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Определение суммарного содержания (сΣ) однотипных аналитов, выраженного в пересчете на 
стандартное вещество Хст – широко применяемая, но метрологически некорректная измерительная 
процедура, ведущая к большим систематическим погрешностям (неопределенности типа B). 
Альтернативой является интервальная оценка сΣ  (В.И. Вершинин и соавт., 2016), не требующая 
пересчета на Хст  и намного меньше, чем интегральные показатели, зависящая от природы и 
соотношения компонентов искомой группы, присутствующих в пробе. Такие оценки применяют 
для определения суммарного содержания антиоксидантов (АО) в пищевых продуктах. Однако не 
ясно, как зависят эти оценки от выбора группового реагента и методики измерений. Чтобы найти 
ответ на этот вопрос, готовили и анализировали смеси АО с известными значениями сΣ порядка 
10-5–10-4 моль/л. Обобщенные сигналы измеряли спектрофотометрическим методом по методикам 
Фолина-Чокальтеу (ФЧ) и FRAP, а затем вычисляли и сопоставляли традиционные и интервальные 
оценки сΣ.  Для всех модельных смесей действительные значения сΣ оказались в границах вычисленных 
интервалов, причем в случае ФЧ интервалы были шире и сдвинуты в сторону больших значений сΣ. 
Методику FRAP модифицировали (выражение концентрации АО в моль-экв/л, уменьшение времени 
экспозиции, замена вспомогательного реагента), что сблизило коэффициенты чувствительности 
индивидуальных АО и втрое уменьшило относительную ширину интервалов. Модифицированную 
методику FRAP использовали для группового анализа вин, чайных настоев и соков. Получены 
и сопоставлены интервальные оценки сΣ. Обсуждаются нерешенные проблемы и актуальные 
направления исследований в области интервальных оценок. 
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Determination of total content (сΣ) of similar analytes recalculated to the standard substance Xst is a 
commonly used but metrologically incorrect measuring procedure leading to significant systematic errors 
(B-type uncertainty). Interval estimate сΣ is an alternative method (V.I. Vershinin et al., 2016) not requiring 
recalculation to Xst and, in difference from calculating total indices, slightly depending on the nature and ratio 
of the sought group components present in the sample. Such estimates are used for evaluating total content 
of antioxidants (AO) in foodstuffs. However, the dependence of these estimates on the choice of group reagent 
and signal measuring procedure is uncertain. To address this question, model mixtures of AO with known сΣ 
values ranging from 10–5 to 10–4 mol/L were prepared and examined. Generalized signals were measured 
spectrophotometrically using Folin-Ciocalteu (F-C) and FRAP assays, and traditional and interval estimates 
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of сΣ were calculated and compared. The true values of сΣ were within the respective intervals for all model 
mixtures; in case of F-C assay the intervals were wider and shifted towards higher сΣ values. The FRAP 
procedure was modified by using AO-concentrations in mol-eq/L, reducing the reaction time and substituting 
the auxiliary reagent. This modification successfully leveled the sensibility coefficients of individual AOs 
and made the relative width of intervals three times as narrower. Modified FRAP assay was used for group 
analysis of wines, black tea infusions and juices. Corresponding interval estimates of сΣ were obtained and 
compared. Unresolved issues and future research directions related to interval estimates are discussed.

Key words: group analysis, foodstuffs, total content of antioxidants, FRAP assay, Folin-Ciocalteu 
assay, total indices, interval estimates. 

ВВЕДЕНИЕ 
Суммарные содержания (с∑) однотипных ор-

ганических соединений обычно определяют, не 
разделяя аналиты. Для этого измеряют обобщенный 
сигнал этих соединений (А∑), например, оптическую 
плотность при выбранной длине волны; строят гра-
дуировку по растворам стандартного вещества Хст и 
по ней находят интегральный показатель группового 
состава (ИП), например общий белок или фенольный 
индекс. Значения ИП (с*) выражают в единицах 
концентрации Хст. При правильном выборе Хст с* ≈ с∑ 
[1]. Однако оценка с∑ в единицах измерения другой 
физической величины метрологически некорректна 
и ведет к большим систематическим погрешностям 
(неопределенность типа B) [2]. Относительные 
погрешности (δс) нередко составляют десятки и 
даже сотни процентов

δс = 100 (с* - с∑) / с∑. (1)

Проблема правильности результатов группового 
анализа особенно актуальна при определении сум-
марного содержания ET-антиоксидантов в пищевых 
продуктах. В отличие от НAT-антиоксидантов, ET-
антиоксиданты (например, флавоноиды) являются 
сильными восстановителями и связывают активные 
формы кислорода не за счет переноса протонов, а 
за счет переноса электронов [3]. Для оценки сум-
марного содержания ET-антиоксидантов раствор 
пробы обрабатывают групповым реагентом-окис-
лителем, что приводит к образованию окрашенных 
продуктов и формированию обобщенного сигнала. 
Результатами анализа являются интегральные 
показатели антиоксидантной активности (емкости), 
выраженные в пересчете на аскорбиновую кислоту, 
галловую кислоту, тролокс и др. Примерами могут 
быть показатели FRAP, TEAC, F-C, CUPRAC и дру-
гие (см. обзор [4]). Для единичной пробы разные 
показатели антиоксидантной активности не равны 
друг другу, а для совокупности проб зачастую не 
коррелируют друг с другом [5]. Значение любого 
ИП зависит не только от с∑ и выбора Хст, но и от 
природы и соотношения компонентов искомой 
группы, присутствующих в пробе. При переходе 
к другой пробе эти характеристики меняются, что 
и порождает неопределенность типа В, которую 
следует оценивать нестатистическими методами 
[2]. Это не мешает сопоставлять по значениям ИП 
суммарные содержания АО в однотипных объектах, 
например в разных образцах черного чая, так как 

набор индивидуальных АО в этих образцах при-
близительно постоянен [6]. Однако сопоставлять 
таким образом разнотипные объекты опасно, так 
как они могут содержать разные наборы АО. Та же 
причина мешает сопоставлять найденные в лабо-
ратории значения с* с нормативными значениями с∑. 
Очевидно, экспрессные и прецизионные методики 
измерения антиоксидантной активности не позволяют 
надежно контролировать суммарное содержание 
АО в пищевых продуктах. Нужны альтернативные 
способы, не требующие выражения результата 
анализа в единицах концентрации Хст. 

Одним из таких способов является расчет 
интервалов возможных значений с∑ [7]. В отличие 
от ИП, при фиксированном значении с∑ результат 
анализа, выраженный в интервальной форме, почти 
не зависит от природы и соотношения компонентов 
искомой группы, присутствующих в единичной пробе. 
Это повышает надежность оценки суммарного содер-
жания АО, поэтому интервальные оценки используют 
в анализе пищевых продуктов [8, 9]. Однако не ясно, в 
какой степени эти оценки зависят от выбора группового 
реагента и способа измерения обобщенного сигнала. 
Не ясно также, как уменьшить относительную ширину 
интервала возможных значений с∑. Цель данного 
исследования - получить ответы на эти вопросы. 

В ходе эксперимента анализировали модель-
ные смеси ET-антиоксидантов и пищевые продукты. 
Аналитические сигналы измеряли по двум мето-
дикам, часто применяемым в анализе пищевых 
продуктов, - по методике Фолина-Чокальтеу (ФЧ, 
F-C) [10] и по методике FRAP (ferric reducing anti-
oxidant power) [11, 12]. Для каждой пробы находили 
интервалы возможных значений с∑, сопоставляя их 
между собой и с величиной соответствующего ИП. 
Ранее подобные исследования не проводились, в 
отличие от многочисленных работ, посвященных 
сопоставлению разных ИП [5, 6] или разных пищевых 
продуктов [13]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и методики. Использовали 7 

индивидуальных антиоксидантов ET-типа, в основ-
ном полифенолов; а именно, кверцетин (КВ), рутин 
(РТ), катехол (КТ), резорцин (РЗ), а также галловую 
(ГК), аскорбиновую (АК) и феруловую (ФК) кислоты. 
Исходные растворы готовили по точным навескам 
реактивов х.ч. Рабочие растворы готовили в день 
употребления, разбавляя исходные бидистиллиро-
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ванной водой. Реактив Фолина-Чокальтеу (PanReac, 
Испания) перед анализом разбавляли в 10 раз дис-
тиллированной водой. В методике FRAP применяли 
окислительный раствор, содержащий ионы Fe3+ и 
о-фенантролин [11]; в части опытов о-фенантролин 
заменяли на дипиридил, при этом длину волны, 
при которой измеряли сигналы антиоксидантов, 
не меняли. Реакции, в которых антиоксиданты вос-
станавливали реагент-окислитель до окрашенных 
продуктов, проводили в водных растворах при 20 

- 25 0С при рН 10.5 (ФЧ) и рН 3.5 (FRAP). Окислитель 
всегда вводили в большом избытке относительно 
АО. Сигналы измеряли через 60 или 10 минут после 
смешивания реагентов. Оптические плотности 
окрашенных растворов (Аiр или A∑р

) измеряли при 
765 нм (ФЧ) или 520 нм (FRAP) с помощью спектро-
фотометра КФК-3-01. Все опыты повторяли трижды, 
оптические плотности усредняли, вносили поправку 
на холостой опыт и, в случае необходимости, пе-
ресчитывали на значения, отвечавшие кювете с 
толщиной слоя 1.00 см. Аддитивность сигналов 
при выбранной длине волны проверяли с помощью 
3S-критерия, как описано в работе [14]. Для каждого 
АО строили два градуировочных графика; используя 
методику [10] (один из вариантов ФЧ) и методику [12] 
(один из вариантов FRAP). Методом наименьших 
квадратов рассчитывали линейные регрессии вида  
Аiр = а + Кi

.сiр, где сiр – концентрация i-го АО в конечном 
разбавлении, выраженная в мкмоль/л (далее мкМ) 
или в мкмоль-экв/л (далее мкЭ). Коэффициент Кi 
характеризует чувствительность определения i-го 
АО по данной методике. Полученные градуировки 
охватывали область от 1 до 20 мкМ. Коэффициенты 
линейной корреляции (r) и пределы обнаружения 
(сmin) рассчитывали по общеизвестным формулам. 

Объекты анализа. Модельные смеси АО 
готовили, смешивая в мерной колбе рассчитанные 
объемы исходных растворов и доводя до метки 
бидистиллированной водой. Смеси содержали от 2 
до 5 индивидуальных АО, соотношение их молярных 
концентраций в любой смеси не превышало 10 : 1. 
Было приготовлено более 20 смесей с известными 
значениями с∑. Примером могут быть 7 смесей, 
составы которых показаны в табл. 1. Для выраже-
ния с∑ в мкЭ молярные концентрации компонентов 

смеси умножали на число электронов, отдаваемых 
молекулой этого компонента групповому реагенту. 
Так, при использовании FRAP молекула АК теряет 
два электрона, а молекула ГК – три электрона, 
поэтому суммарная молярная концентрация АО в 
смеси № 2 составляет: сАК + сГК  = 88 мкМ, а суммар-
ная нормальная  концентрация АО в той же смеси 
равна  2 сАК + 3 сГК  = 219 мкЭ.

Анализируемую смесь смешивали с реагентами 
и растворителем так, чтобы суммарное содержание 
АО в конечном разбавлении (с∑р)  не превышало 10 
мкМ. В большинстве случаев с∑р = с∑ /10. Образцы 
пищевых продуктов (торговые марки заменены 
условными номерами) приобретали в торговой сети 
г. Омска, чайные настои готовили по ISO 3103-2019. 
Вина и соки перед анализом разбавляли дистил-
лированной водой в 10, 20 или 100 раз. Результаты 
анализа смесей и пищевых продуктов выражали как в 
традиционной форме (в пересчете на ГК или АК), так 
и в виде интервалов возможных значений с∑; в обоих 
случаях учитывали предварительное разбавление 
растворов. Относительные погрешности анализа 
модельных смесей рассчитывали по формуле (1). 
Результаты анализа разбавленных пищевых про-
дуктов проверяли методом «введено–найдено», 
используя добавки разных индивидуальных АО.

Расчет интервалов. Основным источником 
погрешностей группового анализа является внутри-
групповая селективность сигналов, т. е. различная 
чувствительность определения компонентов искомой 
группы [1]. Примененный в данной работе алгоритм [7] 
учитывает именно этот источник. Для интервальной 
оценки с∑ надо: 1) измерить обобщенный сигнал ком-
понентов искомой группы, присутствующих в данной 
пробе; 2) выявить минимальный (К1) и максимальный 
(Кm) коэффициенты чувствительности при определе-
нии соединений искомой группы (независимо от их 
присутствия в данной пробе). Границы интервалов 
можно рассчитать по значению ИП [7-9], но в данной 
работе этот способ не применяли, а использовали 
более простую формулу (2):

А∑р / Кm    ≤   с∑р   ≤   А∑р / К1 . (2)

Условиями применимости формулы (2) явля-
ются: выполнение закона Бугера-Ламберта-Бера, 

Таблица 1
Состав (cΣ, мкМ и мкЭ) некоторых модельных смесей

Table 1
Composition of some model mixtures (cΣ, μmol/L and μmol-eq/L)

Номер смеси
сi, мкМ

сΣ, мкМ сΣ,  мкЭ
АК ГК КВ КТ РЗ

1 23 12 12 0 0 47 142
2 45 43 0 0 0 88 219
3 0 43 48 0 0 91 369
4 23 0 24 28 0 75 222
5 0 43 24 0 25 92 299
6 23 23 0 14 25 85 193
7 45 12 24 14 12 107 298
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ненулевые значения Ki для всех компонентов ис-
комой группы, аддитивность сигналов, отсутствие 
матричных эффектов, статистическая незначимость 
случайных погрешностей (неопределенности типа 
А), а также некоторые другие условия, обычные для 
спектрофотометрического анализа [7]. По значени-
ям с∑р, найденным по формуле (2) для предельно 
разбавленных (окрашенных) растворов, находили 
значения с∑, характеризующие нижнюю и верхнюю 
границы искомого интервала применительно к исход-
ной пробе, при этом учитывали разбавление пробы 
в ходе анализа. Найденные интервалы возможных 
значений сΣ выражали и по-другому – с указанием 
середины и полуширины этого интервала (сΣср ± Δс), 
аналогично традиционной записи доверительных 
интервалов. Следует учесть, что значения с*, вы-
раженные в пересчете на стандартные вещества, 
входящие в искомую группу, должны находиться в 
границах интервала возможных значений, но не 
обязательно в его середине. 

Качество интервальных оценок характеризовали 
с помощью параметра W - отношения полуширины 
интервала возможных значений (Δс) к значению 
с∑, отвечающему середине этого интервала [7, 8]. 
Абсолютную ширину полученных интервалов (2Δc) 
сопоставляли с шириной доверительных интерва-
лов, рассчитанных по Стьюденту (n = 3, P = 0.95) 
с учетом сходимости повторных измерений с* по 
выбранной методике. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Анализ однокомпонентных модельных 

растворов. Обе методики дают хорошо воспроизво-
димые аналитические сигналы (Sr < 0.03). Оптические 
плотности растворов индивидуальных АО, измеренные 
по методике FRAP, были приблизительно аддитивны 
(отклонения от аддитивности при большом избытке 
окислителя статистически незначимы). Для методики 
ФЧ отклонения от аддитивности сигналов в ряде 
случаев были значимы, но малы по модулю – меньше 

15 % от среднего значения суммарного сигнала. Во 
всех случаях градуировочные графики в координатах 
Аi  – сi были прямолинейны (r > 0,98) вплоть до 10 
мкМ. В области 10 - 20 мкМ градуировки начинают 
искривляться. Все графики проходят через начало 
координат (значения а незначимы). Аналогичные 
графики строили, выражая концентрации АО в 
мкЭ. Пределы обнаружения индивидуальных АО 
не превышают 1 мкМ, причем для большинства 
АО методика FRAP чувствительнее, чем ФЧ. Если 
концентрации АО измерять в мкМ, то по обеим 
методикам с наибольшей чувствительностью опре-
деляется кверцетин, а с наименьшей феруловая 
кислота (рис. 1, табл. 2). 

В каждой колонке табл. 2 выделены шрифтом 
значения K1 и Km, использовавшиеся для расчета 
интервальных оценок. Внутригрупповая селективность 
сигналов для каждой методики характеризуется 
безразмерным параметром T = Кm/K1. Видно, что 
внутригрупповая селективность сильнее прояв-
ляется в методике ФЧ (Т = 4,5). Методика FRAP и 
особенно ее модифицированные варианты FRAP-1 
и FRAP-2 имеют гораздо меньшую селективность.   

Анализ модельных смесей. Определяя 
традиционным способом суммарное содержание 
АО в модельных смесях известного состава, его 
выражали в пересчете на галловую кислоту (ФЧ) 
или на аскорбиновую кислоту (FRAP), что приво-
дило к меньшим (по модулю) систематическим 
погрешностям, чем применение других стандартов. 
Результаты анализа некоторых модельных смесей 
(значения с*) приведены в табл. 3. Нумерация смесей 
во всех таблицах совпадает. Погрешности анали-
за остальных модельных смесей были примерно 
такими же, как погрешности анализа смесей №№ 
1 - 7. Суммарные содержания АО определялись с 
хорошей сходимостью (Sr  <  0.03).  Однако для обеих 
методик пересчет обобщенных сигналов на Хст 
приводил к неправильным результатам группового 
анализа, хотя по отдельности те же АО определялись 

Рис. 1. Градуировочные графики для определения молярных концентраций индивидуальных АО (Ci, мкМ) по методикам 
ФЧ (слева) и FRAP (справа) 

Fig. 1.  Calibration dependences for determining molar concentrations of individual antioxidants (ci, μmol/L) using F-С (left) 
and FRAP (right) assays
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правильно (± 5 %). Методика ФЧ обычно давала 
сильно завышенные результаты, а методика FRAP 
– завышенные или заниженные, смотря по составу 
смеси. Систематические погрешности группового 
анализа намного превышали уровень случайных 

погрешностей и отклонений от аддитивности. Для 
отдельных смесей систематические погрешности 
по модулю достигали 60 % (ФЧ) и 35 % (FRAP). 
Меньшая точность методики ФЧ по сравнению 
с FRAP объясняется большей внутригрупповой 
селективностью аналитических сигналов. 

Интервальные оценки суммарного содер-
жания АО в модельных смесях. В табл. 4 приве-
дены интервалы возможных значений с∑ (в мкМ),  
рассчитанные по значениям  K1 и Km. Одновременно 
рассчитывали относительную ширину каждого 
интервала (W).

Как видно из табл. 4, интервалы, получен-
ные по методике ФЧ, сдвинуты в сторону больших 
значений сΣ.. Относительная ширина интервалов 
зависит от выбора методики, но не зависит от состава 
пробы и суммарного содержания антиоксидантов. 
Несложные алгебраические преобразования фор-
мулы (2) позволили нам установить зависимость W 
от параметра Т, характеризующего внутригрупповую 
селективность сигналов:    

W = ( T-1 ) / ( T+1 ) (3)

Полученные в эксперименте значения W 
приблизительны равны значениям W, вычислен-

Таблица 2
Коэффициенты чувствительности для определения ин-
дивидуальных АО по разным методикам и при разных 
способах представления концентраций 

Table 2
Sensitivity coefficients for determining individual antioxidants 
using different assays with various ways of expressing 
concentrations  

АО
103 Кi , мкМ-1 103 Кi , мкЭ-1

ФЧ FRAP FRAP-1 FRAP-2
КВ 90.5 146.3 29.3 17.1
РT 86.5 62.4 15.6 19.1
КТ 56.4 40.8 20.4 17.6
РЗ 54.4 62.0 31.0 16.9
ГК 46.3 97.2 32.4 23.1
АК 27.2 60.4 30.2 20.4
ФК 20.1 40.0 40.0 24.2

Т 4.5 3.7 2.6 1.4

Таблица 4 
Интервальные оценки суммарного содержания АО в модельных смесях, полученные по методикам ФЧ и FRAP с ис-
пользованием молярных концентраций

Table 4
Interval estimates of total content of antioxidants in model mixtures obtained employing F-C and FRAP assays using molar 
concentrations 

Номер
смеси

сΣ, мкМ
AΣ Интервальные оценки сΣ, мкМ W

ФЧ FRAP ФЧ FRAP ФЧ FRAP
1 47 0.288 0.272 32  –  143 19  –  68 0.63 0.56
2 88 0.274 0.399 30  –  136 27  –  99 0.64 0.57
3 91 0.617 0.676 68  –  307 46  –  169 0.64 0.57
4 75 0.510 0.440 56  –  254 30  –  110 0.64 0.57
5 92 0.640 0.640 71  –  318 44  –  160 0.63 0.57
6 85 0.459 0.537 51  –  229 37  –  134 0.64 0.57
7 107 0.538 0.574 60  –  268 39  –  143 0.63 0.57

Таблица 3
Результаты и погрешности определения суммарного содержания АО в модельных смесях в пересчете на молярные 
концентрации стандартных веществ 

Table 3
Results and the errors of determining total content of antioxidants in model mixtures recalculated to molar concentrations 
of standard substances

Номер
смеси

С
Σ
, мкМ

ФЧ FRAP
Найдено, мкМ δс,  % отн Найдено, мкМ δс, % отн

1 47 62.0 ± 1.8 32 45  ± 2 - 4
2 88 59.1 ± 0.8 - 33 66 ± 3 - 25
3 91 133 ± 3 46 112 ± 3 21
4 75 110 ± 6 47 73 ± 2 - 3
5 92 138 ± 3 50 106 ± 4 14
6 85 99  ± 2 16 89  ± 5 5
7 107 116  ± 3 21 95  ± 5 - 11
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ным для той же методики по формуле (3). Судя 
по относительной ширине интервалов, методика 
FRAP дает несколько лучшие оценки суммарного 
содержания АО, чем методика ФЧ, это отмечали и 
другие авторы.  Однако в обоих случаях абсолют-
ная ширина интервала возможных значений сΣ на 
порядок и более превышает ширину доверительных 
интервалов, рассчитанных по формуле Стьюдента и 
приведенных в табл. 3. Этого и следовало ожидать: 
в отличие от элементного и молекулярного анализа, 
систематические погрешности группового анализа 
обычно намного превышают уровень случайных 
погрешностей, особенно при использовании ИП 
[15]. Поэтому традиционное выражение суммарных 
содержаний АО в виде узких доверительных интерва-
лов, не учитывающих систематические погрешности, 
ведет к переоценке реальной точности группового 
анализа. С другой стороны, интервальные оценки, 
полученные с применением FRAP и особенно ФЧ, 
представляются слишком широкими. Частичное 
перекрывание, а иногда и полное наложение интер-
валов, характеризующих разные объекты анализа, 
помешают сопоставлять эти объекты по суммарному 
содержанию АО. Очевидно, для широкого примене-
ния интервальных оценок следует оптимизировать 
соответствующие методики группового анализа. 
Способы оптимизации таких методик детально 
обсуждаются в монографии [16]. Параметром опти-
мизации может быть либо относительная ширина 
интервалов (W), либо параметр Т = Кm / K1.     

Оптимизация методики FRAP. При прочих 
равных условиях чувствительность определения 
любого антиоксиданта-восстановителя зависит 
от числа электронов (m), отдаваемых молекулой 
АО групповому реагенту-окислителю. Применение 
нормальных концентраций снижает чувствительность 
определения многоэлектронных АО (например, КВ), 
не меняя чувствительности определения одноэлек-
тронных АО, например, ФК (рис.2).  Внутригрупповая 
селективность снижается, а точность оценки в виде 

ИП повышается [12]. Этот прием довольно часто 
используют при определении суммы антиоксидантов 
[3, 4]. Мы применили его для расчета интервальных 
оценок. К сожалению, химизм взаимодействия 
антиоксидантов с реактивом Фолина-Чокальтеу 
недостаточно изучен, значения m точно не известны; 
поэтому применять нормальные концентрации для 
оптимизации этой методики мы не могли.  Напротив, 
для методики FRAP значения m известны, их неод-
нократно определяли разными способами [11, 17 и 
др.]. Судя по литературным данным, для КВ m равно 
5, для РТ – 4, для ГК – 3, для КТ, РЗ и АК – 2, а для 
ФК – 1. Используя эти значения m, мы выражали 
суммарные содержания АО в модельных смесях 
в виде нормальных концентраций (табл.1, послед-
ний столбец). Пример соответствующего расчета 
приведен в начале статьи. 

Переход к новым градуировкам изменил как 
коэффициенты K1 и Km так и их соотношение (табл. 2), 
В новых координатах с наименьшей чувствительно-
стью определяется рутин, с наибольшей – феруловая 
кислота. Методика, аналогичная методике FRAP, но 
нацеленная на расчет нормальных концентраций, 
далее обозначается  как  методика FRAP-1. Переход 
к FRAP-1 снизил параметр Т с 3.7 до 2.6 единиц, 
что уменьшило относительную ширину интервалов 
с 0.57 до 0.44. Степень наложения интервалов 
для разных смесей также уменьшилась. При этом 
действительные значения сΣ, выраженные в мкЭ, во 
всех случаях оставались внутри соответствующих 
интервалов (табл. 5). 

Применение нормальных концентраций сни-
зило, но не полностью устранило внутригрупповую 
селективность сигналов, поскольку ее формируют 
не только различия в стехиометрии взаимодействия 
АО с групповым реагентом, но и другие факторы. 
Известно, что при использовании методики FRAP 
индивидуальные AO реагируют c ионами Fe3+ с 
разной скоростью [18]. Кроме того, некоторые АО 
через 20 - 30 мин после начала реакции вступают 

Рис. 2. Градуировочные графики для определения нормальных концентраций АО  (сi, мкЭ)  в однокомпонентных 
растворах по методике FRAP до (1) и после (2) ее модификации

Fig. 2. Calibration dependences for determining normal concentrations of individual antioxidants (Ci, μmol-eq/L) in single-
component solutions using FRAP assay before (1) and after (2) its modification



2222

Аналитика и контроль.       2024.        Т. 28.        № 1.

во вторичные реакции, увеличивающие или умень-
шающие их сигналы [19]. На формирование сигнала 
влияет и природа железосвязывающего реагента 
[20], и присутствие посторонних веществ [21]. В 
ходе настоящего исследования методику FRAP 
модифицировали, заменяя о-фенантролин дипи-
ридилом и сокращая время экспозиции до 10 мин. 
В новой методике (далее FRAP-2), как и в методике 
FRAP-1, использовали нормальные концентрации. 
Более подробно эта методика изложена в статье [8]. 

Переход к методике FRAP-2 привел к умень-
шению параметра Т до 1,4, а относительной ширины 
интервалов до W = 0,18. Следует отметить, что после 
модификации методики сходимость измерения 
сигналов несколько ухудшилась (Sr ≈ 0,05), но на 
интервальные оценки сΣ это не повлияло. Методику 
FRAP-2 в дальнейшем применяли для группового 
анализа пищевых продуктов. 

Анализ пищевых продуктов. Анализ вин, 
чайных настоев и других пищевых продуктов про-
водили после их предварительного разбавления, 
но в табл.6 результаты анализа приведены в пе-
ресчете на исходный (неразбавленный) продукт. 
Соответствующие значения с* входят в интервалы 
возможных значений сΣ. Значения с* по порядку 

величины соответствуют данным других иссле-
дователей, применявшим разные варианты FRAP 
в анализе аналогичных продуктов [9, 12, 22 и др.]. 
Так, по данным [23] суммарное содержание АО в 
красных сухих винах в среднем составляет 12,3 
миллимоль-экв/л (в пересчете на ГК). По нашим 
данным (5 образцов) суммарное содержание АО в 
красных сухих винах находится в пределах от 5 до 
22 миллимоль-экв/л. 

Судя по данным, приведенные в табл. 6, ре-
зультаты группового анализа пищевых продуктов 
по методике FRAP-2, выраженные в пересчете на 
АК, лежат примерно посередине соответствующих 
интервалов. Это не случайно, чувствительность 
определения АК по этой методике примерно равна 
полусумме K1 и Km, поэтому выбор АК в качестве 
стандарта минимизирует систематические погреш-
ности анализа [1].    

Анализ тех же пищевых продуктов по методике 
ФЧ приводил к гораздо более высоким значениям с* 
и сильному сдвигу интервалов в сторону больших 
cΣ. Ту же закономерность наблюдали и в анализе 
модельных смесей (см. табл. 3), но в анализе пищевых 
продуктов она проявляется сильнее. Для вин метод 
ФЧ приводит к значениям с*, которые превышают 

Таблица 5
Интервальные оценки содержания АО в модельных смесях, полученные с помощью нормальных концентраций по 
методике FRAP до (1) и после (2) ее модификации

Тable 5
Interval estimates of total content of antioxidants in model mixtures obtained using normal concentrations according to 
FRAP assay before (1) and after (2) its modification 

Номер смеси
с∑,

мкЭ
АΣ

Интервальные оценки с∑,  мкЭ W

1 2 1 2
1 142 0.272  68 – 174 112 – 161 0.44 0.18
2 219 0.399 100 – 256 165 – 236 0.44 0.19
3 369 0.676 169 – 433 279 – 400 0.44 0.18
4 222 0.440 110 – 282 182 – 260 0.44 0.18
5 299 0.640 160 – 410 264 – 378 0.44 0.18
6 193 0.537 134 –344 222 – 318 0.44 0.18
7 298     0.574 143 – 368 239 – 340 0.44 0.17

Таблица 6
Результаты анализа некоторых пищевых продуктов по методике FRAP-2 в пересчете на АК и  в виде интервальных 
оценок 

Table 6
Results of analysis of some foodstuffs by FRAP-2 method recalculated on ascorbic acid and as corresponding interval estimates

Продукт
Суммарное содержание АО, 103 мкЭ

с* Интервальные оценки сΣ

Вино красное сухое, тип 1 22  ± 1 19  –  27 23 ± 4
Вино красное сухое, тип 2       9.4 ± 0.6 7.9  –  11.3 9.6  ± 1.7
Вино красное сухое, тип 3          5.6 ± 0.2 4.7 –  6.8 5.8  ± 1.1

Настой чая черного (листового), тип 1 3.9 ± 0.3 2.9  –  4.7 3.8  ± 0.9
Настой чая черного (листового), тип 2 3.1 ± 0.4 2.6  –  3.7 3.2 ± 0.6

Настой низкосортного черного чая, тип 3 0.83 ± 0.29 0.70  –  1.0 0.85 ± 0.15
Сок яблочный 0.44  ±  0.01 0.37  –  0.53 0.45 ±  0.07
Пиво светлое 0.28  ±  0.02 0.23  –  0.33 0.28  ±  0.05
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значения с*, полученные по методике FRAP, в 2 - 3 
раза, тогда как для большинства модельных смесей 
это соотношение составляло 1.3 – 1.5.  Дело в том, 
что в методике ФЧ на сигналы фенольных АО на-
кладываются сигналы некоторых углеводов, белков 
и других слабых восстановителей, присутствующих 
в пищевых продуктах [10]. По-видимому, именно это 
обстоятельство приводит к сильно завышенным 
результатов анализа пищевых продуктов. Кроме 
того, применение методики ФЧ приводит к более 
широким интервалам (W > 0.6). Использовать их для 
сравнения однотипных продуктов нельзя: соответ-
ствующие интервалы почти полностью налагаются 
друг на друга.  Напротив, при использовании ме-
тодики FRAP-2 интервалы возможных значений с∑ 
для пищевых продуктов являются довольно узкими 
(W ≈ 0.18). По этим интервалам вполне можно отли-
чать высокосортные виды пищевых продуктов от 
низкосортных или фальсифицированных.  Надежно 
различать продукты близкого качества не удается 
из-за частичного перекрывания интервалов.  

Используя интервальные оценки в групповом 
анализе пищевых продуктов, надо принимать во 
внимание наличие примесей, связывающих АО (аль-
бумины и др. [23]) или замедляющих взаимодействие 
АО с окислителем [24]. В чайных настоях ингибиру-
ющих примесей почти нет, но в винах они имеются 
(тартраты и другие комплексанты). В присутствии 
комплексантов коэффициенты чувствительности 
при определении АО достоверно снижаются [25]. 
Чтобы снизить или полностью исключить влияние 
этого фактора на результаты группового анализа, 
надо сильно разбавлять пробу перед выполнением 
анализа [22], либо заранее определять коэффициенты 
K1 и Кm в присутствии компонентов матрицы. Проводя 
анализ по методике FRAP-2, мы предварительно 
разбавляли красные сухие вина в 20 или в 100 раз, 
что практически снимало влияние комплексантов 
[25]. Продукты с низким содержанием комплексантов 
(соки, пиво, чайные настои) разбавляли в 10 раз.    

Для подтверждения правильности интервальных 
оценок использовали метод «введено – найдено» 
(табл. 7). Независимо от того, какие именно инди-
видуальные АО добавляли в пищевые продукты, 
интервальные оценки суммарного содержания АО 

в предварительно разбавленном продукте сдвига-
лись примерно на значение введенной добавки, что 
подтверждает правильность этих оценок.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
 Проведенное исследование показало, что интер-

вальные оценки суммарного содержания однотипных 
антиоксидантов в пищевых продуктах, как и значения 
интегральных показателей антиоксидантной актив-
ности (емкости), зависят от способов формирования 
и измерения обобщенного аналитического сигнала. 
В частности, относительная ширина интервалов 
зависит от природы группового и вспомогательного 
реагентов, времени экспозиции и способа представ-
ления суммарной концентрации АО. Это открывает 
возможность целенаправленной оптимизации методик 
группового анализа. Модификация методики FRAP 
позволила снизить внутригрупповую селективность 
сигналов АО (снижение Т с 3.7 до 1.4), что и привело 
к уменьшению относительной ширины интервалов 
c W = 0.56 до W ≈ 0.18. Естественно, снижение вну-
тригрупповой селективности сигналов повышает 
и точность оценки cΣ в пересчете на стандартное 
вещество. Однако несомненными преимуществами 
интервальных оценок остаются слабая зависимость 
оценки от природы присутствующих в пробе компонентов 
искомой группы, исключение субъективного выбора 
стандартного вещества, наглядное представление 
неопределенности результатов группового анализа 
и метрологическая корректность соответствующих 
методик. 

Существуют проблемы, затрудняющие в на-
стоящее время широкое применение интерваль-
ных оценок, в частности, для определения суммы 
ET-антиоксидантов в пищевых продуктах. Можно 
назвать несколько нерешенных проблем. 
1. Алгоритм [7] учитывает лишь один из факторов, 

определяющих интервальные оценки суммар-
ных содержаний. А именно, внутригрупповую 
селективность сигналов. При определении суммы 
АО это наиболее значимый фактор, однако для 
правильной оценки сΣ надо учитывать и другие 
факторы, особенно отклонения от аддитивности 
сигналов и матричные эффекты. В противном 

Таблица 7
Проверка результатов анализа некоторых пищевых продуктов по методике FRAP-2 (способ «введено-найдено») 

Table 7
Verification of results of analysis of certain foodstuffs by FRAP-2 assay (“added-found” procedure) 

Пищевой  
продукт

Добавка АО, 
мкЭ

Найдено в пересчете на АК, мкЭ
δСд,%

Интервальные оценки, мкЭ
без добавки с добавкой в добавке без добавки с добавкой в добавке

Вино крас-
ное сухое, 
тип 4 (1:20)

114 (ГК)
360

461 101 - 11
346 - 491

442 - 627 96 -136
106 (РЗ) 479 119 12 449 - 637 103 - 146
100 (КТ) 454 94 - 6 438 - 622 92 - 131

Настой чая 
черного тип 

6 (1:10)

114 (ГК)
154

249 95 -17

113 - 160

215 - 305 98 - 139
106 (РЗ) 250 96 -9 202 - 287 89 - 127
100 (КТ) 256 102 2 199 - 283 86 - 123
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случае действительные содержания АО могут 
оказаться вне вычисленных интервалов.  

2. Даже без учета дополнительных факторов интер-
валы возможных значений сΣ слишком широки. 
Необходимо снизить внутригрупповую селективность 
сигналов хотя бы до уровня Т = 1.2, что позволит 
находить суммарное содержание однотипных 
аналитов с погрешностями, не превышающими 
10 % отн. 

3. Разработчики методик группового анализа находят 
коэффициенты К1 и Кm по небольшим выборкам 
модельных соединений, а следовало бы использо-
вать все или хотя бы наиболее распространенные 
компоненты каждой группы, выделенные с учетом их 
относительного содержания в объектах анализа [7, 
16]. Чем большая выборка модельных соединений 
используется для поиска К1 и Кm, тем надежнее 
интервальные оценки. При этом искомые группы 
аналитов не должны быть слишком обширными и 
внутренне неоднородными [15]. Так, вместо суммы 
всех антиоксидантов или суммы ET-антиоксидантов 
лучше определять суммарные содержания АO, 
входящих в несколько сравнительно узких групп. 
В каждую из них должны входить АО, родственные 
по структуре и сходные по реакционной способ-
ности, но отличающиеся по этим признакам от 
других групп АО. Примером могут быть группы 
тиолов или антоцианов. Проблема в том, чтобы 
найти групповые реагенты, специфические для 
каждой такой группы и обеспечивающие примерно 
одинаковую чувствительность определения всех 
компонентов этой группы.

4. Использование нормальных (а не массовых или 
молярных) концентраций для расчета интервальных 
оценок позволяет более точно определять суммарное 
содержание однотипных реакционноспособных 
соединений, в частности ET-антиоксидантов. Но 
от аналитиков нередко требуют найти не концен-
трацию, а массовую долю антиоксидантов! Чтобы 
рассчитать массовую долю, придется выбрать 
некоторый АО в качестве стандартного вещества, 
что приведет к потере перечисленных выше пре-
имуществ интервальных оценок. Кроме того, для 
расчета нормальных концентраций надо знать 
стехиометрию взаимодействия всех аналитов с 
групповым реагентом, а она для многих методик 
(например, для методики ФЧ) недостаточно изучена. 

Очевидно, для решения перечисленных про-
блем и развития системы интервальных оценок 
необходимы новые исследования. Их актуальность 
и практическая значимость не вызывают сомнений. 
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