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В статье описываются методы изучения свободных радикалов. Рассматривается 

взаимодействие антиоксидантов со свободными радикалами и активными кислородными 
соединениями в жидких средах, сопровождающееся передачей кислорода, имеющее элек-
трохимическую природу. Указывается целесообразность изучения взаимодействия анти-
оксидантов и активных кислородных соединений с помощью электрохимических методов. 
Сообщается о разработке во ВНИИФТРИ метода очистки и идентификации антоцианов 
вина и виноградных соков.  

Исследования проводились с использованием спектрометра электронного парамаг-
нитного (ЭПР). 
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Введение 

 
Конец XX и начало XXI века 

ознаменовалось бумом в развитии 
рынка биологически активных доба-
вок (БАД). Особой строкой в списке 
БАД стоят антиоксиданты (далее - 
АО). [14] Реклама позиционирует их 
как панацею от-всех болезней 
(включая сердечно-сосудистые и он-
кологические), от преждевременного 
старения и увядания кожи, от порчи 
пищевых продуктов и т.п. Однако не 
все так однозначно в этом вопросе. 

Что такое свободные радикалы 
(далее - СР) и откуда они берутся? 

В чем заключается вред СР, с 
которыми борются АО? 

Каков химизм их взаимодей-
ствия [6]? 

Первое сообщение о существо-
вании частицы с неспаренным элек-
троном  было   сделано  еще  в   1900 
году Громбергом [17], с тех пор тема 

свободных радикалов и реакционно-
способных кислородсодержащих  
частиц продолжает привлекать по-
вышенное внимание со стороны 
научного сообщества и все в боль-
шей степени заинтересовывает ши-
рокую общественность. Потребляе-
мая нами пища и состояние окружа-
ющей среды оказывают существен-
ное влияние на  биологическое про-
изводство свободных радикалов. 
Высокая реакционная способность 
радикалов приводит в экстремально 
физиологических условиях организ-
ма к ускорению перекисного окис-
ления липидов (далее - ПОЛ) [11]. 

Неблагоприятное воздействие 
факторов внешней среды, таких как 
избыточная инсоляция, ионизирую-
щее излучение, воздействие ксено-
биотиков,   попадающих   в   орга-
низм с воздухом, водой, пищей, мо-
гут приводить к избыточному обра-
зованию свободных радикалов и 
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возникновению окислительного 
стресса. Окислительный стресс, в 
свою очередь, вносит существенный 
вклад в развитие ряда заболеваний и  
старение организма человека. В 
настоящее время доказано разруши-
тельное действие свободных ради-
калов, поступающих из пищи, как на 
организм в целом, так и на кожу в 
частности [6]. 

Чтобы понять, в чем заключа-
ется  польза  АО,  надо  ответить  на 
несколько вопросов. Что такое АО и 
какова их химическая природа? Для 
снижения интенсивности свободно-
радикальных процессов и уровня 
окислительного стресса в живых ор-
ганизмах в ходе эволюции возникла 
особая АО система, обеспечивающая 
окислительный (или антиоксидант-
ный) гомеостаз, которая состоит из 
низко- и высокомолекулярных со-
единений. К низкомолекулярным 
соединениям, относятся вещества, 
взаимодействующие с диоксидными, 
гидроксильными и алкилдиоксиль-
ными радикалами с образованием 
малоактивных продуктов. К высо-
комолекулярным соединениям отно-
сятся вещества, утилизирующие пе-
роксид водорода в организме,   а 
также   некоторые белки, способные 
связывать ионы Fe и Cu, являющие-
ся катализаторами свободноради-
кальных процессов. При различных 
отклонениях от нормального функ-
ционирования организма может раз-
виться дисбаланс между интенсив-
ностью   СР    процессов   и функци-
ональной активностью АО системы. 
Указанный дисбаланс вызывает 
окислительное повреждение биомо-

лекул, клеток и тканей и, в конечном 
итоге, гибель организма, а также иг-
рает ключевую роль в развитии 
большого количества опасных забо-
леваний, включая онкологические 
[14]. 

Свободные радикалы 
СР – это атомные или молеку-

лярные частицы, способные нахо-
диться в несвязанном состоянии и 
содержащие один или несколько не-
спаренных электронов. Поскольку 
электрон один занимает атомную 
или молекулярную орбиталь, то эти 
соединения обладают повышенной 
химической активностью, т.к. им 
необходимо «найти» еще один элек-
трон для восполнения равновесия. И 
они находят их, вырывая из органи-
ческих соединений, разрушая при 
этом их структуру, нарушая их 
функции и образуя при этом множе-
ство других СР [7]. Наиболее типич-
ные и часто встречающиеся СР 
представляют собой активные фор-
мы кислорода, активные формы азо-
та, продукты окисления липидов, к 
которым относятся: синглетный 
кислород, супероксидный анион-
радикал (О2•-), гидроперекисный 
радикал (НО2•),  гидроксильный  ра- 
дикал (НО•), свободный алкильный 
радикал (R•), алкоксильный радикал 
(RO•), пероксирадикал (RОO•), нит-
роксид (NО•), никтроксильный ра-
дикал       (NО2•),      пероксинитрит  
(ОNОО-), липидный алкильный ра-
дикал (L•), липидный алкоксильный  
радикал (LO•), липидный перокси- 
радикал (LOO•) и ряд других [8]. 
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Рис. 1. Взаимодействие радикалов-инициаторов, активных форм кислорода (О-

2, Н2О2, ОН•) 
с различными компонентами клеток: нуклеиновыми кислотами, мембранными фосфолипи-

дами, арахидоновой кислотой (АК), белками 
 

Свободнорадикальное окисление 
 
Свободнорадикальное окисле-

ние – важный и многогранный  био-
химический процесс превращений 
кислорода, липидов, нуклеиновых 
кислот, белков и других соединений 
под действием свободных радика-
лов, а перекисное окисление липи-
дов (ПОЛ) – одно из его послед-
ствий. [3]  

К числу первичных СР отно-
сятся супероксидный анион-радикал, 
окись азота, а вторичными СР явля-
ются гидроксильный радикал, синг 
летный кислород,  перекись водоро-
да, пероксинитрит. Образование СР 
тесно связано, с одной стороны, с 
появлением свободных электронов 
при  нарушениях  процессов  окис-
ления  в дыхательной  цепи, пре-
вращении ксантина, синтезе лейкот-
риенов и простогландинов. Эти ре-
акции зависят  от  активности  ксан- 

 
тиноксидазы, дегидроротатдегидро-
геназы, альдегидоксидазы,   холе-
стериноксидазы, ферментов цито-
хрома Р-450. Синтез  супероксид - 
аниона инициируется ангиотензином 
II, который образуется из ангиотен-
зина I под действием ангиотензин-
превращающего фермента. Его ак-
тивность в сосудах больных с выра-
женным атеросклерозом особенно 
высока. Причина этого явления пока 
неясна. Оксид азота образуется при 
окислении L-аргинина под действи-
ем NO-синтетазы  при  участии  
кальмодулина. В литературе пред-
ставлены данные о том, что синтез 
NO при атеросклерозе не нарушен, 
но его дефицит может возникать при 
его соединениии с супероксид – 
анионом. Оно завершается синтезом 
пероксинитрита с большими пато-
генными потенциями, в том числе 
и образованием окисленных форм 
ЛПНП.  
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С другой стороны, для синтеза 
вторичных СР используется водород 
НАДФ-Н, НАД-Н - его донаторов. 
Супероксид - анион  может восста-
навливать Fe3+ в Fe2+, при взаимо-
действии которого с перекисью во-
дорода, перекисями липидов и гипо-
хлоритом образуются высокоток-
сичные вторичные радикалы. Из 
всех СР наибольшей активностью 
обладают гидроксильный радикал и 
пероксинитрит. [13] 

Активность СР ограничивается 
антиоксидантами, которые разрыва-
ют цепи молекул при реакциях СРО, 
разрушают молекулы перекисей. К 
числу ферментных антиоксидантов 
относятся  супероксиддисмутаза 
(СОД), глютатионпероксидаза, ката-
лаза, находящиеся в клеточных 
структурах. Неферментные антиок-
сиданты – витамины Е, К, С, убихи-
ноны, триптофан, фенилаланин, це-
рулоплазмин, трансферрин, гапто-
глобин, глюкоза,  каротиноиды – 
блокируют активность СР в крови. 
Изменения структуры и функ-
ции субстратов, на которые дей-
ствуют СР, зависит, в конечном сче-
те, от соотношения активности СР и 
антиоксидантов [8]. 

В настоящее время существует 
большое количество дифференци-
альных и интегральных способов 
оценки антиоксидантных свойств 
как организма в целом, отдельных 
составляющих антиоксидантной за-
щиты, так и АОА химических ве-
ществ, продуктов питания и биодо-
бавок. Большинство существующих 
методов объединяет ряд особенно-
стей, ограничивающих возможность 

их использования рамками исследо-
вательских лабораторий. В связи с 
этим поиск простого в исполнении и 
информативного метода определе-
ния интегральной антиоксидантной 
активности природных и синтетиче-
ских объектов по-прежнему пред-
ставляет большой интерес. 

Большинство радикалов, обра-
зующихся в организме человека, 
можно разделить на природные и 
чужеродные. Природные радикалы 
подразделяют, в свою очередь, на 
первичные, вторичные (повреждаю-
щие) и третичные (радикалы антиок-
сидантов). Образование первичных 
радикалов осуществляется при уча-
стии определенных ферментных си-
стем. Эти радикалы выполняют по-
лезные для организма функции. Из 
первичного радикала - супероксида, 
а также в результате других реакций 
в организме могут образоваться 
весьма активные молекулярные со-
единения: перекись водорода, гипо-
хлорит и гидроперекиси липидов. 
Под действием ионов металлов пе-
ременной валентности из этих ве-
ществ образуются вторичные сво-
бодные радикалы, такие, как радикал 
гидроксила и радикалы липидов, ко-
торые оказывают разрушительное 
действие на клеточные структуры. 

В настоящее время установле-
но, что возникновение и развитие 
широкого круга воспалительных за-
болеваний   сопровождается  актива-
цией свободнорадикальных реакций 
(далее - СРР) перекисного окисления 
липидов, денатурации белков и нук-
леиновых кислот.  
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Образующиеся в клетке ради-
калы могут инициировать вторич-
ные свободнорадикальные реакции, 
вступая во взаимодействие с различ-
ными клеточными компонентами: 
белками, нуклеиновыми кислотами 
и липидами (рис.1). В результате 
этих СРР происходит деградация 
молекул-мишеней с образованием 
более или менее стабильных про-
дуктов реакций, идентификация и 
определение количества которых 
может быть параметром или маркё-
ром, определяющим скорость СРР. 
Наиболее часто используемым мар-
кёром инициации СРР является 
определение продуктов перекисной 
деградации фосфолипидов клеточ-
ных мембран и липопротеидов 
плазмы крови: коньюгированных 
диенов и гидроперекисей ненасы-
щенных жирных кислот, алканов и 
альдегидов, в частности малонового 
диальдегида. 

Окисление ненасыщенных 
жирных кислот фосфолипидов назы-
вается перекисным, потому что пер-
вичным стабильным продуктом это-
го процесса являются гидроперекиси 
(ROOH). В результате происходит 
перекисная деградация молекул 
фосфолипидов, что влечёт за собой 
нарушение структуры клеточных 
мембран и липопротеидов. Рассмот-
рим основные принципы регуляции 
ПОЛ  при   различных   воспалитель-
ных заболеваниях. 

В нормальном состоянии 
функционирования организма ско-
рость СРР пероксидации липидов 
клеточных и мембран и липопроте-
идов относительно мала, что обу-

словлено низким уровнем образова-
ния радикалов – инициаторов и дей-
ствием сбалансированной системы 
антиоксидантной защиты. Однако в 
процессе возникновения и развития 
воспалительных    заболеваний     это 
равновесие нарушается, резко воз-
растает продукция радикалов-
инициаторов и наблюдается инакти-
вация системы антиоксидантной за-
щиты, развивается оксидативный 
стресс [13]. 

 
Методы изучения свободных  

радикалов 
 
Биохимические методы 
СР обладают высокой реакци-

онной способностью, и изучать их 
обычными химическими методами 
невозможно: стандартные процеду-
ры вроде хроматографии 
или центрифугирования бесполезны. 
Важную роль при решении таких 
вопросов играет так называемый ин-
гибиторный анализ. Классиче-
ским примером может служить при-
менение фермента супероксидисму-
тазы (далее – СОД). Постепенно 
СОД стали широко использовать во 
всех исследованиях, где изучают 
роль супероксида в том, или ином 
процессе, будь то индивидуальная 
биохимическая реакция или разви- 
тие болезни  у  лабораторных живот-
ных или человека. Если добавление 
СОД тормозит изучаемый процесс, 
значит, для его протекания необхо-
дим супероксид-радикал. Остается 
выяснить, в какой именно реакции 
этот радикал участвует. Ингибитор-
ный анализ используют и для изуче-
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ния реакций с участием других ра-
дикалов.  

Биофизические методы 
Прямой метод изучения сво-

бодных радикалов - это  метод  элек-
тронного парамагнитного резонанса 
(далее –ЭПР) . По наличию, ампли-
туде и форме сигналов (спектров) 
ЭПР можно судить о существовании 
непарных электронов в образце, 
определять их концентрацию, а ино-
гда и выяснить, какова химическая 
структура радикалов, которые эти 
непарные электроны содержат. 

Эффективным методом изуче-
ния реакций с участием радикалов 
оказался метод хемолюминесценции 
(далее – ХЛ). При взаимодействии 
радикалов друг с другом выделяется 
много энергии, которая может излу-
чаться в виде квантов света. Интен-
сивность такого свечения (ХЛ) про-
порциональна скорости реакции, в 
которой участвуют радикалы, и, 
следовательно, показывает измене-
ние их концентрации по ходу реак-
ции. Надо отметить, что чувстви-
тельности этих методов часто быва-
ет недостаточно. В биологических 
системах скорости образования ра-
дикалов кислорода или липидных 
радикалов в мембранах невелики, 
зато  велики  скорости  исчезновения 
этих радикалов, поэтому концентра-
ция радикалов в каждый данный 
момент времени обычно мала. Вы-
ход из положения заключается в ис-
пользовании так называемых спино-
вых ловушек в методе ЭПР и акти-
ваторов свечения в методе хемилю-
минесценции. В данном случае к 
изучаемому образцу (например, к 

суспензии клеток, гомогенату ткани 
или раствору, где протекают реак-
ции с участием свободных радика- 
лов)   добавляют     особые вещества, 
называемые спиновыми ловушками. 
При взаимодействии ловушки с ра-
дикалом происходит присоединение 
радикала к ловушке с образованием 
нового, стабильного радикала, полу-
чившего название спинового аддук-
та. Сигналы ЭПР спиновых адцуктов 
разных радикалов слегка различают-
ся по форме. Это позволяет иденти-
фицировать радикалы, образующие-
ся в изучаемой системе. Для улавли-
вания других радикалов используют 
другие ловушки [7]. 

 
Свободные радикалы и 

антиоксиданты 
 
При различных отклонениях от 

нормального функционирования ор-
ганизма может развиться дисбаланс 
между интенсивностью СР процес-
сов и функциональной активностью 
АО системы. Указанный дисбаланс 
вызывает окислительное поврежде-
ние биомолекул, клеток и тканей и, в 
конечном итоге, гибель организма, а 
также играет ключевую роль в раз- 
витии большого количества опасных 
заболеваний,   включая   онкологиче-
ские. Возникшая в ходе эволюции 
АО система, обеспечивающая окис-
лительный гомеостаз, состоит из 
низко- и высокомолекулярных со-
единений.  

Гомеостаз – это окислительно-
восстановительное равновесное со-
стояние между внешним напором 
кислорода и других окислителей (в 
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т.ч. и СР) и барьером, состоящим из 
большого набора АО. СР проникают 
в клетки организма, разрушают ор-
ганические вещества, образуя при 
этом множество других СР. Если 
этот процесс пошел, то его практи-
чески невозможно остановить, мож-
но лишь замедлить [2]. 

В настоящее время, ведется ак-
тивный поиск и исследование ве-
ществ  с антиоксидантным действи-
ием, богатейшим источником  кото-
рых оказались растения [15]. 

Флавоноиды - вторичные ме-
таболиты растений представляют 
собой широкий спектр ароматиче-
ских соединений, подразделяющих-
ся на несколько групп структурно-
сходных полифенолов и насчитыва-
ющих более 5000 индивидуальных 
веществ. Особый интерес представ-
ляют полифенолы красного вино-
града, обладающие наиболее высо 
кой   биологической   активностью и 
подразделяющиеся по основным 
группам: 

- фенолокислоты (производные 
гидроксибензойной и гидроксико-
ричной кислот) 

- флавонолы (кверцетин) 
- катехины (в том числе и их 

полимеры - проантоцианидины, та-
нины) 

- лейкоантоцианидины 
- антоцианы (п-гидроксибен-

зойная кислота, кофейная кислота, 
лейкоцианидин, мальвидин-3-
глкозид, катехин, кверцетин, про-
антоцианидин, витамин В1). 

Было доказано, что флавонои-
ды винограда замедляют окисление 
ПОЛ. Причем виноградные полифе-

нолы оказались вдвое эффективнее 
а-токоферола при одинаковой кон-
центрации. Мощные антиоксиданты 
полифенольной структуры обнару-
жены во всех исследуемых сортах 
красного винограда, произраставше-
го в Калифорнии [1]. 

Эффект улавливания свобод-
ных  радикалов  in vitro  флавоноида-
ми  может  быть зарегистрирован не-
сколькими способами, один из кото-
рых - тест с голубым п-нитро тетра-
золиумхлоридом. Такая оценка осо-
бенно эффективна при определении 
ингибирования супероксид-радика-
лов. В присутствии антиоксидантов 
захват супероксид-радикалов сопро-
вождался восстановлением аптоциа-
нида с образованием окраски голу-
бого цвета, которая количественно 
определяется   колориметрически   
при  длине волны 560 нм. 

Согласно литературным дан-
ным, исследование антиоксидантов в 
настоящее время проводится в двух 
направлениях: определение состава 
веществ, способных выполнять 
функции антиоксидантов, и опреде-
ление общих антиоксидантных 
свойств объектов. Группа веществ, 
предотвращающая образование 
сильных окислителей in vivo, до-
вольно разнообразна. К ним отно-
сится SH-содержащая аминокислота 
цистеин, некоторые пептиды и белки 
(глютатион, альбумин), убихинон, 
аскорбиновая кислота, мочевая кис-
лота, токоферолы, каротиноиды, 
флаваноиды и др. Определение со-
става антиоксидантов позволяет су-
дить о возможной физиологической 
ценности продуктов, в которых они 
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содержатся. Однако исследование 
композиции веществ требует приме-
нения тех или иных процедур разде-
ления. Кроме того, информации о 
составе антиоксидантов, как прави-
ло, недостаточно, чтобы судить об 
антиоксидантных свойствах в целом, 
так  как  в этом случае не учитыва-
ются процессы взаимного восста-
новления антиоксидантов и влияние 
матрицы исследуемого объекта. 

Оценить общую антиоксидант-
ную активность того или иного объ-
екта можно с помощью интеграль-
ных методов. В основе методов 
оценки общей антиоксидантной ак-
тивности, как правило, лежат реак-
ции взаимодействия антиоксидантов 
со свободными радикалами, которые 
служат прототипом свободных ра- 
дикалов,    образующихся   в   живой 
клетке. Обеспечивая получение ин-
формации об АОА того или иного 
образца, такие методы имеют ряд 
особенностей, которые ограничива-
ют возможности их применения. А 
именно, анализ проходит в несколь-
ко стадий и занимает довольно про-
должительное время, аналитический 
сигнал необходимо регистрировать с 
помощью дорогостоящего спектро-
фотометрического или флуоромет-
рического оборудования, а также 
требуется использование дорогосто-
ящих реактивов. 

Взаимодействие антиоксидан-
тов с CP и активными кислородны-
ми соединениями (О-2, НО-, Н2О2) в 
жидких средах сопровождается пе-
редачей электрона и, следовательно, 
имеет электрохимическую природу. 
В связи с этим представляется целе-

сообразным изучать взаимодействие 
АО и активных кислородных соеди-
нений с использованием электрохи-
мических методов. Электрохимиче-
ские методы характеризуются высо-
кой чувствительностью, быстротой 
процедуры анализа, относительно    
невысокой    стоимостью необходи-
мого оборудования и реактивов, а 
значит, и анализа в целом. В этой 
ситуации наиболее доступным ис-
точником информации может слу-
жить измерение электрохимических 
параметров системы реа-
гент/антиоксидант, например, окис-
лительно-восстанови-тельного по-
тенциала [16]. 

Очень интересные данные 
представлены в работе Лапина А.А. 
«Оценка  антиоксидантной  активно-
сти вин» В вышеуказанной работе 
для оценки антиоксидантной актив-
ности вин использовался кулоно-
метрический метод анализа с помо-
щью электрогенерированных ради-
калов брома на серийном кулоно-
метре утвержденного типа. Опреде-
лялась АОА различных сортов вин в 
мг рутина на 100 мл вина. [9] Для 
изучения влияния АФК на вина к 
ним добавлялась  3%-ая медицин-
ская перекись водорода в соотноше-
нии 1:1 по объему. При добавлении 
перекиси водорода найденная АОА 
увеличивается по сравнению с рас-
четной величиной, учитывающей 
простое смешение реагентов. Следу-
ет, однако, отметить, что в результа-
те взаимодействия антиоксиданта в 
данном случае антоцианов вина с 
сильным радикалом происходит 
нейтрализация свободного радикала 
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и количество антиоксиданта должно 
уменьшатся на долю, израсходован-
ную в ходе реакции [10]. 

В настоящее время во ФГУП 
«ВНИИФТРИ» ведется разработка 
метода   очистки   и   идентификации 
антоцианов вина и виноградных со-
ков, а также выявление нового кри-
терия для показателя «общей анти-
оксидантной активности» - ради-
кальной характеристки, которой не 
могут обладать вышеупомянутые 
органические соединения, искус-
ственно повышающие «общую ан-
тиоксидантную активность» вин и 
соков.  

Для выявления индивидуаль-
ных природных антоцианов их не- 
обходимо выделить в чистом виде из 
состава вин и соков, так как химиче-
ский состав винограда и продуктов 
его переработки (вина, соки) вклю-
чает соединения различных классов: 
углеводы, органические кислоты, 
фенольные, азотистые, минеральные 
и др [13].  

На первом этапе работы, в свя-
зи с  ростом тенденции использова-
ния физико-химических методов 
анализа, проведено исследование на 
радикальную активность образца 
нектара яблочно-вишневого освет-
ленного стерилизованного (произ-
водство г. Воронеж) с помощью 
спектрометра электронного пара-
магнитного резонанса утвержденно-
го типа с метрологическими харак-
теристиками, которые удовлетворя-
ют условиям достижения поставлен-
ной задачи. Так как ЭПР определяет 
свободные радикалы в твердом ве-
ществе, было решено нанести образ-

цы вина на Whatman (специальная 
хроматографическая бумага высоко-
го качества), используемый для хро-
матографии и использовать их для 
измерений [4]. 

Процесс выделения анто-
цианов из вина, соков и определения 
их радикальной активности состоял 
из следующих стадий: 

- упаривание образца вина или 
сока для удаления спирта; 

- разбавление дистиллирован-
ной водой; 

- смешивание с порошком 
талька; 

- перенесение суспензии на 
фильтр Шота; 
- элюирование  дистиллированной 
водой для удаления примесей; 

- элюирование антоцианов 
подкисленным этанолом; 

- упаривание антоцианов; 
- хроматографическое разделе-

ние антоцианов на бумаге; 
- определение радикальной ак-

тивности индивидуальных антоциа-
нов. 
.     На втором этапе проделанной 
работы была создана кристалличе-
ская решетка MgO/Mn2+, которая 
наносится на хроматографический 
ватман. При отсутствии  гостиро-
ванной методики определения сво-
бодных радикалов в жидких средах с 
исспользованием спектрометра ЭПР 
нами была разработана следующая 
методика, при   разработке которой 
необходимо было: 
     - выбрать тип подложки, не со-
держащей свободных радикалов; 
      -нанести на подложку сигналь-
ный образец; 
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      - определить количество наноси-
мого образца. 

Экспериментальная часть 
Материалы и методика 
Материалы: нектар яблочно-

вишневый  осветленный   стерилизо-
ванный (производство г.Воронеж). 

Методика: исследование ра-
дикальной активности нектара про-
водилось на спектрометре электрон-
ного парамагнитного резонанса 
(ЭПР) утвержденного типа с метро-
логическими характеристиками, ко-
торые удовлетворяют условиям до-
стижения поставленной задачи. 
Спектрометр ЭПР определяет сво-
бодные радикалы в сухом  веществе, 
в связи с чем было принято решение 
перевести пробу нектара в воздушно 
- сухое состояние.  

Полоска хроматографической 
бумаги  для измерения готовилась 
следующим образом: полоски наре-
зались, взвешивались, на полоски с 
одинаковой массой, равной 27 мг, 
наносилось  MgO/Mn2+ (содержащий 
2мг MgO), высушивали при темпе 
ратуре   60°С   до  постоянного веса в 
термостате.  

Проба в количестве 400 микро-
литров наносилась на полоску (в 
дальнейшем подложку) хроматогро-
фической бумаги типа Whatman. 
(Whatman - специальная хромато-
графическая бумага высокого каче-
ства, применяемая в хроматографии) 
[4].   

Подложку с нанесенной про-
бой высушивали при температуре 
60°С до постоянного веса.  

При нанесении исследуемых 
образцов на Whatman  с содержани-

ем 2мг MgO pH образца становится 
равен 10. При этом содержащиеся в 
образце нектара «яблоко-вишня» 
полифенолы меняют цвет с вишнё-
вого на зелёный. Измерения образ-
цов проводилось дважды:1) сразу же 
после продувки  молекулярным ки-
слородом, 2) через 6 дней после 
продувки молекулярным кислоро-
дом. 

Исследовалось три типа проб: 
1 проба – нативный нектар; 
2 проба – нектар продутый 

90% кислородом;  
3 проба – нектар обработан-

ный. 
Результаты измерений 
В результате измерения ЭПР 

было выявлено наличие свободных 
радикалов в исходном образце 
нектара (рис.2). При измерении ЭПР 
образца нектара, продутого кисло-
родом, не было выявлено суще-
ственных отличий от исходного об-
разца (рис. 3), т.е. продувание моле-
кулярным кислородом  не приводит 
к окислению наиболее химически 
активных веществ (в т.ч. образую-
щих радикалы), т.к. большая часть 
веществ уже окислилась в процессе 
изготовления нектара Следующие 
измерения производились через 6 
дней после изготовления образцов. 
Сравнение результатов, полученных 
в первый и шестой дни эксперимен-
та, показало отсутствие видимых 
различий между исходным и прока-
ченным кислородом образцом (рис. 
4 и 5).   

Анализ  полученных  результа-
тов и сравнение их с результатами, 
описанными ранее Лапиным А.А., 
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позволили нам усложнить ход экс-
перимента. Было принято решение, 
добавить в нектар пероксид водоро-
да (3 мл 30% Н2О2 на 20 мл нектара). 
Измерение ЭПР полученного образ-
ца показало отсутствие радикальной 

активности,  т.е.   антоциан радикала 
(рис. 6). Таким образом, слабый ра-
дикал (антоциан радкиал) окисляет-
ся сильным радикалом Н2О2. 

.

 
Рис. 2. Спектрограмма ЭПР исходного образца нектара «яблоко-вишня» 

 

 
Рис. 3. Спектрограмма ЭПР образца нектара «яблоко-вишня», 

продутого 90% кислорода 
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Рис. 4. Спектрограмма ЭПР исходного образца нектара «яблоко-вишня»  

(измерения на 6 день) 
 

 
Рис. 5. Спектрограмма ЭПР образца нектара «яблоко-вишня», продутого 90% кислорода 

(измерения на 6 день) 
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Рис. 6. Спектрограмма ЭПР  образца нектара «яблоко-вишня», обработанного пероксидом 

водорода (измерения на 6 день) 
 

На основе проведенных  изме-
рений сделаны следующие выводы: 

продувка активными формами 
кислорода не приводит к увеличе-
нию количества свободных радика-
лов; 

обработка нектара перекисью 
водорода приводит к нейтрализации 
антоциан-радикала. 

Принимая во внимание выше-
сказанное, целесообразно проведе-
ние одномоментного анализа как ан-
тиоксидантной, так и свободноради-
кальной активности. 

Данная работа продолжается 
совместными усилиями двух НИО с  
применением двух государственных 
первичных  эталонов,  а именно   Го- 
сударственного первичного эталона 
единицы   дифференциальной   резо- 

 
нансной парамагнитной восприим-
чивости и Государственного пер-
вичного эталона единицы концен-
трации растворенного кислорода и 
водорода в жидких средах. Спек-
тральный неразрушающий метод 
позволит, по нашему прогнозу, в со-
четании с некоторыми традицион-
ными методами физической химии 
разработать метрологически обеспе-
ченные методы определения каче-
ства вина и соков, а также других 
органических веществ и продуктов, 
представляющих интерес с точки 
зрения их безопасности хранения в 
государственных резервах [5]. Ме-
тод  с  применением  ЭПР  и  раство- 
ренного кислорода разрабатывается 
впервые. 
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