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Высшие грибы – макробазидиомицеты имеют важное значение 
как продукты питания и биологические объекты для установле-
ния закономерностей функционирования, развития живых си-
стем, их отклика на действие эффекторов различной природы. 
Недостаточно высокая активность антиоксидантной системы 
живых организмов, не позволяющая преодолеть негативные 
последствия окислительного стресса (избыточный уровень сво-
бодных радикалов в клетках) – причина старения и отмирания 
организмов. Ярко выраженными антиоксидантными свойствами 
обладают соединения селена, который является также жизнен-
но важным микроэлементом с уникальными биологическими 
функциями. Селенсодержащие соединения обладают широким 
спектром биологического действия. Одним из показателей анти-
оксидантного действия служит антирадикальная активность, 
определяемая по реакции с участием стабильного свободно-
го радикала дифенилпикрилгидразила (ДФПГ) (C6H5)2N–N•–
C6H2(NO2)3-2,4,6. Другим важным индексом антиоксидантной 
активности является уровень пероксидного окисления липидов 

(ПОЛ), оцениваемый по реакции с тиобарбитуровой кислотой 
(ТБК). Ввиду токсичности неорганических соединений селена в 
качестве антиоксидантных и микроэлементных добавок при куль-
тивировании базидиомицетов перспективны селенорганические 
соединения. Поэтому следует осуществить контрольные реакции 
селенорганических соединений с ДФПГ и ТБК. Цель настоящей 
работы – выяснение возможности взаимодействия трёх органи-
ческих селенидов и соли дигидроселенохромилия с ДФПГ и ТБК. 
Типовые методики определения антирадикальной активности 
и уровня ПОЛ адаптированы к цели исследования. Спектрофо-
тометрическим методом с привлечением квантовохимических 
расчётов на уровне теории B3LYP/6-311++G(d,p) и NBO-анализа 
изучено взаимодействие ряда селенорганических и модельных 
соединений с ДФПГ. Показано, что диацетофенонилселенид 
C6H5COCH2SeCH2COC6H5 почти не ингибирует ДФПГ. Уровень 
ингибирования наиболее высок в случае 2-(4-бромфенил)-4-
фенил-7,8-бензо-5,6-дигидро-4Н-селенохромена и особенно 
перхлората 2,4-дифенил-7,8-бензо-5,6-дигидроселенохромилия. 
Для соли значительная степень ингибирования может быть свя-
зана с активацией метиленовых групп в элементоорганическом 
катионе за счёт приобретения гетерокольцом положительного 
заряда. В смеси селенорганического (диацетофенонилселенид, 
дигидроселенохромены, соль дигидроселенохромилия) или мо-
дельного соединения с ТБК не образуются продукты, имеющие 
полосы поглощения в видимой области спектра.
Ключевые слова: селенорганические соединения, диацето-
фенонилселенид, дигидроселенохромены, соли дигидроселе-
нохромилия, ДФПГ, тиобарбитуровая кислота, ингибирование, 
спектрофотометрия, квантовохимические расчёты, теория функ-
ционала плотности, B3LYP, NBO-анализ.
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Высшие грибы ‒ макробазидиомицеты имеют 
важное значение как продукты питания и биоло-
гические объекты для установления закономерно-
стей функционирования, развития живых систем, 
их отклика на действие эффекторов различной 
природы.

Недостаточно высокая активность антиок-
сидантной системы живых организмов, не по-
зволяющая преодолеть негативные последствия 
окислительного стресса (избыточный уровень 
свободных радикалов в клетках) – причина ста-
рения и отмирания организмов [1‒3].

Для повышения устойчивости культур 
высших грибов к окислительному стрессу, для 
обеспечения их редокс-статуса, адекватного в 
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плане клеточной дифференциации и перехода к 
генеративной стадии, используют антиоксиданты.

Ярко выраженными антиоксидантными свой-
ствами обладают соединения селена, который 
является также жизненно важным микроэлемен-
том с уникальными биологическими функциями. 
Селенсодержащие соединения обладают широким 
спектром биологического действия (см. библио-
графию работы [4]).

Одним из показателей антиоксидантного 
действия служит антирадикальная активность, 
определяемая по реакции [5] с участием ста-
бильного свободного радикала 1,1-дифенил-2-
пикрилгидразила (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил, 
N,N-дифенил-N’-пикрилгидразил ,  ДФПГ) 
(C6H5)2N–N•–C6H2(NO2)3-2,4,6 ([6‒9] и др.).

Другим важным индексом антиоксидантной 
активности является уровень пероксидного окис-
ления липидов (ПОЛ) [10‒18], оцениваемый по 
реакции [5] с тиобарбитуровой кислотой (ТБК).

Ввиду токсичности неорганических соеди-
нений селена в качестве антиоксидантных и 
микроэлементных добавок при культивировании 
базидиомицетов перспективны селенорганиче-
ские соединения.

При биотестировании названных соединений 
понадобится учёт возможного взаимодействия са-
мих добавок с ДФПГ и ТБК. Кроме того, вероятно 
присутствующие в исходных реактивах и/или воз-
никающие при лабораторной процедуре синтеза 
Se-органических веществ микропримеси могут 
повлиять на чистоту антиоксидантных тестов.

Поэтому следует осуществить контрольные 
(«холостые») реакции селенорганических соеди-
нений с ДФПГ и ТБК.

При параллельном проведении биотестовых 
и контрольных реакций с ДФПГ и ТБК влияние 
растворителя и микропримесей релятивизируется, 
поэтому и в нашей работе необходимость учёта их 
возможного взаимодействия с селенорганически-
ми веществами, ДФПГ и ТБК отсутствует. Кроме 
того, методики [5] определения антирадикальной 
активности и уровня ПОЛ общеприняты, доказали 
свою надёжность и не отягощены взаимодействи-
ем ДФПГ и ТБК с растворителем (этанолом).

Цель настоящей работы − выяснение воз-
можности взаимодействия трёх органических 
селенидов и соли дигидроселенохромилия с 
дифенилпикрилгидразилом и тиобарбитуровой 
кислотой.

Материалы и методы

1. Объекты и методы экспериментального
исследования
Объектами исследования (рис. 1) слу-

жили, во-первых, следующие органические 
соединения селена: 1,5-дифенилселенопентан-
дион-1,5 (диацетофенонилселенид, бис(бен-
зоилметил)селенид ,  препарат  ДАФС-25) 
C6H5COCH2SeCH2COC6H5 (1), 2,4-дифенил-
7,8-бензо-5,6-дигидро-4Н-селенохромен (2), 
2-(4-бромфенил)-4-фенил-7,8-бензо-5,6-дигидро-
4Н-селенохромен (3) и перхлорат 2,4-дифенил-
7,8-бензо-5,6-дигидроселенохромилия (4) [19–24].

Рис. 1. Селенорганические соединения
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Другую группу объектов исследования со-
ставляли модельные соединения: циклогексан 
C6H12, бензол C6H6, этилбензол C6H5CH2CH3, 
ацетофенон C6H5COCH3, бромбензол C6H5Br.

Для изучения взаимодействия химических 
соединений с ДФПГ и ТБК нами адаптированы 
методики, изложенные в книге [5]. Поскольку 
реализованные в нашей работе методики не-
сколько отличаются от стандартных [5], мы сочли 
необходимым привести их в статье по сути как 
фрагмент обсуждения результатов, попавший 
в силу специфики своего содержания в раздел 
«Материалы и методы».

Концентрация селенорганических соеди-
нений 1-4 и модельных веществ была той же, 
что и в культуральных жидкостях при выра-
щивании культур высших грибов, а именно 
1.00∙10−4 моль/л. По точной навеске готовят 
1.00∙10−2 M раствор вещества 1 в 96 об. %-ном 
водном этаноле CH3CH2OH. Соединения 2‒4 
растворяют с концентрацией 1.00∙10−2 моль/л 
в смеси 96 об. %-ный этанол − 2-пирролидон 
(рис. 2) − диметилсульфоксид (CH3)2S→O в объ-
ёмном соотношении 3 : 3 : 1. Исходные 1.00.10−2 M 
растворы веществ 1‒4 разбавляют 80 об. %-ным 
этанолом до концентрации 1.00∙10−4 моль/л. 
1.00∙10−2 M растворы жидких модельных соеди-
нений приготавливают путём растворения рассчи-
танных объёмов веществ в 80 об. %-ном этаноле; 
этим же растворителем производят разбавление 
до рабочей концентрации 1.00∙10−4 моль/л.

Рис. 2. 2-Пирролидон

2. Изучение взаимодействия 
селенорганических и модельных 
соединений с дифенилпикрилгидразилом 
(рис. 3)
Используют 0.1 мМ раствор ДФПГ в 80 об. 

%-ном водном этаноле. Массу ДФПГ для при-
готовления раствора вычисляют по формуле: 
m = McV∙10−6, где m – масса ДФПГ, г; M – мо-
лярная масса ДФПГ, равная 394.33 г/моль; 
с – концентрация раствора ДФПГ (0.1 ммоль/л); 
V – необходимый объём раствора, мл. На 25 мл 
раствора берут навеску 0.0010 г ДФПГ. Для 
ускорения и обеспечения полноты растворения 
вещества используют ультразвук (частота акусти-
ческих колебаний 30‒40 МГц, время 10‒15 мин, 
температура 27 ºC), генерируемый в ультразву-
ковой ванне «Сапфир» (Россия). Раствор хранят 
не более двух суток.

Рис. 3. Дифенилпикрилгидразил (ДФПГ)

Строят градуировочную характеристику по 
тролоксу (6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-
2-карбоновая кислота) (рис. 4) в координатах 
процент ингибирования − количество вещества. 
Для этого растворяют 3 мг тролокса в 2.4 мл 
80 об. %-ного этанола. Раствор нестоек, хранится 
не более двух суток. Для каждого образца выпол-
няют три параллельных опыта. В контрольную 
пробирку (контрольный опыт) вносят только 
2 мл этанола. Инициирование реакции производят 
путём добавления в реакционную смесь по 2 мл 
раствора ДФПГ. Пробирки хорошо встряхивают 
и оставляют на 30 мин в темноте. По истечении 
указанного времени регистрируют электронные 
абсорбционные спектры. Берут значения оптиче-
ской плотности растворов при одной длине волны 
во всех опытах (λ = 517 нм).

O2N

NO2

O2N

NN

Рис. 4. Тролокс

Для расчёта процента ингибирования ис-
пользуют формулу

процент ингибирования = 0

0
100xA A

A ,

где А0 – оптическая плотность в отсутствие анти-
оксидантов (контроль); Ах – оптическая плотность 
исследуемого раствора. По градуировочному гра-
фику находят количество вещества, вступившего 
в реакцию с ДФПГ.

3. Изучение взаимодействия 
селенорганических соединений 
с тиобарбитуровой кислотой (рис. 5)
Используют 0.25 масс. %-ный водный раствор 

ТБК. К 2 мл образца приливают 1 мл 0.25 %-ного 
водного раствора ТБК и помещают пробы на 
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10 минут в кипящую водяную баню. После раз-
вития розовой окраски реакционную смесь ох-
лаждают и центрифугируют в течение 10 минут. 
В качестве контроля используют смесь этанола и 
0.25 %-ного водного раствора ТБК. Оптическую 
плотность измеряют при длине волны λ = 532 нм.

Для регистрации электронных спектров по-
глощения при исследовании реакций с участием 
как ДФПГ, так и ТБК применяют спектрофотометр 
Shimadzu UV-1800 (Япония).

Рис. 5. Тиобарбитуровая кислота (ТБК)

4. Методика квантовохимического 
исследования
Исследование осуществлено методом тео-

рии функционала плотности (Density Functional 
Theory, DFT) [25–28] в варианте B3LYP [29‒31] 
с базисным набором 6-311++G(d,p) [32, 33] с 
привлечением анализа натуральных связевых 

орбиталей (Natural Bond Orbital Analysis, NBO-
анализ) [34‒39]. Квантовохимические расчёты 
проведены с использованием критерия сходимо-
сти «tight» [31, 40] по программам пакета Gaussian 
03W [41]. NBO-анализ реализован по программе 
NBO 3.1 [39].

Результаты и их обсуждение

1. Взаимодействие селенорганических 
и модельных соединений 
с дифенилпикрилгид разилом
Антирадикальная активность служит мерой 

антиоксидантного действия веществ. Суть спосо-
ба определения антирадикальной активности [5] 
заключается в снижении оптической плотности 
раствора стабильного свободного радикала ДФПГ 
(C6H5)2N–N•–C6H2(NO2)3-2,4,6 в присутствии 
антиоксидантов вследствие протекания его реак-
ций с радикалами R• (рис. 6) ([6‒9] и др.):

В приведённой на рис. 6 схеме под R• пони-
маются радикалы как уже имеющиеся в биоло-
гической среде, так и образующиеся в результате 
отрыва дифенилпикрилгидразилом атома водо-
рода H• (в особенности подвижного) от молекул 
компонентов этой среды и введённых антиокси-
дантов либо других химических эффекторов.

Рис. 6. Схема взаимодействия радикалов R• с ДФПГ

Чтобы опосредованно оценить возможность 
участия тех или иных связей C–H или C–Br рас-
сматриваемых селенорганических молекулярных 
систем в реакции с ДФПГ, нами наряду с веще-
ствами 1–4, в названной реакции были изучены 
модельные соединения: циклогексан (неактиви-
рованная метиленовая группа CH2), бензол (связь 
C–H в ароматическом кольце), этилбензол (CH2-
звено по соседству с ароматической системой), 
ацетофенон (связи C–H в α-положении к карбо-
нильной группе C=O), бромбензол (связь CAr–Br).

Результаты исследования реакции ингибиро-
вания ДФПГ показаны в таблице и на рис. 7‒10. В 
таблице границы доверительных интервалов для 
значений количества вещества n приведены при чис-
ле измерений (объёме выборки) 3, числе степеней 
свободы 2, уровне доверительной вероятности 0.95.

Количество вещества, вступившего в реакцию 
с ДФПГ (n); мольная доля прореагировавшего 
вещества (ν) для селенорганических (1‒4) 

и модельных соединений
Соединение n, мкмоль sr* ν

1 1.0 ± 0.2 0.07 0.01
2 14 ± 3 0.08 0.14
3 41 ± 8 0.08 0.41
4 51 ± 6 0.05 0.51
Циклогексан 7 ± 4 0.2 0.07
Бензол 6 ± 2 0.04 0.06
Этилбензол 10 ± 2 0.07 0.10
Ацетофенон 12 ± 4 0.03 0.12
Бромбензол 12 ± 1 0.04 0.12

Примечание. *sr − относительное стандартное от-
клонение.



Химия 43

Рис. 10. Диаграмма ингибирования ДФПГ: мольная доля 
прореагировавшего вещества (ν). Нумерация соединений: 
1 − 1, 2 − 2, 3 − 3, 4 − 4, 5 − циклогексан, 6 − бензол, 7 − 

этилбензол, 8 − ацетофенон, 9 − бромбензол

Рис. 7. Спектры поглощения реакционных смесей ингиби-
рования ДФПГ. Нумерация соединений: 1 − 1, 2 − 2, 3 − 3, 

4 − 4, 5 − контрольный раствор

Рис. 8. Спектры поглощения реакционных смесей ингиби-
рования ДФПГ. Нумерация соединений: 1 − циклогексан, 
2 − бензол, 3 − этилбензол, 4 − ацетофенон, 5 − бромбензол, 

6 − контрольный раствор

Рис. 9. Диаграмма ингибирования ДФПГ: количество ве-
щества, вступившего в реакцию с ДФПГ (n). Нумерация 
соединений: 1 − 1, 2 − 2, 3 − 3, 4 − 4, 5 − циклогексан, 
6 − бензол, 7 − этилбензол, 8 − ацетофенон, 9 − бромбензол

Широкий в ряде случаев доверительный 
интервал (см. таблицу) обусловлен «потерей точ-
ности при вычитании» в ходе разностных оценок 
(A0 − Ax).

Модельные вещества, как и соединения 1–4, 
проявляют эффект ингибирования ДФПГ. При 
этом степень протекания указанного процесса не-
сколько больше в случае систем с более или менее 
активированными связями C–H: для этилбензола 
и ацетофенона выше, нежели для циклогексана; 
для бромбензола выше, чем для бензола.

Почти не ингибирует ДФПГ диацетофе-
нонилселенид C6H5COCH2SeCH2COC6H5 (1). 
Степень превращения вещества 1 (см. таблицу) 
даже ниже, чем в случае ацетофенона и дру-
гих модельных соединений. Возможным объ-
яснением этому служит экранирование атома 
азота − центра радикальной атаки в ДФПГ в 
сочетании со стерической малодоступностью 
CH2-групп в селениде 1.

Ингибирующий эффект вещества 2 весьма 
близок к таковому для этилбензола, ацетофенона 
и бромбензола.

Наибольшую степень ингибирования ДФПГ 
демонстрируют соединения 3 и 4, особенно по-
следнее.

Наиболее высокий уровень ингибирования 
ДФПГ для соли 4 может быть связан с активацией 
метиленовых групп CH2 в катионе 4 за счёт при-
обретения гетерокольцом положительного заряда. 
Последнее подтверждается проведёнными нами 
на уровне теории B3LYP/6-311++G(d,p) квантово-
химическими расчётами, показавшими, что сумма 
значений натурального заряда атомов углерода и 
селена гетероцикла в системах 2‒4 составляет: 
−0.474 (2), −0.481 (3), 0.300 (изолированный кати-
он 4 без перхлорат-аниона ClO4

−), 0.415 (соль 4).

Под контрольным на рис. 7‒10 понимается 
раствор ДФПГ в отсутствие других веществ (1‒4 
либо модельных).
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Более строгое объяснение результатов 
срав нительного экспериментального изучения 
ингибирования ДФПГ соединениями 1‒4 и мо-
дельными веществами может быть осуществлено 
лишь с привлечением дополнительных методов 
исследования: ядерного магнитного резонанса 
(ЯМР) на ядрах 1H, 13C, 15N, 81Br, электронного 
парамагнитного резонанса (ЭПР), химически 
индуцированной динамической поляризации ядер 
(ХИДПЯ) и др. [42, 43].

2. Взаимодействие селенорганических 
и модельных соединений 
с тиобарбитуровой кислотой
Ещё одна величина служит мерой антиок-

сидантного действия. Это уровень пероксидного 
окисления липидов, оцениваемый по реакции с 
ТБК.

Пероксидное окисление липидов (ПОЛ) − их 
окислительная деградация, происходящая в ос-
новном под воздействием свободных радикалов 
[10–18].

Наши эксперименты как с веществами 1‒4, 
так и с модельными соединениями (циклогексан, 
бензол, этилбензол, ацетофенон, бромбензол) 
привели к отрицательным результатам. Ника-
кие из названных соединений не приводят к 
образованию окрашенных форм с максимумом 
поглощения в области λ = 532 нм, характерного 
для продуктов взаимодействия ТБК с дикарбо-
нилами (большей частью 1,2- и 1,3-дикарбониль-
ными соединениями) − интермедиатами реакции 
ПОЛ [5, 18]. Более того, не возникают вообще 
какие-либо продукты, поглощающие в видимой 
области спектра.

Заключение

1. Типовые методики определения антиради-
кальной активности и уровня ПОЛ адаптированы 
к задаче выяснения возможности взаимодействия 
органических соединений селена с ДФПГ и ТБК.

2. Диацетофенонилселенид почти не инги-
бирует ДФПГ. Уровень ингибирования наиболее 
высок в случае 2-(4-бромфенил)-4-фенил-7,8-
бензо-5,6-дигидро-4Н-селенохромена и осо-
бенно перхлората 2,4-дифенил-7,8-бензо-5,6-
дигидроселенохромилия. Для соли значительная 
степень ингибирования может быть связана с 
активацией метиленовых групп в элементоорга-
ническом катионе за счёт приобретения гетеро-
кольцом положительного заряда.

3. В смеси селенорганического (диацетофено-
нилселенид, дигидроселенохромены, соль диги-
дроселенохромилия) или модельного соединения 
с ТБК не образуются продукты, имеющие полосы 
поглощения в видимой области спектра.
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Higher fungi – basidiomycetes play significant role as food and bio-
logical subjects for establishing the regularities of the living systems’ 
operation, development and response to the different-nature effectors 
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impact. Insufficient activity of the living organisms’ antioxidant system 
interfering the ability of overcoming the negative consequences of 
oxidative stress (excessive level of free radicals in cells) is believed 
to be a reason for the organisms aging and death. For enhancing the 
sustainability of mushroom cultures to the oxidative stress, and for 
providing their adequate redox status in respect to cytodifferentia-
tion and transition to the generative stage, antioxidants are utilized. 
Profound antioxidant properties are attributed to the compounds of 
selenium, which is also an essential microelement. One of the antioxi-
dant action indicators is the antiradical activity determined by means 
of the reaction occurring with the participation of stable free radical 
diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) (C6H5)2N–N•–C6H2(NO2)3-2,4,6. 
Another important antioxidant activity rate is the lipid peroxidation 
(LPO) level assessed by the reaction the reaction with thiobarbituric 
acid. In view of toxicity of inorganic selenium compounds, just the 
organoselenium ones are promising as the antioxidant and microele-
ment supplementations at the basidiomycetes cultivation. With a view 
to future testing of the aforesaid compounds as a kind of supplement, 
their own possible interaction with DPPH and TBA must be explored 
to take that into account. That is why the implementation of reference 
reactions between the organoselenium compounds and DPPH should 
be provided. The present work is aimed to clarify the possibilities of 
interaction of three organic selenides and dihydroselenochromilium 
salt with DPPH. Conventional determination techniques for the an-
tiradical activity and LPO level have been adjusted to the research 
goal. By means of spectrophotometric method involving quantum 
chemical computations at a B3LYP/6-311++G(d,p) level of theory, and 
NBO-analysis, we studied a number of organoselenium and model 
compounds interaction with DPPH and TBA. It has been shown that 
diacetophenonylselenide C6H5COCH2SeCH2COC6H5 barely inhibits 
DPPH. The inhibition level is rather high with 2-(4-bromophenyl)-4-
phenyl-7,8-benzo-5,6-dihydro-4Н-selenochromene, and especially 
with 2,4-diphenyl-7,8-benzo-5,6-dihydroselenochromilium perchlo-
rate. Considerable extent of inhibition of the latter salt could be 
related to the activation of methylene groups in organoelement 
cation on account of positive charge acquisition by heteroring. The 
mixture of organoselenium (diacetophenonylselenide, dihydrosele-
nochromenes, dihydroselenochromilium salt) or model compound 
with TBA does not yield any products with the absorbance bands in 
the visible spectrum region.
Keywords: organoselenium compounds, diacetophenonylselenide, 
dihydroselenochromenes, dihydroselenochromilium salts, DPPH, 
thiobarbituric acid, inhibition, spectrophotometry, quantum chemi-
cal computations, density functional theory, B3LYP, NBO analysis.
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