 3.0 3.0

Настой чая черного (листового) 
«Lipton»

1:100 4.0 3.4 ± 0.4 3.7 ± 0.5 4.6 4.9

Сок яблочный  «J7» - 1.5 0.44 ± 0.01 0.66 ± 0.04 0.9 2.3
Пиво светлое  «Carlsberg» - 1.0 0.28 ± 0.02 0.52 ± 0.06 2.5 4.6

Таблица 8
Проверка правильности результатов анализа пищевых продуктов по способу «введено-найдено»

Table 8
Accuracy of foodstuffs analysis: testing with the added–found standard technique 

Пищевой продукт АОА′′, мг/дм3
Добавка ГК, 

мг/дм3

Найдено с до-
бавкой, мг/дм3

Найдено в до-
бавке, мг/дм3

Погреш-
ность δС,%

Вино красное сухое «Cab-
ernet-Merlot»

22.5 ± 1.0 7.1 28.8 ± 0.6 6.3 ± 1.2 -11

Вино белое полусладкое 
«Lieb Arau Liedlein»

13.3 ± 0.9 7.1 20.0 ± 1.4 6.7 ± 1.7 -5.6

Настой чая черного «Ah-
mad tea»

9.6 ± 0.7 7.1 15.9 ± 0.4 6.3 ± 0.8 -11

Примечание: АОА′′ - антиоксидантная активность продукта, разбавленного в 100 раз, в пересчете на ГК.
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делении показателя АОА, а не в условиях in vivo, 
когда ионы Fe(III) отсутствуют или их концентра-
ция ничтожно мала.  

Систематическая составляющая общей нео-
пределенности АОА, обусловленная влиянием ком-
плексантов (величина δСz) может быть существен-
но уменьшена, если определять АОА по способу 
добавок. Это позволяет разработать, аттестовать 
и использовать в практике новые методики оцен-
ки АОА пищевых продуктов, устойчивые к присут-
ствию комплексантов. Результаты соответствую-
щих исследований будут приведены в следующих 
сообщениях. 

Следует подчеркнуть, что влияние комплек-
сантов, содержащихся в пищевых продуктах, на 
результаты определения АОА проявляется толь-
ко при достаточно высокой концентрации Z (бо-
лее 10-5 М в конечном разбавлении). Если априор-
но известно, что анализируемый продукт содержит 
очень мало комплексантов или вовсе не содержит 
их, применять трудоемкий способ добавок нецеле-
сообразно. Правильные значения АОА в таких слу-
чаях легко получить и по градуировочному графику. 
С другой стороны, даже применение способа до-
бавок не может гарантировать правильную оценку 
суммарного содержания полифенолов, поскольку 
для этого надо устранить и вторую составляющую 
общей неопределенности (величину δС0), связан-
ную с разной чувствительностью определения ин-
дивидуальных полифенолов по методу FRAP. Пути 
решения этой, намного более сложной задачи об-
суждаются в работе [21] 
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