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УДК 57.033

ОЦЕНКА ЭНДОГЕННОГО АНТИОКСИДАНТНОГО ПОТЕНЦИАЛА  
БЕЛОРУССКИХ СОРТОВ ПИВА ПРИ ЕГО ХРАНЕНИИ  

В РАЗЛИЧНОЙ УПАКОВКЕ

А. А. РУСАКОВИЧ1), В. В. ДЕМИДЧИК1)

1)Белорусский государственный университет, пр. Независимости, 4, 220030, г. Минск, Беларусь

Аннотация. При длительном хранении пива в нем развиваются окислительные процессы, приводящие к ухуд-
шению качества напитка. В основе этого лежит генерация активных форм кислорода, которая может вызываться 
диффузией кислорода через элементы упаковки либо преобразованием внутренних кислородсодержащих источни-
ков. Для анализа свободнорадикальных процессов в пиве в последние годы активно используется спектроскопия 
электронного парамагнитного резонанса (ЭПР). Она позволяет оценить окислительную стабильность пива по так 
называемому эндогенному антиоксидантному потенциалу, величина которого коррелирует со временем хранения 
и вкусовыми качествами напитка. Одним из важнейших вопросов в пивной индустрии является эффективность 
различных видов изолирующей упаковки в отношении окислительных процессов. Имеется ряд работ, указываю
щих на то, что жестяная банка и стеклянная бутылка обеспечивают лучшую сохранность пива по сравнению 
с полиэтиленовой бутылкой. Однако неясно, связано ли это с окислительными явлениями. В представленной 
работе с использованием адаптированных методов ЭПР-спектроскопии на базе ЭПР-спектрометра белорусского 
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производства были выявлены отличия в величине эндогенного антиоксидантного потенциала как для различных 
сортов пива, так и для разных типов упаковки (полиэтиленовая бутылка, стеклянная бутылка и жестяная банка). 
Показано, что пиво, хранящееся в полиэтиленовой бутылке, имеет значительно более низкий эндогенный антиок-
сидантный потенциал, чем пиво, хранящееся в стеклянной бутылке. Кроме того, установлено, что окислительные 
характеристики одного и того же сорта пива, хранящегося в жестяной банке и стеклянной бутылке, не отличаются.

Ключевые слова: электронный парамагнитный резонанс; спиновые ловушки; свободные радикалы; окисление 
пива.
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Abstract. During long-term storage, oxidative processes develop in beer, leading to a deterioration in the quality of this 
drink. This is based on the production of reactive oxygen species, which can be caused by the diffusion of oxygen through 
packaging elements or transformation of internal oxygen-containing sources. Electron paramagnetic resonance  (EPR) 
spectroscopy has been actively used in recent years to analyse free radical processes in beer. It allows to evaluate the 
oxidative stability of beer by the so-called endogenous antioxidant potential, the value of which correlates with storage time 
and taste of the drink. One of the most important issues in the beer industry is the effectiveness of various types of insulating 
packaging in relation to oxidative processes. There are a number of studies indicating better preservation of beer in a can 
and glass bottle compared to a polyethylene bottle. However, it is not clear whether this is due to oxidative phenomena. 
In the presented work, using adapted EPR spectroscopy methods based on the EPR spectrometer manufactured in Belarus, 
differences in the value of endogenous antioxidant potential were identified for both different types of beer and different 
types of packaging (polyethylene bottle, glass bottle and can). Beer stored in a polyethylene bottle has been shown to have 
a significantly lower endogenous antioxidant potential compared to beer stored in a glass bottle. It was also found that the 
oxidation characteristics of the same type of beer stored in a can and a glass bottle do not differ.

Keywords: electron paramagnetic resonance; spin traps; free radicals; beer oxidation.
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Введение
Пиво является одним из наиболее распространенных алкогольных напитков в мире, а также лидером 

по объемам производимой продукции в биотехнологии [1; 2]. Употребление пива, которое по сравне-
нию с водкой и вином отличается низким содержанием алкоголя, имеет значительный социальный эф-
фект, так как оно заменяет, в особенности в странах Восточной Европы, более крепкие спиртные напит-
ки [3]. В настоящее время в мире существуют десятки тысяч сортов пива, а его потребление находится 
на стабильно высоком уровне, продолжая расти, что связано с увеличением ассортимента, разработкой 
новых рецептур и отказом потребителей от других алкогольных напитков [4]. 

В состав пива входят ряд органических соединений (включая органические кислоты, аминокислоты, 
сахара, полисахариды, спирты), определяющих его вкусовые качества [5; 6]. Проведенные исследова
ния также показывают, что пиво содержит значительное количество полезных для человека веществ, 
таких как витамины, антиоксиданты, микроэлементы и др. [5; 7]. Как и в других продуктах питания, 
в пиве при хранении происходят окислительные реакции, приводящие к ухудшению его качества и по-
лезных свойств [8; 9]. Срок годности пива в значительной степени определяется скоростью протекания 
данных процессов. 
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В основе окислительных превращений в пиве лежат генерация активных форм кислорода (АФК) 
и накопление окисленных производных органических соединений [10]. Проблема увеличения срока 
годности пива, сохранения свежести вкуса и поддержания антиоксидантной активности напитка яв
ляется одной из важнейших в пивной индустрии. В последние годы высказаны предположения о том, 
что окислительные процессы в пиве связаны с его насыщением излишком кислорода при производстве, 
а также с проникновением кислорода через упаковку [11]. Тем не менее данные предположения пока не 
подкреплены экспериментальными доказательствами. 

Для регистрации и описания свободных радикалов в различных разделах биологии и химии, в том 
числе при анализе окислительных процессов, происходящих в пиве, широко применяется спектроско-
пия электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) [12–14]. Под ЭПР понимают поглощение электро-
магнитного излучения определенной частоты парамагнитным веществом (электронами), помещенным 
в постоянное магнитное поле [15]. Согласно квантово-механической модели заряженные свободные 
электроны вращаются вокруг своей оси, что приводит к возникновению магнитного момента, или спина. 
Спин может находиться в двух ориентациях относительно магнитного поля – параллельной и антипа-
раллельной. Для каждой из ориентаций характерен разный уровень энергии. Поглощая микроволновое 
излучение, спин может переходить с одного энергетического уровня на другой. Резонанс возникает 
в результате совпадения энергии излучения с энергией, необходимой для перехода [16]. Уменьшению 
мощности излучения при резонансе соответствует сигнал, который регистрируется, обрабатывается 
и представляется в виде первой производной кривой поглощения (ЭПР-спектра). Для количественной 
характеристики сигнала применяется двойное интегрирование первой производной ЭПР-спектра [17]. 
Регистрация ЭПР-спектров осуществляется ЭПР-спектрометрами. В последние годы производство до-
ступных по цене ЭПР-спектрометров налажено в Беларуси ЗАО «Адвин Смарт Фэктори». Адаптация 
данных приборов под исследование окислительных процессов и эндогенного антиоксидантного потен-
циала (ЭАП) пива представляется весьма актуальной задачей. 

Использование метода ЭПР-спектроскопии сопряжено с рядом трудностей, в частности с тем, что 
радикальные молекулы быстро распадаются или вступают во взаимодействия с другими молекулами био-
логических систем [17]. Данная особенность делает концентрацию свободных радикалов непостоянной 
и затрудняет их прямое определение. Для анализа короткоживущих свободных радикалов применяются так  
называемые спиновые ловушки. В качестве них чаще всего используются нитронные соединения или 
нитрозосоединения, специфично реагирующие со свободными радикалами [18]. В результате взаимо
действия свободного радикала и спиновой ловушки формируются долгоживущие стабильные пара-
магнитные аддукты, т. е. радикальные молекулы, которые могут длительное время регистрироваться 
ЭПР-спектрометром [19]. 

Для изучения процессов окисления в пиве в основном используются такие спиновые ловушки, как 
α-фенил-N-трет-бутилнитрон (PBN) и α-4-пиридил-1-оксид-N-трет-бутилнитрон (POBN) [20]. Они 
формируют стабильные аддукты с гидроксильным и другими радикалами [21]. Для анализа ЭАП пива 
первой была разработана методика на основе PBN, которая активно применяется до настоящего времени. 
PBN имеет низкую цену, однако, как выяснилось, не обладает высокой селективностью и доступностью 
в водной фазе [22]. В последние годы использование PBN также критикуется некоторыми авторами ввиду 
генерации артефактов, связанных с редокс-активностью самого PBN [10]. Применение POBN в качестве 
альтернативы PBN имеет большие перспективы, так как позволяет повысить чувствительность измере-
ния, исключает ряд артефактов и лучше подходит для водных систем. Немаловажно, что, несмотря на 
более высокую по сравнению с PBN стоимость, POBN при проведении опытов требуется в более низкой 
концентрации. 

Целью настоящей работы являлась адаптация методов ЭПР-спектроскопии в комбинации со спиновой 
ловушкой к измерению ЭАП белорусских сортов пива, разлитых в различные типы упаковки, с исполь-
зованием ЭПР-спектрометра отечественного производства. 

Материалы и методы исследования
Измерения выполнялись на сортах пива «Крыніца. Моцнае», «Жигулевское», «Brauberg», «Золото 

пивовара» производства ОАО «Криница» (Беларусь), разлитых в тару разного типа. Использовались 
образцы одной даты производства, приобретенные в различных пунктах продажи. Исследования про-
водились на 30-й день с даты изготовления.

Окислительная стабильность отобранных образцов изучалась на основе методики искусственного ста-
рения пива при повышенной температуре [9]. Сначала образцы подвергались дегазации (устранение CO2) 
путем центрифугирования (10 000 об/мин (или 11 180 g), 10 мин, 22 °С) в стерильных пробирках объемом 
15 мл с открытой крышкой (объем пробы составлял 10 мл). После дегазации пробирки плотно закры-
вались, чтобы препятствовать притоку кислорода из воздуха. В дегазированные образцы добавлялась 
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спиновая ловушка POBN (Sigma-Aldrich, США) в конечной рабочей концентрации 3 ммоль/л, после 
чего выполнялось инкубирование на термошейкере (250 об/мин, 300 мин, 60 °C). Спустя определен-
ные промежутки времени осуществлялись отбор 50 мкл образца и регистрация его ЭПР-спектра. Для 
проведения ЭПР-анализа образец помещался в стеклянный капилляр (Blaubrand, Германия), который 
закупоривался инертным воском и погружался в резонатор ЭПР-спектрометра SpinscanX (ЗАО «Адвин 
Смарт Фэктори», Беларусь). При регистрации ЭПР-спектров использовались следующие параметры: 
частота модуляции – 100 000 Гц, центр поля – 336 мТл, ширина развертки – 6 мТл, время записи – 60 с, 
временная константа – 0,046 с, амплитуда модуляции – 100 мкTл. Анализ полученных спектров прово-
дился в программе e-Spinoza. Для обработки результатов использовались стандартные методы вариа
ционной статистики. Основными статистическими характеристиками служили средняя арифметическая 
величина (Х ), среднее квадратичное отклонение (s) и ошибка средней величины ( ).S x  Для количествен-
ной характеристики сигнала применялось двойное интегрирование первой производной ЭПР-спектра. 
Значение ЭАП определялось по точке перегиба кинетической кривой накопления спинового аддукта 
при нагревании образцов пива (рис. 1) [9]. 

Присутствующие в пиве эндогенные антиоксиданты способны ингибировать образование в нем сво-
бодных радикалов в течение длительного времени [22]. После истощения антиоксидантов количество 
свободных радикалов лавинообразно нарастает, и происходит формирование аддуктов свободных ра-
дикалов со спиновой ловушкой, приводящее в экспериментальных условиях к увеличению интенсив-
ности ЭПР-сигнала (см. рис. 1) [23]. Соответственно, чем больше значение ЭАП и ниже интенсивность 
образования спиновых аддуктов в образце, тем выше антиоксидантный потенциал образца, т. е. устой-
чивость к окислению и стабильность вкуса пива [22].

Результаты и их обсуждение
В ходе работы были получены кривые зависимости интенсивности ЭПР-сигнала спинового аддукта 

РОВN — HO● от времени инкубирования образцов при повышенной температуре (60 °С), т. е. в усло
виях искусственного старения, для трех сортов пива, хранившихся в полиэтиленовых (ПЭТ) и стеклян-
ных бутылках (рис. 2). Как следует из полученных данных, все сорта реагировали на искусственное 
старение увеличением количества свободнорадикальных аддуктов РОВN — HO●. Однако этот эффект 
развивался значительно быстрее в случае хранения пива в ПЭТ-упаковке. Так, у сортов пива «Крыніца. 
Моцнае», «Жигулевское» и «Brauberg», разлитых в ПЭТ-бутылки, отсутствовала лаг-фаза в накопле-
нии свободных радикалов, обычно предшествующая пику, связанному с накоплением радикалов при ис-
кусственном старении (см. рис. 1 и 2). Таким образом, сорта пива «Крыніца. Моцнае», «Жигулевское» 
и «Brauberg», хранившиеся в ПЭТ-бутылках, вероятно, прошли полный процесс старения за 30 дней и не 
обладали антиоксидантной способностью. Отсутствие лаг-фазы наблюдалось также и для образца пива 

Рис. 1. Изменение интенсивности ЭПР-сигнала  
спинового аддукта POBN — HO● в образце пива  

в зависимости от времени инкубирования
Fig. 1. Change in the intensity  

of the electron paramagnetic resonance (EPR) signal  
of the spin adduct POBN — HO● in the sample of beer  

depending on the incubation time
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сорта «Brauberg» из стеклянной бутылки, что может указывать на возможное обогащение кислородом 
на заключительных этапах производства этого пива. Тем не менее в отличие от образца того же сорта 
из ПЭТ-бутылки кривая для данного образца из стеклянной тары характеризовалась невысокими значе
ниями интенсивности накопления спиновых аддуктов в процессе старения. Соответственно, стеклян-
ная упаковка предохраняла это пиво от снижения ЭАП, т. е. продлевала срок его годности. Согласно 
литературным данным существует прямая корреляция между ЭАП и вкусовыми и органолептическими 
свойствами пива [24]. В настоящей работе подобные тесты не проводились, так как они требуют на-
личия обученных и аттестованных специалистов. 

Проведенные опыты показали, что кинетическая кривая накопления спиновых аддуктов в образцах 
пива сортов «Крыніца. Моцнае» и «Жигулевское» в начале инкубирования характеризовалась выраженной 
лаг-фазой и резким увеличением интенсивности ЭПР-сигнала на определенном этапе инкубирования 
(см. рис. 2). Интенсивность ЭПР-сигнала на завершающем этапе инкубирования достигала значений, 
аналогичных значениям для образцов из ПЭТ-тары. Данный факт указывает на то, что общее количе-
ство органического вещества в протестированных образцах пива было приблизительно одинаковым, 
но образцы, находившиеся в течение 30 дней в стеклянной таре, намного лучше сохранили ЭАП, чем 
образцы, которые хранились в ПЭТ-упаковке.

В работе также были получены кривые зависимости интенсивности ЭПР-сигнала спинового аддук-
та РОВN — HO● для сорта пива «Золото пивовара», разлитого в стеклянную бутылку и жестяную банку 
(рис. 3). Согласно информации, доступной на веб-сайте ОАО «Криница», это пиво производится по 
особым рецептурам на новейшем оборудовании из лучшего зарубежного солода.

Рис. 2. Изменение интенсивности ЭПР-сигнала спинового аддукта POBN — HO●  
в образцах пива сортов «Крыніца. Моцнае» (а), «Жигулевское» (б ), «Brauberg» (в)  

в зависимости от времени инкубирования
Fig. 2. Change in the intensity of the EPR signal of the spin adduct POBN — HO●  

in the samples of beers «Krynitsa. Strong» (a), «Zhigulevskoe» (b), «Brauberg» (c)  
depending on the incubation time
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Для сорта «Золото пивовара» была характерна высокая интенсивность образования свободных ра
дикалов после завершения лаг-фазы, что указывает на изначальную насыщенность данного пива нераз-
ложившимися органическими веществами с антиоксидантными свойствами. Примечательно, что значения 
интенсивности ЭПР-сигнала POBN — HO● в образцах пива «Золото пивовара» из стеклянной бутылки 
и жестяной банки не имели достоверных отличий. Таким образом, затемненная стеклянная бутылка (ко-
ричневое стекло) и жестяная банка демонстрировали приблизительно одинаковый уровень защиты от 
окисления для одного и того же сорта пива. Эти данные указывают на то, что свет, проникающий через 
затемненное стекло, не влияет на процессы окисления, и эффективность упаковки главным образом 
связана с предотвращением поступления кислорода. 

Кроме того, для всех образцов был определен уровень ЭАП (рис.  4). Самым высоким ЭАП среди 
протестированных образцов обладал сорт «Золото пивовара» – 89 мин в жестяной банке и 95 мин в стек
лянной бутылке. Для сорта «Крыніца. Моцнае» ЭАП составил 80 мин, для сорта «Жигулевское» – 77 мин. 
Согласно литературным данным это достаточно высокие значения, указывающие на хорошее качество 
производимого пива [22].

Рис. 3. Изменение интенсивности ЭПР-сигнала  
спинового аддукта POBN — HO● в образце пива сорта «Золото пивовара»  

в зависимости от времени инкубирования
Fig. 3. Change in the intensity of the EPR signal  

of the spin adduct POBN — HO● in the sample of beer «Zoloto pivovara»  
depending on the incubation time

Рис. 4. Уровень ЭАП образцов пива  
сортов «Золото пивовара», «Brauberg», «Жигулевское»,  

«Крыніца. Моцнае» из различной упаковки
Fig. 4. Level of endogenous antioxidant potential of samples  

of the beers «Zoloto pivovara», «Brauberg», «Zhigulevskoe»,  
«Krynitsa. Strong» from various packaging
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Продемонстрированные в настоящей работе низкая сохранность пива и падение его антиоксидантной 
способности в ПЭТ-упаковке согласуются с недавно полученными метаболомными данными [25–27]. 
Метаболомные исследования показывают, что при длительном хранении пива появляется пул более окис-
ленных форм органических кислот и аминокислот (было заметно и в представленной работе). Одними 
из ключевых радикальных компонентов, которые образуются в пиве при его старении, являются карбо-
нильные соединения. Данные вещества формируются в ходе реакций карбонилирования, катализируемых 
АФК [28], в результате встраивания радикализированных фрагментов органических соединений различ-
ной природы, инициируемых наиболее реакционно-активными АФК, главным образом гидроксильными 
радикалами. Накопление карбонилированных форм органических соединений изменяет вкус напитка: он 
приобретает так называемый картонный привкус, характерный для несвежего пива [28]. Карбонильные 
соединения образуются и при искусственном старении пива. Примечательно также, что ЭПР-спектрометр 
белорусского производства показал схожую эффективность и чувствительность измерения с широко ис-
пользуемыми приборами производства компаний Bruker (Германия) и Nippon Denshi (Япония) [29–31].

Заключение
В настоящем исследовании с использованием метода ЭПР-спектроскопии в присутствии спиновой 

ловушки POBN проведена оценка влияния типа упаковки пива на его ЭАП. Кинетический анализ нако-
пления спиновых аддуктов в условиях ускоренного старения пива показал, что стеклянная и жестяная 
тара обеспечивает одинаковый уровень защиты напитка от окисления и способствует более длитель-
ному сохранению его окислительной стабильности. В то же время ПЭТ-упаковка неэффективно защи-
щает пиво от окисления. Также можно заключить, что свет, проникающий через затемненное стекло, 
не влияет на процессы разложения и окисления пива, так как не наблюдалось разницы в окислении об-
разцов напитка из стеклянной бутылки и жестяной банки. Соответственно, упаковка главным образом 
препятствует проникновению в пиво кислорода. 
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