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Обобщены кинетические и термодинамические закономерности процес-
сов переноса протона с участием короткоживущих и стабильных радика-
лов. Продемонстрированы широкие, возможности использования рН-чувст-
вительных нитроксильных радикалов для измерения кислотности в микро-
гетерогенных химических и биологических системах, включая клеточные.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Перенос протона — одна из самых распространенных реакций в орга-
нической химии [1, 2]. Актуальность изучения реакции протонного пере-
носа обусловлена ее важной ролью в кислотном и щелочном катализе
[2, 3], технологических и биологических процессах [4]. Физико-химиков
привлекает также простота этих реакций, протекающих без взаимодей-
ствия электронных оболочек реагентов, что позволяет проводить моде-
лирование данных реакций методами теоретической химии, и способ-
ствует более глубокому пониманию природы и кинетики элементарного
акта в конденсированных средах [1, 2, 5]. Большая величина водород-
ного изотопного эффекта является побудительной причиной для прове-
дения многочисленных исследований таких эффектов в реакциях пере-
носа протона. Эти исследования служат серьезной проверкой теории
изотопных эффектов и дают существенную информацию о механизме
рассматриваемых процессов [5, 6]. Вследствие уникальных свойств про-
тона (отсутствие электронной оболочки, аномальная подвижность) ре-
акции переноса протона являются наиболее быстрыми из реакций, про-
текающих в растворе; это предопределяет методические сложности при»
изучении кинетических параметров данной реакции. Для изучения ки-
нетики переноса протона чаще всего применяют релаксационные мето-
ды (методы скачка температуры, давления, импульса электрического
поля и т. д.), а также метод ЯМР (исследование уширения линий Ή..
17О в спектрах ЯМР) [1]. Релаксационные методы основаны на наблю-
дении кинетики возвращения системы в положение равновесия (опти-
ческими или электрическими методами) после быстрого изменения внеш-
них параметров; их применение ограничено областью обратимых реак-
ций переноса протона. Метод ЯМР свободен от указанного ограничения,,
так как его применение основано на анализе формы спектра участвую-
щей в реакции молекулы. Однако при его использовании необходимы
большие концентрации реагентов, а в случае сложных неразрешенных
спектров ЯМР возникает проблема интерпретации экспериментальных
данных. Наибольший интерес представляют методы, позволяющие не-
посредственно следить за состоянием реагирующих частиц в процессе
протонного обмена (из указанных таким является метод ЯМР). Очевид-
но, что разработка новых методических подходов, позволяющих полу-
чать количественную информацию о кинетических и термодинамических
характеристиках реакций протонного обмена, является весьма актуаль-
ной задачей. Перспективным представляется использование метода
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ЭПР, который обладает высокой чувствительностью, позволяет непо-
средственно наблюдать за парамагнитным реагентом реакции, и полу-
чать количественную информацию о кинетике протонного переноса.
Можно ожидать, что применение метода ЭПР к реакциям переноса про-
тона в стабильных радикалах позволило бы использовать данные реак-
ции в качестве модельных для получения количественной информации о
влиянии стерического фактора, растворителя, электронодонорных и ак-
цепторных заместителей на кинетические и равновесные параметры про-
тонного переноса. При протекании обратимой реакции переноса прото-
на в радикалах может наблюдаться влияние рН на спектры ЭПР ради-
калов. В связи с этим появляется возможность измерения рН методом
ЭПР.

Измерение рН является одной из наиболее важных задач химии и
биологии, так как от этой величины зависит протекание огромного ко-
личества химических реакций и многих процессов жизнедеятельности
клеток и клеточных органелл. Традиционно для этого применяют элек-
трометрический метод с использованием стеклянных электродов [7].
Основным недостатком данного метода является значительный размер
стеклянных электродов и невозможность их введения в замкнутые струк-
туры (клеточные органеллы, мембранные модельные везикулы и т. д.).
Указанное ограничение, несмотря на развитие в последнее время мик-
роэлектродной рН-метрии [8], в большинстве случаев не позволяет ис-
пользовать стеклянные электроды для измерения локальных значений
рН (внутри указанных структур, на поверхности раздела фаз и т. д.).
В связи с этим в настоящее время в биологических системах широко ис-
пользуют флуоресцентные зонды и метод ЯМР, основываясь на влиянии
рН среды на определенные характеристики спектров этих зондов (ин-
тенсивность флуоресценции, химический сдвиг) [9—16]. Применение
флуоресцентных зондов ограничено сложностями в интерпретации ин-
тенсивности флуоресценции, чувствительной к взаимодействию зонда с
липидной мембраной, к виду используемого буфера, к ионной силе рас-
твора и т. д. Существенным ограничением метода ЯМР является его
низкая чувствительность. В связи с этим представляется перспективным
использование стабильных нитроксильных радикалов (HP) в качестве
рН-зондов. Это определяется высокой чувствительностью метода ЭПР
и большими успехами органической химии HP [17, 18]. Обнаруженное
в последнее время [19—21] значительное влияние рН на спектры ЭПР
стабильных HP позволяет по-новому взглянуть на перспективы их ис-
пользования для исследования механизмов реакций переноса протона и
в качестве рН-зондов.

В настоящем обзоре рассмотрены результаты исследования влияния
рН на спектры ЭПР короткоживущих и стабильных радикалов различ-
ных типов. Особенно подробно рассмотрен перенос протона в радикалах
типа имидазолина и имидазолидина, поскольку именно эти радикалы
позволяют получить информацию о механизме протонного переноса и
являются наиболее перспективными для использования в качестве рН-
зондов в различных системах, включая биологические [22].

II. ТЕОРЕТИЧЕСКОЕ РАССМОТРЕНИЕ РЕАКЦИЙ ПЕРЕНОСА
ПРОТОНА В РАДИКАЛАХ

Обратимая реакция переноса протона (протонный обмен) между со-
пряженными основанием (радикал R) и кислотой (ВН+) описывается
уравнением:

R + BH+^:RH+ + B (1)

Необходимым условием применения метода ЭПР для наблюдения за хо-
дом реакции (1) является различие магнитно-резонансных параметров
радикала в формах R и RH+. В этом случае реакция (1) должна при-
водить к частотному обмену между соответствующими компонентами
спектров ЭПР радикалов в формах R и RH+. Форма линии сигнала ЭПР

1441



'G(X) в случае частотного обмена по двум положениям, соответствую-
щим R и 1Ш+-формам радикала, описывается уравнением [23]:

'{Χ) = Ιη ί - T * H + + TR + W R <

где Go— постоянный коэффициент.
TR И TRH+—времена жизни радикала в формах R и RH+ соответствен-

но; PR=TR/(TR+TRH+) > PRH+ = TRH+/ (TR+TRH + ) > KR= (l/T2)R i^X, KRH+ =
= (1/^ 2 )RH+—ίγ(^+Δω/γ); Δω — разность частот соответствующих ли-
ний в спектрах ЭПР радикалов в формах R и RH+; (Г2)в, (71

2)ин+—вре-
мена поперечной релаксации радикалов R и RH+ соответственно; γ —
гиромагнитное отношение электрона. Переменная X связана с «посто-
янным» магнитным полем Яо соотношением Х=Н0—Яо

н, где Я о

в—на-
пряженность поля, соответствующая центру сигнала ЭПР радикала з
форме R.

В соответствии с уравнением (2) экспериментально реализуются раз-
личные случаи обмена: быстрый (1/τΗ, 1/τΚΗ+^>Δω), медленный (1/τη,
1/TRH+<CACU) ИЛИ промежуточный (1/τκ, 1/τΒΠ+~Δω) в масштабе вре-
мени ЭПР. Независимо от частоты обмена R3=iRH+ по спектрам ЭПР,
согласно (2), можно определить отношение τκ/τΗΠ+. В то же время ана-
лиз уравнения (2) показывает, что определение времен жизни τ κ и тнн+
возможно лишь в случае промежуточного обмена [23]. При наличии хо-
рошо разрешенных линий в спектрах ЭПР выражение (2) значительно
упрощается и для нахождения величин TR И TR H+ достаточно знать по-
ложения и ширины линий [23]. Зная отношение TR/TRH+ МОЖНО опреде-
лить константу равновесия К:

[B][RH+] TRH+ IB]

В случае, когда реакция (1) описывает обмен с протоном растворителя
t(BH+ =Ξ Hsoiv, т. е. сольватированный протон, уравнение (3) связывает

константу равновесия К с концентрацией протонов [Н+](/С = [Н+]),
T RH+

что открывает принципиальную возможность использования радикалов
в качестве рН-зондов.

Величины TR И T R H + определяют кинетические параметры реакции
(1), а именно константы скоростей kf и kr:

А, = ^-[ВН+], kr = ~[B] (4)

Таким образом, в указанных случаях анализ формы сигнала ЭПР
позволяет получить количественную информацию о термодинамике и
кинетике протонного обмена в радикалах.

В случае необратимых реакций переноса протона в радикалах, раз-
личие магнитно-резонансных параметров форм R и RH+ позволяет ре-
гистрировать методом ЭПР непосредственно накопление (исчезновение)
одной из форм радикала. Характерные времена, доступные изучению
методом ЭПР, ограничены временем «запуска» реакций (например,
в методе остановленной струи время смешения реагентов ^10~ 3 с).

III. ПРОТОННЫЙ ОБМЕН В КОРОТКОЖИВУЩИХ РАДИКАЛАХ

Авторы [24—26] обнаружили изменения спектров ЭПР ряда спир-
товых радикалов (ROH) в кислой среде. Эти изменения проявляются в
обратимом слиянии линий дублета, обусловленного сверхтонким взаи-
модействием (СТВ) с гидроксильным протоном, в синглет, вследствие
протекания протонного обмена:
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Реакция (5) приводит к изменению проекции ядерного спина гидро-
ксильного протона радикала ROH и, таким образом, к частотному об-
мену между линиями дублета, обусловленного СТВ с данным протоном.
Анализ положения и ширины линий в спектрах ЭПР радикалов ROH
позволил определить константу скорости протонного обмена ku которая
лежит в диапазоне 6,5• 106—1,8-10s л/моль-с. Была также найдена тем-
пературная зависимость константы скорости реакции протонирования
гидроксиметильного радикала ku которая характеризуется энергией ак-
тивации АЕ = 2,8 ккал/моль [26].

Если в работах [24—26] влияние рН на спектры ЭПР было следст-
вием протонирования ОН-группы гидроксиалкильных радикалов в кис-
лой среде, то в [27—29] такое влияние было обусловлено процессом
депротонирования ОН-группы, согласно реакции:

ROH -Ь О Н " ^ RO~ + Н2О (6)
k-i

Различие спектров ЭПР форм ROH и RO~ позволило определить значе-
ния рК. изученных радикалов, а в двух случаях, когда наблюдался про-
межуточный обмен, и значения констант скоростей: для радикала
СНзСНОН р/С= 11,51 и £, = 7·109 л/моль-с, а для (СН3)2СОН р/(= 12,03
и k, = 9-109л/моль-с [27—29]. Следует отметить, что в случае медлен-
ного и промежуточного обмена спектры ЭПР изученных радикалов [28]
имели весьма сложный вид при рН'~рА'. Поэтому в раствор радикала
добавляли 1М ортофосфорную кислоту с рК = 12,32. При этом скорость
протонного обмена увеличивается [30, 31], что приводит к упрощению
спектра ЭПР. Суть предложенного подхода легко понять, рассмотрев
все реакции протонного обмена с участием радикала и добавленного
буфера В [30]:

а) R + H+5:RH+

ft-l

б) В + Н + ^ В Н + (7)

в) R + B H + | t R H + 4 - B

Значения pKit рКг и рК3 связаны соотношением [31]:

p/C, = p/Ci—р/С, (8)

Добавление в систему буфера приводит к изменению лишь кинетиче-
ских параметров обмена R:*±RH + (TR, τ.ΗΠ+)> В ТО время как равновесие
этой реакции (T R /T R H +) не нарушается:

а) 1/τκ = ka [ВН+] = *8В0/(1 + ЮрН-р«2)

б) 1 /TR H+ = k_% [В] = £_3В0/(1 + 10р*2~рН) (9)

в) τΚ Η +/τκ = [RH+]/[R] = ΐ θ ρ Κ ι - ρ Η

где Во= [В] + [ВН+] —концентрация буфера; при этом подразумевается,
что й 3[ВН+]>/г 1-[Н+]; /г_3[В]>&_,. Согласно (9), наиболее эффектив-
ное ускорение обмена (уменьшение τΗΗ+ и rR) наблюдается при условии
р/С,«рК2.

В работе [31] изучена реакция протонного обмена между двумя фор-
мами радикала глицина:

NH8—CH-COO- +Н2РО7 ^ NH2-CH—СООН + HPOJ" (10)
k-z

В отсутствие буфера протонный обмен по реакции (7а) приводит к мед-
ленному обмену между соответствующими линиями спектра ЭПР ради-
кала глицина. Добавление фосфатного буфера (р/С2 = 6,4) позволило
перейти в область промежуточного обмена и рассчитать константы
скоростей протонного обмена (10): k3= (2,5±0,5) • 109 л/моль-с, &_3 =
= (1,4±0,5) · 109 л/моль-с. В 0,5 Μ фосфатном буфере реализовался слу-
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чай быстрого обмена R*±RH+ и из зависимостей констант СТВ: а н

с н (рН)
и αΝ(ρΗ) было рассчитано значение ρΛΊ = 6,65 карбоксильной группы в
радикале глицина. При анализе зависимостей а(рН) пользовались фор-
мулой (11), легко получаемой для случая быстрого обмена из (2) и
(9в):

а (рН) = ая-ря + aRH+ -pRm = (ая + flRH+ • 10p*'-pH)/(l + 10pKl~pH) (11}

где aR, ORH+ — константы СТВ радикалов в формах R и RH+ соответ-
ственно.

Интересный случай проявления депротонирования ОН-группы на-
блюдался [32] в гидроксинитроксильном радикале:

|/Н-ЬН2О (12).

N
H "V\

N
/\

I I

ο· σ

α% = α^ΟΗ
 = 14

,45Гс а^ = а*°~ = 16,2Гс

g = 2,0057 g = 2,0057

Протонированная (ROH) и депротонированная (RO~) формы радикала
отличались константами СТВ. В области рН~рК наблюдался быстрый
обмен ROH=F±RO~ зависимость αΝ = αβ

Η(ρΗ) описывалась формулой
(П).

В работе [33] обнаружено влияние рН на спектры ЭПР ряда спино-
вых аддуктов, образующихся в реакции

+

R=OH,O 2 (Н02),СН2ОН,04

Изменение спектров ЭПР, образующихся по реакции (13) в диапазоне
рН 2—5 короткоживущих HP авторы этой работы объяснили протониро-
ванием атома азота N(3). Ряд работ [34—38] посвящен изучению мето-
дом ЭПР реакций протонного обмена в семихиноновых, семидноновых
и других короткоживущих радикалах.

Таким образом, проявления протонного обмена в спектрах ЭПР ко-
роткоживущих радикалов достаточно хорошо изучены. Анализ этих
спектров позволяет измерять как константы равновесия реакций протон-
ного обмена, так и бимолекулярные константы протоннрования. В ряде
работ отмечается, что значения рК радикалов значительно меньше р/С
соответствующих диамагнитных молекул [27—32], что связывают с
электроноакцепторным влиянием радикального центра. Константы про-
тонирования лежат в диапазоне 5· 106—1010 л/моль-с [24—26, 28, 30, 31,
35—37].

Использование рассмотренных радикалов в качестве рН-зондов в
общем случае не представляется возможным вследствие их нестабиль-
ности.

IV. ПРОТОННЫЙ ОБМЕН В СТАБИЛЬНЫХ НИТРОКСИЛЬНЫХ РАДИКАЛАХ

Как следует из предыдущего раздела, наличие способных протони-
роваться (депротонироваться) групп в структуре радикала в непосред-
ственной близости от радикального центра приводит к различию спект-
ров ЭПР протонированной (RH+) и депротонированной (R) форм ради-
кала. Однако одновременное выполнение двух требований —нахождения
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функциональной группы вблизи радикального центра и стабильности
радикалов — является непростой задачей. Поэтому проявление протон-
ного обмена в спектрах ЭПР стабильных радикалов удалось зарегист-
рировать лишь в редких случаях.

Наибольших изменений параметров спектров ЭПР HP следует ожи-
дать при их протежировании по радикальному центру, на котором ло-
кализована основная часть спиновой плотности.

1. Протонирование нитроксильных радикалов по радикальному центру

Спиновая плотность в ди-трет-алкилнитроксильных радикалах лока-
лизована в основном на нитроксильном фрагменте (ро

л»0,6; р " ( 1 ) ~ 0.4
[39]), в нитронилнитроксильных радикалах (ННР) — на двух нитро-
ксильных группах (РЙ (, )~РЙ№~°'2 2 ;Ро(б) ; = : ;Ро(7) — 0,21 [39]), а в имино-
нитроксильных радикалах (ИНР) — на нитроксильном фрагменте и ато-
ме азота иминной группы (р£, (1)^ 0,38; р%(6) ;=s 0,4; р £ ( 3 ) ^ 0,16 [40]):

Ди-торелг-алкилнитроксид Нитронилнитроксжд Иминонитроксид

Протонирование фрагмента N—О' в HP осуществляется лишь в очень
кислых средах [41—43]. Для радикала (I) такое протонирование в вод-
ном 80%-ном растворе серной кислоты приводит к увеличению констан-
ты ακ(ΔαΝ = 5,7 Гс) и уменьшению ^-фактора (Ag = 0,0013) радикала, а
также к появлению дополнительного дублетного расщепления аа =
= 3,12 Гс, обусловленного СТВ с присоединенным протоном [43]:

I
о

(I)
α Ν = 15,87Гс

g = 2,0059

— P h

ο·
(И)

αΝ(ι)

= 7,5Гс

Для большинства HP протонирование по кислороду! фрагмента N—О"
наблюдать не удается, так как в водных растворах этот процесс сопро-
вождается диспропорциопированием HP на соответствующие оксоаммо-
ниевый и гидроксиаммониевый катионы [44]. Протонирование атома
кислорода такого же фрагмента ННР в водных растворах не наблюда-
лось вследствие диспропорционирования данных радикалов в кислой
среде [45]. Однако в бензоле в присутствии трифторуксусной кислоты
удалось наблюдать спектр ЭПР протонировашюго по кислороду нитро-
ксильной группы радикала (II); при этом происходило уменьшение кон-
стант СТВ с обоими атомами азота (ΔαΝ=1,8 Гс; Aa'N = 2,8 Гс) и появ-
лялось дополнительное дублетное расщепление, обусловленное СТВ с
присоединенным протоном (ап = 4,7 Гс) [45].

В отличие от ди-трет-алкилнитроксильных [41—43] и нитронилнит-
роксильных [45] радикалов для ИНР наблюдается протонирование по
атому азота иминной группы N(3) [40, 46], которая является более ос-
новной, чем нитроксильная:
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— Ν Η,Ο

1/'τΒ

.нон.

-Χ

(III) X = Ph; p/C = 1,9;
αΝ(ι) = 9,9Гс;

Α· I
О"

(ΠΙ)-Η+
a N m = 6,2Гс

•Ν/
II

χ

Η--ΟΗ2

αΝ(3) = 4,9Гс(IV) X = NH2; р/С = 6,4;
(V) X = N (CH3)2; p/C = 6,8 а н = 4,6Гс

Значительная величина спиновой плотности в ИНР на атоме N(3) обус-
ловливает большие изменения констант СТВ с атомом азота при его
протонировании (уравнение (14)). Константа СТВ с присоединенным
протоном ан в протонированной форме радикала (III) при р Н > 1 не на-
блюдается вследствие быстрого (в масштабе времени ЭПР) обмена (по
реакции (14)). Определение концентрации Н+, при которой в спектре
ЭПР радикальной формы (III)-Н+ появляется дополнительное дублет-
ное расщепление, обусловленное СТВ с присоединенным протоном, поз-
волило оценить время жизни водородной связи =Ν···ΗΟΗ в радика-
ле (III): т„л;2-10~10 с [46]. Условие быстрого обмена R^=RH+ в радика-
ле (III) позволяет определить нижнюю границу бимолекулярной кон-
станты протонирования: k^b-W л/моль-с. Согласно другим данным
[40], усреднение сигналов форм R и RH+ радикала (III) не полное и
обмен оказывает измеримое воздействие на положение и ширину линий
сигнала ЭПР; это позволило рассчитать константу скорости протониро-
вания радикала (III): ^ΛίΙΟ 9 л/моль-с. Получены также значения β,
для трех других ИНР, они лежат в диапазоне 3· 10в-М09 л/моль-с [40].

Иминонитроксильные радикалы могут образовывать равновесные
комплексы в водных растворах не только с протоном, но и с рядом диа-
магнитных металлов (Hg(II), Zn(II), Cd(II), Ag(jl) и др. [40, 47]).
Комплексообразование с участием атома азота N(3) в ИНР и металла
приводит как к регистрируемому методом ЭПР изменению констант
СТВ αΝ(1, и αΝ(3), так и к появлению СТВ с ядром металла (для Hg (II)
константа СТВ а Н к « 4 0 Гс [40]).

Из изученных в работах [40—43, 45, 46] радикалов только два (IV)
и (V) могут быть использованы как рН-зонды в водных растворах в
имеющем практический интерес диапазоне рН. Однако интерпретация
спектров ЭПР радикалов (IV) и (V) при рН~р.К весьма сложна, так
как эти спектры образуются в результате взаимного наложения сигна-
лов R- и ^Н+-форм, в каждом из которых проявляется СТВ с тремя
неэквивалентными атомами азота и протонами заместителя X [40].

2. Протонирование функциональных групп нитроксильных радикалов

В работе [48] обнаружено влияние рН на спектры ЭПР радикалов
пиперидинового типа (VI) — (VIII), содержащих при углероде С(4) спо-
собные протонироваться (депротонироваться) функциональные группы.

NH2 COOH H3CCONH COOH NH2 CONHCH2COOH

\

I
о-

(VI), р/С = 8,0

\

I
ο·

(VII), p/( = 3,7
О

\

о·
(VIII), р/С = 5,8
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Для этих радикалов при уменьшении рН наблюдалось уменьшение кон-
станты СТВ aN(AaN = 0: 15—0,3 Гс) и увеличение g-фактора (Ag«
-»0,0001). В то же время спектр ЭПР радикала (IX), не имеющего при.

0(4) способной протонироваться группы, не менялся в диапазоне рН 2—
12. Поэтому авторы [48] объяснили наблюдаемые изменения в спект-
рах ЭПР обратимым протонированием аминогруппы в радикалах (VI)
и (VIII) и депротонированием карбоксильной группы в радикале (VII).
Медленный обмен между R- и 1Ш+-формами радикалов (VI) —(VIII)
приводит к асимметрии спектров ЭПР, что наиболее сильно проявляется
в уменьшении интенсивности высокополыюй компоненты. Для опреде-
ления рК радикала методом ЭПР предложено использовать зависимо-
сти от рН константы αΝ, а также параметров, характеризующих асим-
метрию сигнала (отношение интенсивностей центральной и высокополь-
ной компонент и др.). Зависимость αΝ от рН может быть использована
для определения р/С и при отсутствии асимметрии сигнала, как в случае
быстрого обмена R ^ R H + . О чувствительности к рН спектра ЭПР ради-
кала (X) пиперидинового типа с NH2-rpynnoft при С (4) сообщалось в
работе [49]. Однако авторы [49] не интерпретировали наблюдаемое
небольшое увеличение константы СТВ (ΔαΝ~0,13 Гс) в щелочной обла-
сти рН 8—10,5, которое, по нашему мнению, обусловлено депротониро-

NH [ванием NH2-rpynnbi

NH2

\

у
= 9,5 [50]).

NOH

NOH
ι

I
О'

(Χ)
Ph

\

ο·
(XI)

,0

с — С — Ν — C -
ι ι ι

о-

(XII)

COOH

NOH

(XIII)

,o о

— N H — \

I
о-

(XIV)

I
o·
(XV)

I
o·
(XVI)

COOH

(XVII)

Для другого радикала пиперидинового типа (XI) с группой =NOH при:
С(4) также было обнаружено увеличение αΝ в щелочной среде (ΔαΝ =
= 0,16 Гс) [51]. Наблюдаемое обратимое изменение αΝ в области рН 10—
12,8 объясняли обратимым депротонированием группы =ΝΟΗ. Это под-
тверждается близкими значениями ρ К, найденными методом ЭПР из
зависимости αΝ от рН для трех радикалов различных типов с =ΝΟΗ-
группой [51]: радикала пиперидинового типа (XI) (р/С= 11,35; ΔαΝ =
= 0,16 Гс), ациклического ди-трет-алкилнитроксильного радикала (XII)
(рК= 11,55; ΔαΝ = 0,34 Гс) и радикала типа З-имидазолин-3-оксида (XIII)
(р/С= 10,7, ΔαΝ = 0,22 Гс). Для радикалов (XIV) и (XV) типа 3-имида-
золин-3-оксида с другими функциональными группами были найдены
значительно меньшие значения рК, равные 1,6 и 1,9 для группы
= Ν—ΝΗ в радикале (XIV) (ΔαΝ = 0,47 Гс) и группы СООН в радика-
ле (XV) (ΔαΝ = 0,15 Гс) соответственно. Обнаружено также различие
спектров ЭПР радикалов R и RH+ имидазолидинового типа (XVI) —
аналогов гидроксамовой кислоты (р/(=7,0; ΔαΝ = 0,24 Гс) — и пирроли-
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нового типа (XVII) с карбоксильной группой при С(4) (р/С=3,5; ΔαΝ =
= 0,31 Гс) [51]. Недавно появилось сообщение [52] о влиянии рН на
спектры ЭПР радикалов типа пирролидина (XVIII) —(XXI).

NH2 COOH CN CN COOH COOH CONH2 CONH2

\

\ N /
\

\ Ν /
I

ο·

\
\ N /

О' О· О· О'
(XVIII) (XIX) (XX) (XXI)

Спектры этих радикалов при рН = 2 и рН=12 различались значениями
констант СТВ (ΔαΝ = 0,3—0,5 Гс). Однако в [52], в отличие от [48, 51],
нет данных о зависимости параметров спектров ЭПР (αΝ, ^-фактора)
от рН, вследствие чего вопрос о значениях рК протонирующихся групп
в радикалах (XVIII) —(XXI) остается открытым. Неясны также пер-
спективы использования данных радикалов как рН-зондов. Отметим
также, что различие спектров ЭПР R- и 1Ш+-форм может быть обус-
ловлено влиянием протонирования функциональных групп радикалов на
его внутримолекулярные или межмолекулярные взаимодействия.

Обнаружены изменения спектров ЭПР ряда радикальных аналогов
гистидина (XXII) в зависимости от рН [53].

Н ч =Ν

-Η
О — Ν О—Ν Ν

сн.
I
сн2 сн2

+H3NCHCOO-+H3NCHCOO- +H3NCHCOO-
(XXII) (XXIII) (XXIV)

Протонирование карбоксильной группы радикалов (XXIII) и (XXIV)
приводило к изменению констант СТВ с неэквивалентными β-протонами
метиленовой группы. Это объясняли наличием ион-дипольного взаимо-
действия между электрон-дефицитным нитронилнитроксильным (для
радикала (XXIII)) или иминонитроксильным (для радикала (XXIV))
кольцами и анионом карбоксила. Протонирование карбоксильной груп-
пы нарушает такое взаимодействие и приводит к сдвигу равновесия меж-
ду конформациями, ответственными за неэквивалентность констант СТВ
с метиленовыми протонами. Аналогичное ион-дипольное взаимодействие
между кольцом имидазола и ионом карбоксила в гистидине наблюдали
методом ЯМР [53J.

Величина рН влияет на спектры ЭПР спин-меченых жирных кислот
(XXV) и (XXVI) в водно-лецитиновой суспензии [54].

ч |

4

(CH2)rtCOOH

ο·
(XXV) т = 12, η = 3

(XXVI) т = Ъ, η = 10

Спектры радикалов (XXV) и (XXVI) имели характерный для иммоби-
лизованных радикалов вид, при этом параметр порядка S, характери-
зующий степень заторможенности вращения HP [55], зависел от рН
среды в диапазоне рН 4—7. Так как никакого влияния рН на спектры
ЭПР метилового эфира радикала (XXVI) в тех же условиях не наблю-
далось, рН-зависимые изменения спектров радикалов (XXV) и (XXVI)
авторы [54] объяснили депротонированием карбоксильной группы. По-
скольку карбоксильная группа значительно удалена от радикального
фрагмента N—О' радикалов (XXV) и (XXVI) (в (XXVI) они разделены
цепочкой из 10 групп СН2), то наблюдаемые различия спектров ЭПР
протонированной л депротонированной форм радикалов, по-видимому,
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полностью обусловлены взаимодействиями данных форм с липидной
фазой; это приводит к различию их вращательных характеристик, про-
являющемуся в спектрах ЭПР.

В работе [56] изучено влияние рН на спектр ЭПР HP (XXVII) вод-
ной суспензии липидных везикул (липосом).

CH3(CH2)5NH-< )N—О"

(XXVII)

В такой среде радикал (XXVII) распределен между водной и липидной
фазами, при этом в липидной фазе сигнал ЭПР значительно уширен
вследствие иммобилизации. Коэффициент распределения радикала
(XXVII) между водной и липидной фазами меняется ~<в 10 раз в диа-
пазоне рН 3,5—11,5, что объясняют различием коэффициентов распреде-
ления для протонированной по третичному атому азота при углероде
С(4) формы радикала (XXVII) и его иепротонировашюй формы. Ради-
калы (XXV) и (XXVII) использовались [57, 58] для изучения трансмем-
бранного транспорта протонов через модельные фосфолипидные мем-
браны. Различную проницаемость мембран для R- и ЙН+-форм радика-
ла (X) применяли для определения ΔρΗ па природных мембранах [50,
59, 60]. Поскольку чувствительность спектров ЭПР радикалов (XXV) —
(XXVII) к рН наблюдается лишь при наличии в растворе липидной

фазы, их использование для прямого измерения рН в общем случае не
представляется возможным.

В 1982 г. независимо в работах [19—21] было обнаружено влияние
рН на ЭПР-спектры HP имидазолинового и имидазолидинового типов.
В [19] наблюдали быстрый протонный обмен между R- и ЙН+-формами
радикалов (XXVIII) и (XXIX), отличающимися константами СТВ
(ΔαΝ^1,2 Гс). В работе [21] отмечены различные случаи протонного
обмена (быстрый или медленный) для радикалов (XXX) —(XXXIII), R-
и 1Ш+-формы которых различались как константами СТВ (ΔαΝ = 0,8—
1,2 Гс), так и ^-факторами (Ag = 0,0002—0,0003). Вследствие таких зна-
чительных различий радикалы имидазолинового и имидазолидинового
типов представляются наиболее перспективными для изучения механиз-
ма реакций протонного обмена методом ЭПР, а также для использова-
ния в качестве рН-зондов.

,Н P h v ,Н ,

\ 1/\
\м/\__/

\ \/—\ ΝΗ /

1
о

(XXVIII)

\

\

рД2

/

1
о

(XXXI)

(
(Х>

4

у
LIX), ρΛ' 4

\ N /

1

о
(XXXII

/

,5

NH2

\

1
о-

XXX)

/

1
о·

(XXXIII)

3. Протонный обмен в нитроксильных радикалах
имидазолинового и имидазолидинового типов

а) Проявление протонирования атома N3 радикалов имидазолинового
и имидазолидинового типов в спектрах ЭПР

Влияние рН на спектры ЭПР одного из радикалов — производных
имидазолидина (XXXI) —показано на рис. 1 [21]. В пределах рН 3,5—6
высокопольная компонента спектра ЭПР в ^-диапазоне (рис. 1, а) рас-
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Таблица Г
Величины рК, найденные методом ЭПР, рассчитанные и экспериментальные

константы СТВ α Ν и ^-факторы R- и 1?Н+-форм некоторых радикалов

имидазолинового и имидазолидинового типов [21, 61, 63]

Радикал

(XXXI)

(XXXII)

(XXXIII)

(XXXIV)

(XXXV)

рК (±0,1)

4,7

1,3

6,1

—

0,8

g-Фактор

RH+

2,0057
2,0046**
2,0057
2,0047

2,0057
2,0048
2,0057
2,0047**
2,0057
2,0046**

(±0,0001)

R

2,0054
2,0044**
2,0055
2,0037**

2,0054
2,0036

—

2,0054
2,0036**

αχ (±0,05 Гс)

RH+

14,85
6,03**

14,95
5,74**

10,22***
15,05
5,73**

14,80
5,78**

15,00
5,79**

R

16,10
7,29**

15,85
7,22**

11,22***
15,80
7,26**

•—

15,85
7,24**

•Экспериментальные значения g-факторов, определенные в [21, 61], сдвинуты относительно приве-
денных в таблице на постоянную величину Ag ~ 6·\ϋ~4 вследствие систематической приборной ошибки.

••Рассчитанные величины (без учета эффектов сольватации) [61].
·** Рассчитанные величины (с учетом эффектов сольватации) [64].

щепляется на две разрешенные компоненты, относительные интенсивно-
сти которых обратимо изменяются с рН. Такой вид спектра объясняется
суперпозицией двух триплетных спектров ЭПР, отличающихся констан-
тами СТВ и ^-факторами. Действительно, использование спектрометров
с большей рабочей частотой позволило обнаружить дублетное расщеп-
ление спектра ЭПР радикала (XXXI) на двух (в Q-диапазоне) или на
всех трех (2мм-диапазон) компонентах триплета (рис. 1). Доказано
[21], что наблюдаемый эффект связан с протонированием атома азота
N(3) в радикале (XXXI) и различием констант СТВ αΝ и ^-факторов
для форм R и RH+.

Данный вывод подтверждается, во-первых, близостью значений р ^
этого радикала, измеренных потенциометрически и методом ЭПР [61].
Для определения рК методом ЭПР была использована зависимость,
функции /=/RH+/(^R+/BH+) (ЛШ+, /R — интенсивности ЭПР-сигналов RH+-
и R-форм соответственно) от рН (рис. 2). Ранее данная функция была
использована [62] для описания распределения радикала (I) между
водной и липидной фазами.

\
=Г\К

сн
/\
\

=N

ο· ο·
(XXXIV) (XXXV)

Во-вторых, значения констант СТВ и ^-фактора радикала (XXXI) в-
форме RH+ близки соответствующим значениям для имидазолиниевой
соли (XXXIV) (табл. 1). В-третьих, не было обнаружено влияния рН на
спектры ЭПР радикалов (I) и (XXXIV), у которых отсутствует способ-
ный протонироваться атом N(3).

В табл. 1 для ряда радикалов имидазолинового и имидазолидинового
типов приведены значения рК, найденные методом ЭПР, значения кон-
стант СТВ и ̂ -факторов.

Спектр ЭПР радикалов (XXXI) и (XXXIII) с рК>3 в области р Н ~
~р/С представляет собой суперпозицию спектров R- и 1Ш+-форм ради-
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кала, что обусловлено медленным обменом R4=tRH+ [61]. В этом случае
значения рК радикалов определяли с использованием зависимости / от
рН (рис. 2). Следует отметить, что определенные таким образом значе-
ния р/( радикалов в общем случае могут отличаться от истинных значе-
ний вследствие различной ширины высокопольной компоненты спектра
R- и ЙН+-форм. Однако для изученных радикалов (табл. 1) эти разли-
чия невелики (^5%) и могут привести к ошибке при измерении рК ра-
дикала не более 0,1. В Х-диапазоне для определения рК радикала наря-
ду с функцией f может быть использована зависимость от рН величины
aN (рис. 2), измеряемой как расстояние между 1-й и 2-й компонентами

т р и п л е т а , п р и э т о м α Ν ( ρ / ( ) = ( < 2 Ν Η + + Ω Ν ) / 2 ( Ω Ν Η + , ° N — • к о н с т а н т ы С Т В в

RH+- и R-формах соответственно). Для радикалов (XXXII) и (XXXV)
в области рН~рК не наблюдалось двух разрешенных сигналов на

3-й компоненте спектра ЭПР. Измене-
ние рН приводило к обратимому изме-
нению параметров триплетного спект-
ра ЭПР этих радикалов — константы
СТВ и g-фактора, что объясняется бы-
стрым протонным обменом R4=fcRH+.
В этом случае рК радикала может
быть вычислена по совпадению экспе-
риментальной и рассчитанной, соглас-
но уравнению (11), кривой, а также из
условия ак{рК) = (α Ν

Ι ι ι Ι + +α Ν

κ )/2.
Как видно из табл. 1, при протони-

ровании атома N(3) изменения g-фак-

рН 7,0 = 1,0037

Рис. Рис. 2

Рис.
при

Рис.

1. Спектры ЭПР водного раствора (концентрация 5-10~4 М) радикала (XXXI)
различных значениях рН в А'-диапазоне (о), Q-диапазоне (б) и 2 мм-диапазоне (в)

(температура 23°) [21]

2. Зависимости от рН функции (/—/) =/в/(/п + /пн+) (-0 и константы СТВ αΝ

(2) для радикала (XXXI) [611

т о р а с о с т а в л я ю т (2—3) • 10"~4, а к о н с т а н т ы С Т В 0,8—1,2 Гс. Д о п о л н и т е л ь -
ное доказательство возможности столь больших изменений параметров
спектров ЭПР HP имидазолинового и имидазолидинового типов при
протонировании атома N(3) было получено методами квантовой хи-
мии [61].

б) Кваптовохимические расчеты констант СТВ
и g-факторов радикалов имидазолинового

и имидазолидинового типов в протонированнои
и непротонированной формах

В работе [61] проведены квантовохимические расчеты электронной
структуры радикалов ограниченным и неограниченным методами Харт-
ри-Фока в приближении INDO [65]. Молекулярные орбитали при рас-
чете g-фактора ограниченным методом Хартри-Фока рассчитывали по
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методу Стоуна [66]. Для радикалов (XXXII) —(XXXV) пользовались
имеющимися экспериментальными данными о геометрии аналогичных
имидазолиновых радикалов с N-оксидной связью [67]. При расчете
электронной структуры радикала (XXXI) ему приписывали геометрию
соответствующего оксипирролидина [68].

В табл. 1 сопоставляются теоретически рассчитанные и эксперимен-
тальные значения констант СТВ с атомом Ν(1)(αΝ) и ^-факторов для
названных радикалов [61].

Рассчитанные константы αΝ заметно отличаются от эксперименталь-
ных, что связано с приближенностью используемого в расчете метода
INDO [65]. Однако закономерности изменения констант СТВ при пере-
ходе от незаряженных .к заряженным формам воспроизводятся вполне
удовлетворительно. В этих радикалах спиновая плотность в основном ло-
кализована на π-орбитах Ν—О' (р„"«0,31; ρο

π~0,67). При протежиро-
вании атома N(3) под действием поля положительного заряда
увеличивается расщепление уровней π-орбит атомов N и О, причем от-
носительная электроотрицательность атомов кислорода уменьшается:
это приводит к тому, что разрыхляющая орбита неспаренного электрона
в большей степени локализуется на атоме кислорода и в меньшей сте-
пени на атоме азота (ρΝ

π = 0,26, ρο

π = 0,72). При этом сумма (ρΝπ+Ροπ)
остается практически постоянной. Поскольку константа αΝ связана с
π-электронными спиновыми заселенностями соотношениями вида [65]
αΝ = ζ?ΝΝ·ρΝπ+ζ?οΝ'Ροπ, где Q N

N > 0 , a Q o

N < 0 , то указанное перераспре-
деление спиновой плотности при протонировании атома N(3) и приво-
дит к уменьшению константы αΝ.

Недавно [64] были рассчитаны значения αΝ в R- и ЁН+-формах ра-
дикала (XXXII) с учетом сольватации в рамках сольватонной модели
[69]. Как видно из табл. 1, учет сольватации обеспечивает лучшее со-
гласие рассчитанных и экспериментальных значений αΝ, при этом со-
храняется различие величин αΝ для двух форм радикала, равное 1 Гс.

Из табл. 1 следует, что, в соответствии с экспериментом, ^-факторы
протонированных радикалов близки между собой и не отличаются от
^-фактора имидазолиниевой соли (XXXIV). Непротонированные ради-
калы также характеризуются близкими ^-факторами (за исключением
радикала (XXXI), геометрию которого оценивали предположительно
[61]). Переход от непротонированных радикалов к протежированным
сопровождается заметным увеличением ^-фактора.

Как показывает анализ расчетных данных, такое увеличение обус-
ловлено главным образом возрастанием компоненты ^-тензора Agzz =
= 0,0034, соответствующей направлению связи N—О'. Основной вклад
в нее (AgJ, = 0,0042) вносит переход с молекулярной орбиты прибли-
женно соответствующей орбите неподеленной пары электрона кислоро-
да η на орбиту неспаренного электрона π\, примесь которого к основ-
ному состоянию обусловлена в основном спин-орбитальным взаимодей-
ствием на атоме кислорода.

Проведенный анализ подтверждает, что эффекты протонирования
атома N(3) могут вызвать изменения констант αΝ и ^-фактора, наблю-
даемые на опыте, и тем самым служит еще одним подтверждением пра-
вильности отнесения спектров ЭПР в работе [61].

в) Константы равновесия протонного обмена
в радикалах и их связь с характером
частотного обмена в спектрах ЭПР

В работе [51] изучено влияние протонирования атома N(3) на спек-
тры ЭПР большого ряда радикалов имидазолинового и имидазолидино-
вого типов. В табл. 2 приведены найденные методом ЭПР значения рК,
константы СТВ и ^-фактора для радикалов (XXXVI) —(LI) в протони-
рованной и депротонированной формах, а также указан характер обме-
на R R H
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ο·

(XXXVI) X=CH=N—NH—c
(XXXVII) X=CH=N—ОН
(XXXVIII) Х = С = О

СН3

(XXXIX) X = CeH4-OCH3-n
(XL) X = C = N - N H 2

1

СИ,

Ph s

| \

\

\
1SK

I
ο·

(XLI)

CH2OH Η

о*
(XLII)

COOH
\

CH2 Η

NOH

\

-N'

o·
(XLII1)

o-
(XLIV)

(XLVII) X l = H X 2 =NO 2

(XLVIII) Xj. = Η X 2 = C - C H 3

II

о
(XLIX) χι = Η X2=C-(CH2)4-COOH

Η

\

I
o·

(XLVI)

о
(L) Χ! = ΟΗ 3 X 2 = C — C H 2 — N

II

о

О
II

(LI) XL--= C H 3 X 2 = C — C H 2 I

\

Протонирование атома N(3) в данных радикалах сопровождается зна-
чительными изменениями констант СТВ αΝ( ΔαΝ = 0,8—1,3 Гс) и g-фак-
тора (Ag = (2—3) · 10""'*). Значения рК имидазолиновых радикалов нахо-
дятся в области малых рН ( р Л < 3 , исключение составляет радикал
(XXXIII) с р/( = 6,1); они меньше рК имидазолидиновых радикалов
(р/С=3,0-4,7 для радикалов (XXX), (XXXI) и (XLIII)-(XLVI)). Мень-
шие величины р/( радикалов по сравнению с рК соответствующих диа-
магнитных молекул имидазолипов и имидазолидинов [19, 51] объясня-
ются электроноакцепторпым влиянием нитроксильной группы. Действи-
тельно, для радикала (XXXII) р/(=1,9, что значительно меньше рК со-
ответствующих диамагнитных аналогов (LII) и (LIII) [61].

СН3 СН3

= N
\ 7

ОН
I

ОСНз
(LII), pK==3,85 (LIII), рК = 3,85

Отметим также, что методом ЭПР были найдены значения рК= 11,15
для =ЫОН-группы в радикале (XLII) (ср. с радикалом (XIII)) и р/С =
= 2,0 для СООН-группы в радикале (XLIV) (ср. с радикалом (XV)) [51].
Высокое значение р/С = 7,8, найденное методом ЭПР для имидазолиди-
нового радикала (XLVII), связано с его депротонированием в положе-
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Таблица 2

Величины ρΑΓ,αΝ и ^-факторов для форм R и RH+ некоторых радикалов

имидазолинового и

Радикал

(XXX)
(XXXVI)
(XXXVII)
(XXXVIII)
(XXXIX)
(XL)
(XLI)
(XLII)
(XLII)
(XLIII)
(XLIV)
(XLIV)
(XLV)
(XLVI)
(XLVII)
(XLVIII)
(XLVIII)
(XLIX)
(XLIX)
(U
(LI)

PK(±O,1)

3,0
- 0 , 2

0,1
0,2
1,2
2,5
0,6
1,0

11,15
3,85
2,0
4,3
4,5
4,35
7,8
1,1

13,25
1,0

13,5
—0,7

0,2

<1мидазолидинового типов,
обмена

g-Фактор

RH+

2,0057**
2,0057
2,0057
2,0057
2,0057**
2,0057
2,0057
2,0058
2,0057
2,0057
2,0058
2,0058
2,0057
2,0057
2,0056
2,0057
2,0056
2,0057
2,0056
2,0058
2,0058

R^RH+[51,

(±0,0001)

R

2,0054**
2,0055
2,0055
2,0055
2,0054**
2,0055
2,0055
2,0057
2,0056
2,0055
2,0058
2,0055
2,0055
2,0055
2,0055
2,0056
2,0055
2,0056
2,0065
2,0055
2,0055

а также
63]

Of

RH+

14,85
14,80
14,85
14,93
15,00
15,03
14,95
14,69
15,12
14,89
14,60
14,76
14,72
15,02
15,29
15,03
15,47
15,03
15,46
14,20
14,40

характер частотного

,j (±0,02 Гс)

R

16,20
15,66
15,64
15,81
15,85
15,77
15,65
15,13
15,35
15,96
14,76
15,92
15,89
16,18
15,75
15,46
15,98
15,47
15,92
15,41
15,57

Характер
обмена *

Μ

б
б
б
б
Π

б
б

Μ
—

Μ

Μ

Μ

Μ

6
6
6
6
Μ

Μ

* б — быстрый, η — промежуточный, м — медленный (в масштабе времени ЭПР).
** См. примечание * к табл. 1.

нии 3, депротонирование этого радикала доказано химическим путем
[70]. Процесс депротонирования в положении 3 ответствен также за
изменение ЭПР-спектров имидазолидиновых радикалов (XLVIII) и
(XLIX) в щелочной среде (табл. 2) [51]. Для радикалов (XLVIII) и
(XLIX) обнаружено еще одно значение рК (табл. 2) в области малых

величин рН, которое, как и в случае радикалов (L) и (LI) объясняли
протонированием енаминокетонной группировки. Известно, что подавля-
ющее большинство енаминокетонов протонируется по атому кислорода
[71, 72]. Д л я радикалов (XLVIII) — (LI) протонирование по атому кис-
лорода описывается уравнением:

X. Х Н . /СН.(Н) χ С Н Ч ./СНз(Н)

О 4 N K

о·

I

он

(15)

о*
где X — заместители. При этом положительный заряд в 1Ш+-форме в
основном локализован на атоме азота N(3), чем и объясняется близость
значений ΔαΝ и Ag при протонировании радикалов (XLVIII) — (LI) и
атома N(3) в радикалах имидазолидинового типа (табл. 2).

Обращает на себя внимание связь между характером обмена R^t
=F±RH+ и величиной рК радикала: в случае радикалов с р / ( > 3 (а также
радикалов (XLVIII) и (XLIX) с рК= 13,25 и 13,5 соответственно) на-
блюдается быстрый, а в случае радикалов с рК=3—8 — медленный об-
мен (табл. 2). Это нашли объяснение в работах [51, 61]. В водных
растворах протонный обмен между R- и ЁН+-формами описывается дву-
мя механизмами:

1454

(16)



.он-
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(17)

Условие медленного обмена требует, чтобы обратные времена жизни
радикала в формах R и RH+(l/xR и 1/τΚΗ+ соответственно) были значи-
тельно меньше разности частот сигналов ЭПР этих форм Δω:

1/tR, l/TRH+^Δω (18)

Для механизма (16), который является основным в кислой среде:
к

(19)
Г)-рН

где Ка= k~i/k^—константа равновесия реакции (16) (по определе-
нию /( ο =10" ρ ί ί ). Для механизма (17), который является основным в ще-

-лочной среде,
1 /T R H + = k?H~ [ОН-] = k?H~ · 10рН"14

(20)

Подставляя равенства (19) и (20) в (18), получим условие медленного
обмена:

lg (ΑΓ/Δω) < р/С, Р Н < 14 - lg (k?Hl&a>) (21)
TTj.

Для диффузионно-контролируемых реакций протонного обмена kx ?=;
ss^P H "«10 1 0 л/моль-с [1], Δω~10 7 с~' при протежировании атома N(3)
(см. рис. 2). Подставляя значения kx ,/г?н и Δω в (21), получим усло-
вие медленного частотного обмена в спектрах ЭПР для диффузионно-
контролируемых реакций протонного обмена [61]:

1 (22)

Это условие хорошо соответствует имеющимся в литературе экспери-
ментальным данным. Действительно, для радикалов (III) [46], (XXVIII)
![19], (XXXII), (XXXV)—(XXXIX), (XLI), (XLII) [51] с р / « 3 , гидро-
ксинитроксильного радикала (р/С= 12,96) [32], ряда спиртовых ради-
калов [28] и радикалов (XLVIII), (XLIX) [51] с р/С>11 наблюдался
быстрый частотный обмен R=<=tRH+. Для радикалов (VI) —(VIII) [48],
(XXX), (XXXI), (XXXIII) [62], (XLIII), (XLIV), (XLV) (XLVII) [51]
с 3 < р 7 ( < 1 1 наблюдался медленный обмен. Наконец в случае радикала
(XL) [51] (ptf=2,5) и радикалов СН3СНОН (рК= 11,51) и (СН3)2СОН
(рК= 12,03) [28] характер обмена является промежуточным. В то же
время быстрый частотный обмен R*±RH+ в спектрах ЭПР (XXIX)
(р/( = 4,5) [19] и медленный обмен в спектрах ЭПР радикалов (L)
(рК = — 0,7) и (LI) (р/( = 0,2) [51] противоречит условию (22). Чтобы
объяснить эти факты, согласно условию (21), необходимо предположить
значение k^+"^> 1010 л/моль-с для радикала (XXIX) (т. е. k^+ » 1 0 и л/
/моль-с) и &Г+<^ Ю1С л/моль-с (на 3—4 порядка или более) для ради-
калов (L) и (LI). Значительное уменьшение бимолекулярной константы
протонировання kx по сравнению с соответствующим значением для
диффузионно-контролируемых реакций отмечалось в литературе, напри-
мер для СН-кислот [1]. Как отмечалось выше, группировка енаминоке-
тонов в радикалах (L) и (LI), по-видимому, протонируется по атому
кислорода, согласно уравнению (15). Происходящее при этом перерас-
пределение электронной плотности может приводить к значительному
увеличению энергии активации химической реакции и соответственно к
уменьшению kx . Возможно также, что уменьшение константы &Г+ для
радикалов (L) и (LI) объясняется стерическими затруднениями [51].

1455



г) Кинетические характеристики реакций

Значительное различие параметров спектров ЭПР форм R и RH+

имидазолиновых и имидазолидиновых радикалов (табл. 1, 2) позволило
нам [73, 74] предложить новый подход к изучению кинетики реакций
протонного обмена методом ЭПР. В случае промежуточного частотного
обмена R;?=*RH+ определению методом ЭПР доступны все параметры,
характеризующие кинетику реакции протонного обмена: константы ско-
рости, энергии активации, а также величины кинетического изотопного
эффекта [61, 73, 74].

Согласно (22), промежуточный обмен должен наблюдаться для ра-
дикалов с р / ( ~ 3 и ρ/<" —— 11; из изученных радикалов (табл. 1, 2) такому
условию удовлетворяют радикалы (XXX) с р/С=3,0 и (XL) с р/С=2,5.
Действительно, при рН—р/С высокопольная компонента радикала (XL)
уширена за счет обмена R=?±RH+ [74]. В случае радикала (XXX) при
повышении температуры также наблюдаются спектральные изменения,
характерные для перехода от медленного обмена к промежуточному
[61]. Для радикала (XXXI) с р/(=4,7 в соответствии с условием (22)
подобных спектральных изменений с повышением температуры не отме-
чено.

Для определения время жизни T/R И T R H

+ И соответственно констант
скорости протонного обмена k?+ и tS? было проведено машинное мо-
делирование высокопольной компоненты спектров ЭПР радикалов
(XXX) и (XL) [61, 74]. При расчете спектров использовали уравнение
(2), описывающее форму линии сигнала ЭПР в случае частотного обме-
на по двум положениям; неразрешенную суперсверхтонкую структуру
учитывали двумя способами: а) путем непосредственного учета СТВ с
метальными протонами, вклад которого в неоднородное уширение сиг-
нала ЭПР являлся определяющим [61] и б) представляя форму спект-
ральной линии в виде композиции функции, рассчитанной согласно фор-
муле (2), и гауссовой функции распределения [73, 74] (основанием для
этого является незначительное отличие (^5%) ширин гауссовых рас-
пределений в R- и ЁН+-формах изученных радикалов, см. также [75]).

Бимолекулярные константы протонирования радикала (XL) kx в
изученном диапазоне температур (274—300 К) значительно больше, чем
радикала (XXX) (& Η Ι^5·10 8 л/моль-с при 2Г), они составляют 3-109-
1010 л/моль-с (см. рис. 3); при этом зависимость tR И T R H

+ ОТ температу-
ры может быть описана линейной функцией в координатах Аррениуса
и, согласно (19),

k"+ = 1,6-1014ехр(— 5800/RT), л/моль-с;
(23)

k^t = 1,0 · 10м ехр (— 8900/ЯГ), с"1

Большая энергия активации протонирования радикала АЕ= (5,8±0,4}
ккал/моль может указывать на недиффузионный контроль реакции.

Представляет интерес возможность получения количественной ин-
формации об изотопных эффектах в реакциях протонного обмена с ис-
пользованием рН-чувствительных HP. В работе [74] обнаружено раз-
личие спектров ЭПР радикала (XL) в Н2О и D2O (рис. 3). Поэтому в
D2O температурная зависимость времен жизни радикала в формах R
и RD+ также может быть описана линейной функцией в координатах
Аррениуса, скорости прямой и обратной реакций обмена можно запи-
сать в виде

kT = 9,9 · 1013 ехр (— 6100/RT), л/моль-с;
(24)

£ £ = 9,7 · 1013 ехр (— 10 000/RT), с"1

Сравнение (23) и (24) показывает, что для данной реакции наблюда-
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ются как термодинамический (разные константы равновесия), так и ки-
нетический (разные константы скорости) изотопные эффекты. Термоди-
намический изотопный эффект ApK=pKO2%KH:tO = 0,4 (при 7 = 294 К).
Это согласуется с тем фактом, что для большинства ионизирующихся
групп значения рК в случае ионизации путем потери дейтрона в D2O
примерно на 0,4—0,6 единиц больше значений рК при ионизации тех же
групп путем потери протона в Н2О [76]. Величина кинетического изо-
топного эффекта является обычной для реакций такого типа (при Т =
= 294 К k^lkT =2,7±0,2; k^/k^t =6,9 + 0,4) и для ее объяснения не
требуется обращения к эффектам туннелирования [5, 6]. Такой вывод
подтверждается хорошим выполнением аррепиусовой зависимости для
k, (рис. 3). Отметим, что в случае радикала (XXX), в котором взаимо-
действие атома N(3) с протоном дополнительно затруднено наличием
объемной СНз-группы, аррениусова зависимость для kt не выполняется
[61], при этом константа скорости /г, на порядок меньше, чем для ради-
кала (XL) (табл. 3). Конечно, определение вклада туннелирования на
основании температурной зависимости константы /г, требует измерения
ki в более широком диапазоне температур. К сожалению, частоты про-
тонного обмена можно измерять методом ЭПР лишь в том случае, когда
они близки к разности зеемановских частот протонированной и непро-
тонированной форм радикала, что ограничивает температурный диапа-
зон измерения ky для радикалов (XXX) и (XL) величиной ΔΓ~40 К
[61, 74]. Укажем на принципиальную возможность расширения диапа-
зона измерения частот протонного обмена методом ЭПР —это использо-
вание спектрометров с различными рабочими частотами. Как видно из
приведенных на рис. 1 спектров ЭПР радикала (XXXI), разность частот
R- и ЙН+-форм в Х-, Q-, и 2мм-диапазонах существенно различается
(примерно в 4 раза).

Таким образом, метод ЭПР позволяет определить все кинетические
параметры реакций протонного обмена в нитроксильных радикалах.
Однако этот метод существенно ограничен, так как он применим только
к реакциям в радикалах с р/(~3 и р/С— 11. В связи с этим очень по-
лезным для стабильных нитроксильных радикалов представляется ме-
тодический подход, позволяющий увеличить скорость обмена
без повышения температуры [73, 74].
Ранее [30, 31] этот подход был pea ли-
зован для случая короткоживущих
радикалов добавлением в водный раст-
вор буфера с р/*С6уф, близким к р/С ради-
кала, в результате чего основным ме-
ханизмом обмена становилась реакция
(76). В работах [73, 74] изучено влия-
ние концентрации буфера на скорость
обмена для ряда рН-чувствительных
стабильных HP с 3<рУ(<11, в кото-
рых в отсутствие буфера наблюдается
медленный обмен. Увеличение концен-
трации буфера приводило к спектраль-
ным изменениям, характерным для пе-
рехода от медленного обмена к про-
межуточному, а затем быстрому
(рис. 4). В области промежуточного
обмена моделированием спектров ЭПР
были рассчитаны времена жизни ради-
калов τ κ И TRH+ И соответствующие кон-
станты скоростей kf и kr (табл. 3).
В табл. 3 приведены константы скоро-
стей прямой и обратной реакций про-
тонного обмена некоторых радикалов
с различными партнерами. Наблюда-

-η -

3.3
О/Т) • 10

Рис. 3. Спектры ЭПР 5-Ю-5 Μ рас-
творов радикала (XL) (центральная
и высокопольная компоненты) при
278 К в D2O (α) и Н2О (б); темпера-
турные зависимости времен жизни TR
(Л, TRD+ (2) в D2O и TR (Г), TRH +

(Г) в Н2О [74]

1457



Таблица 3

Константы скорости прямой [k^ и обратной (А г) реакций протонного

обмена некоторых радикалов с соединениями ВН+ при 21° [74]

Радикал

(XL)
(XXX)
(XLVI)
(XXXI)
(XXXIII)

ВН+

н3о+
Н3О+
СНдСООН
СН 3СООН

Η2ροχ

fee· 10—', Л/МОЛЬ'С

850+90
50
20+1,5

9,3+0,6
20+.2

kr-10-', л/моль·с

2,7+0,3*
0,05*
53+3

9,3+0,6
200±20

* Размерность константы с1.

<ется корреляция между бимолекулярной константой протонирования и
стерической доступностью атома азота N(3): при обмене с сольватиро-
ванным протоном в радикалах (XL) и (XXX), обладающих близкими
р/С, константа протонирования более чем на порядок меньше для ради-
кала (XXX), имеющего объемную СН3-группу при атоме N(3); замена
атома водорода при атоме N(3) в радикале (XLVI) на СН3-группу (ра-
дикал (XXXI)) также приводит к существенному уменьшению бимоле-
кулярной константы протонирования в реакции протонного обмена с
молекулой уксусной кислоты.

Рис. 4. Высокопольная компонента рассчитанного (точки) и наблюдаемого
(сплошные линии) спектров Э П Р 5· 10—5 Μ раствора радикала (XLVI) в
К-ацетатном буфере (рН = 4,35) при 294 К и концентрациях буфера 0 (1);

2,27-Ю- 2 (2); 5,76-Ю- 2 (3) и 0,28 Μ (4) [74]

Таким образом, метод ЭПР весьма эффективен при изучении кине-
тики и термодинамики реакций протонного обмена в растворах. Нали-
чие неспаренного электрона в молекуле радикала не оказывает влия-
ния на скорость химической реакции переноса протона и позволяет
наблюдать ее методом ЭПР. Это создает возможность использования
реакций протонного обмена в HP в качестве модельных при изучении
различных факторов (структуры радикала и свойств растворителя),
влияющих на перенос протона. Важно отметить, что органическая химия
HP хорошо развита и обеспечивает доступность различных HP [18, 22].
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4. Протонный обмен в нитронилнитроксильных
и иминонитроксильных радикалах

а) Превращения нитроксильных радикалов 3-имидазолин-
3-оксида в нитронилнитроксильные радикалы,

вследствие изменения рН

При изучении влияния рН на спектры ЭПР стабильных радикалов
З-имидазолин-3-оксида (LIV) — (LVI) с оксиалкильной группой в поло-
жении 2 гетероцикла было неожиданно обнаружено [77, 78], что при
р Н > 1 2 спектры водных растворов этих радикалов необратимо транс-
формируются в более сложные мультиплетные спектры, типичные для
ННР[46, 79].

PhN
- О Ph

\
\ =

О"

(LIV)
ОН

I
ο·

(LV)

7°

ОН

V =N7

1
о·

(LVI)

он

Было доказано [77, 78], что в данном случае действительно имеет место
превращение HP З-имидазолин-3-оксида в ННР по общей схеме, вклю-
чающей промежуточное образование 4Н-имидазолди-Ы-О!Ксидов (25а):

U)

'4 г\^ № i .

X
Λ\=ΐ/ =N

(б) χ^ΝΝΛΐ
ο·

Данная реакция открывает большие возможности синтеза новых ННР;
при этом можно менять как заместители X—X4, так и нуклеофил Nu
(Nu = OH~, ОСНз", NH3 и др.) в зависимости от реакционной среды.

Согласно (256), нуклеофильпая атака может быть направлена не
только в положение 5 4Н-имидазолди-Ы-оксида с образованием ННР,
но и в положение 2 с образованием новых HP З-имидазолин-3-оксида.

В работах [78, 80] восстановлением трифенилфосфином полученных
по реакции (25а) ННР [46] получен ряд новых HP З-имидазолин-3-ок-
сида с отличным от алкила заместителем (Nu) при С(2) (Nu = OCH3,
NH2), а также МНР.

В табл. 4 приведены параметры спектров ЭПР ряда полученных по
схеме (25) ННР и ИНР.

Nu

X-
\

^ο

Nu
Χ
Χ1

(L.XVII)

ОН
Ph

сн3

(LXVIII)

ОН
Ph

(CH2)4CHO

(LIX)

ОН
Ph
Ph

(LX)

OH
C2H5

CH3

1
0*

(LXI)

NH3

Ph

(LXII)

NH,
Ph "

(CH3)4CONH3 Ph

(LXIII)

ОСНз
Ph
CH3

(LXIV)

OCH3

Ph
(СШХООСНз

(LXV)

OCH3

Ph
Ph
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Константы СТВ* ННР и ИНР в Н„0 (в Гс) [77, 78]

Таблица

Радикал

(LVII)
(LVII) **
(LVIII)
(LVIII) **
(LIX)
(LX)
(LXI)
(LXII)
(LXIII)
(LXIV)
(LXV)
(LXVI)
(LXVII)
(LXVIII)

p H > p K + l,5

αΝ(ι)

8,67
8,67
8,73
8,73
8,50
8,75
8,00
8,05
7,68
7,70
7,67
9,26
9,10
8,90

°N(3)

8,28
11,65
8,22

11,57
8,00
8,45
8,00
8,05
7,52
7,50
7,67
4,27
4,10
4,00

3,13
3,13
1,93
1,93

,
3,17
1,90

—
1,80
1,30

.—
—
—
—

a N (NH 2 )

—
—
—
—

.

0,2

—.
—.
0,5
—
—

a H (OCH 3 )

_

.—
—.
—
.
.

0,60
0,55

—
—
—
—

pH< pK-1,5

aN(l)

8,00
8,00
8,00
8,00
7,93
8,13
7,55
7,60
7.68
7,70
7,67
8,37
9,10
8,90

"N(3)

8,00
11,34
8,00

11,35
7,93
8,13
7,55
7,60
7,52
7,50
7,67
3,9
4,10
4,00

3,13
3,13
1,93
1,93

3,17
1,90

—
1,80
1,30

—
—
—.
—

ΩΝ(ΝΗ3

+)

—
—
—

1,2
1,2
—
—
—
1,6

—

a H (OCH 3 )

—
.—
—

—
—

0.60
0,55

—
.—
—
—

* Точность определения констант ± 0,05 Гс.
** Радикалы (LXVI1) ** и (LXVIII) * · являются обогащенными изотопом 1 5 Ν (3) радикалами (LXV3I) №

(LXVII1) соответственно.

Ph Nu Ph OCH3

•ΝΝ

\l «_
(LXVI) Nu=NH 2

•Ph (LXVII) Nu = OCH3 —Ph

o· (LXVIII)

Сравнение констант СТВ в ННР (LVII) и (LVIII) с соответствующими
величинами в радикалах, обогащенных изотопом 15N(3), позволило одно-
значно отнести «азотные» константы СТВ к ядрам атомов N(1) и N(3)
(табл. 4).

б) Влияние рН на спектры ЭПР ННР и ИНР

Как видно из табл. 4, параметры спектров ЭПР ряда ННР и ИНР
изменялись при варьировании рН, что объясняют протежированием NH2

или депротонированием ОН-группы при углероде С(4) [77, 78]. В то же
время спектры ЭПР ННР (LXIII) — (LXV) и ИНР (LXVII) и (LXVIII),
в структуре которых при С (4) отсутствуют способные протонироваться
группы, не менялись в диапазоне рН 1 — 13.

Спектры ЭПР ННР (LVII) — (LX) в области рН, близких к ρ/С,,
представляют собой суперпозицию спектров радикалов и их депротони-
рованных форм; при этом для ОН-группы в радикалах (LVII) — (LX)
р/(~9,2 [78].

Линии ЭПР-спектров ННР (LXI) — (LXII) по мере увеличения кис-
лотности среды до р Н < 3 и далее сначала уширяются, а затем расщеп-
ляются на три компоненты с соотношением интенсивностей 1:1:1 [78].
Наблюдаемые спектральные изменения объясняют быстрым протонным
обменом в данных радикалах, а также существенным увеличением кон-
станты СТВ с ядром азота 1ЧН2-группы при ее протонировании. Так как
время релаксации спина ядра азота велико в масштабе времени ЭПР,
то при описании экспериментального спектра можно считать, что про-
тонный обмен происходит между формами R и RH+ радикала с одина-
ковой проекцией спина ядра азота SZ

N. Таким образом, если резонанс-
ные частоты форм R и RH+ радикала совпадают и равны ω0, то в спект-
ре ЭПР будут наблюдаться три линии с частотами

ω(5ζ

Ν = 0,±1) = (ω0 + 5 (ι - /) + к + s%) f
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где / — доля ИН+-формы радикала, δ0 — константа СТВ на азоте ΝΗ2-
группы, б+ — константа СТВ на азоте ЫН3

+-группы. Моделированием
центральной компоненты спектра ЭПР радикалов (LXI) и (LXII) были
определены [78] значения / при различных рН и найдена величина р/(=
= 1,75 для ЫНз-группы этих радикалов.

Значения рК~9,2 для ОН-группы в радикалах (LVII) — (LX) и р/(~
~1,75 для ЫН2-группы в радикалах (LXI) и (LXII) примерно на семь
единиц меньше рК соответственно алифатических спиртов и аминов
[81], что указывает па сильное электроноакцепторное влияние нитро-
пилнитроксильной группы. В соответствии с этим при pDjS3l2 в D2O на-
блюдается дейтерообмен в метильной или метиленовой группах радика-
лов (LVII) и (LVI1I) [78].

Необходимо отметить, что характер обмена R^±RH+ в изученных
ННР и ИНР [77, 78] описывается условием (22): в радикалах (LXI) и
(LXII) с р/(~1,75 обмен быстрый, а в радикале (LXVI) с р/( = 4,5 и
радикалах (LVII) — (LX) с р/(~9,2 медленный.

V. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НИТРОКСИЛЬНЫХ РАДИКАЛОВ
В КАЧЕСТВЕ рН-ЗОНДОВ

Из предыдущих разделов следует, что в настоящее время имеются
рН-чувствительные HP, которые могут быть использованы в качестве
рН-зондов в диапазоне рН 0—14. Точность измерения достигает при этом
0,05 единицы рН. Особенно важно это для биологических систем, вклю-
чая клеточные [82, 83].

1. Спин-меченые рН-чувствительные белки и пептиды

Спин-меченые рН-чувствительные производные пептидного гормона
ангиотензина были использованы [84, 85] для изучения конформацион-
ыых переходов и внутримолекулярных взаимодействий в данном окта-
пептиде в зависимости от рН. В работе [84] была изучена зависимость
от рН спектров ЭПР радикальных аналогов ангиотензина, содержащих
вместо нмидазольного кольца гистидина ННР (аналогично -радикаль-
ным аналогам гистидина (XXIII) и (XXIV)). Наблюдаемые спектраль-
ные изменения позволили сделать вывод о наличии ион-дипольного вза-
имодействия между ионом карбоксила С-конца октапептида и нитронил-
нитроксильным кольцом. Такое ион-диполыюе взаимодействие способст-
вует стабилизации «разрыхленной» структуры гормона при нейтральных
рН, и его отсутствие при протонировании карбоксильной группы в кис-
лой среде приводит к более компактной «хаотичной» структуре ангио-
тензина [84]. Указанный коиформациониый переход авторы [85] реги-
стрировали по изменению спектров ЭПР спин-меченых аналогов ангио-
тензина, в которых по N-концу присоединен рН-чувствительный радикал
(VI), в зависимости от рН. Был сделан вывод, что конформацион-
ному переходу сопутствует протонирование аминогруппы N-конца окта-
пептида.

При модификации глутатиона радикалом (LXIX) был получен рН-
чувствительный спиновый аналог данного трипептида /?-Glut [63]:

ВгНоС Η Н2С—С—NH—CH—CH2—S4

\l
с=о

I I
H2N—CH NH

1 i
ό· соон сн2—соон γ

ο·
(LXIX)

(tf-Glut)
Параметры спектра ЭПР /?-Glut в диапазоне рН 1,54-4,5 изменялись
значительно больше (ΔαΝ=1,2 Гс, Ag~0,0002), чем в случае радикаль-
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яых аналогов ангиотензина (AaN^0,3 Гс, Δ^^Ο,ΟΟΟΙ). Это позволило
использовать R-G\ut в качестве рН-зонда при изучении механизма тран-
спорта протонов через модельные биомембраны [86, 87].

Отметим, что алкилирующий радикал (LXIX) способен ковалентно
связываться с различными функциональными группами аминокислотных
остатков белков (SH, NH2, NH [88]) с образованием макромолекуляр-
ных рН-зондов. При решении многих биологических задач возможности
применения спиновых макромолекулярных рН-зондов значительно шире,
чем низкомолекулярных. Такой макромолекулярный зонд был получен
при модификации белка — человеческого сывороточного альбумина —
радикалом (LXIX) [61 ]. Изменения параметров спектра спин-меченого
альбумина в диапазоне рН 1,7—4,7 (Δ<2Ν=1,15 Гс, Δ^»0,0002) обуслов-
лены протонированием атома N(3) радикального цикла и не связаны с
возможными -конформационными превращениями белка.

2. Перенос протона через модельные фосфолипидные мембраны

Протонный транспорт играет важную роль в регуляции ряда кле-
точных функций [82, 89]; это стимулирует многочисленные исследова-
ния механизмов трансмембранного переноса протона [90—100]. При
изучении переноса протона через фосфолипидные везикулы широко ис-
пользуют молекулярные рН-зонды, что в большинстве случаев основано
на возможности их введения во внутренний объем везикул (липосом) и
регистрации с их помощью рН внутри липосомы (pH in) [99, 100]. Изме-
нение характеристик рН-зонда (интенсивность флуоресценции [99], хи-
мический сдвиг сигнала ЯМР 3 1Р [100]) после создания трансмембран-
ного градиента рН позволяет измерять кинетику изменения pH i n и, та-
ким образом, потоки протонов через мембрану.

Спиновый рН-зонд (/?-Glut) был использован для регистрации ки-
нетики изменения внутрилипосомального рН [63, 86, 87]. Было показа-
но, что i?-Glut не вытекает из внутреннего объема фосфатидилхолино-
вых (ФХ) моноламеллярных липосом. При изменении рН в 0,1 Μ К-пит-
ратном буфере наблюдается сдвиг линий триплетного спектра ЭПР ра-
дикала R-G\ut без изменения формы линий (быстрый обмен R^=tRH+);
при этом наиболее сильно сдвигается высокопольная компонента. По-
этому удобным параметром для изучения кинетики изменения рН,„ яв-
ляется интенсивность спектра i?-Glut на частоте ω(ρ/()> соответствую-
щей центру высокопольной компоненты при pH = piC=3,0.

При создании трансмембранного градиента рН изменением концент-
рации НС1 во внешнем объеме ФХ липосом наблюдали изменение ин-
тенсивности спектра ЭПР R-Q\ut I (t) на частоте ω(ρ/(); при изменении
знака и уменьшении величины градиента НС1 происходило изменение
знака и уменьшение скорости изменения /(/) [63] (рис. 5). Анализируя
начальный участок кинетической кривой /(/), определяли производную
(dl/dt)i=o, значение которой позволяет рассчитать поток протонов /п+
через единицу поверхности мембраны в начальный момент времени
после создания градиента рН. В табл. 5 приведены значения /„+ при
создании одинакового транс-мембранного градиента рН изменением
концентрации различных кислот во внешнем объеме ФХ липосом. По-
стоянство сигнала ЭПР (за время ~ 2 ч ) в случае градиента H2SO,, в
0,1 Μ К-Цитратном буфере показывает, что электрически нескомпенси-
рованный транспорт протона, К+-зависимый транспорт протона и транс-
порт Н + в виде недиссоциированной молекулы лимонной кислоты явля-
ются медленными процессами и их вклад в наблюдаемые зависимости
I{t) при наличии градиентов концентраций НС1, НСЮ4 и HNO3 можно
не учитывать. Поэтому в указанных случаях изменения /(/) могут опре-
деляться анион-, или Х~-зависимым транспортом Н + (Х~ = С1~, СЮ г,
NO3~) или (и) транспортом протонов в виде недиссоциированной кис-
лоты НХ. Как видно из табл. 5, поток протонов, рассчитанный из зави-
симости I(t) возрастает при создании градиента Н+ кислотами с боль-
шим значением рК (в ряду НС1О4, НС1, HNO3 pK равны соответственно
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Рис. 5. Зависимость ам-
плитуды спектра ЭПР
радикала Λ-Glut на ча-
стоте ω(ρΚ) от времени
после создания трансмем-
бранного градиента НС1
[63]: 1 — рН вне липо-
сом pHoui = l,63; p H i n =
= 3,13, 2 — рН„„ ( = 4,63;

рН<»=3,13

—8, —7 и —1,62 [81]). Этот факт позволяет сделать вывод о транспор-
те протонов в кислой среде в виде недиссоциированной кислоты НХ, что
подтверждается отсутствием влияния поверхностного заряда мембраны,
варьируемого добавлением отрицательно заряженной фосфатиднои кис-
лоты или положительно заряженного цетил-3-метил-аммоний бромисто-
го, на величину /н+, тогда как добавление холестерина существенно

Таблица S'

Потоки протонов Ун+ через мембрану ФХ липосом в начальный момент времени
после создания трансмембранного градиента рН ( р Н о ц ( = 1 , 6 3 ; p H i n = 3 , 1 3 )

различными кислотами и коэффициенты проницаемости Р н х мембраны
для данных кислот [63, 86, 87]

Кислота НС1О, HCI HNO,

/ н + , моль-см/л-с
Р н х , см/с

2-ΙΟ"10

2,2+1
1,8-КГ8

2±1
3-Ю"8

(1,4+0,7) ·10~4

уменьшает /н+. Следует отметить, что по данным [90] примерно такие
же изменения поверхностного заряда ФХ мембраны липосом приводили
к существенному изменению суммарного коэффициента проницаемости
мембраны для протонов и гидроксил-ионов (в 3—4 раза). Вывод о транс-
порте протонов через ФХ мембраны липосом в области р Н ~ 3 в виде
недиссоциированной кислоты и позволил рассчитать коэффициенты про-
ницаемости Ραχ для НС1, НСЮ4 и ΗΝΟ3 (для H2SO4 оценена только
верхняя граница) (табл. 5). Полученные методом ЭПР значения РНС1

и ΡΠΝΟ3 близки к величинам, измеренным в работе [92] на плоских ли-
пидных мембранах (P I I C i~3 см/с, РНж>3—Ю~3 см/с); в случае H2SO4 в
[92] также не зарегистрирован перенос протона через мембрану.

Предложенный в [63, 86, 87] новый метод изучения кинетики пере-
носа протона через биомембраны может быть распространен на область
нейтральных и щелочных рН, так как в настоящее время известны рН-
чувствительные в данных диапазонах спиновые зонды.

Как видно из проведенного обсуждения, использование чувствитель-
ных к рН стабильных HP позволяет получать количественную информа-
цию о термодинамических и кинетических характеристиках простейшей
химической реакции переноса протона. Большие успехи органической
химии стабильных радикалов [18, 101, 102] открывают возможность
детального изучения влияния стерических факторов, электронодонор-
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ных и электроноакцепторных заместителей, растворителя на характери-
стики протонного переноса. Уникальные экспериментальные возможно-
сти изучения изотопных эффектов создает применение метода ЭПР в
этих системах, в том числе в неводных растворителях при отсутствии
эффектов сольватации.

Весьма перспективным является использование рН-чувствительных
HP в качестве рН-зондов в химических и биологических системах. Воз-
можность введения в состав HP гидрофобных и гидрофильных групп
позволяет использовать их для определения рН внутри микрогетероген-
ных областей. Особый интерес представляет определение рН внутри
клеток и некоторых клеточных структур, например лизосом. Измерение
скорости транспорта протонов через природные мембраны методом ЭПР
может оказаться полезным при решении многих задач биоэнергетики.
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