
67

Аналитика и контроль.     2026.     Т. 30.     № 1

Для цитирования: Аналитика и контроль. 2026. Т. 30, № 1. С. 67–73
УДК 543.632.6	 DOI: 10.15826/analitika.2026.30.1.006

Новый подход к сопоставлению антирадикальных свойств 
на примере антоцианов

Т. Е. Нужных, *И. П. Блинова, В. И. Дейнека, Л. А. Дейнека
ФГАОУ ВО «Белгородский государственный национальный исследовательский университет»,

Российская Федерация, 308015, г. Белгород, ул. Победы, 85

*Адрес для переписки: Ирина Петровна Блинова, E‑mail: blinova@bsuedu.ru

Поступила в редакцию 24 февраля 2026 г., после доработки 25 марта 2026 г.

Предложен новый вариант использования дифенилпикрилгидразила (ДФПГ) для оценки антира-
дикальных свойств антоцианов. Обычные варианты применения ДФПГ определяют антирадикальную 
(термодинамическую) емкость исследуемых образцов, ограниченную временем наблюдения — обыч-
но выдержкой реакционной смеси в течение 40 мин. При этом все антиоксиданты анализируемого об-
разца расходуются по многостадийному механизму, при котором первый изначальный антиоксидант 
превращается в вещество, часто являющееся вторичным антиоксидантом и т. д. — вплоть до сниже-
ния восстановительного потенциала компонентов реакционной смеси. В таком случае антиоксидант-
ную активность (как кинетическую характеристику исходного компонента или компонентов) оценить 
практически невозможно. В предложенном варианте используется большой недостаток ДФПГ, при ко-
тором более вероятен преимущественный расход наиболее активных первичных компонентов ана-
лизируемой смеси, что позволяет сопоставить антиоксидантную активность компонентов образца, 
используя ВЭЖХ. Процесс полного расхода ДФПГ обычно занимает небольшое время (менее мину-
ты), но вследствие нерастворимости ДФПГ в воде и водно-органических смесях с большим содержа-
нием воды для разделения веществ исследуемого образца желательно использование гидрофиль-
ной хроматографии. В работе показано, что среди антоцианов экстракта плодов черной смородины, 
представленного 3‑глюкозидами и 3‑рутинозидами цианидина и дельфинидина, в  первую очередь 
в реакцию вступают производные дельфинидина. Это связано с большей доступностью атомов во-
дорода в производных агликона — дельфинидина, содержащих три гидроксильные группы в кольце 
В. Поскольку в менее активных антоцианах (на основе цианидина) таких групп только две, то и ско-
рость их окисления становится заметно меньшей, что подтверждает механизм действия ДФПГ — от-
рыв наиболее активных атомов водорода из  структуры антиоксиданта. Тогда логичным становит-
ся сопоставление антирадикальной активности производных цианидина с производными пеонидина, 
имеющими только одну гидроксильную группу в кольце В. Это было выполнено на примере антоциа-
нов плодов клюквы, представленных 3‑глюкозидами, 3‑галактозидами и 3‑арабинозидами этих двух 
антоцианидинов. Экспериментально установлена более высокая скорость разрушения производных 
цианидина. Сопоставление полученных результатов с результатами применения классического вари-
анта использования ДФПГ показало существенно большую дифференциацию антоцианов по строе-
нию агликона в примененном методе.
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фильная хроматография, ОН-группы кольца В.

For citation: Analitika i kontrol’ [Analytics and Control], 2026, vol. 30, no. 1, pp. 67–73
DOI: 10.15826/analitika.2026.30.1.006

A new approach to comparing radical scavenging properties using 
anthocyanins as an example

T. E. Nuzhnykh, *I. P. Blinova, V. I. Deineka, L. A. Deineka
Belgorod State National Research University,

85 Pobeda St., Belgorod, 308015, Russian Federation

*Corresponding author: Irina P. Blinova, E‑mail: blinova@bsuedu.ru

Submitted 24 February 2026, received in revised form 25 March 2026

A new option for using diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) for evaluating radical scavenging properties of an-
thocyanins is proposed. Standard applications of DPPH determine the radical scavenging (thermodynamic) 
capacity of the studied samples, which is limited by the observation time — usually by holding the reaction 
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mixture for 40 minutes. In this case, all antioxidants of the analyzed sample are used up by a multi-stage 
mechanism, in which the first initial antioxidant is converted into a substance that is often a secondary an-
tioxidant, and so on, up to a decrease in the reducing potential of the components of the reaction mixture. 
In this case, it is almost impossible to evaluate the antioxidant activity (as a kinetic characteristic of the ini-
tial component or components). The proposed variant uses a large deficiency of DPPH, in which the pre-
dominant consumption of the most active primary components of the analyzed mixture is more probable, 
making it possible to compare the antioxidant activity of the sample components using HPLC. The process 
of complete consumption of DPPH usually takes short time (less than a minute), but due to insolubility of 
DPPH in water and water-organic mixtures with a high water content it is desirable to use hydrophilic chro-
matography to separate the substances of the test sample. The work showed that among the anthocyanins 
of blackcurrant fruit extract, represented by 3‑glucosides and 3‑rutinosides of cyanidin and delphinidin, del-
phinidin derivatives reacted first. This is caused by greater availability of hydrogen atoms in aglycone — del-
phinidin derivatives containing three hydroxyl groups in B ring. Since there are only two such groups in less 
active anthocyanins (based on cyanidin), their oxidation rate becomes noticeably lower, which confirms the 
mechanism of DPPH action — the separation of the most active hydrogen atoms from the antioxidant struc-
ture. Then it becomes logical to compare the antiradical activity of cyanidin derivatives with peonidin deriv-
atives having only one hydroxyl group in B ring. This was done using the example of anthocyanins of cran-
berry fruits, represented by 3‑glucosides, 3‑galactosides and 3‑arabinosides of these two anthocyanidins. A 
higher rate of destruction of cyanidin derivatives was experimentally established. A comparison of the results 
obtained here with the results of applying the classical variant of using DPPH showed a significantly greater 
differentiation of anthocyanins according to the structure of the aglycone in the applied method.

Keywords: diphenylpicrylhydrazyl, DPPH, antioxidant excess, anthocyanins, hydrophilic chromatogra-
phy, OH groups of B ring.

ВВЕДЕНИЕ
Свободные радикалы, образующиеся в  орга-

низме человека, часто являются причиной боль-
шого числа заболеваний [1]. Если иммунная си-
стема человека не справляется с гашением воз-
никающих радикалов, то требуется помощь орга-
низму, например, употреблением пищи, богатой 
антиоксидантами. Не  нейтрализованная соб-
ственными механизмами организма человека ак-
тивность свободных радикалов ассоциируется 
с оксидативным стрессом [2, 3], понятием, широ-
ко используемым медицинской наукой в настоя-
щее время [4, 5].

Поэтому контроль антирадикальных свойств 
компонентов пищи является важной задачей со-
хранения здоровья человека [6]. Определение 
антирадикальной активности соединений с  ис-
пользованием спектрофотометрического метода 
контроля превращения окрашенного радикала — 
дифенилпикрилгидразила (I) в неокрашенное со-
единение дифенилпикрилгидразин (II), схема 1, 
является одним из  популярнейших методов, ис-
пользуемых в аналитических лабораториях [6–8].

Изначально предложенный вариант предпо-

лагает определение (интерполяцией) количества 
тестируемого вещества или смеси в  метаноль-
ном растворе, при котором за 40 мин обесцвечи-
вается половина исходного I (IC50) в реакционной 
смеси [8]. Анализ различных вариантов примене-
ния этого метода был приведен в работе [9]. Мо-
дифицированный вариант метода определения 
антирадикальной емкостной характеристики ве-
ществ по отношению к I был предложен в работе 
[10]. Различные объемы раствора антиоксиданта 
в водном мицеллярном (на основе цетилтримети-
ламмония бромида) растворе добавляли к 1 мМ 
раствору I в таком же растворе; после доведения 
объема до 10 мл смесь выдерживали до установ-
ления равновесия в  течение 5  мин при комнат-
ной температуре и  затем измеряли оптическую 
плотность полученного раствора при 528 нм. По-
сле этого определяли концентрацию добавленно-
го антиоксиданта, при которой оптическая плот-
ность раствора I уменьшалась вдвое.

В работе [11] оценены три способа опреде-
ления антиоксидантных свойств экстракта цвет-
ков пуэрарии дольчатой (Pueraria lobata), в кото-
рых используется комбинация добавок I и ВЭЖХ. 

Схема 1. Нейтрализация дифенилпикрилгидразила (I) антирадикальным соединением HA
Scheme 1. Neutralization of diphenylpicrylhydrazyl (I) by the anti-radical compound HA
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По  первому методу экстракт смешивали с  рас-
твором  I и  инкубировали при 37  °С в  течение 
30  мин. Затем смесь после пропускания через 
фильтр с  порами диаметром 0.45  мкм анализи-
ровали с использованием ВЭЖХ, сравнивая пло-
щадь пиков с  площадью пика на  хроматограм-
ме исходного экстракта: оценку антиоксидантных 
свойств проводили по исчезновению или умень-
шению площади пиков [12]. По второму вариан-
ту  [13] при подобной  же начальной стадии за-
писывали хроматограммы, определяя площадь 
пика  I, определяя концентрацию экстракта, при 
которой эта площадь уменьшится вдвое. Тре-
тий вариант [14] предполагает разделение пото-
ка на  две части, одна из  которых смешивается 
с раствором I и проходит через капилляр, обеспе-
чивающий выдержку реакционной смеси в тече-
ние 0.6 мин. Последующий анализ площади об-
ратных пиков (анализ ведется по площади пика I) 
позволяет сопоставить антиоксидантные свой-
ства компонентов смеси.

Все указанные выше методы позволяют опре-
делить в основном емкостную характеристику ан-
тиоксидантных свойств веществ, ограниченную 
временем наблюдения смеси. Но реально реак-
ционная смесь часто продолжает нейтрализовы-
вать ДФПГ и после 40 мин. Это связано с тем, что 
для большинства веществ процесс окисления ан-
тиоксиданта (А0) оксидантом (I) не заканчивается 
на первой стадии даже с учетом двух последова-
тельных реакций для двух электронного превра-
щения А0 в первичный продукт окисления A1:

	 А0 + 2I = А1 + 2II.

Основная проблема состоит в том, что продукт 
первичного окисления А1 может дальше обесцве-
чивать I и число последующих стадий может быть 
достаточно большим: по  нашим наблюдениям 
молекула галловой кислоты теряет более 4 элек-
тронов за 40 мин. При этом сопоставлять не ан-
тирадикальную емкость, а  антирадикальную ак-
тивность (как параметр, связанный со скоростью 
превращения) затруднительно, так как суммар-
ная реакция включает не  одно, а  несколько по-
следовательно проходящих превращений с неиз-
вестными скоростями.

К числу важнейших водорастворимых антиок-
сидантов, синтезируемых в ряде фруктов и ово-
щей, относятся антоцианы [15], которые рассма-
триваются (и  уже используются) как перспек-
тивные красители (E163) для пищевой промыш-
ленности [16]. Изучению их антиоксидантных 
свойств посвящено значительное число публика-
ций (см. обзор [15]).

Цель настоящей работы — разработка прин-
ципиально иного подхода, в  котором  I добавля-
ется в реакционную смесь в недостатке. В таком 
случае, если несколько антиоксидантов на  пер-
вой стадии различаются по скорости взаимодей-

ствия с I, то это может быть определено при кон-
троле состава смеси хроматографическим мето-
дом. При этом (поскольку I не растворим в воде) 
для контроля степени разрушения компонентов 
смеси необходимо воспользоваться гидрофиль-
ной хроматографией [17].

Экспериментальная часть
Реактивы и материалы

В качестве свободного радикала (окислите-
ля) использовали 2,2‑дифенил‑1‑пикрилгидразил 
(95 %, AlfaAesar, Япония). Использовали также 
ацетонитрил для ВЭЖХ (gradient grade, neoFroxx, 
Германия), ортофосфорную кислоту (ч. д. а., РЕА-
ХИМ, Россия), воду дистиллированную (ГОСТ Р 
58144–2014, ООО ЭкоХим, Россия), соляную кис-
лоту (х. ч., ЭКОС 1, Россия). Использовали свеже-
замороженные плоды черной смородины и клюк-
вы из ближайшего супермаркета. Для твердофаз-
ной экстракции использовали концентрирующие 
патроны ДИАПАК С18 (БиоХимМак СТ, Россия).

Для получения раствора ДФПГ 8,3 мг раство-
ряли в 25 мл ацетонитрила, а не в метаноле или 
этаноле, поскольку специальным исследованием 
было установлено, что спирты постепенно разру-
шают ДФПГ.

В работе использовали смеси антоцианов, 
экстрагированных 0.1  М водным раствором HCl 
из  плодов черной смородины и  клюквы, состав 
антоцианов которых известен [18–19] и содержит 
антоцианы, различающиеся как по строению аг-
ликона: ионов цианидина (Cy)  — 3,3’,4’,5,7‑пен-
тагидроксифлавилия; дельфинидина (Dp)  — 
3,3’,4’,5,5’,7‑гексагидроксифлавилия, и  пеони-
дина (Pn)  — 3,4’,5,7‑тетрагидрокси‑3’-меток-
сифлавилия), так и  по  строению гликозидных 
заместителей: 3‑глюкозидов (3Glu), 3‑галактизо-
дов (3Gala), 3‑арабинозидов (3Ara) и 3‑рутинози-
дов (3Rut) — рамнозилглюкозидов. Общая схема 
антоцианов и нумерация атомов углерода пред-
ставлены на схеме 2.

Схема 2. �Строение антоцианов и нумерация атомов 
углерода

Scheme 2. �Structure of anthocyanins and numbering 
of carbon atoms

Экстракты очищали методом твердофазной 
экстракции на  патронах ДИАПАК С18. Антоци-
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аны сорбировали из  водного раствора, содер-
жавшего 0.1 М HCl, а затем десорбировали с па-
тронов раствором, содержавшим 25  об. % воды 
и  0.5  об. % ортофосфорной кислоты в  ацетони-
триле. Перед ВЭЖХ определением антоцианов 
десорбаты разбавляли ацетонитрилом в соотно-
шении 1:1; концентрацию антоцианов в получен-
ном образце рассчитывали дифференциальным 
спектроскопическим методом [20] в  пересчете 
на цианидин‑3‑глюкозид. К необходимой порции 
образца добавляли 1  мл раствора  I так, чтобы 
степень превращения антоцианов не превышала 
50 % при выдержке смеси в течение 30 мин. Об-
разец сравнения готовили так  же, заменив рас-
твор I на его растворитель (ацетонитрил).

Хроматографическое оборудование
Образцы полученного конечного раствора 

объемом 4 мкл анализировали на хроматографе 
Agilent 1260 Infifnity с диодноматричным детекто-
ром с записью хроматограмм при 515 нм, исполь-
зуя колонку 150×2.1  мм Kromasil 60–5DIOL при 
температуре термостата колонок 40  °C подвиж-
ная фаза 12.5 об % воды 0.25 об. % ортофосфор-
ной кислоты в ацетонитриле, 0.4 мл/мин. Степень 
разрушения индивидуальных антоцианов рас-
считывали по соотношению площади пика веще-
ства на хроматограмме реакционной смеси (Sr(i)) 
с площадью пика того же вещества на хромато-
грамме образца сравнения (S0(i)), получая ре-
зультат в моль %:

	 a( ) ( )
( )

,i S i
S i
r= Ч
0

100  моль %

Результаты и их обсуждение
Экстракт плодов черной смородины содержит 

четыре антоциана (в порядке элюирования в ус-
ловиях гидрофильной хроматографии, подтверж-
денным сопоставлением электронных спектров 
поглощения, записанных в кювете детектора): Cy-

3Glu, Dp3Glu, Cy3Rut и Dp3Rut. Хроматограммы 
экстракта плодов черной смородины до и после 
добавления ДФПГГ представлены на рис. 1.

Как видно из рис. 1, в гидрофильной хромато-
графии удерживание антоцианов увеличивается 
при увеличении числа гидроксильных групп в аг-
ликоне и  при росте числа моноз в  гликозидном 
заместителе (3‑рутинозиды элюируются после 
3‑глюкозидов).

Рассчитанные степени разрушения индивиду-
альных антоцианов представлены в табл. 1.

Таблица 1
Степени разрушения антоцианов экстракта плодов 

черной смородины под действием ДФПГ
Table 1

Degree of destruction of anthocyanins of black currant 
fruits by DPPH

Антоциан
Степень превращения, моль %, в опытах №

1* 2*  [8]
Dp3Glu 31.3 ± 1.2 13.1 ± 1.0 42 ± 1
Cy3Rut 1.8 ± 0.6 0.8 ± 0.4 25 ± 1
Dp3Rut 32.4 ± 1.5 14.4 ± 1.1 32 ± 2

Примечание: * — номер последовательных опытов

В эксперименте производные дельфиниди-
на, имеющие три гидроксильные группы в  коль-
це В разрушаются намного (в 15–20 раз) быстрее 
производных цианидина (с двумя гидроксильны-
ми группами), что согласуется с механизмом от-
рыва атома водорода (hydrogen-atom-transfer 
(HAT) [21] при обесцвечивании ДФПГ. При этом 
предложенный метод дает более четкую диффе-
ренциацию активности антиоксидантов по  срав-
нению с  традиционным методом использования 
ДФПГ, по  которому [22] увеличение активности 
производных дельфинидина по сравнению с про-
изводными цианидина существенно ниже. Отме-
тим, что переход от  3‑глюкозида к  3‑рутинозиду 
мало сказывается на активности антоцианов.

Рис. 1. �Хроматограммы экстракта плодов черной смородины, записанные до (А) и после добавления дифенилпи-
крилгидразила (Б)
Вещества: 1 — Cy3Glu; 2 — Dp3Glu; 3 — Cy3Rut; 4 — Dp3Rut

Fig. 1. Chromatograms of black current fruit extract before (A) and after DPPH addition (Б)
Substances: 1 — Cy3Glu; 2 — Dp3Glu; 3 — Cy3Rut; 4 — Dp3Rut
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В соответствие с  полученными результата-
ми следовало бы предполагать, что уменьшение 
числа гидроксильных групп в кольце В до одной 
должно уменьшить активность антоциана. Дей-
ствительно, на примере экстракта плодов клюквы, 
содержащей 3‑галактозиды (3Gala), 3‑глюкозиды 
и 3‑арабинозиды (3Ara) цианидина и пеонидина 
(Pn), среди которых 3‑глюкозиды и 3‑галактозиды 
каждого из антоцианидина (в соответствии с рас-
пределительным механизмом удерживания анто-
цианов на  генерированном  in  vivo обогащенном 
водой абсорбционном слое на поверхности сор-
бента) не разделяются, рис. 2.

Результаты количественно определения ан-
тоцианов представлены в  табл.  2, подтверждая 
предположения о зависимости скорости началь-
ного окисления антоцианов от числа гидроксиль-
ных групп в кольце В.

Таблица 2
Степени разрушения антоцианов экстракта плодов 

клюквы под действием ДФПГ
Table 2

Degree of destruction of anthocyanins of cranberry fruits 
by DPPH

Антоциан
Степень превращения, моль %, 

в опытах №
1* 2*  [8]

Pn3Ara 1.5 ± 0.6 0.6 ± 0.3 6 ± 0
Cy3Ara 11.2 ± 1.0 1.5 ± 1.0 26 ± 0
Pn3Gala + Pn3Glu 0.2 ± 1.1 0.1 ± 0.3 20 ± 1
Cy3Gala + Cy3Glu 9.5 ± 1.3 1.1 ± 0.7 25 ± 2

Примечание: * — номер последовательных опытов

Заключение
Таким образом, предложенный в работе метод 

позволяет более надежно оценивать скорости 
превращения антоцианов в реакциях подавления 
радикального типа окислителей на  первых ста-

диях реакции. При этом при окислении антоци-
анов наиболее вероятен процесс захвата атома 
водорода, вследствие чего скорость взаимодей-
ствия антоцианов с ДФПГ существенно возраста-
ет при увеличении числа атомов водорода в коль-
це В, а влияние состава гликозидного заместите-
ля мало заметно.
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