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ПЕРЕНОСА ПРОТОНА В ВОДНЫХ РАСТВОРАХ ГЛИЦИНА/
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П ул а ы ов а  Л .Ф ., Т упик М .С .

Методами акустической спектроскопии изучены водные растворы 
глицина. Проанализирован иостадийный механизм реакций переноса 
протона. Определены копстанты скорости и объемные аффекты стадий.

Белки, сложные многофункциональные биосистемы, как правило, пред­
ставляют собой некоторые комбинации взаимодействующих друг с другом 
полипептидиых цепей, составленных из аминокислотных остатков, распо­
ложенных в строго определенной последовательности. Изучение сложных 
явлений, обусловливающих биологическую активность белка в растворе, 
целесообразпо начать с исследования процессов, происходящих в раство­
рах его составных частей — аминокислот. Взаимодействие с растворителем, 
а также реакции переноса протона являются важными факторами, влияю­
щими на структуру, стабильность и биологическую активность биологиче­
ских макромолекул [1—3]. Поэтому изучение кинетических характеристик 
реакций переноса протона в водных растворах аминокислот представля­
ется весьма актуальной задачей. Поскольку реакции такого рода являются 
в большинстве случаев сверхбыстрыми, то для их изучения применяется 
акустическая спектроскопия [4—8]. В работе [6] была установлена зави­
симость акустического поглощения в растворах аминокислот от водород­
ного показателя pH и обнаружена простая область акустической релак­
сации.

Используя зависимость акустического поглощения от pH, авторы иден­
тифицировали наблюдаемую область акустической релаксации и показали, 
что она обусловлена протеканием реакции переноса протона вида

(1) NH/RCOO-+OH- £  NH2RC00-+H20,
лГ

Используя данные акустической спектроскопии, авторы работ [6—8] оп­
ределили константы скоростей и объемный эффект реакции (1).

В связи с тем что частотный диапазон исследований, выполненных в 
работах [6—8], недостаточно широк, представляет интерес расширение 
области частот акустического спектра. Кроме того, имеет смысл проведе­
ние исследований при различных температурах.

Нами методами акустической спектроскопии были изучены водные 
растворы глицина, концентрация 0,53 м/л, pH 10-МЗ в диапазоне частот 
от 0,5 до 1200 МГц при температурах от 15 до 30° С. Для исследований 
использовались хроматографически чистые образцы.

В диапазоне частот от 0,5 до 5 и от 400 до 1200 МГц относительная 
ошибка измерений поглощения звука составляла 10—20%, а в диапазоне 
частот 30—100 МГц составляла 5—7% [9—13]. Измерение скорости звука 
производилось фазовым методом, и ошибка измерений не превышала 
0,5% на частоте 30 МГц.

Результаты измерений амплитудного коэффициента поглощения звука 
от частоты и pH растворов представлены на фиг. 1, 2. Оказалось, что аку­
стическое поглощение, измеренное на частоте 70 МГц, сильно зависит 
от pH раствора (см. фиг. 2). Поглощение же для низкочастотной области, 
как показал эксперимент, в диапазоне pH 10-ИЗ слабо зависит от pH.
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Поэтому акустические спектры были сняты при рНтах, соответствующих 
максимальному поглощению для высокочастотной области. Величина pH 
изменялась при добавлении концентрированных растворов КОН или НС1 
к исследуемым системам. Анализ акустических спектров показал, что за­
висимость и/p от частоты в пределах экспериментальных ошибок следует

Фиг. 1 Фиг. 2
Фиг. 1. Зависимость величины 0=10" 17а//*, см_, сг от lg /, МГц для водного раство­
ра глицина 0,53 моль/л рПшах, при температурах: 1 -  20, 2 -  30° С. Сплошные кри­
вые рассчитаны по уравнению (2), точки соответствуют экспериментальным зна­

чениям
Фиг. 2. Зависимость величины 0=1О“ 17а /Р, см~‘ -с2 от pH для водного раствора 
глицина 0,53 моль/л при температуре 20° С. Точки соответствуют эксперименталь­

ным значениям а / /2 на частоте 70 МГц

уравнению с двумя временами релаксации:
а
7

А 2 +
Ai

1 + со2т22 1+<о т ,
В,

где Аг, A t и В  — некоторые постоянные величины, не зависящие от час­
тоты, т2, т, — времена релаксации низкочастотной и высокочастотной об­
ластей акустической релаксации, со=2л/ — круговая частота.

Параметры, характеризующие акустическую релаксацию, представле­
ны в табл. 1. Отметим, что параметр В , представляющий собой вклад бо-

Таблица 1

рНщах 11,9 11,8
20

11,6 11,5
°с 15 25 30

ЛИО17, С М - *  С2 140 110 100 90
# i-1017, см-1 -с2 25 24 23 21
Ti-109, с 0,4 6,1 5,7 5,5
е,-103 1.6 1,4 1,4 1,3
Л2 1017, см -'-с2 400 320 270 240
т2-107, с 2,3 1,9 1,6 1,5
82-104 1.3 1.3 1,3 1,2
(а //2)„л-10‘7, см - ‘ с2 9 8 7 6
V o ,  м/с 1502 1514 1523 1538

лее высокочастотпых процессов, практически равен величине а/p для 
воды. В щелочной среде, при которой проводились акустические измере­
ния, в растворе аминокислоты протекает реакция переноса протона (1). 
Анализ зависимостей величины а/p от pH раствора, выполненный в ра­
ботах [С, 7], показывает, что наблюдаемое акустическое поглощение обус­
ловлено протеканием реакции (1). Это следует из совпадения экспери­
ментальной и теоретически вычисленной зависимостей параметра А от pH. 
Максимум этой величины соответствует значению рНтах:

(3) PHm„ =  (p/T.+pATa+lg Со) 12,
где Ки> — ионное произведение воды, Кя — константа диссоциации амино­
кислоты [14, 15]. Со — печальная концентрация аминокислоты.
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Попробуем объяснить две впервые наблюдаемые нами области акусти­
ческой релаксации в рамках реакции (1 ). В общем случае реакции (1) 
протекает с образованием промежуточного продукта II [6 ]:

(4)

(5)

Ш 2+СН2СОО" +  ОН" *=? п,
Czb.

kt
^он - Сп 

П NH2CH2COO“ +  Н20. 
Cz- С т о

Тогда система имеет две химические степени свободы и должен наблю­
даться двойной релаксационный процесс. Пусть и £2 — степени полноты 
реакций (4) и (5). Макросостояпие системы характеризуется пара­
метрами Р, Т, §2. Так как естественные реакции (4) и (5) взаимоза­
висимы, то экспериментально в акустических спектрах должны прояв­
ляться некоторые их комбинации — так называемые нормальные реакции 
[16]. В отличие от естественных реакций нормальные реакции протекают 
независимо друг от друга, на их скорость влияет только соответствующее 
им сродство или, иначе говоря, термодинамическая сила. Два времени 
релаксации, наблюдаемые экспериментально, в акустическом спектре со­
ответствуют пормальным реакциям. Пользуясь стандартными методами, 
подробное описание которых имеется в работе [16], можно показать, что

(6) • =  (к/а+к2Ь)/2±У (к/а—к2Ь)2+4к2к1//2,

(к/а—к2Ь) +4к2к / =  {к/а) 2+  (к2Ь) 2- 2 к,'кг (аЪ-2).
Здесь

Cn/Czii+Си/Сои-+\= а ; Сп/С 2-+ 1 =&.
Если концентрация промежуточного продукта достаточно велика, 

то Сп> С 2нС0н-. Тогда Сп/С 2н>1 и Сп/С0н->1, произведение a b > 2, и с хо­
рошей степенью точности (6) можно представить в виде

(7) =  (k 'd + k 2b) /2± I к / а -к 2Ъ 1/2
или, считая к1а > к 2Ь,

(8) т Г ,= А /(С п/СгиН-Сп/Сон-+1).
(9) r2~l—k2(Cn/Cz--i-1).
где Ti> t2, т. е. ту соответствует высокочастотному процессу, а т2 — низко­
частотному.

Таким образом, в рамках введенных нами представлений естественные 
реакции (4) п (5) являются также и нормальными. Проверим правиль­
ность наших представлений о том, что две наблюдаемые области дисперсии 
связаны с постадийиым механизмом реакций перепоса протона (4) и (5). 
Вычислим значение рНтах, при котором параметр А г максимален. С по­
мощью методов термодинамики необратимых процессов можно показать, 
что выражения для параметра A t и релаксационной силы е, имеют вид [16]
(10) 4̂1= (2 ji2/i?02)e 1Tl,

где v0 — скорость звука, р — плотпость раствора, Т — температура, К, A F =  
=  (dV/d%)vj — изотермический объемный эффект реакции, Vm — молярный 
объем раствора, 6 — изобарический коэффициент термического расширения 
раствора 0 =  (dV/dT)P/V, СР — молярная теплоемкость при постоянном дав­
лении.

(12) Ч Г '^ к г'С п & п  +  Сон- +  Сп1),
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Следовательно,

(13) А 1 = :
const

Сп (Czh +  Сон- +  Си)2

Здесь const обозначены члены, не зависящие или слабо зависящие от pH. 
Параметр А и как следует из формулы (13), есть функция pH раствора. Ус­
ловиями максимума параметра A  i являются

(14) 9А1 = 0 . дАх
дСои- дС’он- с О Н - < с О Н ~  m a x

> 0 ;
дА1 

йб'он- c O H - > c O H -  ш а х

0.

Эти же условия можно записать иначе:

(15) Са{ с А  +Сон1- +  С'п1) 2 =  Л
dF Л dF(16)

56’он-
dF

дСок-

=  0:
дС он-

с О Н - > с О Н - ; г а а х

с О Н - < с О Н - т а х

> 0.

0:

Используя закон сохранения массы, закон действующих масс и численные 
оценки констант равновесия [15], получим:

(17) F =  [ (Са+2Соа-) +  (Яр+ЯР1)С 0н-]7Со„-,

dF 4 (КР+ К Р1) [C0+2COH-+ (K v+ K PI)C lH-]

(18)
5СОН- о н -

2 [ Со+2Сон-+  (Кг+Кт.,) Сон- ]'2
=  0,

Сг он -

Решепие уравнения (18) имеет следующий вид:
( Л О )  с 2 -  С о + 2 С о н -  _ _Ьон-тпк j .  ,Л Api ЛрТ Api
Таким образом,
(20) Соп-гп«х=УС7^°,
Преобразуя (20) с помощью соотношений
(21) СъСок~=Ки] Ki>0= K aIKa\ р Н = —lg Сц,
получим формулу (3). Результаты вычислений по этой формуле хорошо 
согласуются с экспериментом и литературными данными [6]

25° с . 2 5 °  с
р Н щ а х  теор —  1 1 , 6 ;  р Н т а х э и с п  =  И Д

Подобным образом можно рассматривать и реакцию (5). После преобра­
зований, сделанных аналогично проведенным выше, получим 
,псл\ л _ const KvJCvCq

1 '  2~  (К г+К Р1) (*р2+ 1 )2'

Таким образом, в случае реакции (5) параметр А г пе зависит от pH раство­
ра. Этот факт подтверждается экспериментально.

Отметим, что при извлечении квадратного корпя в выражении (6) п 
раскрытии модуля нами было принято, что k/a>k2b. При обратном пред­
положении времена T i и  т 2  поменялись бы своими значениями. Это бы при­
вело к зависимостям Л, и Аг от pH, обратным эксперимептальпо паблюда- 
емым. Дополнив уравнения для релаксационных сил уравнениями закона 
сохранения массы, законом действующих масс и используя то, что суммар­
ный объемный эффект реакций (4) и (5) известен [17] AFcyM= 2 4  см*,
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можно составить систему из восьми уравнений с 8 неизвестными

1 +  1 + .
Czh С он- 7 7

Ч  1 \
Сп Сг- ) ’ Co=CZH +  C,n+Cz-.

K pi=С п/ С7.н *Coir, КР2=Сг-1СП, KP» = K jK a= K Pi(KP2+ l ),

(23) Соп-=С0/Кр\

Л  т /  л  Т /  ^ О  +  С о н -  л  Съ~Д VcyM =  A V i— —-----+ ДV2 —- .
Со Со

Дополнив систему (23) выражениями для времен релаксации и используя 
определение констант равновесия, получим

(24) т г ,= /с1(С2Н+Сон-)1 T2 - i=*k2(Cn/Cz-+ l ) ,

Kpi—ki/ki , K P2—k2lk2 .

Полагая трансмиссионный коэффициент равным 1 и используя зависимость 
к2 от температуры (/с, практически от температуры не зависит), можно 
вычислить активационные параметры ДН2Ф и AS24  Результаты вычисле­
ний приведены в табл. 2.

Таблица 2

t , ° G 15 20 25 30
Coir-103, м/л 4,8 5,0 5,2 5,4
Czh-IO3, м/л 4,8 5,0 5,2 5,4
^pi-10“ 5 л - ‘*м 2,1 1,8 1,7 1,6
Kp2 9,7 10,0 10.4 10,4
Сп*102. м/л 4.9 4,7 4,6 4,6
Cz-lO1, м/л 4,7 4,8 4,8 4,8
/СгЮ-10, л • лг1 • с~ 1 1,6 1,6 1.7 1,7А:/-10_6, С " 1 7,7 8,9 10,0 10,6
к 2 С " 1 4,0 4,8 5,7 6,4
/Ч-Ю-8, с - 1 0,4 0,5 0,6 0,6
AVt, см3/моль 27 26 25 23
Д У г ,  см3/моль -2 -2 -2 -2

Д#1°= — 2,8±1,4 ккал/моль 
Ml 2 ф =  6± 1 ккал/моль 
&S2* = - 8±3 э.е.

Следует отметить, что подобные вычисления, как показано в работе
[18], носят оценочный характер. Ошибка в определении концентраций 
компонент Czny Сон- составляла 5% ; Сп, Сz- — 20% ; AFi — 10%; Д Р2 — 
60%, К  к2 — 15 и 20% соответственно; /с/, к/ — 45 и 60% соответственно.

В вычислениях не использовались коэффициенты активности. Это при­
водит к тому, что полученные константы скорости являются «кажущими­
ся». Если использовать не концентрации, а активности, то формулы для 
релаксационной силы и времени релаксации имеют следующий вид:

(25)

(26)

р^о2 / АТ, 0F
е = -------- ( Д V — «—

RT \ С
AV2
Vт

А Р
Vт

где 'у,- — коэффициент активности компонента i. Если 2  Av<z/C i> l, то чле­
ном dln^i/Ci можно пренебречь. Величину 31п^/С< можпо оценить, ис­
пользуя данные для 1—1-валентного электролита примерно с такой же 
ионной силой [19]. В рассматриваемом случае ошибка, связанная с пеуче- 
том д In 7i/Ciy менее 1 %.
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