
КИНЕТИКА И КАТАЛИЗ, 2021, том 62, № 6, с. 678–691

678

ДВУХФАКТОРНАЯ ПРОГНОСТИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ АНТИРАДИКАЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТИ ГИДРОКСИБЕНЗОЙНЫХ КИСЛОТ В СРЕДАХ 

С ФИЗИОЛОГИЧЕСКИМ pH
© 2021 г.   Н. И. Белаяa, *, А. В. Белыйa, И. Н. Щербаковb, Е. А. Будниковаa

aГОУ ВПО Донецкий национальный университет, ул. Университетская, 24, Донецк, 283001 Украина
bФГАОУ ВО Южный федеральный университет, ул. Большая Садовая, 105/42, Ростов-на-Дону, 344006 Россия

*е-mail: nat.iv.belaya@gmail.com
Поступила в редакцию 21.05.2021 г.

После доработки 21.07.2021 г.
Принята к публикации 22.07.2021 г.

Предложен регрессионно-классификационный алгоритм скрининга природных гидроксибензой-
ных кислот по антирадикальной активности в средах с физиологическим рН на основе комбинации
двухфакторных линейных регрессий “дескриптор–активность” и специализированной кинетиче-
ской схемы реакций. Разработанная модель решает проблему одновременного количественного
определения активности фенолкарбоновых кислот и разделения их на группы веществ с высокой,
средней и низкой реакционной способностью. Ее высокая прогностическая способность доказана
путем исследования констант скоростей реакций контрольной группы веществ (гидроксиацетофе-
нонов) с азот- и кислород-центрированными радикалами с расчетом относительной погрешности
аппроксимации, величина которой не превышает 12%. 
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ВВЕДЕНИЕ
Гидроксибензойные кислоты относятся к од-

ной из наиболее многочисленных групп расти-
тельных фенольных соединений. Их важнейши-
ми структурными элементами являются O–H-
группа, соединенная с ароматическим циклом и

ответственная за антиоксидантную активность
вещества [1, 2], а также карбоксильная НООС-
группа, способная в водных средах активировать
фенольную группу за счет образования карбокси-
лат-ионов, более реакционноспособных, чем со-
ответствующие молекулы [3, 4]. Из-за широкой
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распространенности этих соединений в пищевой,
фармацевтической и парфюмерной продукции на
растительной основе возникает необходимость в
формировании модели для оценки и прогнозиро-
вания их активности. К факторам, способствую-
щим развитию прогностических методологий, от-
носятся как возможность “отсеивания” веществ с
нежелательными свойствами на ранних этапах до-
клинических исследований, так и поиск новых
антиоксидантов природного происхождения.

Ведущее место занимают полуэмпирические
модели прогнозирования антирадикальной и ан-
тиоксидантной активностей веществ на основе
качественной взаимосвязи “структура–реакцион-
ная способность” [5, 6] и количественной взаимо-
связи “структура–реакционная способность”
(QSAR, Quantitative Structure–Activity Relation-
ships) [7, 8]. При прогнозировании свойств на ка-
чественном уровне проводится решение класси-
фикационной задачи (например, разделение на
группы активных, малоактивных и неактивных
антиоксидантов), тогда как при прогнозировании
числовых значений свойств – решение регресси-
онной задачи. Для того чтобы найти соотношение

между реакционной способностью (активно-
стью) соединений и их строением, необходимо
структурные особенности молекулы представ-
лять в виде численных характеристик, которые
получили название дескрипторов молекулярного
строения (или просто дескрипторы) [9]. Тогда ал-
горитм QSAR дает возможность заменить поиск
связей “структура–активность” анализом соот-
ношений “дескрипторы–активность”. Подоб-
ный подход был реализован ранее в работе [10]
применительно к растительным фенолам группы
флавоноидов. Настоящее исследование является
ее логическим продолжением, где на более мно-
гочисленной группе веществ были решены одно-
временно и регрессионная, и классификацион-
ная задачи прогнозирования.

Цель работы – создать новую регрессионно-
классификационную модель прогнозирования
антирадикальной активности (АРА) природных
гидроксибензойных кислот на основе кинетиче-
ской схемы их реакций с N- и O-центрированны-
ми радикалами в средах с физиологическим рН и
системы двухфакторных регрессий “дескриптор–
активность”.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы

В качестве объектов исследования использо-
вали соединения класса растительных фенолкар-
боновых кислот (НООСArOH) (I–XX) и гидрок-
сиацетофенонов (AcArOH) (XXI–XXVII) следую-
щего строения:

Сокращения и обозначения: QSAR – количественная взаи-
мосвязь “структура–реакционная способность” (Quantita-
tive Structure–Activity Relationships), HOOCArOH – гид-
роксибензойные кислоты, АсArOH – гидроксиацетофено-
ны, Тх – тролокс, АРА – антирадикальная активность,
АО – антиоксидант, DPPH• – 2,2'-дифенил-1-пикрилгид-
разил, APOO• – амидиноизопропанпероксил, ХЛ – хеми-
люминесценция, ТЕ – тролоксовый эквивалент, SPLET –
Sequential Proton Loss Electron Transfer, ET–PT – Electron
Transfer–Proton Transfer, теория функционала плотности
(DFT), диметилсульфоксид (ДМСО).

I – 2-гидроксибензойная (салициловая) кислота R1,2 = OH, R3,4,5,6 = H;
II – 3-метил-2-гидроксибензойная кислота R1,2 = OH, R3 = СH3, R6,5,4 = H;
III – метиловый эфир 3-метил-2-гидроксибен-
зойной кислоты

R2 = OH, R3 = СH3, R1 = ОСH3, R5,6,4 = H;

IV – 3-гидроксибензойная кислота R3,1 = OH, R6,5,2,4 = H;
V – 4-гидроксибензойная кислота R4,1 = OH, R6,5,2,3 = H;

VI – этиловый эфир 4-гидроксибензойной кислоты R4 = OH, R6,5,2,3 = H, R1 = OС2Н5;
VII – 2,3-дигидроксибензойная (пирокатеховая) кислота R2,3,1 = OH, R4,5,6 = H;
VIII – 2,4-дигидроксибензойная (β-резорциловая) кислота R2,4,1 = OH, R3,5,6 = H;
IX – метиловый эфир 2,4-дигидроксибензойной кислоты R2,4 = OH, R1 = ОCH3, R3,5,6 = H;
X – 2,5-дигидроксибензойная (гентизиновая) кислота R2,5,1 = OH, R3,4,6 = H;
XI – 2,6-дигидроксибензойная (γ-резорциловая) кислота R2,6,1 = OH, R3,4,5 = H;
XII – 3,4-дигидроксибензойная (протокатеховая) кислота R3,4,1 = OH, R2,5,6 = H;
XIII – 3,5-дигидроксибензойная (α-резорциловая) кислота R3,5 = OH, R1,2,4,6 = H;
XIV – 3-метокси-4-гидроксибензойная (ванилиновая) кислота R4,1 = OH, R3 = ОСН3, R2,5,6 = H;
XV – 2,3,4-тригидроксибензойная (3-пирогаллолкарбоновая) кислота R2,3,4,1 = OH, R5,6 = H;
XVI – 3,4,5-тригидроксибензойная (галловая) кислота R3,4,5,1 = OH, R2,6 = H;
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Гидроксибензойные кислоты (I–XX), гидрок-
сиацетофеноны (XXI–XXVII) и антиоксидант
сравнения – тролокс (Тх) (6-гидрокси-2,5,7,8-
тетраметилхроман-2-карбоновая кислота) (про-
изводства “Fluka”, Швейцария; “Merck”, Герма-
ния; “Panreac”, Испания) использовали без пред-
варительной очистки.

На этапе эмпирического отбора антиоксидан-
тов (АО) антирадикальную активность соедине-
ний (I–XXVII) изучали в реакции с N-центриро-
ванным радикалом 2,2'-дифенил-1-пикрилгидра-
зилом (DPPH•) (“Merck”, Германия). Раствор
радикала в диметилсульфоксиде (“Merck”, Гер-
мания) имеет интенсивный фиолетовый цвет с
максимумом поглощения при длине волны
520 нм. В условиях его хранения в темноте интен-
сивность спектра в максимуме поглощения оста-
ется неизменной на протяжении 72 ч. Генератор
свободных О-центрированных радикалов – гид-
рофильное азосоединение 2,2'-азобис(2-амиди-
нопропан) дигидрохлорид (AAPH) (“Merck”,
Германия), в качестве активатора свечения ис-
пользовали родамин 6Ж (Rd6G) (“Merck”, Гер-
мания). Для задания рН водных растворов приме-
няли фосфатную (с рН 7.35) буферную систему,
приготовленную по методике [11], точное значе-
ние рН которой контролировали с помощью ио-
номера И-160МИ (Россия). Диметилсульфоксид
(ДМСО) очищали по известной методике [12].

Кинетические исследования
Для изучения кинетики взаимодействия I–XXVII

с DPPH• при 293 ± 2 K были использованы
ДМСО, буфер с физиологическим рН 7.35 и их
смеси в разных соотношениях. Применение
ДМСО было необходимо, поскольку радикал
DPPH• нерастворим в воде, а также для сниже-
ния скорости исследуемой реакции за счет подав-
ления диссоциации фенольных соединений. Ре-
акцию НООСArOH и AcArOH с DPPH• проводи-
ли в растворителях, из которых предварительно

удаляли кислород путем барботирования аргона в
течение 15–20 мин, что позволило исключить
возможные реакции фенолов и продуктов их пре-
вращения с участием кислорода. Кинетику реак-
ции исследовали при λmax = 520 нм на спектрофо-
тометре Specord S300 UV-VIS (“Carl Zeiss Jena”,
Германия) при температуре Т = 293 ± 2 К в интер-
вале начальных концентраций реагирующих ве-
ществ 10‒3–10‒5 моль/л. Реагенты смешивали, за-
тем измеряли оптическую плотность смеси и с
помощью молярного коэффициента светопогло-
щения (εДМСО = 1.6 × 103 л моль‒1 мм‒1) по закону
Бугера–Ламберта–Бера рассчитывали концен-
трацию радикала DPPH•. Соотношение феноло-
кислоты и радикала составляло 1 : 1 при опреде-
лении как общего порядка (n), так и константы
скорости (k) реакции. Для этого кинетические
данные обрабатывали нелинейным методом
обобщенного приведенного градиента (ОПГ)
[13], реализованного в Solver MS Excel. В качестве
критерия выбора порядка реакции использовали
параметр S, отражающий относительный разброс
вычисленного ряда констант:

где n – число опытов, соответствующих момен-
там времени t; ki и  – константа скорости реак-
ции в заданный момент времени t и ее среднее
значение.

Порядок реакции определяли тем значением,
при котором относительный разброс S константы
скорости реакции, вычисленной из исходных
данных (концентрация и время) по этому поряд-
ку, имеет наименьшее значение. Кинетические
кривые, смоделированные на основе констант
реакции второго порядка (n = 2), рассчитанных в
Solver MS Exсel, хорошо согласуются с экспери-
ментальными данными, отклонения наблюдают-
ся при степени превращения радикала более 80%,
что может быть вызвано влиянием вторичных

XVII – 3,5-диметокси-4-гидроксибензойная (сиреневая) кислота R3,5 = OСH3, R4,1 = ОH, R2,6 = H;
XVIII – метиловый эфир 3,4,5-тригидроксибензойной кислоты R3,4,5 = OH, R2,6 = H, R1 = ОCH3;
XIX – этиловый эфир 3,4,5-тригидроксибензойной кислоты R3,4,5 = OH, R2,6 = H, R1 = ОС2H5;
XX – 2,4,6-тригидроксибензойная (флороглюцинкарбоновая) кислота R2,4,6,1 = OH, R5,3 = H;
XXI – 2-гидроксиацетофенон R1 = СН3, R2 = OH, R3,4,5,6 = H;
XXII – 3-гидроксиацетофенон R1 = СН3, R3 = OH, R2,4,5,6 = H;
XXIII – 4-гидроксиацетофенон R1 = СН3, R4 = OH, R2,3,5,6 = H;
XXIV – 2,4-дигидроксиацетофенон R1 = СН3, R2,4 = OH, R3,5,6 = H;
XXV – 2,5-дигидроксиацетофенон R1 = СН3, R2,5 = OH, R3,4,6 = H;
XXVI – 3,4-дигидроксиацетофенон R1 = СН3, R3,4 = OH, R2,5,6 = H;
XXVII – 3-метокси-4-гидроксиацетофенон R1 = СН3, R4 = OH, R3 = OСН3, R2,5,6 = H.
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продуктов превращения гидроксибензойных
кислот – димерных фенолов [14]. В связи с этим
расчет порядков реакции и констант скорости
проводили до момента времени, соответствую-
щего 60–70% расходования DPPH•. Частный по-
рядок по DPPH•, равный единице (  = 1),
установлен при 10–20-кратном недостатке ради-
кала.

Реакцию НООСArOH и AcArOH с 2-амидино-
пропан-2-пероксильными радикалами (APOO•),
генерируемыми при термическом распаде AAPH
в водной среде, изучали методом хемилюминес-
ценции (ХЛ) [15]. Фенольные соединения раство-
ряли в диметилсульфоксиде, а затем аликвоту
этого раствора (0.1 мл) вводили в буфер (4.9 мл),
содержащий AAPH и Rd6G. Окисляющуюся
смесь помещали в термостатированную кювету
хемилюминометра и барботировали воздухом для
ее насыщения кислородом и перемешивания.
Температура проведения эксперимента Т = 323 ±
± 2 K соответствовала температуре, при которой
используемый инициатор распадается на радика-
лы APOO• с постоянной скоростью. Значения
константы скорости реакции распада AAPH на
радикалы (kd = 7.1 × 10‒6 c‒1) и выхода радикала из
клетки (e = 0.48) при pH 7.4 и T = 323 K взяты из
работ [16, 17]. Скорость инициирования (генери-
рования) пероксирадикалов рассчитывали по
формуле  [16]. Измерения про-
водили с помощью хемилюминесцентной уста-
новки (фотоумножитель ФЭУ-38), принципиаль-
ная схема которой описана в работе [15, 18], с
цифровой обработкой сигнала посредством АЦП
“LCARD” (Россия). Активатор Rd6G усиливает
интенсивность хемилюминесценции (ХЛ), но не
влияет на кинетику ее снижения.

Квантово-химический расчет

Квантово-химические расчеты выполняли с
использованием пакета Gaussian 09 [19] в рамках
теории функционала плотности (DFT) с гибрид-
ным функционалом B3LYP, выбор которого обу-
словлен опубликованными данными об успешном
его применении для соединений фенольного типа
[14, 20]. Поиск стабильных конформеров предвари-
тельно осуществляли полуэмпирическим методом
PM6. Структуры с минимальной энергией исполь-
зовали в качестве начального приближения для рас-
четов на уровне B3LYP/6-311++G(d,p) – для си-
стем с закрытыми оболочками (синглетное ос-
новное состояние) и UB3LYP/6-311++G(d,p) –
для систем с открытыми оболочками (дублетное
основное состояние). Геометрия всех структур
реагентов и продуктов реакций была оптимизи-
рована по всем независимым переменным и без
ограничений по симметрии для водной среды.

•DPPHn

[ ]i d2 AAPHW ek=

Влияние растворителя учитывали в рамках мо-
дели поляризуемого континуума РСМ [21]. Для
построения полости растворенного вещества за-
давали радиусы атомных сфер из модели силово-
го поля UFF [22]. Характер всех стационарных то-
чек определяли расчетом матрицы Гессе. Частоты
нормальных колебаний (в гармоническом при-
ближении) и тепловые поправки к свободной
энергии (с использованием немасштабированных
частот) были рассчитаны теми же методами. Все
полученные результаты относятся к нормальным
условиям (T = 298 К, Р = 1 атм) в водной среде.

Значения потенциалов ионизации карбокси-
лат-( ) и фенолят-ионов ( )
кислот рассчитывали по формулам:

где  – адиабатический потенциал
ионизации карбоксилат-иона фенолокислоты
(или молекулы эфира кислоты),  – полная
электронно-ядерная энергия частицы,  –
энергия нулевых колебаний частицы,  – тем-
пературная поправка к энтальпии,  –
адиабатический потенциал ионизации фенолят-
иона, образовавшегося по II ступени диссоциации
фенолокислоты (или по I ступени диссоциации
эфира кислоты).

Расчет методом QSPR
Путем моделирования методом QSPR [23] в

программном пакете Marvin 18.14 [24] оценивали
рКа соединений по первой и второй ступеням
диссоциации (для эфиров кислот и гидроксиаце-
тофенонов – по первой ступени диссоциации), а
также вычисляли распределение их молекуляр-
ной и ионных форм в зависимости от рН водной
среды при 298 К. Модуль для расчета Protonation
интегрирован в MarvinSketch и способен
предсказывать рКа для органических молекул,
смоделированных в MarvinSketch.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В смешанном растворителе ДМСО–буфер в

присутствии всех исследуемых НООСArOH (I–XX)
происходит расходование DPPH•, которое мож-
но зафиксировать в приемлемом временном ин-
тервале при низком содержании буфера, до 20–
25 об. %. Видно (рис. 1а), что при добавлении да-
же небольшого количества буфера в ДМСО, когда
полярность среды изменяется незначительно, ре-
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акционная способность НООСArOH увеличива-
ется.

Поскольку гидразильный радикал нераство-
рим в воде, а скорость исследуемой реакции при
большом содержании буфера настолько велика,
что не позволяет корректно оценить начальные
участки кинетических кривых, то величину анти-
радикальной активности кислот в чистом буфере
( ) определяли из линейной зависимо-
сти (1) ln kДМСО–буфер от объемной доли буфера,
вводимого в реакционную смесь:

(1)

где ωДМСО, (1 – ωДМСО) – доля ДМСО и буфера в
смешанном растворителе.

Из углового параметра линейных регрессий
(рис. 1б), полученных в координатах уравнения (1),
рассчитывали константы скорости реакции

 в буфере с физиологическим рН. Отно-
шение константы исследуемого вещества к кон-

станте для тролокса  показывает, во

сколько раз АРА изученного соединения выше
активности реперного АО [25].

Вычисленные значения  (табл. 1)
указывают на то, что в нейтральной среде наибо-
лее активны с гидразильным радикалом соедине-
ния групп ди- и тригидроксибензойных кислот
(VII, X, XV) с тролоксовым эквивалентом

больше 10. Низкие константы характер-
ны для гидроксибензойных кислот с одной гид-

( )•DPPH pH 7k

( ) ( ) ( )• •

ДМСО–буфер

ДМСО ДМСОDPPH ДМСО pHD 7PPH

ln
ln ln  1 – ,
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k k
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= ω + ω
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( )•

DPPH pH 7
Tx
DPPH pH 7

k

k

 
 
 
 

i

( )•DPPH pH 7k

•Е(DPPH ) Т

роксигруппой или О–Н-группами в мета-поло-
жении, а также для эфиров кислот (III, V, VI, IX,
XIII, XVIII, XIX).

Примечательно, что при переходе от ДМСО к
буферному раствору величины констант в сред-
нем возрастают на 1–2 порядка, что обусловлено
усилением диссоциации НООСArOH в водной
среде. Из распределения молекулярной и ионных
форм фенолкарбоновых кислот и их эфиров
(рис. 2), рассчитанных методом QSPR в програм-
ме Marvin 18.14 на основе величин рКа (табл. 1),
видно, что в буферном растворе с рН 7.35 все фе-
нолкарбоновые кислоты присутствуют в виде ак-
тивных карбоксилат- и фенолят-ионов (эфиры
находятся только в молекулярной и моноионной
формах), способных реагировать со свободными
радикалами [25]:

(I)

Антирадикальная активность фенолокислот,
установленная в реакции со стабильным N-цен-
трированным радикалом, была подтверждена при
взаимодействии с лабильными О-центрирован-
ными радикалами, имитирующими пероксиль-
ные радикалы органических субстратов.

Согласно классическим представлениям мето-
да хемилюминесценции [15], в реакции рекомби-
нации пероксирадикалов (АРOO•), генерируе-
мых при распаде азосоединения (в настоящей ра-
боте гидрофильный ААРН), может возникать ХЛ,

( )
( )DPPH pH 7     

2 3
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Рис. 1. (а) – Кинетические кривые расходования DРРН• в реакции с 3-пирогаллолкарбоновой кислотой (С = 5 ×
× 10‒5 моль/л) при Т = 298 ± 2 К в смеси ДМСО с добавками фосфатного буфера с рН 7.35 (об. %): 1 – 5; 2 – 10; 3 –

15; 4 – 20. (б) – Расчет константы скорости реакции в чистом растворителе  из зависимости (1):

ln kДМСО–буфер = (6.56 ± 0.04) + (11.28 ± 0.33)(1 – ωДМСО), где ωДМСО – доля ДМСО в смеси ДМСО–буфер.
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которая в случае необходимости усиливается ак-
тиватором свечения Rd6G:

(II)

где  – электронно-возбужденное состояние
карбонильного соединения;  – квант света (хе-
милюминесценция). Нумерация констант скоро-
стей реакций соответствует принятым в работах
[15, 18].

Если считать, что ХЛ возбуждается лишь в ре-
акции рекомбинации , то ее интенсив-
ность (I0) должна быть пропорциональна квадра-
ту концентрации перекисных радикалов: I0 ~
[APOO•]2. При добавлении в систему НО-
ОСArOH как акцепторов пероксирадикалов на-
блюдается уменьшение интенсивности ХЛ-све-
чения (I) по реакции:

(III)

При этом ХЛ в присутствии АО не ослабляется
до нуля. Это, вероятно, обусловлено возбуждени-
ем ХЛ в каких-либо нерадикальных (молекуляр-
ных) реакциях (Iмол), на которые перехватчик ра-
дикалов НООСArOH не влияет. В отдельной се-
рии экспериментов было установлено, что
появление молекулярной ХЛ связано с воздей-
ствием активатора свечения. Относительную ин-
тенсивность Iмол определяли, когда в реакцион-
ной смеси присутствовал только растворитель и

d
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активатор свечения, при этом ее величина не пре-
вышала 0.18.

Константы скорости реакции (III)  находили
в фосфатном буфере при рН 7.35 методом, пред-
ложенным в работе [15], при условии низких ско-
ростей инициирования ( ) и достаточно высо-
ких концентрациях антиоксиданта. Метод рас-
чета констант  позволяет исключить влияние
на кинетику реакции продуктов превращения
НООСArOH, а также не требует знания величи-
ны константы скорости , определение которой
возможно только после детального изучения ХЛ
реакций самого инициатора и образующихся при
его распаде радикалов.

Расчет  проводили в начальный момент вре-
мени, когда концентрация  крайне ма-
ла и реакциями (VI), (V) можно пренебречь:

(IV)

(V)
С учетом реакций (II), (III), (IV) изменение

концентрации перекисных радикалов описыва-
ется дифференциальным уравнением:

(2)

В начальный момент, когда ,
последним членом в уравнении (2) можно прене-
бречь. Тогда его решение при условии

 и после преобразова-
ний будет иметь вид [15]:

7k

iW

7k

6k

7k
ООСArO− i

8•   АРOO ООСArO  продукты;k−+ ⎯⎯⎯→i

9   ООСArO ООСArO  продукты.k− −+ ⎯⎯⎯→i i

[ ] [ ]

[ ][ ]
[ ][ ]

• 2•
i 6

•
7 0

•
8

d APOO APOO
d

APOO НООСArOH  

APOO ООСArO .

W k
t

k

k −

= − −

− −

− i

[ ]ООСArO 0− →i

[ ]7 6 i0НООСArOHk k W@

Рис. 2. Распределение доли ионных форм (ω) галловой кислоты в зависимости от рН среды: 1 – НООСArOH; 2 –
‒ООСArOH; 3 – ‒ООСAr-4-O‒; 4 – ‒ООСAr-3-O‒; 5– ‒ООСAr-3,5-O‒; 6 – ‒ООСAr-3,4-O‒. Расчеты проведены ме-
тодом QSPR в программе Marvin 18.14, Т = 298 К, растворитель – вода.
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Рис. 3. (а) – Кинетика относительной интенсивности ХЛ при термолизе ААРН в присутствии галловой кислоты (C =
= 1 × 10‒6 моль/л) в фосфатно-цитратном буфере с рН 7.35 с добавками ДМСО (об. %): 1 – 75; 2 – 70; 3 – 65; 4 – 60.

(б) – Полулогарифмические анаморфозы кинетических кривых ХЛ. (в) – Расчет константы  в чистом

растворителе из зависимости (1): ln kДМСО–буфер = (7.45 ± 0.12) + (11.98 ± 0.4)(1 – ωДМСО).  = 5 × 10‒9 моль л‒1 c‒1,
[ ] = 3 × 10‒3 моль/л. Т = 323 К.  – скорость инициирования пероксирадикалов.
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(3)

где  – угловой параметр
линейной зависимости (3), равный константе ско-
рости реакции первого порядка, с‒1; 
– начальная концентрация гидроксибензойной
кислоты, моль/л;  – время, с.

Начальный участок ХЛ-кривой (рис. 3а)
спрямляли (рис. 3б) в полулогарифмических ко-
ординатах кинетического уравнения (3) первого
порядка. С использованием линейного регресси-
онного анализа, проведенного в системе Statistica
Demo 6.0 [26], из величины k' рассчитывали зна-
чения , а затем по полученным в координатах
уравнения (1) зависимостям вычисляли констан-
ты скорости реакции  в буфере с физио-
логическим рН (рис. 3в).

В отличие от реакции с DPPH•, АРА относи-
тельно тролокса  всех исследованных ве-
ществ I–XX при взаимодействии с АPOO• явно
возрастает (табл. 1). Сравнительный анализ

 и  свидетельствует о том, что

модельная реакция с DPPH• позволяет провести
первичный отбор веществ с антирадикальными
свойствами и выявить самые эффективные АО.
Более чувствительна в этом плане реакция с циа-
ноизопропанпероксилами, по величинам кон-
стант скоростей которой можно определить ве-
щества с меньшей реакционной способностью.
Так (табл. 1), с гидразильным радикалом актив-

ность выше или как у тролокса 
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проявили соединения I, II, VII, X, XV и XVII (эф-
фективные антиоксиданты), а в реакции с АPOO•

 к указанным веществам добави-

лись еще VIII и XVI (вещества со средней АРА).
Для оставшихся фенолкарбоновых кислот в обо-

их случаях  и  меньше едини-

цы (вещества с низкой АРА).
Таким образом, исследование кинетики реак-

ции НООСArOH с N- и О-центрированными ра-
дикалами позволило сформировать кинетиче-
скую схему (реакции (I), (III)), позволяющую
классифицировать природные фенолы на группы
веществ с высокой, средней и низкой антиради-
кальной активностью.

Следующий этап разработки прогностической
модели был направлен на выбор неэмпирической
составляющей, то есть молекулярных дескрипто-
ров фенолов, связанных с лимитирующей стади-
ей механизма реакции.

Рассматривая гидроксибензойные как АО с
фенольной функциональной группой, можно вы-
делить несколько известных механизмов их ан-
тирадикального действия. В водных средах име-
ет место последовательный перенос электрона и
протона. Если потеря протона предшествует ли-
митирующей стадии переноса электрона, то ме-
ханизм именуется SPLET (Sequential Proton
Loss–Electron Transfer) [25, 27], и в реакции непо-
средственно участвует ионизированная форма ан-
тиоксиданта ( ). Это характерно для ще-
лочных сред c рН ≥ 7. Если потеря протона следует
за медленной стадией переноса электрона, то име-
ет место механизм ET–PT (Electron Transfer–Pro-
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Таблица 2. Прогнозируемые величины тролоксового эквивалента и константы скорости реакции гидроксиаце-
тофенонов с  и , рассчитанные по уравнению (8) и (9)

aОтносительная погрешность расчета .

Соединение
,

л моль‒1 с‒1

a, %
,

л моль‒1 с‒1

a, %

XXI 83 0.014 9.8 1.6 × 103 0.016 11.2

XXII 74 0.012 10.8 1.9 × 103 0.019 7.2

XXIII 54 0.009 12.0 1.2 × 103 0.012 7.4

XXIV 90 0.015 10.7 1.9 × 103 0.019 3.7

XXV 1.3 × 103 0.22 11.8 4.5 × 104 0.45 3.5

XXVI 275 0.046 8.5 9.5 × 103 0.095 3.3

XXVII 243 0.041 10.0 3.6 × 103 0.036 11.1
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ton Transfer) (также упоминается как SET–PT или
SEPT) [27]. Тогда в реакции с радикалом прини-
мает участие молекулярная форма фенольного
антиоксиданта (НООСArOH и ), что
характерно для водных сред с низким значением
рН ≤ 3. В нейтральных средах, где присутствуют и
молекулярная, и ионная формы антиоксиданта,
будут реализовываться оба механизма, на что ука-
зывают исследования, проводимые в области изу-
чения механизмов действия фенольных антиок-
сидантов [27, 28].

ET–PT- и SPLET-зависимым дескриптором
является, как правило, потенциал ионизации мо-
лекулярной и ионной форм фенольного антиок-
сиданта соответственно [27, 28]. Поиск и расчет
дескрипторов осуществляли путем комбинирова-
ния двух методов. Вначале методом QSPR в про-
грамме Marvin 18.14 определяли ионы, доля кото-
рых в системе при заданном рН достаточно вели-
ка, чтобы влиять на скорость лимитирующей
стадии. Затем для выбранных ионов методом
DFT рассчитывали значения потенциалов иони-
зации карбоксилат- ( ) и фенолят-
ионов ( ) кислот.

Между вычисленными SPLЕT- и ЕТ–РТ-зави-
симыми дескрипторами (табл. 1) и эксперимен-
тальными константами скоростей (  и

) устанавливали одно- и двухфактор-
ные линейные регрессионные зависимости
(уравнения (4)–(7)), по коэффициентам корре-
ляции которых видно, что влияние 
(как ЕТ–РТ-зависимого дескриптора) соизмери-
мо с  (как SPLЕT-зависимого дескрип-
тора), а значит, в системе перенос электрона с фе-
нолкарбоновой кислоты на радикал, вероятно,
представляет собой комбинацию SPLET- и ЕТ–
РТ-механизмов:
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(7)

где n – число опытов;  – полный парный ко-
эффициент корреляции; F – критерий Фишера
проверки значимости линейной регрессии; p –
уровень значимости, при котором может быть
принята нуль-гипотеза (о равенстве нулю истин-
ного углового коэффициента уравнения регрес-
сии). Sest – стандартная ошибка оценки (или
стандартное отклонение ошибок предсказания)
– является мерой точности величин, предсказан-
ных по предложенной линейной модели.

Поскольку линейная связь между значениями
потенциалов ионизации карбоксилат- и фено-
лят-ионов (табл. 1) не превышает 0.9 ( = 0.868),
то разрешить сложившуюся двойственную ситуа-
цию можно путем установления двухфакторных
линейных регрессионных зависимостей АРА фе-
нолов в реакции с DPPH• и АРОО• одновремен-
но со SPLЕT- и ЕТ–РТ-зависимыми дескрипто-
рами:

(8)

(9)

где rpart – частный коэффициент корреляции.
Как видно (уравнения (8), (9)) из значений

множественного коэффициента корреляции (  =
= 0.984 и 0.978 ) и детерминации (  = 0.969 и
0.957), выбранная линейная модель с двумя фак-
торами  и  более

адекватно описывает экспериментальные данные
в отличие от однофакторных регрессий, и вариа-
ция  на 96.9 и 95.7% может быть обу-
словлена вариацией независимых переменных.
Критерий Фишера F проверки значимости ли-
нейной модели регрессии высокий при уровне
значимости p < 0.0000.

Обязательным элементом многофакторного
анализа является вычисление частных коэффи-
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циентов корреляции , отражающих степень
линейной взаимосвязи между двумя переменны-
ми (зависимой и независимой), рассчитанную
после устранения влияния всех других независи-
мых переменных [26]. Установлено, что частный
коэффициент корреляции уменьшается по срав-
нению с полным парным коэффициентом корре-
ляции (уравнения (4), (5), (8) и (6), (7), (9)), а сле-
довательно, один аргумент, который исключили
из регрессии, не маскирует истинную взаимо-
связь между функцией и вторым аргументом,

оставшимся в линейной зависимости. Для вы-
бранной и статистически аргументированной мо-
дели построен трехмерный график зависимости
между параметром АРА фенолов и их квантово-
химическими дескрипторами (рис. 4).

На этапе формирования прогностической мо-
дели двухфакторные регрессии объединяли в си-
стему уравнений, связанную с кинетической схе-
мой, которая реализуется в заданной реакцион-
ной среде. Полученная комплексная взаимосвязь
в общем виде представлена на схеме 1:

Схема 1. Алгоритм скрининга природных фенольных антиоксидантов в средах 
с физиологическим рН на основе прогностической регрессионно-классификационной модели 

“дескриптор–активность”.

Такой подход в области исследования природ-
ных фенольных антиоксидантов был реализован
впервые и позволил сформировать новую регрес-
сионно-классификационную модель скрининга
фенолкарбоновых кислот по АРА.

Рассмотрим принцип отбора антиоксидантов
в рамках предложенной регрессионно-классифи-
кационной модели. Вначале проводят неэмпири-
ческий расчет химической структуры фенольного
антиоксиданта в нейтральной водной среде. За-

тем по вычисленному механизм-зависимому де-
скриптору с помощью уравнений регрессии про-
гнозируют константу скорости реакции с различ-
ными радикалами. На первом этапе оценки
применяют уравнение для расчета константы

скорости реакции фенолов с радикалом .
Если прогнозируемая величина константы боль-
ше, чем у эталонного АО тролокса, то исследуемое
соединение относится к группе веществ с высокой
активностью. На втором этапе антирадикальные

partr

Создание модели
и оптимизация

геометрии фенола

PI–OOCArOH,

Расчет k по уравнению:
ln k = 42.9 – 4.3 × PI–OOCArOH –

– 2.5 × PI–OOCAr–

Расчет k по уравнению:
ln k = 58.4 – 4.0 × PI–OOCArOH – 5.8 × PI–OOCAr–

PI–OOCAr–

Вычисление
дескриптора:

Нейтральная
(pH 7.35)

k ≥ 6 × 103

k ≥ 1 × 105

Да

Ф
ен

ол
с 

вы
со

ко
й 

A
PA

Ф
ен

ол
со

 с
ре

дн
ей

 A
PA

Ф
ен

ол
со

 н
из

ко
й 

A
PA

Нет

Нет

Да

[ET – PT +
+ SPLET]

Природа
реакционной

среды

•DPPH



КИНЕТИКА И КАТАЛИЗ  том 62  № 6  2021

ДВУХФАКТОРНАЯ ПРОГНОСТИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ 689

свойства оставшихся соединений проверяют с О-

центрированным радикалом  и по результа-
там сравнения с тролоксом фенолы разбивают еще
на две группы – вещества со средней и низкой АРА.

Прогностическую способность предложенной
модели проверяли на контрольной группе ве-
ществ, коими являются гидроксиацетофеноны –
растительные фенолы, которые имеют близкую с
фенолкарбоновыми кислотами структуру, не от-
носятся к известным антиоксидантам и не входят
в исследованную ранее группу веществ.

Следуя логике алгоритма (схема 1), по рассчи-
танным SPLET- и ET–PT-зависимым дескрипто-
рам с помощью двухфакторного уравнения (8)

были вычислены константы  скорости

реакции AcArOH с  (табл. 2).

Для всех изученных AcArOH значения кон-
стант  низкие, они менее активны, чем
эталонный антиоксидант – тролокс

, а значит, среди них нет фе-

нолов с высокой АРА.

Тогда, согласно предложенной модели, иссле-
дуемая выборка в полном объеме переходит на

АРООi

( )•
расч
DPPH pH 7k

•DPPH

( )•
расч
DPPH pH 7k

( )

( )

•

•

DPPH pH 7
Tx
DPPH pH 7 расч

1
k

k

  
   <
  
  

второй этап скрининга в реакции с  (табл. 2).
В этом случае прогнозируемая константа

 значительно возрастает по сравнению с
константой для гидразильного радикала

, но по-прежнему ни один из представ-
ленных AcArOH по своей АРА не превышает та-
ковую у тролокса. Только одно соединение XXV
(2,5-гидроксиацетофенон) потенциально может
проявить активность в два раза ниже, чем у тро-
локса. Результаты прогноза таковы, что с боль-
шой долей вероятности в средах с физиологиче-
ским рН гидроксиацетофеноны будут обладать
низкой активностью в реакции со свободными
радикалами. Примечательно, что прогностиче-
ская (табл. 2) и эмпирическая (табл. 1) оценки
совпадают. Хорошие сходимости предсказанных
и экспериментальных констант, а также низкие
погрешности аппроксимации, не выше 10–12%,
подтверждают высокую прогностическую спо-
собность предложенной регрессионно-класси-
фикационной модели.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе путем комбинирования

методов DFT и QSPR предложены алгоритмы по-
иска и расчета механизм-зависимых дескрипто-
ров молекулярных и ионных форм фенолкарбо-

•АРOO

( )•
расч
АРОО pH 7k

( )•
расч
DPPH pH 7k

Рис. 4. 3D-график зависимости  от , , построенный в системе Statistica Demo 6.
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новых кислот. Эмпирический параметр активно-
сти вещества, то есть константы скоростей
реакций фенолов с радикалами, определяли по
специально выбранным методологиям, повыша-
ющим точность измеряемых величин. Впервые
получены готовые системы полуэмпирических
уравнений, связанные с кинетическими схемами
и позволяющие одновременно количественно
оценить АРА природных фенолов и разделить их
на группы веществ с разной реакционной способ-
ностью. При создании новой регрессионно-клас-
сификационной модели с высокой прогностиче-
ской способностью использовали комплексный
подход “среда–механизм–дескриптор–актив-
ность”, что позволяет решить одну из главных
проблем методологии QSAR – учет данных о ме-
ханизме проявления активности вещества, а так-
же найти новые направления в области традици-
онного моделирования “структура–активность”
и улучшить прогностическую способность полу-
чаемых моделей.
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Two-Factor Predictive Model of the Antiradical Activity of Hydroxybenzoic Acids 
in Media with Physiological pH

N. I. Belaya1, *, A. V. Belyi1, I. N. Shcherbakov2, and E. A. Budnikova1

1Donetsk National University, Universitetskaya str., 24, Donetsk, 283001 Ukraine
2Southern Federal University, Bolshaya Sadovaya str. 105/42, Rostov-on-Don, 344006 Russia

*е-mail: nat.iv.belaya@gmail.com

A regression classification algorithm for the screening of natural hydroxybenzoic acids on the antiradical ac-
tivity in media with physiological pH is proposed. Model is based on the combination of two-factor linear re-
gressions “descriptor–activity” and specialized kinetic reaction scheme. The developed model solves the problem
of simultaneous quantitative assessment of the activity of phenolcarboxylic acids and their separation into groups
of substances with high, medium and low reactivity. Its high predictive ability was proved by studying the rate con-
stants of radical oxidation reactions of the control group of substances (hydroxyacetophenones) with nitrogen- and
oxygen-centered radicals, the relative approximation error does not exceed 12%. 

Graphic abstract

Keywords: hydroxybenzoic acids, antioxidant, 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl, amidinoisopropane peroxyl
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