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Среди фенольных соединений растений одно из 
первых мест по распространенности принадлежит 
флавоноидам [1, 2], вызывающим многообразные 
биологические и фармакологические эффекты в 
организмах человека и животных. Их биологиче-
ское действие объясняют регуляцией окислитель-
но-восстановительных процессов, стабилизацией 
клеточных мембран, модуляцией активности фер-
ментов и рецепторов [1–3].

В широком спектре биологической активности 
флавоноидов наиболее важное место занимает их 
способность дезактивировать активные формы 
кислорода (O2

•–, НОО•, НО• и т. д.) [1, 2], прини-
мающие участие в важнейших физиологических 
процессах в живых клетках, но при повышенной 
концентрации негативно влияющие на организм 
человека. Для регулирования опасных послед-
ствий существует защитный механизм, в реализа-

ции которого важная роль отводится природным 
антиоксидантам, в том числе флавоноидам и их 
производным. Изучение и прогнозирование ки-
нетики и механизма их радикального окисления, 
установление молекулярных дескрипторов, ответ-
ственных за скорость окисления, а также оптими-
зация условий реакции ‒ перспективное направле-
ние исследований в химии, биохимии, медицине и 
фармации.

Создание прогностического регрессион-
но-классификационного алгоритма скрининга ан-
тирадикальной активности флавоноидов на основе 
исследования кинетики их радикального окисле-
ния в физиологических средах и формирования 
системы регрессий дескриптор–активность ‒  
актуальная задача.

На первом этапе создания прогностической 
модели нами проведен эмпирический отбор анти-
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оксидантов 1–22 по антирадикальной активности 
в реакции со стабильным радикалом ‒ 2,2-дифе-
нил-1-пикрилгидразилом (DPPH•) в смеси раство-
рителей диметилсульфоксид–буфер (рН 7.35) мето-
дом фотоколориметрии и в реакциях с активными 
формами кислорода – анион-радикалом кислоро-
да и его протонированной формой (O2

•–/HOO•) ‒  
методом хроновольтамперометрии.

Реакция ArOH с DPPH• в системе ДМСО–
буфер (рН 7.35). Объекты исследования ‒ расти-
тельные фенолы [1, 2] группы флавоноидов 1–9, 
а также соединения, либо участвующие в биосин-
тезе флавоноидов (гидроксикоричные кислоты 
10–15), либо моделирующие их некоторые струк-

турные фрагменты (гидроксиацетофеноны 16–22) 
(схема 1). Изучение реакционной способности со-
единений по отношению к свободным радикалам 
проводили на обучающей группе (соединения 1–7, 
10–13, 16–19), а проверку установленных законо-
мерностей ‒ на контролирующей выборке (соеди-
нения 8, 9, 14, 15, 20–22). В качестве эталонного 
антиоксиданта использовали водорастворимый 
аналог витамина Е – тролокс (Тх) 23.

В смеси растворителей ДМСО–буфер (доля бу-
фера до 30 об%) в присутствии соединений 1–22 
происходит расходование DPPH•, которое можно 
зафиксировать в приемлемом временном интерва-
ле (рис. 1). При добавлении указанного количества 

1 – катехин (R1 = OH, R2 = H), 2 – галлокатехин (R1 = R2 = OH); 3 – кемпферол (R1 = R2 = R3 = R4 = H), 4 – кверцетин  
(R1 = R4 = R3 = H, R2 = OH), 5 – изорамнетин (R1 = R3 = R4 = H, R2 = ОСН3), 6 – морин (R1 = OH, R2 = R3 = R4 =  
H), 7 – мирицетин (R1 = R4 = H, R2 = R3 = OH), 8 – кверцитрин (3-рамнозид кверцетина) (R1 = R3 = H, R2 = OH,  
R4 = L-рамноза), 9 – дигидрокверцетин (R1 = R4 = R3 = H, R2 = OH); 10 – 2-гидроксикоричная кислота (R1 = OH, R2 =  
R3 = R4 = H), 11 – 3-гидроксикоричная кислота (R1 = R3 = R4 = H, R2 = OH), 12 – 4-гидроксикоричная кислота (R1 = R2 =  
R4 = H, R3 = OH), 13 – 3,4-дигидроксикоричная кислота (R1 = R4 = H, R2 = R3 = OH), 14 – 4-гидрокси-3-метоксико-
ричная кислота (R1 = R4 = H, R2 = OСH3, R3 = OH), 15 – 4-гидрокси-3,5-диметоксикоричная кислота (R1 = H, R2 =  
R4 = OСH3, R3 = OH); 16 – 2-гидроксиацетофенон (R1 = OH, R2 = R3 = R4 = H), 17 – 3-гидроксиацетофенон (R1 = R3 = 
R4 = H, R2 = OH), 18 – 4-гидроксиацетофенон (R1 = R2 = R4 = H, R3 = OH), 19 – 2,4-дигидроксиацетофенон (R1 = R3

 = 
OH, R2 = R4 = H), 20 – 2,5-дигидроксиацетофенон (R1 = R4 = OH, R2 = R3 = H), 21 – 3,4-дигидроксиацетофенон (R1 = 
R4 = H, R2 = R3 = OH), 22 – 4-гидрокси-3-метоксиацетофенон (R1 = R4 = H, R2 = ОСН3, R3 = OH); 23 – тролокс (6-гид- 
рокси-2,5,7,8-тетраметил-3,4-дигидро-2Н-хромен-2-карбоновая кислота).
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буфера в ДМСО полярность среды изменяется не-
значительно, но реакционная способность фено-
лов ArOH резко увеличивается.

Поскольку гидразильный радикал нерастворим 
в воде, а скорость реакции при большом количе-
стве буфера настолько велика, что не позволяет 
корректно оценить начальные участки кинетиче-
ских кривых, величину антирадикальной активно-
сти соединений 1–23 в чистом буфере (kDPPH•(pH 7)) 
определяли из линейной зависимости (1) lnkДМСО–

буфер от объемной доли буфера, вводимого в реак-
ционную смесь.

ln kДМСО–буфер = ln kDPPH• (ДМСО) WДМСО 
+ ln kDPPH• (pH 7) (1 – WДМСО),                   (1)

WДМСО, (1 – WДМСО) – доли ДМСО и буфера в сме-
си растворителей.

Из углового параметра линейных регрессий, 
полученных в координатах уравнения (1), рассчи-
тывали константы скорости реакции kDPPH•(pH 7)  
буфере с физиологическим значением рН. Отно-
шение константы исследуемого соединения к кон-
станте для тролокса представляет собой так назы-
ваемый тролоксовый эквивалент 

нений. Присутствие в среде с физиологическим 
рН недиссоциированных молекул ArOH установ-
лено (рис. 2а) по величинам констант диссоцτиа-
ции и из распределения ионных форм соединения 
в зависимости от рН среды, рассчитанных мето-
дом QSPR в программе Marvin 18.14 [5] (исполь-
зован линейный регрессионный анализ и коррек-
ционная библиотека экспериментальных данных). 
В нейтральных средах с физиологическим рН в 
реакцию (2) с радикалом вступают образовавшие-
ся при диссоциации фенолят-ионы и недиссоции-
рованные молекулы.

Рис. 1. Кинетические кривые расхода DРРН• в реакции 
с морином 6 (с 8×10–5 моль/л) при 298±2 K в смеси 
ДМСО с добавками буфера, рН 7.35, об%: 1 – 6; 2 – 15; 
3 – 22; 4 – 30. 

( )
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•DPPH pH 7
• TxE(DPPH )

•DPPH pH 7

,
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T
k
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который показывает, во сколько раз антирадикаль-
ная активность изученного соединения отличается 
от активности реперного антиоксиданта [4].

Из величин kDPPH•(pH 7) (табл. 1) следует, что в 
нейтральной среде наиболее активны в реакции 
с гидразильным радикалом соединения группы 
флавоноидов (4, 6, 7) с двумя и более электроно-
донорными группами ОН в кольце (тролоксовый 
эквивалент TE(DPPH•)близок к 1). Низкие константы 
характерны для производных ацетофенона 16–19 с 
электроноакцепторной кетогруппой >С=О.

Участие в лимитирующей стадии ионизиро-
ванных форм ArOH подтверждается влиянием 
природы среды на кинетику реакции с участием 
с DPPH•. Замена нейтрального буфера на чистый 
ДМСО приводит к уменьшению константы ско-
рости реакции kDPPH•(ДМСО) (табл. 1) вследствие 
снижения концентрации активных фенолят-ионов 
из-за подавления диссоциации фенольных соеди-

( )

( )

•

   
 •DPPH pH 7     – .

ArO ArOH DPPH  

ArO DPPH
k

−

= •

+

→ + (2)

Экспериментальная константа скорости 
kDPPH•(pH 7) представляет собой линейную комби-
нацию констант скоростей реакций DPPH• с мо-
лекулярной и ионной формами фенолов. Антира-
дикальная активность соединений 1–23 в реакции 
(2) подтверждена взаимодействием с активными 
формами кислорода O2

•– и HОО•.
Реакция ArOH с O2

•–/HОО• до Н2О2 при элек-
тровосстановлении О2 на ртутном пленочном 
электроде при рН 7.35. Способ определения кон-
стант скоростей реакций фенольных соединений 
с активными формами кислорода при электровос-

τ, c
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становлении О2 до Н2О2 (ЭВ О2) на ртутном пле-
ночном электроде (РПЭ) методом хроновольтам-
перометрии детально описан [6]. Восстановление 
кислорода происходило только до пероксида водо-
рода [реакции (3)–(5)], в качестве интермедиатов 
в нейтральных средах образуются O2

•– и HОО•, их 
присутствие в системе подтверждено расчетными 
и экспериментальными методами.

Сначала рассчитывали распределение доли 
протонированной и депротонированной форм O2

•– 
в зависимости от рН среды в программном пакете 
Marvin 18.14. До рН 3 присутствует только HОО• 
(рис. 2б), а начиная с рН 8 ‒ форма O2

•–. При фи-
зиологическом рН в системе присутствует смесь 
HОО• (4%) и O2

•– (96%) с преобладанием послед-
него. Форма O2

•– обнаружена в реакционной сме-
си экспериментально в присутствии тетразолия 
синего (NBT) [7]. При электровосстановлении О2 
с увеличением рН среды (от 7 и более) в спектре 
реакционной смеси наблюдается возрастание мак-
симума поглощения при 530 нм, принадлежащего 
продукту взаимодействия O2

•– с NBT – формазану.

Таблица 1. Экспериментальные константы скорости (k) реакции соединений 1–23 с DPPH• и O2
•–/HOO• , а также  

потенциалы ионизации их молекулярных и ионных форм (PIArOH, PIArO–), рассчитанные методом DFT B3LYP/ 
6-311++G(d,p), РСМ

№
kDPPH• (ДМСО),  

л/(моль∙с)
kDPPH• (pH 7),  
л/(моль∙с)

TE(DPPH•)
a kO2•–/HOO•(pH 7),  

л/(моль∙с)
 TE(O2•–/HOO•)

б рKа 
в PIArOH, 

эВ
PIArO–, 

эВ
Обучающая выборка 

1 (4.7±0.3)×102 (7.5±0.3)×102 0.11 (9.0±0.4)×103 0.50 9.01 5.92 4.36
2 (5.0±0.3)×102 (1.60±0.08)×103 0.24 (9.1±0.4)×103 0.50 8.73 5.89 4.33
3 (3.54±0.14)×102 (1.50±0.08)×103 0.23 (1.22±0.04)×104 0.68 6.38 5.85 4.21
4 (1.32±0.05)×102 (5.20±0.22)×103 0.79 (1.88±0.09)×104 1.0 6.38 5.82 4.19
5 (9.9±0.3)×102 (2.49±0.08)×103 0.38 (1.50±0.04)×104 0.83 6.38 5.83 4.21
6 (2.45±0.07)×102 (2.42±0.08)×104 3.67 (3.49±0.16)×104 1.9 6.37 5.74 4.08
7 (1.41±0.05)×102 (4.46±0.21)×103 0.68 (1.51±0.05)×104 0.84 6.37 5.79 4.16
10 < 0.01 200±8 0.03 (4.9±0.3)×103 0.27 9.35 5.75 4.41 
11 < 0.01 62±2 0.009 (2.9±0.09)×103 0.16 9.43 5.84 4.49 
12 < 0.01 (1.10±0.07)×103 0.17 (9.0±0.4)×103 0.50 9.52 5.49 4.35 
13 (4.84±0.15)×102 (3.20±0.09)×103 0.49 (1.19±0.08)×104 0.66 9.28 5.46 4.27 
16 111±4 190±8 0.029 (7.6±0.3)×103 0.42 9.15 6.40 4.39
17 76±3 618±19 0.094 (6.59±0.28)×103 0.37 8.92 6.47 4.31
18 71±3 324±10 0.049 (5.80±0.26)×103 0.32 7.79 6.53 4.34
19 96±4 275±9 0.042 (8.0±0.3)×103 0.44 7.88 6.39 4.36 

Контролирующая выборка 
8 (7.5±0.3)×102 (4.30±0.21)×103 0.65 (1.50±0.05)×104 0.83 6.37 5.80 4.18
9 (3.2±0.14)×102 (1.90±0.09)×104 2.9 (2.68±0.12)×104 1.5 7.74 5.67 4.07
14 (4.03±0.15)×102 (8.2±0.3)×103 1.2 (2.30±0.12)×104 1.3 9.98 5.38 4.15 
15 (3.15±0.14)×102 (1.00±0.06)×104 1.5 (1.91±0.08)×104 1.1 9.41 5.40 4.13 
20 550±21 (6.3±0.3)×103 0.96 (2.2±0.08)×104 1.2 9.22 5.89 4.16 
21 159±5 (3.8±0.21)×103 0.58 (1.46±0.08)×104 0.81 7.91 6.23 4.19 
22 71±3 178±8 0.027 (5.20±0.25)×103 0.29 8.28 6.12 4.44

а Константа скорости реакции тролокса 23 с DPPH• при рН 7.35, Т 298 K: kTx 
DPPH•  (6.60±0.25)×103 л/(моль∙с). 

б Константа скорости реакции тролокса 23 с  при рН 7.35, Т 298 K: kTx
O•2–/HOO• (pH 7) (1.80±0.08)×104 л/(моль∙с). 

в рKа для 1-й ступени диссоциации флавоноидов 1–9  и гидроксиацетофенонов 16–22  и для 2-й  ступени диссоциации гидрокси-
коричных кислот 10–15.

(3)

(4)

(5)

2 2O O ,e− •−+ 

2O H HOO ,•− + •+ 

2 2HOO H H O .e• − ++ + 
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Введение в систему ArОН потенциальных ак-
цепторов O2

•–/HОО• приводит к смещению по-
тенциала пика электровосстановления О2 (Ep

k) 
в положительную область в результате изме-
нения механизма электрохимической реакции  
(рис. 3). На основе литературных данных [8–10] 
по изучению электровосстановления О2 на РПЭ в 
присутствии фенольных антиокислителей можно 
предположить, что исследуемая реакция протека-
ет как электродный процесс с последующей лими-
тирующей химической реакцией. Для упрощения 
исследования кинетики реакции концентрацию 
ArОН устанавливали с превышением в 20 и более 
раз концентрации кислорода. В таком случае хи-
мическая реакция протекает по псевдопервому по-
рядку, и электровосстановление О2 в присутствии 
ArОН можно представить как обратимый элект-
родный процесс с последующей необратимой ре-
акцией (6).

висимость (7) потенциала кинетического пика (Ep
k) 

от логарифма развертки потенциала ln(1/v) линей-
на (с наклоном RT/2Nf).

Рис. 2. (а) Распределение доли ионных форм кемпферола в зависимости от рН среды (вода, 298 K) и (б) распределение доли 
протонированной (1) и депротонированной (2) форм супероксид анион-радикала кислорода в зависимости от рН среды. 1 – 
ArOН; 2 – ArO– (7-ОН); 3 – ArO2– (5,7-ОН); 4 – ArO– (5-ОН). На рисунке представлено распределение ионов, доля которых 
превышает 5%. Расчет проведен в программе Marvin 18.14.

Рис. 3. Хроновольтамперограммы электровосстановле-
ния О2 до Н2О2 при рН 7.35, 298 K, в присутствии мо-
рина 6 (с 5×10–5 моль/л) при разных скоростях разверт-
ки потенциала: 1 – 0.02; 2 – 0.04; 3 – 0.06; 4 – 0.08 В/с.

( ArOH), 1
2 2 2O /HOO H O ArO .k+•− • •→ + (6)

Согласно теории электродного процесса с по-
следующей химической реакцией [11], для ре-
акций первого порядка (6) сформулированы 
основные диагностические критерии [12, 13]: за-

k 1
p 1/2 0.78 ln ln ,

2 2
kRT RT RT RTE E

nF nF nF nF v
= − + +

k
p 1/2 1

10.78 ln ln  ln .
2 2 2

RT RT RT RT RTE E k
nF nF nF nF nF v

 = − + + + 
 

(7)

Здесь Ep
k – потенциал тока пика электровосста-

новления О2 до Н2О2 в присутствии ArОН, В;  
k1 – константа скорости последующей химической 
реакции ArОН с HОО• первого порядка (в избыт-

3                      5                      7    pH

2 2O O ,e− •−+ 

2O H HOO ,•− + •+ 
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ке ArОН), 1/с; n – число электронов, участвующих 
в лимитирующей стадии; v – скорость развертки 
потенциала, В/с; E1/2 – обратимый потенциал по-
луволны электровосстановления О2 до Н2О2, В. 
Обратимый потенциал полуволны (E1/2 –0.27 В) 
определяли согласно работе [6].

Из уравнения (7) следует, что в реакции вос-
становления потенциал пика Ep

k смещается отно-
сительно обратимого потенциала полуволны Е1/2 
в направлении положительных потенциалов. Это 
смещение тем больше, чем выше константа ско-
рости последующей химической реакции первого 
порядка k1 и чем меньше скорость развертки на-
пряжения поляризации v. Указанные закономерно-
сти выполняются для исследуемой реакции, если 
n = 1.

В серии измерений при v 0.02–0.08 В/с про-
водили восстановление О2 в присутствии ArOH 
(рис. 3). Затем в координатах уравнения (7) с по-
мощью линейного регрессионного анализа стро-
или зависимость Ep

k от ln (1/v) (с коэффициентом 
корреляции r > 0.98), по величине углового пара-
метра которой вычисляли число электронов (n = 
0.99–1.03), участвующих в лимитирующей стадии, 
а по свободному параметру – величину k1. Из зна-
чений константы скорости псевдопервого порядка 
k1 для разных начальных концентраций [ArOH]0 
([ArOH]0 >> [O2]0) рассчитывали порядок реакции 
по фенольному соединению (nArOH = 0.98–1.04) 
и константу скорости реакции второго порядка  
(kО•2–/HOO• (pH 7)) (табл. 1) в координатах уравнения (8).

константы скорости реакции второго порядка  
kО•2–/HOO• (pH 7) могут быть характеристикой антира-
дикальной активности фенолов (табл. 1). Наиболее 
реакционноспособны по отношению к радикалу 
флавоноиды 2–7, а также некоторые гидроксико-
ричные кислоты 12, 13.

Из величин рKа ArОН, рассчитанных в про-
грамме Marvin 18.14, следует (табл. 1), что при 
рН 7.35 в системе присутствуют молекулярные и 
ионные формы фенолов. В этом случае химиче-
ская реакция ArOH с О2

•– и HОО• может протекать 
как по механизму переноса электрона с фенола на 
радикал с последующим отщеплением протона от 
образующегося катион-радикала (ET–PT), так и по 
механизму переноса электрона от фенолят-иона на 
радикал (SPLET) (9) [4, 14].

2
1

O
HOO

W k
•−

•

 
=  

  

при

ArOH
0 2 0 1 O /HOO (pH 7)2

[ArOH] [O ] [ArOH]nk k •− •>> =

1 ArOHO /HOO (pH 7)2
ln ln[ArOH],k k n•− •= +

W – скорость химической реакции (6).
Поскольку порядок реакции по радикалу HОО•, 

установленный путем линеаризации данных в 
координатах уравнения (7), равен 1, а порядок 
по ArOH также не превышает 1, то общий поря-
док реакции ArOH с HОО• ‒ второй. Найденные 

(8)

( )

( )

• •
2

  
• •O /HOO pH 7    •2

2 2 .

ArO ArOH   O /HOO

H O ArO
k

− −

−


+

+→ (9)

Механизм отрыва атома Н с участием молеку-
лярной формы ArОН не рассматривался, посколь-
ку вероятность его протекания в полярных средах 
крайне мала [15, 16].

В отличие от реакции с DPPH•, антирадикаль-
ная активность относительно тролокса (10) у всех 
исследованных соединений обучающей выборки 
при взаимодействии с О2

•–/HOO• возрастает (табл. 1).

( )
( )

( )

• •O /HOO pH 72
• • TxO /HOO2 • •O /HOO pH 72

.
E

k
T

k

−

−
−

= (10)

Сравнительный анализ TE(DPPH•) и TE(О•2–/HOO•) 
свидетельствует о том, что модельная реакция с 
DPPH• позволяет провести первичный отбор ве-
ществ с антирадикальными свойствами и выявить 
самые эффективные антиоксиданты. Наиболее 
чувствительна реакция с О2

•–/HOO•, по величи-
нам констант скоростей которой можно опреде-
лить соединения с меньшей реакционной спо-
собностью. Если вещество проявляет высокую 
антирадикальную активность (TE(DPPH•) ≥ 1) в реак-
ции с DPPH•, то оно активно и в реакции с О2

•–/HOO•  
(TE(О•2–/HOO•)  ≥ 1). В то же время соединения, ак-
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тивные в реакции с О2
•–/HOO•, с гидразильным ра-

дикалом такую активность могут и не проявить. В 
реакции с DPPH• активность морина 6 выше, чем 
у тролокса (табл. 1), и его можно отнести к группе 
антиоксидантов с высокой антирадикальной актив-
ностью. В реакции с О2

•–/HOO• (кроме соединения 
6) TE(О•2–/HOO•)  ≥ 1 у кверцетина 4, относящегося 
к группе веществ со средней антирадикальной ак-
тивностью. Для соединений 1–3, 5, 7–19 TE(DPPH•) 
и TE(О•2–/HOO•)  меньше единицы (вещества с низкой 
антирадикальной активностью).

Таким образом, исследование кинетики реак-
ции ArOH с N- и О-центрированными радикалами 
позволило сформировать кинетическую схему ре-
акций (2), (9), позволяющую разделить природные 
фенолы на группы с высокой, средней и низкой ан-
тирадикальной активностью.

Квантово-химический расчет молекулярных 
дескрипторов ArOH, зависимых от механизма 
реакции. Следующий этап разработки прогности-
ческой модели направлен на выбор молекулярных 
дескрипторов фенолов, связанных с лимитирую-
щей стадией механизма реакции.

Исследование кинетики и механизма реакции 
фенольных антиоксидантов со свободными ради-
калами в нейтральных средах ‒ наиболее сложный 
этап, поскольку в системе присутствуют одновре-
менно молекулярные и ионные формы фенолов. В 
этом случае комбинируются механизмы SPLET и 
ЕТ–РТ с возможным доминированием одного из 
них. К ET–PT- и SPLET-зависимым дескрипторам 
относятся потенциалы ионизации молекулярной и 
ионной форм фенольного антиоксиданта соответ-
ственно [14].

 Поиск и расчет дескрипторов ионной формы 
проводили комбинированием двух методов: сна-
чала в программе Marvin 18.14 определяли ионы, 
доля которых в системе при заданном рН доста-
точно велика, атем для выбранных ионов методом 
DFT рассчитывали потенциалы ионизации фено-
лят-ионов (PIArO–). Квантово-химические расче-
ты проводили с использованием пакета Gaussian 
09 [17] в рамках теории функционала плотности 
(DFT) с гибридным функционалом B3LYP, выбор 
которого обусловлен опубликованными данными 
об успешном его применении для фенольных со-
единений [18].

Поиск стабильных конформеров предваритель-
но проводили полуэмпирическим методом PM6. 
Структуры с минимальной энергией использова-
ли в качестве начального приближения для рас-
четов на уровне B3LYP/6-311++G(d,p) для систем 
с закрытыми оболочками (синглетное основное 
состояние) и на уровне UB3LYP/6-311++G(d,p) – 
для систем с открытыми оболочками (дублетное 
основное состояние). Геометрию структур реаген-
тов и продуктов реакций оптимизировали по всем 
независимым переменным и без ограничений по 
симметрии для водной среды. Влияние раствори-
теля учитывали в рамках модели поляризуемого 
континуума (РСМ) [19]. Для построения поло-
сти растворенного вещества задавали радиусы 
атомных сфер из модели силового поля UFF [20]. 
Стационарные точки определяли, рассчитывая 
матрицу Гессе. Частоты нормальных колебаний 
(в гармоническом приближении) и тепловые по-
правки к свободной энергии (с использованием не 
масштабированных частот) рассчитывали теми же 
методами. Все полученные результаты относятся к 
нормальным условиям (T 298 K, Р 1 атм.) в водной 
среде.

Потенциалы ионизации молекул и ионов рас-
считывали по формулам (11), (12).

( )
( )

•ArOH tot ZPE corr ArOH

tot ZPE corr ArOH ,

 =   

–  

PI E E H

E E H

++ +

+ +

( )
( )

•tot ZPE corr ArOArO

tot ZPE corr ArO .

 =   

–  

PI E E H

E E H

−

−

+ +

+ +

(11)

(12)

Здесь PIArOH – адиабатичес кий потенциал иони-
зации молекулы флавоноида и гидроксиацетофе-
нона (для гидроксикоричных кислот вычисляли 
потенциал ионизации карбоксилат-иона), Etot –  
полная электронно-ядерная энергия частицы,  
EZPE – энергия нулевых колебаний частицы, Hcorr –  
температурная поправка к энтальпии, PIArO– – 
адиабатический потенциал ионизации фенолят-и-
она, образовавшегося по 1-й ступени диссоциации 
флавоноида и гидроксиацетофенона (или по 2-й 
ступени диссоциации гидроксикоричной кислоты).

Анализ полученных результатов (табл. 1) по-
казал, что с возрастанием потенциала ионизации 
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PI реакционная способность антиоксиданта зако-
номерно уменьшается, что обусловлено, согласно 
механизмам ET–РТ и SPLET, замедлением перено-
са электрона от молекулы или от иона к радикалу. 
Изменения PI зависят от структуры соединений. К 
снижению величины PI и, соответственно, к воз-
растанию антирадикальной активности приводит 
увеличение количества групп ОН, их взаимное 
орто- и пара-положение, а также мета-положе-
ние относительно электроноакцепторных групп 
СООН или C=O. Наиболее активны флавонои-
ды кверцетин 4, морин 6, мирицетин 7, а также 
3,4-дигидроксикоричная кислота 13 с низкими 
расчетными потенциалами ионизации в ряду ис-
следуемых веществ обучающей выборки.

 Формирование регрессионно-классифика-
ционного алгоритма скрининга антирадикаль-
ной активности флавоноидов и родственных 
им структур. Между вычисленными SPLЕT- и 
ЕТ–РТ-зависимыми дескрипторами (табл. 1) и 
экспериментальными константами скоростей  
(kDPPH• (pH 7) и kО•2–/HOO• (pH 7)) установлены однофак-
торные линейные регрессионные зависимости в 
системе Statistica Demo 6.0 [21].

Анализ связи антирадикальной активности фе-
нолов (lnkDPPH• (pH 7)) с PIArOH (ЕТ–РТ-зависимым 
дескриптором) не выявил значимой зависимости 
между ними ( ~r = 0.470). Аналогичные данные по-
лучены и для реакций с О2

•–/HOO• ( ~r = 0.335). Бо-
лее выражено влияние PIArO– (SPLЕT-зависимого 
дескриптора), что косвенно свидетельствует о до-
минировании в нейтральных средах SPLET-меха-
низма (13), (14).

потеза (о равенстве нулю истинного углового 
коэффициента уравнения регрессии). Sest – стан-
дартная ошибка оценки (или стандартное откло-
нение ошибок предсказания) ‒ мера точности ве-
личин, предсказанных по предложенной линейной 
модели.

Согласно значениям множественного коэффи-
циента корреляции ( ~r = 0.940 и 0.941 ) и детерми-
нации ( ~r 2 = 0.883 и 0.885), выбранная линейная 
модель адекватно описывает экспериментальные 
данные; критерий Фишера проверки значимости 
линейной модели регрессии имеет высокое значе-
ние F при уровне p < 0.00000.

На этапе формирования прогностической моде-
ли однофакторные регрессии объединяли в систе-
му уравнений, связанную с кинетической схемой, 
которая реализуется в заданной реакционной сре-
де. Регрессионно-классификационный алгоритм 
скрининга антирадикальной активности флавоно-
идов и родственных им структур в средах с физио-
логическим рН представлен на схеме 2.

В соответствии с принципом отбора антиок-
сидантов в рамках предложенной регрессион-
но-классификационной модели вначале проводят 
неэмпирический расчет химической структуры 
фенольного антиоксиданта в нейтральной водной 
среде, затем по вычисленному дескриптору, зави-
симому от механизма, с помощью уравнений ре-
грессии прогнозируют константу скорости реак-
ции с различными радикалами. На первом этапе 
оценки применяется уравнение для расчета кон-
станты скорости реакции фенолов с радикалом 
DPPH•. Если прогнозируемая величина константы 
больше, чем у эталонного антиоксиданта тролок-
са, то исследуемое соединение относят к группе 
веществ с высокой активностью. На втором этапе 
антирадикальные свойства оставшихся соедине-
ний проверяют в реакции с О2

•–/HOO• и по резуль-
татам сравнения с тролоксом фенолы разбивают 
на две группы – вещества со средней и низкой ан-
тирадикальной активности.

Проверка прогностической модели на кон-
трольной группе веществ. Прогностическую 
способность предложенной модели проверяли на 
контрольной группе соединений 8, 9, 14, 15, 20–22, 
которые относятся к тем же классам растительных 
фенолов, что и соединения обучающей выборки.

( )p ArO ,•DPPH H 7
(65 6)l (13.4 1.n 4)Pk I −= ± − ±

( )O ArO ,• •O /H O pH 72
(31.3 2.2) (5.l 2 0.n 5) Ik P −− = ± − ±

(13)

(14)

Здесь n – число опытов,  ~r – парный коэффициент 
корреляции, F – критерий Фишера проверки зна-
чимости линейной регрессии, p – уровень значи-
мости, при котором может быть принята нуль-ги-

n = 15;  ~r = 0.940;  ~r 2 = 0.883; F = 98; p < 0.00000;  
Sest = 0.55

n = 15;  ~r  = 0.941; ~r 2 = 0.885; F = 100; p < 0.00000;  
Sest = 0.21.
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Следуя логике алгоритма (схема 2), по рассчи-
танному SPLET-зависимому дескриптору с помо-
щью однофакторного уравнения (13) были вычис-
лены константы kрасч

DPPH• (pH 7) скорости реакции 
ArOH с DPPH• (табл. 2).

В ряду исследованных ArOH величины кон-
стант kрасч

DPPH• (pH 7)выше, чем у тролокса у соеди-
нений 9, 14, 15 и их можно отнести к фенолам с 
высокой антирадикальной активностью (АРА).

Оставшиеся вещества переходят на второй этап 
скрининга в реакции с О2

•–/HOO•. Прогнозируе-
мые по уравнению (14) константы kрасч

О•2–/HOO• (pH 7)  
реакций имеют невысокие значения  
(ТE(О•2–/HOO•)расч. < 1), кроме 2,5-дигидроксиацето-
фенона 20 с активностью выше, чем у тролокса 
(табл. 2). Следуя предложенному алгоритму скри-
нинга, указанное соединение можно отнести к фе-
нолам со средней антирадикальной активностью. 
Остальные вещества 8, 21, 22 входят в группу ан-
тиоксидантов с низкой реакционной способностью.

Хорошие сходимости предсказанных и экспе-
риментальных констант, а также низкие погреш-

Схема 2.

Таблица 2. Прогнозируемые величины тролоксового эквивалента и константы скорости реакции ArOH с DPPH• и 
О2

•–/HOO•, рассчитанные по уравнениям (15) и (16)

№ kрасч.
DPPH• (pH 7), 

л/(моль∙с) TE(DPPH•)расч. Δk(DPPH•)
a, % kрасч

O2•–/HOO•(pH 7),  
л/(моль∙с) TE(O2•–/HOO•)расч. Δk(O2•–/HOO•)

a, %

8 4.9×103 0.75 15.0 1.7×104 0.95 14.5
9 2.2×104 3.3 13.2 3.0×104 1.7 13.0
14 7.0×103 1.1 14.4 2.0×104 1.1 14.6
15 9.3×103 1.4 7.0 2.2×104 1.2 14.7
20 6.5×103 0.98 2.5 1.92×104 1.1 13.4
21 4.3×103 0.66 12.6 1.62×104 0.91 11.7
22 1.5×102 0.023 15.0 4.5×103 0.25 13.7

a Относительная погрешность расчета Δk = (|kэксп – kрасч|/kэксп)×100%.

( )
( )

( )

расч.
•DPPH pH 7

• TxE DPPH
•расч. DPPH pH 7

1.
k

T
k

 
 = ≥ 
 
 
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ности аппроксимации (Δk не выше 15%) подтвер-
ждают высокую прогностическую способность 
предложенной регрессионно-классификационной 
системы скрининга антирадикальной активности 
растительных фенолов. Такой прогностический 
подход хорошо зарекомендовал себя при исследо-
вании широкого ряда гидроксибензойных кислот 
[22].

Поскольку k и kрасч различаются незначительно, 
константы скорости объединяли в одну выборку 
данных (соединения 1–22) и коррелировали (15), 
(16) с соответствующими потенциалами иониза-
ции ионов (рис. 4).

ся, все точки лежат в границах доверительного ин-
тервала (рис. 4). Значит, данные контролирующей 
выборки могут быть внесены в общее регрессион-
ное уравнение.

Таким образом, комбинированием методов DFT 
и QSPR проведен поиск и расчет механизм-зави-
симых дескрипторов ионных форм фенольных со-
единений. Получена система полуэмпирических 
уравнений, связанная с кинетической схемой и 
позволяющая количественно оценить антиради-
кальную активность природных фенолов и раз-
делить их на группы с различной реакционной 
способностью. При создании регрессионно-клас-
сификационного алгоритма скрининга использо-
вали комплексный подход среда–механизм–де-
скриптор–активность, позволяющий учитывать 
данные о механизме проявления антирадикальной 
активности соединения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Фенольные соединения 1–23 и радикал DPPH• 
использовали без предварительной очистки (Fluka, 
Швейцария; Merck, Германия; Panreac, Испания; 
Aldrich-Sigma, США). ДМСО очищали по извест-
ной методике [23].

Раствор DPPH• в ДМСО имеет интенсивный 
фиолетовый цвет с максимумом поглощения при 
длине волны 520 нм. В условиях его хранения в 
темноте интенсивность спектра в максимуме по-
глощения остается неизменной в течение 72 ч. Для 
изучения кинетики реакций соединений 1–23 с 
DPPH• при 298±2 K использовали ДМСО, цитрат-
но-фосфатный буфер с физиологическим рН 7.35 
и их смеси в разных соотношениях. Реакции ArOH 
с DPPH• проводили в растворителях, из которых 
предварительно удаляли кислород барботирова-
нием аргона в течение 15–20 мин для исключе-
ния возможных реакций фенолов и продуктов их 
превращения с кислородом. Кинетику реакций 
исследовали при λmax 520 нм на спектрофотометре 
Specord S300 UV-VIS (Carl Zeiss Jena, Германия) 
при 298±2 K в интервале начальных концентра-
ций реагирующих веществ 10‒3–10‒5 моль/л. Ре-
агенты смешивали, затем измеряли оптическую 
плотность смеси и с помощью молярного коэффи-
циента поглощения (εДМСО 1.6×103 л/моль‒1·см‒1) 
по закону Бугера–Ламберта–Бера рассчитывали 
концентрацию радикала DPPH•. Общий порядок 

Рис. 4. Однофакторная зависимость ln kDPPH• (pH 7) от 
PIArO– для объединенной выборки соединений 1–22, 
построенная в системе Statistica Demo 6.0. Соединения 
обучающей (●)  и контролирующей (○) выборки.

( )p ArO ,•DPPH H 7
(64 3)l (13.3 0.n 8)Pk I −= ± − ±

n = 22;   ~r = 0.964;   ~r 2= 0.929; F = 263; p < 0.00000;  
Sest = 0.45;

( )O ArO ,• •O /H O pH 72
(30.4 1.4) (4.l 9 0.n 3) Ik P −− = ± − ±

n = 22;   ~r = 0.956;   ~r 2 = 0.914; F = 214; p < 0.00000;  
Sest = 0.19

(15)

(16)

По сравнению с зависимостями для обучающей 
выборки [уравнения (13), (14)] видно, что наклон 
и интерцепт расширенной регрессии [уравнения 
(15), (16)] изменяются незначительно, коэффици-
ент корреляции возрастает до 0.960, стандартные 
ошибки оценки предсказанных величин снижают-
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(n) и константу скорости (k) реакции определяли 
при соотношении фенол:радикал = 1:1. Для этого 
кинетические данные обрабатывали нелинейным 
методом обобщенного приведенного градиента 
[24], реализованного в Solver MS Excel. В качестве 
критерия выбора порядка реакции использовали 
параметр S (17), отражающий относительный раз-
брос вычисленного ряда констант (1:6)

щества в реакционную смесь. Электрод сравнения ‒  
донная ртуть, рабочий электрод – ртутный пленоч-
ный электрод, ГОСТ 32937–2014 [25]. Съемку хро-
новольтамперограмм проводили на полярографе 
ПУ-1 с пакетом программного обеспечения АЦП 
PowerGraph (LCARD, Россия). Обработку хроно-
вольтамперограмм, вычисление потенциала пика 
тока Ep

k и потенциала полуволны E1/2 проводили 
согласно работе [26]. Концентрацию растворенно-
го кислорода в цитратно-фосфатном буфере при 
рН 7.35 контролировали с помощью анализатора 
кислорода с термоэлектрическим преобразовате-
лем Эксперт-001 (Россия).

Перед началом эксперимента цитратно-фос-
фатный буферный раствор 15 мин насыщали кис-
лородом при постоянном перемешивании. Для 
варьирования концентрации кислорода в растворе 
(вплоть до его полного удаления) подавали газо-
образный аргон.

Кинетические параметры определяли при кон-
центрациях кислорода в реакционной смеси от 
5×10–6 до 7×10–6 моль/л, фенолов ‒ от 4×10–3 до 
5×10–4 моль/л. Фенольные соединения 1–23 рас-
творяли в диметилсульфоксиде, затем аликвоту 
этого раствора (0.5 мл) вводили в цитратно-фос-
фатный буферный раствор (19.5 мл), рН 7.35, с 
заданной концентрацией кислорода. Так как до-
бавки ArOH достаточно малы по сравнению с 
объемом фонового электролита, то изменениями 
концентрации молекулярного кислорода после до-
бавления раствора антиоксиданта пренебрегали. 
Полученную смесь перемешивали 5 с, через 10 с 
проводили съемку катодной хроновольтамперо-
граммы электровосстановления О2 с 3-кратной по-
вторностью при заданной скорости развертки.
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n – число опытов, соответствующих моментам 
времени t; ki и k– – константа скорости реакции в 
заданный момент времени t и ее среднее значение.

Порядок реакции определяли по значению, при 
котором относительный разброс S константы ско-
рости реакции, вычисленной из исходных данных 
(концентрация и время) по этому порядку, имеет 
наименьшую величину. Кинетические кривые, мо-
делированные на основе констант реакции второго 
порядка (n = 2), рассчитанных в Solver MS Exсel, 
хорошо согласуются с экспериментальными дан-
ными. Частный порядок по DPPH•, равный еди-
нице (nDPPH• = 1), установлен при 10–20-кратном 
недостатке радикала.

В качестве биорадикала использовали депро-
тонированную и протонированную формы супе-
роксид анион-радикала кислорода (О2

•–/HOO•), 
генерируемые при электровосстановлении О2 до 
Н2О2 при рН 7.35 в цитратно-фосфатном буфере, 
298±2 K. ИдентификациюО2

•– проводили путем из-
мерения оптической плотности цитратно-фосфат-
ного буферного раствора, рН = 7.35 (через 2 ч элек-
тровосстановления О2), в присутствии тетразолия 
синего (Aldrich-Sigma, США) при 530 нм на спек-
трофотометре Specord S300 UV-VIS при 298±2 K.

Поляризация рабочего РПЭ изменялась линей-
но с напряжением от 0.02 до 0.08 В/с. Пик элек-
тровосстановления О2 до Н2О2 идентифицирова-
ли, барботируя аргон через исследуемый раствор в 
течение 20 мин, после чего на хроновольтамперо-
грамме он исчезал полностью. Величину остаточ-
ного тока исключали при определении потенциала 
полуволны (Е1/2) электровосстановления О2.

Электровосстановление О2 проводили в герме-
тичной ячейке с контролем атмосферы и подачи ве-
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A regression-classification algorithm for screening the antiradical activity of flavonoids and related structures 
in media with physiological pH and a specialized kinetic reaction scheme is proposed. The algorithm is based 
on the combination of descriptor–activity single-factor linear regressions. The high predictive ability of the 
presented model is confirmed by the low relative error (no more than 15%) in approximating the reactions rate 
constants of the control group of substances with nitrogen- and oxygen-centered radicals. 

Keywords: flavonoid, antioxidant, 2,2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl, hydroperoxyl radical


