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КИНЕТИКА ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ РАДИКАЛА ДФПГ С 
ЭКСТРАКТИВНЫМИ ВЕЩЕСТВАМИ РАСТЕНИЙ В РАЗЛИЧНЫХ 

СРЕДАХ 

В.А. Волков, П.М. Пахомов 

В настоящем исследовании разработан метод анализа кинетики взаимодействия сум-
мы антирадикальных компонентов экстрактов растений со стабильным радикалом ДФПГ. 
Определены эквивалентные концентрации антирадикальных антиоксидантов и их эффек-
тивные кинетические параметры в различных реакционных средах для экстрактов зверобоя 
продырявленного, пижмы обыкновенной и тысячелистника обыкновенного. Эффективные 
константы скорости экстрактивных веществ в среде этанола всех изученных объектов по 
порядку величин соответствуют эквивалентным константам скорости реакций флавонои-
дов и оксикоричных кислот с ДФПГ. Проведение реакций в среде 0.1 мМ раствора HCl в эта-
ноле, а также 1,4-диоксана позволяет изучать кинетику процесса, начиная с малых глубин 
превращения веществ и делает результаты более сопоставимыми с данными по взаимо-
действию антиоксидантов с радикалами при торможении цепного перекисного окисления в 
липидной фазе. 

ВВЕДЕНИЕ  

Стабильный хромоген-радикал 2,2-
дифенил-1-пикрилгидразил (ДФПГ) широко 
используется для исследования суммарной 
концентрации антирадикальных антиоксидан-
тов (АО) в различных объектах [1-3], в част-
ности, в экстрактах лекарственный растений. 
Ценную информацию могли бы также дать 
сравнительные исследования кинетики взаи-
модействия суммы антиоксидантов различ-

ных лекарственных растений с  радикалом 
ДФПГ. Ранее такие попытки были предприня-
ты в работах [4-6] . Однако кинетический па-
раметр (отношение глубины превращения 
радикала за первые пять минут реакции к 
глубине превращения радикала по окончании 
реакции), предложенный в [4], является не-
корректным, поскольку быстрая фаза процес-
са в большинстве случаев длится менее пяти 
минут. В работе [5] в качестве кинетического 
параметра  было выбрано время достижения 
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ДФПГ глубины превращения 50%; так как экс-
тракты были стандартизированы по массе 
сухого остатка, для части из них это время 
было определено в медленной фазе реакции 
(см. ниже), в которой  антиоксиданты прояв-
ляют остаточную активность, обусловленную, 
в частности, продуктами реакции фенольных 
АО с радикалом. В этих случаях наблюдалось 
необоснованно резкое увеличение времени 
полупревращения ДФПГ по сравнению с экс-
трактами, для  которых параметр определяли 
в быстрой фазе реакции. В исследовании [6] 
проанализирована антирадикальная актив-
ность экстрактов красного винограда и со-
держащихся в нем антоцианов по скорости 
восстановления ДФПГ. Однако методика, 
предложенная в этой работе, дала значение 
скорости реакции кверцетина с ДФПГ, при-
мерно в три раза превышающее таковое для 
ионола, в то время как, согласно исследова-
ниям [7-9], проведенным в соответствии с 
правилами классической кинетики,  константа 
для кверцетина примерно в тысячу раз пре-
вышает константу  для ионола.  В настоящем 
исследовании  авторы поставили задачу про-
вести детальный анализ кинетики взаимо-
действия радикала ДФПГ с суммой АО экс-
трактов некоторых растений с целью разра-
ботки кинетического метода анализа антира-
дикальной активности многокомпонентных 
систем растительного происхождения.  

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  

Образцы лекарственных растений были соб-
раны в Максатихинском районе Тверской об-
ласти в период цветения в 2006-2007 г.г.  и 
высушены при t=40°C в условия принуди-
тельной вентиляции [10] (электросушилка 
«Суховей»).  Экстракцию 50 мг измельченно-
го в течение 30 с в шаровой мельнице мате-
риала производили 95% этанолом в течении 
30 минут при непрерывном встряхивании с 
частотой 180 мин

-1
. Соотношение навески и 

растворителя 1:120 (масса/объем). Кинетиче-
ские кривые падения оптической плотности 
ДФПГ при взаимодействии с экстрактивными 
веществами растений записывали на спек-
трофотометре «Specord M40» (Carl Zeiss 
Jena, ГДР), оснащенном компьютером с ПО 
Soft Spectra 5.0, термостатом и термостати-
руемыми кюветодержателями. Реакцию про-
водили в кварцевых кюветах толщиной 10 мм 
при температуре 293±1 К путем приливания 
2,4 мл 8,7·10

-5
 М раствора ДФПГ к 0,8 мл ис-

следуемого экстракта стандартного разведе-

ния
1
. Обработка кривых осуществлялась на 

ПЭВМ с использованием ПС Microcal Origin 
7.0. Начальные скорости реакций определя-
лись в соответствии с [12]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Реакция ДФПГ с антирадикальными АО 
экстрактов растений имеет быструю (обу-
словленную отрывом от молекул АО самых 
подвижных атомов водорода) и медленную 
стадии (рисунок 1). Если в случае взаимодей-
ствия радикала с тиолами, аминами, а также 
большинством одноатомных фенолов кине-
тику реакции удобно наблюдать в условиях 
псевдопервого порядка при 10-50-кратном 
избытке по антиоксидантам [9;13;14] (кон-
станта скорости реакции этих веществ с 
ДФПГ в большинстве растворителей <1 
л/моль·c), то в случае АО экстрактов расте-
ний начальные стадии процесса идут на-
столько быстро, что даже при условии недос-
татка антиоксидантов по отношению к кон-
центрации радикала кинетические кривые 
удается записать без применения специаль-
ного оборудования для исследования кинети-
ки быстрых реакций только при значительных 
глубинах превращения по АО. По этим кри-
вым, однако, возможно с помощью метода, 
продемонстрированного на рисунке 1, опре-
делить оптические плотности растворов Dкон 
(ординаты точек 1 и 2), при которых заканчи-
вается быстрая фаза реакции и, соответст-
венно, иссякают наиболее активные антира-
дикальные компоненты. Зная Dкон и D0 (опти-
ческая плотность реакционной системы в мо-
мент начала реакции), можно вычислить на-
чальную эквивалентную концентрацию анти-
оксидантов CАО в реакционной системе: 

(CАО)0 =(D0 – Dкон) ·εДФПГ
-1                     

(1) 
где εдфпг - молярный коэффициент экстинкции 
ДФПГ в этаноле, равный (1,15±0,02)·10

4
  

моль
-1

·см
-1

. Путем умножения CАО на коэф-
фициент разбавления исходного экстракта 
получается эквивалентная концентрация ан-
тиоксидантов в нем. 

                                           
1
 Разведение, при котором в указанных условиях 

опыта без введения кислот в реакционную систему опти-
ческая плотность радикала падает на 50% по сравнению 
с исходной за первые 30 минут реакции [11]. Этот пара-
метр широко представлен в литературных источниках в 
качестве меры относительного содержания АО в изучае-
мом объекте. Так как в получаемые таким способом ре-
зультаты вносят свой вклад продукты взаимодействия 
фенольных АО растительного происхождения с ДФПГ 
(медленная фаза реакции, см. ниже), у авторов возникла 
необходимость разработки более точного метода коли-
чественного анализа антирадикальных АО в экстрактах 
растений. 
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Рисунок 1. Кинетические кривые падения оп-
тической плотности радикала ДФПГ при 

взаимодействии с экстрактивными вещест-
вами тысячелистника обыкновенного (А) и 

зверобоя продырявленного (В) в среде эта-
нола и графическое определение концентра-
ции антирадикальных АО в экстрактах (пояс-

нения в тексте) 

Кинетические кривые падения оптиче-
ской плотности ДФПГ при взаимодействии с 
экстрактивными веществами растений 
спрямляются (рисунок 2) в координатах инте-
грального уравнения кинетической кривой 
реакции второго порядка  [7;13]:  
ln(1-Dкон/D)-ln((D0-Dкон)/D0)=kэффDконεДФПГ

-1
t,  (2) 

        где kэфф – эффективная (кажущаяся) 
константа скорости  реакции суммы АО с 
ДФПГ, л·экв

-1
·с

-1
, t - время, с. 
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Рисунок 2. Анаморфозы кинетических кривых, 
изображенных на рисунке 1, в координатах  

ln(1-Dкон/D)-ln((D0-Dкон)/D0), t (cм. пояснения в 
тексте). Отклонения от прямолинейности на 
конечных участках являются артефактами, 

обусловленными резким уходом логарифми-

ческой функции к -  при приближении ее ар-
гумента к нулю 

По тангенсу угла наклона прямой вычис-
ляется значение кажущейся константы скоро-
сти: 

kэфф=tgα · εДФПГ / Dкон                   (3) 
Поскольку стехиометрия преобладаю-

щих в каждом конкретном экстракте АО неиз-
вестна, получаемая таким образом вели чина 

kэфф относится к молю реакционноспособных 
групп (эквиваленту). Чтобы сравнивать ее с 
константами скорости, установленными для 
индивидуальных веществ, эти константы не-
обходимо делить на соответствующие сте-
хиометрические коэффициенты для получе-
ния эквивалентных констант. 

Реакция фенольных АО с ДФПГ [15] про-
текает по двум параллельным механизмам, 
один из которых (SPLET) проходит через ста-
дию ионизации фенольного соединения пу-
тем протонирования молекул растворителя, а 
второй (HAT) основан на непосредственной 
передаче атома водорода от антиоксиданта к 
радикалу. Органические кислоты, содержа-
щиеся в экстрактах растений в различных 
концентрациях и имеющие разные pKa, могут 
подавлять ионизацию фенольных АО, снижая 
скорость реакции на непредсказуемую вели-
чину. Так как в протофильных  растворителях 
(метанол, этанол) скорость реакции феноль-
ных АО с ДФПГ определяется механизмом 
SPLET, его подавление с помощью вводимых 
извне кислот может существенно замедлить 
процесс и позволить проводить его изучение 
при малых глубинах превращения исходных 
компонентов. Кроме того, антиокислительная 
активность фенольных АО в липофильных 
системах основана исключительно на меха-
низме HAT [15].  
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Рисунок 3. Изменения начальной скорости реак-
ции ДФПГ с АО экстракта пижмы обыкновенной 
(в логарифмическом масштабе) при введении в 
реакционную систему кислот в различной кон-
центрации: уксусной (1), монохлоуксусной (2), 

трихлоруксусной (3), соляной (4) 

На рисунке 3 представлены графики за-

висимости начальной скорости реакции ДФПГ 

с экстрактивными веществами листьев пиж-
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мы обыкновенной при выбранных нами стан-

дартных условиях от концентрации в реакци-

онной системе четырех кислот: уксусной, мо-

нохлоруксусной, трихлоруксусной, соляной. 

Из рисунка следует, что положение миниму-

ма начальной скорости и его глубина зависят 

от силы кислоты. Наиболее полное подавле-

ние механизма SPLET наблюдается в среде 

0,1 мМ HCl. Кинетические кривые падения 

оптической плотности ДФПГ при взаимодей-

ствии с экстрактами пижмы в оптимумах кон-

центраций кислот, а также без их добавления 

приведены на рисунке 4. 

Из значений начальных скоростей реак-
ций вычисляются эффективные константы 
скорости: 

Kэфф =V0·(CАО)0
-1

·(CДФПГ)0
-1                       

(4) 
где V0 – начальная скорость реакции, 

экв/л·с, (CДФПГ)0 - концентрация радикала в 
начальный момент времени, экв/л. Погреш-
ность определения V0 составляет около 10%. 

Также была проведена серия опытов в 

среде 1,4–диоксана
2
. По данным  [7], одно-

атомные фенолы в среде этого растворителя 

имеют наименьшие значения  констант ско-

рости реакции с ДФПГ. В таблице 1 пред-

ставлены результаты анализа кинетики взаи-

модействия АО экстрактов пижмы обыкно-

венной, зверобоя продырявленного и тыся-

челистника обыкновенного с ДФПГ в различ-

ных средах. Значения kэфф в среде этанола 

для АО всех рассматриваемых экстрактов по 

порядку величин соответствуют эквивалент-

ным константам (см. выше) флавоноидов и 

оксикоричных кислот [7], что служит косвен-

ным подтверждением определяющей роли 

этих веществ в активности экстрактов расте-

ний в отношении радикала ДФПГ. Из таблицы 

также следует, что реакционная способность 

антиоксидантов тысячелистника и пижмы в 

среде 0,1 мМ HCl в этаноле практически не 

отличаются от таковых в среде диоксана. Что 

же касается экстракта зверобоя, в среде ди-

оксана скорость взаимодействия его АО с 

радикалом примерно на порядок ниже тако-

вой в этаноле, подкисленном соляной кисло-

той. В совокупности с кинетическими кривы-

ми, приведенными на рисунке 1, это указыва-

ет на отличия в химическом строении моле-

кул его АО от такового экстрактов пижмы и 

тысячелистника. При этом концентрация АО в 

                                           
2
 ε ДФПГ в диоксане, по нашим данным, равен 

1.0510
4
 моль

-1
 см

-1
 

высушенном материале листьев зверобоя 

существенно выше, чем  в листьях пижмы  и 

тысячелистника. 

0 100 200 300

0,5

0,6

0,7

1

2
3
4

5

D

t, c

 
Рисунок 4. Кинетические кривые падения оп-

тической плотности ДФПГ при =517 нм в хо-
де взаимодействия с АО спиртового экстрак-

та пижмы обыкновенной: без подкисления 
среды (1); в присутствии 50 мМ уксусной ки-
слоты (2); 3,3 мМ монохлоруксусной кислоты 
(3); 0,1 мМ трихлоруксусной кислоты (4); 0,1 

мМ соляной кислоты (5). Пунктиром на кривой 
1 обозначено резкое падение оптической 

плотности в самом начале процесса 

Реакция радикала ДФПГ с антиради-

кальными АО экстрактов лекарственных рас-

тений, таким образом, может служить в каче-

стве кинетической модели взаимодействия 

этих АО с нестабильными радикалами, веду-

щими цепи перекисного окисления липидов и 

углеводородов, поскольку все эти реакции 

заключаются в отрыве наиболее подвижного 

атома водорода от молекулы АО и его пере-

носе на радикал. Однако, для того чтобы на 

основании полученных таким образом ре-

зультатов делать предположения об анти-

окислительной активности выделяемых из 

растений АО, необходимо исследовать спо-

собность образующихся из них после отрыва 

атома водорода радикалов к продолжению 

цепей окисления. 
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Таблица 1 

Концентрации и эффективные кинетические параметры антирадикальных АО в экстрактах 
исследуемых  растений 

Экстракт Концентрация 

антирадикаль-

ных АО в ис-

ходном экс-

тракте, мэкв/л 

Значения кинетических параметров АО в среде 

этанола этанола + 

0.1 мМ HCl 

диоксана 

kэфф, л/эквс V010
9
, 

экв/лс 

kэфф, 

л/эквс 

V010
9
, 

экв/лс 

kэфф, 

л/эквс 

Зверобой проды-

рявленный 

4.4…7.6 150…250 26 20 2.5 1.9 

Тысячелистник 

обыкновенный 

0.61…1.83 700…1600 37 26 41 29 

Пижма обыкновенная 0.87…2.44 950…1300 20…30 16…23 14…22 11…17 
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