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ВВЕДЕНИЕ

О п р ед ел яя  основные зад ач и  советской науки, К ом м уни
стическая  п арти я  указы вает ,  в частности, на необходи
мость усиления исследований в области  познания  м ехан и з
м а  физиологических, биохимических, генетических и им м у
нологических процессов ж и знедеятельности  человека; 
вы ведения  высокопродуктивны х сортов растений, пород 
ж и вотн ы х и культур полезны х микроорганизм ов, создания 
новых физиологически активны х веществ; р азр аб о тк и  био
технологических процессов д л я  прои зводства  продукции, 
используемой в медицине, сельском хозяйстве  и пр о м ы ш 
ленности.

В П родовольственной п рограм м е С С С Р  на период  до 
1990 года т а к ж е  подчеркивается  необходимость развития  
теоретических исследований по п роблем ам  генной и н ж ене
рии в селекции растений, м и кроорган изм ов  и животных, 
биотехнологии синтеза белка , биологически активны х ве 
щ еств; обеспечение со зд ан и я  новых эф ф ективны х  средств 
защ и ты  растений от вредителей, болезней и сорняков, регу
ляторов  роста и других преп аратов  д л я  сельского х о зя й 
ства.

Д л я  реш ения этих ф ундам ен тальны х  з а д ач  необходимо 
в соверш енстве  вл адеть  современными физико-химически
ми м етодами исследований. Эти методы непрерывно совер 
ш енствую тся. В настоящ ее  врем я  они д аю т  возм ож ность 
р а зд ел я т ь  биополимеры, получать их чистые п реп араты , 
у л а в л и в а ть  тонкие изменения ф орм ы  биополимеров в р а с 
творе, определять  р асполож ен ие  определенны х структур в 
м о л еку л ах  и др.

В биохимической п ракти ке  наи более  распространены  
хром атограф ические, элекроф оретические, электрохим и чес
кие и оптические методы исследования. П ер вы е  д в а  метода 
зан и м аю т  ведущ ее место среди аналитических и п р е п а р а 
тивных методов исследования. С их помощ ью  прои зводи т
ся а н а л и з  и выделение п р еп ар ато в  ин дивидуальны х биопо
лимеров, клеточных структур , вирусов, а т а к ж е  таких 
н и зком олекулярны х соединений, ка к  аминокислоты, м оно
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сахариды , пурины, пи римидины  и др. Д а н н ы е  х р о м а то гр а 
фических и электроф оретических исследований д аю т  в о з 
м ож ность х а р актер и зо в ать  гомогенность п р еп ар ато в  р а з 
личны х соединений.

К ром е научных исследований, хром атограф ические  м е
тоды прим еняю т д л я  автом ати зац и и  технологических п р о 
цессов, все ш ире хро м ато гр аф и я  становится  методом изуче
ния различны х  ф изико-химических констант.

И з  электрохим ических методов ш ироко использую тся 
пол яр о гр аф и я ,  кондуктометрия, ам пером етрическое и по
тенциометрическое титрование. В последнее врем я  особен
но больш ое внимание уделяется  применению в п о л я р о гр а 
фии тверды х электродов  д ля  исследования  процессов био
логического окисления в изоли рован ны х митохондриях, 
изучения их метаболических состояний. М етод  ам п ер о м ет
рического титрования  прим еняется  д л я  определения  
реакц ионн оактивны х белков, пептидов, ам инокислот  и д р у 
гих соединений. М етодом потенциометрического титрования  
определяю т редокс-потенциалы  окислительно-восстанови
тельны х систем д ы хательной  цепи и др.

В аж н ы м и  м етодами исследования  структурны х особен
ностей биополимеров явл яю тся  оптические, облад аю щ и е  
высокой чувствительностью и п озволяю щ ие р а б о т а т ь  с м а 
лыми концентраци ям и  исследуемых вещ еств в ф изиологи
ческих условиях, а т а к ж е  определять  структурны е изм ен е
ния биополимеров при различны х воздействиях.



Глава I. ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

§ 1. ТЕОРИЯ И КЛ А С С И Ф И К А Ц И Я  М ЕТОДОВ

В основе хром атограф ических  методов исследования  л е 
ж и т  явление  хром атограф ии , откры тое в 1904 г. русским ч 
ученым М. С. Ц ветом  при исследовании пигментов зелено
го листа . М. С. Ц вет  р а зр а б о т а л  основные полож ен ия  но
вого м етода и прави льн о  оценил его значение  д л я  р а з д е 
лен и я  и а н а л и за  не .только окраш енны х, но и бесцветных 
веществ.

В 1931 г. Р . Кун, Е. Л ед ер ер  и А. Винтерш тейн выделили 
в кри сталлическом  виде а -  и (3-каротины из сырого к ар о ти 
на, подтвердив предполож ение М. С. Ц вета  о том, что к а 
ротин состоит из нескольких гомологов, и тем сам ы м  п роде
монстрировали  преп аративн ую  ценность хром атограф ии .

В настоящ ее  врем я мож но вы делить следую щ ие области  
применения хром атограф ии:

1) качественный и количественный ан ал и з  слож ны х 
смесей;

2) идентиф икац ия  вещ еств и установление различий 
м еж д у  ними;

3) р азд елен и е  слож ны х  смесей на  отдельны е ком понен
ты с преп аративн ой  целью; '

4) испытание вещ еств на однородность и чистоту;
5) очистка вещ еств от примесей; ‘
6) концентрирование вещ ества  и его выделение из р а з 

бавлен ны х растворов  или смесей;
7) контроль и ав то м ати зац и я  производственных про

цессов.
Все современны е хром атограф ические  методы исследо- 

вани я  имеют р я д  общ их черт. ( а к ,  все виды  х р о м ато гр аф и 
ческого разделен и я  в своей основе имею т перемещ ение ис
следуемого  вещ ества  через слой н е п о д в и ж н о г о  ве
щ ества  (твердый адсорбент  либо ж и д к а я  н еп одвиж ная  ' 
ф а за ,  которая  нанесена на твердый порош кообразны й носи
тель  или б ум агу ) .  П ерем ещ ени е  компонентов смеси осущ е
ствляется  ж и дкостью  и л и  газом  —  п о д в и ж н о й  фазой. 
Компоненты исследуемой смеси перемещаются, на  непо
д виж н ой  ф азе  с р азли чн ы м и  скоростями, что приводит к
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об разован и ю  отдельны х зон или полос, к а ж д а я  из которых 
со дер ж и т  один компонент смеси. З а д а ч а  исследователя  з а 
клю чается  в том, чтобы вы дели ть  эти зоны  и определить 
качественный и количественный состав. Во всех сл учаях  
х ро м ато гр аф и р о ван и я  компоненты исследуемой смеси р а с 
пределяю тся  м еж д у  подвиж ной и неподвиж ной ф азам и , т. е. 
всегда имеет место д в у х ф а зн ая  система.

Т аки м  образом , хром атограф ический  метод  м ож н о  о п р е
дели ть  к а к  физико-химический метод  р азд ел ен и я  и ан а л и за  
смесей, при котором их компоненты распределен ы  м еж д у  
д вум я  ф азам и  —  неподвиж ной и подвижной.

Д л я  хром атограф ического  м етода х а р а к т е р н а  много
кратность  повторения процессов сорбции и десорбции. Это 
обусловливает  высокую эф ф ективность  х ром атограф и и  к а к  
метода разделен и я  сл о ж н ы х  смесей вещ еств с близким и 
свойствами. ,

Д л я  вы деления  и очистки различны х  компонентов с м е 
сей хром атограф ический  м етод  часто объедин яю т с м ето
дом электроф ореза .

П о  сравнению  с другим и м етодам и  р азд ел ен и я  вещ еств 
хром атограф ический  м етод  имеет р я д  преимущ еств: им 
мож но р а зд ел я т ь  газообразн ы е  и ж и дк и е  вещ ества  любой 
природы  и в лю бом количестве; применим д л я  разделен и я  
смесей веществ, очень близких по химическому составу, 
строению и свойствам; о б л а д а е т  высокой степенью р а з д е 
ления  веществ; прост в выполнении и применении н есл о ж 
ной апп аратуры , доступной д л я  лю бой лаборатории .

Н аи б о л ее  расп ространено  хром атограф ическое  р а з д е л е 
ние в трубках , заполнен ны х сорбентом, или колон ках  (ко 
лоночная  х р о м ато гр аф и я ) .

В колоночной хр о м ато гр аф и и  использую тся разли ч н ы е  
типы колонок, которые зап олн яю тся  сорбентом (н еп од ви ж 
ной ф азой)  и растворителем  (подвиж ной ф а з о й ) .  Д л я  
разделен и я  компонентов смеси на сорбент наносится  не
больш ой объем  таки м  о бразом , чтобы он проник в верхний 
слой сорбента  ( з а г р у з к а  колон ки).  Х р о м ато гр ам м а  
проявляется  при протекании через колонку раствори теля . 
Этот процесс н азы вается  э л ю и р о в а н и е м  с колонки. 
П ерем ещ ение веществ по колонке приводит к их р а з д е л е 
нию на отдельны е зоны, а после пропускания  раствори теля  
исследуемые вещ ества  п оявляю тся  в элю ате , вы ходящ ем  
из колонки. О бъем  твердой и ж и дкой  ф аз  в колонке  н а зы 
вается  «м е р т в ы м». О бъ ем  подвиж ной ф а зы  н азы вается  
у д е р ж и в а е м ы м .  К оличество ж идкости , необходимое 
д л я  о б р азо в ан и я  пи ка  определенного вещ ества  в элю ате , н а 
зы вается  о б ъ е м о м  э л ю и р о в а н и я .
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Зап о л н ен и е  колонки сорбентом и растворителем  (н а 
садкой) н азы вается  у п а к о в к о й  (набивкой) колонки. 
В аж н о , чтобы н а с а д к а  бы ла  гомогенной, свободной от  пу
зырей, трещ ин или незаполненны х пространств, особенно 
вблизи стенок. Процесс  наруш ения  потока, являю щ и йся  
р езультатом  недостаточной гомогенности насадки , н а з ы в а 
ется  о б р а з о в а н и е м  к а н а л о в .  В результате  об
р азо ван и я  кан ало в  и с к а ж а е тс я  проф иль элю ирования , 
вплоть до того что индивидуальны е вещ ества  вы ходят  в ви 
де  нескольких пиков.

Элю ирован ие  с колонки осущ ествляется  трем я  способа
ми. П ервы й способ зак л ю ч ается  в том, что один р аствори 
тель  п о с т о я н н о  пропускается  через колонку. Второй 
способ носит назван и е  с т у п е н ч а т о г о ,  или п е р и о 
д и ч е с к о г о ,  - э л ю и р о в а н и я ,  которое заклю чается  в 
том, что колонку пром ы ваю т определенным количеством 
одного раствори теля , затем  использую т другой р аствори 
тель. Этот  способ д ае т  возм ож н ость  более точно подобрать 
условия  д ля  получения определенны х компонентов в м а 
лы х объем ах  э л ю ата  и поэтому ч ащ е  всего используется 
д л я  преп аративн ы х целей.

Третий способ н азы вается  г р а д и е н т - н ы м  э л ю и 
р о в а н и е м .  Он закл ю чается  в изменении соотношения 
м е ж д у  д вум я  раствори телям и либо в изменении концент
рации одного или более компонентов в одном растворителе. 
Градиенты  б ы ваю т линейными, вы пуклы м и или вогнутыми 
и получаю т их с помощ ью  специальны х устройств (рис. 1).

Д л я  обеспечения четкости разделен и я  больш ое зн а ч е 
ние имеет прави льн ы й выбор разм еров  колонки. И зли ш н е  
дли нны е колонки могут чрезмерно затян у ть  врем я опыта, 
короткие —  не обеспечить достаточное разделен ие  смеси на 
составляю щ и е компоненты. В аж н о  соотношение м еж ду  
длиной и д и ам етром  колонки. В ж идкостной адсорбцион
ной х ром атограф и и  отсутствую т .теоретически обосн ован
ные критерии д л я  выбора оптим альны х р азм ер о в  и форм 
хром атограф ич еских  колонок; выбор производится  опы т
ным путем. К а к  п о к азы ваю т  многочисленные опытные д а н - . 
ные, наилучш ие р езультаты  достигаю тся  при отношении 
высоты к  д и ам етр у  колонки  от 40 до  100.

П ри м ен яю тся  колонки цилиндрической, конической и т е 
лескопической форм. Высота  их в зависимости  от  постав
ленных целей колеблется  от нескольких сантим етров  до- 
10— 20 м, д и ам етр  —  от  нескольких м иллим етров  до  8—  
20 см. В качестве  м а те р и а л а  чащ е применяется  стекло, р е 
ж е  сталь , алю миний, латунь . И спользовани е  м етал л а  дает  
возм ож н ость  и зготовлять  колонки больш их размеров.
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Объём элюента из смесителя

Рис. 1. У стройства д л я  получения градиента 
и виды градиентов:

Л — р е з е р в у а р  с д о б а в л я е м ы м  р а с тв о р и те л е м ; 
Б  —  с м е с и т е л ь н а я  к а м е р а  с ж и д к о с т ь ю  исход н ой  
к о н ц ен т р ац и и . П р и  в ы х о д е  ж и д к о с т и  из см е с и 
т е л ь н о й  к а м е р ы  ж и д к о с т ь  и з  р е з е р в у а р а  п о сту 
п а е т  в  к а м е р у  д л я  п о д д е р ж а н и я  п о сто ян н о го  
ги д р о с тат и ч е ск о г о  д а в л е н и я . Е с л и  д в е  ж и д к о с т и  
и м ею т  о д н у  и т у  ж е  п л о т н о сть , то  в ы с о та  в о б о и х  
к а м е р а х  б у д е т  о д и н а к о в о й . Е сл и  ж и д к о с т ь  в 
см ес и те л ьн о й  к а м е р е  Б  и м е е т  б б л ь ш у ю  п л о тн о сть , 
чем  в  р е з е р в у а р е  А,  у р о в ен ь  в  см ес и те л ьн о й  к а 
м ер е  Б  б у д е т  н и ж е , "чем  в  р е з е р в у а р е  А.  Л и 
н ей н ы й  гр а д и е н т  п о л у ч а е тс я  т о л ь к о  п р и  р а в н ы х  
о б ъ е м а х  р е з е р в у а р а  и  с м ес и те л ьн о й  к а м е р ы .

и
Рис. 2. Х ром ато
графические колон
ки, работаю щ ие 
при повышенном 
давлении (а )  и под 

вакуум ом  (б ) .

Н а  качество р азд ел ен и я  о ка зы в а е т  влияние  состояние 
внутренней поверхности м а те р и а л а  колонки. Ш ер о х о в атая  
поверхность у м еньш ает  т а к  н азы ваем ы й стеночный э ф 
фект, т. е. проникновение ан ализи руем ой  смеси вдоль  стен
ки колонки без р азделен ия . В этом отношении м етал л и ч е
ские колонки с необработанной поверхностью стенок более 
выгодны, чем стеклянные. Ни раствори тель , ни ан а л и зи р у 
е м ая  смесь не д о л ж н ы  реаги ровать  со стен кам и  колонки.

Х ром атограф ические  колонки могут р або тать  под д а в 
лением либо  в вакууме. В первом случае  п о д а в а е м а я  в к а 
честве пром ы ваю щ его  вещ ества ж и дк о сть  находится  под 
давлением  вы ш е атм осф ерного  (рис. 2, а) ,  а  на выходе из 
колонки она находится  при атмосф ерном  давлен ии . Во вто 
ром случае  вакуумны й насос подклю чается  к ниж ней части 
колонки, а п о д а в а е м а я  сверху  ж и дкость  находится  при а т 
мосферном давлен ии  (рис. 2, б ) .  К а к  п о к азы ваю т  опытные 
данны е, четкость разделен и я  в колонках , р аботаю щ и х  в в а 
кууме, вследствие более полного удален ия  воздуха из пор 
адсорбента  ок азы вается  выше.



П ри х ром атограф и и  ж и дк и х  вещ еств колонки необхо
димо у с т ан а в л и в а ть  строго вертикально , т а к  к а к  наличие 
д а ж е  небольшого н ак ло н а  увеличивает  стеночный эффект.

Д л я  р азд ел ен и я  м ож н о использовать  простейш ие ко
лонки, состоящ ие из стеклянной трубки  с краном  на конце 
(типа б ю р е т к и ) , укрепленной на обычном штативе.

К онтроль  за  хром атограф ическим  разделен ием  а н а л и 
зируемы х смесей осущ ествляется  тремя  способами: а) оп 
ределением  компонентов р азд ел яем о й  смеси непосредствен
но в слое адсорбента , без вы м ы вания  веществ из колонки 
(послойный с п о с о б ) ; б) последовательны м  анали зом  отоб
ранных порций раствора ,  вы текаю щ их из колонки (ф р а к 
ционный с п о с о б ) ; в) непрерывным определением  измене
ния концентрации анали зи руем ы х  вещ еств в вы текаю щ ем  
растворе  химическими или ф изико-химическими методами.

В ж и дкостн ой  адсорбционной хром атограф ии  чащ е 
пользую тся  вторым способом, т а к  к а к  непреры вны е мето
ды  а н а л и за  требую т довольно  громоздкой и слож ной а п п а 
ратуры  и трудно осуществимы, а послойный а н а л и з  в озм о
ж ен  только в редких специальны х случаях .

П р и  фракционном  способе контроля использую тся ко л 
лекторы  ф ракц и й  разли чн ы х  конструкций. Все коллекторы  
ф ракц и й  рабо таю т  по времени или по объему.

Н епреры вны й способ кон троля  требует  приборов с про
точными кю ветам и типа Увикорд.

NB настоящ ее  врем я хром атограф ические  методы к л а с 
сиф ицирую тся по следую щ им  при знакам :

1. В зависимости  от атомно-м олекулярного  взаи м одей 
ствия компонентов смеси с неподвиж ной ф азой  р азл и ч аю т  
адсорбционную  (м олекулярн ую ),  ионообменную, осадоч
ную, распределительную , аф финную  и гель-хроматографию . 
Это деление условно, т а к  к а к  практически р азд елен и е  к о м 
понентов смеси осущ ествляется  больш ей частью при одно
временном действии сил различной природы. П римером 
м о ж ет  служ и ть  метод  тонкослойной хром атограф ии.

2. П о  агрегатн ом у  состоянию ф а з  вы деляю т  четыре 
группы (табл . 1).

3. П о  методике проведения эксперим ента разли чаю т  
проявительную , или элюентную, ф ронтальн ую  и вытесни
тельную  хром атограф ию .

Проявительная хроматография. П ри  р аботе  этим мето
дом заполнен ную  сорбентом колонку пром ы ваю т чистым 
растворителем , наприм ер Е,  после  чего в верхню ю часть 
колонки вводят  порцию ан ализи руем ого  раство р а  веществ 
А и В в растворе  Е.  З а т е м  колонку непрерывно пром ы 
ваю т  раствори телем  Е.  Компоненты А и В  перем ещ аю тся
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Т а б л и ц а  1. Классификация хром атограф ических методов по агрегат
ному состоянию  ф аз

Н еп о д в и ж »  
н ая  ф аза

П од ви ж н ая
ф а за Н аи м ен о ван и е  м етода В о зм о ж н ы е  в ар и ан ты

Т вердая Ж и дк ая А дсорбционная хр о 
м атограф ия ж идкос
тей и растворов; 
ионообменная хр о 
м атограф ия; оса
дочная

О кислительно-восстанови
тельная хром атограф и я; 
адсорбционно-ком плекс
ная, тонкослойная

Т вердая Г азооб
р азная

Г азо вая  адсорбци
онная хро м ато гр а
фия
Ж и дкостная распре
делительная х р о м а
тограф ия

Х ром атерм ограф ия, тепло
динамический метод

Ж и дк ая Ж и дк ая К олоночная, б ум аж н ая , 
двум ерная, круговая, м е
тод  обращ енны х ф аз, эл ек 
троф оретическая, тонко
слойная

Ж и д к ая Г азооб
р азная

Г азож и дкостная, 
распределительная

Х ром атограф ия газов , ж и д 
костей, вакантная , ступен
чатая , кап иллярная

вдоль  слоя сорбента  с различны м и скоростями. П р и  д о ста 
точной д ли не  колонки происходит полное р азд елен и е  зон. 
М еж д у  зонам и  более сильно адсорбированн ого  компонента 
и менее сильно адсорбированного  вещ ества  будет  н ах о 
диться  чистый раствори тель  (рис. 3).

И зм енение концентрации вы м ы ваем ы х  веществ в вы те
каю щ ем  растворе  и зо б р аж ается  кривыми, которы е н а з ы в а 
ются х р о м а т о г р а м м а м и ,  или в ы х о д н ы м и  х р о 
м а т о г р а ф и ч е с к и м и  к р и в ы м и  (рис. 4 ) .  Н а  оси

t
II!

в

В г  д

Рис. 3. С хема образования зон 
в проявительной хром атогра
фии (а  —  г) и распределение 

концентрации в зон ах  (д ).

Рис. 4. Типичная хром а
тограм м а в проявитель

ной хром атограф ии.
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А*В*£ АФ £ A+B+E
с

Рис. 5. С хем а образования зон 
в ф ронтальной хром атограф ии 
и распределение концентрации 

в зонах.

А Ф Е
Vj

D+E
1

* ЕЕ

1
ч ,

■ ч

Ч

t-
•ч 1

с

B+L

Рис. 6. С хема образования зон 
в вытеснительной хром атогра
фии и распределение концен

трации в зонах.

абсцисс отк л ады вается  объем  V  вы текаю щ его  из колонки 
р аствора , по оси ординат  —  его концентрация  с. Т очка О 
соответствует вводу пробы, О'  —  появлению  несорбирую- 
щ егося в колонке вещ ества, например находивш егося  в ко
лонке  р аствори теля  или воздуха; отрезок 0 0 '  соответству
ет незаполненном у сорбентом объем у  колонки. К р и вая  
А Н  В  н азы вается  х р о м а т о г р а ф и ч е с к и м  п и к о м  
данного  вещ ества, а  расстояние от нулевой линии А В  до 
м акси м ум а  пика Н,  т. е. GH  —  высотой пика. О трезок  А В  
составляет  ш ирину пика у основания, CD  — ш ирину в точ 
ке перегиба, a E F  —  ш ирину на расстоянии половины вы 
соты. О трезок О 'С  соответствует уд ер ж и ваем о м у  объему  VR. 
Э та  величина явл яется  важ н ой  в теории и п рак ти ке  х р о м а
тограф ии . В ремя /д, соответствующ ее объем у  VR, н азы ваю т  
в р е м е н е м  у д е р ж и в а н и я .

П р о яви тель н ая  х ром атограф и я  — наиболее расп р о стр а 
ненный метод  ан ал и за .  П реим ущ еством  его явл яется  воз
м ож ность  р азд ел ен и я  всех компонентов смеси, т а к  ка к  
м еж д у  вы м ы ваем ы м и компонентами об р азу ется  зона чисто
го раствори теля .

Фронтальная хроматография. П ри  использовании д а н 
ного м етода а н а л и зи р у ем ая  смесь непрерывно п роп ускает
ся через слой сорбента (рис. 5 ) .  Е сли  смесь компонентов А 
и В  растворен а  в раствори теле  Е,  то первым из колонки 
вследствие сорбции компонентов А  и В  начинает  вы текать  
чистый растворитель. П осле  насы щ ения сорбен та  менее 
сорбирую щ им ся компонентом А  из колонки вы тек ает  р а с т 
вор компонента А в -растворителе Е.  К огда  сорбент н асы ти
тся  компонентом В,  наступает  проскок вещ ества  В,  и из ко 
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лонки вы тек ает  раствор с компонентами Л и В. Е сли  третий 
компонент отсутствует, то через слой сорбента протекает  
раствор, со дер ж ащ и й  исходные вещ ества. В сл учае  более 
слож ной смеси исходная кон центраци я  всех компонентов 
будет достигнута после насы щ ения сорбен та  всеми ком п о
н ентам и смеси.

Ф р о н тал ьн ая  хро м ато гр аф и я  прим еняется  реж е, чем 
п роявительная , т а к  к а к  только  один из компонентов, н аи м е
нее сорбирую щ ийся, м ож н о получить в чистом виде; ос
тальн ы е  компоненты не разд ел яю тся .  П ри м ен яется  д ля  
очистки некоторых вещ еств от  примесей, если примеси сор
бирую тся л у чш е ,-чем  оч ищ аем ы е  вещ ества, а т а к ж е  д ля  
определения  некоторых ф изических констант, наприм ер 
изотерм сорбции из растворов.

Вытеснительная хроматография. П ри  этом методе в ко 
лонку, промытую  чистым раствори телем  Е,  вводят  смесь 
компонентов Л и В в раствори теле  Е.  З а т е м  сорбент про
м ы ваю т  вещ еством  D  —  вытеснителем, элю ентом , со рби ру
ю щ имся сильнее из ка ж д ы х  компонентов (рис. 6 ) .

П р и  пром ы вании сорбента вы теснителем а н а л и зи р у е 
м ая  смесь перем ещ ается  впереди ф ронта  вы тесн ителя  и 
р азд ел яется  на зоны, к а ж д а я  из которых соответствует  о д 
ному компоненту. Все зоны  д ви ж у тся  с одной и той ж е  ско 
ростью, равной скорости д ви ж ен и я  зоны вы теснителя. К о м 
поненты вы деляемой смеси вы ходят  из колонки п ослед ова
тельно друг  за  другом. Компоненты  смеси не р азб ав л я ю тся  
растворителем , т а к  к а к  их концентрация  не ум еньш ается  
при хром атограф ии .

Д ан н ы й  метод прим еняется  в ж и дкостно-адсорбционной 
и ионообменной хром атограф ии . Н едостатком  м етода я в л я 
ется  возм ож н ое  н алож ен ие  зон вещ еств друг  на  д руга . 
Э тот  недостаток особенно п роявляется  в газовой  и г а з о 
жидкостной хром атограф ии.

Х ром атограф ический  процесс, протекаю щ и й в колонке, 
описать с помощ ью  матем атического  уравн ен и я  в общем 
виде необычайно трудно, т а к  ка к  необходимо учиты вать  о д 
новременное действие многих ф акторов . Все теоретические 
вы кладки , с помощ ью которых пы тали сь  вы явить  за в и с и 
мость эффективности  разделен и я  от отдельны х переменных, 
носят  приближ енны й хар актер .  М атем ати ч ески е  соотнош е
ния получены лиш ь при некоторых допущ ениях, у п р о щ а ю 
щ их решения. П р и н и м ая  так и е  допущ ения, при ш ли  к  п ред 
ставлению  об идеальной хром атограф ии , которую  м ож н о 
о х ар актер и зо вать  следую щ им и полож ениями:

1) соотношение обеих ф а з . в  лю бой части колонки оди 
наково;
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2) равн овесн ая  концентрация  компонента в подвиж ной 
и неподвиж ной ф а з а х  устан ав ли в ается  мгновенно;

3) продольной д иф ф узи ей  в газовой ф азе  колонки м о ж 
но пренебречь;

4) поток п одвиж ной  ф а зы  в любой части колонки р а в 
номерен.

П е р в а я  теория хром атограф ического  р азд ел ен и я  бы ла  
р а зр а б о т а н а  А. М артином  и Р . С индж ем  (1941), которые 
исходили из концепции теоретических тарелок .  П о  этой 
теории хром атограф ическую  колонку м ож н о п редстави ть  в 
виде секций, т. е. тарелок .  Т еорети ческая  та р ел к а  соответ
ствует части колонки, в которой происходит элем ентарны й 
а к т  распределен ия  м еж д у  д вум я  ф а за м и  согласно соответ
ствующ ей изотерме. Р а зм е р  тар ел к и  определяется  ее вы 
сотой (в с а н т и м е т р а х ) , а высота м еняется  в зависимости от 
х а р а к т е р а  компонента (т. е. зависи т  от  коэф ф иц иента  р а с 
п ред елен и я) ,

Авторы р а ссм атр и в ал и  хром атограф ический  процесс 
к а к  дискретный, т. е. равновесие  устан ав ли в ается  по очере
ди в к аж до й  тарелке .

Р асп ределен и е  двух  компонентов по теоретическим т а 
р ел кам  графически  изображ ен о  на  рис. 7. Д л я  достаточно 
больш ого числа тар ел о к  (свы ш е 100) кр и в ая  имеет  сход
ство с кривой распределен ия  Гаусса.

Количественны е характери сти ки  хром атограф ического  
р азд ел ен и я  ан ализи руем ой  смеси вещ еств за в и с я т  от эф 
фективности колонки и Селективности неподвиж ной ф азы . 
К ритерием  степени разделен и я  служ ат:  высота, э к в и в а 
лен тн ая  теоретической та р ел к е  (В Э Т Т ),  и R  —  р а зд е л и 
тельн ая  способность. П ри  описании разделен и я  в колонке 
или тонком слое основной характеристикой  является

Vuc/rfl тетотщргких тарелок

Рис. 7. Распределение 
двух  компонентов по те 

оретическим тарелкам .

d

с В

Рис. 8. Ф ормы изотермы сорб
ции и соответствую щ ие им кон
туры  зон согласно различным 
теориям газовой хром атогра

фии:
а —  л и н е й н а я ; б  — н ел и н ей н ая .
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ВЭТТ. Э ф ф ективность  колонки (слоя) определяю т числом 
теоретических тарелок .

В аж н ой  характеристикой  хром атограф ической  системы 
явл яется  объем  подвиж ной ф азы , необходимый д л я  эл ю и 
ровани я  ан ализи руем ого  вещ ества  из слоя  неподвиж ной 
ф азы . О бъем  ж и дкой  ф азы , необходимый д л я  перемещ ения 
ан ализи руем ого  вещ ества  через слой неподвиж ной ф азы  
(удерж и ваем ы й  облаем Vr ),  к а к  и время, за  которое проис
ходит перемещ ение ан ализи руем ого  вещ ества  через слой 
неподвиж ной ф азы  (врем я  у д ер ж и в ан и я  tR),  д л я  данной 
хром атограф ической  системы постоянны.

Д л я  о б ъ ем а  уд ер ж и ван и я

V/? = V 0 +  /<i/5,

где У о —  объем  подвиж ной ф азы , необходимый для. н а с ы 
щ ения неподвиж ной ф азы ; К  — коэфф ициент равновесного  
распределения; Vs —  объем  неподвиж ной ф азы .

С ледует  отли чать  коэфф ициент равновесного  р асп р е 
деления

қ  _  К о н ц ен тр ац и я  в ещ ества  в п о д ви ж н о й  ф азе  
К о н ц ен тр а ц и я  в ещ ес т в а  в н е п о д в и ж н о й  ф азе

от коэфф ициента емкости

д ,  =  К о н ц ен т р а ц и я  в ещ ес т в а  в н е п о д в и ж н о й  ф азе  
К о н ц ен тр ац и я  в ещ ества  в п о д ви ж н о й  ф азе

К оэф ф ициент распределен ия  и коэфф ициент емкости 
связан ы  отношением:

R '  =  K V SIV0. • .

В рем я у д ер ж и в ан и я  в о зр астает  с увеличением длины 
колонки и ум еньш ается  с увеличением линейной скорости 
подвиж ной ф азы . Ч ерез  коэфф ициент емкости R '  время 
уд ер ж и ван и я  зависи т  от  относительного количества  под
виж ной и неподвиж ной ф аз.

Коэф ф ици ен т  К  б езразм ерен , если н еп одви ж н ая  ф а з а  — 
ж идкость . Е сли  неподвиж ной ф азой  явл яется  адсорбент, то 
концентрация  в ней относится к  1 г адсорбента. К о эф ф и ц и 
ент К  м о ж ет  не зависеть  от концентрации растворим ого  ве 
щ ества  или м ож ет  м еняться  с изменением концентрации. 
Г р аф и к  зависимости  концентрации вещ ества  в подвиж ной 
ф а зе  от  концентрации в неподвиж ной ф а зе  н азы вается  
и з о т е р м о й  р а с п р е д е л е н и я .  Если коэфф ициент 
К  не зависи т  от концентрации, то изотерм а  будет  линейной 
(рис. 8, о ) ,  при изменении коэф ф иц иента  К  линейность
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изотермы наруш ается  (рис. 8, б) .  П о  виду изотермы  мож но 
определять  ф орм у хром атограф ического  пика или наоборот. 
О днако  несимметричность кривой м о ж ет  быть вы зван а  н а 
руш ением  стабильности  условий ан али за .

В плоскостной х ром атограф и и  ш ироко используют 
п а р а м е т р  у д е р ж и в а н и я  Rf ,  который о п ред еля 
ют по отношению расстояни я , пройденного ан ализи руем ы м  
веществом за  ф иксированное  время, к расстоянию , прой
денном у фронтом подвиж ной ф азы .

Величины VR, tR (в колоночной х р ом атограф и и )  и R f  (в 
плоскостной хром атограф ии) в заф и кси рован н ы х  условиях 
х ром атограф ического  эксперим ента являю тся  константам и 
д л я  данного  ан ализи руем ого  вещ ества. П оэтому их мож но 
исп ользовать  д л я  идентиф икации вещ еств по условиям  х р о 
матограф ического  разделен ия .

Ш
§  2. А Д С О Р Б Ц И О Н Н А Я  (МОЛЕКУЛЯРНАЯ) ХРОМ АТОГРАФ ИЯ

А дсорбционная  хро м ато гр аф и я  основана на разделении 
компонентов смеси за  счет различий  в их адсорбционных 
свойствах. Этот вид хром атограф ии  в основном колоноч
ный и используется д л я  разделен и я  м акро- и полумикроко- 
личеств веществ. В смеси, состоящ ей из нескольких ком по
нентов, во зм о ж н а  конкуренция м еж ду  компонентами и под
виж ной ф азой  за  поверхность адсорбента . Основную роль 
при адсорбции играю т дисперсионные силы, т. е. взаим н ое  
п ри тяж ен ие  м олекул адсорбента и адсорбируем ого  вещ ест
ва. Компоненты пробы  адсорбирую тся  на м атрице н ек о ва 
лентны ми связям и , наприм ер вследствие о б р азо ван и я  водо
родных связей, неполярны м и взаим одействиям и, силами 
Ван дер В а ал ьса .  А дсорбционная способность является  
свойством не только твердого  тела , но любой поверхности 
р а зд ел а  двух  ф аз.

Согласно адсорбционной теории Л ен гм ю р а,  на поверх
ности адсорбента располож ен ы  активн ы е участки, способ
ные ф и кси ровать  м олекулы  растворенны х веществ. Свойст
вом каж до го  активного  участка  явл яется  способность в з а и 
м одействовать только с одной молекулой адсорбционного 
вещ ества . Т аки м  образом , после о б р азо ван и я  мономолеку- 
лярного  слоя на поверхности адсорбента  скорость ад со р б 
ции проп орцион альн а  концентрации вещ ества  и д оле  н е за 
няты х активны х участков:

и адс =  $)•

С корость десорбци и  равн а :

Идее == R >
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где « а д е  —  скорость адсорбции; « д е с  — скорость десорбции; 
Ri ,  R 2 — константы; с  — концентрация  вещ ества; 0  —  д о 
ля  зан яты х  мест.

В состоянии подвиж ного  равновесия  м еж д у  процессами 
адсорбции и десорбции их скорости м ож н о п ри нять  р а в 
ными:

О бозначив  м акси м альн ое  число основных участков, ко
торы е могут быть зан яты  м олекулам и  адсорбируем ого  ве 
щ ества  через а ,» ,  а количество участков , зан я ты х  в состоя
нии равновесия, через «, получим:

П о д ста в л я я  значение 0 ,  м ож н о получить уравнение  изо' 
термы  Л енгм ю ра:

из которого следует, что адсорбция вещ ества  на поверхн о
сти адсорбента  имеет предел. *

В области  низких концентраций вещ ества  изотермы  а д 
сорбции могут иметь три формы: вы пуклую  (L -и зотерм а) ,  
вогнутая  ( S -изотерм а) и .лин ейную  (С -изотерм а)  (рис. 9 ) .

И зотерм у  адсорбции м ож н о при ним ать  линейной то л ь 
ко при очень м алы х за гр у зк а х  колонки или слоя. В этих 
условиях  величины Уя и R j  остаю тся постоянными. Н о  с у в е 
личением загрузки  или перегрузки значения  VR и R f  у б ы 
вают. П ер егр у зка  х ар актер и зу ется  значительны м  р а з м ы в а 
нием зон и неполным разделением .

М акси м ал ьн о  допусти м ая  м асса  о б р азц а ,  п р и х о д я щ а я 
ся на  1 г адсорбента, при котором коэф ф иц иент  К,  объем  
у д ер ж и в ан и я  VR и R f  прим еняю т в п ределах  10%, н а з ы в а 
ется л и н е й н о й  е м к о с т ь ю  а д с о р б е н т а .  Д л я

Ric (1 — 0) =  tf2c0 . 

П ри  условии, что R l/ R 2 =  b,

0  =  be/(I +  be).

а  =  а в .

а  =  д Д б с /1  +  be),

О Напрабление 
___________ проявления

Z f \  / 1  А  ОЗъвм злю,
/ __ \ (/  У  V (в'КОлонне)

ОЗьвм элюата 
(8  колонне)

Рис. 9. Ф орма хром атограф ичес
ких пиков (2) и пятен (3) для 
тонкослойной хром атограф ии в з а 
висимости от формы  изотермы ( / )

а 3  , в
адсорбции: 

а  —  в ы п у к л а я ; б  —  в о г н у т а я ; а —  л и 
н е й н а я .



больш инства  адсорбентов  значение линейной емкости мень
ше 10-4 г/г.

Растворители. В адсорбционной х ром атограф и и  важ н ое  
значение имеет прави льн ы й выбор раствори теля , особенно 
в проявительном  анализе , в котором раствори тель  я в л я е т 
ся  проявляю щ и м  веществом. Выбор р аствори теля  тесно 
связан  к а к  с природой адсорбента, т а к  и со свойствами 
компонентов ан ализи руем ой  смеси.

Раствори тели  д о лж н ы  удовлетворять  следую щ им основ
ны м требованиям :

1) хорош о растворять  все компоненты анализи руемой  
смеси;

2) м иним ально  адсорбироваться  на вы бран ном  ад со р 
бенте;

3) не вступать  в химические реакции ни с ан ал и зи р у е 
м ы ми вещ ествам и, ни с адсорбентом.

Ч а с то  практи куется  последовательное вы м ы вание  ве
щ еств рядом  раствори телей  с постепенно увеличиваю щ ейся  
десорбционной способностью. П ри  этом отдельны е компо
ненты смеси десорбирую тся  и вы м ы ваю тся  из колонки по
следовательно. П р е д с т а в л я ет  интерес э л ю о т р о п н ы й  
р я д  Т р а п п а ,  в котором наиболее часто применяем'ые 
в х ром атограф и и  раствори тели  располож ен ы  в порядке  
убы ван и я  их десорбирую щ ей способности с полярны х а д 
сорбентов.

Д есо р б и р у ю щ ая  способность растворителей , з а  нем но
гими исклю чениями, зависи т  от величины их д и эл ектр и ч е
ской постоянной. Д л я  ап олярн ы х  адсорбентов десорбиру
ю щ ая  способность раствори телей  изм еняется  в обратном  
порядке.

П ри вы боре  растворителей  следует  о б р ащ ать  серьезное 
вни м ан ие  на их чистоту. Особенно важ н о , чтобы неп оляр
ные раствори тели  не со дер ж али  примесей полярны х ве 
щ еств (воды, спирта и т. п .) ,  резко  сни ж аю щ их  адсорбцию  
из раствори теля . П рим енение в качестве  вы мы ваю щ его 
р аствори теля  чистого индивидуального  вещ ества  ж е л а 
тельно т а к ж е  в том случае, когда наблю дение за  ходом 
р азд ел ен и я  компонентов смеси производится  путем изм е
рения какого-либо физического п а р ам етр а  раствори теля , 
изм еняю щ егося  в ходе процесса (п ок азатель  прелом ления, 
плотность и д р .) .  Н и ж е  приведен элю отропный р я д  р а с т 
ворителей:
Растворитель Диэлект ричес- Растворитель Д иэлект ричес

кая  постоянная ка я  постоянная

В ода- 81,0 Хлористый мети-
 _____________________________ лен —

1983 Г5 Ўззер
X /ЗЛ4-3



М етанол 31,2
Э танол 25,8
н-П ропанол 22*8
Ацетон 21,5
Д и хлорэтан  10,4
Этил ацетат  6,4
А м илацетат —

Этиловый эфир 4,4
Хлороформ 5,2

Адсорбенты. В качестве  адсорбента  м о ж ет  быть исполь
зовано  лю бое твёрдое вещ ество при соответствую щ ем и з 
мельчении и активации. О д н ако  прим еняется  ограниченное 
количество адсорбентов, д аю щ и х  наиболее эф фективные 
результаты  хром атограф ического  разделен ия .

Основными требовани ям и , п р ед ъ яв ляем ы м и  к  адсорбен 
там , являю тся :

1) отсутствие химического взаим одействия  м е ж д у  а д 
сорбентом и ан али зи руем ы м  веществом. А дсорбент не д о л 
ж ен  т а к ж е  о к а зы в а ть  кач алитическое воздействие к а к  на
растворитель, т а к  и на вещество разд ел яем о й  смеси. Н е р е д 
ко при хром атограф ическом  разделен ии  имеют место п р о 
цессы изом еризации , полим еризации , окисления  и другие 
химйческие превращ ения , что приводит к о б р азо ван и ю  но
вых веществ, которых не бы ло в исследуемой смеси;

2) избирательность  адсорбента , т. е. возм ож н о больш ее 
различие  в адсорбируемости веществ в р азд еляем ой  смеси. 
Одним из возм ож н ы х  критериев такого  р азл и ч и я  м ож ет  
служ ить  величина теплоты адсорбции или см ачивания;

3) выбор определенной степени дисперсности адсорбен 
та. Чем  меньш е частицы адсорбента , тем бы стрее у с т а н а в 
ли вается  адсорбционное равновесие  и тем лучш е р або тает  
колонка. Увеличение степени дисперсности влечет  за  собой 
возрастан ие  сопротивления колонки течению ж идкости . П о 
этом у  ж ел ательн о  применение адсорбента  с одинаковы ми 
по р а зм е р у  частицами , т. е. изодисперсных адсорбентов. 
И зодисперсны е порошки о б л а д а ю т  значительно  меньшим 
сопротивлением течению, чем полидисперсные;

4) постоянство, стан дартность  свойств, иначе при  вос
произведении или сопоставлении опытов могут возникнуть 
затрудн ен ия  вследствие неодинаковости условий экспери
ментов.

А дсорбенты д ел я т  на две  группы: неполярные, н ап р и 
мер активированны й уголь, и полярные, наприм ер с и л и к а 
гель, алю могель, искусственные и природные силикаты .

Н а  неполярном адсорбенте энергия адсорбции в о з р а с т а 
ет с увеличением р азм ер о в  м олекул адсорбированн ого  ве 

Б ензол ; 2,3 «
Т олуол 2,3
Т рихлорэтилен 3,4
Четы реххлорис
тый углерод 2,2
Ц иклогексан  2,0
П етролейный эф ир 
(ф ракция 35—
50°С) 1,9
Д иоксан  —
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щества , а на  полярном  энергия адсорбции тем больш е, чем 
больш е полярность  или ненасыщ енность адсорбируемого  
вещ ества . В соответствии с энергией адсорбции вы ходят  и 
отдельны е ф ракц и и  из колонки.

Н а  активированном  угле врем я вы м ы ван и я  зависит от 
величины энергии связи  углерод  — углерод. В х р о м а то гр а 
фии прим еняю т различны е м ар ки  активи рованны х углей: 
древесные, костные, лигниновые, кам енны е и др.

С или кагели  являю тся  чрезвычайно - полярны м и адсор
бентами, их сорбционные свойства  за в и с я т  от способа п р и 
готовления. Они использую тся д л я  х ром атограф и рован и я  
смесей углеводородов, см олистых веществ, высш их ж ирны х 
кислот и их слож ны х  эфиров, нитро- и нитрозосоединений, 
аром атических  ам инов и других органических соединений.

О ксид алю миния часто применяется  д л я  х р о м ато гр аф и 
ческого разделен и я  многих смесей веществ из полярны х и 
неп олярны х растворителей, т а к  к а к  он о б лад ает  амфотер- 
ными свойствами.

§ 3. И О Н О О Б М Е Н Н А Я  ХРОМ АТОГРАФ ИЯ

В основе ионообменной хром атограф ии  л е ж и т  о б р ат и 
мый стехиометрический обмен ионов, со дер ж ащ и х ся  в хр о 
м атограф ич еском  растворе, на подвиж ны е ионы, входящ ие 
в состав веществ, н азы ваем ы х  и о н и т а м и ,  или и о н о- 
о б м е н н и к а м и .  Р азд елен и е  смеси ионов, содерж ащ и хся  
в растворе, основано на неодинаковой способности их к  о б 
мену с ионами ионита.

В адсорбционной хром атограф ии  вы м ы вание  веществ 
. и з  колонки проводят  чистым растворителем , а в ионообмен

ной хром атограф ии  — растворам и  электролитов.
Четкой  границы  м еж д у  адсорбционной и ионообменной 

х ром атограф и ей  .провести нельзя , т а к  к а к  обычные адсор
бенты часто действую т т а к  ж е , к а к  иониты, а на ионитах 
имеет место ф и зическая  адсорбция.

И онит м ож н о  представить  в виде к ар к аса ,  связанного  
силам и  м еж м олекулярн ого  п ри тяж ен ия . К а р к а с  о б л а д а е т  
п олож ительн ы м  или отрицательны м  зарядом , который к о м 
пенсируется за р я д о м  ионов противополож ного  зн ак а ,  так  
что в целом  ионит нейтрален. Ионы, компенсирую щ ие з а 
р я д  к а р к а с а ,  н азы ваю тся  ' п р о т и в о и о н а м и .  С пособ
ность ионита к обмену обусловливается  тем, что противо
ионы о б л ад аю т  подвиж ностью  в п ределах  к ар к аса  
(рис. 10).

Е сли  ионит, со дер ж ащ и й  противоионы только одного ви
д а  Л, поместить в раствор  с ионами другого  вида В,  то ио
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ны А с ионита будут  перехо
дить в раствор, а ионы В  в 
строго эквивалентном  количе
стве переходить из раство р а  в 
ионит. П ри достиж ении р а в н о 
весия ионит и раствор  будут 
со дер ж ать  ионы А и В в опре
деленном количественном со
отношении, определяем ом  кон
стантой ионообменного р а в н о 
весия. .Рис. 10. С хематическое изобра

жение структуры  ионообмен
ной смолы. В порах  ионита с о д е р ж а т 

ся т а к ж е  раствори тель  и р а с т 
воренные вещ ества. П оэтом у  н ар яд у  с обменом ионов в 
ионите происходят: набухание, вы зы ваем ое  поглощ ением 
раствори теля , и адсорбци я  растворенны х веществ, при ко 
торой вместе с противоионами в ионит м о ж ет  проникнуть 
эквивалентное количество подвиж ны х ионов того ж е  зн ак а ,  
что и з а р я д  к ар к аса .  Т аки е  ионы н азы ваю тся  к о и о н а- 
м и. С ледовательно , содерж ан и е  противоионов в ионите о п 
р еделяется  не только  величиной з а р я д а  к а р к а с а ,  но и со 
д ер ж ан и ем  коионов. О пи сан ная  м одель  полно о т р а ж а е т  
основные свойства ионитов, показы вает , что ионный обмен 
основы вается  на  статическом распределении противоионов 
м еж д у  ионитом и раствором , в котором не участвует  ни ве 
щ ество к а р к а с а ,  ни коионы.

П о зн аку  зар я д о в  обмен иваю щ ихся  ионов иониты р а з 
д ел яю тся  на катиониты, или катионообменники, и аниони
ты, или анионообменники. Сущ ествую т ам ф отерны е иони
ты, способные осущ ествлять  одновременный обмен к ати о 
нов и анионов —  а м ф о л и т ы .

К а т и о н и т ы  —  п ол и зар яд н ы е  нерастворим ы е анио
ниты (многоосновные кислоты, у которых ионогенные груп
пы насы щ ены  катионами, т. е. противоионами у них я в л я 
ются к а т и о н ы ) .

С хем а катионного обмена:

R A ~  Н + +  N a+ +  С Г  R A ~ N a +  - f  Н + +  С Г .

А н и о н и т ы  — п оли заряд н ы е  нерастворим ы е катионы 
(многоосновные основания, у  которых ионогенные группы 
насы щ ены  растворим ы м и анионами, т. е. противоионами у 
них являю тся  ан и о н ы ) .

С хем а анионного обмена:

Я /С + О Н - +  Na+ +  С Г  ЯААСГ +  N a+ +  О Н - .
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Если противоионом катионита явл яю тся  ионы Н+ то к а 
тионит находится  в водородной форме, если какой-либо к а 
тион, то в солевой форме. Анионит, д л я  которого противо
ионом является  хлорид, находится  в хлоридной форме 
(С1-форма).

С татическое распределен ие  противоионов различны х 
видов м еж д у  ионитом и раствором  д олж н о  было бы обусло
вить одинаковы е соотношения м еж д у  кон центрациям и этих 
ионов в обеих ф а з а х  после установления  равновесия. 
Н а  п ракти ке  ж е  это условие не вы полняется  по следую щим 
причинам:

1) силы электростатического  взаим одействия  м еж д у  з а 
р яж ен н ы м  к ар к асо м  и различны м и противоионами не оди
наковы, а зави сят  от  з а р я д а  ионов;

2) кроме электростатических сил проявляю тся  и другие 
силы взаим одействия  м еж ду  ионами и окр у ж аю щ ей  средой, 
в ионите и растворе  эти силы могут значительно  р а з л и 
чаться;

3) противоионы крупных разм еров  по стерическим при
чинам не могут прон икать  в тонкопористые иониты. '

Таки м  образом , путем ионного обмена мож но практи че
ски полностью извлечь какой-нибудь ион из раствора.

П реим ущ ественн ое  поглощ ение ионом противоионов 
одного вида определяет  селективность ионита. Это свойст
во зависи т  от природы ,ионита и условий проведения экспе
римента: темп ературы , pH  среды  и др.

Основной характеристикой  ионитов является  их обм ен 
н ая  емкость. П о л н а я  о б м е н н а я  е м к о с т ь  и о 
н и т а  —  постоянная  величина, и определяется  числом ф и к
сированны х ионов, т. е. ионов, от которых зависи т  з а р я д  
к а р к а с а ,  т а к  к а к  их электрический з а р я д  в любой момент 
времени и на лю бом участке  ионита д о л ж е н  ком пенсиро
ваться  зар ядо м  противоионов. В идеальны х условиях  п о л 
н ая  обм ен н ая  емкость ионита не зависит от состояния ио
нита и природы противоиона. В действительности она з а 
висит от р я д а  ф акторов , в частности от p H  раствора , что 
у сл о ж н яет  однозначное определение этого понятия. П о это 
му, х а р а к т е р и зу я  обменную  емкость, необходимо ук азы в ать  
условия, при которых она определена. Э та  величина у к а з ы 
вается  изготовителем  и имеет  в аж н о е  значение, т а к  к а к  
при перегрузке  колонки ионы анализи руемого  об р азц а  бу
д у т  проходить через колонку без связы вания .

Д и н а м и ч е с к а я  о б м е н н а я  е м к о с т ь  д о  
п р о с к о к а  ( Д О Е ) ,  емкость ионита, о п р ед ел яем ая  до  по
явления  данного  иона в вы текаю щ ем  из колонки растворе. 
Граф ически  Д О Е  н аходят  по п лощ ади  заш трихованного
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Рис. 11. О бм енная емкость ночи- Рис. 12. И зотерм а ионного об- 
тов. . мена.

прям оугольника, у  которого высота р а в н а  исходной кон
центрации определяем ого  иона, а основание — объем у  
раствора , вы текаю щ его  из колонки до проскока  этого иона 
(рис. 11, а) .

П о л н а я  д и н а м и ч е с к а я  о б м е н н а я  е м к о с т ь  
( П Д О Е )  о пределяется  по полному извлечению  дан ного  ио
на из раствора , ка к  п лощ адь  A M B N  н ад  х р о м а то гр а ф и 
ческой кривой (рис. 1 1 ,6 ) .

П оследние  две  величины обменной емкости д аю т  воз
м ож ность  выяснить, в каком  объем е будет выходить оп р е 
деляем ы й  компонент. О бменную  емкость обычно в ы р а ж а 
ют в м и л л и грам м -экви вален тах  сорбируемого иона на  грам м  
отмытого от  сорбированны х вещ еств сухого ионита, н ах о 
дящ егося  в водородной (д ля  катионитов) и хлоридной (для  
анионитов) форме. Отнесение обменной емкости к  хло р и д 
ной ф орм е анионита обусловлено тем, что м ассу сухого 
анионита в О Н -ф орм е  непосредственно определить  нельзя .

Р авновесия , устан авли ваю щ и еся  при ионообменных 
процессах, п р ед ставл яю т  больш ой практический  и теорети
ческий интерес. В первом п ри ближ ении  и о н о о б м е н -  
н о е  р а в н о в е с и е  м о ж ет  бы ть описано закон ом  д ей 
ствую щ их масс.

И з  уравнени я  реакции обмена  двух одновалентны х ио
нов А+ и В+

A Z  +  B t z z  B Z  +  A  + 

согласно закон у  действую щ их масс  следует:

1^1^=кЛ|В.или-т=/(А. л +1
• [AZ][B+] А ' а  [AZ]  ( Л +]

Если твердую  ф а зу  обозначи ть  черточкой сверху, то
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И 1 - к д е  т . ,
[Л+1 ■ A, S lA+j

где  [ А +] и [В+] —  концентрации ионов в твердой фазе; 
К А, в  —  коэфф ициент избирательности, или констан та  ион
ного обмена.

А налогично д л я  реакц ии  обмена двухвалентного , иона 
на  одновалентны й

2A Z  +  В 2+ BZ3 +  2Л+ 

применение зак о н а  действую щ их масс  д а с т  соотношение-

_ Е Х = / ( Д
[Л г]2  ' [Л + ]3

"  Б о л е е  точно условие ионообменного равновесия  описы
вается  уравнением  Никольского:

— 1/Z . 1 /2  .а А а А
А IV- А

- 1 / г _  А ,  В  1 /2  »
а .в  и вВ в

где ал ,  «в — активность соответствую щ их ионов в ионите; 
о А, ав  —  активность ионов в растворе; z A, z B —  зар я д ы  
обм ен иваю щ ихся  ионов.

И з  уравнений следует, что равновесное отнош ение кон
центраций или активностей ионов в твердой ф а зе  явл яется  
линейной функцией такого  ж е  отнош ения в ж и дкой  ф а зе  с 
учетом величины зар я д о в  ионов.

Если на гр аф и ке  по оси абсцисс о тк л а д ы в а ть  равн овес
ные отнош ения ионов в растворе, а по оси орд и н ат  — р а в 
новесные отнош ения в твердой ф азе ,  то м ож н о получить 
изотермы  ионного обмена (если равновесие достигнуто и 
измерения произведены  при постоянной тем п ературе) .  
П рям олинейность  изотермы  свидетельствует  о соблю дении 
зако н а  действую щ их масс  (рис. 12), если ж е  она п р ед став 
ляет  собой кривую, то имею тся отклонения от нормы. Д л я  
разб ав л ен н ы х  растворов  закон  действую щ их м асс  вы пол
няется удовлетворительно.

К о нстанта  ионного обмена  равн а  тангенсу  н акло н а  кр и 
вой, и зо б р аж аю щ ей  изотерм у ионного обмена, к  оси а б 
сцисс. Физический смысл константы  ионного обм ен а  з а к л ю 
чается  в том, что она д а е т  возм ож н ость  получить количе
ственную х ар актер и сти ку  способности ионита к  обмену с 
разли чн ы м и  ионами из раствора .

Т аки м  образом , р азличие  в величинах  констант  ионно
го обмена  явл яется  важ н ей ш и м  ф актором , обусловливаю -
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ЩИМ применение ионообменников д л я  р азд ел ен и я  смеси 
ионов.

И о н и т а  м и, или и о н о о б м е н н ы м и  с о р б е н т а -  
м и, назы ваю тся  твердые, н ерастворим ы е в воде и о р га н и 
ческих раствори телях , природны е или искусственные м а т е 
р иалы , способные к ионному обмену.

П о  химическому составу  иониты д ел я т  на м ин еральн ы е 
и органические.

С войствам и ионитов о б л ад аю т  многие природны е и си н 
тетические вещ ества. В аж н ейш и м и из них явл яю тся  синте
тические смолы, угли и некоторые м ин еральн ы е иониты.

П риродны е м ин еральн ы е иониты, к а к  правило, кр и с та л 
лические силикаты , ж е с т к а я  р еш етка  которых несет и зб ы 
точный заряд .  Н аи б о л ее  в аж н ы м и  представи телям и  этой 
группы ионитов являю тся  цеолиты, способные, к обмену к а 
тионов, так и е  к а к  анальци м , ш аб ази т ,  гармотом , гейландит, 
натролит.

Единственным мин еральн ы м  анионитом, п р и м ен яю щ и м 
ся в качестве  анионообменника, явл яется  гидрокс-иапатит 
[С а 5 ( Р 0 4) 3] 0 Н .

Синтетические неорганические иониты представлены  
д вум я  группами: плавленны м и и гелеобразны м и пермути- 
тами. П л авл ен н ы е  пермутиты получаю т сп лавлением  см е
си соды, поташ а,полевого  ш п ата  и каолин а . Хотя они им е
ют неправильную  ф орму, их свойства  сходны с цеолитами.

В качестве неорганического ионита м ож ет  применяться 
специально активированны й оксид алю миния.

О рганические иониты получаю т на основе синтетических 
смол. Они о б л ад аю т  больш ой физической и механической 
прочностью, высокой обменной емкостью  и и зби рательн о
стью. Основой таки х  адсорбентов являю тся  вы соком олеку
ляр н ы е  соединения, состоящ ие, например, из /г-сульфофе- 
нола и ф орм альдеги да ,  полимеров полистирола  и дивинил- 
бензола.

Синтетические ионообменные смолы п р ед ставл яю т  со
бой типичные гели. И х  к а р к ас -м атр и ц а  состоит из н е п р а 
вильной вы сокополимерной пространственной сетки угл ево 
дородны х цепочек. В м атри це  зак р еп лен ы  группы, несущие 
зар я д ,  т а к  н азы ваем ы е  ф икси рованны е ионы. У катионитов 
это  ч ащ е  всего группы — S O ” , — C O O - , — — As O2 - ,

у а н и о н и т о в — NH+, ^)NH+, = N + — , = S + .

М атрицы  ионита гидрофобны. Введение ф иксированны х 
ионов о з н а ч а е т - введение в гидрофобную  м атри цу  ги д р о 
фильны х групп, вследствие чего м атри ц а  при обретает  спо
собность к  набуханию , а см ола  п р е в р а щ а етс я  в полиэлек-
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тролит. З ер н о  ионита по сути явл яется  гигантской м олеку
лой. Ч тобы  ее растворить , нуж но р азо р в ать  С — С-связи. 
П оэтом у  иониты нерастворим ы  во всех тех растворителях , 
которы е не р азр у ш аю т  сам  ионит.

С войства  синтетических ионитов в основном о п р ед ел я 
ются числом и типом ф иксированны х ионов, а т а к ж е  строе
нием матриц, особенно количеством поперечных связей  в 
ней. Ч исло  гидрофобны х .групп и количество поперечных 
связей  в м атри ц е  определяю т степень набухания , п о д ви ж 
ность и д руги е  п арам етры .

В последнее врем я в биохимической п рак ти ке  все шире 
используются иониты на целлю лозной основе: диэтиламино- 
эти л ц ел л ю л о за  (Д Э А Э -ц е л л ю л с за ) ,  триэтилам иноэтилцел- 
лю лоза  (Т Э А Э -ц еллю лоза) ,  карбокси м ети лц еллю лоза  
(К М -ц с л л ю л о з а ) . И ониты на целлю лозной основе сильно 
гидрофильны , ц еллю лоза  вы полняет  роль водяной колонки, 
что д ае т  возм ож н ость  р а зд ел я т ь  л аби льн ы е  вы сокополи
мерные соединения, т а к ж е  к а к  белки, нуклеиновые ки сло
ты и др.

Д Э А Э -ц елл ю л о за  синтезируется  при действии на  цел 
лю лозу  хлористого |3-хлорэтилдиэтиламмония в щелочной 
среде и п ри обретает  свойства анионообменника.

К М -целлю лозу  получаю т при обработке  щ елочной ц ел 
лю лозы  монохлоруксусной кислотой, в результате  чего ц ел 
лю л о за  о б о гащ ается  карбокси льны м и группами, п р и д аю 
щими ей свойства катионообменника.

К ром е ц еллю лозы  в качестве  м атри ц ы  прим еняю т дек- 
стран, сополимер сти рола  и дивин илбен зола , п о л и а к р и л а 
мид.

В зависимости  от химического состава  и степени диссо
циации иониты дел ятся  на четыре группы:

1. С ильнокислы е катионы, х ар актер и зу ю щ и еся  легко с 
тью вытеснения из них противоионов водорода  другим и к а 
тионами, т. е. они проявляю т  свойства сильных кислот. Ф и к 
сированны м и ионами очень кислы х катионитов являю тся  
сульфогруппы  — S O y  или ф осфогруппы — PQ 2-. П редста-  •
вителям и этой группы являю тся  катиониты КУ-4 и КУ-2, 
вофатиты.

2. С лабок и слы е  катиониты, которые х ар актер и зу ю тся  
незначительной обменной способностью при низких зн а ч е 
ниях pH . Ф иксированны ми ионами являю тся  в основном 
карбокси льны е  группы — С О О ". П ри м еры  слабок и слы х  ка- 
тибнитов: К Б-4 , а у б е р л я й т ,  Д ауэкс-50 , К М -целлю лоза .

3. Сильноосновные аниониты, характери зую щ и еся  хоро
шей диссоциацией в кислой, нейтральной  и щелочной ср е 
дах .  Они с о д е р ж а т  ф икси рованны е группы четвертичного
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ам м ония  (— N = )  или пиридиновы е группы. П рим ером  м о 
ж е т  быть анионит АВ-16 и АВ-17, некоторые виды вофати- 
та ,  пермутит. . . -

4. С лабоосновны е аниониты, которые характеризую тся  
хорошей диссоциацией в кислой среде. Они с о д е р ж а т  вто 
ричные (N =  ) или третичные (— N =  ) аминогруппы. Это 
Д Э А Э -ц еллю лоза  и ТЭ А Э -целлю лоза .

К ром е ионогенных групп на обмен ионов влияет  т а к ж е  
структура  м атри ц ы  ионита. Н а и л у ч ш а я  ф о р м а  зерн а  иони
та  —  сферическая .

Сорбционные свойства ионообменных смол могут быть в 
некоторой мере за д ан ы  в процессе их изготовления. И оно
генные группы вводятся  в вы ходящ ее  вещ ество до  процес
са сам о о бр азо ван и я  или присоединяю тся потом к вы соко
м олекулярной  структуре.

О бщ епринятой  раци ональной  системы м арки ровки  ио
нитов пока нет.

Основными свойствами ионитов д о лж н ы  быть: 1) н ер а 
створимость в воде и органических раствори телях ; 2) м е 
хан и ческая  прочность; 3) хим ическая  стойкость к  кислотам, 
щ елочам , окислительно-восстановительны м вещ ест
вам ; 4) вы сокая  ионообменная емкость,- которая  о п р е д е л я 
ется числом активны х групп (в м и л л и грам м -экви вален тах)  
на  единицу массы ионита (в г р а м м а х ) ;  5) способность ионо- 
обменников легко  регенерироваться; 6) хорош ие кинетиче
ские свойства, т. е. достаточн ая  скорость ионного обмена.

В ионообменной х ром атограф и и  р азделен и е  ком п онен
тов смеси возм ож н о б л а го д а р я  м ногоразовом у обмену и о н а
ми м еж д у  ионитом и раствором.

И онообм енная  хро м ато гр аф и я  ш ироко используется  в 
промыш ленности д ля  очистки разли чн ы х  веществ, н ап р и 
мер д ля  обессоливания воды, при получении антибиотиков, 
ионитного м олока  if др . В биохимии этим  методом пользу 
ю тся д л я  получения и очистки белков, в том числе ф ерм ен 
тов, нуклеиновы х кислот и других веществ.

И онообм енная  х р ом атограф и я  используется  д ля  качест
венного и количественного определения ам инокислот  при 
помощи ан а л и за то р а  аминокислот.

Принцип р або ты  аминокислотного  анали затора

А минокислотный ан ал и зато р  п ред ставляет  собой ком п
лексны й прибор Для хром атограф ического  а н а л и за  смеси 
ам инокислот  или более слож ны х  смесей на  ионообменных 
колон ках  с колориметрической оценкой после нингидрино- 
вой реакции:
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он
# - C H ( N H 2)COOH +  2

он

о

+ R - с '  + С 0 2 +  3  Н 20 .■N:—►

П ринцип работы  этого при бора  состоит в том, что а м и 
нокислоты сорбирую тся на определенном адсорбенте, в к а 
честве которого используют ионообменную смолу сульфо- 
полистирол  с ионогенными группами S 0 3H (сильнокислый 
катион ит) .

Д л я  постоянства  p H  исследуемых растворов  см олу  ис
пользую т в ф орм е натриевой  соли. Д л я  этого перед р а б о 
той колонку п ром ы ваю т щелочью, переводя ф у н кц и о н ал ь 
ные группы в ф орм у —  S 0 3Na. П ри  сорбции ам инокислот  
происходит их обмен с ионами N a +, поэтому аминокислоты 
д о лж н ы  быть катионами . Этого м ож н о достигнуть, если 
сорбцию  ам инокислот  проводить из буферны х растворов  с 
р Н  =  2, при котором диссоциация" карбокси льн ы х  ионов у г 
нетена, а все аминогруппы будут иметь полож ительн ы й з а 
ряд.

Д а л е е  проводят  медленную  (скорость д ви ж ен и я  ж и д к о 
сти 30 м л/ч  через п л о щ адь  с сечением колонки 5 см) элю- 
цию аминокислот. А м инокислоты при этом  р азд еляю тся  
б л аго д ар я  р азн и ц е  их электрохимических (кислотно-основ
ных) свойств.

П оскольку  к а ж д а я  ам инокислота имеет не менее двух 
групп, способных к  электролитической  диссоциации (МН2- и 
С О О Н -гр у п п ы ),  то д л я  них хар актер н ы  д ве  константы д и с 
социации. Д и ссоц и ац и я  карбоксильной группы х а р а к т е р и 
зуется  константой Обычно пользую тся величиной
— lg / ( i  =  pA i, которая  явл яется  основной характеристикой  
слабого  электроли та .  Д и ссоц и ац и я  аминогруппы  о п р ед ел я 
ется константой диссоциации /<2 и, соответственно, 
— lg A 2= p A 2 .

У р азн ы х  ам инокислот  обе  величины p/Ci и р / (2 в а р ь и 
рую т в зависимости  от свойств бокового р а д и к а л а  R  в ам и 
нокислоте:

/С О О Н
д-сн

\ n h 2 •

27



К ром е того, у некоторых ам инокислот  в сам ом  р а д и к а 
ле  есть группы, которы е способны диссоциировать  и ко
торы е определяю т третью  константу  /Сз и рКз- Зн ачен и я  
p/( i  д л я  различны х  ам инокислот  л е ж а т  в п р ед ел ах  р Н  =  
=  2,5—4,5; рКг —  в п ределах  p H  =  7—9. Д л я  к а ж д о й  а м и 
нокислоты сущ ествует  три критических области  pH . П ри 

. p H < p K i  ам инокислота  з а р я ж е н а  п олож ительн о  (кати он ),  
при р Н > р К 2 ам инокислота  з а р я ж е н а  отрицательно ' (а н и 
о н ) .  П ри  p / ( i < p H < p /< 2  ам инокислота  имеет одноврем ен
но д в а  за р я д а ,  я в л яясь  биполярны м  ионом, или цвиттер- 
ионом:

Х О С Т
я - с н /  + .

X NH3

В этом состоянии аминокислоты  имею т значительны й 
дипольный момент. В ф орм е дву х зар яд н о го  иона ам инокис
л ота  у ж е  не м ож ет  сорби роваться  на катионите, и по мере 
того, к а к  p H  раство р а  будет п р и бл и ж аться  к p /( i  ам и н о
кислоты, начнется  элю ц и я  ам инокислоты  из катионитной 
колонки.

А м инокислоты в катионной ф орм е стрем ятся  вытеснить 
из частиц  смолы  некоторые из связан н ы х  ими ионов N a +; 
степень вытеснения д л я  р азн ы х  ам инокислот  слегк а  в а р ь и 
рует  в зависимости от небольш их различий  в степени их 
ионизации. П ри p H  =  3,0 наи более  прочно связы ваю тся  со 
смолой за  счет электростатических  сил основные, ам и н о
кислоты (лизин, аргинин и гистидин) и наименее прочно — 
кислые (глутам и н овая  и асп ар аги н о в ая  к и с л о т ы ) . П ри  по
степенном повыш ении p H  и концентрации N aC l в элю ирую 
щ ем водном растворе  аминокислоты  п ерем ещ аю тся  вниз 
по колонке с различны м и скоростями и могут быть собраны  
в виде многочисленных ф ракц и й  небольшого о б ъ ем а .  Все 
аналитические операци и  — элю ция, сбор ф ракци й , ан ал и з  
к аж до й  ф ракц и и  и регистрация  дан н ы х  вы полняю тся  ав то 
м атически с помощ ью  сервом еханизм ов в приборе.

П оскольку  pAi у аминокислоты  варьируется  в п ределах  
двух  единиц pH , то мож но смыть всю серию ам инокислот  
последовательно с помощ ью  двух  буферных растворов: о д 
ного — с p H  =  3,5, другого —  с p H  =  5,5. О тдельно необхо
димо см ы вать  диам инокислоты  (лизин, арги н и н ),  которые 
сорбирую тся своей ионизированной аминогруппой, н ах о д я 
щ ейся в р ади кал е .

К огда  ионизируется  к а р б о к си ль н ая  группа, никакой 
сорбции не н аблю дается , и ам инокислоты  остаю тся  на по
верхности. Ч тобы  смы ть их, необходимо р а зр я д и ть  боко-
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вую NH+ группу буферны м раствором  с рН  =  11, кото
рый сни мает  с поверхности катионита все аминокислоты.

П ри  определении ам инокислот  очень м аленьки е  и очень 
точные насосы -дозаторы  пропускаю т буферный раствор  че
рез  колонку, причем' в определенны е п ром еж утки  времени 
по зад ан н ой  п рограм м е  происходит переклю чение одного 
элю ирую щ его буферного р аство р а  на другой. П осле  колон
ки ж и дкость , которая  содерж и т  аминокислоты, ав то м ати 
чески смеш и вается  с нингидриновым реактивом  (0 ,1% ) в 
тонкой (1 мм в д и ам етр е )  пластм ассовой  трубке  длиной 
30 мм, которая  находится  в терм остате  при 100°С. В этой 
трубк е  в течение 15 мин происходит цветная  реакц и я  нин- 
гидрина с ам инокислотами . Н ингидриновое о краш ивани е  
п роявляется  почти одинаковы м  на 1 моль любой ам и н о
кислоты (кром е пролина  и о к с и п р о л и н а ) . П оэтом у ф ото
колори м етры  обычно к али б рую т  при помощ и одной из а м и 
нокислот, а потом вводят  только небольш ие поправки  (на 
1—2 % )  д л я  к аж до й  следую щ ей аминокислоты. П ролин  и 
оксипролин ф отом етрирую тся  отдельно. А минокислотный 
ан ал и зато р  —  очень соверш енны й прибор, который позво
л я е т  определить аминокислоты  с точностью до 0 ,1% .

В ан а л и за т о р е  ам инокислот  стан дартного  типа исполь
зую т четыре ионообменные колонки. И з  них две  большие, 
наприм ер по 150 см, и одна м ал ен ьк ая ,  наприм ер 15 см, со
ставл яю т  классическую  тройку  колонок, которые п р ед н аз 
начены д л я  ан а л и за  смеси обычных аминокислот. Ч етв ер 
т а я  —  средн яя  колонка п р едназначена  д л я  ан а л и за  щ елоч
ных компонентов более слож ны х  смесей. Более  кислые 
компоненты таки х  смесей р азд ел яю тся  в одной из больш их 
колонок.

Колонки имеют внутренний ди ам етр  0,9 см, а их ном и
н ал ь н ая  дли н а  зависи т  от количества иоиообменника. Все 
колонки имеют стеклянны е терм остаби лизирован ны е  к о ж у 
хи, в которых ци ркулирует  вода, т ем п ер ату р а  воды п од 
д ер ж и в а е т ся  отдельны м  термостатом.

В больш их колон ках  проводится  хром атограф ическое  
р азд елен и е  кислы х и ней тральны х ам инокислот  внач але  
0,2 н. цитратны м  буферны м раствором  с pH  =  3,25, а затем  
тем  ж е  раствором , но с pH  =  4,25. Этим буферны м р аств о 
ром и закан чи в ается  элю ция ней тральны х аминокислот. 
П роцесс  разделен и я  ам инокислот  в зависимости от марки  
прибора происходит от  4 до  16 ч (это ж е  врем я  необходи
мо д ля  регенерации колон ки).  Щ елочны е аминокислоты 
после окончания  разделен и я  кислы х и нейтральны х ам ино
кислот  реадсорбирую тся  из колонки элю цией при помощи 
0,2 н. р аство р а  N aO H .
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П осле  регенерации колонка снова стабили зируется  б у 
ф ерны м  раствором , которым начинается  элю ция кислых 
аминокислот, т. е. 0,2 н. цитратны м  буферным раствором  с 
рН  =  3,25.

Элюент, имеющий кислые и н ей тральны е аминокислоты, 
подается  на отсчетное устройство. Элюент, вы текаю щ ий из 
колонки при регенерации и повторной стабили зации , идет 
в отходы.

Р азд елен и е  щ елочных ам инокислот  проводится  в м а 
ленькой колонке 0,35 н. цитратны м  буферны м раствором  с 
pH  =  5,28. Д л я  этого в колонку необходимо внести другую  
аликвоту  ан ализи руем ого  м атер и ала .

С н а ч а л а  кислые и нейтральны е ам инокислоты  вы ходят  
из колонки в неразделен ном  виде и вы водятся  в отходы,, а 
затем , когда элю ент вы м ы вает  щ елочны е аминокислоты  
(лизин, аргинин, а т а к ж е  остатки  тр и п то ф ан а  и гистиди
н а ) ,  он подается  в отсчетное устройство.

О краш енны й раствор ам инокислот  поступает  в кювету 
ф отом етра . Ф отометр реагирует  на присутствие о к р а ш и в а 
ния переменной величиной тока, ко то р ая  регистрируется  
автоматически в ф орм е кривых. П л о щ ад и , ограниченные 
зап и сан ны м и кривыми, количественно отвечаю т с о д е р ж а 
нию отдельны х компонентов в аминокислотны х смесях. Р е 
гистрация  происходит при помощи трех  п ок азателей  в виде 
кривых, отли чаю щ и хся  цветом и отм ечаю щ их трем р е ж и 
мам  в трех ф отометрических единицах.

О сновная  кр и вая  соответствует измерению  в сп ек тр ал ь 
ном д и ап азо н е  570 нм, д р у га я  — 440 нм д л я  а н а л и за  про
лина  и оксипролина, а третья  однотипна с первой, но соот
ветствует измерению с чувствительностью , сниж енной на 
одну треть, что явл яется  полезным в тех случаях , когда со
д ер ж а н и е  некоторых ам инокислот  очень высокое и ан ал и з  
с помощ ью кривой был бы недостаточно точным.

Спектрофотометрическое определение величины погло
щ ения при 570 нм фиолетово-синего продукта реакц ии по 
зволяет  количественно определить  очень низкие ко н ц ен тр а 
ции а -ам инокислот . Но точность и воспроизведение этого 
метода в больш ей мере зави сят  от условий проведения р е 
акции, чистоты реактивов, полноты очистки растворов  от 
перекисей.

Т аки м  образом , автоматическим  ан ал и зато р о м  мож но 
проводить полный аминокислотны й ан ал и з  лю бого  из изу
чаемы х м атери алов  в м алы х  количествах  за  короткий про
м еж уток  времени с высокой степенью точности.
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О собенности  р або ты  с и он ообм енн икам и

В первую очередь следует  вы брать, какой  ионообмен- 
ник нуж ен д л я  решения данной зад ач и  — анионит или к а 
тионит. Е сли  вещ ества , которы е д о лж н ы  связы ваться  на к о 
лонке, имею т один зар я д ,  выбор не представляет  труда. 
О д н ако  многие вещ ества  (например, белки) несут к а к  о т 
рицательны й, т а к  и полож ительны й з а р я д  одновременно, и 
их общ ий з а р я д  зависи т  от  p H  среды. В таки х  сл учаях  р е 
ш аю щ им  ф актором  сл у ж и т  стабильность вещ ества при р а з 
личных значениях  pH . Больш ин ство  белков стабильно в т а 
ких п ределах  значений pH  (т. е. при которых они не д ен а 
тури рую т),  когда  они з а р я ж е н ы  либо полож ительно, либо 
отрицательно. С ледовательно , если белок стабилен  при 
значении p H  вы ш е изоэлектрической точки, требуется  ани о
нит, если ж е  он стабилен  при pH  ниж е изоэлектрической 
точки, нуж но использовать  катионит. Выбор м еж д у  си л ь 
ным и слабы м  ионообменником т а к ж е  основан на  влиянии 
pH  на з а р я д  и стабильность. Н апри м ер , если вещество с л а 
бо ионизовано и требует  при ионизации очень низких или 
очень высоких значений pH , д л я  х ром атограф и рован и я  не
обходимо вы би рать  сильный ионообменник, поскольку  он 
р а б о т а е т  при экстрем альны х  значениях pH . О днако , если 
вещ ество лаби льно , следует  предпочесть слабы й ионооб
менник. С л абы е  ионообменники очень эф ф ективны  д л я  от
делен ия  м олекул  с высоким зар ядо м  от м олекул  с низким 
зар ядо м , поскольку слабо  за р я ж е н н ы е  ионы обычно не с в я 
зы ваю тся  в т аки х  условиях. С л абы е  ионообменники обычно 
обеспечиваю т лучш ее  р азделен ие  веществ с м алы м и р а з л и 
чиями в за р я д а х .  •

И онообменники типа сеф ад екса  и биогеля очень хороши 
д ля  м акром олекул ,  нестабильны х при низкой ионной силе. 
Т а к  к а к  поперечные связи  в этих м а те р и а л а х  увеличиваю т 
нерастворим ость  м атри ц ы  д а ж е  при ее высокой полярно; 
сти, м ож н о добиться  в несколько р а з  больш ей плотности 
ионизую щ ихся групп, чем это д остиж им о в ионообменни- 
ках  на основе целлю лозы . Увеличение плотности з а р я д а  
о зн ач ает  увеличение сродства , т. е. связы ван и е  м о ж ет  осу
щ ествляться  при более высокой ионной силе. С другой сто
роны, эти ионообменники о б л а д а ю т  некоторы ми свойства
ми м олекулярны х сит, поэтому иногда разли ч и я  в м олеку
л яр н ы х  м ассах  могут анн ули ровать  распределение, 
вы званн ое  различием  в зар я д ах .

П оскольку  буферны е системы сам и -по себе состоят из 
ионов, они т а к ж е  приним аю т участие в ионном обмене, в 
результате  чего значение pH  м ож ет  изменяться . Д л я  реше-
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иия этой проблемы  катионные буферны е р астворы  исполь
зуются с анионитами, а анионные — с катионитами . П о 
скольку  связы ван и е  зависи т  от ионной силы, вы бранны й 
буферный раствор  до лж ен  иметь больш ую  буферную  е м 
кость, но при этом ионная сила не д о л ж н а  быть слиш ком 
высокой. Б о л ее  того, д л я  улучш ения р азреш ен и я  принято  
использовать  д л я  элю ирования  ионные условия, бли зки е  к 
тем, которые были в пробе при нанесении его на  колонку 
(так  н азы ваем ы е  стартовы е у сл о ви я ) .  П ри н цип иальной  о с 
новой ионообменной х ром атограф и и  явл яется  то, что срод 
ство вещ ества  к ионообменнику зави си т  от электрохим и че
ских свойств его сам ого  и относительного сродства  других 
зар я ж ен н ы х  веществ, находящ и хся  в растворителе. С л ед о 
вательно, связанное  вещество мож но элю и ровать  с помощ ью 
изменения pH  до значения , изм еняю щ его з а р я д  вещ ества, 
или добавлением  конкурирую щ его вещ ества. П оскольку  
различны е вещ ества о б л а д а ю т  разн ы м и  электрохим и чески
ми свойствами, условия  элю ирования  б у д у г  м еняться  д л я  
каж до го  вида связанны х молекул. Д л я  получения хо р о ш е
го р азд ел ен и я  следует  вы б рать  либо непреры вное эл ю и р о 
вание  в гради енте  ионной силы, либо ступенчатое эл ю и р о 
вание. П ри х ром атограф и и  на анионитах  постоянно повы 
ш аю т pH  и ионную силу или только ионную силу элю ента. 
Х ром атограф ию  на катион итах  проводят  к а к  в градиенте  
pH , т а к  и в гради енте  ионной силы  элю ирую щ его буферного 
раствора . Н а  п рак ти ке  выбор условий элю ирования  п рово
д ится  методом проб и ош ибок с учетом условий ст аб и л ь 
ности ан ализи руем ого  вещ ества. Н ап ри м ер ,  при х р о м ато 
граф и и  нестабильны х соединений ж е л а те л ь н о  соблю дать  
постоянное значение pH.

Д л я  р азд ел ен и я  очень сходных вещ еств .э л ю и р о в а н и е  
м ож н о  проводить без изменений p H  или ионной силы. Н а 
пример, предполож им, что ионные условия  вы бран ы  таким  
образом , что связы ван и е  м олекулы  со многими центрами 
связы ван и я  настолько  слабо, что сущ ествует  определенная  
вероятность диссоциации всех связей  в течение задан н ого  
времени. Т аки м  образом , м олекула  находится  с ионообмен
ником в равновесии и будет п ерем ещ аться  по колонке с оп 
ределенной скоростью. С корость д ви ж ен и я  будет соответ
ствовать  вероятности диссоциации, поэтому м олекулы  с м а 
ло отли чаю щ и м ся  сродством к ионообменнику будут 
двигаться  по колонке с различной скоростью, т. е. прои зой
д ет  их разделение. П ростой ва р и а н т  этого  м етода н а з ы в а 
ется методом с т а р т о в ы х  у с л о в и й .  З а к л ю ч а е т с я  
он в том, что проба адсорбируется  и элю ируется  в одном и 
том ж е  растворителе. В общем разреш ен и е  улучш ается , ес 
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ли- скорость тока  очень м ал а ,  однако  с уменьш ением  скоро
сти тока  появляется  проблем а диф фузионного  р азм ы вания , 
в р езу л ьтате  которого разреш ен и е  м о ж ет  ухудш аться . О п 
т и м а л ь н а я  скорость тока  обычно определяется  эм п и ри 
чески.

П ри  выборе условий элю ирования  в аж н о  представить  
себе, к а к  эл ю и р у ем ая  ж и дк о сть  будет влиять  на а н а л и з  ве 
щ ества. Н ап ри м ер ,  при использовании спектрального  а н а 
л и за  буферный раствор  не до лж ен  о б л а д а ть  поглощ ением 
в вы бранном  д и ап азо н е  дли н  волн. Если ж е  о б р аз ец  а н а л и 
зи руется  по его радиоактивности  с использованием  счетчи
ка Гейгера, то полезно  использовать, нелетучие буферны е 
растворы  д л я  п редотвращ ени я  вклю чения р ади оактивнос
ти в кри сталлы , образую щ иеся  в результате  вы сы хания бу
ферного раствора . В случае  применения сцинтилляционно- 
го счетчика важ н о , чтобы эл ю и р у ем ая  ж и дк ость  не содер 
ж а л а  примесей, вы зы ваю щ их  тушение.

§  4. О С А Д О Ч Н А Я  ХРОМ АТОГРАФ ИЯ

О садочн ая  хро м ато гр аф и я  —  с а м а я  м олодая  и менее 
изученная  о трасль  хром атограф ического  а н ал и за ,  р а з р а б о 
та н н а я  советским ученым В. Н. Гапоном (1948).

Основным ф актором , определяю щ им  р азделен ие  смеси 
веществ в осадочной хром атограф ии , является  об разован ие  
трудн орастворим ы х осадков  в определенном порядке.

М ногократность  элем ен тарн ы х  актов  о б р азо ван и я  и з а 
крепления Осадка в определенном месте колонки, а т а к ж е  
его растворения , н а р я д у  с различием  в растворимости по
л учаю щ и хся  осадков, определяю т нап равлен и е  процесса.

Успех р азд ел ен и я  смеси веществ, во-первых, о п р ед ел я 
ется  различием  растворимости образую щ и хся  осадков; во- 
вторых, закреп лен ием  осадков  в месте их образован и я ,  
обеспечиваю щ им м ногократность процесса. Считается, что 
равновесие  м е ж д у  раствором  и вещ еством, образую щ им  
осадки  и находящ и м ся  в твердой фазе , у стан авли вается  
фактически  мгновенно. П ри рассмотрении процесса х р о м а 
тограф и рован и я  пренебрегаю т наличием  продольной д и ф 
фузии.

Т еория осадочной хром атограф ии  р азви та  К- М. Оль- 
ш ановой (1963, 1965). П о р ядо к  расп олож ен и я  зон, о б р аз у 
ющ ихся в колонке осадков, зависит от  способа получения 
хром атограм м . Р а зл и ч а ю т  д ва  способа: 1) раствор  х р о м а
тограф ируем ы х  вещ еств вводится  в колонку, в твердой 
ф а зе  которой содерж и тся  осадитель; 2) раствор  осади теля  
вводится  в колонку, т в ер д ая  ф а з а  которой содерж и т  опре-
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д ел яем ы е  вещ ества . Второй способ имеет меньш ее практи-. 
ческое значение.

О б р азо в ан и е  осадков  при х ром атограф и и  м о ж е т  проис
ходить в ж и дкой  ф а зе  без прямого  участия твердой  ф а зы  и 
в результате  взаим одействия  ж и дкой  ф а зы  с твердой.
В связи  с этим осадочную  хро м ато гр аф и ю  д е л я т  на два  
вида.

К п е р в о м у  в и д у  относятся  те  случаи, когда ф о р 
м ирование о садка  происходит только  при участии ком п о
нентов, н аходящ и хся  в ж и дк о й  фазе .  Оно м о ж ет  обуслов
л иваться  р азличны м и причинами: м алой  растворимостью  
отдельны х компонентов смеси, изменениями величины pH  v  
р а с т в о р а .в  процессе х р о м атограф и рован и я ,  химическим 
взаим одействием  компонентов смеси друг  с другом . В л ю 
бом случае  о б р азо ван и е  осадков происходит без участия 
специального осади теля , находящ егося  в твердой  ф азе ,  а 
связан о  с изменениями условий сущ ествования  ком понен
тов в растворе. Так, , при соприкосновении раствора  
определяем ы х компонентов с колонкой из оксида а л ю м и 
ния при pH  =  8— 9 происходит подкисление раство р а  и мо
гут в ы п ад ать  ионы F e3+, C r3+, S b 3+; о б р азу ю тся  гидроокси
ды этих м еталлов , вы п адаю щ и е  в осадок.

Д р уги м  примером могут служ и ть  хром атограм м ы , о б р а 
зую щ иеся в колонках , в которых со д ер ж атся  м а л о р а ст в о 
римые в применяемом растворителе  вещ ества, об р азу ю щ и е 
с ионами хром атограф и руем ого  раствора  трудно раствори- . 
мые осадки. Н ап ри м ер ,  хром атограм м ы , получаем ы е на 
8-оксихинолине или диметилглиоксиме. Ч асть  твердого  ве 
щ ества , находящ егося  в колонке, переходит в ж и дк у ю  ф а 
зу  и вступает  в реакц ию  с хром атограф и руем ы м  раствором , 
а д р у га я  часть  остается  в твердой ф а зё  и сл у ж и т  носите
лем образую щ ихся  осадков.

К  этому ж е  виду хром атограм м  относят осадочны е х р о 
м атограм м ы , образуем ы е ионообменниками, обм ен и ваю 
щ ими ион, которы й способен д а в а т ь  м алорастворим ы е 
осадки  с ионами хром атограф ируем ого  раствора.

Р о л ь  носителя сводится, во-первых, к  изменению усл о 
вий, а следовательно, и свойств' р аствора ;  вс-вторых, к  д о 
статочно прочному уд ерж и ван и ю  образую щ и хся  осадков  на 
своей поверхности.

Ко в т о р о м у  в и д у  относят те  случаи, когда ф о р 
м ирование осадков  происходит в колонках , состоящ их из 
двух химически взаим одействую щ их ф аз :  ж и дкой, содер
ж а щ е й  растворенны е вещ ества , и твердой, вещ ества  кото
рой, вступая  в химическое, взаим одействие  с ком понентам и 
раствора, об р азу ю т  нерастворим ы е осадки. К р о м е  осади-
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теля, в твердую  ф а зу  д о л ж е н  ещ е входить носитель. Н оси 
телем  м о ж ет  быть практически  нерастворим ое в при м ен яе
мом раствори теле  высокодисперсное вещество, химически 
инертное ко всем составным частям  хром атограф ируем ого  
раство р а  и хорош о у д ер ж и ваю щ ее  на своей поверхности об
разую щ и еся  осадки. О б р азо в ан и е  осадков  происходит на 
поверхности носителя в 'результате  взаим одействия  ад со р 
бированны х м олекул  носителя с ионами раствора . О садоч 
ная  хро м ато гр аф и я  проводится  в колонках, заполненны х 
носителем и осадителем . О сади тель  смеш и вается  с носите
лем в сухом виде или д о бав л яется  в виде раствора . Второй 
вид  осадочной х ром атограф и и  наи более  распространен.

§  5. РАСПРЕДЕЛИТЕЛЬНАЯ Ж И Д К О С Т Н А Я  ХРОМ АТОГРАФ ИЯ

Р асп р ед ели тел ьн ая  ж и дк о стн ая  хр о м ато гр аф и я  основа
на  на р азн ы х  коэф ф иц иентах  распределен ия  компонентов 
смеси м еж д у  д вум я  не см еш и ваю щ им ися  ж идкостям и. 
И н огда  ее р ассм атр и в аю т  к а к  разновидность  адсорбцион
ной хром атограф ии , т а к  к а к  степень разделен и я  зависит от 
эф ф ектов  адсорбции, 'однако  основным процессом я в л я е т 
ся распределение.

Р азл и ч и е  в коэф ф иц иентах  распределен ия  компонентов 
разд еляем ой  смеси м еж ду  д вум я  не см еш и ваю щ им ися  ж и д 
костям и м ож ет  быть использовано д л я  хром атограф и ческ о
го р азд ел ен и я  и а н ал и за .  Такой  вид хром атограф ии  назван  
ж идкостн о-ж идкостной  хром атограф ией .

К а к  правило, в распредели тельной  ж идкостной х р о м а 
тограф ии  необходимо иметь подвиж ны й и неподвиж ный 
раствори тели . В качестве  неподвиж ного р аствори теля  ч а 
ще всего используется  вода, иногда и другие ж идкости , н а 
пример буферны е растворы . П одвиж н ы м  растворителем  я в 
ляется  менее п о л яр н ая  жидкость.

Вещество, со д ер ж ащ ее  неподвиж ны й растворитель, н а 
зы вается  н о с и т е л е м .  В качестве- носителя использу
ю тся силикагель , п о рош кообразн ая  целлю лоза , ф и л ьтр о 
в ал ьн ая  бумага , к р а х м а л  и другие вещества.

В распредели тельной  х ром атограф и и  вода к а к  непод
в и ж н а я  ф а за  и м м обилизован а  носителем — веществом, с 
которым она соединяется  или которым адсорбируется . 
П одви ж н ой  ф азой  м ож ет  быть лю бое органическое вещ ест
во, наприм ер хлороформ  — бутанол или фенол, которое со
д ер ж и т  некоторое количество воды (часто до  насы щ ен и я) .

В зависимости  от природы твердого носителя, ж и дкой  
подвиж ной ф а зы  и способа проведения эксперим ента в р а с 
пределительной х ром атограф и и  вы деляю т колоночную и
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плоскостную, к  которой относят х ром атограф и ю  на бумаге  
и тонкослойную.

, В колоночной хром атограф ии  в качестве  твердого  носи
теля  неподвиж ной ж и дкой  ф азы  м ож ет быть лю бое вещ ест
во, которое плотно у д ер ж и в ает  неподвиж ную  ф азу , легко 
пропускает  подвиж ную  ж и дкую  ф а зу  и не вы зы вает  д о п о л 
нительных явлений (адсорбции веществ, каталитического  
действия на компоненты смеси и д р .) .

Н аи лучш и м  носителем в колоночной распределительной  
х ром атограф и и  явл яется  силикагель  вследствие е г о ‘способ
ности за д ер ж и в а т ь  без н ам о к ан и я  определенное количество 
воды, что составляет  иногда половину массы  силикагеля .

Х р о м ато гр аф и я  на б ум аге

Одним из наиболее  распространенны х методов р ас п р е 
делительной хр о м ато гр аф и и  явл яется  х р о м ато гр аф и я  на 
бумаге, которая  д а е т  возм ож н ость  вы делить и о х а р а к т е р и 
зовать  очень м алое  количество веществ. Р а с п р е д е л и те л ь 
ная  хро м ато гр аф и я  на ф и льтровальн ой  бум аге  п р ед лож ен а  
в 1944 г. А. М артином  и сотр. П реим ущ ество  метода состоит 
в том, что он прост по технике исполнения, вы сокочувстви
тельный (для  некоторых ам инокислот  меньше 0,5 мкг ве
щ ества)  и д ае т  возм ож н ость  определять  одновременно 
больш ое количество различны х аминокислот, пептидов, у г 
леводов и других веществ, находящ и хся  в слож ной смеси.

П ринцип м етода состоит в том, что воздуш но-сухая  бу
м ага  за д ер ж и в а е т  некоторое количество влаги  и таким  о б 
разом  вы полняет  роль водяной колонки. С корость д в и ж е 
ния зоны исследуемого компонента зависи т  от  соотношения 
м еж д у  его растворим остью  в органическом  раствори теле  и 
растворим остью  в воде. Ч ем  больш е его раствори м ость  в 
органическом  растворителе, тем бы стрее (б ли ж е  к  фронту  
р аствори теля )  будет п ерем ещ аться  этот компонент; чем 
больш е его растворим ость  в воде, тем больш е он будет 
у д ер ж и ваться  влагой, содерж ащ ей ся  в бумаге , и тем м ед
леннее он будет  двигаться .

Р аспределен ие  отдельны х компонентов смеси веществ 
на х р о м атограм м е  таким  образом  происходит вследствие 
н аличия  р азн ы х  величин коэфф ициентов распределен ия  
этих веществ м еж д у  д вум я  ф а з а м и  раствори теля , которые 
не см еш иваю тся. П рактически  рассчи тать  коэффициент 
распределения  очень трудно.

Д л я  распределен ия  веществ имеет значение  д а ж е  не
б ольш ая  их растворимость. Вместе с тем на  распределен ие  
веществ м еж д у  д вум я  ф а за м и  влияет  адсорбц и я  и ионный
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обмен, которы е имеют меньшее значение в х р о м ато гр аф и 
ческом разделен ии  веществ на  бумаге.

С корость д ви ж ен и я  веществ в раствори теле  различна , 
зависи т  она от природы раствори теля , м олекулярной при
роды вещ ества  и адсорбционны х свойств бумаги.

В распределительной колоночной хром атограф ии  д в и 
ж ение  зон разделяем ой  смеси количественно описывается  
величиной R F, названной Ф уксом подвиж ностью:

Ғ —Кр8и '

где  5  — поперечное сечение колонки; 5 П — поперечное се
чение подвиж ной ж и дкой  ф азы ; S n —  поперечное сечение 
неподвиж ной ф азы ; К р — коэфф ициент распределения .

қ  _  К о л и ч еств о  в ещ ества  в I мл н е п о д в и ж н о й  ф азы , г 
р К о л и ч еств о  в ещ ес т в а  в 1 мл п о д ви ж н о й  ф азы , г

В бум аж н ой  хром атограф ии  величину R F измерить не
возмож но, поэтому д л я  характеристики , поведения зон на 
бум аге  в во д ят  величину Rf,  которую т а к ж е  н азы в аю т  под-' 
в и ж н о с т ь ю : .

п Р ассто ян и е , к о то р о е  прош ел  иссл еду ем ы й  к о м п о н ен т , см 
Р ассто ян и е , к о то р о е  п рош ел  ф ронт р аст в о р и те л я , см

Величину R f  мож но вы рази ть  через смещение зоны при 
пром ы вании чистым растворителем .

Если величину смещ ения ф ронта  раствори теля  о б о зн а 
чить Xf, то R f  определяется  равенством:

R /  =  *1х  /.

Рассм отри м  пример р азд ел ен и я  двух  компонентов см е
си. Н а  рис. 13 и х 2 — это путь, пройденный первым и 
вторым компонентами разд ел яем о й  смеси от начального  по
л ож ен и я ; Xf — путь, пройденный фронтом растворителя. 
Если  X i^ = x2, то величины их R f  не будут равны  и зоны ком 
понентов смеси разд ел яю тся .  П оэтом у величина R f  м ож ет 
х а р актер и зо в ать  способность двух  несм еш иваю щ ихся  ж и д 
костей к  разделен ию  смеси веществ.

В идеальном  случае  R f  хар ак тер и зу ет  скорость п ерем е
щ ен ия зоны компонента по бум аге  и не зависит от присут
ствия других веществ, а зависи т  только от природы  вы 
бран ны х подвиж ной и неподвиж ной ф а з  и определяется  
только  коэффициентом  распределен ия  и п ар ам етр ам и  бу
маги. Н а  п ракти ке  вследствие взаим одействия  веществ 
смеси с носителем, отклонения процесса от равновесия  и
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Линия
старта

Фронт 
растоо- 
рителя

Рис. 13. Определение 
компонентов на бу 
м аж ной хром атограм 

ме:
Х|, х< x f  — п уть, п р о й д е н 
ны й со о т в е тст в е н н о  к о м 
п о н е н та м и  1,2 и р а с т в о р и 
т е л е м ; R f ' ,  R f "  — к о э ф 
ф и ц и е н ты  р а с п р е д е л е н и я  

к о м п о н ен то в .

Рис. 14. К ам ера для  
нисходящ ей хром ато

графии:
1 — с т е к л я н н а я  к а м е р а ;
2 — п о д с т а в к а  д л я  кю 
в еты ; 3 —  к ю в е т а ; 4 — 
б у м а ж н а я  п о л о ск а ; 5  — 
к р ы ш к а  к а м е р ы ; 6 — 
ш л и ф ; 7 — с о с у д  с р а с 

тв о р и т е л е м .

Рис. 15. К ам ера для  
восходящ ей хром ато

графии:
1 — с т е к л я н н а я  к а м е р а :
2 — к р ы ш к а  к а м е р ы ;
3  — х р о м а т о г р а ф и ч е с к а я  
б у м а г а ; 4 — ф р о н т  р а с 
т в о р и т е л я ; 5 — р а с т в о 

р и т ел ь .

других причин Rj  зависит от природы и качества  носителя, 
техники эксперимента, температуры , чистоты исследуемых 
вещ еств и раствори телей  и других факторов.

Величины R j  и /Ср мож но определить эксперим ентально 
из хром атограф ических  данны х. Д л я  этого следует  и зм е 
рить на х р о м атограм м е  величины смещ ения зон вещ еств и 
ф ронта  растворителя:

tfp -  S J S H{l/R/  -  1).

Вместо значения  S a/ S u м ож н о использовать  величину 
Vn/Vn —  отнош ение объемов подвиж ного  р аствори теля  к 
неподвиж ном у в 1 см бумаги.

Величины R f  д л я  компонентов р азд еляем ой  смеси 
д о л ж н ы  быть не очень больш ими, но и не слиш ком  м а л ы 
ми. В первом случае  смесь не будет д ви гаться  вместе  с 
фронтом раствори теля , во втором — смесь останется  на 
месте старта .  Д л я  водорастворим ы х вещ еств обычно ис
пользую т органические растворители , которы е со дер ж ат  
влагу , а д л я  веществ, которы е растворяю тся  в органиче
ских растворителях , — водные растворы , насы щ енны е о р 
ганическими растворителям и.

Р а зл и ч а ю т  следую щ ие виды бум аж н ой  хром атограф ии: 
н и с х о д я щ у ю ,  когда р азделен ие  вещ еств осу щ ествл я 
ется движ ени ем  р аствори теля  вниз по бум аге  (рис. 14), и 
в о с х о д я щ у ю ,  когда  дви ж ен и е  р аствори теля  по б у м а 
ге происходит снизу вверх (рис. 15). В нисходящ ей х р о м а 
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тограф ии  м ож н о  использовать  дли нны е полоски бумаги, 
что д а е т  возм ож н ость  больш его разделен и я  отдельных к о м 
понентов смеси. П реим ущ ество  восходящ ей хром атограф ии  
в том, что она чрезвычайно проста и не требует  слож ного  
оборудования.

Х ром атограф ию  на бумаге  д ел я т  т а к ж е  на одномерную  
и двумерную . О дномерной хром атограф ию  н азы ваю т  то г 
да, когда  используется раствори тель  в одном направлении. 
Д л я  одномерной х ром атограф и и  чащ е всего используются 
полоски бумаги  шириной 1,5— 5 см, длиной 20— 50 см.

П ри  разделен ии  многокомпонентных смесей одном ер
ной хром атограф ией  не уд ается  четко идентиф ицировать 
отдельны е компоненты, т а к  к а к  величина R/  д л я  ряда  ком 
понентов при использовании определенного раствори теля  
очень близка . В таки х  сл учаях  прим еняю т двумерную  хро
м атограф ию . О на состоит в том, что к одной х р о м а то гр а м 
ме использую т д ва  различны х раствори теля  в разны х н а 
правлениях . Д л я  этой цели пригодны квад р атн ы е  листы  
бумаги разм ером  4 5 X 4 5  см или 5 0 X 5 0  см. Н а  расстоянии 
2— 3 см от обоих концов листа бумаги наносят  исследуе
мый раствор  и одним растворителем  проводят  х р о м а то гр а 
ф ирование  в одном направлении. И спользуется  ка к  нисхо
д я щ а я ,  т а к  и восходящ ая  хром атограф и я .  З атем  хр о м ато 
гр ам м у  высуш иваю т, п оворачиваю т на 90° и пропускаю т 
новый растворитель. Т аки м  образом , компоненты в р а зл и ч 
ных раствори телях  д ви ж у тся  с разной  скоростью и р асп р е 
дел яю тся  по всему листу  бумаги.

О дним из видов бум аж н ой  х ром атограф и и  является  
р а д и а л ь н а я ,  или круговая , хром атограф ия . Д л я  полу
чения хром ато гр ам м ы  из хром атограф ической  бумаги  вы 
р е за ю т  круг  д и ам етром  на  1 см больш е хром атограф и ч е
ской камеры . К руг  простым к а р а н д а ш о м  д ел я т  на секторы 
(не более 8 см ) ,  затем  радиусом 2—4 см вы черчиваю т д р у 
гой круг, на котором в середине к аж до го  сектора ставят  
крестик (или точку) д л я  нанесения раствора. С одной сто
роны в ы резаю т  полоску («хвост») д л я  того, чтобы опустить 
ее в раствори тель  (рис. 16).

М ож н о в центре круга  сдел ать  небольшой прорез, куда 
вставляется  плотный ф итиль  из ф и льтровальн ой  бумаги.

Рис. 16. Ф орма хром атографической бумаги для 
разделения методом круговой хром атограф ии: 

А  — ф и ти л ь ; Б  т о ч к а  н ан есен и я  р а з д е л я е м о й  
см еси .
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Ф итиль нуж но вставл ять  в прорез плотно, чтобы не н а р у 
ш ить силы сцепления в растворе. Ф итиль опускаю т в р а с т 
воритель так , чтобы он не. доходил до  д н а  кам еры . К р ая  
ф и льтровальн ой  бумаги  д о лж н ы  у д ер ж и в аться  на стенках  
камеры . Х ром атограф ию  м ож н о проводить д а ж е  в эк с и к а 
торе.

С помощ ью  бу м аж н о й  хром атограф ии  м ож н о р а зд ел я т ь  
слож ны е смеси, проводить очистку вещ еств от примесей, 
кон центрировать  вещ ества  и идентиф ицировать  их.

В настоящ ее  врем я  р асп ред ели тельн ая  хро м ато гр аф и я  
на бумаге  ш ироко используется д л я  р азд ел ен и я  ам инокис
л от  и пептидов, углеводов и гормонов, пуриновых и пири
мидиновых оснований, нуклеиновых кислот, д л я  разделен ия  
и очистки антибиотиков (пенициллина, стрептомицина, ау- 
реомицина и д р .) .

Д л я  получения бу м аж н ы х  х р о м атограм м  в р асп р ед ел и 
тельной хром атограф ии  используется  лю бой сорт  вы соко
качественной ф и льтровальн ой  бумаги , которая  им ела бы 
одинаковую  толщ ину и м иним альное  содер ж ан и е  зольных, 
и других  примесей. Кроме того, х р о м ато гр аф и ч еская  б у м а 
га д о л ж н а  быть достаточно плотной и пропускать  р аств о 
ритель  со скоростью  около 1 см/ч, не адсорби ровать  а н а 
лизируем ы е вещ ества  и в то ж е  врем я хорош о у д ер ж и в ать  
на своей поверхности ж идкости , не см еш и ваю щ иеся  с под
виж ным растворителем .

Ф и льтр о вал ьн ая  бум ага  д л я  хром атограф ии  и зготовля
ется из разли чн ы х  видов клетчатки  (целлю лозы ) и не о б 
рабаты вается  клеем. В олокна бумаги  очень гигроскопичны, 
т. е. способны з а д ер ж и в а т ь  влагу  на поверхности волокон 
целлю лозы  (кап и л л яр н ая  в л а г а ) , причем эта  вл ага  стац и о 
н арн а ,  т а к  к а к  у д ал яется  очень трудно. Э та  способность 
к а к  р а з  имеет больш ое значение д л я  расп ределен и я  ве 
ществ, которые растворены  в воде.

В одонасы щ ен ная  б у м ага  явл яется  концентрированны м 
полисахаридом , который о б л а д а е т  свойствами геля и не я в 
ляется  совершенно нейтральной средой. В процессе полу
чения бумаги  в ней неи збеж н о образую тся  карбокси льны е 
группы, обусловливаю щ и е отрицательны й з а р я д  и слабы е 
катионообменны е свойства. Всегда присутствую щ ие в б у 
м аге  альдегидны е группы реагирую т с ам инокислотами , 
усиливая  их флуоресценцию  в УФ-свете.

Ч асто  на хр о м ато гр ам м ах ,  полученных с ф енолом , бу
тиловым и бензиловы м спиртами, пятна ам инокислот  им е
ю т «хвосты». Это явление вы зы вается  соединением ам ино
кислот с медью и его мож но устран и ть  добавлен и ем  в 
атмосф еру  кам еры  или к раствори телю  веществ, о б р а з у ю 
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щ их с медью более прочный комплекс, чем с ам инокисло
тами.

Отечественные сорта бумаги изготовляю тся  м а р о к  «бы 
стр ая»  (Б )  и «медленная»  (М ).  Б у м а г а  различны х номе
ров имеет различную  плотность, а следовательно, и ск о 
рость д в и ж е н и я  р аствори теля  в ней неодинакова. С у вел и 
чением ном ера  бумаги  плотность во зрастает . Б у м ага  №  1 
и 2 н азы вается  «быстрой», №  3 и 4 —  «медленной». 
И з  импортных сортов ш ироко прим еняю т бумагу  В атм ан  
№  1 или Ш лейхер и Ш у лл ь  №  598.

П ри  х ром атограф и и  слож ной смеси вещ еств необходи
мо учиты вать  р асполож ен ие  волокон бумаги и вдоль  этих 
волокон н ап р ав л я ть  дви ж ен и е  растворителя . П оскольку  
б ум ага  д л я  ан а л и за  недостаточно чистая, ее перед работой 
пром ы ваю т 1— 2 мин 0,15% -м раствором  оксихинолина в 
смеси н-бутанол  —  л ед ян ая  уксусн ая  кислота —  вода 
( 4 : 1 : 5 ) ,  вы суш и ваю т и снова п ром ы ваю т этим  раствором  
в течение 36— 48 ч.

8-Оксихинолин с в я зы в а ет  ионы двухвален тны х  м е т а л 
лов по схеме:

С и -

О ч и щ а т ь  бум агу  м ож н о  1%-м раствором  версена (три- 
лон Б, Э Д Т А ).  Во врем я  хро м ато гр аф и р о ван и я  колебания  
тем п ературы  не д о лж н ы  превы ш ать  + 1 ,5 °С .

К  раствори телям , используемым в распределительной 
хром атограф ии , п редъявляю тся  следую щ ие требования:

1. Р аство р и тел ь  вы бираю т так , чтобы компоненты см е
си имели м алую , но определенную  подвиж ность. К онстан
та  распределен ия  их д о л ж н а  бы ть б о л ь ш е  единицы, т. е. 
раствори м ость  в неподвиж ном раствори теле  д о л ж н а  быть 
больше, чем в подвиж ном. Раствори м ость  компонентов 
д о л ж н а  бы ть различной.

2. С остав  р аствори теля  д о л ж е н  быть постоянным в про
цессе хром атограф ировани я .

3. О тдельны е компоненты смеси д о лж н ы  быть легко  д о 
ступны и достаточно чисты д ля  непосредственного прим е
нения.
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4. Растворы  д о лж н ы  быть стойкими на воздухе и при 
смеш ивании с небольшими количествами кислы х и щ елоч
ных паров.

5. Р астворители  д о лж н ы  б ы ть  такими , чтобы из них 
мож но было готовить требуемую  смесь простым см е ш и в а 
нием перед употреблением или их м ож н о бы ло заготовлять  
д ля  д альн ейш их исследований в больш ом количестве.

6. Р астворители  д о лж н ы  быть м алоподвиж н ы м и или их 
подвиж ность д о л ж н а  бы ть примерно одинаковой , тогда бу
м ага  будет пропиты ваться  п ар ам и  отдельны х компонентов 
с одинаковой скоростью.

7. Д о л ж н а  сущ ествовать  возм ож н ость  быстрого и п о л 
ного удален ия  раствори теля  после окончания  х р о м а то гр а 
ф ирования . С леды неудаливш егося  или н еудаляем ого  р а с т 
ворителя не д о лж н ы  взаи м одей ствовать  с реактивом , п р и 
меняемым д л я  проявления  хром атограм м ы .

8. Р аство р и тел ь  до лж ен  о ставаться  гомогенным при 
всех колебаниях  температуры .

9. Р аство р и тел ь  не до лж ен  вступать  в реакц и ю  ни с о д 
ним из разд ел яем ы х  веществ.

10. Р а зд е л я е м ы е  вещ ества  д о лж н ы  р асп р ед ел яться  по 
всему б у м аж н о м у  листку  от  исходной точки и до  ф ронта  
раствори теля . Если ф рон т  сошел с бумаги , то наиболее 
подвиж ны й компонент д о л ж е н  находиться  у ниж него  края  
бум аж н ого  листа.

Н и  один из растворителей  не о б л а д а е т  всеми перечис
ленны ми свойствами, преимущ ества и недостатки каж дого  
из растворителей  д о лж н ы  учиты ваться  в каж д о м  случае 
отдельно.

§  6. Х РО М А ТО ГРА Ф И Я  В Т О Н К О М  С Л О Е

П ри хром атограф ии  в тонком слое используется недоро
гостоящ ее оборудование. Оно отличается  простотой испол
нения и эф ф ективностью  р азделен ия , которая  в тонком 
слое составляет  п орядка  1000 теоретических тарелок . Ж и д -  ' 
к ая  ф аза ,  п р од ви гаю щ аяся  по слою  за  счет кап и ллярн ы х  
сил, перем ещ ает  с различны м и скоростями компоненты 
разд ел яем о й  смеси.

Т онкослойная хр о м ато гр аф и я  в зависимости от условий 
эксперим ента и з а д ач  разделен и я  м о ж ет  быть адсорбци он
ной, распределительной , ионообменной, молекулярно-сито
вой. ч .

Впервые этот метод был описан в 1938 г. Н. А. И з м а й 
ловым и М. С. Ш рай бер ,  которые в тонком, не зак р е п л е н 
ном на покровном стекле, слое окси да  алю м ин ия раздели -
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ли а л кал о и д ы  из в ы тяж ек  л екарствен ны х  растений. М етод  
хром атограф и и  на закреп лен н ы х  слоях  сорбента  бы л р а з 
рабо тан  б л аго д ар я  работам  Э. Ш та л я  (1956— 1961). Этот 
метод  более чувствителен, чем' хро м ато гр аф и я  на бумаге, 
и д ае т  возм ож н ость  определять  очень м ал ы е  количества 
веществ (от 0,1 до  0,005 м кг) .

П р и  использовании тонкослойной хром атограф ии  на о д 
ну сторону небольшой стеклянной пластинки  нан осят  то н 
кий слой адсорбента . Н а  стартовую  линию  такого  слоя, ка к  
и на  бум агу  в бум аж н ой  хром атограф ии , нан осят  пробы 
вещ еств и их смеси. К р ай  пластинки ниже; стартовой  линии 
п о груж аю т  в систему растворителей  в каком -нибудь  герм е
тически закры том  сосуде. Б л а г о д а р я  перемещ ению  р аств о 
рителя  по пластинке  происходит р азделен ие  смеси веществ 
па  отдельны е компоненты. О тм ечаю т фронт раствори теля , 
пластинки вы суш иваю т и о к р аш и в аю т  необходимым к р аси 
телем  д л я  о б н аруж ен и я  вещ еств в виде окраш ен н ы х  пятен. 
О тм ечаю т полож ен ие  пятна, а затем  определяю т R f  соеди
нений.

Адсорбент м ож н о исп ользовать  без связы ваю щ его  вещ е
ства  или ж е  с ним. О д н ако  пластинки, покры ты е адсорбен 
том без связы ваю щ его  вещ ества , имею т недостаточно плот
ный слой. Этот недостаток м ож н о устран ить  тем, что к  а д 
сорбенту д о б ав л я ю т  связы ваю щ ее  вещ ество в определенной 
пропорции. Н аи б о л ее  часто в качестве  адсорбентов исполь
зуются силикагель , оксиды алю миния, м агния  или к а л ь 
ция, кар б о н аты  и сульф аты , целлю лоза , Д Э А Э -ц еллю лоза ,  
ионообменные смолы. В качестве  связы ваю щ его  вещ ества  
использую тся гипс, к р ах м ал ,  коллодий, раствор  ац ети лц ел
лю лозы  в ацетоне и др.

Д л я  нанесения адсорбента на пластинку  готовится сме- 
тан оп одобн ая  м асса , которая  при помощи ап п ли като р а  н а 
носится слоем 0,3— 0,2 мм на пластинку.

Р аство р и тел ям и  могут быть бензол, д ихлорэтан , б ен
зол  —  ацетон, хлороф орм  —  бутанол , циклогексан  и т. д. 
Д в у к р а т н а я  хро м ато гр аф и я  часто применяется  д л я  очист
ки исследуемого вещ ества  от примесей, если R /  его равно 
0 и оно остается  на месте старта .

"В последнее врем я в биохимической п р ак ти ке  ш ироко 
использую тся готовые пластинки, такие  к а к  фиксион и си- 
луфол. Фиксион — готовые хром атограф ические  пластинки 
д л я  тонкослойной хром атограф ии  на алю миниевой фольге. 
Фиксион 5 0 X 8  имеет сильный катионообменный слой в н ат 
риевой форме. Фиксион 2Х8-УФ254 имеет анионообменный 
слой в ацетатной форме, со дер ж ащ и й  ф луоресцентный ин 
дикатор . С илуф ол УФ 254 — готовые пластинки д л я  тонко
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слойной х ром атограф и и  на алю миниевой фольге. С орбен
том явл яется  ш ирокопористый силикагель  с лю м инесцент
ным ин дикатором  д ля  У Ф 254 . С вязы ваю щ и м  вещ еством  я в 
ляется  крахм ал .

§  7. ГАЗОВ АЯ ХРОМ АТОГРАФ ИЯ

Г азо вая  хро м ато гр аф и я  —  это метод р азд ел ен и я  л е ту 
чих соединений, основанный на распределении веществ 
м еж д у  двумя ф азам и , причем подвиж ной ф азой  явл яется  
газ.

Е сли  н еп одвиж ная  ф а з а  твердая ,  то говорят  о г а з о- 
* а д с о р  б ц и о н н о й  хром атограф ии . Р а зд е л е н и е  в этом 

случае определяется  адсорбционны ми свойствам и н ап о лн и 
теля  колонки по отношению к  р-азделяемым компонентам. 
Н аи б о л ее  уп отребляем ы е наполнители  —  силикагель , м о 
л екулярн ы е  сита, активированны й уголь.

Е сли  н еп одвиж ная  ф а за  ж и д к а я ,  то говорят  о г а з о 
ж и д к о с т н о й  хром атограф ии . В этом случае  ж и д к а я  
ф а за  р аспределяется  в виде тонкой пленки на поверхности 
инертного твердого носителя, и основой разделен и я  с л у 
ж и т  распределен ие  веществ пробы м еж д у  пленкой ж и д к о 
сти и газовой фазой. Ш ирокий выбор ж и дк и х  ф а з  с р а б о 
чими тем п ер ату р ам и  до  400°С д е л а е т  этот  метод  наи более  
гибким и селективным. Он прим еняется  д л я  р азд ел ен и я  г а 
зов, ж и дки х  и тверды х соединений, которые могут быть 
переведены в газообразн ое  состояние без изменения с тр у к 
туры. Б л а г о д а р я  сравнительно  низкой вязкости  и п лотно
сти газов  сопротивление раздели тельной  колонки га зо в о 
му потоку невелико. Это м акси м ал ьн о  с о к р ащ ает  
продолж ительность  ан а л и за  при достаточно высокой э ф 
фективности р азделен ия , обеспечиваемой интенсивным 
м ассообменом на  поверхности неподвиж ной ф азы .

Г азовую  хром атограф ию  осущ ествляю т преимущ ествен
но в виде проявительного  вари ан та .  Ф рон тальны й ан ал и з  
и вы теснительная  х р о м ато гр аф и я  прим еняю тся  главны м  
образом  д л я  п р еп аративн ы х  целей.

Х ром атограф ическое  р азд елен и е  веществ связан о  с д в у 
мя ф акторам и : эф ф ективностью  колонки и эфф ективностью  
ф а зы  (или селективностью  ф азы , что о пределяется  р а з л и 
чием уд ер ж и ваем ы х  об ъ ем о в) .  Э ф ф ективность  колонки из
меряется  числом теоретических тарелок .

С илы взаим одействия , которые приним аю т участие в 
процессе газохром атограф ического  р азделен ия , следующие:

1. О риентационны е силы (силы К и зо м а ) ,  возникаю щ ие 
при взаимодействии двух диполей. В одородн ая  связь  я в л я 
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ется наи более  в а ж н ы м  типом ориентационны х сил. Это 
специфический ви д  взаим одействия , в котором  н ар яд у  с 
электростати чески м  существенную роль играет  электрон
ное взаимодействие.

2. И ндукционны е силы (силы Д е б а я ) ,  возни каю щ ие при 
взаим одействии постоянного диполя  одной м олекулы  и н а 
веденного диполя  соседней молекулы. К а к  правило, они 
очень м алы . '

3. Д исперсионны е, или неполярные, силы (силы Л о н д о 
н а ) ,  возни каю щ ие при синхронных колебаниях  мгновенных 
диполей двух взаим одействую щ их молекул. Они п р о я в л я 
ются во всех случаях  и являю тся  единственным источни
ком энергии д л я  двух  неполярны х соединений. П о  с р ав н е 
нию с д вум я  преды дущ им и эти силы гораздо  слабее . Соот
ношение энергий дисперсионного и. ориентационного 
взаим одействия  зави си т  от  числа валентны х электронов и 
величины дипольного момента.

4. Специфические силы  взаим одействия , возни каю щ ие 
при о б разован и и  химической св я зи  или при комплексообра-. 
зовани и  м еж д у  растворен ны м  вещ еством  и р аствори те
лями. • -  .

Все перечисленные силы  взаим одействия  определяю т 
достигаем ое  разделение. И х  сум м арны й эф ф ек т  в ы р а ж а е т 
ся коэффициентом распределен ия  К:

К о н ц ен т р а ц и я  ан ал и зи р у ем о го  в ещ ес т в а  в е д и н и ц е
қ  _    о бъ ем а ж и д к о й  ф азы ____________________

К о н ц ен тр ац и я  а н ал и зи р у е м о го  в ещ ества  в ед и н и ц е  
о б ъ ем а  газо во й  ф азы

Величина К  сильно во зрастает ,  если б ольш ая  часть  ве 
щ еств за д ер ж и в а е т ся  ж и дкой  ф азой . П ри  этом скорость пе
рем ещ ения вещ еств вдоль колонки м ал а ,  поскольку пере
мещение в ж и дкой  ф а зе  незначительно, и по колонке д в и 
ж ется  только  та м а л а я  часть вещ ества, которая  находится  
в газовой фазе.

Е сли  процесс газож и дкостной  х ром атограф и и  р а с с м а т 
ри вать  к а к  процесс растворен ия  и вы деления г а за  или п а 
р а  в пленке ж и дкой  ф азы , то  д л я  нее сп раведли во  у р а в н е 
ние:

ас  =  в / ( ^  +  у»Г ),

где ис — лин ей н ая  скорость перем ещ ения компонента р а з 
деляем ой  смеси; <о — об ъ ем н ая  скорость газовой  ф азы ;  —
объем  газовой ф азы ; У02— объем газовой ф азы , р аство р ен 
ной в ж и дк о й  ф а зе  в единице длины колонки; Г  —  к о эф ф и 
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циент Генри, которы й -определяет растворим ость  газовой 
ф азы  в ж идкой. С корость перемещ ения компонентов р а з 
деляем ой  смеси вдоль  колонки тем больш е, чем меньш е ко 
эф ф ициент Генри, т. е. чем труднее растворяется  г а зо в а я  
ф аза  в жидкой.

Газовая, хро м ато гр аф и я  — довольно простой метод; не
обходимое д л я  него оборудование  относительно недорогое 
по сравнению  с оборудованием  д л я  некоторых иных инст
рум ентальны х методов, надеж н о  в работе. Д л я  а н а л и за  д о 
статочно несколько м и лли грам м ов  вещ ества. Р езу л ьтаты  
ан а л и за  автоматически  регистрирую тся в удобном д л я  ко
личественной оценки виде, а при наличии соответствующ ей 
ап п ар ату р ы  количественное определение м о ж ет  бы ть пол
ностью автоматизи ровано . Обычно д л я  этого надо  зн ать  к а 
чественный состав об разц а ,  но возм ож ен  т а к ж е  ан ал и з  с м е 
сей и с неизвестным составом.

Газовую  х р ом атограф и ю  м ож н о прим енять  вместо д р у 
гих аналитических  методов изучения структуры  вещества. 
Д л я  нее х а р а к т е р н а  исклю чительно вы сокая  р а зр е ш а ю щ а я  
способность; практически  нет такой  п ары  веществ, которые 
нельзя  бы ло бы раздели ть  с помощ ью  газовой х р о м ато гр а 
фии, если д а ж е  это не уд ается  сдел ать  другими методами. 
Основное преимущ ество  газовой х ром атограф и и  за к л ю ч а 
ется в бы строте выполнения а н ал и за .  З а  н е ск о льк о 'м и н у т  
или д а ж е  секунд  р езу л ьтат  ан а л и за  м ож н о получить в ви
де колонки цифр, либо качественной или полуколичествен- 
ной хром атограм м ы . Г а зо в а я  хро м ато гр аф и я  —  быстрый 
аналитический метод, пригодный д л я  исследования  всех 
летучих веществ. Д л я  таки х  вещ еств с помощ ью  данного 
метода ан а л и за  м ож н о получить ка к  качественные, т а к  и 
количественные характеристики .

Газовую  х ром атограф и ю  использую т преж де" всего д ля  
ан а л и за  смесей. И сследуя  чистые вещ ества, мож но вы явить 
степень их чистоты, определить количество и тип примесей, 
а т а к ж е  установить химические, ф изико-химические и ф и
зические свойства.

П реим ущ ества  метода в том, что колонка  непрерывно 
регенерируется  инертным газом-иосителем . К р о м е  того, 
компоненты смеси разд ел яю тся  полностью и см еш и ваю тся  
только  с инертным газом-носителем, что о б легч ает  их в ы 
деление и количественное определение. В рем я  а н а л и за  не
велико.

Н едостатком  метода является  то, что компоненты, с и л ь 
но у д ер ж и ваем ы е  в колонке, вы ходят  из нее очень м едлен 
но, а иногда совсем не выходят. Это затрудн ен ие  мож но 
преодолеть при использовании п рограм м ированн ого  и зм е
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нения тем п ературы  колонки, что у м еньш ает  время элю иро
вани я  компонента. П р ограм м и рован и е  тем п ературы  —  это 
повыш ение тем п ературы  колонки во врем я а н а л и за  д ля  у с 
корения и обеспечения большей гибкости ан али за .

П рим енен ие  газа  в качестве  подвиж ной ф азы  д ае т  то 
преимущ ество, что м еж ду  неподвиж ной и подвиж ной ф а 
зам и  быстро устан ав ли в ается  равновесие, б л аго д ар я  чему 
возм ож н о использование больш их скоростей газа-носителя. 
П р о д олж и тель н ость  ан а л и за  чащ е всего изм еряется  мину
тами , наприм ер врем я ан а л и за  при разделен ии  метилового 
эф ира  стеариновой, олеиновой и линолевой кислот около 
23 мин. В отдельны х случаях , при разделен ии  п р еп ар ати в 
ных количеств или слож ны х  смесей с ш ироким интервалом 
тем п ератур  кипения компонентов врем я ан а л и за  м ож ет  у в е 
личиться  д о  нескольких часов.

Г а зо в а я  хро м ато гр аф и я  д ае т  возм ож н ость  р азд ел ять  
соединения с практически  одинаковы ми тем п ературам и  ки 
пения. И спользовани ем  селективны х неподвиж ны х ф аз  
м ож н о достичь такого  р азделен ия , которое невозм ож но при 
использовании перегонки и других методов.

В колонке происходит р азделен ие  по принципу р а зл и ч 
ного удельного  д авлен и я  п аров  компонентов и их р а зл и ч 
ной раствори м ости  в разделяю щ ей  ж идкости , т. е. соедине
ния разд ел яю тся  в соответствии не только  с полярностью, 
но и с тем п ературам и  кипения. Р азл и ч н ы е  скорости м и гр а 
ции компонентов обусловлены  т а к ж е  р азлич ны м и коэф ф и 
циентами распределен ия  м еж д у  газовой и ж идкой  ф азам и . 
В силу этих причин время миграции через колонку р а з 
лично.

К ачественной характеристикой  метода явл яется  время 
у д ер ж и ван и я  —  врем я от момента ввода пробы до  выхода 
м аксим ум а пика. П ри  дан ной тем п ературе  эта  величина я в 
ляется  характеристикой  системы вещество пробы — ж и д к а я  
ф а за .  П ри  кон троле тем п ературы  терм остата  и скорости 
потока воспроизводимость времени уд ер ж и ван и я  достигает  
1%. Величины времени уд ер ж и ван и я  м ож н о использо
вать  д л я  идентификации каж дого  пика. Н есколько  соеди
нений могут иметь одинаковое или близкое время у д ер ж и 
вания, однако  к а ж д о е  соединение имеет только одно о п р е
деленное значение данного  п а р а м е т р а .  Оно не зависит от 
присутствия други х  компонентов.

М етод  д ае т  возм ож н ость  осущ ествлять  и количествен
ный анализ . П л о щ ад ь  каж до го  пика хро м ато гр ам м ы  про
порц иональна  концентрации соответствующ его компонента, 
и ее м ож н о использовать  д л я  точного определения этой 
концентрации. Точность, до сти гаем ая  в газовой  х р о м а то 

47



графии, зависит от методики проведения опыта, кон струк
ции детектора , метода концентрирования  и от кон ц ен тр а 
ции пробы. О тносительная  ош ибка  определения  площ адей  
основных пиков хром атограм м ы , измеренных вручную, м о 
ж е т  со ставл ять  1— 2% .

В следствие высокой чувствительности метода простей
шие конструкции д етектора  по теплопроводности д аю т  воз
м ож ность  определить  около 0,01% вещества.

П лам енно-ионизационны й детектор определяет  м и л л и 
онные доли компонента, а селективный детектор по э л е к т 
ронному за х в а т у  и фосфорный детектор  —  м иллиардны е 
д о ли  и пи кограм м ы  (10-12) веществ.

Г а зо в а я  хро м ато гр аф и я  применяется  д л я  и ден ти ф и к а 
ции и определения  лю бого  вещ ества, имею щего достаточ 
ное д ав л ен и е  п а р а  (1 — 1000 мм рт. ст.) при тем п ературе  
колонки 70—400°С. М ногие тверды е  вещ ества  были п р о а 
н али зи рован ы  по характерн ы м  продуктам  их пиролиза , 
о бразую щ и м ся  при более высоких тем п ературах .  Л е гк о  оп 
р еделяю тся  т а к ж е  ф изические свойства, т аки е  к а к  поверх
ность адсорбента , изотермы  адсорбции, теплота  раство р е 
ния, коэффициенты  активности, коэффициенты  р асп р ед ел е 
ния, м олекулярны е массы и д авл ен и е  паров.

Принцип р або ты  га зо во го  х р о м а то г р а ф а

Д л я  ан а л и за  вещ еств используется  газовы й хр о м ато 
граф  (рис. 17), состоящ ий из б ал л о н а  с газом -носителем  1, 
регулятора  расхода  2, и сп ари теля  (место ввода  пробы) 3, 
термостатов  д л я  испарителя , колонки  и д етектора  4,  колон
ки (терм остати рован н ая)  5, д етектора  (с соответствую щ им 
электронны м  устройством) 6 и сам описц а  7.

М етод  газож и дкостной  х ром атограф и и  был предлож ен  
А. Д ж ей м со м  и А. М артином  в 1952 году. В ы сокая  чувстви
тельность, скорость, точность и простота этого м етода  при
вели к стрем ительном у прогрессу при разделен ии , иденти
ф икац ии  и определении летучих соединений.

' O q C o o o  о '

Рис. 17. С хем а устройства газового хром атограф а.
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В газож и дкостной  хром атограф ии  компоненты р а з д е л я 
емой смеси п ерем ещ аю тся  по колонке с потоком инертного 
газа  (га за -н о си тел я) .  Р а з д е л я е м а я  смесь распределяется  
м еж д у  газом-носителем  и нелетучим раствори телем  (не
подвиж ной ж и дко й  ф а з о й ) , нанесенным на инертный тв ер 
дый м а те р и а л  (тверды й носитель) определенной зернисто
сти. Компоненты смеси в соответствии со своими коэффици-- 
ентам и распределен ия  селективно у д ер ж и ваю тся  н еп одвиж 
ной ф азой  до тех пор, пока не образую т отдельны х зон в 
газе-носителе. Эти зоны вы носятся  из колонки с потоком 
газа-носителй и регистрирую тся детектором  в виде с и гн а 
лов, зави сящ и х  от  времени.

Газ-носитель, к а к  правило, поступает  в колонку х р о м а
т о гр а ф а  из б ал л о н а  со с ж аты м  газом. П ри термическом 
виде а н а л и за  сопротивление колонки не изм еняется  во 
врем я  а н ал и за .  Д л я  п од дер ж ан и я  постоянного д авлен и я  на 
входе в колонку и, следовательно, д л я  сохранения постоян
ной скорости газа  используется регулятор  давлен и я .  При 
дан ной  тем п ературе  постоянная  скорость газа-носителя 
обеспечивает  постоянство времени уд ер ж и ван и я  а н а л и зи 
руем ы х веществ. П оскольку  скорость газа-носителя  постоян
на, д л я  характери сти ки  компонентов м ож н о  воспользовать
ся  объемом  газа-носителя, прош едш его за  в р ем я  от  н а ч а л а  
ан а л и за  до  момента выхода пика (т. е. удерж и ваем ы м  
о бъем ом ).

О бычно в качестве  газа-носителя  используют водород, 
гелий и азот. Газ-носитель до лж ен  удовлетворять  следую 
щим требовани ям : бы ть инертным, чтобы исключить воз
м ож ность взаим одействия  с пробой или ж и дкой  фазой; 
обеспечить необходимые диф ф узи онны е характеристики  
анали зи руем ы х  веществ; быть легко  доступным и чистым; 
иметь сравнительно  низкую стоимость; подходить д л я  ис
пользуемого  детектора.

П р о б а  вводится в колонку в виде ^пробки». Г азы  обы ч
но вводятся  при помощ и газовы х герметических ш ариков  
или пробоотборных кранов , а ж и дкость  —  ш прицами.

Н а б и в н а я  к о л о н к а  д л я  газож и дкостной  - х р о 
м ато гр аф и и  — это стек л ян н ая  или м еталли ческая  трубка  
обычно с внутренним д и ам етром  около 0,5 см и длиной 1 — 
10 м, плотно нап олн енная  тонко измельченным, легко п р о 
дуваем ы м  порош ком, которы й при готовляю т проп иты ван и
ем инертного твердого  вещ ества малолетучей  ж идкостью  — 
нейодвиж ной фазой.

Одним из вариантов  хром атограф ических  колонок в г а 
зож идкостной х ром атограф и и  являю тся  кап и л л яр н ы е  к о 
лонки, в которых н еп одви ж н ая  ж и д к а я  ф а з а  нан есена не
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посредственно на внутреннюю поверхность кап и л л яр а ,  т. е. 
стенка трубки  сл у ж и т  инертным носителем. О б щ а я  д ли на  
кап и ллярн ы х  колонок м ож ет  д остигать  нескольких тысяч 
метров при ди ам етре  0,01— 0,1 см.

О бласти  применения к а п и л л яр н ы х  и обычных набивных 
колонок почти не перекры ваю тся . Н аби вн ы е  колонки изго
товляю т, применяя р азн о о б р азн ы е  неподвиж ны е ж идкости . 
Н а  таки х  колон ках  мож но вы делять  ф ракц и и  чистых ве
щ еств в количествах, достаточных д л я  идентиф икац ии их 
обычными химическими и ф изическими методами. Д л я  к а 
пи ллярны х колонок используют меньш ее количество непод
виж ны х ж идкостей , причем трудн ее  приготовить колонки 
с одинаковы ми свойствами, а выделенные количества  ве
щ еств слиш ком м алы  д л я  последую щ ей идентиф икации 
обычными методами.

К олонки изготовляю т из прямой, согнутой или свернутой 
в спи раль  трубки (нейлоновой, медной, алю миниевой, с тек 
лянной или из н ерж авею щ ей  с тал и ) .  Ч а щ е  всего при м ен я
ют колонки из нерж авею щ ей  стали ; д л я  обеспечения р а в 
номерной набивки трубки с н а ч а л а  наполняю т, а зауем 
скручиваю т в спи раль  д ля  увеличения дли ны  колонок. Чем 
больш е дли н а  колонки, тем больш е теоретических т а 
релок  и тем лучш е разделение. О д н ако  скорость газа -н о си 
теля  изм еняется  при протекании его через длинную  колон
ку, поэтому при оптим альны х условиях р або тает  только  
небольш ая  часть  колонки. К р о м е  того, при р аботе  с д ли н 
ными колонкам и необходимо со зд авать  .очень вы сокие  д а в 
ления  на входе, что вы зы вает  затрудн ен ия  при вводе пробы 
и обеспечении герметичности. П оэтом у дли на  обычных а н а 
литических колонок составляет  1— 4 м.

Н азн ач ен и е  т в е р д о г о  н о с и т е л я  —  обеспечение 
большой, однородной и инертной поверхности д ля  р асп р е 
делен ия  ж и дкой  фазы.

Носители д о лж н ы  быть инертными (для  исключения 
адсорбции и химического в заи м од ей стви я ) ,  иметь большую 
механическую  прочность, огромную поверхность, однород
ную ф орм у и равном ерны й разм ер  частичек.

Т вер дая  ф а за  (носитель) обычно п р ед ставл яет  собой 
гладкую  или ш ероховатую  поверхность из чистого м е т а л 
ла .  Ею  м о ж ет  служ и ть  поверхность трубки, м оди ф и циро
ван н ая  каким-либо неорганическим соединением, на  кото
ром в виде пленки скон центрирована  ж и д к а я  ф аза .  В по
следнем случае  говорят  о р азд ел яю щ ем  кап и лляре ,  а 
методику н азы в аю т  капиллярной.

В качестве  твердого носителя мож но исп ользовать  к а 
кой-либо неорганический пористый м атер и ал ,  наприм ер д и 
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атомовую  зем лю , которую необходимо тщ ательно  д ез ак т и 
ви ровать .  В газовой х ром атограф и и  часто применяю т хро- 
мосорб различны х м арок, наприм ер хромосорб G. П ри  а н а 
л и зе  ам инокислот  прим еняю т тверды е  органические соеди
нения, наприм ер хромосорб Т, на котором получаю т 
абсолю тно симметричные пики д л я  сильно полярны х ве 
ществ.

О громное значение имеет правильны й выбор н е п о д- 
в и ж  н о й ф а з  ы.

И д еа л ь н ая  ж и д к а я  ф а з а  д о л ж н а  о б л а д а ть  следую щ ими 
свойствами: коэффициенты  распределен ия  в ней а н а л и зи 
руемых веществ различны ; ан али зи руем ы е  вещ ества  д о л ж 
ны иметь определенную  растворим ость  в ней; упругость п а 
ра в ж и дкой  ф а зе  при тем п ературе  ан а л и за  невелика.

У ниверсальность и селективность метода га зо ж и дк о ст 
ной хром атограф ии  связан ы  с возм ож ностью  ш ирокого вы 
бора ж и дких  ф аз.

Т е м п е р а т у р а  и с п а р и т е л я  д о л ж н а  быть д о 
статочно высокой д л я  обеспечения больш ой скорости испа
рения и достаточно низкой, чтобы исклю чить термическую 
деструкцию  или изменение строения анали зи руем ы х  соеди
нений. Т е м п е р а т у р а  к о л о н к и  д о л ж н а  бы ть д о 
статочно высокой, чтобы врем я а н а л и за  было небольшим, и 
достаточно низкой, чтобы обеспечить требуем ое  разделение.

Процесс  р азделен ия , избирательность  и врем я у д е р ж и в а 
ния за в и с я т  от темп ературы . П рактически  невозм ож но осу 
ществить полный а н а л и з  смеси ам инокислот  при одной 
температуре, т а к  к а к  в смеси присутствую т к а к  высоко-, 
т а к  и ни зком олекулярны е  соединения с различной степенью 
полярности. М етод  с п рограм м ировани ем  тем п ературы  я в л я 
ется разновидностью  многоколоночносо метода, в котором, 
например, три колонки использую тся при трех р азл и ч 
ных тем п ературах ,  а детектор присоединен к к аж до й  к о 
лонке. В таком  ступенчатом температурном  методе д о б а в 
л яю тся  преимущ ества изотермического метода про гр ам м и 
рования  темп ературы . \

Величины у д ер ж и ваем ы х  объемов полярны х соединений 
особенно чувствительны к тем пературе. К олебан ия  неуста- 
новившейся тем п ературы  в разделяю щ ей  системе сн и ж аю т  
четкость, а, следовательно, и эф ф ективность  р азделен ия .

Д е т е к т о р ы  регистрирую т присутствие каж до го  
компонента и д аю т  возм ож н ость  и зм ерять  его количество 
в потоке, вы ходящ ем  из хром атограф ической  колонки. Х а 
рактери сти к ам и  д етектора  являю тся :  хорош ая  чувствитель
ность ко всем соединениям, низкий уровень шумов, ш иро
кий д и ап азо н  линейности показаний , нечувствительность к
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изменениям  скорости потока и тем пературе, простота конст
рукции.

Н аи б о л ее  распространены  детектор по теплопроводно
сти и пламенно-ионизационны й. В детекторе  по теп лоп ро
водности используется в качестве  чувствительного эл ем ен 
та в о л ь ф р ам о в а я  нить, н агр ев аем ая  от источника постоян
ного тока. Газ-носитель, непреры вно протекая  н ад  ней, 
отводит тепло с постоянной скоростью. Если в смеси с г а 
зом-носителем н ад  нагретой нитью н аходятся  м олекулы  
анализи руемого  вещ ества, то скорость отвода тепла  и зм е
няется, что вы зы вает  изменение сопротивления нити. Это 
изменение м ож н о изм ерить  с помощ ью  моста Уитстона. 
С игн ал  поступает  на самописец, где и регистрируется  в ви 
де пика. Принцип работы  основан на том, что теп л о п ер еда 
ча от нагретой нити зависи т  от м олекулярной  массы газа .

В д етекторе  по теплопроводности в качестве  газа -н о си 
теля  используются гелий или водород, в газовом  детек то 
ре  —  азот  или гелий, в плам енно-ионизационном  —  высо- 
коочищенный азот.

§ 8. ГЕЛ Ь -П РО Н И К А Ю Щ А Я  Х РО М А ТО ГРА Ф И Я

Гель-прони каю щ ая, или молекулярно-ситовая , х р о м ато 
гр аф и я  п ред ставляет  собой особый вид хром атограф ии , в 
котором р азделен ие  основано на р а зм е р а х  м олекул  р а з д е 
ляем ы х  веществ.

В 1952 г. Г. Д ь ю э л ь  и Г. Н ы оком  впервые оп и сали  хр о 
м атограф ическое  р азд елен и е  на м олекулярны х ситах.

Ш ирокое  использование в п рак ти ке  м етод  получил пос
ле  опубликован ия  в 1959 г. работы  Д ж .  П о р а т а  и Б. Фло- 
дина, посвящ енной обессоливанию  и хром атограф и ческ ом у  
разделен ию  соединений на гелях  дёк стран а .

Г ель-прони каю щ ая  хр о м ато гр аф и я  н езам ен и м а  д ля  р а з 
делен ия  молекул , отличаю щ ихся  м олекулярны м и массами, 
по следую щ им  причинам:

1. Х ром атограф ическое  поведение практически  всех ве
щ еств в геле не зависит от  темп ературы , pH , ионной силы 
и состава  буферного р аствора ;  р азделен ие  м ож н о п рово
дить  почти в лю бы х условиях. Д л я  очень лаби ль н ы х  ве 
ществ, таких  к а к  ферменты, это озн ач ает  возм ож н ость  соб
лю дения условий м аксим альн ой  их стабильнЪсти.

2. Л аб и л ь н ы е  вещ ества  не изменяю тся в р езу л ьтате  х р о 
м ато гр аф и р о ван и я ,  т а к  ка к  практически  отсутствует а д 
сорбция. Это имеет в аж н о е  значение, поскольку некоторые 
ф ерменты изм еняю т свои свойства при связы ван и и  с а д 
сорбирую щ ей поверхностью или ионообменной смолой.
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3. О бъем  элю ирования  находится  в прямой зависимости 
от  молекулярной массы.

Гели, используемые в качестве  м олекулярны х сит, — 
это сшитые полимеры , которы е в общ ем инертны, не с в я зы 
ваю тся  и не реагирую т с анали зи руем ы м и  вещ ествам и и не 
имеют за р я д а .  Они п р ед ставл яю т  собой трехмерную  сетку, 
обычно со статически располож ен ны м и узлам и. П р о с т р ан 
ство внутри геля  заполнено ж идкостью , которая  зан и м ает  
больш ую  часть о б ъ ем а  геля. Ш ирокое  распространение  по
лучили гели на основе д екстран а ,  агарозы  или п о л и а к р и л а 
мида.

Д е к с т р а н  — полисахарид , продуцируемы й м икроор
ган и зм ам и  L euconostoc  m esen te ro id es ,  вы ращ ен ны м и на с а 
харозе . М олекула  д ек стр ан а  состоит из сравнительно  ко
ротких полиглю кбзидны х цепочек по 10— 12 остатков 
a -D -глю копиранозы . При о б р аб о тке  декстрина эпихлор- 
гидрином получают сетчатую, п рекрасн о  набухаю щ ую  
структуру, которая  используется в качестве  молекулярны х 
сит под торговым назван ием  «сефадекс».
в цепь-A/v-O-сн

СНо
Iнеон
Iсн.

сн
К третьему углеродному НСОН

атому соседней цепи декстрана ^

<  К третьему углеродному 
^  атому соседней цепи 

декстрана

С еф адекс  п ред ставляет  собой нерастворим ую  в воде не
ионизирую щ ую  сетку, о б лад аю щ у ю , однако , высокой гидро- 
филЬностью б л а го д а р я  наличию  в структуре больш ого чис
л а  гидроксильны х групп. Г идроф ильность м атри цы  дает  
возм ож н ость  пропускать  через колонки с сеф адексом  высо
колаби льн ы е  белки. В последнее врем я сеф адекс  использу
ют к а к  м атри цу  д л я  ионообменников. В ы пускаю тся  п р е п а 
р аты  Д Э А Э -сеф адек с, К М -сефад§кс и др.

М ож н о  считать, что колонка с сеф адексом  содерж ит  д ва  
вида объем ов  воды —  внутренний и наруж ны й, В нутрен
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ний объем  'V B равен  сум м е с о дер ж ан и я  воды во всех гр а н у 
л а х  геля  в колонке (его м ож н о рассчитать , если известна 
м асса  сухого п р еп ар ата  сеф ад ек са  и величина т а к  н а з ы в а 
емого « н аб ухан и я») .  Ч асть  внутреннего о б ъ ем а  з а н я т а  в о 
дой гидратации, которая  сильно св я за н а  с м атри цей  и по
этому реактивн а  к а к  растворитель. П о д  н ар у ж н ы м  объе
мом Ун поним аю т объем, зан и м аем ы й  водой, окр у ж аю щ ей  
гранулы. О бъем , зан и м аем ы й  матрицей, обозн ачается  Ум. 
О бъ ем  колонки м ож н о п редстави ть  к а к  сумму всех о б ъ е 
мов:

У =  V„ +  У „ +  Ум.
К оэф ф ициент распределен ия  растворенного  вещ ества  

м еж ду  водой в гр ан у л ах  геля  (т. е. Ув)  и о к р у ж аю щ ей  г р а 
нулы водой (т. е. Ун) об означается  к а к  /Ср. В ещ ества  с 
К р = 0  совершенно не проникаю т в гранулы  геля; вещ ества 
с /Ср, имею щ ими значение м еж ду  0 и 1, лиш ь частично про
никают в гранулы . Вещество с К р =  1 равном ерно  р асп р ед е
ляю тся  внутри и вне гранул; вещ ества  с /Ср >  1 частично а д 
сорбирую тся матрицей. Н аи б о л ее  важ н ы м  ф актором , кото
рый определяет  коэфф ициент распределен ия , является  р а з 
мер растворенны х молекул.

Очень больш ие молекулы, наприм ер белков или нуклеи 
новых кислот, имеют Кр порядка  0 при использовании м ел 
копористых сефадексов . В ещ ества  с небольш ими по р а з м е 
р ам  м олекулам и  имеют Кр м еж д у  0,7 и 1 (рис. 18).

П осле  введения раствора  
в колонку белок появится  в 
вы ходящ ей из колонки ж и д 
кости только  после, п р о х о ж 
дения  объем а ,  равного  У„. 
Н изк о м о л еку л яр н ы й  ком по
нент появится после того, 
к а к  выйдет объем  Ун+Ув- 
Т аки м  образом , в ходе р а з 
деления на сеф ад ексе  высо- 
котлолекулярный компонент 
«обгоняет» н и зко м о л ек у л яр 
ный. Выйдет он отдельной 
ф ракц и ей  или нет, зависит 
от соотношения м еж д у  о б ъ 
емом вводимого в колонку 
р аство р а  и величиной Ув.

' Теоретически полное р а зд е 
ление возм ож но, если вво 
димый объем  меньш е Ув. 

Если вещ ество х а р а к т е 

.о: оо;.о:

Г 1  п  
1— 1 |-_1

г п  г п  
1— 11— 1

г п  г п  
1— 11— 1

1— 11— 1 
1— 1 L J —

Г Ч  г п  
1__11__ 1

ГП 1— 1 
1__11__1

Г 1  г п  
1— 1 1--- 1

г п  г п
1--- 1 L J

г п  1 1 
L J  1----1
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1— 1 1----1
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Рис. 18. С хема разделения белка и
NaCl на колонке с сефадексом:

/  — м о л ек у л ы  б е л к а ; 2 — м ол еку л ы  
N aC l.
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ризуется  величиной К Р, отли чаю щ ей ся  от нуля, то величи
ну объема, после которого оно вы йдет  из колонки, или (при 
м алом  объем е вводимой пробы) величину объем а , в кото
ром оно выйдет, рассчи ты ваю т по формуле:

v =  Ун +  КрУв.
Р азд елен и е  смеси веществ при ф ильтровании через гель 

сеф ад екса  тем эф ф ективнее, чем больш е р азли чаю тся  р а з 
д ел яем ы е  вещ ества  по величине Кр. Условием полного р а з 
делен ия  смеси двух вещ еств в общ ем случае  явл яется  вве
дение  их в колонку в объеме, не превы ш аю щ ем  величины 
K 2p +  K lv VB, где и —  коэффициенты  распределен ия  р а з 
д ел яем ы х  веществ. П рактически , вследствие того что не 
всегда достигается  равновесное распределение, а т а к ж е  из- 
за  неоднородности наполнения колонки, д л я  достиж ения 
полного разделен и я  следует  вводить в колонку объем  р а с т 
вора меньший, чем следует  по теории.

С еф адекс  имеет  в ы раж ен н ое  сродство к воде. П ри  по
мещении в воду гр ан улы  сеф ад екса  значительно набухают. 
Степень напухания  определяется  числом поперечных с в я 
зей. П ри набухании в воде гель с определенны м числом по
перечных связей впиты вает  определенное количество воды, 
что обозн ачается  термином «вода набухания»  и соответст
вует количеству воды в гр ам м ах ,  поглощенной 1 г сухого 
вещ ества.

Гель сеф ад екса  совершенно нерастворим в воде и соле
вых растворах . Он стабилен  в щ елочных р астворах  и с л а 
бых кислотах. В сильно кислых растворах , особенно при по
вышенной тем п ературе , м ож ет  произойти гидролиз глико- 
зидных связей  матрицы . К ром е того, гель м ож ет  потерять 
свои свойства при взаимодействии  с сильны м и оки сли те
лями.

В озм ож ности  использования  сеф адексов  велики. Ф и льт
ровани е  через гель сеф адекса , к а к  и д и ал и з ,  используется 
д л я  обессоливания белков и смены буферного раствора . 
Д л я  смены буферного раство р а  колонку с сефадексом  
п редварительн о  у р авн о веш и ваю т  новым буферны м р аство 
ром, затем  вводят  в колонку раствор  б ел к а  в преж нем  бу
ферном растворе  и начинаю т пропускать через колонку но
вый буферный раствор. И з  колонки белок выходит в новом 
буферном растворе  после вы текания  объем а У,,. Вещ ества 
исходного буферного раство р а  вы ходят  после объем а 
Vn +  Kp VB- В опы тах  с белкам и  необходимо быть уверен
ным в том, что емкость нового буферного раствора , н ах о 
дящ егося  в колонке, достаточн а  д л я  титрования  б ел ка  до 
значения p H  этого буферного раствора . П о  сравнению  с
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методом д и а л и за  процесс обессоливания и смены р аств о 
ров осущ ествляется  гораздо  быстрее. Д л я  обессоливания  
1 мл белкового раство р а  па колонке объемом 5 мл требует 
ся около 10 мин.

Н а  сеф адексе  м ож н о осущ ествлять  ф ракц и он и рован и е  
полимеров в соответствии с их м олекулярн ы м и  м ассам и , 
а т а к ж е  определять  м олекулярны е  массы белков, пептидов 
и других биополимеров.

С помощ ью  сеф адексов  мож но осущ ествлять  концент
рирование растворов  вы соком олекулярны х веществ. Д л я  
этого в концентрируемом растворе  суспендирую т сухой се
ф адекс  до  об р азо ван и я  густой суспензии. Н а б у х а я ,  гр а н у 
л ы  впиты ваю т воду в объеме, определяем ом  величиной н а 
бухания. В ы соком олекулярны е вещ ества остаю тся  вне г р а 
нул. Н и зк о м о л ек у л яр н ы е  вещ ества  расп ределяю тся  
относительно рав-номерно внутри и вне гранул. П роц едуру  
концентрирования  м ож н о повторить, д о б а в л я я  новую пор
цию сеф адекса .  Эту простую и быструю  процедуру вы д ер 
ж и в а ю т  д а ж е  очень л аби ль н ы е  белки.

С еф адекс  вы пускается  в виде крош ечных гранул . Г р а 
н улярн ая  ф о р м а  обеспечивает  продвиж ен ие  и р азделен ие  
х ром атограф ич еских  веществ. Внеш ние р азм ер ы  гранул  
могут меняться, поэтому сеф адекс  бы вает  крупный, ср ед 
ний, тонкий и тончайш ий (суп ертон ки й ) , с той ж е  величи
ной пор. Типы сефадексов  разл и ч аю тся  по степени н а б у 
хания. Гели, в которых м атри ц а  явл яется  меньшей со став 
ной частью, использую тся д л я  ф ракц и он и рован и я  вы соко
м олекулярн ы х  веществ, а более ком п актны е гели  (от G-10 
до G-75) — д л я  р азд ел ен и я  ни зком олекулярн ы х  соединений 
(табл . 2 ) .

• К ром е гелей на основе д ек стран а ,  прим еняю тся  гели на 
основе агарозы . А г а р о з а  получается  из некоторы х 
морских водорослей и п р ед ставл яет  собой линейный поли
сахарид , состоящ ий из чередую щ ихся  остатков  D -га л а к то 
зы и 3 ,6-ангидро-А-галактозы . Х арактерной  особенностью 
агарозы  явл яется  способность о б р азо в ы вать  прочный гель, 
который стаби ли зи рован  водородными связям и  без попе
речных связей. А гар о за  растворяется  в кипящ ей воде и о б 
разу ет  гель при охлаж дении . К онц ен трац и я  п оли сахари да  
в геле определяет  р азм ер  пор, которые больше, чем в се 
фадексе . Гель агар о зы  полезен при ан а л и зе  или р а зд ел е 
нии вы соком олекулярны х глобулярны х белков или д л и н 
ных линейных молекул , таких  к а к  Д Н К .  А гарозу  почти не 
используют в виде сплош ного геля, т а к  к а к  скорость тока 
ж идкости  через него край не  низка; поэтому ее, к а к  п р а в и 
ло, вы пускаю т в виде в л аж н ы х  гранул.

56



Т а б л и ц  а 2. Физико-химические свойства сефадексов

Т и п  с е ф а д е к с а
Д и ам е тр
ч а с т и ч е к ,

мкм

В ода н аб у х а 
н и я , м л /г  

с у х о г о  с е ф а 
д ек са

О б ъ ем  сл оя , 
м л /г  су х о го  

се ф й д ек са -

П р ед ел ы  ф р а к ц и о 
н и р о в ан и я  для 

п еп ти д о в  и  гл о б у 
л я р н ы х  б ел к ов

G-10 40— 120 1 ,0±0 ,1 2 - 3 700
G-15 40— 120 1 ,5 ± 0 ,2 2,5— 3,5 1500
G-25 крупный 1 0 0 -3 0 0 2 ,5 ± 0 ,2 4 - 6 1000— 5000
G-25 средний 5 0 - 1 5 0 2 ,5 ± 0 ,2 4 - 6 1 0 0 0 -5 0 0 0
G-25 тонкий 2 0 - 8 0 2,5 ± 0 ,2 4 - 6 1 0 0 0 -5 0 0 0
G-50 крупный 100—300 5,0 ± 0 ,3 9 - 1 1 1 5 0 0 -3 0 0 0 0
G-50 средний 5 0 - 1 5 0 5,0 ± 0 ,3 . 9 - 1 1 1500—30000
G-50 тонкий 20—80 5,0 ± 0 ,3 9 - 1 1 1500—30000
G-50 тончайш ий 10— 40 5,0 ± 0 ,3 9 - 1 1 1500—30000
G-75 40— 120 7 ,5 ± 0 ,5 12— 15 3000—70000
G-75 тончайш ий 1 0 - 4 0 7 ,5 ± 0 ,5 12— 15 3000—70000
G-100 4 0 - 1 2 0 1 0 ,0± 1 ,0 15—20 4000— 150000
G-100 тончайш ий 1 0 - 4 0 10,0 ± 1 ,0 15— 20 4000— 150000
G-150 40— 120 15,0±  1,5 20—30 5000— 400000
G-150 тончайш ий 1 0 - 4 0 15,0 ±  1,5 20—30 5 0 0 0 -4 0 0 0 0 0
G-200 40— 120 20,0 ± 2 ,0 30—40 5000—800000
G-200 тончайш ий 1 0 - 4 0 20,0 ± 2 ,0 3 0 - 4 0 5 0 0 0 -8 0 0 0 0 0

П о л и а к р и л а м и д н ы е  г е л и  получаю т при сш и
вании м олекул акр  ил ам и д а  с N, М '-метилен-бпс-акрилами- 
дом. З д есь  р азм ер  пор т а к ж е  определяется  степенью сш и
вания. Эти гели отли чаю тся  от гелей дек стр ан а  и агарозы  
числом полярны х карбокси ам и дн ы х  групп на некоторых 
атом ах  углерода , однако  их р аздели тельн ы е  свойства очень 
схож и с гелем д ек стран а .  П о л и акр и л ам и д н ы е  гели, извест
ные к а к  биогель Р , прим еняю тся  д ля  тех ж е  целей, что и 
декстран , хотя и несколько реже. П реим ущ ество  их перед 
д екстран ом  состоит в возмож ности  получения более ш иро
кого спектра  разм ер о в  пор.

В последнее врем я д ля  водных растворов  используются 
стеклянны е ш ари ки  с пористой поверхностью (б и о г л а с ) , о д 
н ако  д ан ны е  по их применению  пока ещ е слиш ком огр ан и 
ченны.

О писанны е выше гели н абухаю т в воде и некоторых о р 
ганических растворителях : этиленгликоле, ф орм али н е  и ди- 
метилсульф оксиде. О днако  набухание  не происходит в чис
ты х спиртах , углеводородах  и больш инстве полярны х и 
неп олярны х органических растворителей. Известно, что т а 
кие вещ ества, к а к  липиды, стероиды и некоторые ви там и 
ны, легче растворяю тся  именно в таки х  растворителях . 
Д л я  работы  в этих условиях р а зр а б о т а н ы  специальны е гё-
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ли. Д л я  гель-проникаю щ ей х ром атограф и и  в неполярны х 
органических раствори телях  хорош о подходит сшитый по
листирол (стирагель, биобедс S ) .  П ри  использовании по
лярн ы х  органических растворителей  хорошим м атери алом  
явл яется  м етилированны й сефадекс. О ксипропильное про
изводное сшитого дек стр ан а  (сеф адекс  L H ) мож но прим е
нять д л я  работы  к а к  в полярны х, т а к  и в неполярны х р а с т 
ворителях.

В настоящ ее  время иностранные ф ирм ы  вы пускаю т сл е 
д ую щ ие типы гелей: а) сш иты й д ек стран  под торговым н а з 
ванием  «сефадекс»  и а гар о за  под торговым назван и ем  «се- 
ф ар о за»  (ф ирм а « F a rm a c ia  F ine  C hem ical,  Inc», г. У п сала , 
Ш в е ц и я ) ; б) сшитый п о л и ак р и л ам и д  под торговым н а з в а 
нием «биогель Р»  и а гар о за  под торговым назван и ем  «био
гель А» (ф ирм а «B io-R ad  L abora to r ie s» ,  г. Ричмонд, ш тат  
К али ф орн и я ,  С Ш А ). А гароза  вы пускается  т а к ж е  в Англии 
под торговым назван ием  «сагавак »  (ф и рм а  « S e ra v a c  L a b o 
ra to r ie s  ltd» , г. М ейденхед) и в Д ан и и  под торговым н а з в а 
нием «гелароза»  (ф ирм а «Litex», г. Г лоструп ).  Все пере
численные м атери алы , исклю чая  с а гавак ,  вы пускаю тся  в 
виде сферических гранул.

О б ласть  применения сефадексов  и биогелей Р  ограничи
вается  вещ ествам и  с м олекулярной  массой около 500 ООО. 
Д л я  ф ракци онировани я  более вы соком олекулярны х соеди
нений реком ендуется  использовать  гели на основе агарозы  
(сефарозу , биогель А, с а г а в а к  и гел ар о зу ) .

В Венгерской Н ародн ой  Р еспублике  вы пускается  на  о с 
нове дек стран а  молселект, а на основе а кри лам  и д а  —  ак- 
рилекс.

Д л я  различны х типов гелей зависи м ость  п ар ам етр а  К  
о т  lg  М  (М —  м ол еку л яр н ая  м асса)  п ред ставляет  собой 
прямую  линию  д л я  всех молекул, кроме очень больш их и 
очень м аленьких (рис. 19). И склю чение со ставл яю т  н и зко
м олекулярны е  аром ати чески е  соединения, м олекулы  с 
больш им за р я д о м  при низкой ионной силе («СО,01) и неко
торы е линейные молекулы, наприм ер коллаген  и фибрино-

О п р е д е л ен и е  м о л еку л я р н о й  массы

з  * 5 1дМ

Рис. 19. Типичные результаты , полученные при 
определении приблизительной м олекулярной 
массы М  белков с помощью гель-проникаю щ ей 
хром атограф ии с использованием трех  извест
ных белков (светлы е круж ки ) и двух  различ
ных типов геля (гель 1 и гель 2). К в ад р ати к а 

ми обозначена проба.
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ген. П а р а м е тр  К  определяется  к а к  (Ур— У0 ) / ^ н ,  где Ур — 
объем  раствори теля , требуемы й д ля  элю ирования  интересу
ющего соединения; 1/0 — нулевой, или холостой, объем, 
необходимый д л я  элю ирования  соединения, которое не п р о 
никает  в неподвиж ную  ф азу; Уп — объем  неподвиж ной ф а 
зы. В гель-проникаю щ ей хром атограф ии  Vn — объем  геля 
(больш ую  часть которого составляю т поры ), а величине 
Vo отвечает  объем, необходимый д л я  элю ирования  вещ ест
ва, которое совершенно не п рон икает  в поры. Д л я  опреде
ления  V0 обычно через колонку пропускаю т вещ ество с иск
лю чительно высокой м олекулярной массой, наприм ер голу
бой декстран . В еличину V,, и зм еряю т к а к  р азность  м еж ду  
Ук и V0, где VH —  общ ий объем колонки.

Д л я  глобулярны х  белков и многих углеводов эта  мето
ди ка  д ае т  очень н ад еж н ы е  р езультаты  при использовании 
различны х  типов сеф ад ек са  и биогеля Р . Очень важ н о , что 
величину М  мож но определить на неф ракц иони рован ны х 
э к стр ак тах  клеток при условии, что анализи руем ы й белок 
известен; почти все другие методы требую т хорош о очи
щ енны х препаратов.

Т аки м  образом , д л я  определения  М  достаточно пропу
стить через колонку несколько м олекул  с известной м оле
кулярной  массой, по полученным дан ны м  построить п р я 
мую линию, после чего м олеку л яр н у ю  м ассу пробы найти 
интерполяцией. О тносительная  погрешность такого  опреде
лен и я  составляет  1 0 %.

О пределение м олекулярной массы  биополимеров мето
дом  гель-проникаю щ ей хром атограф ии  является  более про
стым по сравнению  с таким  методом, к а к  ультрацеитриф у- 
гирование.

Тонкослойная гель-прони каю щ ая  х р о м а то гр а ф и я

П р еим ущ ествам и  тонкослойной х ром атограф и и  я в л яю т
ся быстрое разделен ие , вы сокая  чувствительность, простое 
оборудование, легкое элю ирование  и способность зам ен ять  
хром атограф и ю  на бумаге  в качестве аналитического  м ето
да . Тонкослой ная  гель-прони каю щ ая х р ом атограф и я  сое
д иняет  в себе преи мущ ества  обоих методов. К а к  и в тонко
слойной хром атограф ии , в этом методе м атер и ал  т а к ж е  н а 
носится тонким слоем на стеклянную  пластинку, проба 
вводится в виде точки, а п о д ви ж н ая  ф а з а  движ ется  вдоль 
слоя. О днако  есть и сущ ественные различия:

1. В тонкослойной хром атограф ии  сорбент вы суш и вает
ся перед нанесением пробы. Гель сушить нельзя, более т о 
го, он легко  деги дратируется , поэтому в тонкослойной гель-
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прон икаю щ ей  хром атограф ии  проба наносится  на в лаж н ы й  
гель, уравновеш енны й требуемы м растворителем .

2. Тонкослой ная  х р о м ато гр аф и я  осущ ествляется  восхо
д ящ и м  методом, в тонкослойной гель-проникаю щ ей х р о м а 
тограф ии применяется  нисходящ ий метод. П л асти н ку  по
м ещ аю т  в герметичную кам еру , причем оба  ее кон ца  соеди
няю т с сосудами м остикам и из ф и льтровальн ой  бумаги.

Ж и д к о с ть  д ви ж ется  через слой сорбента, скорость ее оп 
р еделяется  углом н аклон а  пластинки  (обычно 20°). К а к  и 
в тонкослойной хром атограф ии , д ви ж ен и е  ж и дк ости  пре
к р ащ ается  до  того, к а к  нуж ное вещество перейдет  в н и ж 
ний сосуд. О д н ако  здесь  прим еняется  проток ж идкости , т. е. 
в отличие от тонкослойной х ром атограф и и  в этом случае 
отсутствует ф ронт раствори теля . П оэтом у в тонкослойной 
гель-проникаю щ ей х ром атограф и и  не и зм еряю т  значения  
Rj,  а полож ен ия пятен о п ределяю т  относительно в ы б р ан 
ного стан дарта .

Если тонкослойная  хро м ато гр аф и я  используется  в п е р 
вую очередь д л я  р азд ел ен и я  н и зком олекулярны х соедине
ний (аминокислот, сахаров , олигосахаридов , липидов, с те 
роидов и других небольших м о л еку л ) ,  тонкослойная  
гель-хром атограф и я  прим еняется  д ля  р азд ел ен и я  высоко-- 
м олекулярны х соединений (белков, пептидов, нуклеиновых 
кислот, нуклеотидов и других гидрофильны х вещ еств с вы 
сокой молекулярной м ассой).

Н аи б ольш ую  ценность тонкослойн ая  гель-ироникаю - 
щ ая  хро м ато гр аф и я  п р ед ставл яет  д л я  определения  м олеку
лярной  массы  белков и пептидов. Д л я  этого строят  график, 
аналогичны й рис. 19, где по оси у  о ткл ад ы в аю т  относи
тельную  подвиж ность. М етод  д ае т  возм ож н ость  получить 
точные значения, особенно в тех случаях , когда проводит
ся  несколько определений.

Т онкослойная гель-прони каю щ ая х р о м ато гр аф и я  п р и 
меняется  в клинической диагностике  д л я  определения  п а 
тологических белков в сы воротке  крови, спинномозговой 
ж идкости  и моче. М етод  используется  д л я  проверки чис
тоты белков, ф ерментов  и т. д. Н а  его основе р а зр а б о т а н ы  
так и е  модификации, к а к  им м унодиф ф узия , и м м уноэлектро
форез и изоэлектрофокусирование.

§ 9. А Ф Ф И Н Н А Я  ХРОМ АТОГРАФ ИЯ

А ф ф и н н ая  х р ом атограф и я  —  эф ф ективны й метод  вы де
ления  и очистки биополимеров, клеточных структур, а т а к 
ж е  отдельны х клеточных популяций, наш едш их за  п ослед 



нее врем я ш ирокое применение в различны х биологических 
исследованиях. В отличие от  обычных методов выделения и 
очистки биологически активны х веществ, основанны х на 
физико-химических р азли ч и ях  (разм ер  молекул, м олеку
л я р н а я  масса, з а р я д  и т. д .) ,  в аффинной х ром атограф и и  ис
пользуется  уни кальное  качество  биополимеров —  их биоло
гическая  функция, т. е. способность специфически и о б р а 
тимо взаим одействовать  с определенными вещ ествами, т а 
кими к а к  субстраты , ингибиторы, рецепторы, коф ерменты  и 
др. Эти вещ ества, н азы ваем ы е  лигандам и , ковалентно с в я 
занны е с тверды м  носителем, о б р азу ю т  биоспецифический 
адсорбент, который м ож ет  избирательно  у д ер ж и в ать  из 
разд ел яем о й  смеси биополимер, имею щий к  нему сродство. 
И зм енение условий последую щ ей элю ции приводит к вы де
лению адсорбированн ого  на колонке биополим ера в чистом 
виде.

Т аки м  образом , аф ф и н н ая  хр о м ато гр аф и я  использует 
специфическое сродство м еж д у  вы деляем ы м  веществом и 
специфически связы ваю щ ей ся  с ним молекулой.

Свое н ач ало  к а к  м етод  очистки биополимеров аф ф ин ная  
х р о м а то гр а ф и я  берет  с 1968 года, когда Р. Қ ватр ек азасо м  
и др. б ы ла  описана  биоспецифическая  очистка нуклеазы  
стаф илококков , химотрипсина, кар бокси пептидазы  А на к о 
л он к е  с соответствующ ими ингибиторами, ковалентно с в я 
занн ы м и с агарозой . От англ. aff in ity  c h ro m a to g ra p h y  
(хр о м ато гр аф и я  по сродству) и происходит назван и е  ме
тода.

В этом виде хром атограф ии  употребляю тся  следую щие 
термины:

и м м о б и л и з а ц и я  —  переведение вещ еств в нераст 
воримое состояние связы ван и ем  с твердым носителем, ч а 
ще всего это ковалентное  связы вание;

г р у п п о в о й  л и г а н д  — лиганд , имеющий сродство 
не к одному биополимеру, а к целой группе растворенны х 
биополимеров, нап рим ер  к ф ерм ен там  д еги дрогеназам , ки
н а за м  и т. д.;

в с т а в к а  — соединение, отделяю щ ее л и ган д  от по
верхности носителя с целью  уменьш ения влияни я  стериче- 
ских ф акторов  на взаим одействие л и ган д а  с вы деляем ы м  
биополимером;

б и о с п е ц и ф и ч е с к и й  а д с о р б е н т  — адсорбент, 
способный избирательно  взаим одействовать  с вы деляем ы м  
биополимером;.состоит, к а к  правило, из твердого носителя, 
вставки и лиганда .

Ф ункция носителя в аффинной хром атограф ии  з а к л ю 
чается  в создании твердой матрицы , к которой присоединя
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ется тот или иной л и ган д  (через вставку  или без нее). Н о 
сители д о лж н ы  удовлетворять  следую щ им требованиям :
1 ) быть инертными, что исклю чает  неспецифические в з а и 
модействия с вы деляем ы м  биополимером; 2) иметь м е х а 
ническую и химическую прочность, что п р ед п олагает  у с 
тойчивость носителя ка к  в -услови ях  элю ции биополимера, 
т а к .и  в более ж естки х  условиях регенерации биоспсцифи- 
ческого адсорбента ;  3) бы ть достаточно пористыми, что 
увеличивает  в конечном итоге емкость адсорбента ;  4) о б л а 
д а т ь  легкостью химической активац ии  (м оди ф и каци и) д ля  
последующ его присоединения лигандов  или вставки;
5) быть доступными в виде единообразны х специфических 
частиц  («ш ари ков») ,  обеспечиваю щ их необходимую  ско 
рость тока  элю ента через колонку.

В некоторых случаях  носители вы полняю т ф ункцию  л и 
гандов, т а к  к а к  биополимер имеет биоспецифическое срод 
ство к  сам ом у носителю — их н азы в аю т  биоспсцифически- 
ми носителями. Қ  ним относятся  нерастворим ы й к р а х м а л  
(д ля  очистки ам и л аз ,  крахм алси н тетазы , гликогенфосфо- 
р и л а зы ) ,  ц еллю лоза  (д ля  очистки ц е л л ю л а зы ) ,  хитин (для  
очистки лизоцим а, агглю тинина из зерен пш ениц ы ). Ц е л 
лю лоза , п окры тая  хитином, прим еняется  д л я  биоспецифи- 
ческой очистки ферментов, подобных лизоциму. П оперечно
связанны й м аннан  прим еняется  д л я  вы деления  антител, 
т а к  к а к  м аннан  — основной антиген па поверхности д р о ж 
ж евы х  клеток.

С еф ад екс  используется д л я  очистки ф итоагглю тин и
на -г- к о н к ав ал и н а  А (кои А) и гл ю к о ам и л азы  кроли ка , 
а гар о за  — д л я  очистки фитоагглютининов, связы ваю щ и х  
галак тозу ,  и д л я  вы деления  а -гли цероф осф атдегидроге-  
назы .

■ В качестве  первых носителей были использованы  п рои з
водные целлю лозы  И полистирола. Эти носители имею т р яд  
недостатков и не соответствуют перечисленным вы ш е т р е 
бованиям . Н едостаточны е пористость и однородность ц ел 
лю лозы  затр у дн яю т  достиж ение  удовлетворительной ско
рости ж идкости  через колонку. Зн ачи тельн ое  количество 
карбоксигрупп приводит к  неспецифическому в заи м о д ей 
ствию целлю лозы  с белкам и . П рим енен ие  макропористой  
ц еллю лозы  и предварительное  набухание  ее в диметилсуль- 
ф оксиде м ож ет  улучш ить свойства этого носителя. П о 
рош ок ц еллю лозы  явл яется  удобны м  носителем д л я  
хром атограф ической  системы Д Н К  — к о м п лем ен тарн ая  
Р Н К .

П олистирольны е носители недостаточно пористы, что 
ограничивает^их применение.
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В настоящ ее  врем я наиболее ш ироко уп отребляю тся  в 
качестве  носителей а гар о за

п о л и ак р и л ам и д  и пористое стекло.
Ш ар и к и  агарозы  менее устойчивы, чем сеф адекса ,  из-за 

отсутствия ковалентного  поперечного связы вания . П о р и 
стость геля  зависит от процентного с о дер ж ан и я  агарозы  в 
ш ари ках .  Н аи б ольш ее  распространение  получила сеф ар о за  
4В (содерж ит  4%  а г а р о з ы ) .

П реим ущ ество  п о л и ак ри лам и д н ы х  носителей в том, что • 
они со д е р ж а т  больш ее число карбоксам и дн ы х  групп, у доб
ных д л я  модификации и последующ его присоединения 
ли ган да ,  чем агароза .  Н едостатком  п о л и ак р и л ам и д а  я в л яе т 
ся м а л а я  пористость, особенно ум ен ьш аю щ аяся  после при
соединения ли ган да .  Аминоэтил-биогель Р-300 был исполь
зован  при получении расти тельн ы х лектинов. П олим ер  по
л и ак ри лам и дн ого  типа с боковыми цепями, содерж ащ и м и  
аром ати ческую  МН2 -группу, эк закр и л  АА применяется  д ля  
очистки стерои дсвязы ваю щ их  веществ. Он устойчив по от
ношению к органическим раствори телям  и не требует  пред
варительной  активац ии  д л я  присоединения лиганда.

Ш ар и ки  из пористого стекла  удобны д л я  п р еп ар ати в 
ных целей вследствие их механической прочности и хим и
ческой устойчивости. И х  недостаткам и  являю тся  м а л а я  по 
ристость и споробность неспецифически сорби ровать  мно
гие белки.

Гидроф ильны е окси алк и л м етак р и л атн ы е  гели (торговое 
назван и е  «сферой», Ч С С Р ) ,  сох р ан яя  преи мущ ества  а г а 
розных носителей, отли чаю тся  высокой химической и м е
ханической прочностью.

С ам ы м  распространенны м  процессом д л я  присоедине
ния лигандов  к  носителям полисахаридной природы (а г а 
розе, сефадексу , целлю лозе)  я в л яется  акти вац и я  бром и
стым цианом, органическим и ц и ан атам и  или и зо ц и а н а т а 
ми. Считают, что образую щ ийся  при активации бромистым 
цианом лаби льн ы й  ц и ан ат  ( I I )  п р ев р ащ ается  при в заи м о
действии со свободной гидроксильной группой носителя в 
циклический им и до кар б о н ат  ( I I I ) ,  ациклический им идо- 
к ар б о н ат  ( IV ) ,  а т а к ж е  неактивны й к а р б о н а т  (V ):
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А налогично протекает  акти вац и я  органическим и ц и а н а 
тами . А ктивными промеж уточны ми соединениями являю тся  
и м и докарбонаты  (IV ) и соответствую щ ие имидоэфиры.

В эксперим ентальном  ютношении процесс активац ии  до
вольно слож ен: необходимы меры предосторож ности  при 
работе  с бромисты м цианом,, контроль p H  (обычно в п р е 
д ел ах  1 0 — 1 1 ) ,  бы страя  обработка  активированного  геля 
из-за о б р азо в ан и я  неустойчивых пром еж уточны х п р о д у к 
тов. Д е л а ю т с я  попытки упростить методику активации. Так, 
предлож ен  метод  активац ии  агарозны х  гелей бромистым 
цианом в концентрированном ф осфатном  буферном р аств о 
ре;, использование раствора  бромистого ци ана  в ацетонит
риле  с кон центрированны м  буферны м  раствором .

Присоединение лигандов , с о д ер ж ащ и х  первичную N H 2- 
группу, к  носителю, активи рованном у бромистым цианом 
(C N B r— А А ), осущ ествлено при pH  = 7 — 10 (МНг-группа 
не п р о т о н и р о в а н а ) . П ри  этом п ротекаю т следую щ ие р е а к 
ции:

NH

—О
;с=мн + ямн, 

—о х 
|н 2о

- О .  / N H t f

— 0 Z  X NH 2  _

— О —С — NH— R
- О Н

О
(V I)

I
—ох .он

\ г /
— о /  x n h 2

—О —С— N H ,

- О Н

] - 0  .
X C = N /?  +  N H 3 

-0  х
( V ) .

О
(V II)

N H 3 +
— О

- о
)с= о  щи. — О — С — N H /?

— О Н
(V III)

О сновным продуктом реакции присоединения являю тся  
производные .изомочевины (IV ) ,  в меньш ем количестве об-
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разую тся  N -зам ещ ен ны е им и док арбонаты  (V II)  и к а р б а 
м аты  (V I I I ) .

Одним из методов активац ии  носителей явл яется  перио- 
д ат н с е  окисление целлю лозы , сеф адекса ,  а к р и лам и д а ,  а 
т а к ж е  триазин овы й метод, закл ю ч аю щ и й ся  в активации 
целлю лозной м атри ц ы  S -триазинтрихлоридом-.

Д ж .  П о р а т  и сотр. п р ед лож и ли  новый активированны й 
поперечносвязанны й агарозн ы й  гель — дивинилсульфонил- 
сеф арозу  6 В.

П ри  подборе л и ган д а  следует  помнить, что он долж ен  
о б л а д а ть  способностью взаим одействовать  с вы деляем ы м  
биополимером биоспецифически и обратимо. Э том у тр ебо 
ванию  удовлетворяю т ингибиторы, эф ф екторы  и к о ф а к т о 
ры (для  ф ер м ен то в) ,  субстраты  и их аналоги  (д ля  белков и 
рецепторов) ,  антитела  (д ля  антигенов),  ком п лем ен тарны е 
олигонуклеотиды  (д ля  нуклеиновых ки слот) ,  ф ерменты 
(д ля  ингибиторов ферментов) и другие соединения.

Сила взаим одействия  л и ган д а  и вы деляемого  биополи
мера  в ы р а ж а е т с я  константой диссоциации К л. Д л я  реакции

Л и га н д  +  Б и о п о л и м ер  К ом плекс

„  __ [Л и ган д ][Б и о п о л и м ер ] 
д [К ом плекс]

Н изкие  значения /Сд ( < 1 0 ; 4 м о л ь - л - 1) обеспечиваю т 
эф ф ективную  адсорбцию  биополим ера на матрице. И ногда 
в качестве  лигандов  при м ен яю т некоторые красители . Так, 
способность альбум и на  п л азм ы  крови связы ваться  с голу
бым д екстран ом  использована  д л я  вы деления  альбум и на  из 
плазмы .

Особый случай  п редставляю т  т а к  н азы ваем ы е  «необра- 
тим ы е^лиганды » , которы е об р азу ю т  - ковалентны е связи  с 
вы деляем ы м  биополимером.

Больш ой интерес п р ед ставл яю т  лиганды , общ ие для  
групп биополимеров, т. е. один биоспецифический ад со р 
бент м ож ет  быть пригоден д л я  очистки различ ны х  биопо
лимеров. Н ап ри м ер ,  в колонке с Ф М Н -ц еллю лозой  мож но 
очистить многие Ф М Н -зави си м ы е ф ерменты ; на ц ел л ю л о 
зе с ковалентно связанны м и Н А Д  и Н А Д Ф  м ож н о вы де
лить и очистить Н А Д - и Н А Д Ф -зави си м ы е  ферменты.

Д л я  ум еньш ения стерических препятствий, влияю щ их 
на биоспецифическое связы вание , часть  ли ган да ,  ответст
венная  за  взаим одействие с вы деляем ы м  биополимером, 
д о л ж н а  находиться  на  некотором расстоянии от поверхно
сти твердого носителя. Д л я  этой цели используют вставки,
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ч ащ е  всего углеводородны е цепочки, отделяю щ и е  л и ган д  
от  поверхности носителя. В ставк а  м ож ет  в н ач ал е  при соеди
н яться  к л и ган д у  или к нерастворим ой матрице. В ставка , 
к а к  правило, повы ш ает  эф ф ективность  вы делени я  и очист
ки биополимеров. Ч ащ е  всего используются вставки с цепоч
кой из шести углеродны х атомов ( ~ 0 , 7  н м ) .  Увеличение 
дли ны  подобной вставки , ка к  правило, не у л у чш ает  в з а и 
м одействия биополимер — лиганд, а в отдельны х случаях  
д а ж е  о с л а б л я е т  его.

В аж н ы м  ф актором  аффинной х ром атограф и и  является  
концентрация  л и ган д а  на  биоспецифическом адсорбенте  и 
его л о к а л и за ц и я  на ш ар и ках  соответствую щ его носителя. 
О д н ако  не всегда увеличение количества л и ган д а  на еди
ницу о б ъ ем а  адсорбента  приводит к увеличению  его е м ко 
сти. И ногда  увеличение удельного с о дер ж ан и я  л и ган д а  
вы ш е предела  д а ж е  у м еньш ает  связы ваю щ ую  емкость ад со р 
бента. Это м о ж ет  быть обусловлено стерическими ф а к т о 
рам и  и л о кали зац и ей  л и ган д а  на носителе. Считается, что 
небольш ие молекулы , прон икаю щ и е в поры геля, присое
диняю тся ка к  внутри, т а к  и на поверхности частичек геля, 
а б ольш и е  молекулы , неспособные д и ф ф ун ди ровать  внутри 
геля, л о кал и зо ван ы  на поверхности. О д н ако  лактоперокси- 
д а з а  (м о лекулярн ая  м асса  78000), например, легко  прони
к а ю щ а я  внутрь агарозного  геля, р асп ределяется  исключи- 
тедьно по поверхности C N B r— АА, с о зд ав а я  оболочку, к о 
то р ая  препятствует  проникновению  других  м олекул 
ф ерм ен та  внутрь геля.

А дсорбция на  биоспецифический сорбент, к а к  правило, 
проводится  в условиях, обеспечиваю щ их наилучш ее  в з а и 
модействие с лигандом . Эти условия не всегда совпадаю т 
с таковы м и д ля  взаим одействия  в растворе. Так, о п т и м а л ь 
ное значение pH  д л я  взаим одействия  Р Н К а з ы  из печени 
кры сы  с ингибиторным белком в растворе  равно 7, а а д 
сорбция ингибитора в колонке с им м обилизован ны м  на 
карбокси м ети лц еллю лозе  ф ерментом  происходит при 
р Н = 6 .

Э лю ция адсорбированного  в колонке биополим ера м о 
ж е т  быть биоспецифической и неспецифической. П оследний 
тип элю ции вклю чает  изменение ионной силы  или (и) pH 
элю ирую щ его буферного раствора . П ри  выделении м Р Н К  
в колон ках  с поли U — АА десорбци я  Р Н К  осущ ествляется  
к а к  увеличением с о дер ж ан и я  ф о р м ам и да  в буферном р а с т 
воре, т а к  и ступенчатым повышением тем п ературы  колон
ки, что о сл абл яет  биоселективную  гибридизаци ю  ко м п л е 
ментарны х цепей полинуклеотидов. И ногда  д л я  достиж ения  
элю ции биополимера необходимо п ри м ен ять  ж естки е  кис
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лотн ы е или щ елочны е условия  или исп ользовать  буферны е 
растворы , с о д ер ж ащ и е  ден атури рую щ ие вещ ества, такие 
к а к  мочевина и хл о р ги д р ат  гуанидина.

В этих случаях , чтобы и зб еж ать  ден атурац и и  белка, со
ответствую щ ие ф ракци и  д олж н ы  быть немедленно р а з б а в 
лены  или ди али зован ы . Б олее  м я гк о й 'я в ля ется  элю ция био- 
спсцифического типа, когда элю ирую щ ий раствор  содер 
ж и т  вещества, имею щ ие сродство к адсорбированном у 
биополимеру, наприм ер субстрат , ингибитор или коф актор  
ф ермента. Описано использование д ля  элюции специфиче
ских ионов, действую щ их на очищенный ф ерм ен т  ка к  «де
ф орм ирую щ ие агенты», т. е. и зм еняю щ ие конформацию  
белка. Б и оспециф ическая  элю ция м о ж е т  быть полезной д ля  
количественной оценки взаим одействия  биополим ера с тем 
или иным веществом.

Основной областью  применения аффинной х р о м ато гр а 
фии является  очистка белков, м ем бран  и полисахаридов.

Очистка ферментов. С убстрат , п редставляю щ ий собой 
прочно связы ваю щ ий ингибитор или коф актор , мож но с в я 
зать  с матрицей. Если смесь белков или д а ж е  неочищенный 
эк стр ак т  клеток пропустить через такую  колонку, то в ко
лонке  останется  только  то вещество, которое способно с в я 
зы ваться . В некоторых сл учаях  ф ерменты  мож но получить 
в достаточно чистом виде прям о из слож ны х  смесей. О д н а 
ко зачастую  с одним и тем ж е  субстратом  или коф актором  
могут связы ваться  несколько ф ерментов, поэтому обычно 
таким  методом мож но достичь только  неполной очистки.

Очистка антител. О сущ ествляется  с помощью сефаро- 
зы, активированной бромистым цианом, к которой присое
диняю тся различны е антигены, таки е  к а к  белки, вирусы 
или альбум ин бычьей сыворотки, св язан н ы е  с гаптенами; 
метод  является  наилучш им  д л я  получения чистых антител.

Очистка транспортных белков. П роводится обычно на 
сефарозе , связанной  с веществом, которое д олж н о  т р а н с 
портироваться  (например, тирокси нсвязы ваю щ ие гл о бу 
лины, эстр ади о лсвязы ваю щ и е  белки, горм ональны е и ле
карственны е р ец еп торы ) .

П ри м еры  исп ользован ия  х р о м атограф и ч еск и х  м е то д о в  
в биохим ической  практике

Тонкослойная хроматография аминокислот. Д л я  тонко
слойной хром атограф ии  аминокислот  используют стек л ян 
ные пластинки (2 0 X 2 0  см ) .  П р е ж д е  всего их промываю т 
хромовой смесью, водой, а перед  использованием п р о ти р а
ют спиртом.
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Количество сорбента д л я  получения сорбционной м ас 
сы берут из расчета  12,5— 2,5 мг на 1 см 2 пластинки. С и л и 
кагель  см еш иваю т с 2 — 3 о б ъ ем ам и  воды, а целлю лозу  и 
ее производны е — с 8 — 10 объем ам и . Сорбционную м ассу 
хорош о перемеш иваю т, встряхи вая  в колбе в течение 0,5— 
1 мин, о б р азо ван н у ю  однородную массу  вы ли ваю т  на 
стеклянную  пластинку и р а сп р ед ел яю т  равном ерны м  с л о 
ем с  помощ ью ап п ли катора .

П ласти н ки  вы суш иваю т на горизонтальной поверхности: 
с си ликагелем  в потоке воздуха —  в течение 2 0  мин, а с 
Д Э А Э -ц еллю лозой  при тем п ературе  40— 50°С — 40— 60 мин 
или при комнатной тем п ер ату р е  — 10— 12 ч. З а те м  п л а с 
тинки активирую т в суш ильном ш к аф у  при тем п ературе  
105— 110°С в течение 15— 30 мин.

С тартовую  линию  наносят  простым ка р а н д а ш о м  на р ас 
стоянии 1,5— 2  см от к р ая  пластинки  (расстояние м еж д у  
точкам и  нанесения проб  — 2,0—2,5 с м ) .  Н а  тонкослойную 
х р о м ато гр ам м у  нан осят  по 5 — 1 0  мкл 0 , 1 % -го раствора  
аминокислоты  (к аж д у ю  ам инокислоту  —  на отдельную 
точку к а к  свидетель) и по 10— 15 мкл пробы. Н аносить 
пробы и свидетели лучш е всего линией.

В качестве  кам еры  д л я  хр о м ато гр аф и р о ван и я  лучш е 
всего исп ользовать  стеклянную  банку  ( 2 5 X 2 5 X 1 5  см ) с 
приш лиф ованной или плотно притертой крыш кой. Р а с т в о 
ритель з а л и в а ю т  в кам ер у  за  2  ч до н а ч а л а  х р о м а то гр а ф и 
рования.

Х орош ие р езультаты  д ае т  использование раствори теля :  
н -бутанол  — 3 4 % -й раствор  а м м и ак а  (7 s  3 ) .  Д л я  р а з д е л е 
ния аминокислот  мож но использовать  готовые пластинки 
типа сил у фол.

П ласти н ку  с пробам и пом ещ аю т под углом 50 °-в р а с 
творитель  кам еры  и оставляю т на 1 — 1,5 ч, пока он подни
мется на расстояние 10— 15 см от кр ая .  З а т е м  пластинки 
вы ни м аю т из кам еры , вы суш иваю т на воздухе и о п ры ск и 
ваю т  из стеклянного  п у л ьвери затора  0 ,3 % -м раствором  нин- 
гидрина (0,3 г нингидрина растворяю т в 100 мл н-бутанола, 
который со дер ж и т  3 мл ледяной уксусной кислоты ). Х ро
м ато гр ам м у  п роявляю т  30 мин при тем п ературе  60°С или 
10 мин при тем п ературе  105— 1 10°С.

М етодом тонкослойной х ром атограф и и  м ож н о опреде
лить  свободные аминокислоты , которые входят  в состав  сы 
воротки крови, тканей , мочи, а т а к ж е  аминокислотны й со 
став  белков.

Ч тобы  определить аминокислоты  белков, необходимо 
п реж де  всего их гидролизовать . Г идролиз мож но прово
дить кислотный или щелочной.
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При кислотном гидролизе 50— 60 мг белка гидролизуют 
в зап аян н о й  ам пуле  в 10— 12 мл 6  н. р аств о р а  НС1 в тече
ние 24— 30 ч при тем п ературе  105°С. С оляную  кислоту 
д о бавл яю т  в 200— 500-кратном о б ъ ем е  относительно белка. 
П осле  гидролиза  соляную  кислоту  у д ал я ю т  многократной 
отгонкой с водяны м  паром  в вакууме. Г и дроли зат  при 
этом к а ж д ы й  р а з  вы п ари ваю т. С оляную  кислоту мож но 
т а к ж е  удалять ,  в ы д ер ж и в а я  ги дроли зат  в ваку у м -эк си к а
торе над  N aO H . П осле у д ал ен и я  соляной кислоты гидроли
з а т  нагреваю т  на водяной бане 5 мин с  небольшим количе
ством активированного  угля  (100 м г) .  З атем  горячий 
ги дроли зат  ф ильтрую т через плотный фильтр , и осадок про
м ы ваю т водой. Г идролизат  р а зб ав л я ю т  до о б ъ ем а  1 мл и 
10— 30 мкл его нан осят  на хром атограм м у. Н ей тр ал и зац и я  
ги д р о л и зата  необходима только  при использовании к а к  
раствори теля  8 0 % -го р аств ар а  фенола. Н ей трали зац и ю  
мож но проводить, в ы д ер ж и в ая  кап лю  ги д р о л и зата  над  п а 
ром ам м и ака .  Кислотный гидролиз белков р а зр у ш ае т  три 
птофан.

П ри щелочном гидролизе  5— 10 мг белка нагреваю т  в 
течение 24 ч в зап аян н ой  трубк е  с 1 мл воды и 65 мг 
В а ( О Н ) 2 - 8 Н 20  при 125— 130°С. К охлаж денной  реакц и он 
ной смеси д о бав л яю т  2 н. раствор  H 2S O 4 до рН  =  6 , н агр е 
ваю т  до  кипения и центрифугированием  у д ал я ю т  осадок 
B a S 0 4, который затем  пром ы ваю т небольш им количеством 
воды. Р аствор  и промывные воды объедин яю т и в ы п а р и в а 
ю т досуха. О садо к  растворяю т в 0,5— 1 мл воды или 0,1 н. 
растворе  НС1. Ц истин и р-оксиаминокислоты  при таком  

-гидролизе частично р азруш аю тся ,  триптоф ан  остается  без 
изменений.

В процессе хром ато гр аф и р о ван и я  цистин, цистеин и м е
тионин р азруш аю тся .  П оэтому их в н ач але  о ки сляю т пер 
гидролем  до стойких сульфокислот . Д л я  этого на место 
нанесенного исследуемого раство р а  нан осят  3 0 % -й раствор 
пергидроля (такой  ж е  объем, к а к  и исследуемой пробы ). 
Ц истин и цистеин окисляю тся  до стойкой цистеиновой кис
лоты, а метионин — до метионинсульфона.

Фракционирование белков с помощью сефадексов. Д л я  
расчета  количества  сеф адекса ,  необходимого д ля  зап о л н е 
ния определенного  о б ъ ем а  колонки, необходимо знать  
объем, который будет зан и м ать  1 г сухого сеф ад екса  пос
л е  набухания . Н ап ри м ер ,  д л я  G-200 эта  величина р ав н а  30. 
Если объем  колонки р азд ел и ть  на 30, то полученное зн а ч е 
ние будет соответствовать  количеству грам м ов сухого се 
ф адекса ,  необходимого д л я  заполнен ия  определенного 
о б ъ ем а  колонки.
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Д л я  заполнен ия  колонки, р азм ер  которой 1 ,8X 20 см, а 
У = 5 0 , 8  мл, необходимо 1,5— 2 г сухого сеф ад екса  G-200.

Рассм отри м  ф ракци онировани е  белков сы воротки крови 
на сеф адексе  G-200. В колонке с сеф адексом  G-200 белки 
сыворотки крови м ож н о раздели ть  по молекулярной массе 
на три основные ф ракции. П ер в ая  ф р акц и я  имеет в основ
ном белки с константой седиментации 19S и эл е к тр о ф о р е 
тической подвиж ностью  а -  и |3-глобулинов ( а 2- и р2 -макро- 
глобулинов, а -  и p-липопротеидов). В другой ф ракци и  
содер ж атся  в основном белки с константой седиментации 
7S и подвиж ностью  у-глобулинов. Третья  ф р а к ц и я  состоит 
из белков с константой седиментации около  4S и п о д в и ж 
ностью альбуминов (альбуминов, преальбум инов, а р г л и -  
ко п р о теи до в) .

Д л я  а н а л и за  4 —5 г порош ка G-200 суспендирую т в 
0,05 М  Т Р И С  — НС1 буферном растворе, который содер-. 
ж и т  0,14 М  раствор  N aC l (рН  =  8,0), и о ставляю т  д л я  н а 
бухания  в течение 12 ч. Б уф ерны й раствор  готовят  так: 
в мерной колбе вместимостью  1 л р аство р яю т  8,184 г сухо
го химически чистого N aC l.  З атем  в колбу  пом ещ аю т 
6,057 Т Р И С  (трис-гидроксим етилам ином етан , м о л еку л я р н ая  
масса  101,14) и доводят  объем  водой почти до метки. Тит
руют содерж и м ое  колбы  кап л я м и  концентрированной хи
мически чистой НС1 до pH  =  8,0 (примерно 60 кап ель)  и 
доводят  объем  колбы  водой до метки. Д л я  у д ал ен и я  м ел 
ких частичек сеф ад екса  надосадочную  ж и дкость  д ек а н т и 
руют. О садок  геля  повторно суспендирую т в буферном 
растворе и .с н о в а  декантирую т. Эту операци ю  повторяют 
3— 4 р а за .  Стеклянную  колонку за к р е п л я ю т  вертикально  
на ш тативе. В основу колонки впаи ваю т стеклоф и льтр  
№  1 или пом ещ аю т стекловату , на которые перед за п о л н е 
нием колонки кл ад у т  диск из ф ильтровальн ой  бумаги. 
В верхнее отверстие колонки вставляю т воронку.

Ч ерез  воронку в колонку нали ваю т  буферный раствор  
до Уз вместимости колонки, затем  д о б а в л я ю т  суспензию 
сеф адекса .  П осле о саж д ен и я  сеф ад екса  буферный раствор 
« а д  ним отсасы ваю т и периодически в воронку д о б а в л я ю т  
суспензию сеф ад екса .  Т а к  обеспечиваю т непрерывное о с а ж 
дение частичек сеф ад екса  в колонке. Колонку зап олн яю т  
при закры том  нижнем кране. П ри образован и и  четкой г р а 
ницы р а зд ел а  м еж ду  гелем и буферным раствором  гель в 
колонке уплотняют, проп уская  буферный раствор через 
колонку в течение 24— 48 ч при открытом ниж нем кране. 
Н а  горизонтальную  поверхность геля пом ещ аю т диск ф и л ь 
тровальн ой  бумаги. П еред  ан али зом  сы воротку  крови 
центрифугирую т, а затем  0,2— 0,5 мл ее р а з б а в л я ю т  3—



4 р а з а  и осторож но наносят  на фильтр , которы й покры вает  
гель. П осле  проникновения сыворотки в гель стенки колон
ки споласки ваю т 2— 3 мл буферного раствора  и начинаю т 
элю цию  белка  из колонки. Скорость прохож дения б у ф ер 
ного раствора  д о л ж н а  составлять  12— 15 мл/ч.

Э лю ат  (по 2,5— 5 мл) собираю т в пробирки с помощ ью  
коллектора  ф ракций. В к а ж д о й  пробирке определяю т со
д ер ж ан и е  белка  по методу Л оури  или спектроф отом етри
чески при 280 нм. Р езу л ьтаты  разделен и я  белков сы ворот
ки крови и зо б р аж аю т  графически . Зак он чи в  элюцию , ко
лонку пром ы ваю т 100— 150 мл буферного раствора, после 
чего ее мож но использовать  повторно.

Следует  зам етить , что при сохранении сы воротки в те 
чение 4— 5 дней при тем п ературе  2— 40С содерж ан и е  низ- 
ком олекуляриы х  белков увеличивается . Количество белков 
третьей  низком олекулярной  ф ракци и  составляет  36— 40% , 
а при хранении увеличивается  до 50% . Общий вы ход  бел
к а — 97— 9 8 % . .
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Глава II. МЕТОДЫ ЭЛЕКТРОФОРЕЗА 

§  10. ТЕОРИЯ И К Л А С С И Ф И К А Ц И Я  М ЕТО Д О В

Э лектроф орезом  н азы вается  д ви ж ен и е  з а р я ж е н н ы х  
частиц  в ж идкости  под действием электрического  поля. 
Термин введен Л . М ихаэлисом . М етод  основан на способно
сти частичек или молекул, которы е имею т электрический 
зар я д ,  двигаться  в электрическом  поле с различной  гхоро- 
стью. С корость д ви ж ен и я  пропорциональна числу зар я д о в  
м олекулы, но зависи т  от  ф орм ы  и величины молекулы , по
скольку  эти ф акторы  т а к ж е  оказы ваю т  влияни е  на д в и ж е 
ние молекулы.

Скорость перемещ ения м акром олекул  в электрическом  
поле м ож ет  быть исп ользован а  д ля  определен ия  м о л ек у 
лярной  мдссы белков, д л я  р азд ел ен и я  м акр о м о л еку л  на ос
нове их общего з а р я д а  или ф ормы, д л я  определен ия  изм ене
ний в аминокислотном составе  при зам ене  зар я ж ен н о й  
аминокислоты на незаряж ен н ую  и наоборот, а т а к ж е  д л я  
количественного разделен и я  различны х видов молекул.

В первы е явление  эл ектр о ф о р еза  бы ло обн ар у ж ен о  в 
н ач ал е  XIX века . Так, в 1808— 1809 г. профессор М о ско в
ского университета  О. Ю. Рейс  описал  явление  д в и ж ен и я  
коллоидны х частичек в Определенном н ап равлен и и  под д ей 
ствием  электрического поля, вы званн ое  наличием  у них э л е 
ктрического за р я д а .

В конце XIX и в н ач але  XX века  электроф орез  изучали, 
главны м  образом , н а б л ю д а я  з а  движ ени ем  достаточно 
крупных частичек под  микроскопом. В 1937 г. А. Тизелиус
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скон струи ровал  прибор д ля  разделен и я  белков в растворе 
с оптической регистрацией. Этот прибор д а в а л  в о зм о ж 
ность определить процентное соотношение ф ракц и й  и их 
подвиж ность. Н аи б о л ее  удобным о к а з а л с я  т а к  н азы ваем ы й 
«зональны й» электроф орез ,  разли чн ы е  модификации кото
рого появились в последние годы.

В настоящ ее  врем я э л е к т р о ф о р е з о м  н азы ваю т  
перемещ ение в электрическом  поле относительно больш их 
частичек суспензии или коллоидов  (ранее  н азы ваем ы й  к а 
та ф о р е зо м ) .  П ерем ещ ени е  ни зком олекулярн ы х  э л ектр о л и 
тов н азы в аю т  и о н о ф о р е з о м ,  а отделение ни зком олеку
л яр н ы х  ионов от вы соком олекулярны х —  э л е к т р о д и а -  
л  и з о м. Д в и ж ен и е  ж идкости  через полупроницаемую  
перегородку под влиянием  прилож енного  извне электричес
кого н ап ряж ен и я  н азы вается  э л е к т р о о с м о с о м .

П ротивополож н о за р я ж е н н ы е  частицы одной величины 
или одинаково  з а р я ж е н н ы е  частицы различной массы  д в и 
ж утся  в электрическом  поле с различной скоростью.

В зависимости  от зад ач и  эксперим ента вы деляю т п р е 
п а р а т и в н ы й  и а н а л и т и ч е с к и й  электроф орез . 
П р еп ар ати вн ы й  электроф орез  используется  д л я  получения 
относительно больш их количеств чистого м атер и ала .  А н а 
литический электроф орез  применяется  д л я  контроля чисто
ты, определения  количества  компонентов в смеси, их соот
ношения и др.

Если р а зд ел я ю т  вещ ества в количестве 0,1 г, то говорят  
о м а к р о э л е к т р О ф о р е з е .  Р азд елен и е  веществ м ень
ше 1 м г  проводят  м и к р о э л е к т р о ф о р е з о м .  П ри р а з 
делении веществ в количестве 1 0  мг говорят  о п о л  у- 
м и к р о э л е к т р о ф о р е з е .  Н и з к о в о л ь т н ы й  э л е к 
тр о ф о р ез  имеет место  при использовании н ап р яж ен и я  до 
1000 В, в ы с о к о в о л ь т н ы й  — при использовании н а п р я 
ж ен и я  свыш е 1000 В.

М етодом  эл ектр о ф о р еза  м ож н о р азд ел и ть  белки, поли 
сахариды , ферменты, токсины, фосфорны е -эфиры, б ак тер и 
альны е антигены, вирусы, витамины, антибиотики и д р у 
гие вещества..

Э лектрические за р я д ы  м олекул  белка  в растворе  возни
каю т  к а к  в р езу л ьтате  диссоциации ионогенных групп 
(— С О О Н , — N H 2), т а к  и вследствие адсорбции ими ионов 
из раствора . Это явление  известно под  назван и ем  двойно
го электрического  слоя. К ол л о и д н ая  частичка белка  вм ес
те с ее диф фузионны м  двойным слоем об р азу ет  единую 
кинетическую систему. Д в и ж ен и е  коллоидной частички бу
д ет  зави сеть  лиш ь от общего з а р я д а  всей системы, а не от 
з а р я д а  на поверхности сам ой частички.
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Н али ч и е  двойного электрического  слоя обусловливает  
появление электрокинетического  потенц иала  (^-потенциа
л а ) .  В еличина и з н а к  электрокинетического  потенц иал  а 
определяю т скорость и нап равлен и е  д ви ж ен и я  белковой 
частички в электрическом  поле. П оскольку  свободный з а 
р я д  белковой м олекулы  определяется  ионизацией в первую 
очередь амино- и карбокси льны х тр у п п , электрокинетичес- 
кий потенциал молекулы будет зави сеть  от pH  среды.

К а ж д ы й  индивидуальны й белок х ар актер и зу ется  величи
ной электрокинетического  потенц иала  при определен ны х у с 
ловиях  pH , определенной ионной силе и тем п ературе  р а с 
твора  и, кроме того, кривой зависимости  этого потенциала 
от концентрации водородных ионов. Это созд ает  в о з м о ж 
ность разделен и я  растворенной смеси белков на отдельны е 
компоненты. В том случае, если белки при различном  х и м и 
ческом составе  имеют одинаковы й электрокинетический 
потенциал, они электроф оретически  неразделим ы . Смесь 
таки х  белков будет электроф оретически  гомогенной.

П о д р о бн ая  теория эл ектр о ф о р еза  сл о ж н а  и полностью 
ещ е не р азр аб о тан а .  Д л я  понимания принципов и сп ользо
вания метода в различны х целях  достаточно его простого 
описания. Во многом электроф орез  н ап ом и нает  седи м ен та
цию, т а к  ка к  к объем у  п ри клады вается  сила, которой о к а 
зы вает  сопротивление вязкость  среды.

.Скорость д ви ж ен и я  белковы х частичек описывает  у р а в 
нение А л ексан д ер а  — Д ж о н с а .  Е сли  частичка имеет э л е к 
трический з а р я д  g,  а н ап ряж енность  электрического  по
ля  Е,  то сила, вы зы в аю щ ая  дви ж ен и е  частичек, равн а  g E ,  
т. е. частичка будет двигаться  с конечной скоростью, вел и 
чина которой определяется  из условий равновесия  м еж ду  
электрической силой и сопротивлением среды. Если  частич
ка сферической ф ормы, то по за ко н у  С т о к с у

g E  =  б7ТГГ,и,

где 1} — вязкость  среды; г — радиус частичек; v  — ско
рость д виж ени я . О тсю да скорость д виж ени я

у  =  . * Е  .
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В определенной среде с вязкостью  г|, при одной и той ж е  
нап ряж енности  электрического  поля Е,  скорость д виж ени я  
ионов будет зависеть  от  р а зм е р а  частичек и от их эл е к т р и 
ческих зарядов .

Д л я  определения коллоидов, особенно белков, в п о 
следнее время ш ироко использую тся:
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1 ) метод свободно дви ж у щ ей ся  границы , который н а з ы 
ваю т просто методом д ви ж ущ ей ся  границы, или ф р о н тал ь 
ным электроф орезом ;

2 ) метод  зонального  эл ектроф ореза ,  электроф орез  на 
носителе;

3) микроскопический (ультрам икроскопический) метод;
4) им м уноэлектрофорез;
5) изоэлектрофокусирование;
6 ) изотахофорез.

§ 11. Ф РО НТАЛЬНЫ Й Э Л Е К Т РО Ф О РЕ З

Ф ронтальны й электроф орез  — один из первых методов, 
п редлож енны й еще в 1937 году А. Тизелиусом, его н а з ы в а 
ют ещ е классическим методом электроф ореза .  В эл ек тр о 
ф орезе  с подвиж ной границей м акром олекулы  присутству
ют во всем объем е раствора  и полож ение м олекул (п р ак ти 
чески границ а , о тд е л я ю щ а я  растворы  от раствори теля)  
к ак  функцию  времени определяю т оптическим способом. 
Ф рон тальны м  электроф орезом  изм еряю т скорость д в и ж е 
ния границы  р а зд ел а  м еж д у  белковым раствором  и его 
растворителем .

Суть этого метода состоит в следую щем. В U -образную 
трубку  под  буферный раствори тель  н асл аи в аю т  раствор 
белка  так ,  чтобы м еж д у  обоими растворам и  о б р азо в ал ась  
границ а  р а зд ел а .  В оба колена трубки  п ом ещ аю т эл е к тр о 
ды, соединенные с источниками постоянного электрического  
поля. П ри прохож дении тока  частички начинаю т перем е
щ аться  единым фронтом, отсю да н азван и е  — ф ронтальны й 
электроф орез.

Принципы, полож ен ны е в основу конструкции прибора 
Тизелиуса, не изменились до  наш их дней. П озднейш ие усо
верш енствования  коснулись ли ш ь  деталей . О сновная часть 
прибора — U -образная  и зм ери тельная  ячей
ка  состоит из ниж ней У, двух  средних 2, 3 
и двух верхних 4  секций (рис. 20) ,  им ею 
щ их одинаковое  прям оугольное сечение.
Секции могут сдвигаться  в горизонтальном  
н ап равлени и  относительно друг  друга . Д л я  
этого плоские поверхности их кон такта  при
ш ли ф ован ы  и см азаны . И сследуем ы м  раст
вором зап олн яю т  в н ач але  ниж ню ю  секцию 
У. З а т е м  с помощ ью  специального  приспо
собления, обеспечиваю щ его плавность д в и 
ж ен ия , эту секцию сдвигаю т в сторону, р а 
зо б щ ая  ее с верхними секциями 2, 3, 4.

-  +

Рис. 20. Схема 
кюветы к при
бору Тизелиу

са.
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С редние секции 2,3 пром ы ваю т; одну сторону зап олн яю т  
раствором, другую  —  раствори телем . Н акон ец , зап олн яю т  
и за к р ы в а ю т  секции '4 и сосуды д ля  электродов; все устрой
ство погруж аю т в водяной термостат.

П осле  установления  в ячейке тем п ературы  секции пере
двигаю т на их п ервон ачальны е места. О б р азу ю тся  две  р е з 
кие границы  м е ж д у  раствором  и растворителем . Д о б а в л я я  
буферный раствор  в один из сосудов д л я  электродов  и у б а в 
л я я  в другом , осторож но вы водят  обе границы  на ж ел аем ы й  
уровень в средней секции ячейки. З а т е м  присоединяю т э л е к 
троды  к источнику постоянного тока  и с помощ ью  оптиче
ского устройства  н аб л ю д аю т  за  перемещ ением  границ . Н а 
блю дение ведется  в н а п р а в л е н и е  перп ен ди кулярном  плос
кости изгиба ячейки.

Г лубина ячейки д о л ж н а  быть по возм ож н ости  большой, 
чтобы обеспечить достаточно длинный путь светового луча, 
с помощ ью  которого ведется наблю дение. П р а к т и к а  п о к а 
за л а ,  что глубина около 25 мм явл яется  оптим альной . Ш и 
рина ячейки д о л ж н а  быть небольшой, чтобы обеспечить 
достаточный отвод тепла, вы деляем ого  при прохож дении 
электрического  тока. Уменьшение ширины кюветы связано 
с электроосмосом. Величина электроосм оса  зависи т  от  м а т е 
р и а л а  стенок. О п ти м ал ьн ая  ш ирина ячейки д л я  стекла  со
с т ав л я е т  2— 3 мм. П рим енен ие  органического  стек л а  д ал о  
возм ож н ость  уменьш ить ш ирину до 0,4 мм.

Э лектроды . В приборе могут прим еняться  лю бы е  э л е к 
троды: платиновые, серебрян ы е  или угольные. Е сли  на 
эл ек тр о д ах  вы деляется  газ , следует  обеспечить его отвод. 
О бразую щ и еся  продукты  эл ектр о л и за  могут иметь плот
ность, отли чаю щ ую ся от плотности о кр у ж аю щ его  раствора . 
Сосуды д ля  электродов  необходимо конструировать  так, 
чтобы возни каю щ им и конвекционными потоками продукты 
эл ектр о л и за  не заносились в изм ерительную  ячейку.

Ч а щ е  всего использую т серебряны е электроды , покры 
тые слоем хлорида серебра  и погруж енны е в насыщ енный 
раствор  N aCl, который н али вается  в ниж ню ю  часть  сосу
дов. Во врем я  опыта на катоде  происходит электрохим и чес
кое восстановление серебра , а на аноде —  о б р ат н а я  р е а к 
ция, п р и во дящ ая  к  накоплению  A gC l. П ри  повторных 
опы тах анод  и като д  м еняю т местами. П ервон ачальн ое  
о саж д ен и е  A gC l на  электроде  проводится  т а к ж е  эл ектр о х и 
мически.

Р а зм е р  сосудов д ля  электродов  д о л ж е н  быть тем б о ль 
ше, чем больше длительность опы та и сила тока ,  чтобы 
ионы из области  вбли зи  электродов  не успели попасть в 
ячейку и изменить в ней состав электролитов.
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Оптические системы. Д л я  наблю дения  за  движ ением  
границ ы  м ож н о использовать  лю бое различие  в оптичес
ких свойствах р аство р а  и раствори теля :  светорассеяние, по
глощ ение в видимом и ультраф и олетовом  свете, разли чи я  в 
п о к азател е  прелом ления  и т. д. А бсорбционные методы, 
особенно в видимом свете, требую т очень простой а п п а р а 
туры  и часто применяю тся в зональном  электроф орезе . 
П ри  ф ронтальн ом  электроф орезе  применяю тся исклю чи
тельно методы, основанные на р азли ч и ях  в п о казател е  пре
лом лен ия  —  реф ракци онны е и интерференционные — 
вследствие их универсальности  и возмож ности  точно оп р е 
делять  не только  полож ение границы, но и ее форму.

В реф ракци онны х  м етодах  используется явление о ткл о 
нения светового луча, проходящего через среду  с  гр ади ен 
том п о к а за те л я  прелом ления  в сторону больш его  п о к а з а 
теля. Б ы л и  предлож ены  следую щ ие методы: м етод  ш к ал ы  
(м етод  Л а м м а ) ,  теневой метод  (предлож ен  А. Тизелиу- 
сом ), методы, основанны е на применении вертикальной  (дое- 
тод  Ф илпота и С венссона) и наклонной (предлож ен  
Г. В. Троицким) цилиндрической линзы . Все э т и 'м е т о д ы  
регистрирую т гради ент  п о к а за те л я  преломления, преиму
щ ество их зак л ю ч ается  в наглядности  получаемы х электро- 
ф ореграм м .

В 50-х годах  предлож ены  различны е варианты  интерф е
ренционных оптических систем, которые все ч ащ е  при м ен я
ются в современных при борах  д л я  наблю дения  за  границей  
р а зд ел а  м еж д у  растворам и .

Термостатирование. Д л я  лучш его  отвода теп ла  ячейку 
или весь прибор, вклю чая  сосуды д ля  электродов, погру
ж а ю т  в водяной термостат . А. Тизелиус п редлож и л  поддер
ж и в а ть  тем п ературу  терм остата  вблизи точки наибольш ей 
плотности исследуемого раствора . В этой точке (д ля  чистой 
воды вбли зи  4°С) коэфф ициент объемного  расш и рения  
м ал , и опасность возникновения тепловой конвекции ум ен ь
ш ена. Точки м аксим альн ой  плотности разб авл ен н ы х  вод 
ных растворов  электролитов , которы е применяю тся при 
электроф орезе , на 1— 2°С ниж е, чем у воды. П о д д ер ж и в ая  
тем п ературу  около 1°С, мож но рабо тать  при значении ко 
эф ф ици ен та  объемн ого  расш и рения  на порядок меньше, 
чем при комнатной. Н и зк а я  тем п ер ату р а  д ае т  дополнитель
ное преимущ ество при исследовании легко  д ен атури рую 
щ их объектов.

Концентрация раствора. Ионы дви ж утся  тем  быстрее, 
чем больш е н ап ряж енность  поля в растворе. И сп о л ьзо ва 
ние поля с высокой напряж енностью  ускоряет  опыт и 
у м ен ьш ает  диф фузионное разм ы ван и е  границ. О днако
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чрезмерно б ольш ая  нап ряж енность  поля приводит к пере
греву и возникновению конвекции. Уменьшение эл ектр о п р о 
водности, т. е. концентрации электроли та  в растворе, увел и 
чивает  допустимую н ап ряж енность  поля. Уменьшение кон
центрации электроли та  в растворе  выгодно и тем, что при 
физико-химических исследованиях теоретическая  интерпре
тация  результатов  электроф оретических изменений тем 
легче, чем больше р азб авл ен  раствор. П редельное р а з б а в 
ление белка определяется  не чувствительностью  оптики, а 
с табильностью  границы раствора.

Чем больш е разность концентраций, следовательн о  и 
плотностей на границе, тем более устойчива она к действию 
тепловой конвекции и других ф акторов . В елика  вероят
ность возникновения конвекционных полей при анали зе  
смесей, в которых имеются компоненты с  очень малой 
относительной конвекцией. Обычно считают, что рассеи вае 
м ая мощность м ож ет  доходить до 0,2 Вт/см 3 при п р а в и л ь 
но вы бранны х р а зм е р а х  ячейки и рабочей темп ературе , т. е. 
местный перегрев м ож ет  достигать  0,'4°С, а изменение плот
ности — 0,001% . Но и при таки х  условиях  в тех о б л а с т я х  
электроф оретической  ячейки, где градиент  концентрации 
м ал , часто н аблю даю тся  конвекционные потоки, пр о явл яю 
щ иеся в виде острых пиков на д и агр ам м е . По этим причи
нам концентрация белкового раствора  д ля  ан а л и за  в ы б и р а 
ется от нескольких единиц до нескольких десяты х про
цента.

К роме сам ого  белка, раствор  содерж и т  ионы иных э л е 
ментов, входящ их в буферны е системы, используемые д ля  
п оддерж ан и я  pH  среды, н ей тральны е соли и т. д. Точный 
электроф оретический ан ал и з  белковой смеси возм ож ен 
только  в том случае, если концентрация электроли та  в р а с 
творе  значительно превы ш ает  эквивалентную  кон центра
цию белка. Этим ограничивается  м ин и м альн ая  кон центра
ция электролита  в растворе, которая определяет  в основном 
его электропроводность и вы бирается  обычно в пределах  
0,2— 0,05 М.

Расчеты электрофоретической подвижности по «идеаль
ной» электрофореграмме. З а р я ж е н н ы е  частички д ви ж у тся  в 
электрическом  поле равном ерно  со скоростью  и, пропор
циональной н ап ряж енности  электрического  поля Е:

V =  и Е .

К оэф ф ици ен т  пропорциональности и, численно равный 
скорости д виж ени я  частички при Е =  1 В/см, н азы ваю т  
э л е к т р о ф о р е т и ч е с к о й  п о д в и ж н о с т ь ю  д а н 
ной частички.
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Если через электроф орети ческую  ячейку с сечением S,  
с о д ер ж ащ у ю  раствор  электроли та  с удельной эл ек тр о п р о 
водностью б, проходит ток I, н ап ряж енность  поля в ней 
будет  равн а :  E  =  i /6S.

З а  врем я t граница, о б р азо в ан н ая  в растворе  опреде
ляем ы м и  ионами, переместится  на расстояни е  A x  =  vt; п од 
ставив значения и и Е,  получим:-.

П ри условии, что i t = q ,  где q —  количество электриче
ства, прош едш ее через раствор,

u =  ^ L .  
я

Это уравнение  д ля  определения электроф оретической  
подвижности. Э лектропроводность раствора  определяю т 
предварительно  в специальном сосуде, кали брован н ом  по 
раствору  с известной' электропроводностью . Обычно исполь
зую т 0,1 М  раствор  К О .

П ри ан а л и зе  слож ной  смеси м ож н о  определить  ее коли
чественный состав. Д л я  этого нуж но найти соотношение 
м еж д у  п лощ адям и  соответствующ их пиков гради ента  по
к а з а т е л я  преломления, если используется оптика Свенсона.

О бласти  применения фронтального  электроф ореза  сле
дующие:

1. О пределение электроф оретических свойств индивиду1 
альны х белков. Это один из немногих методов, даю щ ий 
возм ож ность определить с очень высокой точностью по
движ ность и изоэлектрическую  точку белка, которые я в л я 
ются его важ н ой  характеристикой . Н уж н о  только  помнить, 
что к а ж д о е  измерение д ае т  характеристики , сп раведли вы е 
лиш ь д ля  определенны х значений pH, ионной силы  и со
с тава  буферного раствора.

2. Э лектроф оретич еская  подвиж ность зависит от р а з м е 
ров, формы, числа з а р я ж е н н ы х  групп м акром олекулы , кото
рые часто нельзя о б н ар у ж и ть  другими методами. И зм ен е 
ния, вы званны е разл и ч н ы м и  химическими воздействиями, 
небольш ие химические различия  и т. д. могут быть легко 
зам ечены  при ф ронтальном  электроф орезе .

3. Количественное изучение ассоциации и диссоциации* 
белков с другими компонентами — белками, нуклеиновыми 
кислотами, полисахаридам и  и др.

4. О пределение однородности индивидуального белка. 
Хотя р азр е ш а ю щ а я  способность метода невелика, иногда 
присутствие компонента с м ало  отличаю щ им ися  подвиж но
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стями проявляется /В  расш ирении границы  в процессе дви- 
_жения. В некоторых с л у чаях  белки, счи тавш иеся  одн о р о д 
ными, р азд ел я ю тся  на и н ди видуальн ы е компоненты при 
крайних значениях  pH  или очень длительном  электроф орезе .

5. Р а зд е л е н и е  смесей белков, особенно белков сы ворот
ки крови, а т а к ж е  экстрагирован ны х  из разли чн ы х  органов 
и ткан ей  животных-ш растений. К ачество р азд ел ен и я  и точ 
ность определения  состава  сильно за в и с я т  от состава , pH 
и ионной силы  буферного раствора . В аж н ы м  явл яется  т а 
кой вы бор  pH , когда  все компоненты смеси за р я ж е н ы  
одноименно — это ум еньш ает  опасность ассоциации и в ы п а 
дения осадка .

П ри различны х  патологических н аруш ениях  в о р га н и з 
ме часто н аблю даю тся  определенны е изменения в составе  
и электроф оретическом  поведении белков, поэтому д ан ны е  
ф ронтального  эл ектр о ф о р еза  сущ ественны д ля  ф изиологи
ческих и клинических исследований.

Д л я  препаративного  разделен и я  смесей м етод  м ал о  при
годен, потому что в чистом виде м о ж ет  быть вы делен  т о л ь 
ко сам ы й  быстрый (на восходящ ей стороне) и сам ы й  м ед 
ленный (на нисходящ ей стороне) компонент смеси, д а  и то 
ли ш ь  частично. К ром е того, сам оизвлечен йе  компонентов из 
узких областей  легко  конвектирую щ его раство р а  требует  
больш их навыков. Ограничением  к  применению метода 
явл яется  т а к ж е  необходимость работы  со сравнительно  
больш ими кон центраци ям и  белка и невозм ож ность прим е
нения других  методов ан ал и за ,  кром е оптических.

Ф ронтальны й электроф орез  не применим д л я  ан а л и за  
смесей н и зком олекулярны х веществ.

§  12. З О Н А Л Ь Н Ы Й  Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З

Зо н ал ьн ы й  электроф орез  н азы в аю т  ещ е э л ектр о ф о р е 
зом на инертном носителе, или электроф орезом  в поддер
ж и ваю щ ей  среде. Суть м етода закл ю ч ается  в том, что 
электроф орез  проводят  в порах  какого-ли бо  твердого  м а 
тери ала ,  и поэтому отп адаю т  трудности, св язан н ы е  с т е п л о 
вой конвекцией и введением пробы. Но возни каю т специ
фические проблемы: возм ож ность адсорбции исследуемого 
вещ ества  на поверхности р азд ел а  ф а з ,  электроосмотическое 
движ ени е  ж идкости  в  порах, влияние  неоднородности под
дер ж и ваю щ ей  среды и др. Н есм отря  на это, электроф орез  
на  твердом  носителе ш ироко распространен  в лабораторн ой  
и клинической п ракти ке  б лаго д ар я  простоте апп аратуры , 
скорости и хорош ем у качеству  р азделен ия , возмож ности  
разд ел я ть  разл и ч н ы е  классы  веществ, способных к  иониза-
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ции в водной- среде — от белков и нуклеиновых кислот до 
неорганических соединений.

К  твердом у  носителю п редъ являю тся  следую щ ие тр ебо 
вания: м атер и ал  до лж ен  иметь однородные поры р азм ера ,  
соответствующ его р азд ел яем ы м  компонентам , быть нерас
творим ы м  и химически устойчивым в широком интервале 
pH , о б л а д а ть  м еханическими свойствами. Н аи б о л ее  ж е с т 
ким требовани ем  явл яется  отсутствие адсорбции исследуе
мых веществ да поверхности носителя и незначительный 
электроосмос. П о ка  не найдены  м атери алы , полностью 
инертные во всех случаях , особенно по отношению к  б ел 
кам.

В качестве  носителя м ож н о использовать  асбестовое 
волокно, стек ло  в виде волокон, ткани , порош ка или ш ар и 
ков, пористую резину, диатом овы й ил' и т. д. Н о  наиболее 
удовлетворяю т пр ед ъ являем ы м  требован и ям  порошки цел 
лю лозы  и кр а х м а л а ,  а из листовых м атер и ало в  —  бум ага  и 
ацетат-ц еллю лозны е  мембраны.

П ри р а б о т е  с пористым носителем поверхность р азд ел а  
ф а з  очень вели ка  и д а ж е  сравнительно с л а б а я  адсорбция 
м о ж ет  привести к полной неудаче при электроф орезе . П р и 
чины адсорбции не всегда  достаточно ясны. Очевидно, 
адсорбци я  пептидов и аминокислот  с в я за н а  с наличием  ио
низированны х групп на поверхности носителя. В ц ел л ю л о 
зе и в меньш ей мере в к р а х м а л е  содер ж атся  свободные 
карбокси льны е  группы, которы е при высоких значениях  pH 
за р я ж е н ы  отрицательно, поэтому опасность адсорбции 
м а л а  д л я  отрицательно  з а р я ж е н н ы х  и велика  д л я  п о л о ж и 
тельно з а р я ж е н н ы х  групп. Д л я  уменьш ения з а р я д а  бумаги 
м ож н о этериф ици ровать  карбокси льны е  группы д и азо м е
таном . С белкам и  рекомендуется  рабо тать  при p H  вы ш е 
их изоэлектрической точки, когда электростати ческое  о т 
т а лк и в ан и е  препятствует  адсорбции. Э тот  эф ф ек т  мож но 
усилить, используя  «ионообменную» бумагу, в которой с по
верхностью целлю лозн ы х  волокон химически связан о  зн а ч и 
тельное число ионизированны х групп с з ар ядо м , противо
полож ны м  з а р я д у  исследуемого иона. ^

Д л я  уменьш ения адсорбци и  белков применяю тся д етер 
генты, иногда помогает п ред вари тельн ая  о б р аб о тк а  носите
л я  раствором  исследуемого белка. Н есм отря  на  это, адсорб 
ция все-таки н аб л ю д ается  при электроф орезе  на твердом 
носителе (особенно д ля  б е л к о в ) . О б р а т и м а я  а д 
с о р б ц и я  п роявляется  в уменьш ении скорости д виж ени я  
и в образован ии  «хвостов» у дви ж у щ и х ся  зон, что у х у д ш а
ет р азд елен и е  и за т р у д н яе т  количественный ан али з .  Н  е- 
о б р а т и м а я  а д с о р б ц и я  приводит к  тому, что на
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всем пути зоны остается  равном ерны й «след» — адсо р б и 
рованный белок, а количество вещ ества  в зоне постепенно 
ум еньш ается . И ногда адсорбци я  сопровож дается  д е н а т у р а 
цией белка, частичной или полной потерей его биологичес
кой активности.

П ростой способ количественной оценки адсорбции со 
стоит в том, что п редварительн о  проводится  х р о м а то гр а 
фия исследуемого вещ ества на носителе (без электрическо
го поля) и изм еряется  уд ер ж и ваем ы й  объем.

Электроосмос, З а р я д ,  сущ ествую щ ий на поверхности 
р азд ел а  ф аз, приводит к д виж ени ю  ж идкости  в порах  но
сителя во врем я эл ектроф ореза .  Если скорость этого д в и 
ж ен и я  невелика, то оно не приводит к ухудшению  р а з д е л е 
ния, т а к  к а к  все зоны перем ещ аю тся  п араллельно . Н о  при 
больш ой скорости электроосм оса  ан ал и з  услож няется:  
приходится учиты вать  его влияние и приним ать  с п ец и аль 
ные меры, д ля  того чтобы поток ж идкости  не вынес иссле
дуем ы е вещ ества  з а  пределы носителя. Кроме того, при 
сильном электроосмосе зоны могут расш и ряться . В ц ел л ю 
лозе  и к р ах м ал е  за р я д ы  на  поверхности р а зд ел а  ф аз  появ
ляю тся  при диссоциации карбокси льны х групп. П оэтому 
при pH  = 4 , 0  и ниж е электроосмос в этих носителях  мал. 
В нейтральной  и щелочной средах  он значителен.

Количество карбокси льн ы х  групп в ц еллю лозе  и к р а х 
м а л е  определяется  в значительной  мере их предш ествую 
щей обработкой . Н а  скорость д виж ени я  ж и дкости  т а к ж е  
влияет величина и ф орм а пор. П отому электроосм ос з а в и 
сит от источника получения носителя, способа его приго
товления, плотности упаковки  и других  ф акторов  и плохо 
воспроизводим.

Скорость д ви ж ен и я  ж идкости  непосредственно у г р а 
ницы р а зд ел а  ф аз  определяется  той ж е  формулой, что и 
скорость электроф ореза  крупных частичек, т. е. при прочих 
равн ы х  условиях  она пропорциональна  электрокинетичес- 
кому потенциалу на границе р азд ел а  и ум еньш ается  с по
вышением ионной силы раствора . И ногда при м ен яю т спе
циальны е способы уменьш ения электроосм оса  и его компен
сации.

Одним из способов определения скорости д ви ж ен и я  ж и д 
кости в различны х носителях  явл яется  н аблю дение  за  пере
мещением в них при электроф орезе  н езар яж ен н ы х  веществ, 
таких  к а к  глю коза , декстраи , нейтральны е ам инокислоты  в 
изоэлектрической области  и др. Д л я  этого н езар яж ен н ы е  
вещ ества  нан осят  на избранны й носитель и п роп ускаю т че
рез него электрический  ток, соблю дая  все условия, при к о 
торых проводят  электроф орез . З атем  н аход ят  м естополо
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ж ен и е  «нейтрального» вещ ества, учиты вая , что его 
перемещ ение возм ож но только  в результате  электроосмоса. 
С ледует  помнить, что «нейтральное»  вещ ество м о ж ет  в не
которых случаях  приобретать  зар я д ,  о б разуя  комплекс с 
ионами буферного раствора  (например, с а х а р а  образую т 
комплекс с ионами В О |- ).

Д ругой  способ состоит в определении перемещ ения двух 
белков, подвиж ности которых предварительно измерены 
ф ронтальны м  электроф орезом .

Э лектроф оретич еская  подвиж ность в пористом носителе 
/ меньше, чем в свободном растворе ,  д а ж е  если адсорбция 

отсутствует, т а к  как  частички в порах  перем ещ аю тся  не 
прямолинейно, а по более длинным, извилистым т р а е к т о 
риям. П о п равк а  на непрямолипейность д виж ени я  частичек 
д л я  бумаги введена Н. К ункелем  и А. Тизелиусом. О днако  
д ля  других пористых носителей это осуществить не у д а 
лось.

В зависимости от пористой среды  и техники работы  
мож но вы дели ть  следую щ ие виды электроф ореза :  эл ектр о 
форез в колонках , электроф орез  в блоках, электроф орез  в 
листовых м атер и алах ,  электроф орез  в гелях.

П ром еж уточн ое  полож ение м еж д у  ф ронтальны м  и з о 
нальны м электроф орезом  зан и м ает  электроф орез  в гради-. 
енте плотности.

Э л е к т р о ф о р е з  в гради енте  плотности

М етод  предлож ен  в 1955— 1956 гг. А. Колиным и 
Г. Свенссоном. Э лектроф орез  проводится в вертикальной 
трубке  с буферным раствором , плотность которого в о зр ас 
тает  с глубиной. Это достигается  добавлением  кркого-либо 
т яж елого  недиссоциирующ его вещ ества (чащ е всего с а х а 
розы) с переменной концентрацией. Г радиент  плотности 
дел ает  столбик ж идкости  устойчивым к тепловой  конвек
ции, небольш им вибрациям  и т. д. З атем  на каком -либо 
уровне вводится исследуемый раствор  узкой полосой. П ос
ле  заверш ен и я  электроф ореза  столбик ж идкости  р азд ел яю т  
на ф ракц и и  и анализирую т. З а  введением о б р аз ц а  и ходом 
опыта мож но н аб л ю д ать  визуально, если исследуемые ве 
щ ества окраш ены , а стенки трубки  прозрачны. Удобно д о 
б авлять  в исходный неокраш енны й раствор какой-либо  
краситель. М ож н о создать  гради ент  плотности в приборе 
Т и зелиуса  и пользоваться  д л я  наблю дения  оптикой Ф и л 
пота —  Свенссона, учи ты вая  влияние на п о казатель  пре
лом ления  сам ой сахарозы .
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В гради енте  плотности мож но р а зд ел я т ь  к а к  м алы е, т а к  
и значительны е количества  веществ. П ри м ен яя  д л я  а н а л и 
за  ради оактивную  м етку  или измерение биологической 
активности, мож но работать  с су бм и кр о гр ам м ам и  вещ ест
ва. М етод  пригоден д л я  р азд ел ен и я  н и зком олекулярны х 
веществ.

В отличие от ф ронтального  электроф ореза ,  где ум ен ь
ш ение концентрации исследуемого вещ ества  ниж е о п р ед е
ленного предела приводит к  нестабильности границ, р а зд е 
ление в гради енте  плотности тем лучше, чем меньш е эта  
концентрация, т а к  как  стабильность обеспечивается  н е з а 
висимым способом. Д а л ь н е й ш а я  р а зр а б о т к а  э л ек тр о ф о р е 
за  в градиенте плотности при вела  к  возникновению  нового 
метода — изоэлектрофокусирования .

Э л е к т р о ф о р е з  в колонках

Первые^-колонки зап о л н ял и  стеклянны м  порош ком. З а 
тем появились колонки с кр ах м ал о м  и порош ком ц ел л ю л о 
зы, которые приготовляют, о б р а б а т ы в а я -ц е л л ю л о зу  э т а н о 
лом.

К олонки применяю т д ля  преп аративного  р азд ел ен и я  и 
очистки смеси белков, пептидов, аминокислот. К р а х м а л  
особенно пригоден д л я  эл ектр о ф о р еза  сывороточны х бел
ков, которые на нем практически не адсорбирую тся. И ссл е 
дую тся т а к ж е  и другие вещ ества  в и н тервале  p H  от  2 
До 11.

Ц ел л ю л о зн ы е  колонки более универсальны . В них м о ж 
но р азд ел ять  большие количества  белков (меньш е влияние 
в я з к о с т и ) ; адсорбция т а к ж е  во многих сл учаях  меньше, чем 
в крахм але , б лаго д ар я  меньш ему со дер ж ан и ю  твердой  ф а 
зы; по той ж е  причине адсорбци я  в целлю лозной колонке 
п роявляется  в меньш ей степени, чем на бумаге.

Э лектроф орез  в колон ках  используется в основном д ля  
п реп аративн ы х  целей, д л я  аналитических целей он мало  
пригоден.

П реимущ еством  колонок является  возм ож н ость  р а зд е 
ления значительны х количеств вещ ества  при относитель
ной простоте устройства. В колон ках  легко  создать  с тан 
дар тн ы е  условия  температуры , pH , ионной силы, чего не 
всегда мож но добиться  при других п реп аративн ы х  м ето
дах. С о д н аж д ы  заполненной колонкой м ож н о рабо тать  в 
течение длительного  времени. И звлечение зон не п р ед став 
л я е т  трудностей, этот процесс легко  мож но ав то м ати зи р о 
вать.
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Э л е к т р о ф о р е з  в б ло к е

М етод  закл ю чается  в том, что электроф орез  ведут в 
специально приготовленных блоках, д л я  наполнения кото 
рых чащ е всего используется крахм ал .

С труктура  наполнителя  т ако в а ,  что после окончания 
опыта мож но вынуть из прибора целиком весь столбик 
к р а х м а л а ,  р а зр е за т ь  его на слои и "элюировать к а ж д ы й  из 
них отдельно. Ц ел л ю л о за  и другие пористые м атери алы  
м ал о  пригодны д ля  этой цели.

Э лектроф орез  в к рахм альн ом  блоке р азр або тан  Н. Кун
келем и Р. Слэтером  в 1952 г. М етод  о б л а д а е т  хорошей 
разр еш аю щ ей  способностью, о д н ако  идентиф икац ия  р а зд е 
ленны х компонентов затрудн ен а  из-за  невозм ож ности  о к 
расить  блок. М естополож ение компонентов в блоке опре
дел яю т  н аклад ы ван и ем  на блок хром атограф ической  б у м а
ги, на которую переходят  компоненты, и дальн ейш ей  ее 
окраской.

К р а х м а л  приготовляю т т а к  же, ка к  и д л я  колонок, 
т. е. кр а х м а л  декантирую т 5— 10 раз  в больш ом объем е 
дистиллированной воды; ф ракции, не "осаж даю щ иеся в те 
чение 0,5— 2 ч, отбрасы ваю т. З а те м  следует  промы вка теп
лы м буферны м раствором. Суспензии д аю т осесть, избыток 
ж и дкости  сли ваю т  и оставш ейся  пастой зап олн яю т  плоскую 
коробочку, приготовленную из органического стекла. О бы ч
ные р азм ер ы  блока 30— 80 см в длину, 3— 8 см в ширину, 
0,3— 2 см в толщ ину. Д л я  присоединения электродов  в 
кр а х м а л  на концах  блока з а к л а д ы в а ю т  полоски ф и льтро
вальной бумаги. П оверхность к р а х м а л а  вы равниваю т, у д а 
л я я  избы ток ж идкости  ф ильтровальн ой  бумагой, и при кры 
ваю т полиэтиленовой пленкой, органическим стеклом  или 
легкоп лавки м  параф ином , чтобы предотвратить  испарение.

П роба  вводится- в прямоугольную  щель, которую вы р е
заю т  поперек блока с таки м  расчетом, чтобы она не дохо
ди ла  до краев. Р аствор  пробы см еш и ваю т с сухим к р а х м а 
лом и полученной пастой зап олн яю т  щель. Таки м  способом 
м ож н о ввести несколько миллилитров  раствора , с о д е р ж а 
щего несколько десятков  м и лли грам м ов  вещ ества . Чтобы 
ввести меньш ее количество раствора, нуж но намочить в 
нем кусочек ф и льтровальн ой  бумаги и вставить в щ ель 
блока. М ож н о  ввести пробу в блок шприцом.

Б л о к  во врем я эл ектр о ф о р еза  у стан авли вается  к а к  го
ризонтально, т а к  и вертикально . П ри верти кальн ом  спосо
бе разреш ен ие  получается  лучше.

Э лектроф орез  в блоке, т а к  ж е  как- и электроф орез  в ко
лонках , применяется  д л я  преп аративн ы х целей, но нсполь-
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зуется  он гораздо  шире б л аго д ар я  простоте оборудования  
и самого процесса приготовления блока.

Э л е к т р о ф о р е з  в листовых м атери алах

Э лектроф орез  на бумаге  мож но рассм атр и вать  как
частный случай электроф ореза  в блоке. Э лектроф орез  на 
бумаге  возник в конце 40-х — н ач ал е  50-х годов и получил 
ш ирокое распространение. Он р азв и в ал ся  п ар а л л е л ь н о  с 
х ром атограф и ей  на бумаге, успешно дополняя  ее при ис
следовании н и зком олекулярны х веществ, пептидов и б ел 
ков.

М етод  д ае т  качественную  и количественную оценку,
ап п ар ату р а  и все операции очень просты, разделен ие
происходит быстро, и одновременно м ож н о исследовать
большое количество проб  (фис. 21).

П реим ущ еством  м е 
тода явл яется  в о зм о ж 
ность а н а л и за  непосред
ственно на поверхности 
бумаги: путем специ
фического о кр аш и ван и я  
зон, по ферментативной 
активности, р а д и о а к 
тивности и т. д. (рис. 
22) . '

Одним из н едостат
ков бумаги является  
за м е тн а я  адсорбц и я  и 
д ен ату р ац и я  белков на 
ней. К ром е того, на по
верхности бум аги  по
стоянно исп аряется  в о 
да, что в ы зы в а е т  дви
ж ен и е  ж и дк ости  (рео- 
ф орез) к а к  вдоль, так  
и поперек бум аж н ой  
полоски. И спарени е  во
ды ведет к увеличению 
концентрации солей бу
ферного раство р а  на 
бумаге, что созд ает  не
равном ерное  р асп р ед е 
ление  электр о п р о во д 
ности. К а к  правило, 
кон центраци я  солей

Рис. 21. Универсальный прибор для 
электроф ореза и им м уноэлектрофореза.

I

1 1 1
5 4 2  '  /3

Старт. Направление двшнетА Немовых 
фракций— —

Рис. 22. Э лектроф ореграм м а (I) и ироте- 
инограмма (11) белков сыворотки крови 

человека:
1. — ал ь б у м и н ы ; 2 —  (Zi-гл о б у л и н ы ; 3 — а 2- 
г л о б у л и н ы ; 4 — 0 -гл о б у л й н ы ; 5  — у г л о б у -  

л н н ы .
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больш е в месте, которое находится  д ал ь ш е  от электродов 
и продольной оси полосы бумаги. Д в и ж ен и е  буферного р а с 
т вора  м ож ет  происходить и под влиянием  силы н атяж ен и я  
вследствие различ ны х  уровней буферного раствора  в э л е к 
тродны х сосудах. Все это приводит к неравном ерн ом у дви 
ж ению  зон, поэтому метод не пригоден д л я  определения 
электроф оретической  подвиж ности биополимеров.

В некоторых при борах  б у м а га -за ж и м а ет с я  м еж ду  тв ер 
ды ми поверхностями или погруж ается  в непроводящ ую  
ж идкость, что п ред отвращ ает  испарение. В этом случае  
легко  добиться  воспроизводимости полож ения зон и и зм е
рить подвижность, но зоны получаю тся более ш ирокими 
вероятно из-за влияния слоя ж идкости , образую щ егося  
м еж д у  поверхностью бумаги и непроводящ ей жидкостью , 
д а ж е  если она не см ачи вается  водой.

П ри такой  конструкции прибора м ож н о легко  осущ ест
вить хороший теплоотвод  и резко повысить нап ряж енность  
поля до 200 В/см, уменьш ив время разделен и я  до  десятков  
минут. Такой электроф орез , часто в сочетании с хр о м ато 
графией, успешно применяется  д л я  быстрого разделен ия  
аминокислот, пептидов и других относительно низком оле
кулярны х соединений. Белки  этими м етодами р азд еляю тся  
плохо. В ы сокая  нап ряж енность  обусловливает  большую 
силу тока , бум ага  н агр евается /  поэтому необходимо о х л а ж 
дение.

Э лектроф орез  на бум аге  явл яется  аналитическим  и ми- 
кроп репарати вны м  методом, пригодным д л я  р азд ел ен и я  не
больш их количеств вещ еств. Б ез  чрезмерного расш ирения  
п ятна  на  бум агу  мож но нанести несколько десятков  м икро
литров  раствора.

Зон ы  на бумаге  мож но легко  ок р аш и вать  и проводить 
качественны е и количественные определения. В последнем 
случае  и зм еряю т интенсивность пятен в проходящ ем или 
о траж енном  свете, часто с автоматической записью  на д и а 
грам м е  с помощ ью денситометров различной  конструкции.

Д л я  количественной оценки эл ек троф ореграм м  часто 
используется метод элю ции с последую щ ей фотометрией. 
П оскольку  элю ирование  краси теля  редко бы вает  количест
венным, относительная погрешность такого  определения 
составляет  20% ■

В 1957 г. Коном д ля  разделен ия  белков были использо
ваны м е м б р а н ы  и з  а ц е т а т а  ц е л л ю л о з ы .  Т а 
кие м ем браны  со дер ж ат  больш е ацетатны х групп, которые 
Не проявляю т адсорбирую щ их свойств. К роме того, р а зд е 
ление гораздо  ускоряется  при более низком напряж ении . 
М еньш ий р азм ер  пятен означает, что вещ ество в них нахо-
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дится в большей концентрации, поэтому его легче о б н а р у 
жить. Н и зк а я  адсорбци я  ацетатом  приводит к меньш ему 
фону при окраш ивани и , что увеличивает  чувствительность 
об наруж ени я . П розрачность  ац етата  ц еллю лозы  д ае т  в о з 
м ож ность  осущ ествлять прямую  фотометрию , а х о рош ая  
растворим ость  в разли ч н ы х  раствори телях  п озволяет  л ег 
ко элю ировать  разделен н ы е  компоненты.

Э л е к т р о ф о р е з  в гелях

Гели, используемые в качестве  поддерж иваю щ ей  с р е д ы , ,  
имеют р я д  преимущ еств. Основным из них явл яется  то, 
что р азм ер ы  пор геля  сравн и м ы  с  р а зм е р а м и  р а зд ел я е м ы х  
м акром олекул . В этих условиях  подвиж ность частичек р е з 
ко зависи т  от их р азм ер о в  и таким  образом  вводится  д о п о л 
нительный ф актор , вли яю щ и й  на их разделение. Во многих 
гел ях  край не  м а л а  адсорбция. По этим причинам эл е к тр о 
ф орез в гелях  о б л а д а е т  высокой р азр еш аю щ ей  способно
стью по отнош ению  к  слож н ы м  белковы м смесям . Это 
особенно вы р аж ен о  в крах м ал ьн о м  и синтетическом поли
акри лам и дн ом  гелях. В этих гелях, например, мож но о б н а 
р у ж и ть  до 30 компонентов сы воротки  крови, в то врем я 
к а к  ф ронтальн ы й электроф орез  д ае т  только 5— 7 ф ракций. 
А гаровы й гель хотя и о б л а д а е т  м алой  адсорбцией по отно
ш ению к белкам , но д ае т  худш ее разделение, т а к  ка к  р а з 
меры пор в нем относительно велики. Н о  и в а га р е  отно
ш ение подвиж ностей больш их и м ал ы х  ионов ум еньш ается  
с увеличением его концентрации.

К а к  правило, электроф орез  в гелях  используется  то л ь 
к о  д ля  а н ал и за .  Д л я  п р еп аративн ы х  целей метод  м ало  
пригоден из-за  трудности извлечения вещ еств из геля, тем 
более что при разделен и и  на слои не удается  полностью 
р еал и зо в ать  высокую разр еш аю щ у ю  способность геля, 
поскольку зоны в его толщ е всегда несколько  искривлены.

В п ракти ке  эл ектр о ф о р еза  чащ е всего используются 
агаровы й, крах м ал ьн ы й  и п о л и акри лам и д н ы й  гели. И с 
пользование  а г а р а  д л я  электроф оретического  р а з д е л е 
ния бы ло п редлож ено  Г. Гордоном и др. в 1956 г. П р еи м у 
щ ества агарового  геля  следующие:- его м ож н о  приготовить 
лю бой ф орм ы  и толщ ины, он о б л а д а е т  пластичностью  при 
нагревании  и относительной плотностью при комнатной 
тем п ературе . Д л я  хорош его качества  и воспроизводимости 
электроф ореграм м  больш ое значение имеет степень очист
ки агара .

Н едостатком а г а р а  к а к  среды  д л я  эл ектр о ф о р еза  я в л я 
ется то, что в его структуре  с о д е р ж а тс я  кислы е полисаҳа-
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риды типа агаропектинов , способные о б р азо вы вать  ком
плексы  с некоторыми липопротеидам и и основными бел
ками. К ром е того, значительны й отрицательны й з а р я д  в 
структуре  а г а р а  вы зы вает  повышение скорости д виж ени я  
воды и катионов в буферном растворе, который нап равлен  
от  анода  к катоду, вследствие чего белки с  низкой эл ектр о 
форетической подвиж ностью  перем ещ аю тся  от места с т а р 
т а  к  к ато д у  (электроэн досм ос) .

Эти недостатки м ож н о устранить, используя преп арат  
агар о зы  — агар , очищенный от агаропектина. Гель а га р о 
зы  более прозрачны й, чем гель  а гар а ,  м еханически более 
прочен и электронейтрален .

Х орош ие результаты  получаю т с 1%-м агаром , который 
в разогретом  виде, нан осят  на стеклянны е пластинки. П о с 
ле  эл ектр о ф о р еза  пластинки с агар о м  мож но окрасить. П о 
сле вы сы хания  они достаточно прозрачны , чтобы мож но 
было провести количественное определение прямой ф о то 
метрией.

А гаровы й гель не имеет свойства молекулярного  сита, 
поэтому р а зр е ш а ю щ а я  способность его низка.

Э лектроф орез  в к р а х м а л ь н о м  г е л е  р а зр а б о та н  
в 1955 г. О. Смитисом. Гель к р а х м а л а  имеет свойство м о 
лекулярного  сита, поэтому р азделен ие  в нем биополимеров 
осущ ествляется  не только  по величине электрического з а р я 
да , но и по р а зм е р а м  молекул , что обеспечивает  больш ую  
разр еш аю щ у ю  способность. И спользуется  д л я  исследова
ний, связан н ы х  с идентиф икацией  типов гемоглобинов, изо
ф ерментов, наследственно детерм ин ированны х белков и др.

В оспроизводимость эл ектроф ореграм м  зависи т  от т щ а 
тельности приготовления геля. К р а х м а л  необходимо п ред 
варительно  частично гидролизовать  нагреванием  в кислой 
среде  при тщ ательн о  контролируем ы х условиях. П осле  гид
ролиза  м атери ал  хорош о пром ы ваю т водой, о безвож и ваю т  
и высуш иваю т. П риготовленны й таки м  об р азо м  кр ах м ал  
см еш и ваю т  с  буферны м  раствором  (13— 15 г к р а х м а л а  на 
100 мл буферного раствора)  и нагреваю т  до тех пор (80— 
90°), пока вязкость раствора  значительно не понизится. 
З атем  ж и дк о сть  д еаэр и р у ю т  при пониж енном давлении, 
з а л и в а ю т  в прям оугольную  ф орм у слоем толщ иной 3— 
6 мм и с т ав я т  в холоди льник  на несколько часов. П ростей
ший прибор устроен так  ж е , к а к  и д л я  эл ектр о ф о р еза  в 
к рахм альн ом  блоке.

Ч асто  сочетаю т электроф орез  с хром атограф ией , осо 
бенно при разделен ии  большого числа компонентов смеси, 
наприм ер сы воротки крови. С ы воротку с н а ч а л а  р азд ел яю т  
на бумаге, зоны не фиксируют, а в л аж н у ю  бумагу  п р и ж и 
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м аю т к  поверхности крах м ал ьн о го  геля  и проводят  д о п о л 
нительно электроф орез  в геле в перпендикулярном  н а п р ав 
лении. П осле  окончания  эл ектр о ф о р еза  зоны проявляю т 
д л я  сопоставления с результатам и  эл ектр о ф о р еза  сы ворот
ки крови на бумаге. М етод  н азы ваю т  двухмерны м  эл ектр о 
форезом.

Н едостатком  данного  метода эл ектр о ф о р еза  явл яется  
то, что эф ф ективность  его зависи т  от качества  сам ого  геля, 
приготовляемого  из природных продуктов, свойство которых 
не всегда одинаковы . К роме того, крах м ал ьн ы й  гель непро
зрачны й, что усл о ж н яет  идентиф икацию  и количественное 
определение отдельны х ф ракций. Д л я  количественного фо- 
том етрирован ия  о к р аш ен н ы х  зон необходимо провести 
предварительн ое  просветление фона.

П о л и а к р и л а м и д н ы й  г е л ь  ввел в прак ти ку  
Д ж .  Р ай м о н д  в 1959 г. Э тот  гель п ред ставляет  собой п р о 
д у кт  сополим еризации акрил  ам ида  и какого-нибудь агента, 
который сш и вает  акри лам и д . Ч а щ е  всего таки м  аген 
том явл яется  N, N ' -метилен-бмс-акриламид. Б л а г о д а р я  о б 
разо ван и ю  поперечных связей м е ж д у  соседними п о л и ак 
ри лам идны м и цепями, которые н арастаю т , такой  гель и м е
ет строение трехмерной сетки.

Вязкость, эластичность и прочность геля  за в и с я т  от сте
пени полимеризации (от длины  цепей) п оли ак р и л ам и д а ,  а 
т а к ж е  от степени сш ивания  (от количества  N, N ' -метилен- 
б ы с-акрилам ида) .  Степень полимеризации и степень с ш и в а 
ния определяет  плотность геля, который м ож н о о х а р а к т е 
ризовать  средним  разм ером  пор. Этот ф актор  имеет  боль
шое значение при разделен ии  м олекул различной  ф орм ы  и 
массы по принципу молекулярного  сита. Средний диам етр  
пор у 7,5% гелей равен  5,0 нм, а у  30%  — около 2,0 нм.

И менно потому, что поли акри лам и дн ы й  гель явл яется  
синтетическим продуктом полим еризации , он имеет р яд  
полож ительны х качеств: химическую стабильн ость  и инерт
ность, прозрачность, лаби льность  строения (что д ае т  воз
м ож ность  получать гели с необходимой величиной пор) ,  
отсутствие адсорбции и электроосм оса, стабильность  отно
сительно изменений p H  среды  и темп ературы , нераствори 
мость в больш инстве  растворителей. П о л и акр и л ам и дн ы й  
гель мож но получить с хорошей воспроизводимостью  из 
аналитически  чистых исходных веществ.

Э лектроф орез  в п олиакрилам идном  геле, к а к  и в к р а х 
мальном, имеет высокую р азр еш аю щ у ю  способность, пото
му что в нем объединены  д в а  принципа: р азд елен и е  по 
электроф оретической  подвиж ности и на основе эф ф ек та  мо
л ек улярн ого  сита. Э ф ф ект  м олекулярного  сита связан  с
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тем, что гели отличаю тся от ж и дких  сред  больш ей в я зк о 
стью и высоким сопротивлением трения. Частички, которые 
д ви ж у тся  в гелях, испыты ваю т в зависимости от своих р а з 
меров различное сопротивление трения и поэтому р а з д е л я 
ются не только  по своим за р я д а м ,  а и «просеиваю тся» в з а 
висимости от р а зм е р а  и формы молекул. Эфф ективность 
электроф ореза  в крах м ал ьн о м  геле в больш ой мере з а в и 
сит от качества  сам ого  геля, свойства которого не с тан 
дартн ы  потому, что это природный продукт. П о л и а к р и л 
амидный гель получаю т при постоянных условиях  из ве 
щ еств определенного химического строения и относительно 
высокой степени чистоты, поэтому получаем ы е результаты  
легко  воспроизводимы. К роме того есть возм ож н ость  ш иро
ко варьи ровать  плотность сетки геля, при изменениях кон 
центрации от 2 до  30% (в пересчете на а к р и лам и д)  гель 
остается  прозрачным.

Э лектроф орез  в п олиакрилам идном  геле проводится  в 
колон ках  с гелем (рис. 23) или на п ластинках  геля 
(рис. 24). В последнее врем я колонки быстро вы тесняю тся 
п ластинкам и  геля, использование которых д ает  в о зм о ж 
ность одновременно на одной пластинке  ан али зи ровать  
больш ое число проб. Этот вид электроф ореза  наиболее гиб
кий и ш ироко используется д л я  ан а л и за  и разделен и я  
м акром олекул .

Г ель-электроф орез  в присутствии до деци л сул ьф а та н а т 
рия (Д С П )  м ож н о использовать д ля  определения м олеку
лярной  массы  белков (К. Вебер и М. Осборн, 1969). П ри 
рН  =  7 в 1% -м растворе Д С П  и 0,1 М  растворе  меркапто- 
эт а л о н а  больш инство многоцепочечных белков связы вает  
Д С П  и диссоциирует, дисульф и дн ы е связи  р азр ы в аю тся  мер- 
каптоэтанолом , вторичная структура исчезает, в результате  
чего комплексы , состоящ ие из субъединиц белка  и Д С П ,

+'

Рис. 23. П рибор для 
гель-электрсф ореза в к о 

лонке:
1 — п р о б а ; 2 —  б уф ерн ы й  

р а с т в о р ; 3 — гел ь .

Рис. 24. П рибор для  электроф ореза 
на пластинках геля:

1 —  п роб ы  (с е м ь ) ; 2  — б у ф ер н ы й  р а с 
т в о р ; 3  — г е л ь ; а  — в и д  с п е р ед и ; б  — 

в и д  с б о к у .
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ЦМ-Ю Рис. 25. Г раф ик зависим ости lg М  от под ви ж 
ности белка д л я  определения м олекулярной 
м ассы  методом электроф ореза в Д С Н -полиа-

крилам идном  геле:
I  —  а л ь б у м и н  б ы ч ь ей  сы в о р о тк и ; 2  — к а т а л а з а ;  3 — 
я и ч н ы й  а л ь б у м и н ; 4  — к а р б о к с и п е п т и д а за  А; 5  — 

х и м о тр и п си н о ген ; 6  — л и зо ц и м .

п риобретаю т беспорядочную конфигу
рацию . О б р аб о тан н ы е  таки м  об разом  
белки  имею т одну и ту ж е  ф орм у  и 

одинаковое отнош ение заряда^  к массе. Эте объясн яется  
тем, что количество Д С Н , связы ваем ое  на единицу массы 
б елка, всегда р авн о  1,4 Д С Н  на 1 г белка .  З а р я д  белковой 
м олекулы  определяется  в больш ей степени Д С Н ,  а не р а з 
личием з а р я д а  на поверхности б ел ка  з а  счет аминокислот.

Т аки м  образом  достигается  зависи м ость  подвиж ности 
только  от м олекулярной  массы  белка  за  счет свойств геля  
быть м олекулярны м  ситом. Если в колонке с гелем подверг
нуть электр о ф о р езу  "серию белков с известной молекуляр-  
нЪй массой, то получается  серия полос. Г раф и к  зав и си м о 
сти IgM  от подвиж ности белка п р ед ставл яет  собой прямую  
линию (рис. 25) .  Если белок с неизвестной м олекулярной 
массой подвергнуть электроф орезу , то по калибровочном у 
граф и ку  мож но определить его м олекулярную  м ассу  с отно
сительной погрешностью от 5 до 10%. Б о л ьш у ю  точность 
м ож н о получить, когда  неизвестная  м о л ек у л яр н ая  масса 
н аходится  м еж д у  известными. Э тот  метод определения, 
м олекулярной массы, к а к  и тонкослойная  гель-проникаю - 
щ а я  хром атограф и я ,  наиболее  распространен  в практике.

-Г ел ь -эл ектр о ф о р ез  в присутствии Д С Н  м ож н о т а к ж е  
и спользовать  д ля  определения  наличия  S — S -групп, т а к  ка к  
в присутствии этих групп подвиж ность  будет зави сеть  от 
обработки  белка  меркапГоэтанолом , р асщ еп ляю щ и м  S — S- 
связи. К ром е того Д С Н  используется вместо 7— 12 М  р аст 
воров мочевины, которые прим енялись  д л я  разруш ен и я  
вторичной и третичной структуры  белков.

Э лектроф орез  в поли акри лам и дн ом  геле ш ироко ис
пользуется д ля  р азд ел ен и я  нуклеиновых кислот. Основным 
ф актором  р азд ел ен и я  в дан ном  сл учае  я в л яется  эф ф ек т  
молекулярного  сита , т а к  ка к  отнош ение з а р я д а  к  массе 
приблизительно одно и то ж е  д л я  всех полинуклеотидов. 
Этот метод  м ож н о использовать  т а к ж е  д л я  разделен и я  
кольцевы х и линейных м олекул Д Н К .  М ож н о  подобрать  
такую  концентрацию  геля, при которой в гель будут  п р о 
никать  только  линейные м олекулы  Д Н К ,  а кольцевы е о ста 
нутся на старте.
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Диск-электрофорез

Д и ск-элек троф орез  предлож ен  Л .  О рнш тейном и Б. Д е 
висом в 1964 году. Это метод р азд елен и я ,  в котором исполь
зуется  неоднородная п реры вистая  среда  с п о л и ак р и л ам и д 
ным гелем в качестве  носителя. В отличие от  эл ектр о ф о р е
за  в однородной системе полиакрилам идного  геля  при 
диск-электроф орезе  значение  p H  и р азм ер ы  пор неодина
ковы в р азн ы х  частях  колонки, б лаго д ар я  чему возникает  
эф ф ек т  концентрации: в верхней части колонки вещ ества  
соби раю тся  в резко  ограниченной зоне, в ниж ней они р а зд е 
ляю тся. Верхний слой геля имеет меньшую концентрацию  
(больш ой разм ер  пор),  готовится в буферном растворе  с 
низкой ионной силой и разл и ч н ы м и  значениям и  p H  и н а з ы 
вается  к о н ц е н т р и р у ю щ и м .  Н и ж н и й  слой геля  с м а 
лы м и р азм ер ам и  пор и иным значением  p H  назы вается  
р а з д е л я ю щ и м .  Б ольш ий р азм ер  пор верхнего слоя 
геля  приводит к тому, что м олекулы  в нем зад ер ж и в аю тся  
меньше, дви гаясь  при этом быстрее, чем в ниж нем  слое. 
К роме того, м еньш ая  ионная си ла  о б условли вает  больш ее 
электрическое  сопротивление, поэтому нап ряж енность  
электрического  поля в верхнем слое геля  больше, что т а к 
ж е  влечет  за  собою  больш ую скорость д ви ж ен и я  молекул 
в верхнем слое  по сравнени ю  с нижним. Соотнош ение з н а 
чений pH  по слоям  о к азы в ает  тако е  ж е  влияние на п о д ви ж 
ность. Все это приводит к тому, что в верхнем слое геля 
компоненты смеси с  близкими подвиж ностям и  концентри
руются. Это явление н азы вается  э ф ф е к т о м  к о н ц е н 
т р и р о в а н и я ,  и л и  э ф ф е к т о м  К о л ь р а у ш а  
(ем. «И зо тах о ф о р ез» ) .  П ри  д виж ени и  м олекул  через р а з 
деляю щ и й  гель  о бразую тся  различны е зоны в соответст
вии с подвиж ностям и  р азд ел яем ы х  компонентов.

Таки м  образом , р азделен и е  вещ еств этим методом осно
вано не только на разл и ч и ях  подвиж ности , но и на взаимо- 
дёйствии эф ф ек та  концентрирования  и м олекулярного  
сита. Эти свойства  обусловливаю т преи мущ ества  д иск-элек
тр о ф о р еза :  м алое  количество исследуемого м а те р и а л а  (1 — 
100 м к г ) ,  отсутствие необходимости в первоначальном кон 
центрировании разб авл ен н ы х  растворов , простота а п п а р а 
туры  (использование стеклянны х тр у бо к ) ,  скорость р а зд е 
ления, б ольш ая  р а зр е ш а ю щ а я  "способность д ля  м олекул 
разного  разм ер а  (м о л еку л яр н ая  м асса  от 104 и Меньше до 
106 и больш е) и различной  формы, хорош ее воспроизведе
ние р азделен ия , простота исследования  белков, протеидов, 
нуклеиновых кислот, ферментов, антигенов, п оли сахари д 
ных ионов.
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М етод состоит в том, что после раздельн ой  полим ери
зации гелей в колонке тонкий слой пробы (10— 20 м кл)  в 
плотном слое с ах ар о зы  наносится на верхний слой геля в 
стартовой зоне и в течение 1,5— 2 ч проводится  эл е к т р о ф о 
рез. П осле окончания разделен и я  гель у д ал я ю т  из колонки. 
Д л я  идентификации зон сущ ествует р я д  методов. Гель м о ж 
но окраш ивать , погр у ж ая  в  раствор  краси теля  с последую 
щим тщ ательны м  промы ванием  д ля  удален ия  несвязанного 
краси теля . (В некоторых сл учаях  краси тель  у д а л я ю т  с по
мощ ью  электроф ореза .  Это можно осуществить б л аго д ар я  
тому, что краситель  ковалентно связы вается  с белком, к о 
торый в свою очередь связан  с гелем. Н есвязанны й к р а с и 
тель  свободно выходит из геля  при повторном прилож ении 
электрического  п о л я ) . П ри необходимости гель можно 
ф отограф ировать ;  если ж е  требуется  получить количествен
ную информацию , количество связанного  краси теля  изм е
ряю т денситометром. В другом  методе гель р а зр е за ю т  по 
перек на много слоев, к аж ды й  из которых ан ал и зи р у ю т  на 
радиоактивность , изм еряю т оптическую плотность при со
ответствующ ей длине волны или количество краси теля . При 
использовании ради оактивного  м а те р и а л а  гель можно 
р а зр е за т ь  вертикально  и а н ал и зи р о в ать  методом а в то р ад и о 
графии.

Д и ск-элек троф орез  применяю т в основном д л я  опреде
ления  чистоты предполож ительно  чистых белков и для 
ан а л и за  компонентов смесей, когда необходимо получить 
очень высокое разреш ение  (т. е. в случае  присутствия очень 
больш ого числа компонентов).

П онятие чистоты, естественно, относительно, и единст
венная зона  м о ж ет  быть результатом  того, что примеси 
присутствуют в слиш ком  м алы х  количествах, чтобы их 
м ож н о было определить. П оэтому д ля  проверки чистоты 
используют большие количества белка. П оскольку  предел 
определения  вещества при окраш и ван и и  со ставл яет  около 
1 мкг, д л я  гарантированной 9 9 % -й чистоты следует  н ан о 
сить 100 мкг белка, причем это количество будет достаточ 
ным только  в том случае, когда вещ ество в качестве  п ри м е
си содерж и т  только  один белок. Д а ж е  при очень высоких 
концентрациях  (0,5— 1,0 мг) наличие одной зоны ещ е не 
является  критерием чистоты, поскольку примеси могут не 
отделяться  в выбранном буферном растворе  или при. д а н 
ном pH. С ледовательно, д ля  того чтобы иметь хотя бы 
некоторую уверенность в гомогенности п р еп арата ,  обычно 
необходимо использовать  несколько буферны х p a c t B o p o s  
и р я д  значений pH.
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Непрерывный (проточный) электрофорез

Н епреры вны й электроф орез  п редставляет  собой п реп а
ративны й метод, закл ю чаю щ и й ся  в одновременном перем е
щении непрерывно п ри бавляем ого  вещества в одном н а 
правлении потоком раствори теля  и в другом н а п р ав л е 
нии — электрическим  полем. В качестве носителя здесь 
часто  используют ф и льтровальн ую  бумагу, о д н ако  мож но 
проводить проточный электроф орез  и без целлю лозного 
носителя. Больш ой лист бумаги, расп олож ен ны й, к а к  п о к а 
зан о  на рис. 26, помещ аю т в кам ер у  из плексигласа . В ерх
ний край  бумаги п о груж аю т  в резервуар  с буферным 
раствором , причем первон ачально  всю бумагу  смачи ваю т 
этим раствором . П ока  резервуар  полон, буферны й раствор 
непрерыв'но движ ется  по бумаге  вниз nog действием к ап и л 
л яр н ы х  сил и кап ает  с зубцов на нижнем к р а е  бумаги  в 
пробирки. В доль  линии стар та  непрерывно при бавляется  
р азд ел яем ы й  раствор с помощ ью  механического шприца 
или ф итиля. Электрическое поле приводит к постоянному 
горизон тальном у перемещению, степень которого зависит 
от степени и зн а к а  подвижности. Р азд елен и е  определяется  
таким и  ф акторам и , как  скорость то к а  буферного раствора, 
скорость прибавления  вещ ества, прилож енное напряж ение, 
pH  и ионный состав буферного раствора;  оптим альны е 
условия  обычно подбираю т опытным путем. Т а к а я  система 
успешно применяется  д ля  разделен и я  белков, пептидов, 
аминокислот, других небольших м олекул и неорганических 
ионов.

оо
о о

+

Рис. 26. П рибор для  проточного электроф ореза:
/  — п р о б а ; 2 —  б у м а га , п р о п и т а н н а я  б у ф ер н ы м  р а с т в о р о м ; 3  — 

р е з е р в у а р  с б у ф ер н ы м  р ас тв о р о м .
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П ри  р аботе  с некоторыми вещ ествам и  приходится с т а л 
ки ваться  с проблемой адсорбции на бумаге . Во избеж ан и е  
этого К. Хэннинг р а зр а б о т а л  систему, в которой не тр е б у 
ется целлю лозны й носитель. Д л я  этого буферный раствор  
из резер ву ар а  постоянно течет м еж д у  д вум я  очень близко 
р асполож ен ны м и стеклянны ми пластинам и. Точность т ем 
пературного  контроля и м алое  расстояние м еж д у  п л а с ти 
нами, об условливаю щ ее значительную  кап и ллярн ость ,  по
н и ж аю т  конвекцию. Ч ерез  р я д  конически., отверстий у ос
нования отби раю тся  различны е ф р а к ц и ю  Э тот  дорогой и 
слож ны й прибор не наш ел ш ирокого применения, однако  
он д ае т  прекрасное р азделен ие  белков, пептидов и р а з л и ч 
ных кровяны х клеток (например, лим ф оциты  человека, 
в ы р абаты в аю щ и е  антитела, м ож н о отделить от  лейкоцитов 
и м а к р о ф а го в ) .

§  13. И М М У Н О Э Л ЕК ТР О Ф О Р ЕЗ

И м м ун оэлек троф орез  п ри н адлеж и т  к н аи более  чувстви
тельны м  и современным м етодам  иммунологического а н а 
л и за .  С помощ ью этого метода мож но определить  число 
компонентов смеси, а т а к ж е  идентиф ицировать  эти ком по
ненты по их электроф оретической  подвиж ности , иммунохи- 
мической специфичности, химической природе или опреде
ленны м свойствам . С помощ ью  им м уноэлектроф ореза  м о ж 
но определить только  те компоненты, которы е способны 
д ав а т ь  реакц ию  преципитации с ан ти телам и  (полны е ан ти 
гены или гаптены, полученные при дегр ад ац и и  полных 
антигенов)-, т. е. в основном белки и некоторые п о л и сах а 
риды. Специфичность реакц ии преципитации д ае т  в о зм о ж 
ность р азд ел и ть  вещ ества  д а ж е  с одинаковой э л ектр о ф о р е 
тической подвиж ностью , а б л аго д ар я  чувствительности 
этой реакции м ож н о определить вещ ества  с очень м ал ен ь 
кими концентрациями. Д л я  проведения ан а л и за  нуж но не
больш ое количество вещества.

О днако  метод им му н оэлектроф ореза  имеет р я д  недо
статков, а именно: а )  исследуемые вещ ества  д о л ж н ы  р а с 
т воряться  в водных буферных растворах  и иметь антиген
ные свойства; б) основной реаген т  .— им м унн ая  сы ворот
ка —  представляет  собой т я ж е л о  стан дарти зи рован н ы й  
биологический продукт. Д л я  вы явлен ия  м акси м альн ого  ко 
личества  компонентов смеси иногда необходимо и сп ользо
вать  несколько  сы вороток от  р азн ы х  тканей; в) этот  метод 
в основном качественный и д ае т  возм ож н ость  проводить 
количественные определения  лиш ь при р азб ав л ен и и  смеси 
антигенов.
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И м м уноэлектроф орез  проводят  в гелях. И з различны х 
исследуем ы х веществ удовлетворительны е р езультаты  по
лучаю т  только с агаровы м  и пектиновым гелями. И м м у н о 
электроф орез  м ож н о т а к ж е  проводить и в гел ях  из к р а х 
м ал а ,  но эти гели непрозрачны ^ и электроф орети ческая  
подвиж ность в них отли чается  от подвиж ности в ж идкости .

Вместо гелей м ож н о использовать  пленки ацетатцеллю - 
лозы, однако  из-за  особенности строения этих пленок ре
зу л ьтаты  о п ы т е  лмного и скаж аю тся ,  потому что при этом 
возм ож ен  т а к  н азы ваем ы й  фильтрую щ ий э ф ф ек т  (макро- 
м о лекулярн ы е  вещ ества  будут за д ер ж и в а т ь с я  в ходе э л е к 
т р о ф о р е за ) .  В агаровы х  гелях  очень редко проявляется  
фильтрую щ ий эффект. Д л я  а г а р а  не установлено  ум ен ьш е
ние скорости миграции глобулин а  с больш ой м олекулярной 
массой, по в нем наблю дается  некоторое зам едлен и е  д в и 
ж ен и я  нативного  фибриногена крови и л и зоц и м а  яичного 
б елка. А гар о бразует  стойкие гели у ж е  при концентрациях  
около 1%, и разн ы е  вещ ества в таки х  гелях  имеют т а 
кую ж е  подвижность, что и в ж и дк и х  средах . Эти гели очень 
прозрачны е и при вы сы хании п ревращ аю тся  в эластичны е 
пленки, которые не изменяю тся при длительном  хранении.

П ри им м уноэлектроф орезе  в геле п ар ал л ель н о  оси миг
рации д ел аю т  углубление, в котррое п ом ещ аю т необходи
мый объем  иммунной сыворотки. А нтитела из этой сыво
ротки и антигены, которы е со дер ж атся  в геле, д и ф ф у н ди 
руют навстречу  друг  другу  и когда встречаю тся  в 
соответствую щ их соотношениях, об р азу ю т  нерастворим ы е 
комплексы  —  преципитаты  в виде дуг, имею щих более  или 
менее эллипсоидную  форму. К оличество отдельны х дуг  со
ответствует  количеству  отдельных компонентов в смеси. 
В им м уноэлектроф орезе  м ож н о говорить об одной дуге, ес 
ли  д а ж е  есть некоторы е раздвоен ия , но концы их или с а 
ми дуги некоторое врем я сли ваю тся ’

Если обе дуги об разўю тся  с р а зу  и остаю тся без изм ене
ний, то м ож н о говорить о наличии двух  независим ы х дуг 
и  двух  независимы х веществ, т а к  ж е  к а к  и при пересече
нии двух  бли зко  располож ен ны х  дуг.

С оотнош ение иммунной сы воротки и исследуемого ве 
щ ества , а т а к ж е  расстояние от центрального  углубления до 
боковых, имеет больш ое значение, потому что об разован ие  
специфических преципитатов зависи т  от соотношения а н 
тигенов и антител.

Р езу л ь т а ты  ан а л и за  м ож н о за ф и кси р о в ать  в виде схем 
или д о ку м ен ти р о в ать . '  Ч асто  дуги преципитации м ож н о 
окрасить, это  облегчает  наблю дение. Д л я  эф фективности 
о кр аш и ван и я  все  белки, которые не берут  участия в
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специфической реакции, у д ал яю т, пр о м ы вая  пластинки  в те
чение 2— 3 ч ф изиологическим раствором , которы й неск оль
ко р а з  меняют. П осле  окончания п ром ы вани я  гель н а к р ы в а 
ют мокрой ф ильтровальн ой  бумагой  и вы суш и ваю т при 
тем п ературе  37°С. П осле  вы суш ивания  бум агу  снимаю т. 
И спользовани е  краси телей , реагирую щ их с белкам и , д е л а 
ет дуги преципитации более зам етн ы м и. Если антиген име
ет какие-ни будь  компоненты (липиды, углеводы, м е т а л л ы ) ,  
то с помощ ью  соответствую щ их гистохимических реакций 
м ож н о определить наличие этих компонентов и детальнее  
охар актер и зо вать  лю бую  Дугу преципитации. П осле  окон
чания о кр аш и ван и я  агаровую  пленку  легко  снять со стекла , 
п о гр у ж ая  его в водный раствор  глицерина. В резу л ьтате*  
этого получаю т эластичную  пленку, которую  м ож н о  с о х р а 
нять очень долго  м еж д у  листам и  ф ильтровальн ой  бумаги 
или в целлоф ан овом  конверте.

С помощ ью  реакции специфической преципитации м о ж 
но^ определить вещ ества  только  при таки х  условиях: а) ис
следуемое вещ ество д о лж н о  быть антигеном или гацтеном; 
б) им м унная сыворотка д о л ж н а  иметь достаточное ко л и 
чество антител, которы е о с а ж д а ю т  (преципитирую т) это 
вещество; в) концентрация  антител  в исследуемой смеси 
д о л ж н а  быть достаточной д ля  определения.

М етод  им м уноэлектроф ореза  д ает  возм ож н ость  очень 
точно и полно определить компоненты сл ож н ы х  белковы х - 
смесей по их иммунологической специфичности и электро- 

-  форетической подвиж ности и, кром е того, иметь п р ед став 
ление об относительной концентрации компонентов в си
стеме, а в некоторых случаях  — об их ф изиологической а к 
тивности и химических свойствах. Этим  методом мож но 
определить индивидуальны й антиген в системе, не вы деляя  
его из смеси. /

И спользовани е  иммунологической специфичности ве 
щ еств в им м уноэлектрофоретическом  ан а л и зе  дает  в о зм о ж 
ность р азд ел я ть  белки (или антигенные п оли сах ар и д ы ),  
идентичные по электроф орети ческой  подвиж ности , молеку- 

,  лярн ой  массе и другим  физико-химическим свойствам.- -

§  14. И ЗО Э Л ЕК ТРО Ф О РЕТИ Ч ЕС К О ЕхФ О К У С И РО В А Н И Е  
(И ЗО Э Л Е К Т РО Ф О К У С И РО В А Н И Е )

В ГРАДИЕНТЕ ЗНАЧЕНИИ pH

Это метод разделен и я  ам ф оли тов  по электроф орети чес
кой подвиж ности и изоэлектрическим точкам. В отличие от 
обычного э л ектр о ф о р еза  в поли акри лам и дн ом  геле разм ер  
пор геля  при изоэлектроф окуси ровании имеет  меньш ее зна-
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чение, а основным ф актором , который противо
действует, явл яется  гради ент  pH  (Г. Свенссон,
1962; А. Хэглунд, 1967).

П ри передвиж ении границы  ф ракц и и  во 
врем я эл ектр о ф о р еза  или хром атограф ии  д и ф 
ф узия  р а зм ы в а е т  границы  зоны. И сп о л ь зо в а 
ние ж е  метода и зоэлектроф окуси рования  одно
временно с электроф орезом  приводит к  тому, 
что ф ракц и я  белка  концентрируется  в зонах, 
которые соответствуют их изоэлектрической 
точке.

И зоэлек троф окуси рован и е  представляет  со
бой м играцию  м олекул а м ф о л и та  (ам фотер- 
ного эл ектр о л и та)  в гради енте  pH  под дейст
вием постоянного н ап р яж ен и я  в .область со 
значением  pH , равны м  изоэлектрической точке вещ ества 
(рис. 27). Н ап ри м ер ,  м олекулы  белка  в той области , где 
pH  ниж е его изоэлектрической точки, з а р я ж е н ы  п олож и 
тельно и п ерем ещ аю тся  в н ап равлен и и  сверху вниз. М о л е 
кулы в области  с pH  выше изоэлектрической точки белка 
мигрирую т снизу вверх. В итоге белок оказы вается  скон
центрированны м  или сфокусированны м  в зоне с pH , р а в 
ным его изоэлектрической точке. В таком  состоянии он 
остается  до тех пор, пока сохраняется  гради ент  pH  и п ода
ется н ап ряж ение . А налогично компоненты гетерогенной 
смеси белков  будут  расп о л агаться  вдоль  трубки в виде н а 
бора зон в порядке  их изоэлектрических точек. П одобное 
распределен ие  белков н азы вается  и з о э л  е к  т  р и ч е с к и м 
с п е к т р о м  в отличие от спектра  подвиж ности , с о зд а в а е 
мого с помощ ью электроф ореза .  П реим ущ ество  и зоэлектро
ф окусирован ия  по сравнению  с д р у ги м и  м етодами в том, 
что в ходе разделен и я  зона  б ел к а  суж ается ,  т а к  к а к  д ей 
ствую щ ие силы стрем ятся  ум еньш ить р азм ы в ан и е  зон 
вследствие диф фузии.

Д л я  создан ия  гради ента  pH  использую тся н и зком оле
кулярн ы е  синтетические полиам ф олиты  (м иогозарядн ы е 
структуры ),  п ерекры ваю щ и е ш ирокий ин тервал  и зо э л ек 
трических точек. Д л я  разделен и я  биополимеров в гр ади ен 
те pH  был впервые осущ ествлен в середине 60-х годов
О. В естербергом синтез а м ф о л и н о в .  А м ф олины  со д ер 
ж а т  н абор  полиам и нополикарбои овы х кислот, о б лад аю щ и х  
значительной буферной емкостью с изоэлектрическими точ
кам и  в и н тервале  pH  от 2,5 до 11,0.

А м ф олины  вы пускаю тся фирмой «LK B » (Ш вец ия)  в ви 
де 4 0 % -х водных растворов  в следую щ их и н тер вал ах  pH: 
2,5— 4,0; 3,0— 5,0; 3,0— 6,0; 4,0— 6,0; 5,0— 7,0; 5,0— 8,0; 7,0—
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9,0; 8 ,0 - 1 0 ,0 ;  9 ,0 - 1 1 ,0 ;  3 , 5 - 5 , 0 ;  3 ,5 - 1 0 ,0 ;  3 ,0 - 1 0 ,0 .  В ы 
пускаю тся т а к ж е  типы ам фолинов, д аю щ и е  гради ент  pH  в 
и н тервале  0,5 единиц (4,0— 4,5; 4,5— 5,0). Во избеж ан и е  
р а зл о ж е н и я  и загр язн ен и я  м ик роорган и зм ам и  ам ф оли ны  
следует  храни ть  в темном месте при тем п ературе  не выше 
6°С.

Ф и рм а  « S erva»  (Ф Р Г )  н а ч а л а  производство с е р в о 
л и т о в —  полиаминов, с о д ер ж ащ и х  в качестве  анионных 
групп остатки  серной и ф осфорной кислот, карбокси льны х 
групп. С ерволиты  т а к ж е  м ож н о исп ользовать  д л я  с о з д а н и я - 
градиентов pH  в и н тервале  от 2,0 до' 11,0.

Ввиду гетерогенности ам ф оли ны  химически не о х а р а к 
теризованы . М а к с и м ал ь н а я  м о л е к у л я р н а я  м асса  (М) а м 
фолинов « pH  =  3,5— 10,0» достигает  5000. А м ф оли ны  с 
М > 4 0 0 0  составляю т  около 0,03% общего количества  а м ф о 
линов, с М >  1000—0,7% , а  М > 6 0 0 — 6 % . Б о л ь ш а я  часть 
ам ф оли нов имеет М ^ 4 0 0 .

А м ф оли ны  способны р еаги р о вать  с нингидрином, д ав ать  
биуретовую реакц ию  с реактивом  Ф олина. Они н еоб рати 
мо о краш и ваю тся  краси телям и  д л я  белков —  амидочерны м, 
кум асси  голубы м и т. д., об р азу ю т  хелатн ы е  комплексы  с 
м еталлам и . Хотя способность к  о б разован и ю  ком плексов  
с двухвален тны м и ионами M g 2+, M n 2+, Z n 2+, С а 2+ у а м ф о 
линов  в 20— 200 р а з  слабее , чем у этилендиам ин тетраук-  
сусной кислоты, они способны вы звать  полное и н ги би рова
ние ряда м еталлоф ерм ен тов .

П рисутствие ам ф оли нов не меш ает  протеканию  и м м уно
логических реакций, таки х  к а к  им м уноп рецип итация  или 
реакц и я  ф иксации компонентов. Токсичность ам ф оли нов 
незн ачительна  и .иммунизация ж и вотн ы х смесью б ел к а  с 
ам фолином  не вы зы вает  побочных реакций.

А м ф олины  имею т х ар ак тер н ы е  м аксим ум ы  поглощ ения 
в видимом свете, которы е следует  учиты вать  при сп ектро
фотометрическом изучении смеси белков  с ам ф оли нам и .

А м ф олины  затр у д н яю т  определение  N -концевых ам и н о
кислотных остатков  белков или пептидов методом дан сили- 
ровани я  и м еш аю т точному проведению  аминокислотного  
ан а л и за ,  особенно идентиф икации р-алац и н а ,  таурина , фос- 
ф осерина, цистеиновой и аспарагиновой  кислот.

Присутствие ам ф оли нов не вы зы вает  ден атурац и и  б ел 
ков, иногда стаби ли зи рует  их. Считают, что ам ф оли ны  не 
связы ваю тся  с белкам и , однако  д л я  альбум и на  описано не
зн ачительное  ком п лек сообразован ие  с. ам ф оли нам и . О т 
деление белков, особенно ни зком олекулярны х, и пептидов 
от ам ф оли нов — очень трудоемкий процесс. Д л я  этого ис
пользую т продолж ительны й д и ал и з ,  гель-ф и льтраци ю  на
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Рис. 28. С хем а колонки для  изоэлектрического ф окуси
рования в градиенте плотности.

сеф ад ек сах  G-25 и G-50, многократное пере- 
осаж ден и е  белков сульф атом  аммония, ионо
обменную хром атограф ию , ультрац ентриф уги -  Ш Ш г'!  
ровани е  и ультраф и льтрован и е .  Н евозм ож н о  
провести полное отделение белков с молеку
лярной  массой 20 ООО —  30 ООО от ам фолинов 
гель-фильтрацией .

И зоэлектрофокусирование в градиенте плот
ности. Градиент  плотности в растворе  широко 
прим еняется  д л я  стабили зации  среды  при 
электроф окусировании. П осле  окончания опы
та  такой  раствор  м ож н о собрать  д л я .п о с л е д у 
ющего ан ал и за .  Д а н н ы й  м етод  м о ж ет  прим е
няться  д л я  аналитических и преп аративн ы х 
целей. Г радиент  плотности п р ед о тв р ащ ает  кон
векцию, а т а к ж е  стабили зирует  зоны  белка.
Д л я  этой цели прим еняю т различны е неион
ные стабили зирую щ ие среды, в том числе с а 
харозу , глицерин, этиленгликоль. Г радиент  со-, 
зд а ю т  постепенно, внося в колонку д л я  э л е к 
трофокусирования  различны е концентрации 
сахарозы . П робы  м ож н о вносить, перем еш ав 
со всем объемом сах ар о зы  и ам ф оли иа , или в 
определенные зоны, близкие  к  изоэлектрическим  точкам.

Д л я  и зоэлектроф окуси рования  в гради енте  плотности 
используется колон ка  конструкции О. В естерберга  и 
Г. С венссона (рис. 28) .  Г радиент  pH  создается  в колонке 2, 
которая  изготовлена из стекла, содерж и т  катодную  т р у б 
ку  4, анод  1 и о х л а ж д а ет с я ,  водой. К олонку  2  з ап олн яю т  
п олиам ф олитом  в гради енте  концентрации с ах ар о зы  д ля  
п редотвращ ени я  кон векци и ..П робу  т а к ж е  готовят в виде су
спензии в полиам ф олите. К ато дн ая  трубка  4 заполняется  
сильным основанием  (обычно тр и э т а н о л а м и н о м ) , а в верх 
колонки 2  з а л и в а е т ся  ф осф орн ая  кислота, в слое которой 
находится  анод  1. К л ап ан  5 на дне катодной трубки  4 от
к ры ваю т, после чего к  электродам  п р и к л ады в аю т  н а п р я 
ж ен и е  в несколько  сот вольт. Ч ерез  1— 3 дня система при
д ет  в равновесие и белки 3  распределятся  в градиенте  pH 
в соответствии с их изоэлектрическим и точками. С о д е р ж и 
мое колонки 2 ф ракци онирую т через сливной кран  6. 
Р а зл и ч н ы е  белки оп р ед ел яю т  спектрсфотометрически, 
по ф ерментативной активности или по р ад и о акти в 
ности.

101



/

Д л я  создан ия  градиента  pH от 3 до  10 при объем е к о 
лонки 400 см 3 и 5°С необходимо около 8 ч. Ф окусирование 
зон белков длится  24— 72 ч.

- И зоэлектроф окуси рован и е  в гради енте  плотности ис
пользуется  д ля  преп аративн ого  разделен и я  и установления 
точного знач ения  изоэлектрической  точки. К ак  ан ал и ти ч ес 
кий Метод он слиш ком дорогостоящ ий с точки зрени я  з а 
тр ат  реактивов, времени и анали зи руем ого  об р азц а  (около 
500 мг о б р а з ц а ) .

И зоэлектрофокусирование в геле. М ето д  аналитический, 
гораздо  прощ е в отношении ап п аратуры , требует  меньших 
за т р а т  вещ ества, незначительны х количеств дорогостоящ их 
ам фолинов-носителей  и д ае т  возм ож н ость  в течение 3 ч 
выполнить ан ал и з  нескольких проб одновременно. Этот  м е 
тод  используется д л я  ф ракци онировани я  белков по их изо
электрическим  точкам  д л я  быстрой проверки чистоты в про
цессе многостадийного вы деления  или а н а л и за  белкового 
состава  многих проб. Он сл у ж и т  т а к ж е  д л я  подбора оп
ти м альн ы х  условий п реп аративн ого  разделен ия .

От эл ектр о ф о р еза  в поли акри лам и дн ом  геле  метод  от
личается  ъем, что н аходящ и йся  в тр у бк ах  или на п л асти н 
ках  гель со дер ж и т  амфолины -носители, которы е вместе 
с пробой равном ерно распределяю тся  по всему гелю или 
проба н аслаи вается  сверху геля. Трубки или пластинки со
единяю т с анодной и катодны м и к ам ер ам и , заполнен ны м и 
соответственно 0 ,2 % -м раствором  серной или фосфорной 
кислот  и 0 ,4 % -м  раствором  этаи о л ам и н а  и этилендиам и- 
на. Р а зд е л е н и е  проводят  в течение 1— 3 ч. Зон ы  белка  ф и к
сирую т 5% -м  раствором  трихлорукСусной кислоты, а затем  
окраш иваю т, предварительн о  у д ал и в  ам ф оли ны . М етод  
изоэлектроф окуси рования  д ае т  возм ож н ость  проводить 
разделение, которое нельзя  осуществить другими методами, 
при этом  зоны р а зд ел я е м ы х  ам ф оли нов зн ачительно  кон
центрируются.

§ 15. И З О Т А Х О Ф О Р Е З

М етод достаточно прост, о б л а д а е т  высокой чувствитель
ностью, с его помощ ью  м ож н о р а зд ел я т ь  больш ие и м алы е 
количества  проб. П о  р азр еш аю щ ей  способности п р е п ар а 
тивный изотахоф орез  не уступает  электроф окусирован ию  в 
гради енте  pH.

П ри  и зотахоф орезе  з а р я ж е н н ы е  ионы с н а ч а л а  р а з д е л я 
ются в соответствии с величиной их з а р я д а  и подви ж н ос
ти, а затем  п ерем ещ аю тся  в электрическом  поле с о д и н ак о 
выми и постоянными в д ан н ом  опыте скоростями. Х арактер
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перем ещ ен ия ионов во врем я изотахоф орстического  р а з д е 
ления  описывается  уравнением  К о л ьр ау ш а:

Сд _  “ а  _(ив  +  ttR ) . L A 
св  (“А +  UR ) " в  LB /

где Мл, «в и  и п — подвиж ности ИОНОВ А - ,  В -  и В +; Сл и 
Св — концентрация  ионов А ~  и В - ; L a  и L b — величина 
электрического  з а р я д а  ионов А ~  и В™.

В таком  виде уравнени е  о т р а ж а е т  процессы, которые 
происходят  на д ви ж у щ ей ся  к  аноду границе, р азд ел яю щ ей  
растворы  двух  солей A ~ R + и B ~ R +, имею щих общ ий проти
воион R+.

Ф изический смысл , уравнени я  К о л ь р ау ш а  состоит в 
том, что изменение концентрации одного из ионов в каком- 
либо  участке  трубки, в котором происходит изотахофоре- 
тическая  миграция  ионов, приводит к тако м у  изменению 
концентрации други х  ионов, что сум м а отношений с/м д ля  
всех ионов остается" постоянной. П оскольку  подвиж ность 
ионов и  о пределяется  отношением скорости миграции иона 
при свободном электроф орезе  v  к  напряж енности  эл е к т р и 
ческого поля Е  (u =  v /E ) ,  уравнение  К о л ь р ау ш а  описывает 
соотношение м еж д у  н ап ряж енностью  электрического  поля, 
концентрацией иона и его подвиж ностью..

П ри  проведении эксперим ента проба вводится м еж ду  
ведущ им электролитом  (содерж ащ и м  ведущ ий ион с п од 
виж ностью  больш ей, чем подвиж ность ионов пробы) и з а 
м ы каю щ и м  электролитом  (содерж ащ и м  зам ы каю щ и й  ион 
с подвиж ностью  меньшей, чем подвиж ность ионов пробы ). 
Ионы пробы, зам ы к аю щ его  и ведущ его электролитов  д о л ж 
ны иметь з а р я д  зн а к а  пробы (в данном случае о три ц атель
ный)-.

Ч тобы  достигнуть необходимые значения pH  и б у ф ер 
ной емкости, растворы  пробы, ведущ его и зам ы каю щ его  
электроли тов  д о лж н ы  иметь одинаковы й противоион, о б л а 
д аю щ и й  буферны ми свойствами (рис. 29).

П осле  п ри лож ения  к системе разности потенциалов все 
отрицательно  з а р я ж е н н ы е  ионы с н ач ала  д в и ж у т с я  со ско
ростями, определяем ы м и н ап ряж енностью  электрического 
поля, величиной з а р я д а  и подвиж ностью. Ведущ ие ионы, 
о б лад аю щ и е  высокой подвиж ностью, с больш ой скоростью 
дви ж у тся  к  аноду. По мере ухода ведущ их ионов с н и ж а 
ется о б щ а я  концентрация  ионов в системе, и в соответст
вии с уменьш ением  электропроводности  во зр астает  н а п р я 
ж енность  электрического  поля. Вслед  за  ведущ ими ионами 
к  аноду  м игрирую т ионы пробы. Н ап р яж ен н о сть  эл е к т р и 
ческого поля в зоне пробы т а к ж е  резко повы ш ается , что
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Рис. 29. С хематическое изображ ение изменений pH , Подвижности и, 
напряж енности  подл Е  и тем пературы  f  в анионной изотахофоретиче- 

-  ской системе:
а  —  н а ч а л ь н ы е  у сл о в и я  э к с п е р и м е н т а  (p H , и, Е  и 1°) в  з о н е  п роб ы  о д и н а к о 
в ы ; б  — ч е р ез  о п р е д е л е н н ы й  п р о м еж у то к - в р е м е н и  к о м п о н ен ты  п роб ы  S i, S 2 и 
S 3 ч а сти ч н о  р а з д е л и л и с ь  и  о б р а з о в а л и  с т у п е н ч а т ы е  pH , и , Е  н  t°\ в  —  в  с и с т е 
м е д о с т и гн у т о  р а в н о в е с и е , х а р а к т е р и зу ю щ е е с я  п о л н ы м  р а з д е л е н и е м  ко м п о н ен т о в  
п робы , ч е тк и м и  гр а н и ц а м и  м е ж д у  н и м и , о б р а з о в а н и е м  с т а б и л ь н ы х  во  в р ем ен и  
с т у п е н ч а т ы х  г р а д и е н т о в  p H , и , Е  н  1° п р и  д о с т и ж е н и и  всем и  к о м п о н е н т а м и  с и 
ст ем ы  о д и н а к о в о й  ск о р о сти  д в и ж е н и я ; В  — в ед у щ и й  э л е к т р о л и т ; 3  — за м ы к а ю 

щ и й  э л е к т р о л и т . ( • .

приводит к увеличению  скорости их миграции и обеспечи
в ает  равенство скоростей миграции ионов пробы и ведущ их 
ионов. П роникнуть  ж е  в зону  ведущ их ионов ионы пробы 
не могут. Е сли  к ак а я -т о  часть  ионов пробы все ж е  прон ик
нет в зону ведущ их ионов (х арактери зую щ ую ся  низкой н а 
пряж ен ностью  поля из-за  наличия больш ого количества  
ведущ их ионов с высокой п одвиж ностью ), то скорость их 
миграции резко  уменьш ится; они отстанут  от дви ж ущ и хся  
к аноду ведущ их ионов и о к аж у тся  в «своей» зоне. Если 
ведущ ие ионы попадут  в зону  ионов пробы, то вследствие 
высокой н ап ряж енности  электрического  поля в этой зоне 
скорость их д ви ж ен и я  резко увеличится, и они будут  «вы 
брош ены» обратно  в свою зону, где скорость их движ ени я  
снова норм ализуется . Т аки м  образом , возн и кает  «самоста- 
б и лизирую щ аяся» , идущ ая  к  аноду, г р а н и ц а  (ф р о н т) ,  по 
одну сторону которой находятся  ведущ ие ионы, по д р у 
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г у io — ионы пробы. З он а  ведущ их ионов характеризуется  
больш ой кон центраци ей  ионов с высокой подвиж ностью. 
Соответственно эта  зона  будет иметь низкую , н а п р я ж е н 
ность электрического  ноля, вследствие чего вы делени е  теп
л а  в ней будет незначительны м. З о н а  ведущ их ионов им е
ет наиболее  низкое значение  pH.

З о н а  пробы х арактери зуется  меньш ей концентрацией 
ионов со зн ачительно  меньшей, чем у ведущ их ионов, под
виж ностью, но больш ей нап ряж ен н остью  поля и более  в ы 
соким значением  pH , более сильным выделением  тепла.

З а  ионами пробы дви ж утся  зам ы к а ю щ и е  ионы, о б л а д а 
ющ ие ещ е меньш им за р я д о м  и подвиж ностью. Они не мо
гут опередить ионы пробы, которы е д ля  них являю тся  ве
дущими. В трубку, где  дви ж утся  ионы, все врем я посту
паю т новые количества  за м ы каю щ и х  ионов из электродио- 
г о /з а м ы к а ю щ е г о  электролита , поэтому их концентрация 
остается  постоянной. П отом у после п ри лож ения  к  системе 
разности  потенциалов концентрирую тся именно ионы про
бы и тем сам ы м  обеспечивается  постоянство суммы отно
шений с/и  согласно уравнению  К о л ьр ау ш а , что приводит к 
суж ению  зоны  пробы. П о  мере суж ени я зоны  пробы кон
цен трац и я  ионов в ней увеличивается , соответственно 
в о зр астает  электропроводность  и п ад ает  н ап ряж енность  
электрического  поля  в этой зоне до  тех пор, пока скорости 
миграции всех трех  видов ионов —  ведущ их, зам ы к аю щ и х  
и ионов пробы — не о к а ж у тс я  равны ми. П осле  устан овле
ния равной и постоянной скорости д в и ж ен и я  всех ионов 
систем а стабилизируется . Ионы пробы  оказы в аю тся  « с ж а 
тыми» м е ж д у  ведущ ими и зам ы каю щ и м и  ионами в узкой 
зоне. Ш ири н а  этой зоны  и концентрация  ионов в ней в з н а 
чительной степени определяю тся  концентрацией  и п о д ви ж 
ностью ведущ их ионов. С одной стороны, чем вы ш е под
виж ность и кон центраци я  ведущ их ионов, тем  в более у з 
кой зоне  с больш ей кон центраци ей  будут  сж аты  ионы 
пробы. С другой стороны, при введении в систему больш о
го количества  ионов пробы ш ирина зан и м аем о й  ими зоны 
увеличится, но концентрация  их в этой зоне изм еняться  не 
будет, поскольку она за д ае т с я  д л я  системы разделен ия  
концентрацией и подвиж ностью  ведущ их ионов. Р а з р е ш а ю 
щ ая  способность изотахоф ореза  не ухудш ается  при повы 
шении нагрузки , что является  важ н ы м  преимущ еством  м е
тода.

Если проба содерж и т  несколько видов ионов с р а зл и ч 
н ы м и ' подвиж ностями , то они будут расп о л агаться  м еж ду  
зам ы каю щ и м и  и ведущ ими ионами в порядке  убы ван и я  их 
подвиж ностей в виде непосредственно кон тактирую щ их
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дискретны х зон, состоящ их из ионов только  одного вида. 
П осле достиж ения  равновесия  и р азд ел ен и я  изотахофоре- 
тически мигрирую щ их ионов в системе об р азу ется  градиент 
нап ряж енности  поля, pH , тем п ературы  (рис. 29, б, в ) .

Е сли в систему ввести зн ачительное  количество д о п о л 
нительных ионов, о б лад аю щ и х  подвиж ностями , п р о м е ж у 
точными м еж д у  подвиж ностям и  ионов п робы , то так и е  ионы 
зай м у т  место м еж д у  ионами пробы, «раздвинув»  их. Т а 
кие добавочно вводим ы е в систему ионы н азы в аю т  с п е й- 
с е р н ы м  и, р аздвигаю щ им и, или р азд еляю щ и м и . Если  п о 
д о бр ать  соответствую щ ую концентрацию  и подвиж ность  
т ак и х  ионов, то ионы пробы будут отстоять друг  от друга , 
р азграниченны е р азд ел яю щ и м и  ионами (зан и м аю щ и м и 
ввиду  их больш ой концентрации значительное, пространст
во).  Р а зд е л я ю щ и е  ионы по химической природе д о лж н ы  от
ли чаться  от ионов пробы. В качестве  р азд ел я ю щ и х  ионов 
ч ащ е  всего используются амфолины . •

Н екоторы е виды ионов пробы могут иметь подвиж ность 
меньшую, чем подвиж ность за м ы к аю щ и х  ионов. Т аки е  
ионы н азы в аю т  т р а й л е р н ы м и ,  или «хвостовыми». Они 
д ви ж утся  за  передним фронтом з а м ы к а ю щ и х  ионов в зоне 
с постоянными значениям и  pH , н ап ряж енности  элек тр и ч ес 
кого поля и в изотахоф оретическом  процессе не участвуют; 
их р азд елен и е  происходит, к а к  в обычном зон альн ом  э л е к 
трофорезе.

П рим ером  изотахоф ореза  биополимеров являю тся  про
цессы, происходящ ие в верхнем слое п оли акрилам идного  
геля при д иск-электроф орезе  и приводящ ие к  кон центриро
ванию  ионов пробы, которы е затем  р а зд ел я ю тс я  в нижнем 
слое мелкопористого геля гго принципу зон альн ого  э л е к т р о 
фореза .

Аналитический изотахоф орез в капиллярах. М етод  ис
пользую т д л я  а н а л и за  н и зком олекулярн ы х  ионов: м е т а л 
лов, аминокислот, метаболитов, нуклеотидов, но м ож ет  
быть применим д л я  ан а л и за  белков и пептидов.

Д л я  а н а л и за  сл у ж и т  прибор T achophor,  вы пускаемы й 
ф ирмой «LK.B» (Ш в ец и я) .  П рибор имеет кап и л л яр  из стек 
л а  или теф лон а  с внутренним д и ам етром  0,4— 0,6 мм и 
длиной 10— 100 см, ан ал и з  ведут при н ап ряж ен и и  до  30 кВ 
и силе тока  до  300 мкА (рис. 30) .  П робы  вводят  в кап и л л яр  
специальны м микрош прицом вместимостью от 0,1 до 
50 мкл. Процесс  р азд ел ен и я  за н и м ае т  10— 40 мин. Зоны  
раздели вш и хся  вещ еств ло кал и зу ю т  с помощ ью  ско л ь зя щ е
го вдоль  к а п и л л яр а  в процессе опыта ультраф иолетового  
или температурного  детектора .

В качестве  р а зд ел я ю щ и х  ионов использую т соответст
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Рис. 30. "Схема прибора Tachophor
д л я  изотахоф ореза в капиллярах:

1 —  в е д у щ и й  э л е к т р о л и т ; 2  —  з а м ы к а ю 
щ и й  э л е к т р о л и т ; 3 — в в о д  п р о б ы ; 4  — 
к л а п а н ;  5  — э л ю д и о н н ы е  о тв ер с ти я ;
6  — п р о т и в о то к ; 7 — и сто ч н и к  п о сто ян н о 
г о  т о к а ; 8, 9  —  т е м п е р а т у р н ы й  и У Ф -де- 
т е к то р ы ; 10 — т е р м о с т а т и р о в а н н а я  яч ей -

■3

к а ;  11 — к а п и л л я р .

вующ ие ам фолины , а т а к ж е  (3-аланин, у-ам ином асляную  
кислоту, валин  и другие вещ ества. Д л я  р азд ел ен и я  ионов, 
подвиж ности которых в во^е  близки , использую т неводные 
раствори тели . Н ап ри м ер ,  подвиж ности  ионов К + ,и N H + в 
воде почти идентичны, но в м етан оле  разл и ч аю тся  на 10%.

А налитический и зотахоф орез  д а е т  возм ож н ость  -разде
л я ть  и исследовать  несколько  нан омоль  вещ ества . В ы зы в а
ет интерес использование этого метода д л я  а н а л и за  ам и н о
кислот  и белков. В аж н ы м  м ож ет  о к азать ся  применение его 
в клинических условиях. Т ак , с помощ ью  аналитического  
и зотахоф ореза  о бн аруж ен ы  разли чи я  в составе  ц еребро
спинальной ж и дк ости  здоровы х лю дей  и ж идкости , взятой 
от больных хроническим менингоэнцефалитом  и м н ож ест
венным склерозом.

И зотахофорез в полиакриламидном геле.. М етод при м е
няется в п реп аративн ы х  целях. Ч ащ е  всего с Помощью и зо 
тах о ф о р еза  р а зд ел я ю т  несколько  десятков  м и ллиграм м ов  
белкового  п р еп арата .  Е сть  пример преп аративн ого  р а зд е 
ления  5 г гемоглобинов.

Теоретически возм ож н о  изотахоф оретическое р а зд ел е 
ние биополимеров в п олиакрилам идном  геле при p H  от  2,5 
до 11 и тем п ературе  0 —25°С в различ ны х  буферны х с и 
стемах.

Д л я  изотахоф ореза  вы бираю т такую  концентрацию  ге
л я ,  при которой отсутствует эф ф ект  м олекулярного  сита. 
О д н ако  кон центраци я  геля не д о л ж н а  быть очень низкой, 
иначе р азделен ие  ухудш ится из-за  диф ф узи и  н и зком оле
кулярны х комронентов.

Н еобходим о вы бирать  такие  буферны е системы, чтобы 
компоненты пробы имели подвиж ность не ниж е п о д в и ж 
ности зам ы каю щ его  иона. П олож ени е  электроф орети ческо
го ф ронта  обычно определяю т по полож ен ию  окраш енного  
ни зком олекулярного  м ар к ер а  — метиленового синего, м е
тиленового зеленого, бромф енолового  синего и др., по и зм е
нению pH  геля; по границе, прелом ляю щ ей  свет, а т а к ж е  с 
помощ ью  атомно-адсорбционной спектроскопии.

П ока  поли акри лам и дн ы й  гель является  единственной 
стабили зирую щ ей  средой, в которой м ож н о подучить чет
кое изотахоф оретическое р азделен ие  проб белковой приро
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ды. Гели а га р а ,  а гар о зы  и сеф адексов  непригодны из-за  
больш ой величины электроосмоса.

Д л я  предотвращ ен и я  ком п лексообразован и я  белков или 
пептидов в гель д о б ав л я ю т  мочевину, неионные д етерген 
ты: твин, тритон Х-100 и др. В гель м ож н о  вводить лю бы е 
неионные добавки , лиганды , субстраты , ко ф акто р ы  и пр.

О бычно п р еп аративн ы й и зотахоф орез  проводят  в прибо
рах  д ля  д иск-электроф ореза  или и зоэлектроф окуси ровяния  
в геле — ч ащ е всего в при борах  U n ip h o r  (ф ирм ы  «LKB», 
Ш в ен и я ) ,  лучш е других приспособленных к особенностям 
изотахофорстического  р азд ел ен и я  и оснащ енны х п л а с т м ас - '  
совыми колонкам и, к  которым гель практи чески  не п р и ли 
пает. И спользовани е  стеклянны х колонок нeжeлaтeлыIO^ 
т а к  к а к  из-за  прочного прилипания  геля , иногда происхо
д ящ его  п р и  и зотахоф орезе ,  м о ж ет  исказиться  поверхность 
геля и ухудш иться разделение.

П р о д олж и тель н ость  эксперим ента д о л ж н а  быть д о ста 
точной д ля  достиж ения в системе изотахоф орстического  
равновесия, т. е. устан овлен ия  одинаковой скорости д в и ж е 
ния всех разд ел яем ы х  ф ракций. П о э т о м у  иногда необходи
мо использовать  гели до 15— 20 см длиной, т а к  ка к  в более 
копотких гелях  ф р ак ц и и  достигаю т их ни ж него  к р а я  до 
наступления равновесия. О бычно врем я р азд ел ен и я  не пре
вы ш ает  1 ч в аналитических опы тах  и 20— 30 ч — в п р е п а 
ративны х^

Б елковы е  ф ракции, р азд ел я ем ы е  в аналитических опы 
тах  в гелях, л о к ал и зу ю т  окраш и ван и ем  по м етодикам , а н а 
логичным д ля  и зоэлектроф окуси рования  в геле.

Р еком ен дую т вводить в разд ел яем у ю  смесь о к р а ш е н 
ный м ар кер  со свойствами, близким и к р азд ел яем ы м  к о м 
понентам- (гемоглобин, иитохром) или метить р азд ел я ем ы е  
компоненты ф луоресц ирую щ им и агентам и  — ф луоресками - 
ном, о -ф талевы м  альдегидом . Введение ф луоресцирую щ ей 
метки д ае т  возм ож н ость  л егк о  следить за  ходом р а з д е л е 
ния и повы ш ает  чувствительность метода. О д н ако  с в я з ы 
в ан и е  з а р я ж е н н о й  ф луоресцирую щ ей метки с белком  м о 
ж ет  менять его физико-химические свойства, п одавлять  а к 
тивность ферментов, изм енять  его изоэлектрическую  точку, 
что затр у д н яет  ин терпретацию  полученных результатов .

П р и м ер ы  исп ользован ия  м е т о д о в  э л е к т р о ф о р е з а  
в биохим ической  практике

Разделение и количественное определение белков мето
дом электрофореза на бумаге. М етодом  мож но р азд ел я ть  
белки сы воротки крови на альбум ины , а-, |3-" и у-глобулины.
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Реактивы :

1. С тандартны й раствор белка, 10 мг в 1 мл воды.
2. Бнуретовы й реактив: 1,5 г C u S 0 4 и 6 г сегнетовой соли раство

ряю т в 500 мл воды, добавляю т при постоянном помеш ивании 300 мл 
10% -го раствора N aO H  (дл я  приготовления использую т 65—75% -й 
раствор N aO H , свободный от С 0 2), раствор  до во дят  водой до 1 л , пе
ремеш иваю т и. хр ан ят  в темной параф инированной, или полиэтиленовой 
склянке.

В ероналовы й буферный раствор, р Н = 8 ,6 : в 500 мл дистиллиро
ванной воды в мерной колбе на 1 л  последовательно отм еряю т точно 
взвеш енны е на аналитических весах 40,320 г м едииала и 1,840 г веро
нала, до во дят  водой до 1 л, перемешиваю т.

4. К раситель для  проявления белков: 100 мг бромфенолового сине
го, 50 мл ледяной уксусной кислоты и 50 г Z n S 0 4 • 7Н 20  растворяю т в 
1 л  воды.

5. У ксусная к и с л о та ,-2% -й раствор.
6. А цетат натрия, приготовленный на 10% -м растворе уксусной кис

лоты, 2% -й  раствор.
7. N aO H , 0,01 н. раствор.

Ход определения. Э лектродн ы е кю веты кам еры  прибора 
д л я  эл ектр о ф о р еза  зап о л н яю т  вероналовы м  буферны м 
раствором  точно до одинакового  уровня. И з х р о м ато гр аф и 
ческой бумаги  вы резаю т  полосы разм ером  4 2 X 4  см, отме-* 
чаю т простым м ягким к ар ан даш о м  линию, на которую  б у 
д ет  нанесена сы воротка, й вставляю т  полосы в раму. Р а м у  
п ом ещ аю т  внутрь кам еры , з а п р а в л я я  концы б у м аж н ы х  по
лос во внутренние отделения электродны х кювет. К ам еру  
за к р ы в а ю т  кры ш кой и д аю т  бум аге  пропитаться  буферным 
раствором .

П ер ед  проведением электроф ореза  в сыворотке крови 
или лю бой биологической ж и дкости  определяю т общ ее со
д ер ж а н и е  белка  с помощью' биуретового реактива , который 
д ае т  возм ож н ость  определить от 1 до 10 мг белка  в пробе.

Д л я  определения  содерж ан и я  белка  используют к а л и б 
ровочный график, построенный по стан дартн ы м  р астворам  
альбум и на  или казеи н а  согласно следую щ ей, схеме:

Н о м ер  р р о б ы
К о л и ч е ств о  б ел к а, 

мг ow
О б ъ е м  р а с т в о р а  

б е л к а , мл
О бъ ем  д и с т и л л и р о в а н н о й  

в о д ы , мл

1 _ 2,0
2 2,0 0,2 1,8
3 4,0 0,4- 1,6
4 8,0 0,8 1,2
5 12.0 1,2 0,8
6 16.0 1.6 0 ,4
7 20,0 2,0

П р и м е ч а н и е .  П робу №  1 готовят в двойном объеме.
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С о д ер ж ан и е  белка  в пробе д о лж н о  быть не более 20 мг 
в 1 мл, поэтому сы воротку  крови р а з б а в л я ю т  д и сти лли ро
ванной водой в десять  раз. Д л я  определения  белка  пробы 
1 и 1,5 мл д оводят  водой до  2 мл. З а те м  к к а ж д о й  опытной 
пробе и к  пробам  стан дартного  ряда  д о б а в л я ю т  по 8 мл 
биуретового реактива . О к р а с к а  разви вается  при к о м н ат 
ной тем п ературе  в течение 30 мин. П робы  колориметриру- 
ют на ф отоэлектроколорим етре  в кю вете ш ириной 10 мм с 
зелены м  светоф ильтром . И зм ерения  проводят  против про
бы №  1, со дер ж ащ ей  те ж е  компоненты за  исключением 
белка. Н а  основании полученных дан ны х строят  граф и к, 
о т к л а д ы в а я  по оси орд и н ат  величину оптической плотнос
ти, а по оси абсцисс — количество белк а , соответствую щ ее 
этой величине. И зм ер и в  величину оптической плотности 
опытных проб и п ользуясь  калибровочны м  граф и ком , оп 
ределяю т содер ж ан и е  белка  в исследуемой пробе в м и л л и 
грамм-процентах .

• Д л я  нанесения пробы на бум агу  на  к р ай  покровного 
стекла  отм ери ваю т 2 мг белка . С текло  п оворачиваю т к а п 
лей вниз, п р и к л ады в аю т  под острым углом к  поверхности 
бумаги, затем  вклю чаю т ток и у с тан ав л и в аю т  необходимое 
нап ряж ение . П ри  н ап ряж ен и и  240 В (гради ен т  потенциала 
5— 5,5 В) проводят  электроф орез  белков сы воротки в т е 
чение 18— 20 ч, при н ап р яж ен и и  360 В — 6— 8 ч. П ри  этом, 
чтобы не д опускать  перегрева  и чрезмерного  испарения, 
сила тока  не д о л ж н а  превы ш ать  0,1— 0,3 мА на 1 см попе
речного р а зр е за  бумаж ной, полосы. Э лектроф орез  проводят  
при комнатной температуре.

П о  окончании электроф ореза  вы клю чаю т ток  и извле- 
к а ю т .р а м у  из прибора. С легка  подсушив электроф ореграм - 
мы под тягой, отдел яю т  их от рам ы  и переносят  в су ш и л ь
ный ш каф  на 15— 20 мин, где при тем п ературе  110— 120°С 
происходит ф иксац ия  б ел ка  па бумаге. В ы суш енны е поло
сы бумаги  п ом ещ аю т в эм ал и р о ван н у ю  кювету, за л и в а ю т  
красителем  и оставляю т на ночь. З а те м  краси тель  с л и в а 
ют в склянку. (Его  м ож н о исп ользовать  неоднократно!) .  
Б у м а гу  отм ы ваю т 2 % -м  раствором  уксусной кислоты 2 р аза  
по 5 мин и 1 раз  10 мин. З а к р е п л я ю т  ф о р егр ам м ы  в тече
ние 2 мин, о б р а б а т ы в а я  2% -м  раствором  ац етата  натрия , 
и су ш ат  под тягой.

М етодом электроф ореза  ha  бум аге  получаю т в среднем 
4— 5 ф ракц и й  белков: альбум ины , а-, р- и у-глобулины. 
И ногда  а -глоб ули н ы  д аю т  <хг и «г-фракции , р-гЛобули- 
ны — р -i и Рг-фракции.

Э лектроф ореграм м ы , на которых проявились пятна б е л 
ков, р а зр е за ю т  на  полоски одинаковой  ш ирины (примерно
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5 мм) и п ом ещ аю т к а ж д у ю  полоску в отдельную пробирку 
с 3  мл 0,01 н. раствора  едкого н атра . Э лю ци я  проводится 
в течение 1 ч. Д л я  каж до го  э л ю ата  н аходят  величину оп
тической плотности на ф отоэлектроколорим етре. И зм е р е 
ния проводят  относительно контрольного э л ю ата  (лучш е 
взять  двойной о б ъ ем ) ,  д л я  чего вы резаю т  на свободном от 
белковы х ф ракци й  участке  электроф ореграм м ы  «слепую 
пробу» такой  ж е  площ ади.

Н а  основании полученных д ан н ы х  строят  кривую р а с 
пределения  окраски  на ф ореграм м е. Н а  оси абсцисс от-, 
к л ад ы в аю т  значения , соответствую щ ие номерам  проб в 
п орядке  их расп олож ен и я  на электроф ореграм м е , на ^ с и  
орди н ат  — соотношения белковы х ф ракц и й  в сыворотке 
крови. К ривую  д е л я т  по минимумам на р яд  участков, со
ответствую щ их отдельным ф ракц и ям . П л о щ а д ь  каж дого  
участка  пропорциональна  количеству окраски , соеди няю 
щ ейся  с белком  дан ной  ф ракции. Соотнош ение м е ж д у  п л о 
щ ад ям и  вы числяю т по массе, приним ая , что м асса  у ч аст 
ков бумаги  проп орцион альн а  их площ ади, а вся п лощ адь 
составляет  100%.

М ож н о  элю и ровать  отдельны е ф ракц и и  и рассчиты 
вать  процентное соотношение в них белков. Д л я  идентиф и
кации эл ек троф ореграм м  м ож н о исп ользовать  денсито
метр.

Разделение белков сыворотки крови методом диск-элек- 
трофореза. С очетание эф ф ектов  концентрирования  и м оле
кулярного  сита  обусловливает  высокую р азр еш аю щ у ю  спо
собность и чувствительность метода. М етодом  д и ск-элек тро
ф ореза  в п олиакрилам идном  геле в сыворотке крови о б н а 
р у ж и в а ю т  до  30 фракций.

Реактивы (готовятся на дваж ды дист иллированной  во
д е!):

1. Р аствор  А: 7,32 г Т РИ С , 9,6 мл 1 н. раствора Н О , 0,044 мл 
Т Е М Е Д , воды до  20 мл; pH  =  8,9.

2. Р аствор  Б: 6,72 г акрил амида, 179,2 мг метнлен-быс-акриламида, 
воды до  28 мл.

3. Раствор  В :  персульф ат аммония, 28 мг в 20 мл воды, готовится 
в день опыта.

4. Р аствор  Г: 598 мг Т РИ С , 4,8 мл 1 н. раствора НО, 0,046 мл 
Т Е М Е Д , воды  до 10 мл; pH  =  6,7.

5. Раствор  Д: 1 г а Крилами да , 250 мг метилен-быс-акриламида, во
ды до 10 мл.

6. Рибоф лавин, раствор 4 мг в 100 мл воды.
7. С ахароза , 40% -й раствор. ,
8. Э лектродны й буферный раствор: 6 г Т РИ С , 28,8 г глицина, воды 

до 100 мл; p H = 8 ,3 . П еред употреблением разбавляю т  в 10 раз.
9. Бром феноловы й синий, 0,001 %-й водный профильтрованный 

раттвор.
10. У ксусная кислота, 7 % -й раствор.



11. У ксусная кислота, 2% -й раствор.
12. Амидочерный 10 Б, 1% -й раствор, приготовленный на 7 % -м рас

творе уксусной кислоты.

Ход работы. Ч исты е и сухие трубки  укреп ляю т строго 
вертикально  в специальном  ш тативе, наприм ер в ш тативе  
а п п а р а т а  ф ирм ы  « R ean a l»  (производства  В Н Р ) .  П ри  ис
пользовании сам одельны х ш тативов трубки  с н ач ала  з а к л е 
иваю т с нижнего конца лейкоп ласты рем , опускаю т на 
несколько секунд в р асплавленны й параф ин, а затем  поме
щ аю т  в ш татив. Готовят  рабочий раствор  - д л я  р а з д е 
л я ю щ е г о  г е л я  из растворов  Л, Б , В  и воды в соотно
шении 1 : 2 г 4 : 1. Смесь осторож но п ерем еш иваю т с т ек л я н 
ной палочкой и быстро р азл и в аю т  с таким  расчетом, чтобы 
до верхнего конца каж до й  трубки  о ставалось  15 мм (в этом 
месте лучш е сдел ать  м е т к у ) . В р ем я  меж ду пригот овлением  
и за л и в к о й  см еси не  долж но превыш ать 5 м ин! Н а  п оверх
ность смеси осторож но н асл аи в аю т  воду. Это необходимо 
д л я  того, чтобы поверхность геля получилась  ровной: вода 
у м ен ьш ает  силу  сцепления м еж д у  раствором  геля и стек 
лом , которая  приводит к  о б разован и ю  мениска. П о л и м ер и 
зац и я  геля  проходит за  30 мин при ком натной  т ем п ер ату 
ре. По окончании полим еризации об р азу ется  р е зк а я  г р а 
ница м еж д у  гелем  и верхним слоем ж идкости . Ж и дк о сть  
у д ал я ю т  фильтров 'альной бумагой, в к а ж д у ю  тр у бк у  вно
ся т  по 0,15 мл рабочего раствора  д л я  концентрирую щ его 
геля  и н асл аи ваю т  воду. Рабочи й  раствор д л я  к о н ц е н т 
р и р у ю щ е г о  г е л я  готовят  из растворов  Г, Д ,  ри б о 
ф лави н а  и с ах ар о зы  в соотношении 1 : 2 : 1 : 4. Гель о б лу 
чаю т в течение 20 мин ф луоресцентной лам п о й  дневного све 
та  или ультраф иолетовой  л ам пой  на  расстоянии 2— 3 см, 
концентрирую щ ий гель становится  молочно-белым. С по
верхности геля  у д ал яю т  слой воды, трубки  освобож даю т 
от л ей ко п л асты р я  и у кр еп ляю т  в катодном  сосуде."

Р а с т в о р  веществ, п о д л еж ащ и х  разделению , до лж ен  
бы ть приготовлен в том ж е  буферном растворе  и иметь то 
ж е  значение  pH  и ту  ж е  ионную силу, что и раствор  кон
центрирую щ его геля. Биологические ж идкости  р а з б а в л я ю т  
раствором  концентрирую щ его геля  так , чтобы общий о б ъ 
ем составлял  приблизительно 0,15 мл. П ри  исследовании 
сыворотки крови см еш и ваю т 3 мкл сы воротки (с о д е р ж а 
ние б ел к а  около 200 мкг) с 0,15 мл раствора, концентри- _ 
рую щ его геля  или с сефадексом  Г-200 (1 : 1). П олученный 
раствор  переносят  в трубку  на поверхность кон центрирую 
щего геля. К онец  трубки  осторож но зап о л н яю т  э л ектр о д 
ным буферны м раствором.

Э лектроф орез  рекомендую т проводить при тем п ературе
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.+ 4°С . Э лектродн ы е  сосуды зап олн яю т  предварительно  
о х л аж д ен н ы м  до  + 4 ° С  электродны м  буферны м раствором, 
следя  з а  тем, чтобы на к р а я х  трубок  не появились п узы рь
ки воздуха . .В  верхний буферный раствор  д о б ав л я ю т  к р аси 
т е л ь — бромф еноловы й синий из расчета  1 мл 0 ,001% -го 
раство р а  на 500 мл раствора . К атодн ы й сосуд опускаю т в 
анодный на тако е  расстояние, чтобы трубки были погру
ж ен ы  в буферный раствор  анодного сосуда на 4 см. П осле  
заполнен ия  электродн ы х  сосудов электроды  присоединяю т 
к  источнику постоянного тока  и в первые 2 мин у с т ан а в л и 
ваю т  ток.-1 мА на трубку. Затем, проводят  электроф орез  
при токе 4 мА на тр у бк у  до  тех пор, пока  полоса кр аси те 
л я - н е  будет отступать от ниж него  к р ая  тр у бо к  на 3 мм. 
П осле  окончания  электроф ореза  электродны е буферны е 
растворы  в ы л и ваю т  из сосудов. И х  м ож н о употреблять  при 
следую щ и х эл ектр о ф о р езах ,  но н ельзя  с м е ш и в а т ь .д р у г  с 
другом  или м енять местами.

Ч тобы  не допустить* расш ирения  белковы х зон из-за 
диф ф узи и, гель после эл ектр о ф о р еза  немедленно уд аляю т  
из тр у бо к  и ф иксирую т 7% -м  раствором  уксусной кислоты. 
И зв л е к а ю т  столбик  геля  шприцом, заполнен ны м  7% -м  
раствором  уксусной кислоты. О сторож но вводят  конец и н ъ 
екционной иглы м е ж д у  стенкой трубки  и гелем. М едленно 
продвигаю т иглу примерно до середины геля  так , чтобы 
она д в и гал ась  по спирали  вдоль  внутренней стенки т р у б 
ки. З а т е м  вводят  глицерин, которы й способствует о тделе
нию геля от стенок и вы талк и ван и ю  его из трубок. Гель пе
реносят  в пробирку  с раствором  амидочерного  10 Б  на 
30 мин. О тм ы ваю т гель от избы тка  кр аси тел я  2% -м  р а с т 
вором уксусной кислоты. Х р ан ят  гель в 7% -м  растворе  у к 
сусной кислоты.

Э лектроф орез  в поли ак ри лам и дн ом  геле проводят  с ис
пользованием  только  разд ел яю щ его  геля.
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Глава III. ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

§  16. М Е Т О Д  ПОТЕНЦИОМ ЕТРИЧЕСКОГО ТИТРОВАНИЯ

М етод  потенциометрического титрования  — об ъ ем н о
электрохимический метод, закл ю ч аю щ и й ся  в том, что точ
ку эквивалентности  при титровании определяю т по р езком у  „ 
изменению потенциала индикаторного  электрод а .  Т ак , если 
м еталлическую  пластинку, наприм ер из цинка, опустить в 
чистую воду, то под влиянием  полярны х м олекул  воды но
ны цинка отры ваю тся  от кристаллической  решетки м етал л а  
и переходят  в раствор. В р езу л ьтате  потери ионов м етал л и 
ческая  пласти н ка  п ри обретает  отрицательны й за р я д ,  а- 
прилегаю щ ий к  ней слой воды з а р я ж а е т с я  п олож ительн о  
з а  счет катионов, у д ер ж и в аем ы х  отрицательны м  за р я д о м  
м еталла .  Н а  границе  м еж д у  м еталлом  и раствором  о б р а з у 
ется двойной электрический  слой, х ар актер и зу ю щ и й ся  опре
деленны м  скачком  потенциала, которы й н азы вается  э л  е к : 
т р о д  н ы м.

П ри  погруж ении металлической  пластинки в раствор 
солей, со дер ж ащ и й  ионы того ж е  м еталла ,  что и п ласти н 
ка , м еж д у  твердой  и ж и дк о й  ф азой  устан ав ли в ается  д и н а 
мическое равновесие: M eQ+±M en+-\-ne.

В еличина электродного  п отенц иала  при устан ови вш ем 
ся равновесии н азы вается  р а в н о в е с н ы м  э л е к т р о  д- '  
н ы м п о т е н ц и а л о м  и определяется  согласно у р а в н е 
нию Н ернста:

R T
<Р =  ¥ о +  ~ п Ғ ~ Л п С м е '

где ф — потенциал  металлического  эл ектр о д а  при данной 
концентрации ионов м е та л л а  в растворе; ф0 — потенциал 
этого ж е  эл ектр о д а  в растворе  с концентрацией  ионов, р а в 
ной единице (норм альны й п о тен ц и ал ) ;  сМе — концентрация  
ионов м еталла ,  или его активность {(1ме=уСме, где у — ко 
эф ф ици ен т  активн ости );  R  — газо в ая  постоянная; Т  —  аб- . 
солютная температура; Ғ  —  число Ф а р а д ея ;  п  —  з а р я д  
ионов м етал л а .  П ри  тем п ературе  25°С и соответствую 
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щ их зн ачен и ях  /? и 7, а т а к ж е  учиты вая  коэфф ициент пе
рехода от н ату р ал ьн ы х  к  десятичны м л о гар и ф м ам , у р а в 
нение Н ерн ста  примет вид:

Д л я  потенциометрического титрования  составляю т 
зам кн утую  цепь из индикаторного  электрода , п огруж ен но
го в исследуемый раствор, и эл ектр о д а  сравнения. В про
цессе потенциометрического титрования  в зависимости  от 
концентрации (активности) ионов в растворе  происходит 
изменение равновесного потенциала индикаторного  эл ек т 
рода относительно данного  катиона или аниона. Величину 
потенциала индикаторного  электрода  определяю т по отно
шению к  иеп оляризуем ом у электроду, потенциал которого 
не изменяется  в процессе титрования  и сл у ж и т  д ля  с р ав н е 
ния с потенциалом  индикаторного  электрода . Т аки е  э л е к т 
роды н азы ваю тся  э л е к т р о д а м и  с р а в н е н и я ,  или 
с т а н д а р т н ы м и .

Во врем я титрования  после добавлен и я  к а ж д о й  порции 
реакти ва  и зм еряю т величину э. д. с. зам кн утой  цепи. В н а 
чале  титрования  потенциал  индикаторного  электрода  изм е
няется медленно, а вблизи точки эквивалентности  —  с к а ч 
кообразно . Граф ически  потенциометрическое титрование 
и зо б р а ж а ю т  кривой, которая  образуется , если на оси абс
цисс о тк л ады в ать  количество м иллилитров  раствора , к о 
торы м титруют, а на оси ординат  — разность  потенциалов 
м е ж д у  ин ди каторны м  электродом  и электродом  сравнения

Рис. 31. К ривая потенциометриче- Рис. 22. Схема сосуда комбнни-
ского титрования соляной кисло- рованной конструкции ВИМ С:

Ф =  Фо +  0,058/n - lg c lVe.

(рис. 31)

ты щелочью : /
т. э. — точка эквивалентности.

i .  — к а п и л л я р : 2 — п л а т и н о в ы й  к о н 
т а к т ; 3 — ч а сть  с о с у д а , за п о л н е н н а я  
а г а р о м ; 4 —  р т у т ь ; 5 — с т а к а н  с ис

с л е д у е м ы м  р ас тв о р о м .
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Д л я  к аж до й  реакции п одби раю т соответствующ ий ин
д и каторны й электрод , которы й д ае т  сам ы е  точные р езу л ь 
таты . П одбор  электродов  зави си т  от условий титрования, 
наличия окислителей  и восстановителей, и н тервала  и зм е
нений pH  от времени титрования  и др. П ри оки сли тельн о
восстановительны х реакц иях  в качестве  ин дикаторны х 
электродов  чащ е всего использую т платиновы е и золотые, 
а при реакциях* н ей трализац ии  — электроды , потенциал  к о 
торых зависи т  от величины . p H '  (наприм ер, водородный, 
стеклянный, хи н ги дрон н ы й ). В электрохим ических методах  

~  исследований в качестве  стан дар тн ы х  наи более  ш ироко ис
пользуется  калом ельны й, хингидронный и хлорсеребряны й 
электроды.

С тан д ар тн ы е  электроды  слабо  п оляризуем ы  и д о лж н ы  
иметь неизменный потенциад  в процессе титрования , сл е 
довательно, изменение электрод ви ж ущ ей  силы  электродной 
пары  будет  зависеть  только  от потенциала  индикаторного  
электрода . К ром е того, по тен ц и ал о п р едел яю щ ая  э л ектр о д 
н а я  реакц и я  д о л ж н а  бы ть термодинамически  обратим ой , а 
концентрация  ионов, х а р а к т е р и зу ю щ а я  электродны й про
цесс,— постоянной.

Каломельный электрод. Н аи б о л ее  ш ироко применяется  
в качестве  стан дартн ого  эл ектр о д а  в потенциометрни, п о л я 
рографии, ам пером етрии И других электрохим ических мето- 

-дах. К алом ельн ы й  электрод  о б л а д а е т  высокой степенью 
обратимости и воспроизводимости. П отен ц и ал  электрода  
определяется  системой Hg2+ |H g 0 или H g 0 | H g 2C l2| КС1, а 
эл ектр о д н ая  реакц ия

H g2CI2 +  2e<±2Hg +  2C l-.

B п ракти ке  прим еняю тся  три разновидности  к а л о м е л ь 
ного электрода :  насыщ енный, н орм альны й и дец инорм аль-  
ный, а их потенциалы, измеренны е в паре  с н орм альны м  
водородным электродом  при тем п ер ату р е  18°С, соответст
венно равны  0,250, 0,337 и 0,235 В. Д л я  работы  м ож н о ис
п ользовать  калом ельн ы й  электрод  промыш ленного п рои з
водства или приготовить в л а б о р ато р н ы х  условиях.

С осуд д л я  калом ельного  эл ектр о д а  м ож ет  бы ть р а з л и ч 
ной формы, однако  лучш е всего исп ользовать  сосуд ко м б и 
нированной конструкции В И М С  (рис. 32).

П риготовление электрода  начинаю т с ам ал ьги р о ван и я  
контакту  выносного анода. Д л я  этого в сосуд н али ваю т  
раствор  соли H g f N O a b ,  подкисленный азотной  кислотой 
(несколько кап ель  H N 0 3 на 100 мл р а с тв о р а ) .  В раствор  
п огруж аю т платиновую  проволоку, присоединяя один конец
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ее к  полю су « + »  а к к у м у л ято р а  н ап р яж ен и я  6 В. П л а т и 
новый кон так т  сосуда присоединяю т к  полюсу «— ». Э л е к т 
ролиз проводят  в течение 3— 5 мин.

М ою т и вы суш и ваю т сосуд на воздухе при комнатной 
температуре. П ри готовляю т  насы щ енны й на холоде раст 
вор хлорида  кал и я  (м арки  х. ч .) ,  а т а к ж е  калом ельную  
пасту, д ля  чего в ф арф оровой  ступке расти раю т  кал о м ел ь  
с небольш им количеством ртути и сухого хлорида калия  
до о б разован и я  однородной серой массы, которую  пром ы 
ваю т  несколько раз  холодным насы щ енны м  раствором  х л о 
рида калия .

П ри готовляю т  смесь растертого  в ступке сухого х л ори 
д а  ка л и я  с небольш им количеством насы щ енного  раствора  
хлопида кали я .

К алом ельн ы й  эл ектр о д  приготовляют, так :  н ал и ваю т  в 
сосуд ртуть так, чтобы она п окры ла  платиновы й кон такт  
(3— 5 м м ) ,  з а к р е п л я ю т  сосуд в вертикальном  полож ении 
на штативе..  В сосуд п ом ещ аю т слой калом ельной  пасты  
(3— 5 м м ) , покры вая  ею слой ртути, а затем  сверху н а с л а 
иваю т смесь, приготовленную из сухого хлорида ка л и я  и 
насыщ енного раствора  хлорида кали я .  Т рубку  заполняю т 
3 % -м  раствором  агар а  в насы щ енном растворе  хлорида 
к ал и я ,  а сверху  н ал и ваю т  насыщ енный раствор  хлорида 
калия . О тверстие трубки за к р ы в а ю т  тампоном  из ф и л ьтр о 
вальной  бумаги.

П риготовленны й калом ельн ы й  электрод  долж ен  «соста
риться»  в течение 24 ч. В процессе работы  калом ельны й 
эл ектр о д  предохраняю т от встряхи вания  и действия вы со
ких температур.

Очистка ртути и меры предосторожности при работе с 
ней. П ри приготовлении калом ельного  электрода  и в п о л я 
рографическом  ан ал и зе  применяется  очень чистая  ртуть.

Р туть , загрязненн ую  органическими вещ ествам и, а т а к 
ж е  м еханическими примесями, тщ ательн о  ф ильтрую т че
рез стеклянны й или бум аж н ы й  фильтр, в котором иглой 
п р о к алы в аю т  несколько  отверстий.

Ртуть , загрязн ен н ую  ж и р ам и , встряхи ваю т в д ел и тел ь 
ной воронке с 5 % -м  раствором  N a O H  д л я  ом ы ления ж и 
ров, пром ы ваю т несколько  раз  дисти лли рованной  водой и 
ф ильтрую т через сухой бу м аж н ы й  ф ильтр  d мелкими от
верстиями.

Д л я  очистки ртути от примесей м етал л о в  реком ендует
ся перегонять ее в вакуум е  или о б р аб о тать  в толстостен
ной делительной  воронке 5 % -м  раствором  н и т р а т а ' рту-, 
ти (I)  с несколькими к ап лям и  1 0 % -го раствора  H N 0 3. О б 
рабо тк у  проводят  3— 4 р аза ,  затем  п ром ы ваю т 5— 6 раз

117



дистиллированной водой и ф ильтрую т через сухой б у м а ж 
ный фильтр.

П ар ы  ртути ядовиты, поэтому все работы  с ней нуж но 
проводить в вы тяж н ом  ш каф у. П ол  и столы в л або р ато р и и  
д о лж н ы  бы ть покры ты  линолеумом, а пролитую  на пол 
ртуть необходимо тщ ательн о  собрать  медной а м а л ь га м и 
рованной пластинкой. Д л я  уменьш ения испарения  пролитой 
ртути щ ели в полу  следует  за с ы п а т ь  порош ком серы или 
о б р аб о тать  20% -м  раствором  ҒеС13.

Хлорсеребряный электрод. Н аи б о л ее  распространен  в 
потенциометрии и полярограф и и. С л у ж и т  стан дартны м  
электродом  в ком п лекте  со стеклянны м  и платиновым 
электродам и .

Э лектродн ая  реакция  в ы р а ж а е т с я  уравнением:
A g C l  A g +  ‘+  C l -  —  е.

Х лорсеребряны е эл ектр о д ы  х ар актери зую тся  высокой 
воспроизводимостью и могут прим еняться  в различны х ср е 
дах . Х лорсеребряны е электроды  вы пускаю тся  пром ы ш лен 
ностью и входят  в ком плекты  многих электрохимических 
приборов. Готовят электроды  путем электролитического  
осаж д ен и я  Ag+, или AgCl, на серебряную  проволоку, к о 
торую затем  п о груж аю т  в насы щ енны й раствор  хлорида 
кали я ,  со дер ж ащ и й  небольш ое количество хлорида  се
ребра.

Д л я  потенциометрического титрования  с л у ж а т  специ
альны е приборы: p H -метры, потенциометры, титром етры  
и др. В лабораторны х, условиях д л я  потенциометрического 
титрования  лучш е всего использовать  блок  авто м ати ч еско 
го титрования  серийного производства  БА Т-12-ЛМ .

П отенциометрическим титрованием  определяю т а к т и в 
ность ферментов в р еакц и ях  со специфическими в ещ еств а 
ми — субстратам и , а т а к ж е  точку эк вивалентности  для 
реакций н ей трализац ии , осаж ден и я , окисли тельн о-восстано
вительных, ком п лексообразован ия .

О п р ед ел ен и е  карбоксильны х и аминных групп б ел к о в

М олекулы  белков всегда со д е р ж а т  свободные к а р б о 
ксильны е и аминны е группы.

М етод  основы вается  на способности ф о р м ал ь д е ги д а  с в я 
зы в ать  свободные аминогруппы с образован и ем  мети лено
вых производных

R  R
I. . • I
СН—NHa +  О =  СН3 ->СН—N =  СН3 +  Н30.
I . I -соон соон
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П осле  б локировани я  аминогрупп свободные кар б о к си ль 
ные группы отти тровы ваю тся  раствором  щелочи:

R R

С Н — N =  СНа +  NaQH -> C H -N  =  С Н , +  Н ,0 .
I z  I
СООН COONa

Д л я  определения  готовят  две  пробы: исследуемую и 
контрольную.

И с с л е д у е м а я  п р о б а .  В колбу  н ал и ваю т  0,4 мл 
сыворотки крови, гом оген ата  ткан и  или растворы  глицина 
различной  концентрации, 10 мл воды и д о б ав л я ю т  2,5 мл 
ф о рм олы ю й  смеси (к б мл 2 % -го раствора  ф о р м альд еги д а  
д о б а в л я ю т  2 кап ли  спиртового раствора* ф ен о л ф та л е и н а  и 
кап л я м и  0,1 и. раствор  N a O H  до  розового о краш и ван и я  
ж идкости . Смесь приготовляю т п еред  р а б о т о й ) .

К о н т р о л ь н а я  п р о б а .  В колбу  пом ещ аю т все д о 
б авлен ны е в исследуемую пробу реактивы , кроме сы ворот
ки или гомогената . З атем  в колбы  с  исследуемой и конт
рольной пробам и  д о б ав л я ю т  по 1 мл 0,01 и. раствора  N a O H  
и 0,2 мл 0,1 н. раствора  N aO H . p H -метром и зм еряю т pH 
контрольной пробы, а затем  исследуемую  пробу титруют 
из микробю ретки  0,1 н. раствором  N a O H  до значения  pH  
контрольной пробы. Т итрование  проводят  2— 3 р а за .  Д л я  
расчёта  берут среднее значение.

С о д ер ж ан и е  свободных карбокси льны х групп Ссоон 
(в мг% а минного азота )  в исследуемом м атер и але  рассчи
ты ваю т по формуле:

г  _  0 ,1 4 4 /1 0 0  
Ч О О Н ----------- у д ------ г‘

-где 0,14 — эк ви вал ен т  азота ;  Л — объем 0,01 н. раствора  
N aO H , израсходованны й на титрование исследуемой пробы, 
мл; f  —  коэфф ициент поправки  на титр 0,01 н. раствора  
N a O H ; 0,4 — количество сы воротки крови или гомогената  
в пробе, мл; 100 — коэф ф иц иент  пересчета на 100 мл сы во
ротки крови.

% '  

П отен ц и ом етри ческое  о п р е д е л ен и е  pH ср ед ы

П ри биохимических исследованиях  часто учитывается  
реакц ия  среды. Больш ин ство  значений p H  биологических 
сред близки  it 7.

К онц ен трац и я  ионов водорода и гидроксильны х групп 
явл яется  важ н ы м  ф актором , которы й регулирует  к а т а л и 
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тическое действие ферментов. Так, оп ти м ал ьн ая  ак ти в 
ность пепсина п роявляется  при pH  =  2, при pH  =  4 она р е з 
ко тормозится. Активность ам и л азы  слюны п роявляется  
при p H = 5 , 7 5  — 7,05.

Н екоторы е за б о л е в а н и я  способствую т изменению pH  
мочи и крови. Н ап ри м ер ,  при сахарном  д и абете  вследствие 
чрезмерного о б р азо ван и я  кислот  в организм е  человека  по
в ы ш ается  кислотность мочи. З а б о л е в а н и е  мочевых путей 
приводит к  повыш ению щ елочности мочи.

К а к  известно, величина p H  р ав н а  отрицательном у  зна-. 
чению десятичного л о гар и ф м а  концентрации ионов во д о 
рода: -

PH  =  - l g [ H + ] .

А налогично

рКа =  — lg  Ка,

где  Ка —  кон стан та  диссоциации кислоты.
П о д стан о вк а  этих обозначений в уравнение

p H = pK>+ lBw

приводит к  важ н о й  ф орм уле, которая  в более общей ф о р 
ме имеет вид:1

p H  =  рК а +  lg  [соль1 -
[кислота]

где [соль] =  [А ~], а [кислота]  =  [ Н А ] .
Д а н н о е  уравнение  известно под н а з в а н и е ^  у р а в н е 

н и я  Г е н д е р с о н а  — Х а с с е л  ь б а л х  а, оно д ае т  в о з 
м ож ность  рассчитать  величину р К а д л я  лю бой кислоты, ис
ходя из м олярного  отнош ения дон ора  [Н А ] и акц еп то
р а  [А~] протонов при дан ном  pH , рассчи тать  величину 
pH  сопряж енной кислотно-основной пары  при дан ном  рКа 
и данном молярном  отношении м еж д у  донором [Н А ] и а к 
цептором [А~] протонов, а т а к ж е  молярное  отнош ение д о 
нора  [Н А ] и акц ептора  [А- ] протонов при д ан н ы х  зн а ч е 
ниях pH  и р К а.

Кислотность или щ елочность растворов  мож но о п р ед е
лить  колориметрическими методами, уни версальн ы м  ,ин ди -‘ 
катором , по ш к ал е  буферных растворов , а т а к ж е  буферны м 
методом (метод М и х а э л и с а ) .

С ам ы м  точным явл яется  метод потенциометрического 
определения" p H  среды, которы й основы вается  на и зм ере
нии э. д. с. элем ента , состоящ его из эл ек тр о д а  сравнени я
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(калом ельного , хлорсеребряного , водородного) с извест
ным потенциалом, и измерительного эл ектр о д а  (стеклян но
го ) ,  потенциал  которого определяется  концентрацией  водо
родных ионов в исследуемом растворе.

С теклянны й эл ек тр о д  — это т р у бк а  с нап аян ны м  на к о 
нус пустотельным ш ари ком  д иам етром  15— 20 мм, который 
и зготовляется  цз легкоп лавкого  электродного  стекла  то л 
щ иной несколько микрометров, со дер ж ащ его  катионы  л и 
тия и н атри я  д л я  увеличения электропроводности. В нут
реннюю часть стеклянного  эл ектр о д а  зап о л н яю т  р аств о 
ром соляной кислоты определенной концентрации, в кото 
рый опускаю т хлорсеребряны й или другой электрод  с р а в н е 
ния. Схему стеклянного  эл ектр о д а  м ож н о зап и сать  так:

A g  I AgCl(TB), НС1 I С т ек л я н н а я  м ем бран а  I Р а с тв о р  с [Н + ]I Ч I - ' I
П ри погруж ении стеклянного  эл ектр о д а  с неизвестной 

концентрацией  водородных ионов м еж д у  поверхностью ш а 
рика  и раствором  происходит обмен ионами. Н а  границе 
р а зд ел а  стекло  — раствор возникает  разность  потенциа
л ов  Е , величина которой о пределяется  активностью  ионов 
водорода  в растворе:

Е  =  R T j F  - pH .

П реим ущ ества  стеклянного  эл ектр о д а  огромны: потен
ц и ал  его у стан авли вается  быстро и не изм еняется  при н а 
личии окислителей, восстановителей или токсических ве 
щ еств; с помощ ью  стеклянного  электрода  м ож н о исследо
вать  о краш енны е и мутные растворы ; при использовании 
стеклянного  эл ектр о д а  в исследуемый раствор  не д о б а в 
л я ю т  посторонних веществ; б л аго д ар я  м алом у  диам етру  
стеклянного  эл ектр о д а  д ля  определения м ож н о б р ать  не
больш ие объемы  исследуемого вещ ества (несколько м и л 
лилитров) .

К н едостаткам  стеклянного электрода  относятся  сл е 
дующие. Л и н ей н ая  зависи м ость  м е ж 
д у  потенциалом  и pH  соблю дается  
не при всех значениях  pH  и описы
вается  кривой (рис. 33) .  В кислы х 
и щ елочных средах  наиболее точные 
р езультаты  мож но получить при 
значениях  pH  от 0 до  12. В сильно
щ елочной среде, т. е. при p H  =  12, 
н аб лю д ается  т а к  н а зы в а е м а я  «ще
л очн ая  ош ибка» , которая  зависит от 
сорта используемого стекла , в силь-

-о.е

Рис. 33. Зависим ость по
тенциала стеклянного 
электрода от  pH  среды.
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Рис. ?4. Общ ий вид рН -м егра —  м илливольтм етра pH-121:
/  — пол ы й  ш а р и к  из э л е к т р о д н о го  с т е к л а ; 2  — с т е к л я н н ы й  э л е к т р о д ; 3 — р а с 
тв о р , к о то р ы й  за п о л н я е т  вн у тр ен н ю ю  ч а с т ь  э л е к т р о д а ; 4 — в н у тр е н н и й  к о н т а к т 
ны й  э л е к т р о д ; 5  — в сп о м о га те л ь н ы й  э л е к т р о д ; 6 —  г л а з о к  и н д и к а т о р а  в к л ю ч е 
ни я ; 7 — р у ч к а  р ези ст о р а  /?16 — « к а л и б р о в к а » ; 8  — р у ч к а  р е зи с т о р а  ДЭЗ—р Н и ; 
9  — р у ч к а  р е з и с т о р а  R26  — « к р у т и зн а » , « m V » ; 10 — р у ч к а  р е зи с т о р а  « т е м п е р а 
т у р а  р а с т в о р а » ; / / —г л а з о к  и н д и к ац и и  в к л ю ч е н и я ; 12 — к н о п к а  « p H » ; 13 —  к н о п 
к а  « + m V » ; 14 — к н о п к а  «— шУ».; 15 — к н о п к а  «О, t» ;  16 — к н о п к а  в ы б о р а  п о д 
к л ю ч ен и я  в ы с о к о о м н о го  г н е з д а  «и зм . 1» или  « и зм . 2 » ; 17 —  к н о п к а  « н и » ; 18 —  
к н о п к а  «— 1— 14»; 19 — к н о п к а  «— 1—4»; 20 — к н о п к а  «—4—9 » ; 21 —  к о р р е к то р  

«—9— 14»; 22  — « к о р р е к то р  н у л я » .

нокислой среде (при рН  =  0) н аб лю д ается  «ки слая  ош ибка».
П отен ц и ал  стеклянного  электрода  зависи т  т а к ж е  от со

стояния его внутренней и внеш ней поверхности. Так, поте
ря щ елочи при тепловой о б р аб о тке  и в процессе изготов
лен и я  электрода , дли тельн ое  обезвож и ван и е  поверхностно
го слоя вследствие вы суш и вания , механическое разруш ен ие  
поверхностного слоя либо химическое воздействие щелочей 
или фтороводорода приводит к возникновению  потенциала  
асим м етрии стек л ян н о го  электрода . П отен ц и ал  асимметрии 
до лж ен  быть постоянным д ля  дан ного  электрода . Его м о ж 
но измерить, если p H  растворов  по обе стороны м ем бран ы  
будет иметь одинаковы е значения . /Т ри  вы сы хании э л е к т 
рода потенциал асим м етрии изменяется.

Д л я  определения  pH  растворов  в л а б о р а то р н ы х  усл о 
виях пром ы ш ленностью  вы пускаю тся p H -метр Л П У -01 , рН - 
метр — м илливольтм етр  Л П М -60М , p H -метр — м и л л и 
вольтметр  рН-340 и рН-121. О бщ ий вид p H -метра — м ил
л и вольтм етра  рН-121 п о к азан  на рис. 34. П рибор  
предназначен  д л я  определения  величины pH , pN a ,  pAg, рК, 
рМ Н4 и окислительно-восстацовительны х потенциалов , а 
т а к ж е  использования  в качестве  высокоомного нуль-и нди ка
тора и м илливольтм етра . П ри работе  с блокам и  ав т о м а т и 
ческого титрования  прибор м о ж ет  бы ть использован д ля
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массового однотипного тит
рования. П ределы  измерения 
величины p H  — от — 1 до 14.

Л а б о р ато р н ы й  p H -метр — 
милливольтм етр  рН-121 со
стоит из электродной  систе
мы (стеклянного и хл о р се 
ребряного  эл ек тр о д о в ) ;  б л о 
ка  п р ео б р азо вател я ,  п р ед н а
значенного  д ля  п р е о б р а зо в а 
ния постоянного нап ряж ен и я ,  
поступаю щ его на вход уси
лителя, в проп орциональное 
ему переменное нап ряж ение; 
блока  ген ератора  у п р а в л я 
ю щих импульсов, п р ед н азн а 
ченного д л я  питания светодиода м одулятора  и д ем о д у л я 
тора; блок а  усилителя  переменного н ап р яж ен и я ,  обеспечи
ваю щ его требуемое усиление сигнала ;  ф азового  детектора, 
осущ ествляю щ его  преобразован и е  усиленного переменного 
н ап р яж ен и я  в н а п р яж ен и е  постоянного тока , и усилителя  
мощности.

Э л ек тр о дн ая  система имеет больш ое внутреннее сопро
тивление, достигаю щ ее 1000 М Ом.

Д л я  измерения э. д. с. электродной системы п ри м ен яет
ся ком п енсацион ная  схема, которая  значительно  у м ен ьш а
ет ток, потребляем ы й при измерении.

Рассм отри м  принципиальную  схему p H -метра — м и л л и 
вольтм етра  рН-121 (рис. 35).

Э л е к тр о д в и ж у щ ая  сила Е х электродной системы с р а в н и 
вается  с падением н ап р яж ен и я  на сопротивлении R , через 
которое протекает  ток  выходного усилителя  / Пых. В ы ход
ное н ап р яж ен и е  (УВЫх на сопротивлении R  противополож но ' 
по нап равлени ю  эл ектр о д ви ж у щ ей  силе Е х. П ри  этом на 
вы ход  усилителя  подается  н а п р яж ен и е  UDX.

U ах — Ех  —  U  вых =  Е х — InhixR-
Н а п р я ж е н и е  UBx п реобразуется  в переменное, которое 

затем  многократно усиливается  и с помощ ью  д ем одулятора  
вновь п реобразуется  в постоянное. Это н а п р яж ен и е  у п р а в 
л я е т  током / Вых выходного к а с к а д а  усилителя. П ри д о ст а 
точно больш ом коэфф ициенте  усиления н ап р яж ен и я  и вых 
м ал о  отли чается  от Е х и б л аго д ар я  этому ток, п ротекаю 
щий через электроды  в процессе измерения э. д. с., весьма 
мал. Ток / Вых, -протекаю щий через сопротивление R , п р о 
порционален. э.д.с. электродной системы, т. е. pH  контро
лируем ого  раствора .

1ых

<1Н

Рис. 35. П ринципиальная схема 
p H -м етра — м илливольтметра 

рН-121.
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П ер ед  н ач ало м  работы  прибор необходимо подготовить 
согласно инструкции, а  электроды  погрузить в с так ан  с 
0,1 н. раствором  НС1 на  4 ч. П рибор  вклю чаю т  в э л е к 
трическую  сеть н ап ряж ен и ем  220 В и п р о гр ев аю т-1 5 — 
20 мин.

П еред  определением  pH  необходимо стан дар ти зи р о вать  
ш к а л у  p H  по следую щ им  буферным- р аств о р ам  (значения 
pH  д л я  этих растворов  определены  при 20оС ) :

Буферный раствор pH

0,05 М раствор о к салата  кал и я  1,68
Н асыщ енный при 25°С раствор гидротартрата  кал и я  3,56
0,05 М  раствор  гндроф талата  кали я  4,00
0,025 М раствор  дигидроф осф ата кали я  и 0,025 М 
раствор гидроф осф ата натрия “ 6,88
0,01 М раствор  тетраб ората  натрия 9,22

К ром е стан дартн ы х  буферны х растворов, м ож н о при м е
нять 0,1 н. раствор  соляной кислоты, приготовленный из 
ф и к сан ал а .  Д л я  0,1 н. раство р а  соляной кислоты от  0 до 
50°С p H  =  1,1. Ш к а л у  pH  потенциометра стан дарти зи рую т  
по стан дартны м  буферны м  растворам , вклю чая  все д и а п а 
зоны измерений: — 1  h 14 единиц pH ; — 1 ----- 1-4; 4— 9;
9 - 1 4 .  ".

В первые дни работы  с прибором и новым стеклянны м  
электродом  прибор необходимо кон троли ровать  по б у ф е р 
ным р астворам  1— 2 р а з а  в день, поскольку-характеристики  
стеклянного  эл ектр о д а  могут изм еняться  (до p H  =  0,2). 
В дальн ей ш ем  прибор м ож н о проверять р а з  в неделю, при
м еняя  буферный раствор, величина pH  которого л е ж и т  в 
том сам ом  д и ап азон е  измерений, что и pH  контрольны х 
растворов.

П ер ед  к а ж д ы м  погруж ением  электродов  в исследуемый 
раствор, особенно при измерении pH  растворов  с м алой  бу
ферной емкостью, эл ектр о д ы  необходимо тщ ател ьн о  п р о 
мыть дисти лли рованной  водой, а остатки воды снять ф и л ь т 
ровальной  бумагой.

П ри изменении pH  растворов, тем п ер ату р а  которых от
ли чается  от комнатной, необходимо п ри м ен ять  ав то м ати 
ческую тем п ературн ую  компенсацию  или при ка ж д о м  из
мерении у с тан ав ли в ать  ручной корректор  на тем п ературу  
исследуемого раствора . О тсчет pH  по ш кал е  при бора  сл е 
дует  начи н ать  после установления  стрелки  д л я  буферны х 
растворов — через 1,0— 1,5 мин, а д ля  растворов  С малой 
буферной емкостью  — через 2— 3 минуты. П ервое  п р е д в а 
рительное измерение проводят  в д и ап азо н е  — 1 ----- 1-14, з а 
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тем в более узком д и ап азон е  снимаю т более точные п о к а 
зани я  прибора.

П осле  к а ж д о го  измерения pH  раство р а  электроды  при
бора нуж но тщ ательн о  промы вать, п о гр у ж ая  их в стак ан  с 
дисти лли рованной  водой, которую меняют 4— 5 раз.

Н ел ь зя  д опускать  вы сы хания  стеклянного  электрода . 
П р о д олж и тель н ое  пребы вание  электрода  в кон центриро
ванных кислотах  или щ елочах  изменяет  его характеристики .

П осле  окончания работы  электроды  пром ы ваю т и опус
каю т  в воду.

Б у ф ер н ы е растворы , б у ф е р н а я  ем кость  
и е е  о п р е д е л ен и е  п отен ц и ом етри чески м  м е то д о м

Р астворы , сохраняю щ ие определенную  концентрацию  
ионов водорода при д обавлении  к ним кислот, щелочей или 
при р азб авлен и и , н азы в аю т  б у ф е р н ы м и .  Обычно бу ф ер 
ное действие о к азы в аю т  водные растворы  сл абы х  кислот и 
их солей или слабы х  оснований и их солей. Сильные ки с
лоты  и основания в воде диссоциирую т практически  пол
ностью и не со д е р ж а т  резервного  количества  недиссоции- 
рованн ы х молекул.

С охранение постоянства pH  имеет больш ое значение 
д ля  протекан ия  всех биохимических 'процессов. И зм енение 
p H  среды  резко  влияет  па интенсивность обмена веществ 
в ж и вы х  организм ах . И з всех систем в организме, о б л а д а ю 
щ их б у ф ер н ы м и  свойствами, н аи более  в аж н ы м и  являю тся  
ф о сф атн ая ,  ги д р о кар б о н атн ая  и б елковая.

Р ассм о тр и м  механизм  действия буферной системы на 
примере водного раствора  уксусной кислоты и ее соли 
C H 3C O O N a. А цетат  натрия  — сильный электролит , кото 
рый практически  полностью  диссоциирует:

СНзСОСЖ а —  С Н 3С О О - +  N a+.

У ксусная ки слота  — с л а б а я ,  в растворе  диссоциирует 
мало:

С Н зС О О Н  С Н зС О О - +  Ы+.

П ри наличии хорош о диссоциированной соли, б л а г о д а 
ря больш ой концентрации ионов С Н 3С О О _ , диссоциация 
кислоты угнетается  и -становится ещ е меньшей. П оэтому 
практически  уксусн ая  ки слота в таком  растворе  находится  
почти полностью в м олекулярной форме. И так , все ионы 
С Н 3С О О -  в растворе  о б р азо вал и сь  вследствие ди ссоц и а
ции ац етата  натрия . Если к  тако м у  раствору  добавить  силь
ную кислоту  (например, соляную ), свободные ионы водо-
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рода этой кислоты свяж у тся  с ионами С Н 3С О О -  с о б р а з о 
ванием недиссоциированиой м олекулы:

Н + +  С Н зС О О -<±С Н зС О О Н .

Р авн овеси е  этой реакции сильно смещ ено вправо. И так , 
. при д обавлении  сильной кислоты кон центраци я  ионов во

дорода  в растворе  (а значит  и величина pH ) практически 
не изменится.

Если к  этому буф ерном у р аствору  д обави ть  гидроксид  
натрия  (сильное основани е) ,  ионы О Н -  будут  связы ваться  
с ионами Н+, о б р азу я  воду, а уксусн ая  ки слота  при этом 
будет диссоциировать, и концентрация  ионов водорода (ве 
личина pH ) почти не изменится.

Д о б а в л е н и е  сильной кислоты или щ елочи к буферном у 
раствору  н аруш ает  соотношение с о л ь : кислота, которое 
определяет  pH  этого раствора . Чем  больш е концентрация  
компонентов и чем б л и ж е  их соотношение к 1, тем меньше 
изменяется  pH  буферного раствора.

Ф о с ф а т н а я  б уф ерн ая  система п ред ставляет  собой 
смесь дигидро- и гидрофосф атов:

N aH 2P 0 4
N aH PO .j ' "

Д и ги д р о ф о сф ат  о б л а д а е т  свойствами слабой  кислоты, а 
гидроф осф ат  — слабой  щ елочи. П ри добавлен и и  кислот 
гидроф осф ат  реагирует  с ними, вследствие" чего образуется  
дигидроф осф ат, который вы деляется  с мочой. К и сл ая  р е а к 
ция мочи в основном обусловлена  кислы ми ф осф атам и:

2 N a+ +  H P O j -  +  Н +  +  Х -  =  N a+  +  Н 2Р 0 4“  +  N aX ,

где X-  —  анион кислоты.
П ри добавлении  щелочей с ними реагирует  ди ги дроф ос

ф ат, вследствие чего об р азу ется  гидрофосф ат:

N a+  +  H 2P O f  +  N a + - f  O H ~  =  2 N a+  +  H P 0 2~  +  H 20 ,

Г и д р о к а р б о н а т н а я  б уф ерн ая  система имеет 
больш ое значение д ля  п од держ ан и я  постоянства p H  крови. 
Э та  система образуется  угольной кислотой и г и д р о к а р б о н а 
там и  кал и я  или натрия, причем содер ж ан и е  ги д р о кар б о н а 
тов при близи тельн о  в 20 р а з  больш е, чем содер ж ан и е  у го л ь 
ной кислоты.

В аж н у ю  роль в п од держ ан и и  постоянства pH  крови  и 
тканей осущ ествляет  б е л к о в а я  б у ф ер н ая  система.
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Б елки  п л азм ы  крови ка к  ам ф отерны е электролиты  способ
ны св я зы в ать  кислоты и щелочи. О д н ако  буферное дей ст
вие белков п л азм ы  крови по сравнению  с ги д р о к а р б о н а т а 
ми и ф о сф атам и  невелико.

К оличественной характеристикой  буферны х свойств 
раствора  явл яется  б у ф е р н а я  е м к о с т ь ,  которая  оп р е 
деляется  количеством грам м -экви вален тов  кислоты или 
щ елочи, необходимых д л я  добавлен и я  к 1 л  (1 мл) б у ф ер 
ного раствора , чтобы изменить pH  этого раствора  на еди
ницу.

Э ксп ери м ентальн о  определяю т буферную  емкость так: 
н аход ят  pH  буферного раствора , затем  в колбу  к 10 мл это 
го раствора  д о б ав л я ю т  1 мл 0,1 н. раствора  N a O H  или НС1 
и снова оп ределяю т  pH.

Б уф ерную  емкость (3 рассчи ты ваю т по формуле:

р = ^  ...................,
(рН.-рНоЖ,

где  К0 — объем  исходного буферного раствора , мл; Vi — 
объем  добавленной  кислоты или щ елочи, мл; N  — н о р м а л ь 
ность добавленной  кислоты или щелочи;- р Н 0 —• p H  исход
ного буферного раствора ;  pH i — pH  буферного раствора  
после добавлен и я  кислоты или щелочи.

Б у ф е р н а я  емкость зависи т  от концентрации буферной 
системы, а т а к ж е  от' соотношения концентраций соли и 
кислоты. . Н аи б о л ь ш а я  буф ерная  емкость достигается  в 
растворах ,  в которых концентрация  соли равн а  к он ц ен тра
ции слабой  кислоты, а т а к ж е  р Н  —  рК&. ■

В р астворах  сильных электроли тов  осмотическое д а в 
ление и электропроводность  не о т р а ж а ю т  истинной ионной 
концентрации, если эти растворы  не сильно р азбавлен ы . 
П оэтом у н ар яд у  с истинной, или аналитической, ко н ц ен тр а 
цией с  было введено понятие об эф ф ективной  к он ц ен тра
ции, или активности а. Активность, которая  рассчи ты вает
ся к а к  а =  ус  (здесь  у  — коэфф ициент активн ости ),  з а м е 
няет  концентрацию  вещ ества в уравнении за к о н а  действия 
масс. Д л я  бесконечно р азб авл ен н ы х  растворов  активность 
эл ектр о л и та  равн а  его аналитической  концентрации, а у  =  
=  1. Д л я  растворов  ум еренных концентраций у < 1  и ум ен ь
ш ается  по мере повыш ения концентрации. Особенно резко 
вы р аж ен о  это уменьш ение в растворах , с о д ер ж ащ и х  мно
гозарядн ы е  ионы, у  которых сильное м еж ионное в за и м о 
действие. О д н ако  при очень больш их кон центраци ях  н еко
торых электролитов  коэфф ициент активности вновь начи
н ает  во зр астать  ( у >  1), что объясн яется  недостатком 
м олекул воды д л я  гидратац ии  всех ионов.
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М еж ионное  взаим одействие имеет место м еж д у  лю бы м и 
противополож но за р я ж е н н ы м и  ионами, оно зави си т  от о б 
щ ей концентрации всех ионов в растворе. В разны х смесях 
коэфф ициент активности одного и того ж е  иона при од и 
наковой его концентрации будет иметь р азное  значение.

Активность иона в р азб авлен н ы х  р астворах  п роп орцио
н альн а  не м олярной концентрации растворов, а их ионной 
силе. К оэф ф ици ен т  активности ионов связан  с ионной си
лой  разбавлен ного  р аство р а  следую щ им  соотношением:

lg-r =  -0 ,5 Z * y T ,

из которого следует, что чем больш е ионная сила р аств о 
ра  I, тем меньш е коэфф ициент активности его иона. Если 
ионные силы  двух растворов  равны, то коэфф ициенты  а к 
тивности ионов равной  валентности  в них одинаковы . З а 
висимость м еж д у  коэффициентом  активности и ионной си
лой  водных растворов  хорош о соблю дается  примерно до 
7 =  0,02. П ри выполнении р я д а  биохимических исследова
ний р ассчи ты ваю т ионную силу и готовят  растворы  с необ
ходимым значением  I. Т ак , при низких ионных с и л а х - р а с т 
воримость б ел ка  увеличивается , а при высоких —  у м ен ь 
ш ается ;  на этом основан эф ф ек т  в ы сали ван и я  б ел ка  вы со
кими ко н центраци ям и  солей.

И о н н ая  сила I  определяется  к а к  полусум м а прои зведе
ний концентрации всех ионов, которые имею тся в р аств о 
ре, на к в ад р аты  зарядов :

_ +  c2zl +  C3Z3 I
2  ’

или I  =  Ц 2 Ъ с 1 \  .

Приводим несколько примеров расчета  ионной силы.
1. И онн ая  сила 0,045 М  р аство р а  КС1

, 0,015• I 2 - f  0 ,0 1 5 -12
2

2. И онн ая  сила 0,0745 М  раствора  M g C l2

/  0,0745 -22 +  0,0745 -12 +  0,0745 • 12 == 0 олос

И он н ая  сила больш инства  биологических ж и дкостей  и 
ф изиологического раствора  равн а  0,15.
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О п р е д е л ен и е  окислительно-восстановительны х 
потенц иалов и р асчет  стандартны х 

свободны х энергий

Биологическое окисление п ред ставляет  собой совокуп
ность окислительно-восстановительны х реакций, п ро текаю 
щих в ж и вы х  о р ган и зм ах  и катал и зи р у ем ы х  системой 
окислительно-восстановительны х ферментов — оксидоре-' 
д уктаз .  Сущ ность этих реакций сводится к переносу прото
нов и электронов  по д ы хательной  цепи от субстратов на 
м олекулярны й ки слород  через р яд  пром еж уточны х пере
носчиков, способных к  об ратим ом у окислению  и восстан ов
лению.

Д л я  расчета  изменений стандартной свободной энергии 
в окислительно-восстановительны х р еакц и ях  необходимо 
определить окислительно-восстановительны й потенциал си
стемы, т. е. способность веществ о тдавать  или принимать 
электроны.

О к и с л и т е л ь н о - в о с с т а н о в и т е л ь н ы й  - п о т е н 
ц и а л  (р е д о к с -п о т е н ц и а л )— потенциал, который во зн и ка 
ет на инертном электроде  (золото, п л а т и н а ) ,  погруж енном 
в обратим ую  окислительно-восстановительную  систему.

С хем а окислительно-восстановительной системы" с п л а 
тиновым электродом  следую щ ая:

P l(H 2) ' Н +  |КС1Насыш I F e 2 + , F e J+ j P t /

И нертный эл ектр о д  не имеет характерного  скач ка  п о 
тен ци ала . О б р ати м ая  оки сли тельно-восстановительная  си
стема — система, которая  содерж ит  вещ ество одновременно 
в окислительной и восстановительной ф орм ах , легко  пере
ходящ их одна в другую.

О кислительно-восстановительны й потенциал зависит от 
природы системы и соотношения окислительны х и восста
новительных форм.-

Д л я  получения ш кал ы  окислительно-восстановительны х 
потенциалов приним аю т общий стан дарт ,  потенциал кото
рого произвольно равен нулю и относительно которого м о ж 
но рассчиты вать другие потенциалы. О бщим стандартом  
сл у ж и т  в о д о р о д н ы й  э л е к т р о д  (1/2 Н 2—-Н *  +  е ) .  
П отенциал  водородного эл ектр о д а  принимается  равным 
нулю  при условии, что газообразн ы й  водород под д ав л е н и 
ем 101,325 П а  (1 атм) находится в равновесии с ионами 
водорода, активность которых р а в н а  единице. Р азн о сть  
м еж д у  окислительно-восстановительны м потенциалом  л ю 
бого электрода  и водородного В  определяю т по уравнению:

Е = Е 0 —  R T / n F -In
1 [Red]
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где [Ox] — концентрация  окисленной ф орм ы; [Red] — кон
центрация восстановленной ф орм ы; п  —  число перенесен
ных электронов; £ 0 — стан дартны й окисли тельн о-восстано
вительный потенциал  дан ной системы (см. н и ж е).

П оскольку  расчет уравнений биологических оки сли тел ь 
но-восстановительных пар при водят  обычно д л я  д в у х эл ек т 
ронных переносов, окислительно-восстановительны й потен
циал мож но вы рази ть  уравнением:

£= £-+o'oo3igi S -
Если концентрации окисленных и восстановленных 

ф орм будут равны , то [O x ] / [ R e d ]  =  1, Ig l  = 0  и- E = E q.
- В  этом случае потенциал  системы обозн ачаю т  Е 0 и н а 

зы в аю т  с т а н д а р т н ы  м,  или н о р м а л ь н ы м  о к и с 
л и т е л ь н о - в о с с т а н о в и т е л ь н ы м  п о т е н ц и а л о м .  
Его величина хар ак тер и зу ет  окислитсльно-воссгановитель- 
ные свойства системы, определяет  ее стрем ление прини
м ать  или о тдавать  эл е к т р о н к  и применяется  д ля  с р а в н е 
ния окислительно-восстановительны х систем. Системы с 
более высоким п олож ительн ы м  окислительно-восстанови
тельны м  потенциалом  будут  оки слять  системы с более низ
ким потенциалом.

О кислительно-восстановительны й потенциал биологичес
ких систем х ар актер и зу ет  величина Е'0 , которая  учиты вает  
значение pH  ( £ '  =  Е 0 — 0,06 p H ) .

П отенци ал  стан дартного  водородного эл ектр о д а  Е'0 =  
=  7 (— 0,06) = — 0,42 В, а ' потенциал  пары  вода —  ки сло
род равен + 0 ,8 1 5  В. В этих п ределах  заклю чен ы  окисли
тельно-восстановительные потенциалы  всех биологически 
важ н ы х  окислительно-восстановительны х систем. П роцесс  
биологического окисления сводится к  окислению водорода 
субстрата  м олекулярны м  кислородом с образован и ем  во
ды. Р азн о сть  потенциалов м еж д у  водородны м  и ки слород
ным электродам и  составля-ет 1,23 В. Б л а г о д а р я  наличию  
р я д а  биологических окислительно-восстановительны х сис
тем скачок  п отенц иала  при окислении субстратов  осущ ест
вляется  постепенно с относительно небольш им перепадом 
свободной энергии. Это обеспечивает  более полную ф и к с а 
цию освобож даю щ ей ся  энергии в энергию макроэргических 
соединений, используемых организмом д л я  различны х ф и 
зиологических функций.

Н о р м ал ьн ы е  редокс-потеициалы  оки сли тельн о-восста
новительных систем больш инства  субстратов  н аходятся  в 
п ределах  — 0,62 В, а редокс-потенциал  системы Н А Д Х  
Х Н 2/Н А Д  равен  — 0,32 В (табл. 3 ) .  П оэтом у атомы (про
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тоны и электроны ) водорода  от субстратов переносятся на 
н и котинам идны е ферменты. В еличина редокс-потенциалов 
ф лави н овы х  ф ерментов  значительно  выше (от — 0,06 до 
— 0,1 В ) ,  и это обусловливает  перенос электронов  и прото
нов от иикотинам идны х ферментов к ф лави новы м . П о в ы ш е
ние редокс-потенциалов от ф лави новы х ферментов к цито- 
хромам  обусловливает  перепое электронов к системе, состо
ящей из электронов, протонов, кислорода и нейтральной 
м олекулы  воды (Е'0 =  +  0,815 В) — последнего этап а  т к а 
невого ды хания .

Т а б л и ц а  3. Величины нормальны х редокс-потенциалов некоторых 
компонентов окислительно-восстановительной цепи (при рН  =  7 и

/=38°С)

Биологическая система Е о- В*

С убстраты  <-»2Н-*"+2е О т 0 до  —0,62
Н А Д  • Н 2 «■* Н А Д + 2 Н +  +  2е - 0 ,3 2
Ф Ф -Н 2 <-> ФФ +  2Н + +  2е От —0,06 до  —0,1
Ц ит. 6 <-> Ц ит. 6 + е - 0 ,0 4
Ц ит. с <-> Ц ит. с + е + 0 ,2 6
Цит. а*-> Цит. а  +  е '  + 0 ,2 9
Ц и тохром оксидаза <-> Ц итохромокси-
д а з а + е + 0 ,5 0
Н 20  <-► 1/2 0 2+ 2 Н + Д 2 е + 0 ,8 1 5

* Редокс-пот'енциалы отдельных» биологических систем вы раж ены  
через э. д. с. Во'.

О кислительно-воссТановитель- 
ный потенциал  мож но определить 
потенциометрическим методом с 
помощ ью  специального устройст
ва (рис. 36). Э лемент  составлен 
из электрода  сравнения (водород
ного, калом ельного  или хлорсе- 
ребряного) и инертного эл ектр о 
д а  (платина , золото ) ,  п огруж ен
ного . в исследуемую  оки сли тель
но-восстановительную систему. 
С осуды с эл ек тр о д ам и  связан ы  
м еж ду  собой солевым мостиком, 
который обеспечивает миграцию  
ионов, но не допускает  прямой 
химической реакц ии м еж д у  ком
понентами полуэлектродов. О к и 
слительно  - восстановительный

Потенциометр

+ -

Солевой мостин (агар-кси

1/2Нг+  
■zrH+ce

Стандартны:! 
полуэлептро31 ПолуэлектродС

Рис. 3G. С хема устройства 
для  определения окислите
льно-восстановительных по

тенциалов.

5* 131



E,B

Восстановленная срорма

С,В

/00

Рис. 37. Зависим ость разности потенциалов от  степени окисления вос
становленной формы (а )  и степени восстановления окисленной ф о р 

мы (б ) :
I — о д н о э л ек т р о н н ы й  п ер е х о д ; II — д в у х эл е к т р о н н ы й  п ереход .

потенциал исследуемой системы изм еряю т потенциометром 
как  разность  потенциалов м еж ду  полуэлек тродам и  и в ы р а 
ж а ю т  в вольтах. Зависи м ость  разности потенциалов от сте
пени окисления восстановленной ф ер м ы  и степени восста
новления окислительной ф ормы  п о казан а  на  рис. 37.

В конечной точке окислительно-восстановительного  т и т 
рования, к а к  правило, наблю дается  резкий скач ок  э л е к т 
родного потенциала.

О пределение величины стан дартн ы х  оки слительно-вос
становительны х потенциалов д ает  возм ож н ость  вычислить 
величину стан дартн ого  изменения свободной энергии AG0' 
д л я  случая, когда реагирую т две  окисли тельн о-восстанови
тельные пары:

ДО0' =  — /i F A E q.

Н апри м ер , при переносе пары  электронов от Н А Д Х  
Х Н 2(£ ',0 =  — 32 В) к м олекулярном у  ки слороду ( £ '  =  
=  + 0 ,8 2  В) по д ы хательной  цепи A G ° '=  2 -96 ,406-1 ,14  =  
=  217,8 к Д ж /м о ль .

§  17. КОНДУКТОМЕТРИЧЕСКИЙ М ЕТО Д

Кондуктометрический м етод  ан а л и за  основан на и зм е
рении электрической проводимости растворов. Э л е к т р и 
ч е с к о й  п р о в о д и м о с т ь ю  ( п р о в о д и м о с т ь ю )  
раствора-н азы вается  величина,-.обратная его сопротивлению. 
П од  проводимостью понимаю т т а к ж е  способность веществ 
проводить электрический  ток под действием внешнего ис
точника электрического  поля.

П роводимость раствора  G зависи т  от концентрации, по
движ н ости  ионов и темп ературы ; она обратно  пропорцио-

132



н альн а  расстоянию  м еж д у  электродам и  L  и прям о пропор
ци ональна  площ ади  электродов  S:

где /е — константа сосуда.
Единицей измерения проводимости является  сименс 

(С м ) .
Согласно зако н у  Ома

где /  — сила тока, А; £  — н ап ряж ение , В; R  — сопротивле
ние, Ом.

О тсю да проводимость раствора  мож но представить как  
величину, обратную  его электрическом у сопротивлению:

Б ольш ую  проводимость (108 См) имеют проводники 
первого рода (м етал л ы ) .  П роводим ость  растворов эл ект 
ролитов — проводников второго рода — составляет  10-5— 
К)-4 См, а вы сококачественны е изоляторы  имеют весьма 
низкую  проводимость — К Н 4— 10~16 См.

Р а зл и ч а ю т  удельную  электрическую  проводимость у. и 
м олярную  Хт . У д е л ь н а я  п р о в о д и м о с т ь  соответст
вует проводимости 1 м3 раствора , находящ егося  м еж ду  р а с 
полож енны ми на расстоянии 1 м друг  от д руга  эл е к т р о д а 
ми площ адью  1 м 2.

У дельная  проводимость п ред ставляет  собой величину,

обратную  удельном у сопротивлению: х  =  — . Ее единицей
А

измерения является  сименс на метр (С м /м ) .
Удельную проводимость измеряемого  раствора  опреде

л яю т  по формуле:

где  k  — постоянная электролитической ячейки.
З н ачение  k  находят, изм еряя  в данной электролитичес

кой ячейке сопротивление 0,01 н. раствора  KCI, со следую 
щ им значением  х:

при t° =  18°С х  =  0,001225 С м /м , 
при =  25°С х  =  0,001413 С м /м . *

В ы числяю т к  по формуле:
k =  *£қсг
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М о л я р н а я  э л е к т р и ч е с к а я  п р о в о д и м о с т ь  
\ соответствует проводимости слоя электроли та  толщ иной 

1 м, помещ енного м еж д у  эл ек тр о д ам и  такой  площ ади , что
бы объем электроли та  м еж д у  ними с о д ер ж ал  1 моль р а с т 
воренного вещества. Единицей измерения м олярной э л е к т 
рической проводимости является  сим енс-к вадратны й метр 
па моль (См • м 2/ м о л ь ) .

И звестно несколько методов кондуктометрического  а н а 
лиза .

М етодом . а н а л и т и ч е с к о й  к  о  л  д  у к  т  о  м е  т  р и и 
мож но непосредственно определять  концентрации эл е к тр о 
лита известного качественного состава, и зм еряя  проводи
мость раствора.

Н аи б о л ее  ш ироко применяется  к о н д  у к т  о м е т р и- 
_ ч е с к о е т и т р о в а н и е ,  которое основы вается  па опреде

лении проводимости раствора  во врем я реакции м еж д у  ис
следуемым веществом и реактивом , которы м титруют.

"  . Э лектри ческая  проводимость раствора  при известных у с л о 
виях  пропорциональна концентрации электролита .

Рассм отри м  процесс кондуктометрического  титрования  
на примере реакции, протекаю щ ей  в растворе:

А+ +  В -  +  С+ +  D  ^  A D  +  В -  +  С+.

В процессе титрования  в растворе  образуется  нераство
римое или м алодисссциируем ое соединение A D  и в за в и с и 
мости от подвиж ностей ионов А+ и С+ н аб лю д ается  р а з 
личны й х ар ак тер  изменения проводимости до точки эк в и 
валентности . П осле  точки эквивалентности  величина прово
димости возрастает  за  счет избы тка  в растворе  ионов С+ и 
D -.

Р езу л ьтаты  измерений проводимости растворов  в п р о 
цессе титрования  и зо б р а ж а ю т  графически  в виде кривы х 
титрования. Точку эквивалентности  па кривой титрования  
н аходят  по пересечению прям ы х зависимости  удельной про
водимости от количества добавленного  реагента . Согласно 
кривой титрования  н аходят  число м иллилитров  ти транта, 
прореагировавш его  с определенны м веществом, и рассчи
ты ваю т содерж ан и е  определяем ого  вещ ества qo (в г ) :

=  A W 3 o_ ._^ p_ •'
1000 Va •

где N r — норм альность ти транта, вступившего в реакцию , ч 
мл; Э 0 — гр ам м -экви вал ен т  определяем ого  вещ ества; Ур — 
общий объем  анали зи руем ого  раствора ,  мл; Va — объем  
аликвотной части раствора , взятой  д ля  титрования; VT— 
объем ти транта, вступившего в реакцию , мл.
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Рис. 38. К ривая хро- 
нокондуктометрнчес- 

кого титрования. р о о о

V  4

Рис. 39. С хем а установки для  хро- 
нокондуктометрического ти тр о ва

ния: „
1 — с о с у д  М а р и о т т а ; 2 —  э л е к т р о л и т и ч е с к а я  я ч е й к а ; 3 ' —  м а гн и т н а я  м е ш ал к а  
ти п а  М М -1; •/ — к о и д у к то м е тр и ч е с к и й  б л о к ; 5 —  ген е р а т о р  ЗГ -ЗЗ ; 6' э л е к т р о н 

ны й  п о тен ц и о м етр  ЭПП-ОЭ.

С ледует  т а к ж е  учитывать возм ож ность иск аж ен и я  п о к а 
зателей  проводимости раствора  за  счет его разб авл ен и я  в 
процессе титрования . П оэтом у д л я  титрования  кон ц ен тра
цию ти тр ан та  берут  в 10 раз  выше, чем концентрация  тит
руемого раствора , или вводят  поправочный коэффициент 
р азб ав л ен и я  К:

В кондуктом етрии часто используется х р о н о к о н- 
д  у  к т  о м е т р и ч е с к о е т и т р о в а н и е .  Оно основано 
на автоматической  регистрации изменений проводимости и 
определении концентрации вещ ества по времени, з а т р а ч е н 
ному на его титрование  реагентом зад ан н ой  концентрации. 
П о  р езультатам  титрования  строят  кривые проводимости — 
время, после расш и ф ровки  которых определяю т к он ц ен тра
цию исследуемого вещ ества  (рис. 38).

С хем а установки д л я  хронокондуктометрического титро- 
вания приведена на рис. 39.

Хронокондуктометрический метод д ае т  возм ож н ость  ис
п ользовать  реакции, протекаю щ и е не количественно, а к а 
чественно. П ри ан а л и зе  многокомпонентных систем мож но 
получить более точные результаты , а врем я  ан а л и за  зн а ч и 
тельно сокращ ается .

П ри кондуктометрическом  титровании мож но получить 
несколько типов кривых. П ервы й тип кривой (рис. 40) по
лучается  при титровании раствора  сульф ата  натрия  раст-
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Рис. 40. К ривая кон 
дуктометрического 

титрования раствора 
сульф ата натрия 

раствором ацетата 
бария.

Рис. 41. К ривая кон
дуктом етрического 

титрования раствора 
ацетата  кальция р ас 
твором  оксалата  н а 

трия.

Рис. 42. К ривая кон
дуктом етрического 

титрования раствора 
сульф ата  натрия рас

твором гидроксида 
бария.

вором ац етата  бария. Р е а к ц и я  протекает  по уравнению : 
N a2S 0 4 4- В а(С Н зС О О ) 2 =  B aS C V  +  2C H 3C O O N a, 

или в ионной форме

2 N a+ +  S O * -  +  Ва2+ +  2СН 3С О О - =  B a S 0 4 1 +  2 N a+ +  2СН3С О О - •

Н а  отрезке  А В  наблю дается  уменьш ение удельной про-" 
водимости, поскольку более подвиж ны е сульфат-ионы  с в я 
зы ваю тся  в трудн орастворим ы й осадок  B a S 0 4 и з а м е н я 
ются менее подвиж ны м и ацетат-ионами.

Р езк о е  увеличение проводимости на отрезке  В С  после 
точки эквивалентности  происходит за  счет увеличения кон 
центрации ионов В а 2+ и С Н 3С О О ^ в титруемом растворе.

Второй тип кривой (рис. 41) получается  при титровании 
раствора  ацетата  к альц и я  раствором  о к сал ата  натрия. Р е 
акц ия  протекает  по уравнению :

С а(С Н зС О О ) 2 +  N a2C20 4 =  С аС 20 4 1 +  2C H 3C O O N a.

Н а  отрезке  А В  до точки эквивалентности  не н а б л ю д а ет 
ся повыш ения проводимости, в связи с тем, что в процессе 
титрования  ионы С а 2+ зам ещ аю тся  ионами Na+, п о д в и ж 
ность которых несколько меньше. И збы ток  ЫагСгОд в ы зы 
вает  резкое увеличение проводимости раствора  (отрезок 
В С ) .

Т итрование раствора  су л ь ф а та  натрия  раствором  гидро
ксида б ар и я  описы вает  третий тип кривой (рис. 42)’. У р а в 
нение реакции имеет вид:

N a2S 0 4 +  В а (О Н ) 2 =  B a S 0 4 1 +  2N aO H .

В процессе титрования  н аб лю д ается  увеличение п рово
димости раствора  до  точки эквивалентности  (отрезок А В )
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за  счет накопления сильно подвиж ны х гидроксид-ионов 
О Н -  вместо менее подвиж ны х S O 2- ,  а после точки эк в и в а 
лентности (отрезок В С)  — за  счет избы тка  В а ( О Н ) 2.

В кондуктометрическом  титровании чащ е всего исполь
зую т реакции ней трализац ии, осаж ден и я , ком плексообразо- 
вания и окисления — восстановления. Соответственно типу 
реакции классиф иц ирую т и методы кондуктометрического 
титрования.

П ри кислотно-основном титровании возм ож н ы  следую 
щие случаи:

а) титрование сильной кислоты сильным основанием 
или сильного основания сильной кислотой, наприм ер по 
уравнению  реакции: _  !,

Н С 1 +  К О Н  —  К С 1 +  н 20 ; . . 

н+ +  а -  +  к+ +  о н — - к+ +  С 1-  +  Н 20 .

В результате  реакц ии образуется  малоди ссоц иирован ная  
м олекула  воды. З а м е н а  ионов водорода в молекуле  ки сло 
ты на менее подвиж ны е ионы К+ приводит к резком у 
уменьш ению  электропроводности. П ри бавлен и е  щ елочи по
сле точки эквивалентности  вы зы вает  резкий подъем кривой 
за  счет и збы тка  ионов Қ+ и О Н - ,  о б лад аю щ и х  больш ой 
п одвиж ностью ;

б) титрование  слабой  кислоты сильным основанием или 
слабого  основания сильной кислотой. П рим ер уравнения  
реакции следую щий:

С Н зС О О Н  +  N aO H  —  C H 3C O O N a +  Н 20 .

В следствие о б р азо ван и я  соли сильного основания и с л а 
бой кислоты в первый момент титрования  наблю дается  по
ниж ение электропроводности раствора  (рис. 43). Д о б а в л е 
ние и збы тка  N a O H  вы зы вает  резкий подъем кривой титро
вания после точки эквивалентности , т а к  к а к  образую щ ийся  
в р езу л ьтате  ее гидролиза  м алоподвиж н ы й ион С Н 3С О О “ 
за м е щ а е тс я  сильно подвиж ны м ионом О Н - ;

в) титрование  слабой  кислоты слабы м  основанием или 
слабого  основания слабой  кислотой, например:

С Н зС О О Н  +  N H 4O H  —  C H 3C O O N H 4 +  Н 20 .  •

П роводим ость  в н ач ал е  титрования  несколько сн и ж а е т 
ся из-за  связы вания  ионов Н+ (рис. 44, отрезок А В ) ,  затем  
во зр астает  до  точки эквивалентности  б лаго д ар я  о б р аз о в а 
нию хорош о диссоциирующ ей соли CH 3 C O O N H 4 .  Д а л ь н е й 
шее при бавление  основания  не изменяет  проводимость
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0,1 п.

Р и с .*43. К ривая тит
рования слабой кис
лоты сильным основа

нием.

Рис. 44. К ривая тит
рования слабой кис
лоты  слабы м  основа

нием.

Рис. 45. К ривая 
титрования смеси 

кислот.

раствора (отрезок CD) .  Р е зу л ьтаты  титрования  могут си л ь 
но и ск аж ать ся  за  счет гидролиза  соли. В этом случае  точ
ку  эквивалентности  определяю т на пересечении п р я м о л и 
нейных участков кривой титрования;

г) титрование смеси кислот и двухосновных кислот.
К р и вая  титрования  смеси соляной и уксусной кислот 

раствором  едкого натра  (рис. 45) имеет вид совмещ енны х 
кривых титрования  сильной и слабой  кислоты. В н ачале  
идет титрование  сильной кислоты НС1 с точкой эк в и в ал ен т 
ности В,  а при дальн ейш ем  прибавлении щ елочи происхо
дит титрование слабой  кислоты.

Титрование многоосновных кислот  аналогично  случаю  
титрования  смеси кислот  и описывается  аналогичной 
кривой.

К ондуктометр  и ческое титрование по методу осаж д ен и я  
в первую очередь зависи т  от растворимости осадк а ,  скорос
ти его о б р азо ван и я ,  постоянства состава  и чистоты. Д л я  
уменьш ения растворимости о садка  в раствор  д о б ав л я ю т  ор 
ганические растворители , наприм ер этанол, или титруют 
растворы  при понижении температуры . Н а  х а р а к т е р  к р и 
вых титрования  о казы в ает  влияние  концентрация  р а зл и ч 
ных ионов и их подвижность.

В кондуктометрическом  титровании на основе реакций 
ком п лексообразован ия  в качестве  ти тр ан та  используется 
Э Д ТА . М етод  д ае т  возм ож н ость  определять  следую щ ие 
ионы: Со2+, Ni2+ C u 2+ Z n2+, C d 2+, Р Ь 2+, F e3+, Ғ е2+ A l3+, 
M n 2+r С а 2+, M g 2+, S r 2+, В а 2+ и др. К ривы е титрования  им е
ю т  форму, и зображ енн ую  на рис. 46. Увеличение проводи
мости раство р а  до точки эквивалентности  происходит за  
счет вы свобож ден ия  ионов Н+ в реакции катионов м еталлов  
с ЭДТА. П осле  точки эквивалентности  проводимость з а м е т 
но сниж ается .

Д л я  титрования  отдельных ионов в смесях с другими
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Рис. 46. Кривые кондук
тометрического титрова
ния с реакцией ком плек

сообразования.

ионами применяю тся буферны е р а с 
творы с различны м и значениям и  pH 
среды.

Кондуктометрическое титрование 
имеет р яд  преимущ еств  по сравн е
нию с другими м етодами объем н о
го ан али за .  С его помощ ью можно 
проводить определение в ок р аш ен 
ных и мутных р аство р ах  в присут
ствии окислителей и восстановите
лей. В этих условиях  индикаторный 
метод не д ае т  удовлетворительны х 
результатов . М етодом кон дуктом етр
рического титрования  м ож н о проводить а н а л и з .к а к  в кон
центрированных, т а к  и в разб авл ен н ы х  до 1СМ м оль/л  р а с 
творах  с относительной погреш ностью  определения  от 0,1 
до 2% .

Кондуктометрическое титрование  ш ироко используется 
в биохимии д ля  определения  ин дивидуальны х неорганичес
ких и органических карбоновы х кислот, окси- и ам инокис
лот, катионов  и анионов, микроэлементов, S H -групп, в и та 
минов, а т а к ж е  д ля  определения активности некоторых 
ферментов (холинэст'еразы, щ елочной и кислой ф осф атаз ,  
гексокипазы , л актатд еги д р о ген азы , ам и н отран сф ераз ,  т р и п 
сина, ко л л аген азы  и др .) .

К онструкции и свойства электролитических  ячеек д ля  
измерения проводимости растворов, проведения ан али за ,

Рис. 47. Схема моста Коль- 
рауш а:

1 — и сто ч н и к  т о к а ; 2  — э л е к т р о  
л и т и ч е с к а я  . я ч е й к а ; 3 — н у л ь  
и н с тр у м ен т; 4  — п о д в и ж н о й  кон 
т а к т ;  АВ — с т р у н а  р ео х о р д а  
R3 —  и зв е стн о е  со п р о ти в л ен и е  
R l ,  R 2  —  д о п о л н и т е л ь н ы е  сопро  

ти в л е н и я .

Рис. 48. У становка для  кон
дуктом етрического титрова

ния:
1 — р ео х о р д и ы й  м о ст  Р -38; 2  — 
б ю р е тк а ; 3  — п л а т и н о в ы е  э л е к т 
р о д ы ; 4  — с т а к а н  д л я  а н а л и з и 
р у ем о го  р а с т в о р а > 5 — м а гн и т 

н а я  м е ш а л к а .

® © +

__ /
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схемы приборов кондуктометрического титрования  п од 
робно излож ены  в инструкциях и специальной л и т е р а 
туре.
- П ростейш им прибором д ля  измерения проводимости я в 
ляется  мост К о л ьр ау ш а  (рис. 47) .  В схеме моста п ри м ен я
ют переменный ток; в качестве  источника тока  используют 
л ам п овы й  генератор  звуковой частоты. В устан овку  д ля  
кондуктометрического титрования  (рис. 48) входит прибор 
для  измерения проводимости (мост К о л ь р ау ш а  или мосты 
Р-38, Р-556, Р-577, или кон ду кто мер, авто м ати ч еская  по- 
лум и к робю ретка  д ля  • подачи ти транта , электроли ти че
ская  ячей ка ) .  Р аствор  перем еш ивается  магнитной м е ш а л 
кой.

О п р ед ел ен и е  хлори д ов  п лазм ы  крови

М етод  основан на способности хлорид-ионов о с а ж д а т ь 
ся при титровании ионами серебра , что приводит к ум ен ь 
шению проводимости титрованного  раствора. Уменьшение 
провод и мрсти происходит вследствие того, что подвиж ность 
и о н о в 'N O -  несколько меньше подвиж ности ионов С1~, а 
т а к ж е  потому, что ум еньш ается  су м м ар н ая  ионная концент
рация  титрованного  раство р а  вследствие р азб ав л ен и я  его 
титруемы м раствором.

Уравнение реакции следую щее:

C l -  +  A g+  =  A gC l I .

П роводимость раствора  увеличивается  б л а го д а р я  тому, 
что эф ф ек т  увеличения концентрации ионов A g~ и N 0 3-  
п реоб ладает  н ад  эф ф ектом  уменьш ения сум м арной  ионной 
концентрации титрованного  раствора.

Ход определения. В стакан ч и к  д ля  титрования  п о м ещ а
ют 0,1 мл плазм ы  крови, 10 м л-воды , перем еш иваю т и тит
руют из микробю ретки  0,1 н. раствором  A g N 0 3, изм еряя  
проводимость. Н а  основании д ан н ы х  титрования  строят  
граф и к  зависимости  проводимости раствора  от количества 
миллилитров  добавленного  реактива . В месте пересечения 
кривы х н аходят  точку эквивалентности  и рассчи ты ваю т со
д ер ж ан и е  хлоридов плазм ы  крови.

О п р ед ел ен и е  янтарнойг или глутаровой  кислот

П ри кондуктометрическом  титровании  янтарной или 
глутаровой кислот  целесообразн ее  использовать  в качестве 
титранта  слабы е  основания, наприм ер раствор  ам м и ака ,

140



потому что кривы е титрования  в точке эквивалентности 
имею т более резкий излом.

Р е а к ц и я  ней трализац ии  янтарной кислоты протекает  
согласно уравнению :

Н О О С (С Н 2) 2С О О Н  +  2 N II4f +  2 0 Н  *2N H 4+ +

+  (C H 2) 2(C O O )^ - +  2Н 20 .

Ход определения. Готовят определенный объем 0,1 н. 
раствора  янтарной  кислоты. Аликвотную часть приготов
ленного раствора  переносят-в  электролитическую  ячейку и 
проводят  кондуктометрическое титрование 1 и. раствором  
ам м и ак а .  П роводим ость  раствора  в н ач ал е  несколько по
ни ж ается  в связи  с ней трализац ией  вы сокоподвижных 
ионов водорода, образую щ и хся  при диссоциации кислоты, 
а затем  повы ш ается  до  точки эквивалентности  за счет об
разую щ ейся  в процессе н ей трализац ии  соли. П рибавление  
избы тка  а м м и ака  не влияет  на проводимость раствора . Н а  
основании полученных данны х кондуктометрического тит
рования  рассчиты ваю т содерж ан и е  янтарной  кислоты в 
титруемом растворе.

А налогично проводят  определение глутаровой  кислоты.

§ 18. П О ЛЯ РО ГРА Ф И ЧЕСКИ Й  М ЕТОД

П олярограф ический  метод ан ал и за  был предлож ен  в 
1922 году чехословацким  ученым Я. Гейровским. М етод  о с 
нован  на получении' и ан ал и зе  кривых, которые о тр аж аю т  
зависимость  силы  тока  от постепенно увеличиваю щ егося  
н ап ряж ен и я  при электроли зе  различны х веществ. А вто м а
тическая  запись  этой зависимости  осущ ествляется  в прибо
ре, который н азы вается  п о л я р о г р а ф о м ,  а кривы е з а 
висимости — п о л я р о г р а м м а м и .  П олярограф ический  
метод  явл яется  одним из перспективны х электрохим и чес
ких методов, при м ен яем ы х в биологии и медицине. П ри ис
следовани и  биологических объектов  полярографическим  
методом определяю т катионы, анионы, ам инокислоты, ви 
тамины , нуклеиновы е кислоты и их компоненты. Особое 
место за н и м ае т  п олярограф и чески й  метод при исследова
нии белков и ферментов; с его помощ ью  м ож н о получить 
сведения о некоторых ф ункц иональн ы х группах белков 
(— N H 2, — S H  и им идазольной  группе),  определить ф ер м ен 
тативную  активность белков, а т а к ж е  выяснить в заи м о 
связь  м е ж д у  коф ерм ентом  и апоферментом  в двухкомпо- 
нентной структуре  м олекулы  ф ермента. Он ш ироко исполь-
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Рис. 49. П ринципиальная схе
ма полярограф ической у ста 

новки.

Рис. 50. П олярограф ическая 
воли а (полярограм м а; гр аф и 
ческий метод определения вы 
соты полярографической • вол 

ны И).

зуется  д ля  изучения процессов д ы хан ия  митохондрий р а з 
личны х тканей.

П олярограф ический  метод применяется  т а к ж е  при а н а 
л и зе  м еталлов , сплавов, горных пород. С его помощ ью ре
ш аю тся вопросы кинетики химических и электрохим и чес
ких реакций, их механизм а и строения веществ. Он при м е
няется т а к ж е  д л я  изучения адсорбции, растворимости , 
ком п лексообразован ия , протекания  окислительно-восстано
вительных процессов и т. д.

М етод  полярограф и и  используется в ф арм акологи и , 
ф ар м ац и и  д л я  ан а л и за  л екарствен ны х  веществ, а в м еди
цине — д л я  диагностики  разли чн ы х  заболеван ий .

О сновные преимущ ества полярограф и ческого  м етода з а 
клю чаю тся в следую щ ем:

1) вы сокая  чувствительность д ае т  возм ож н ость  опреде
л ить  вещ ества в растворе  с концентрацией  до  0,0001 %, 
или 10-4— 10-6 моль/л;

2) д ля  проведения ан а л и за  необходимо 3— 5 мл р аство 
ра, а в некоторых сл учаях  мож но исследовать  0,03— 0,5 мл;

3) мож но исследовать  смесь без предварительн ого  р а з 
деления веществ;

4) вы сокая  точность сочетается  с быстротой ан а л и за  и 
простотой используемой апп аратуры ;

'5 )  пригоден д л я  исследования мутных растворов;
6) в одном и том ж е  растворе  м ож н о проводить р яд  по

вторных определений, т а к  к а к  кон центраци я  раствора  по
сле каж до го  определения не изменяется;

7) возм ож н о одновременное определение качества  и к о 
личества  исследуемого вещества.

П олярограф и чески й  ан ал и з  закл ю ч ается  в проведении 
эл ектр о л и за  исследуемого вещ ества в растворе. Д л я  этой 
цели соби раю т полярограф и ческую  установку. Н а  принци
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пиальной схеме полярограф и ческой  установки (рис. 49) ви 
дим, что основной частью  п о л яр о гр аф а  явл яется  эл е к тр о 
л итическая  ячейка, состоящ ая  из сосуда, наполненного 
раствором  ан ализи руем ого  вещ ества, и двух ртутных 
электродов . Один из них является  катодом  2 —  ртутн о-ка
пельным электродом , который через гальван ом етр  4  и п о 
тенциометр  5 соединен с аккум улятором  6. Р ту тн о -кап ел ь 
ный эл ек тр о д  п р ед ставл яет  собой стеклянную  кап иллярн ую  
трубку  с д и ам етр о м , выходного отверстия около 0,02— 
0,03 мм. Ртутн ы е  кап ли  под влиянием  силы тяж ести  о тр ы 
ваю тся от к а п и л л яр а  с постоянной скоростью (через 1 — 
3 с) и п ад аю т  на дно элек тр о л и зер а  3. Анодом 1 является  
ртуть на дне сосуда, которая  соединяется  с потенциометром 
• и п олож ительн ы м  полю сом акк ум улятора .

Вследствие разной  поверхности электродов  (рабочая  по 
верхность като д а  д о л ж н а  быть в несколько тысяч р а з  м ень
ше поверхности анода)  на катоде  происходит к о н ц е н т 
р а ц и о н н а я  п о л я р и з а ц и я  за  счет восстановления 
ионов исследуемого вещ ества, а на аноде  плотность тока 
незначительна, и величина его потенциала практически не 
изменяется.

П ри отсутствии в растворе  ионов, способных к электро- 
восстановлению  или электроокислению , электрический ток 
в цепи не проходит. Участок кривой зависимости силы тока  
от н ап р яж ен и я  в этом случае  имеет вид прямой линии, п а 
раллельн ой  оси абсцисс. В присутствии электровосстан ав-  
ли ваю щ и хся  или электроокисляю щ и хся  ионов постепенное 
увеличение н ап ряж ен и я  ведет  к увеличению силы тока. При 
низких потенц иалах  через электролизер  протекает  слабы й 
ток, который почти не изменяется  с возрастан ием  потен
ци ала  — т а к  н азы ваем ы й о с т а т о ч н ы й  т о к  (рис. 50, 
А В ' ) .  Он состоит из конденсаторного тока  (емкостный ток, 
или ток за р я ж е н и я )  и слабого  тока, вы званного  р азрядом  
эл ектровосстан авли ваю щ и хся  примесей, нап рим ер  плохо 
удаленного  кислорода  и др. Конденсаторны й ток  во зн и ка 
ет при потенциалах , недостаточных для р а з р я д а  иона 
деп о л яр и зато р а ;  ионы подходят  к катоду  и о б р азу ю т  д в о й 
ной электрический  слой — конденсатор. Величина кон ден
саторного тока  iK во зр астает  с увеличением з а р я д а  эл ект 
рода и периода кап ан и я  ртути:

tK =  О .З б е Л 'Р 2/ 3 ,

где е  — з а р я д  поверхности, К л /см 2; N  —  число кап ель  в се 
кунду; Р  — м асса  капли , г.

П ри определении м алы х  концентраций исследуемых ве 
ществ ‘необходимо определять  величину остаточного тока  в
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растворе, со дер ж ащ ем  все компоненты за исклю чением ис
следуемого  вещ ества , и это значение пр и бавл ять  к полу
ченным п о к азател ям  при п о тенц иалах  более  по л о ж и тел ь 
ных, чем потенциал  нулевого тока  или вы чи тать  при более 
отрицательны х потенциалах.

П ри определенном потенциале, назы ваем ом  п о т е н 
ц и а л о м  в ы д е л е  н и я, начинается  электролиз , и ионы 
деп о л яр и зато р а  восстан авли ваю тся. Н а ч а л о  электролиза  
характери зуется  быстрым возрастан ием  силы тока  до оп
ределенной величины В С  (рис. 50). В это время в ири- 
электродиом  слое количество исследуемых ионов у м ен ьш а
ется, а новые ион ы -поступаю т на катод  в результате  д и ф 
фузии из глубины раствора. У стан авли вается  равновесие, 
т. е. какое  количество ионов восстан авли вается  на катоде, 
т ако е  ж е  количество д и ф ф ун дирует  из глубины раствора  в 
приэлектродны й слой. Н асту п ает  п р е д е л ь н ы й  т о к ,  
величина которого с повышением н ап р яж ен и я  не и зм ен я 
ется. ' •

Ионы деп о л яр и зато р а  могут передвигаться  к катоду  
под действием двух сил: силы электрического  поля и с а м о 
произвольной диф фузии . П оэтому предельны й ток  1Пред я в 
ляется  суммой двух  токов: миграционного 1мигр и д и ф ф у з 
ного г'днф:

Ыред — *мнгр +  1диф.

П оскольку  все уравнения  в полярограф и и  выведены для 
чистых Диффузионных токов, миграционны е токи у с т р ан я 
ют добавлением  к исследуем ом у раствору  постороннего 
электроли та  (ф о н а ) ,  потенциал • восстан овлен ия  катиона 
которого л е ж и т  в более отрицательной области . Катионы 
фона, подходя к  электроду, не р а зр я ж а ю тс я ,  а образую т 
двойной электрический слой и эк ран и рую т  электрическое 
поле. П оступление д еп о л яр и за то р а  к электроду  в присутст
вии фона осущ ествляется  только  в силу диф фузии; возн и 
каю щ ий при этом ток  н азы вается  д и ф ф у з и о н н ы м .

И ндиф ф ерен тн ы й электроли т (ф он)

И ндиф ф ерен тн ы й электроли т  применяю т в основном для 
увеличения электропроводности  исследуемого раствора , а 
т а к ж е  д л я  подавления  миграционного  тока. Д л я  полного 
устранения  миграционного  тока  кон центраци я  и н ди ф ф е
рентного эл екр о л и та  д о л ж н а  быть примерно в 50 раз  б о л ь 
ше, чем концентрация  д еп о л яр и зато р а ,  или около 
0,1 моль/л . у
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Ч а щ е  всего в качестве  индифферентного электролита  
при восстановлении неорганических ионов используют со 
левы е растворы  ( К О ,  К О Н , K C N ,  K N 0 3, N a 2S 0 4 ,  L iC l) ,  
буф ерны е смеси, а т а к ж е  т е тр а а л к и л  ам м ониевы е соли, 
ионы которых во сстан авли ваю тся  при более отрицательны х 
потенциалах , чем ионы д еп о л яр и зато р а .  В полярограф и и  
органических вещ еств использую т ч ащ е  всего ф осфатный, 
ацетатны й й ам м иачн ы й буф ерны е растворы  д л я  поддер
ж ан и я  определенного pH. В полярограф и и  белков и ф ер 
ментов в качестве  индифферентного электролита  широко 
применяется  реактив  Б р д и ч к а  — 0,1 М  растворы  NH4CI  и 
N H 4 O H  и 2 • 10-3 М  раствор  СоС12. И ногда вместо хлорида 
ко б ал ьта  ( I I )  используется  гексам ин кобальт , где ион к о 
б ал ьта  трехвалентны й — Со(КНз)бС13. Д л я  определения 
нерастворим ы х органических веществ в качестве  фона при
меняю т водные растворы  спиртов, уксусной кислоты и пр.

Выбор того или иного индифферентного электролита  в 
к а ж д о м  конкретном случае  зависи т  от растворимости и 
устойчивости испытуемого вещ ества  в нем. И н д и ф ф ер ен т
ный электроли т  не д о л ж е н  участвовать  в электрохим ичес
ких процессах на электроде , а т а к ж е  химически реаги р о 
вать  с исследуемым веществом.

П о д б и р ая  соответствующ ий фон электроли та  и pH ср е 
ды, м ож н о расш и рить  катодную  область  применения ртут
но-капельного электрода . Так, применение в качестве  фона 
солей тетр аал к и л  ам м ония  дает  возм ож н ость  проводить по
ля рограф и ч еское  определение катионов, потенциал восста 
новления которых находится  около — 2,6 В.

М аксим умы  на п олярограф и чески х  волнах

П о лярограф и ч ески е  волны часто и ск аж аю тся  м акси м у
мами различной  формы, которы е м еш аю т точному опреде
лению  величины диф фузионного  тока и соответствующей 
концентрации исследуемого иона.

Р а з л и ч а ю т  м аксим ум ы  первого и второго рода. М а к 
с и м у м ы  п е р в о г о  р о д а  имею т ф орм у пика и о х в а 
ты ваю т незначительную  часть  потенциалов (рис. 51) .  П р е д 
полагаю т, что м аксим ум ы  первого рода обусловлены  н е 
равном ерны м  натяж ен и ем  на границе ртуть — раствор, в 
связи  с неравном ерн ы м  распределен ием  потенциала на по 
верхности ртутной капли .

Зави си м ость  поверхностного н атяж ен и я  от п р и ло ж ен 
ного к  эл ектрод ам  н ап р яж ен и я  описывается  кривой п а р а 
болической ф орм ы  с м а к с и м у м о м — 0,56 В (рис. 52) ,  полу
чившей назван и е  э л е к т р о  к а п и л л я р н о й  к р и в о й .
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Рис. 51. М аксимумы 
на полярограф иче
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Рис. 52. Электро- 
кап иллярная кри 

вая.

Рис. 53. Д виж ение ртут
ной капли, вы званное не
равномерной поляриза

цией:
а —  при полож ительном з а 
ряде ртутной капли; б  — 

при отрицательном  заряд е .

Вследствие неравном ерного  поверхностного н атяж ен и я  
на различны х уч астках  ртутной к ап ли  она д ви ж ется  в п р о 
цессе вы текания  от участков с меньшим поверхностным н а 
тяж ением  к  у ч асткам  с больш им поверхностным н а т я ж е н и 
ем. Вместе с движ ени ем  ртути происходит усиленное пере
меш ивание  раствора  и подача д еп о л яр и зато р а  к  электроду, 
что увеличивает  силу тока и, следовательно, является  о д 
ной из причин возникновения м акси м ум а  (рис. 53).

М  а к  с.и м у  м ы в т о р о г о  р о д а  имеют, пологий • вид, 
охваты ваю т  большую, часть  потенциалов, могут возникать 
при использовании концентрированных" растворов фона 
(выш е 0,1 н.) и небольшой концентрации исследуемого ве
щества (10_3— 10-4 М ) ,  а т а к ж е  при использовании быстро 
кап аю щ его  кап и л л яр а .  Одной из причин их появления мо
гут быть деф орм аци и  кап ли  при ее вы текании из к а п и л л я 
ра. Это явление наблю дается  почти при всех потенц иалах  
полярограф и ческой  волны с максим ум ом  в области  нуля 
на эл ектрок ап и лляри ой  кривой.

М акси м ум ы  первого и второго рода м ож н о устранить 
добавлением  в исследуемый раствор  поверхностно-актив
ных веществ в виде красителей  (метиловый к р а с н ы й ) , а 
т а к ж е  коллоидов (ж елатин , агар , столярный клей и др.) .

Р о л ь  поверхностно-активных веществ в устранении м а к 
симумов закл ю чается  в вы равнивании гради ента  поверх
ностного н атяж ен и я  на ртутн ой .кап ле , что ведет к  п р е к р а 
щению д виж ени я  ртути и вместе с ней д ви ж ен и я  эл е к тр о 
ли та  в при электродном  слое.

С ледует  учесть, что применение больш их концентраций 
поверхностно-активных веществ приводит не только  к уст
ранению  максимумов, но и уменьш ению диф ф узи онны х т о 
ков. Н екоторы е м еталлы  об р азу ю т  комплексны е соедине
ния с поверхностно-активными вещ ествам и, что влечет  за  
собой изменение коэф ф иц иента  диф ф узи и . П оэтом у при
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о
Рис. 54. П олярограм м а кисло
рода на фоне 0,01 Л4 раствора 
КС1 с м аксимумом на первой 

волне.

Рис. 55. П олярограм м а кисло
рода на платиновом рабочем 

электроде.

проведении серийных опытов необходимо пользоваться  ми
ним альной и постоянной концентрацией  поверхностно-ак
тивных веществ, которая , у стран яет  м аксим ум  и не влияет 
на высоту п олярограф и ческой  волны.

М акси м ум ы  второго рода м ож н о устран ить  добавлени- 
*  ем поверхностно-активны х веществ, а т а к ж е  путем подбо

ра  р е ж и м а  р або ты  кап и л л яр а .  П рим енение электродов  с 
низкой скоростью вы текания  ртути из к а п и л л яр а  способст
вует спокойному ф орм ированию  кап ли  и д виж ени я  ее по
верхности не н аблю дается .

П о лярограф и ч ески е  м аксим ум ы  м ож н о прим енять  д ля  
количественного определения небольш их примесей поверх
ностно-активных веществ, адсорбирую щ и хся  на ртутн о-ка
пельном электроде.

Н а  высоту полярографической  волны  исследуемого иона 
о к а зы в а е т  влияние растворенны й кислород, который вос
стан авли вается  на ртутном капельном  электроде  к а к  в 
кислых, т а к  и в щ елочных средах  в две  стадии. П ер в ая  
волна обусловлена  восстановлением  кислорода до перокси
д а  водорода при потенциале от — 0,09 до — 0,11В в щ елоч 
ных средах  и при -£-0,15 В в кислы х (рис. 54):

В торая  волна о т р а ж а е т  восстановление пероксида в о 
дорода  до воды, она  очень р астян ута  от — 0,5 до — 1,3 В в 

^ з а в и с и м о с т и  от pH  среды и природы аниона:

0 2 +  2 Н 20  +  4е — *■ 2Н 20 2 ( в  щ елочной с р ед е ); 

0 2 +  2Н +  +  2 е — ► Н20 2 (в кислой среде).

Н 20 2 +  2 е — *■ 2 0 Н -  (в щ елочной среде); 

Н 20 2 +  2Н+ +  2 е — 1 2Н 20  ( в  кислой среде).
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Н а твердых электродах  (платиновом , серебряном ) вос
становлению  кислорода  соответствует только  одна волна 
(рис. 55) .  К онц ентрац ия  кислорода  в р азб авл ен н ы х  в о д 
ных р астворах  солей составляет  около 2 ,5 -1 0-4 моль/51 (при 
нормальном давлении и тем п ер ату р е ) ,  поэтому высота по
лярограф ич еских  волн довольно зн ачительна . П рисутствие 
кислорода в растворе м е т а е т  проведению  точного п о л яр о 
графического  ан ал и за ,  особенно когда волна кислорода  со
изм ерима с волной деп о л яр и зато р а .  П оэтом у кислород 
у д ал яю т  из раствора  различны м и методами, нап рим ер  про
пусканием через раствор  очищенного инертного газа  (а з о 
та, аргона , водорода) в течение 15— 20 мин. Д л я  удален ия  
кислорода из кислых растворов  пользую тся диоксидом у г 
л ерода .  В щ елочных средах  и в растворах , реагирую щ их 
с углекислы м газом, прим енять  его д ля  у д ал ен и я  ки сло
рода нельзя. В этом случае  прим еняю т тверды й сульфит 
натрия  и л и ,  в виде свеж еприготовленного  насыщ енного 
раствора. Д о б а в л е н и я  0,1 г N a ? S 0 3 на 100 мл раствора  д о 
статочно д л я  полного у д ален и я  кислорода  в течение 5 мин.

Н а  высоту полярограф и ческой  волны о ка зы в а е т  в л и я 
ние тем п ература , от которой зависи т  коэф ф иц иент  д и ф 
фузии анали зи руем ого  вещ ества. П овы ш ение тем п ературы  
на 1°С ведет  к повыш ению  диф фузионного  тока на 1,5— 
2,0% . П оэтом у  в п о л ярограф и и  прим еняю тся  различной 
конструкции терм остати рован н ы е  электролизеры .

Д и ф ф узи он н ы й  ток  зависи т  т а к ж е  от массы ртути т ,  
которая  вы текает  из кап и л л яр а ,  и периода кап ан и я  р т у 
ти г:

/д„Ф =  Д - т 2/3 г '!\

где К — константа.
Н о р м альн ы й  диф фузионны й ток зависит от высоты р тут 

ного столбика  Н  и подчиняется  уравнению:

1ш<ь =  К Н '1\

Количественный пол яр о гр аф и чески й  анализ

В основе количественного полярограф и ческого  ан а л и за  
л е ж и т  зависимость  силы тока от  концентрации вещ ества.

Д иф ф узи онны й ток, обусловленны й электрохимическим 
процессом на индикаторном электроде, пропорциональны й 
концентрации деп о л яр и зато р а  в растворе. П оэтом у  к о л и 
чественное определение сводится к измерению  высоты по
лярограф ич еской  волны h:

h =  /(c.-
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Высоту полярографической  волны определяю т гр аф и 
чески, ка к  пок азан о  на рис. 50. С н а ч а л а  проводят  две  к а 
сательн ы е предельном у току  CD  и остаточному току АВ, а 
д ал е е  линию  В С , через точки пересечения проводят  линии, 
п ар а л л е л ь н ы е  оси абсцисс. Расстоян и е  м еж д у  этими л и н и 
ями соответствует высоте полярограф и ческой  волны h.

Классическим методом определения концентрации д е 
п оляри затора  явл яется  расчет его согласно уравнению  
И льковича , которое  устан авли вает  зависимость  м еж д у  Be-Z 
личиной диф фузионного  тока  и концентрацией:

(диф =  6 0 5 rtD ,/2 7M2/3. r 1 /’c,

где п  — число электронов; D  — коэффициент диффузии;* 
т  — масса ртути; г — период кап ания  ртути.

_  ‘ диф

С 605/?D,/2m 2/3 г ,/6 ‘ '

О д н ако  этот  метод не наш ел ш ирокого применения в 
полярограф и чески х  исследованиях из-за длительности оп
ределения т 2/3г1/6, а т а к ж е  коэфф ициента диф ф узи и  д ля  ис
следуемы х веществ. У равнение И л ь к о в и ч а ' использую т ч а 
щ е всего д л я  определен ия  коэфф ициента  диф ф узи и  иссле
д уем ы х вещ еств или заведо м о  известной их концентрации,
'а  т а к ж е  д ля  расчета  числа электронов, принимаю щ их 
участие в электродном  процессе, т. е. д л я  расш и ф ровки  м е
хани зм а электродны х реакций.

Д л я  определения концентрации д еп о л яр и зато р а  ш и ро
ко прим еняю тся  метод  калибровочны х кривых, метод д о 
бавок  и метод стан дартн ы х  растворов.

М е т о д  к а л и б р о в о ч н ы х  к р и в ы х  основан на 
том, что искомую концентрацию  д еп о л яр и зато р а  о п р е д е л я 
ют по высоте полярограф и ческой  волны при помощи к а 
либровочного  гр аф и ка .  Д л я  построения калибровочного  
гр аф и к а  готовят  ряд  стан дартн ы х  растворов  с различной 
концентрацией определяем ого  вещ ества , затем  снимаю т по- 
л я р о гр ам м ы  и у стан ав ли в аю т  высоту волн. М еж д у  высотой 
полярограф и ческой  волны и концентрацией  иона, ка к  п р а 
вило, сущ ествует  п р я м а я  линей ная  зависимость. П о  полу
ченным данны м  строят  калибровочны й график, о ткл ады в ая  
на оси абсцисс величины концентрации, а на оси орди н ат  — *  
соответствующ ие им значения  диф фузионного  тока  (высо
ту  п олярограф и ческой  в о л н ы ) . З а те м  определяю т высоту 
волны  исследуемого раствора  и по калибровочном у г р а ф и 
ку н аходят  искомую концентрацию  вещества.

П ри определении концентрации по методу кал и б р о во ч 
ных кривы х необходимо вы полнять следую щ ие требования:
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1. Состав и концентрация  фона и стан дартн ы х  р аств о 
ров д олж н ы  соответствовать составу  исследуемого р аств о 
ра, чтобы на высоту и ф орм у волны дан ного  иона о к а з ы в а 
ли  влияние одни и те  ж е  ф акторы .

2. И зм ерения  исследуемого и стан дартны х растворов 
следует  проводить при одинаковой температуре.

3. С тан д ар ти зац и я  работы  кап и л л яр а ,  т а к  к а к  величина 
диффузионного  то ка  зави си т  о т  m 2/ 3/:I/6 l

M e т o д  д о б а в о к  основан на том, что с н ач ала  сн и 
м аю т пол яр о гр ам м у  исследуемого раствора , затем  в тот 
ж е  электроли зер  д о б а в л я ю т  типовой раствор  с известной 
концентрацией определяем ого  вещ ества  с т аки м  расчетом, 
чтобы высота полярографической  волны возросла пр и м ер 
но вдвое, и сни м аю т п олярограм м у  при такой  ж е  чувстви
тельности гальван ом етра ,  что и в н ач ал е  определения.

К онц ентрац ию  исследуемого иона с рассчи ты ваю т по 
формуле:

с ____________ £ст_____________

J h _  У + К  ’
Аз V  V

где  Сет — концентрация стан дартного  раствора;  V — объем 
стандартного  раствора;  hi — высота волны после д о б а в л е 
ния стан дартного  раствора ;  h 2 — высота волны о п р е д е л яе 
мого вещ ества; У, — объем  определяем ого  вещества.

М етод  д о б ав о к  имеет то преимущ ество, что на высоту 
волны о казы в аю т  влияние одни и те ж е  ф акторы  ка к  при 
поля 'рографировании исследуемого раствора , т а к  и при по- 
л яр о гр аф и р о ван и и  раствора  с добавкой .

Согласно м е т о д у  с т а н д а р т н ы х  р а с т в о р о в  
концентрацию  вещ ества  в исследуемом растворе  о п р е д е л я 
ют путем сравнени я  высоты волн исследуемого и с т а н д а р т 
ного растворов, последний из которых содерж и т  исследуе
мый ион с известной концентрацией . С остав  и к он ц ен тра
ция фона исследуемого и стан дартн ого  растворов  д олж н ы  
бы ть-и дентичны , а п олярограф и рован и е  обоих р а с с тв о р о в ^  
проводят  в одинаковы х условиях.

К онц ентрац ию  определяем ого  вещ ества  сх  р ассчи ты ва
ют по формуле:

Сх =  CcihxjhcT,

где  Сет — концентрация стан дартного  раствора; h x и her — 
высота п о л ярограм м  исследуемого и стан дартн ого  р а с т 
воров.

М етод стан дар тн ы х  растворов  удобен д ля  отдельны х и 
серийных определений; в случае  необходимости не нуж но
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E,B

Рис. 56. П отенциал полувол
ны:

Е \, Е г, Е 3 — п о т е н ц и а л ы  р а з р я д а ;  
С\, с2. с3 —  к о н ц е н т р а ц и и  и с с л е д у 

ем о го  н о н а .

0,2 0,6

Рис. 57. П олярографический 
спектр.

снимать  калибровочную  кривую, а достаточно снять поля- 
р ограм м у  стан дартного  раствора  и по ней рассчитать  кон
центрацию  р я д а  исследуемых растворов  одного и того ж е  
иона.

Потенциал полуволны

П о т е н ц и а л о м  п о л у в о л н ы  н азы вается  потенци
ал  середины полярограф и ческой  волны. П отенци ал  вы д ел е
ния или р а зр я д а  деп о л яр и зато р а  несколько  см ещ ается  в 
отрицательную  область  при уменьш ении концентрации 
электровосстан авли ваю щ егося  вещ ества (рис. 56) .  В от
личие от потенциала вы деления потенциал полуволны не 
зависи т  от концентрации ионов или м олекул  в растворе  и 
от п ар ам етр о в  ячейки. П оэтом у при качественном анали зе  
пользую тся потенциалом  полуволны, т а к  как  он х а р а к т е 
рен д л я  каж до го  вещества.

Е сли  в исследуемом растворе присутствуют несколько 
полярографически  активны х веществ, потенциал полувол
ны которых отли чается  на 10—200 мВ, мож но получить 
кривую, которая  н азы вается  п о л я р о г р а ф и ч е с к и м  
с п е к т р о м .  Н а  основании полярограф и ческого  спектра 
мож н о провести количественный и качественный анализ  
смеси вещ еств без предварительного  их разделен ия  
(рис. 57).

Т верды е  эл ек тр о д ы

Основное преимущ ество тверды х м икроэлектродов  в 
том, что они д аю т  возм ож н ость  р або тать  при потенциалах  
от  — 0,1 до  + 1 , 3  или + 1 , 5  В. Т аки м  об р азо м  тверды е эл ек т 
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роды р асш и ряю т область  п олярограф и чески х  исследова
ний, дополняя  ртутно-капельны й электрод . О граничение 
использования при отрицательны х потенц иалах  связан о  с 
низким перенап ряж ен и ем  водорода на платине, которое 
м ож ет  происходить у ж е  при потенциале — 0,1 В. И сслед о
вание электродны х  процессов при полож ительн ы х потен
ц и алах  ограничивается  присутствием на электродной по 
верхности адсорбированного  кислорода, которы й мож ет 
тормозить протекание электрохимической  реакции.

П реим ущ еством  тверды х электродов  явл яется  т а к ж е  то, 
что при работе  с ними на п олярограф и чески х  волнах  о т 
сутствую т м аксим ум ы  и осцилляции. Это увеличивает  точ 
ность и быстроту исследований.

Тверды е м икроэлектроды  особенно ш ироко использую т
ся при исследовании биоэнергетических процессов в ж и вы х  
организм ах . В первую очередь их прим еняю т д л я  непре
рывной регистрации д ы хан ия  митохондрий, вы деленны х из 
клеток различны х тканей , а т а к ж е  д ля  наблю дения  ки сло
родного реж и м а  органов и тканей  в неповреж денном о р г а 
низме. В этих сл учаях  на платиновом  электроде  при э л е к т 
ролитическом восстановлении кислорода  появляется  только  
одна волна и величина диф фузионного  тока соответствует 
присоединению четырех электронов:

0 2 Т- 4Н +  +  4 е — * 2Н 20  ( в к и с л о й  среде);

0 2 +  2Н 20  +  4е — * 4 0 Н -  (в щ елочной среде).

Т верды е электроды  могут быть неподвиж ны е (стац ио
нарн ы е в неперемеш иваемой и д ви ж ущ ей ся  ж и дкости )  и 
дви ж ущ и еся  (вр ащ аю щ и еся  или в и б р и р у ю щ и е ) .

С тацион арн ы е электроды  в неп ерем еш иваем ой ж и д 
кости и полярограф и и  использую тся редко, т а к  как  посто
янство предельного тока достигается  через сравнительно  
дли тельн ое  врем я из-за  изменения диф фузионного  слоя. 
О собенностью стац ионарн ы х тверды х электродов  в н еп ере
меш иваемой ж идкости  явл яется  уменьш ение величины д и ф 
фузионного то ка  во времени.

И з дви ж ущ и хся  электродов  наи более  распространены  
вибрирую щ ий (рис. 58) и вр ащ аю щ и еся  м икроэлектроды . 
В еличина диф фузионного  тока  вибрирую щ его  эл ектр о д а  
зависи т  от частоты и ам плитуды  вибрации. Ч астота  в и б р а 
ции зависи т  от частоты переменного тока . Обычно частота  
переменного тока  в сети составляет  50 Гц. П ри работе  с 
разб авлен н ы м и  растворам и  м ож н о повы ш ать  частоту  пе
ременного тока  (тем сам ы м  повы ш ая чувствительность) с 
помощ ью трансф орм аторн ого  ум н ож и теля  или звукового
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Рис. 58. Схема 
вибрирую щ его 
м икроэлектро

да:
/ — зв о н о к ; 2 — ви 
б р и р у ю щ и й  я к о р ь ; 
3 — п л а с т м а с с о 
в а я  м у ф т а ; 4 — 
с т е к л я н н а я  т р у б 
к а ;  5  — п л а т и н о 
вы й э л е к т р о д ; 6— 

со е д и н и т ел ь н ы й  
п р о в о д .

/

'2
3

Но J "

13

ж* 
> 6

Рис. 59. С хем а вращ аю щ ихся 
микроэлектродов: 

а — в и д ы  в р а щ а ю щ и х с я  м и кроэлскт ро-  
д о в  ~(Л, В , С)  •_

1 — р ту т н ы й  за т в о р ; 2 — н е п о д в и ж 
н а я  ч а с т ь ; 3  — в р а щ а ю щ и й с я  ж е л е з 
ны й в а л , п ок р ы ты й  в о ск о м ; 4 —  п л а т и 
н о в а я  и г л а ; 5  —- р т у т ь ; 6  — м ед н а я  

п р о в о л о к а ; 
б  — уст ан овка  с  вр а щ а ю щ и м с я  п л а 

т иновы м  м и кр о элект р о д о м :
1 — э л е к т р о м о т о р ; 2  — ш н у р ; 3  — 
ш к и в ; 4 — м у ф т а  д л я  к р е п л е н и я  э л е 

к т р о д а ; 5 — э л е к т р о д .

Рис. 60. М акаю - 
щ нйся платино
вый м икроэлект

род:
I  — м е д н а я  п р о в о л о 
к а ; 2  — в н у тр е н н я я  
с т е к л я н н а я  тр у б к а  
э л е к т р о д а ; 3 — в н еш 
н яя  с т е к л я н н а я  т р у б 
к а  э л е к т р о д а ; 4  — 
р ту т ь ; .5 — п л а т и н о 
в а я  и г л а ; 6  — п у з ы 

р е к  г а з а .

генератора. А м плитуду вибрации рекомендую т п о д д е р ж и 
вать  в п ределах  0,5— 0,7 мм.

П реим ущ еством  вибрирую щ его электрода  является  воз
м ож ность  исследования микроколичеств анализи руемого  
раствора  (Ю-2— 10-4 м л ) .

Н аи более  часто в п олярограф и и  применяю тся в р а щ а ю 
щ иеся п лати н овы е  или серебряны е м и кроэлектроды  
(рис. 59) .  Д л я  изготовления вращ аю щ егося  платинового 
м икроэлектрода  используется  п латиновая  проволока д и а 
метром 0,5— 0,8 мм и длиной до  10 мм, которую  впаи ваю т 
в стеклянную  трубку, а д ля  тщ ательного  перем еш ивания  
раствора  к  концу трубки  п ри паиваю т стеклянны е «кр ы 
лыш ки». В ращ ение эл ектр о д а  осущ ествляется  электром ото
ром со скоростью  600— 1800 об/мин. П ри этом м еж д у  кон
центрацией деп о л яр и зато р а  и величиной диффузионного  
тока  н аб лю д ается  п р я м а я  п роп орцион альн ая  зависимость. 
М акаю щ и й ся  платиновый- электрод  (рис. 60) ,  п р ед л о ж ен 
ный Ю. С. Л ял и к о вы м , д ае т  возм ож н ость  проводить иссле
дован ия  не только в растворах , но и в расп л авах  солей при 
высоких тем п ературах .  П остоянное обновление приэлект- 
родного слоя осущ ествляется  при помощи газа  (водород),  
который, выходя из трубки, оттесняет  р асп л ав  от п л ати н о
вой иглы, о б разуя  пузырьки (64 пузы рька в м и н у ту ) .
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Основные теоретические и практические полож ен ия  по 
лярограф ического  метода были р а зр а б о т а н ы  при использо
вании ртутно-капельного  электрода . Отечественные про
мы ш ленны е предприятия  и зар у б еж н ы е  ф ирм ы  вы пускаю т 
а п п ар ату р у  д ля  полярограф и и  с ртутно-капельны м эл ек тр о 
дом.

О становим ся  на некоторых вопросах  и реком ендаци ях  
относительно изготовления простейш ей полярографической  
установки д л я  работы  с тверды м и эл ек тр о д ам и  в л а б о р а 
торных условиях.

У становка д л я  проведения полярограф и ческого  о п р ед е
ления  ды хан и я  митохондрий состоит из системы питания 
электродов, полярограф и ческой  ячейки с электродам и  и 
регистратора. В качестве  рабочего электрода  используется 
стационарны й платиновы й электрод, а в качестве  эл е к тр о 
д а  сравнени я  —  насыщ енный калом ельны й электрод . П л а 
тиновый электрод  изготовляется  из платиновой проволоки 
д и ам етром  0,5— 2,0 мм и длиной 15— 20 мм. П лати новы й и 
калом ельны й электроды  монтирую тся в тефлоновы й блок, 
который одновременно сл у ж и т  крыш кой п оляр о гр аф и че 
ской ячейки (рис. 61).

Д л я  платинового электрода  в тефлоновом  блоке про
сверливается  отверстие на 0,1— 2,0 мм меньш е ди ам етр а  
этого электрода . П латиновы й электрод  плотно вставляется  
так , чтобы м еж д у  ним и тефлоном не о ставалось  щели, ко
то р ая  м ож ет  стать  причиной больш ого остаточного тока. 
Р абочую  поверхность платинового эл ектр о д а  о ставляю т  
около 7 мм2, а остальную  поверхность пок ры ваю т  пленкой 
клея БФ -2  или 1%-м раствором  полистирола в несколько
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приемов, к аж д ы й  р а з  вы суш и вая  при комнатной те м п е р а 
туре. Д л я  обеспечения герметичности диам етр  тефлонового 
блока до лж ен  быть равен  ди ам етр у  полярографической  
ячейки.

П о л ярограф и ч ескую  ячейку изготовляю т из тефлона 
или органического стекла  объемом  1— 2 см 3. Для- последо
вательного  внесения компонентов инкубационной среды в 
ячейке д ел аю т  боковое отверстие (рис. 62). Д л я  перем еш и
вания ж идкости  в ячей ке  сл у ж и т  м агнитная  м еш алка .  П ри 
серийных исследованиях нуж но следить, чтобы перем еш и
вание  ж идкости  осущ ествлялось  с постоянной скоростью, 
т а к  к а к  величина диф фузионного  тока зависи т  от числа 
оборотов. И зм ерен и я  лучш е проводить при постоянной тем 
пературе. Д л я  этого ячейку п ом ещ аю т в кам еру  д л я  тер- 
м остатирован ия  (рис. 63) ,  которая  соединена с водяным 
ультратерм остатом .

П лати новы й электрод  х р ан я т  на воздухе, а к а л о м ел ь 
ный —  в насыщ енном растворе  хлорида кадия.

Э лектроды  вклю чаю тся  в электрическую  схему, питания 
и регистрации так, к а к  пок азан о  на рис. 64. Н а п р я ж е н и е  от 
источника "питания Е  подается  на сопротивление R \  (150— 
— 200 О м ) .  П ри помощ и этого сопротивления потенциал 
платинового  электрода  относительно электрода  сравнения 
устан авли вается  на определенную  величину (0,1 — 1,5 В ). 
Ток, протекаю щ ий в цепи во врем я электрохимической р е 
акции, обусловливает  падение н ап р яж ен и я  на сопротивле
нии R 2 ( \0 0  О м ) ,  которое регистрирует прибор.

Р а зн и ц а  потенциалов м еж д у  рабочим и вспом огатель
ным электродам и  (электродом  сравнени я)  контролируется  
лам повы м  вольтметром  с входным сопротивлением около 
10 Ом. Ток, протекаю щ ий через ячейку и соответствующий 
концентрации кислорода в исследуемой пробе, регистриру
ется на электронны х автоматических  потенциометрах 
Э П П -09 или Э ПП-09-М -2. Ч увствительность потенциометра 
мож но увеличить подклю чением дополнительного сопротив
ления.

В лабо р ато р н ы х  условиях прим еняю тся  автоматические 
электронны е п о лярограф ы  отечественного производства  
ЭП-312, П П Т-1, ПА-.З, а т а к ж е  зар у б еж н о го  производства  
OH-101, LP-60, L P -7 0  и др.

Д л я  измерения интенсивности поглощ ения кислорода 
митохондриями необходимо определить, при каком  потен
циале на электроде  достигается  ток насы щ ения. Зн ачение  
потенциала м ож ет  отли чаться  от теоретического в зави си 
мости от омического сопротивления ячейки, электрода  
сравнения и других факторов. П л ато  предельного то-

155



ка диф ф узи и  д о лж н о  находиться  в п ределах  0,4— 0,9 В 
(рис; 55). Теоретическое значение потенц иала  составляет  
0,65 В.

П осле  определения потенциала эл ектр о д а  проверяю т 
стабильность его работы , калибрую т или. у стан авли ваю т  
прямолинейность зависимости  величины силы тока  от  кон
центрации кислорода на участке  от нуля до  м аксим альн ой  
концентрации.

Биологическая  к ал и б р о в к а  .электрода проводится с ин- 
тактны м и митохондриями или д р о ж ж а м и .-  Суспензию 
д р о ж ж е й  д в а ж д ы  пром ы ваю т водопроводной водой от н а 
полнителя и инкубируют в 0 ,9 % -м растворе  КС1 с 1%-м 
раствором  глюкозы  15 мин при тем п ературе  37°С. Д р о ж ж и  
или митохондрии п ом ещ аю т в ячейку и н аб лю д аю т  за  по
глощением кислорода в среде. О дновременно определяю т 
остаточный ток, т. е. ток, который остается  после исчерпа
ния кислорода  в ячейке. Его величина зависи т  o r  р а зр я д а  
на электроде электрохимически активны х примесей и от  х а 
рактеристик  электрода . О статочный ток i2 до лж ен  состав
л я ть  2— 4% диффузионного  тока  i\, обусловленного  восста 
новлением свободно растворенного  кислорода (рис. 65). 
П ринимаю т, что при комнатной тем п ературе  и атм о сф ер 
ном давлен ии  растворимость кислорода  в исследуемых ср е 
д а х  инкубации рачзна 2 ,5 - 10~4 моль/л. З н ая ,  чему это коли
чество кислорода  соответствует в м и лли м етрах  д и а г р а м 
мной ленты самописца, мож но р ассчи тать  цену 1 мм в 
м ик роатом ах  кислорода  и перейти к определению  интенсив
ности ды хания . Интенсивность ды х ан и я  в ы р а ж а ю т  в ми
кроатом ах  кислорода, который поглощ ается  из раствора  
за  1 мин, на 1 мг белка  использованного  п р еп арата .

Способы очистки тверды х электродов. П ри и сп ользова
нии тверды х электродов  на  их поверхности о саж д аю тся  
продукты эл ектроли за ,  что является  причиной изменения « -

Рис. 65. К ривая поглощ ения Рис. 66. О чистка тверды х плати-
кислорода суспензией дрож ж ей  новых электродов методом эле-

в полярографической ячейке. ктрохимической деполяризаций.
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их качественных и количественных характеристик . Д л я  
очистки тверды х электродов  применяю тся механический, 
химический и электрохимический способы.

П ри  механическом способе очистки ср езаю т  торцевую 
часть рабочей поверхности эл ектр о д а  или очищ аю т его 
бритвой, тонкой н аж дачной  бумагой либо  иголкой.

Химический способ очистки закл ю чается  в обработке  
электродов  теплой азотной кислотой ( 1 : 1 )  в течение 10— 
15 мин с последую щ ей тщ ательной  и многократной про
мывкой дисти лли рованной  водой. Т аки м  образом  электрод  
очищ ается  от больш инства  органических веществ, а т а к ж е  
м еталлов  и их оксидов.

Н аи б о л ее  совершенным, быстрым и даю щ им  воспрои з
водимы е р езультаты  явл яется  электрохимический способ 
очистки твердого электрода  (например, платинового) пу 
тем попеременной подачи на него полож ительного  и отри
цательного  потенциала. В качестве  второго эл ектр о д а  ис
пользую т т а к ж е  платину  (рис. 66) .  Процесс  очистки п р о 
водят  переполяризац пей  в 0,1 и. растворе  высокоочищенной 
серной кислоты, приготовленной из ф и ксан ал а ,  при н а п р я 
ж ен  и 1,67 В. П родолж и тельн ость  каж до го  периода перепо- 
л я р и зац и и  — 15— 30 с, а вся очистка зан и м ает  15 мин. З а 
кан чи вать  очистку необходимо анодной поляризацией , о б 
ратной тому реж иму, в котором обычно р або тает  электрод. 
П осле  этого эл ек тр о д  м ногократно пром ы ваю т ди сти лли 
рованной водой.

О п р е д е л ен и е  окислительного  ф о с ф о р и л и р о в а н и я

О пределение окислительного ф осф орили рования  осно
вы вается  на  регистрации поглощ ения кислорода  и н еорга 
н и ч е с к о й  ф о сф ата  митохондриями печени из ин кубацион
ной среды. И нтенсивность ' поглощ ения неорганического 
ф о сф ата  определяю т по методу К ондраш евой и на основа
нии дан ны х опыта р ассчи ты ваю т коэфф ициент фосфорили- 
рования  P /О, 'который представляет  собой отношение к оли 
чества этериф ицированного  неорганического ф осф ата  к по
глощ енному количеству кислорода.

В ы д е л е н и е  м и т о х о н д р  и й. М итохондрии пече
ни вы деляю т  методом д и ф ф еренц иального  ц ен три ф угирова
ния. П осле дек ап и тац и и  ж ивотного печень быстро п о м ещ а
ют в охлаж ден н ы й  0,001 М  раствор  П а2-Э Д Т А  в 0,25 М  р а - . 
створе сахарозы  ' (раствор А ) .  1 г печени измельчаю т
охлаж д ен н ы м и  нож ницами . Р аствор  сливаю т, а ткан ь  пере
носят  в стеклянны й гомогенизатор П оттера — Э львехейма 
с тефлоновы м пестиком.
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В гомогенизатор н аливаю т раствор  Л в соотношении
1 : 1 0  (на единицу массы  ткани  берут 1 0  объем ов  р аство 
р а ) .  Т кан ь  гомогенизируют до разруш ен и я  клеток (1,5—
2 мин). Гомогенат  переносят в ц ен три ф уж ны е пробирки и 
центрифугирую т 1 0  мин при 600 об/мин и охлаж ден и и  до 
1—3°С. В р езу л ьтате  .центрифугирования в осадок  перехо

д я т  я д р а  и остатки  неизмельченны х клеток. Н адосадочн ую  
ж и дкость  переносят в пробирку и снова центрифугирую т 
20 мин при 12000 об/мин. О садок  митохондрий пром ы ваю т 
раствором  А  (1 : 10). Все операции проводят  при о х л а ж д е 
нии до  1— 3°С. П осле  пром ы вани я  осадок  митохондрий ре- 
суспендирую т в 0,25 Ai р аство р а  с ах ар о зы  из расчета  1 мл 
раствора  на объем  митохондрий, выделенны х из 1 г ткани.

О п р е д е л е н и е  и н т е н с и в н о с т и  д ы х а н и я  
м и т о х о н д р и  й. И нтенсивность ды х ан и я  митохондрий 
определяю т с помощ ью п о л я р о гр аф а  Г1А-3 или LP-60  с п л а 
тиновым электродом . П о л я р о гр ам м ы  зап и сы в аю т  в терм о
статированном  сосуде при тем п ературе  26°С, которая  под
д ер ж и в ается  ультратерм остатом .

П о лярограф и ч еское  определение проводят  в и н куб ац и 
онной среде такого  состава  (из расчета  на 1 пробу) : 2 0  

м км оль Қ Н 2 Р О 4 , 150 м км оль  глю козы , 20 м км оль  с у б стр а 
та (янтарной или а-кетоглутаровой  ки слоты ), 150 м км оль  
глю козы , 5 м км оль  АТФ  и 0,2 мг кристаллической  хексоки- 
назы.

Все реактивы , кроме АТФ  и гексокиназы , п ом ещ аю т в 
полярограф и ческую  ячейку; перед записью  иолпрограмм 
вносят т а к ж е  АТФ  и гексокиназу . О пускаю т электроды  и 
при н ап ряж ении  0,65 В ф иксирую т м акси м альн ое  количест
во кислорода  в инкубационной среде. П осле  этого д о б а в 
ляю т 0,2 мл суспензии митохондрий (3,5— 4,5 мг б ел к а)  и 
регистрирую т поглощ ение кислорода. К р и вая  поглощ ения 
кислорода  м итохондриями х ар актер и зу ется  прям олин ей но
стью в средней части (рис. 67) ,  по которой ' рассчи ты ваю т 
интенсивность ды хан и я  митохондрий.

Д л я  расчетов D  (в м ик р о ато м ах  0 2/ч) пользую тся 
формулой:

_ ^ ( Л - Я,60
D  = --------------------------------- ,

t

где  V — объем  пробы, мл; с — концентрация  кислорода  в 
пробе при 26°С (0,5 м и к р о а т о м о в /м л ) ; М. — уровень м а к 
сим ального  тока  в условных делен иях  по ш к ал е  сам опис
ца; А ,В  — уровень тока  в условных делениях, соответству
ющий двум  точкам прямолинейной части кривой; N  —
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уровень м инимального  тока  в ус
ловны х делен иях  по ш к ал е  сам о
писца; t  — время, соответствую 
щ ее дан н ом у  отрезку  прям олин ей
ной части кривой, мин.

О п р е д е л е н и е  н е о р г а 
н и ч е с к о г о  ф о с ф о р а .  И ссл е 
дуем ую  пробу инкубирую т в тече- 8  7 6  5  Ь 3  Z I  
ние 4 мин. О дновременно став я т  Рис 67. кривая поглощения 
контрольную  пробу, в которую кислорода митохондриями, 
пом ещ аю т все реактивы , кроме
АТФ и гексокиназы . Ч ерез  4 мин в контрольную  и исследу
емую пробы д о б а в л я ю т  по 0,5 мл 2 5 % -го раствора  три- 
хлорўксусной кислоты, а в контрольную  — митохондрии, 
АТФ и гексокицазу . Ч ерез  15 мин содерж им ое пробирок 
фильтрую т, отби раю т 0 , 1  мл ф и льтрата ,  д о бав л яю т  3 мл 
9 6 % -го этан о л а  и 0,4- мл 10% -го раствора  м олибдата  
ам м ония  в 8  н. растворе  H 2S O 4 . О бъем  д оводят  водой до 
5 мл, п ерем еш иваю т и спектроф отометрирую т в кв ар ц е 
вых кю ветах  ш ириной 1 см при длине волны 390 нм.

С о д ер ж ан и е  неорганического ф осф ата  определяю т но 
калибровочной кривой, которую строят, используя высу
ш енный до  постоянной массы  К Н 2Р О 4 (интервал  м еж д у  
пробам и  — 3,1 м кг).

С о д ер ж ан и е  поглощенного неорганического ф осф ата  с 
рассчи ты ваю т по формуле:

с =  V c i /V r 31 -t,

где V  — общий объем  пробы, мл; С\ — содер ж ан и е  н еорга 
нического ф осф ата  по калибровочной кривой, мкг; V\ — 
объем  пробы, взятый д ля  определения, мл; t  — врем я инку
бации, мин; 31 —  коэф ф иц иент  пересчета м икрограм м ов  в 
микроатомы .

•Содержание белка  в пробе определяется  биуретовым 
методом и в ы р аж ается  в м икроатом ах  ф осф ата  за  1 мин 
на 1 мг белка  митохондрий.

Н а  основании д ан н ы х  опытов рассчи ты ваю т коэф ф иц и
ент  Р /О .

О п р е д е л ен и е  активности ам илазы

М етод  основан на том, что под действием ам и л азы  на 
к р а х м а л  о бразую тся  м олекулы  глю козы , имею щие восста 
новительные свойства.

П олярограф ическим  методом определяю т наличие ионов 
С и21' в инкубационной смеси после действия па. кр ах м ал
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ам и лазы , а в качестве  контроля использую т п р еп ар ат  с 
инактивированной ам илазой . Активность ф ерм ен та  о п р ед е
ляю т  по разни це  м еж д у  высотой волны  поляризационной 
кривой контрольной и исследуемой проб.

П о с т р о е н и е  к а л и б р о в о ч н о й  к р и в о й .  К  10 мл 
4 % -го р аство р а  C u S O v S H ^ O , д о б а в л я ю т  10 мл воды и по 
10 мл реакти ва  Ф ел и и га I и II. (Д л я  приготовления р е а к 
тива Ф елинга  I 200 г сегнетовой соли и 150 г N a O H  р аств о 
ряю т в колбе вместимостью  1 л  и д оводят  водой до  метки. 
Чтобы  приготовить реактив  Ф елинг II, 40 г химически чис
того и перекристаллизован ного  C u S 0 4 - 5 H 2 0  растворяю т  
в колбе вместимостью  1 л и д оли ваю т  водой до  м е т к и ) . 
П осле нагревания  д оводят  объем  до 100 мл (раствор  А ) .  
П о л яр о гр аф и р у ю т  смесь 0,1 — 1,5 мл раствора  А и 8 мл ф о 
на (ам м иачны й буферный раствор: 2 г МН4С1 и 1,3 мл 
2 5 % -го раствора  МН4О Н ) .  Д л я  освобож ден ия  от  р аств о 
ренного в воде кислорода прим еняю т 2% -й  (свежеприго- 

. товленный) раствор  N a 2S 0 3 .
Общий объем  смеси д ля  пол яр о гр аф и р о ван и я  — 10 мл 

(х  мл раство р а  Л + 8  мл ф она  +  1 мл раство р а  N a 2 S 0 3 +  
+  z/ мл Н 20 ) .

П ри  построении гр аф и к а  значение высоты волны п о л я 
рографической  кривой д л я  меди (после вы читания высоты 
остаточного^тока •— 2 мм) о т к л а д ы в а ю т  на оси ординат , а 
концентрацию  меди —  на оси абсцисс.

О п р е д е л е н и е  а к т и в н о с т и  а м и л а з ы .  
Д о  20 мл 2 % -го раствора  к р а х м а л а  (навеску  к р а х м а л а  
растворяю т  в небольшом количестве холодной воды, пор
циями переносят в колбу  с кипящ ей водой и к и п ятят  не
сколько минут) . д о б а в л я ю т  раствор ф ерм ен та  (объем з а 
висит от активности ф ерм ен та)  и воды до общ его  о б ъ ем а  
инкубационной смеси 30 мл. П ер ед  см еш и ванием  все р аст 
воры п ом ещ аю т в водяную  баню при тем п ературе  и н к у б а 
ции 30°С. П ериод  действия  ф ермента — 15 мин. П осле  э т о 
го 10 мл инкубационной смеси переносят  в колбу  вм ести
мостью 100 см 3, которая  содерж и т  по 10 мл реакти ва  Ф е
линга  I и II. П осле нагревания  (3 мин) и вы падения  о сад 
ка  С и20  содерж и м ое  колбы количественно переносят в м ер
ную колбу вместимостью 100 см 3 и водой д о ли в аю т  до  мет- 

• к и (п р о б а ) .  Д л я  полного о саж д ен и я  Си20  раствор ос
та в л я ю т  на 30 мин. Н еполное  осаж дение  Си20  и с к а ж а е т  
результаты  а н ал и за ,  поэтому надосадочную  ж и дкость  н у ж 
но отби рать  сверху осторож но, не перем еш ивая .

Д л я  запи сы ван ия  п олярограф и чески х  волн при готовля
ют смесь: 1 мл р аств о р а  А, 8 мл раствора  П а 28 0 з  и 1 мл 
воды. П ар ал л ел ь н о  приготовляю т контрольную  смесь, в к о 
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торой действие ф ерментативного  п р еп ар ата  п р екр ащ аю т  
кипячением в течение 3 мин. х

З а п и с ы в аю т  п олярограм м ы , высоту волн h п о л я р и за 
ционных кривых и зм еряю т графическим  методом. К оличе
ство меди рассчи ты ваю т по разни це  высоты волн кон троль
ной hK и исследуемой /г,, проб  на калибровочной кривой. 
Р а зн и ц у  высот волн р ассчи ты ваю т по формуле:

h =  h K —  h a.

Активность ф ерм ен та  в ы р а ж а ю т  количеством меди, 
осаж денной  углеводам и  в виде С и20 .

О п р е д е л ен и е  степени сопряж енности  
п р еп ар ато в  м итохондрий

П олярограф ическим  методом (с применением ки слород
ного эл ектр о д а )  исследую т действие различны х ингибито
ров на ды хан и е  митохондрий, и зм еряю т отнош ение А Д Ф /О  
(число м олекул  А Д Ф , которые п ревращ аю тся  в АТФ, в р а с 

чете на один атом поглощ енного ки сло р о д а) ,  а т а к ж е  и зу 
чаю т  ды хательны й контроль, который явл яется  мерой со
пряж енности  ды х ан и я  и ф осф орилирования .

И нтактн ы е  митохондрии, вы деленны е в тщ ательно  конт
ролируем ы х условиях  и суспендированны е в среде, со д ер 
ж а щ е й  субстрат  и ф осфат, х ар актери зую тся  низкой скорос
тью ды х ан и я  и® (рис. 68) .  Д о б ав л ен и е  незначительных
количеств А Д Ф  резко  увеличивает  скорость ды х ан и я  (ско 
рость поглощ ения кислорода  у 3 )  д о  тех пор, пока вся А Д Ф  
не п ревратится  в АТФ и д ы хан и е  снова торм озится  до  у р о в 
ня цат® О тнош ение скорости ды хан и я  в присутствии А Д Ф
к скорости д ы хан ия  после того, 
ка к  весь А Д Ф  превратится  в 
АТФ, н а зы в ается  д ы х а т е л ь 
н ы м  к о н т р о л е м  ( Д К ) ,  или 
акцепторны м  контролем:

Д К  =  г з / у 4А Т Ф -

Зн ач ен и я  ды хательного  кон тро
ля  изменяю тся от 1 до  10 в з а в и 
симости от сопряж енности  про
цессов ды хан и я  и ф осф орили ро
вания. Высокое значение д ы х а 
тельного кон троля  характерно  
для  интактны х митохондрий (про
чно сопряж ен ны й ' п р е п ар а т ) ,  а 
низкое — д л я  повреж денн ы х или

4Г<?>

Время

Рис. 68. К ривая поглощ е
ния кислорода м итохонд
риями в зависим ости от 

различных ф акторов.
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«разобщ енны х» митохондрий таким и  реагентам и , к а к  2 ,4 - 
динитрофенол, силиц иланили ды  и др.

З н а я  концентрации добавленной  А Д Ф  и количество по
глощенного кислорода  в состоянии и3, р ассчи ты ваю т отно
шение А Д Ф /О , которое эквивалентно  отношению

К о л и ч еств о  эт е р и ф и ц и р о в а н н о го  н е о р га н и ч е с к о го
Р  _________________ ф осф ата , м и к р о а то м ы
О  К ол и ч ество  п о гл о щ ен н о го  к и сл о р о д а , м икроатом ы

Теоретическое значение отнош ения P /О д л я  окисления 
м а л а та  или а -к е то гл у та р а та ,  в которых коф ерментом  д е 
гидрогеназ явл яется  НАД+, равно  3. Д л я  окисления сукци- 
ната ,  коф ерментом  которого явл яется  Ф А Д , это соотнош е
ние равно  2 , д л я  окисления аск о р б а та  —  1 .

П оскольку  в процессе вы деления митохондрий в о зм о ж 
но частичное р азобщ ен и е  процессов окисления и ф осф ори
лировани я, а т а к ж е  действие м ем бранны х А Т Ф аз, получае
мые эксперим ентально  значения  P /О  несколько ниж е тео
ретических.

Х о д  о п р е д е л е н и я .  Выделение митохондрий из пе
чени крыс описано на с. 157.

В полярограф и ческую  ячейку вносят по 2 мл и н кубаци
онной среды митохондрий: 0,015 М  раствор К О ,  0,005 М  
раствор  К Н 2 Р О 4 , 0,15 М  раствор  сах ар о зы  и 0,0025 М  р а с т 
вор M g C l (рН -7 ,4 ) .  В ячейку опускаю т электроды  и у с т а 
н авли ваю т  перо самописца в край нее  левое полож ен ие  ш к а 
лы. В инкубационную  среду вносят  0,05 мл суспензии мито
хондрий (3,5— 6  мг б е л к а ) .  Ч ерез  1,5— 2 мин в ячейку 
д о б а в л я ю т  различны е субстраты  окисления, нап рим ер  сук- 
цинат  калия , аскорбиновая  кислота (конечные к о н ц е н т р а - '  
ции д ля  раство р а  сукц и н ата  1 0  мМ и д л я  смеси растворов  
аскорбиновой кислоты Т М Ф Д  —  5 и 100 мМ соответ
ственно). Основные растворы  субстратов  д л я  окисления  —
1 М  раствор  сукц и н ата  кал и я  (p H  =  7,4) и 0,5 М  раствор  
аскорбиновой кислоты — (pH  =  7,4) приготовляю т перед 
работой.

Регистрирую т постоянную скорости ды хан и я  и через 1 —
2 мин д о б а в л я ю т  200 мкЛ4 раствор А Д Ф . П осле п оследова
тельного изменения скорости ды хан и я  (переход и ® и з  ->■ 
и4АТФ) через 1— 2 мин д о б а в л я ю т  100 м кМ  раствор  2,4-дини
троф ен ола . Регистрирую т поглощ ение кислорода  в ячейке 
до стадии анаэроби оза .  П р о во д ят  2— 3 определения  д л я  к а 
ж дого  субстрата  окисления; рассчи ты ваю т коэффициент 
ды хательного  кон троля  и коэфф ициент ф о сф о р и л и р о ва
ния.
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Р е зу л ь т а ты  определений зап и сы ваю т  в таблицу. Н а 
основании полученных дан н ы х  д ел аю т  вы вод о степени со 
пряж енности  полученного п р еп ар ата  митохондрий.

§  19. М Е Т О Д  А М ПЕРОМ ЕТРИЧЕСКОГО ТИТРОВАНИЯ

Амперометрическое титрование явл яется  одним из 
электрохимических методов объемного ан али за .  М етод  о с 
нован па измерении силы диф фузионного  тока, протекаю 
щ его через электролизер , при постоянном потенциале. П р и 
чем величину потенциала следует  вы бирать  так, чтобы 
титрование проводилось при предельны х токах  восстан ов
ления или окисления  исследуемых веществ. В методе ам п е 
ром етрического титрования  используют реакции осаж ден и я , 
ком п лексообразован ия  и окисления —  восстановления.

В процессе амперометрического  титрования  д и ф ф узи он 
ный ток /диф прям о пропорционален концентрации вещ ест
ва в растворе:

1диф — Кс,
где К  — коэфф ициент пропорциональности.

Т а к а я  зависи м ость  соблю дается  при условии, что в р а с т 
воре (к а к  и при п олярограф и чески х  исследованиях) при
сутствует посторонний электролит  (ф он).

П ри уменьш ении концентрации электроактивн ого  вещ е
ства (осаж дением  каким -либо  реагентом ) /дИф у м ен ьш ает
ся и в точке эквивалентности  становится  равны м  нулю или 
весьма м алой величиной в зависимости от произведения 
растворим ости  осадка .

Точку эквивалентности  в методе амперометрического 
титрования  находят- графически . Н а  оси орди н ат  о т к л а д ы 
ваю т  силу тока, а на оси абсцисс — объем  прибавленного  
реактива . Точка эквивалентности  соответствует точкд и зл о 
ма на кривой титрования , которую определяю т гр аф и ч ес
ки экстраполяци ей  прям ы х отрезков  до  пересечения. С ледует  
учесть, что возле  точки эквивалентности  в реакц и ях  о са 
ж дения  и ком п лек сообразован и я  (при увеличении р аств о 
римости о сад к а )  могут получаться  зам етн ы е  отклонения 
точек от графически  рассчитанных. О днако  опыт пок азал ,  
что графическое  определение точки эквивалентности  т а к 
ж е  д ает  точные р езультаты  при определении м алы х ко л и 
честв исследуемых веществ.

Если концентрации исследуемых вещ еств и реагента  оди 
наковы или незначительно отличаю тся, при расчетах  необ
ходимо вводить поправку на разбавлен ие:

^ i + V a



где z'kopp — плотность тока  с учетом поправки  на р а з б а в л е 
ние, мкА; /Изм — изм еренная плотность тока , мкА; У\ — ис
ходный объем  ж идкости , мл; У2 — объем  добавленного  р е 
актива , мл.

С огласно такой  поп равке  увеличение о б ъ ем а  раствора  
в десять  р а з  приводит к соответственному уменьш ению ве 
личины диф ф узн ого  тока.

В зависимости  от  электроактивн ости  исследуемы х ве
щ еств на индикаторном электроде  и от прилож енного  по
тен ц и ала  могут получаться  различны е виды кривых. Так, 
к р и вая  на рис. 69, а  соответствует взаим одействию  опреде
ляемого  вещ ества (восстан авли ваю щ егося)  с реагентом , ко
торый не приним ает  участия в электродной реакции.

Т акую  кривую  мож но получить, например, при ти т р о в а 
нии ионов свинца раствори м ы м и сульф атам и  (сульф атом  
натрия)

РЬ2+ +  s o 24~  =  P b S 0 4l 
или о к сал атам и . s

Д иф ф узи онны й ток свинца по мере при бавлен и я  р е а к 
тива (сульф ата  н атри я )  будет  ум еньш аться ;  в точке эк в и 
валентности  он становится  р авн ы м  нулю или приним ает  
очень м ал о е  значение, соответствую щ ее растворим ости  
P b S 0 4. П осле  полного осаж д ен и я  свинца ток о стается  по
стоянным.

К р и в ая  на рис. 69, б  получется, если ти тровать  невос- 
с тан авли ваю щ ееся  на электроде  вещ ество (сульф ат  — ио
ны) восстан авли ваю щ и м ся  реагентом  (раствором  ни трата  
сви н ц а) .  П ри  этом по мере п ри бавления  реагента  до  точки 
эквивалентности  ток будет оставаться  постоянным. У вели
чение диффузионного  тока  будет происходить за  счет из
бы тк а  HOiiOB свинца в растворе. »

К р и в ая  на рис. 69, в  получается  в том случае, если в 
электродную  реакц ию  вступаю т оба  реагирую щ их вещ ества, 
наприм ер при титровании ионов свинца дихроматом:

2РЬ2+ +  Ст20 27~  + Н 20  —  2 P b C r0 4l  +  2 Н + ..

(/У/г-4

Г.З У,млУ,мл

Рис. 69. Кривые амперометрического титрования:
а  —  т и т р о в а н и е  в о с с т а н а в л и в а ю щ е г о с я  в е щ е с т в а  н е в о с с т а н а в л и в а ю щ н м с я  р е а г е н 
то м ; б  — т и т р о в а н и е  н е в о с с т а н а в л и в а ю щ е го с я  в е щ е с т в а  в о с с т а н а в л и в а ю щ и м с я  
р е а ге н т о м ; в  —  ти тр о в а н и е , при  ко то р о м  в о с с т а н а в л и в а ю т с я  о п р е д е л я е м о е  в е щ е 
ст в о  и р е а ге н т ; г  — п о л я р о г р а ф и ч е с к о й  ак ти в н о с т ь ю  о б л а д а е т  п р о д у к т  в з а и м о 

д е й с т в и я  о п р е д е л я е м о го  в е щ е с т в а  и  т и т р а н т а .
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■ Уменьшение диф фузионного  тока  до  точки эк ви вален т
ности связан о  с выпадением  свинца в осадок  в виде Р Ь С г 0 4. 
П оявлен ие 'свободны х  хромат-ионов приводит к  увеличению 
предельного  тока , что обусловлено восстановлением  их до 
хром а низшей степени окисления:

Pb2+ +  2e +  l i g —+Pb(Hg);
С г20 2-  +  14Н+ +  6е — ► 2Сг3+ +  7Н 20 .

К р и вая  на рис. 69, г описывает  случай, когда в электрод
ную реакц ию  не вступает  ни одно из реагирую щ их веществ, 
а электроакти вн ы м  явл яется  продукт  их взаимодействия.

Т ак , при титровании арсенатов  иодидом кал и я  в элек
тродную  реакц ию  вступает  образую щ и й ся  в ходе реакции 
свободный иод:

A sO j-  +  2 1 - +  2Н +  — ► Л $ О з“  +  12 +  Н 20 .

Були в электродную  реакц ию  не вступаю т реагирую щ ие 
вещ ества  и продукты  их реакции, весьм а .перспективны м  я в 
ляется  использование в амперометрическом  титровании 
полярограф и ческого  индикатора, который реаги рует  с тит- 
рантом  после того, к а к  исследуемое вещ ество полностью с 
ним п рореагировало , а конечная  точка титрования  у с т ан а в 
ли вается  по величине диффузионного  тока индикатора. Этот 
метод д ас т  возм ож н ость  определить концентрации веществ, 
которы е электрохимически  не активны. Так, ионы кальция  
м ож н о  отти тровать  оксалатом  в присутствии электрохим и
чески активного  кад м и я  в качестве  индикатора. С н ачала  
реаги рует  с оксалатом  кальций, а затем  кадм ий, по д и ф ф у 
зионному току которого у стан ав ли в аю т  конечную точку тит
рования.

М етод  амперометрического  титрования  отличается  от 
других электрохимических объемны х методов высокой точ
ностью определения  незначительны х концентраций иссле
дуем ы х веществ, быстротой ан али за .  О тносительная  погреш 
ность измерения при амперометрическом  титровании состав 
л я е т  I— 5 % , а д л я  проведения ан а л и за  могут применяться  
довольно  разб авл ен н ы е  растворы , наприм ер 0,001 М . М етод 
д ае т  возм ож н ость  проводить исследование мутных р аств о 
ров. Н а  р езультаты  определения не о к азы в аю т  влияние 
примеси посторонних веществ, если они не д аю т  эл ектр о д 
ных реакций на  электроде  при потенциале определения. 
В больш инстве  случаев  амперометрическое титрование про
водят  без удален ия  кислорода  из раствора  и добавлен и я  
поверхностно-активных веществ. Б л а г о д а р я  тому, что на 
результаты  амперометрического  титрования  не о к азы в ает  
влияния фон, хар актер и сти ка  к а п и л л яр а  и давлен и е  ртути,
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чувствительность определений выше, чем п о лярограф и чес
кого а н ал и за .  П ри м ен яем ая  а п п ар ату р а  при ам п ером етри 
ческом титровании проще той, которая  применяется  в п о 
лярограф ии . В аж н ы м  преимущ еством  метода является  и . 
то, что он д ае т  возм ож н ость  путем подбора 'соответствую
щих реагентов и электрохимически активны х индикаторов  
о пределять  концентрации таких веществ, которые эл е к тр о 
химически не активны.

М етод  амперометрического  титрования  м ож ет  бы ть ис- z 
пользован  к а к  д л я  ан а л и за  веществ, т а к  и д л я  и ссл едо ва
ния протекания  р азн ооб разн ы х  и в заи м о связан н ы х  эл ектр о 
химических процессов, их кинетики, определения  состава  
образую щ ихся  веществ, их растворимости , ком п л ек со о бр а 
зования  и т. д. В биохимии этот  метод используется  д ля  
определения S H -групп белков и S — S -связей в б ел к ах  по
сле  их расщ еп лен ия  путем сульф и толи за , а т а к ж е  д л я  опре
деления некоторых микроэлементов, цистеина; S H  — глута-  
тиона.

С хем а  установок и эл ек тр о д ы  
д ля  а м п е р о м е тр и ч е с к о го  титрования

В качестве  установок д л я  амперометрического  ти т р о в а 
ния мож но использовать  лю бы е п олярограф ы  постоянного 
тока, со дер ж ащ и е  индикаторны й эл ектр о д  (тверды й или

р тутн о-капельны й ), электрод  с р а 
внения, источник тока, потенцио
метр д ля  регулирования  потенци
ал а  индикаторного  электрод а ,  ми
лли вольтм етр  д ля  изм ерения  н а 
пряж ен и я  и гал ьван ом етр  для  
измерения величины тока в про
цессе титрования . О дн ако  д ля  
проведения амперометрического  
титрования  м ож н о исп ользовать  
и болёе простые установки , кото 
ры е легко  изготовить и собрать  
в лаборатори и .

У становка д ля  ам п ером етри
ческого титрования  с платиновым 
микроэлектродом  (рис. 70) состо
ит из индикаторного  (рабочего) 
платинового  в р ащ аю щ его ся  э л е к 
трода  2, в качестве  эл ектр о д а  с р а 
внения используется  насыщ енный 
калом ельны й электрод  1 (приго
товление см. на с. 116).

Рис. 70. Схема установки 
для  амперомегрического 
титрования с платиновым 

м икроэлектродом.
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Э лектролитное  соединение длатин ового  и калом ельного  
электродов  осущ ествляется  с помощ ью  «агаровы х»  сиф о
нов — определенной ф орм ы  стеклянны х трубок, зап о л н ен 
ных агаровы м  гелем, насы щ енны м  хлоридом кали я .  Д и а 
метр трубки  д о лж ен  бы ть небольшой, а д ли на  и ф орм а  мо
гут бы ть р азличны м и в зависимости  от х ар а к т е р а  соедине
ния с прибором д л я  амперометрического  титрования.

З а п о л н яю т  агаровы е  сифоны так: в пробирку  Наливают 
20 мл насыщ енного раствора  хлорида  кал и я  и 0,6 г агара . 
Смесь нагреваю т  на водяной бан е  до о б р азо в ан и я  п р о зр ач 
ного раствора . С тар ател ьн о  вымытый и высушенный сифон 
нагреваю т  в суш ильном ш к аф у  до  60— 80°С. В сифон н а л и 
ваю т  агаровы й раствор , следя, чтобы в него не попали  пу
зы рьки  воздуха. С охран яю т  агаровы е  сифоны в н асы щ ен 
ном растворе  хлорида  калия.

В устан овках  д ля  амперометрического  титрования  в к а 
честве индикаторного  электрода  лучш е всего использовать 
вр ащ аю щ и й ся  платиновы й электрод . Это у з к а я  (внутрен
ний ди ам етр  около 2— 3 мм) стек л ян н ая  толстостенная 
трубка , в нижний конец которой впаи ваю т платиновую  про
волоку д и ам етром  0,5— 1 мм так , чтобы д ли на  внешнего 
кон ца  р ав н я л ась  10 мм, а внутреннего —  2— 3 мм. В еличи
на рабочей поверхности платинового  электрода  д о л ж н а  от
носиться к  поверхности ртути в насыщ енном калом ельном  
электроде, к а к  1 : 1000, тогда на электроде  происходят про
цессы концентрационной поляризац ии. >

Ч тобы  осущ ествить кон такт  платинового  электрода , в 
стеклянную  трубку  н али ваю т  чистую ртуть и опускаю т м ед 
ный стерж ень, который соединяю т с полюсом «— » и зм ери
тельного прибора.

П лати новы й эл ек тр о д  в р а щ а ю т  электродвигателем  пере
менного тока  (600 о б /м и н ) .  Д л я  эффективного  перем еш и
вания исследуемого раствора  к стеклянной трубке  при паи
ваю т  стеклянны е «кры лы ш ки» (рис. 59).

П лати новы й эл ек тр о д  м ож ет  р або тать  длительное время, 
если в схему прибора вм онтировать  электрический перепо- 
л яр и зато р  и вклю чать  его после каж до го  измерения.

Титрование  исследуемого раствора  прои зводят  из м и к р о 
бю ретки 3. П ри различ ны х  изменениях тем п ературы  в по
мещении электролитическую  ячейку 4  термостатирую т, так  
к а к  изменению тем п ературы  на 1°С ведет  к изменению  ве
личины предельного диф фузионного  тока на 1— 2 % . В л а 
бораторны х условиях д ля  метода амперометрнческого  тит
ровани я  использую т прибор. ПАТ-1, а т а к ж е  полярограф ы  
ПА-3 или Л П -6 0  со с п е ц и а л ь н а  и зго то вл ен н ы м и ' при став
ками.
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О п р е д е л е н и е  S H -групп б ел к о в

М етод  основы вается  на том, что при титровании р аств о 
ра, со держ ащ его  S H -группы, последние связы ваю тся  и о н а
ми Ag+ или H g 2+, о б р азу я  слабодиссоциирую щ ие соеди
нения:

R S H  +  A g+ —> /?SAg +  н+ или g
2/?—SH  -f- HgCIj ^ H g  +  2HC!.

R—S
К огда  все S H -группы будут блокированы , т. е. с в я ж у т 

ся ионами Ag+ или H g 2+, в растворе  п оявляю тся  свободные 
ионы м еталлов , которые, в о сстан авли ваясь  на  платиновом  
электроде, о бусловли ваю т  появление диф фузионного  тока. 
С ила  диф фузионного  тока  пропорциональна  концентрации 
ионов м е та л л а  в растворе, а содер ж ан и е  S H -групп э к в и в а 
лентно количеству A g N 0 3 или половинному количеству 
H g C l2, израсходованном у на титрование.

Д л я  определения  S H -групп в качестве  ф она  применяю т 
некоторые буферны е р астворы  (ам м иачны й, Т Р И С ,  а ц е т а т 
ный и д р .) .

С пецифичность взаим одействия  S H -групп с ионами Ag+ 
повы ш ается  при использовании ам м иачного  буферного р а с т 
вора (0,1 М  раствор  ни трата  ам м ония  и 0,1 М  раствор  ги
дроксида  а м м о н и я ) ." В результате  взаим одействия  ионов 
Ag+ с ам м и ако м  образуется  кош тлекс [ A g ( N H 3) 2 ] +, кото
рый восстан авли вается  на платиновом  электроде. О б р аз о 
вание такого  ком плекса у стран яет  возм ож н ость  отр и ц ател ь 
ного влияния хлорид-ионов на титрование  S H -групп ион а
ми Ag+. Титрование S H -групп ионами A g + обычно проводят  
при рН-8,4, т а к  к а к  в кислой среде у ж е  при потенциале 
—0,1 В ионы Н+ восстан авли ваю тся  на платиновом  э л е к 
троде, а титрование ионами Ag+ проводят  при потенциале 
— 0,2 В и выше.

П ри титровании S H -групп раствором  сулемы  в кач ест 
ве ф она  использую т 0 ,9 % -й раствор  КС! (pH  =  7 ,0), р а с 
твор Рин гера , т а к  к а к  хлорид-ионы повы ш аю т специфич
ность реакции ионов H g 2+ с S H -группами.

Х о д  о п р е д е л е н и я .  В сосуд д л я  титрования  н а л и 
ваю т 10 мл физиологического или ам м иачн ого  буферного 
растворов и определенное количество исследуемого раствора. 
(0,2 мл сыворотки крови, 0,2 мл гомогената  ткан и  внутрен

них органов, 0,2 мл гем о ли зата  крови или раство р а  цистеи
на различной кон центраци и).  В приготовленный раствор 
опускаю т электроды . С п ом ощ ью  переменного сопротивле
ния у стан авли ваю т  внеш ню ю э.д.с. и следят , чтобы стрелка
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гал ьван ом етра  не отклонялась . Отсчет проводят  от нуля 
или другого  п о казател я ,  который условно приним аю т за  
нуль. В клю чаю т электром отор  и сразу  ж е  титруют, т а к  как  
дли тельн ое  перем еш ивание раствора  приводит к  искаж ению  
результатов  опыта.

Раствор  A g N 0 3 или H g C l2 из микробю ретки д о бав л яю т  
через к а ж д ы е  15— 20 с и после к аж до й  добавленной  капли 
ф иксирую т силу тока.

В н ач але  титрования, когда ионы Ag+ или H g 2+ реаги р у 
ют со свободными S H -группами, диф фузионны й ток не воз
никает, и стрелка  гал ьван ом етра  не отклоняется . И зли ш ек  
ионов Ag+ или H g 2+ после связы ван и я  всех S H -групп обу
словливает  увеличение диффузионного  тока. Титрование 
проводят  до установления закономерности , когда  к а ж д а я  
д о б а в л е н н а я  к ап ля  A g N 0 3 или H g C l2 обусловливает  уве
личение силы  диф ф узи онного  тока на одну и тут ж е  величи
ну. Титрование  проводят  3— 5 раз.

С троят  гр аф и к  зависимости силы тока  (п о к азан и я  г а л ь 
в аном етра)  от добавленного  о б ъ ем а  раство р а  A g N 0 3 или 
H g C l2 (количество к а п е л ь ) ,  о т к л а д ы в а я  на оси абсцисс д о 
бавленны й объем, а на оси ординат  — силу тока. В месте 
пересечения кривы х н аходят  точку эквивалентности  и опре
д ел яю т  содерж ан и е  S H -групп в м икромолях.

П р и м е р  р а с ч е т о в .  Д опустим , что на  титрование 
0,2 мл сы воротки крови использовано 5,5 кап ель  0,001 М  
р аство р а  H g C l2. О пределив  количество кап ель  в 1 мл р а с 
твора  H g C l2, р ассчи ты ваю т объем одной капли. С одерж ан и е  
S H -групп х  р ассчи ты ваю т на 100 мл сыворотки по формуле:

х -  n v - m ,

где п  — количество кап ель  сулемы; V  — объем  одной кап 
ли, мл; 500 — коэфф ициент пересчета на 100 мл сы ворот
ки, если в пробу д о б ав л я ю т  ее 0,2 мл.

П ри  определении с о дер ж ан и я  S H -групп в гом огенатах  
тканей внутренних органов  навеску  тканей  берут 200 мг, пе
чени — 100 мг (ткани гомогенизирую т в 2 мл ф изиологи
ческого р а с тв о р а ) .  Д л я  определения нуж но 0,2 мл гомоге
ната , а р е зу л ь тат  рассчи ты ваю т на 100 мг ткани  по фор- 
.муле: . . 4

х  =  n V -5,

где 5 — коэфф ициент пересчета на 100 мг ткани.
Д л я  печени содерж ан и е  S H -групп рассчи ты ваю т по ф ор

муле:
X =  nV -10;

где 10 — коэфф ициент пересчета на 100 мг ткани  печени.
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Глава IV. ОПТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

§  20. Ф ИЗИЧЕС КИЕ О СН О ВЫ  ОПТИЧЕСКИХ М ЕТ О Д О В  
И С С ЛЕД ОВАН ИЯ

Оптические методы исследования  п редп олагаю т  изуче
ние взаим одействия  электром агнитного  излучения с вещ е
ством во всем д и ап азо н е  электром агнитного  спектра, под
д аю щ ем ся  измерению. В различны х о бластях  этого д и а п а 
зона  использую тся различны е ф изические явления , даю щ и е
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возм ож н ость  регистрировать  энергетические изменения до 
и после взаим одействия  излучения с исследуемым вещ ест
вом. '

Энергетическое состояние ато м а  х ар актер и зу ется  эн ер 
гией электронов", входящ их в его состав, которая  м ож ет  при
ни м ать  р я д  дискретны х значений, переход м еж д у  которыми 
х ар актер и зу ется  измененйем энергии на величину

Е  =  h v ,  ( 1 )

где  h  — постоянная  П л а н к а ;  у  — частота  перехода.
Энергетическое состояние м олекулы  зависи т  не только 

он энергии электронов, но и от взаим ного  располож ен ия  
атомов, входящ их в состав молекулы. В общем случае

Е  =  Еэл -р  £кол +  Е Вр,

где  Е  —  внутренняя  энергия м олекулы; Е^л — электрон н ая  
энергия; Е кол — к о л еб ател ьн ая  энергия; E lip — в р а щ а т е л ь 
н ая  энергия.

Т аки м  образом , энергетическое состояние молекулы 
определяется  набором  кван товы х чисел, описываю щ их ее 
вращ ательн ое ,  колебательное  и электронное состояние. И з 
менение Е ол, Екоп, £вр происходит не непрерывно, а д и ск 
ретно. П ри этом р азность  энергий А Е  м еж д у  д вум я  бли
ж а й ш и м и  энергетическими состояниями определяется  у р а в 
нением (1), или

А £  =  Д £ э л  +  Д £ к о л  - j -  Д £ в Р. ( 2 )

О бычно Л£,Эл > Л £ к о л > Л £ Вр и таким  образом , переходы 
м е ж д у  соответствую щ ими энергетическими уровням и  л е ж а т  
в различны х частотных д и ап азон ах ,  это облегчает  их иссле
дован ие  и интерпретацию .

Н а  рис. 71 представлены  различны е сп ектральны е о б 
л асти  электром агнитного  излучения. Г раницы  спектральны х 
областей  условны, но общ еприняты. С п ектральн ы е д и а п а 
зоны х ар актер и зу ю тся  длиной волны и другим и сп ек тр ал ь 
ными п арам етрам и :

ЛГ* • S 150 ,{00 ,000 30 ООО 30 J-/03
НИ  ‘ Ж  Н И  'Н И  н и  ним мни с и  - и

»
V //////7 7 7 , У ////7 /7 7 /

Y £ z s //A
А Б

У /////////
В Г д х Е Ж 3

Рис. 71. С пектральны е области электром агнитного излучения. 
Д и а п а зо н ы ; /1 — р ен т ген о в с к и е  и  V-л у ч и ; б  — в а к у у м н а я  У Ф -о б л асть ; S  — б л и ж 
н яя  и д а л ь н я я  У Ф -о б л аст ь ; Г  — в и д и м а я  о б л а с т ь ; Д  — б л и ж н я я  И К -о б л а с т ь ; 

Е  —  д а л ь н я я  И К -о б л а с т ь ; Ж  — С В Ч -к о л е б а н и я ; 3  — р ад и о в о л н ы .
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X — д ли н а  волны ( 1 м — 102см =  .10с мкм =  109 нм)-, 
с

V — частота; v  =  — , где с —  скорость света, м/с; Х,-^-

д ли на  волны, м;
1

V — волновое число; v =  — , где X — дли н а  волны, см.

В различны х р а зд ел а х  м олекулярной  спектроскопии р а с 
см атри ваю тся  законы  взаим одействия  излучения того или 
иного спектрального  д и ап азо н а  с веществом:

Ж 5  нм — рентгеноструктурный анализ;
у л ьтр аф и о л ето вая  (УФ ) и видим ая  о б ласть  — спектро- 

ф отом етрия  в области  электронны х переходов и л ю м и не
сценция;

и н ф р ак р асн ая  (И Қ )  область  — спектроф отомстрия  в 
области  колебательны х переходов;

С В Ч -область  —  спектроскопия электронного  п а р а м а г 
нитного резонан са  ( Э П Р ) ;

С В Ч  и ради оди ап азон  —  спектроскопия ядерного м аг 
нитного резонанса  (Я М Р ) .  '

В настоящ ем  пособии р ассм атри ваю тся  физические ос
новы и применение методов, изучаю щ их взаим одействие  ви
димого, УФ- и И К -излучения  с веществом.

Р ассм о тр и м  вопрос о том, в изменении как и х  п а р а м е т 
ров электром агнитного  излучения д о лж н о  проявиться  его 
взаим одействие с изучаем ы м  веществом.

О бычно к а ж д о м у  электронном у энергетическому у р о в 
ню м олекулы  соответствует несколько колебательны х эн ер 
гетических уровней, к а ж д о м у  из которых в свою очередь 
соответствует несколько вращ ател ьн ы х  энергетических 
уровней. П оэтом у м олекулярны е  спектры имею т не л и н ей 
чатый характер ,  к а к  атомны е спектры, а представляю т 
собой р яд  полос с более или менее разм ы той  тонкой струк
турой.

Н а  рис. 72 вр ащ ател ьн ы е  уровни п редставлены  только  
д л я  колебательного  уровня  1-1, но подобн ая  систем а в р а 
щ ательн ы х  уровней свойственна к а ж д о м у  колебательном у 
уровню. С трелки  1-0 М1-/г соответствую т поглощению
энергии, стрелки  П - 0 —> \-п  —  излучению.

К а к  видим на рис. 72, энергетические переходы о су щ е
ствляю тся  с нулевого к о л еб ател ьн о го  уровня  дан н ого  э л е к 
тронного уровня. Это объясн яется  тем, что заполнение  ко
лебател ьн ы х  уровней- подчиняется  статистике М а к с в е л л а  — 
Б ол ьц м ан а :

'»/ =  пйе~ r-i,HTt (3)
где  tii — число м олекул на i-м колебательном  уровне; ц0—
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j - 0

Рис. 72. С хема энерге
тических уровней и 

электронно-колебатель
ных переходов в м оле
куле при поглощении 
(т) и излучении (I)  све

та:
1-1; 1-2. 1-3, П -1 , П -2  — к о 
л е б а т е л ь н ы е  у р о в н и  с о о т 
в етс тв у ю щ и х  э н ер гет и ч е ск и х  

у р о в н ей .

Е

г 0-0 0- / 0-2 0-3 /

Рис. 73. Н аиболее вероятны е по принципу 
Ф ранка — Кондона переходы с поглощ ени
ем энергии м еж ду  основным и возбуж ден 
ным состоянием двухатом ной молекулы (а )  
и спектр поглощения той ж е  молекулы с по
лосами, соответствую щ ими переходам с ну
левого колебательного уровня основного со 
стояния на один из колебательны х уровней 

возбуж денного состояния (б ):
V; — колебательные уровни основного V| и воз
бужденного Vi состояний; г — расстояние между 

а т о м а м и .

общ ее  число молекул; £< — кол еб ател ьн ая  энергия, соот
ветствую щ ая i-му уровню ; К  — постоянная  Б о л ь ц м ан а ;  
Т  — абсо л ю тн ая  тем п ература .

П ри  комнатной тем п ературе  в „основном зап олн яется  ну
левой колебательны й уровень. П ри  электронном переходе 
колебательны й уровень м о ж ет  изменяться  (рис. 72) .  О б ъ я с 
няет это явление п р и н ц и п  Ф р а н к а  — К о н д о н а ^ ,  
согласно которому в силу больш ой массы  ядер  и больш ой 
скорости перехода за  врем я  электронного перехода п о л о ж е
ние ядер атомов, входящ их в состав молекулы, не и зм ен я
ется. П ри этом происходят  переходы с поглощ ением эн ер
гии м е ж д у  д вум я  электронн ы м и состояниями д ву х ато м 
ной м олекулы  и ф орм ируется  соответствую щ ий этим пере
ходам  спектр поглощ ения (рис. 73).

В зависимости от взаимного  расп олож ен и я  потенц иаль
ных кривы х возбуж денного  и невозбуж денного  электронных 
состояний мож но судить, в каком  колебательном -состоянии 
ок а ж е тс я  возб уж д ен н ая  м олекула.

П отенци альн ы е  кривые м олекулы  д ля  возбуж денного  и 
невозбуж денного  состояний сдвинуты друг  относительно 
д руга . П оэтом у  состоянию с м инимальной энергией отве
чаю т м еж ъ яд ер н ы е  расстояния  г\ и г2 д ля  невозбуж денного  
и возбуж денного  состояний м олекулы  соответственно. Так
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как  в силу принципа Ф р ан к а  —  К ондона  м еж ъ яд ер н ы е  р а с 
стояния не успеваю т измениться за  время, в течение которо
го происходит поглощ ение энергии, то переходу с нулевого 
колебательного  уровня основного состояния м о ж ет  соответ
ствовать  переход м олекулы  на 0-й, 1-й, 2-й и 3-й к о л еб а 
тельны е уровни возбуж денного  состояния (заш три хован н ая  
область  на рис. 73, а ) . Эти ж е  переходы проявятся  в спектре 
поглощ ения молекулы (рис. 7 3 ,6 ) .  И нтенсивность каж дой  
полосы в спектре поглощ ения проп орцион альн а  вер о ят 
ности соответствую щ его электронного  перехода.

Обычно д л я  характери сти ки  полосы поглощ ения вещ е
ства используют специальный парам етр , назы ваем ы й с и- 
л о й  о с ц и л л я т о р а  /:

f  =  4 ,? 3 -1 0 -9 f e ( v ) d v ,

где е (у )  — коэффициент поглощ ения вещ ества на частоте у.
Таки м  образом , сила осц и ллятора  проп орцион альн а  ин

тегр ал у  функции, описываю щ ей спектр поглощ ения иссле
дуемого вещ ества. Обычно этот ин теграл  вы чи сляю т г р а ф и 
чески, и зм еряя  площ адь, ограниченную спектром поглощ ения. 
Ч асто  т а к ж е  используют п ри ближ енны й способ, при
ни м ая  /  e(v)-(/v^emaxAvj/g, Гд е 8inax — поглощ ение в м а к 
симуме спектра поглощ ения, a A v , / 2= v i — V2 —  полуш ири
на спектра  (vj и \ 2 — частоты на кры льях  спектра, при ко
торых e =  V2emax).

В какой  ж е  области электром агнитного  спектра  следует 
о ж и дать  поглощ ения энергии исследуемым веществом? Т ак  
к а к  поглощ ение энергии молекулой носит резонансны й х а 
рактер , то поглощ аться  будет излучение с частотой, соот
ветствующей собственным частотам  м олекулы  при измене
нии электронных, колебательны х и в р ащ ател ьн ы х  состояний. 
Эти частоты мож но приблизительно рассчитать  так . М о л е 
кула состоит из двух типов частиц (ионов и электронов) ,  
которые мож но охар ак тер и зо вать  зар ядо м , массой и р а с 
стоянием м еж д у  частицами . Рассм отри м  тело  с за р я д о м  е 
массой т , в р ащ аю щ ееся  вокруг тела  с тем ж е  зар я д о м  и 
массой на расстоянии г. Т ак  к а к  система находится  в р а в 
новесии, то очевидно, что кулон овская  сила равн а  центро
стремительной силе, т. е.:

_fL_ =  тшгг, 
га

где со — круговая  частота.
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У читы вая, что c o = 2 n v ,  после п реобразований  получим:

П о д ст а в л я я  значения  е и т  д л я  электрона , получим: 
v « 1 0 15c_1, что соответствует 100 нм. Д л я  ионов м асса  
примерно в 104 р а з  больше, чем м асса  электрон а  и v =  
=  1013 с-1 , что соответствует Я 10 мкм.

С ледовательно, электронн ы е переходы м олекул  д олж н ы  
проявиться  в поглощ ении электром агнитного  излучения в 
У Ф -диапазоне, а колебательны е  переходы — в и н ф р а к р а с 
ном, что и н аб лю д ается  на практике.

П оглотив  кван т  энергии, молекула  переходит из основ
ного состояния в возбуж денное. О днако  в этом новом со 
стоянии м олекула  находится  лиш ь малы й п ром еж уток  в р е 
мени и в о зв р ащ ается  в основное невозбуж денное состояние. 
П ри этом м ож ет  происходить вы деление кван та  энергии. 
Соответствую щ ие энергетические переходы и зо б р аж ен ы  на 
рис. 72. Б олее  подробный ан ал и з  изменения энергетическо
го состояния м олекулы  при выделении кван та  энергии бу
дет  приведен в § 22.

С п ек тр о ф о то м етр и я  в области  электронны х п ер ех о д о в

Электроны  в молекуле  о б л ад аю т  различной энергией и 
в соответствии с этим признаком  могут быть к ласси ф и ц и 
рованы. В ы деляю т три типа электронов, способных к п о 
глощению  электром агнитного  излучения: а-, я -  и /2-элек 
троны.

В составе  м олекулы  часть  электронов взаимодействует  
более чем с одним атомны м  ядром , в результате  м еж ду  
атом ам и  образуется  химическая  связь . Р езу л ьти р у ю щ ая  
волновая  ф ункция связы ваю щ их  электронов  н азы вается  
м о л е к у л я р н о й  о р б и т а л ь ю  (М О ).  В слож ны х  мо
л еку л ах  встречаю тся  м олекулярны е  орбитали  двух  типов: 
локали зован н ы е , п р и н а д л е ж ащ и е  только  двум яд р ам  (а-ор- 
битали , о б разован н ы е  а -э л е к т р о н а м и ) , и д ел окали зованны е, 
о х ваты ваю щ и е  более двух  ядер, а в некоторых сл учаях  п р и 
н а д л е ж а щ и е  всей м олекуле (я -орби тали , о б разован н ы е  я -  
эл ектр о н ам и ).

Д ел о к ал и зо в ан н ы е  я -орби тали  х арактерн ы  д л я  а р о м а 
тических соединений, наприм ер бензола, азотистых о с н о в а 
ний (пуринов и п и р и м и д и н о в) , аром атических  аминокислот  
(триптоф ан а , ти рози н а ,  ф е н и л а л а н и н а ) , стероидных гормо-

§ 21. СПЕКТРОФО ТОМ ЕТРИЯ
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иов и др. П р о стая  оди н ар н ая  св язь  — это обычно о-связь, 
она образуется  за  счет перекры ван ия  атомны х s -орбиталей. 
Эта  связь  р асп о л о ж ен а  вдоль  оси, связы ваю щ ей  атомы мо
лекулы , и не о сл абл яется  при вращ ен ии  вокруг этой оси. 
Д в о й н а я  и тройная  химические связи о бразую тся  за  счет 
о -с в я зи 'и  одной или двух  л-связей . л -связи  образую тся  за  
счет перекры ван ия  атомны х р -орбиталей , которы е эф ф ек- 

• тивно перекры ваю тся  только  при определенной пространст
венной ориентации атомов. С ледовательно , л -связь  о б р а з у 
ется лиш ь м еж ду  определенны м об р азо м  ф иксированны м и 
в пространстве  атом ам и  и вращ ен ие  вокруг нее невозмож но. 
Это о б ъ ясн яет  плоский х арактер  аром атических  соединений, 
пептидной связи  и т. д. Одним из видов л о к ал и зо в ан н ы х  о р 
биталей  явл яется  п-орбиталь. О на н ап ом и нает  атомную  
орби таль  тем, что электрон , образую щ ий эту орбиталь , в 
основном п р и н ад л еж и т  одному атому  и очень-слабо  в заи м о
действует с другими. Т аки м  образом , /г-орбиталь не я в л я е т 
ся связы ваю щ ей  орбиталью .

П ри  поглощ ении ф отона электроны  м олекулы  могут о б 
р азо вы вать  ан ти связы ваю щ и е (р азр ы х л яю щ и е)  а*- и л*-ор- 
битали . С ледовательно , систему м олекулярны х энергетичес
ких уровней м ож н о и зо б р ази ть  так, к а к  показан о  на рис. 74. 
Электроны , зан и м аю щ и е  р азр ы х л я ю щ и е  орбитали , н а з ы 
ваю тся  в о з б у ж д е н н ы м и .  П ереход  электронов  в 
возбуж денное  состояние м о ж ет  осущ ествляться  только  при 
поглощении фотона, величина энергии которого соответству
ет  д ли не  стрелок на рис. 74 и определяется  равенством  (1).

К а к  следует  из рис. 74, возм ож н ы  электронн ы е п ер е 
ходы:

-б *

-я*

-г

•Я

Рис. 74. Схема переходов 
м еж ду основным и возбу
ж денным состояниями а-, я - 

и п-электронов.

Рис. 75. С хема прохож дения света через 
поглощ аю щ ий раствор в кювете:

/ о  —  и н тен с и в н о сть  п а д а ю щ е го  с в ет о в о г о  п о 
т о к а ; /  — и н т ен с и в н о сть  св ет о в о го  п о т о к а , 
п р о ш ед ш е го  ч е р ез  р а с т в о р ; / от —  и тен си в- 
н осто  с в ет о в о г о  п о т о к а , о т р а ж е н н о г о  о т  с т е 
нок кю в еты ; / п — и н тен с и в н о сть  п о гл о щ е н 

н ого  св ет о в о го  п о т о к а .
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С овокупность этих переходов образует  э л е к т р о н 
н ы й  с п е к т р  поглощ ения молекулы. П ереходы  на о*- 
энергетический уровень возм ож н ы  лиш ь при поглощении ф о 
тонов с высокой энергией и соответствую щ ая часть  спектра 
поглощ ения л еж и т  в д ал ек о й  (вакуум ной) УФ -области , т. е. 
при X <  200 нм. П ереходы  ж е  л л *  и п - >  л* обычно опре
д ел яю т  поглощ ение м олекулы  в видимой и бли ж ней  УФ -об
л асти  спектра  и п редставляю т  наибольш ий интерес д ля  
спектроф отометрии биологических макром олекул .

Рассм отри м  количественные законом ерности  поглощ е
ния электром агнитного  излучения веществом на примере 
прохож дения  света  через поглощ аю щ ий раствор  в кювете 
(рис. 75) .

В еличина / 0т обычно м а л а  по сравнению  с / п, поэтому 
в дальн ей ш ем  ее учиты вать  не будем. В ыделим элем ент 
о б ъ ем а  вещ ества с ш ириной d x  на пути светового потока. 
Т огда  часть  светового потока, поглощ енную  этим эл ем ен 
том объем а , м ож н о обозначить через d l.  П ри  этом d l  будет 
пропорционально dx, концентрации вещ ества в дан ном  о б ъ 
еме с и интенсивности светового потока I. Следовательно, 
м ож н о записать:

где е ' — коэфф ициент пропорциональности , а з н а к  минус 
озн ач ает  уменьш ение интенсивности светового потока. 

П р ео бр азу ем  и проинтегрируем уравнение:

(о
где k  — постоянная  интегрирования; / — дли на  светового 
пути.

О пределим  k  при н ачальн ы х  условиях: / = 0 .  В этом с л у 

чае  k  =  1 п / 0 и, значит, In /  =  — e ' d + l n  / 0, или In 1

d l  =  —  e ' d d x ,

\ n l = t ' c x  +  k,

=  e 'c i:  О бозначи в I g ' o / ,  =  ln 1

l
=  D  и e =

=  W 8' ’ получим:
D  =  eel,

где D  — оптическая  плотность вещ ества.
(4)
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П олучен ная  ф о р м у ла  явл яется  м атем атическим  в ы р а 
ж ением  з а к о н а  Б у г е р а  — Л а м б е р т а  — Б е р  а — 
основного за к о н а  фотометрии, описываю щ его поглощение 
света  веществом в ультраф иолетовой , видимой и и н ф р а к р а с 
ной о б ластях  спектра. С ледует  помнить, что сравнени е  р е 
зультатов  измерений возм ож н о лиш ь д л я  измерений, сде
ланны х  при одной и той ж е  д ли не  волны  X. Д л я  р азн ы х  Л 
будет отли чаться  коэффициент е.

Физический смысл е>, зак л ю ч ается  в следую щ ем . П о л о 
ж и м  / =  1 см, с =  1 моль/л, тогда ei =  D  (см- 1 - л -м о л ь -1 ) и 
н азы вается  к о э ф ф и ц и е н т о м  м о л я р н о й  э к с- 
т  и н к ц  и и.

Т аки м  образом , коэфф ициент м олярной экстинкции — 
это оптическая  плотность вещ ества с концентрацией 
1 м оль/л  при д ли не  светового пути 1 см. Ч асто  в сп равоч 
никах приводится величина не е?., а е'% — оптическая  п лот
ность 1%-ного р аство р а  вещества.

З ак о н  Б угера  —  Л а м б е р т а  —  Б ер а  л е ж и т  в основе оп р е 
деления концентрации исследуемого вещ ества  по величине 
его оптической плотности. О днако  здесь  необходимо учиты
вать  следую щее:

1. О б ласть .п р ям о й  зависимости  м еж д у  оптической плот
ностью и концентрацией . Часто , особенно д л я  кон центриро
ванн ы х растворов , зависимость  м еж д у  с и D  нелинейна. 
Обычно это связан о  с м еж м о л еку л яр н ы м и  в заи м о д ей стви я 
ми в растворе. П оэтом у д л я  измерений следует  использо
вать  р азб ав л ен н ы е  растворы.

2. Точность и чувствительность спектральны х измерений. 
Хотя д л я  спектрометрических измерений мож но вы брать  
любую длину  волны в области  спектра поглощ ения иссле
дуем ого  вещ ества, однако  точность и чувствительность из
мерений при этом будет неодинаковой.

К а к  следует из рис. 76, AD, измеренны е при Я ш ах и Я т ш , 
д ля  одной и той ж е  величины Дс р азли чн ы  и изм еренн ая  
при Яшах величина AD больше. С ледовательно , н аи вы сш ая  
точность измерений оптической плотности достигается  при 
измерении в области  м акси м ум а  спектра  поглощ ения иссле
дуемого вещества.

А п п аратура ,  п р и м ен яем ая  в спектрофотометрии. С хем а 
д л я  спектрофотометров, р аботаю щ и х  в лю бой области  
спектра, о б щ ая  (рис. 77) ,  но конструкция отдельны х узлов  
изменяется. Так, д л я  измерений в И К -о б ласти  нуж ны д р у 
гие источники излучения, м онохром аторы  и регистрирую 
щие устройства, чем д л я  измерений в видимой или УФ-об- 
л а с тя х  спектра. Н о  в основном в спектрофотометрии, л ю 
минесцентной спектроскопии и спектрополяриметрии
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Рис. 76. С равнение точности измерения оптической плотности раствора и 
определение концентраций при различны х длинах волн: 

а  —  сп е к тр ы  п о гл о щ ен и я  р а с т в о р о в  о д н о го  в ещ е ств а  т р е х  р а зн ы х  к о н ц е н т р а ц и й ; 
б  — за в и с и м о с т ь  о п т и ч ес к о й  п л о тн о сти  р а с т в о р а  о т  д л и н ы  в ол н ы  и зм е р е н и я  при 
Хт а х  и  >.т 1 п  с п е к т р о в , и з о б р а ж е н н ы х  н.а г р а ф и к е  а :  Д с = с 2 — с ,; Д 0  =  0 2 — У ,;

• Д О ' =  D J  —  О / .

прим еняю тся  одинаковы е или сходные конструктивные эле
менты.

И с т о ч н и к и  и з л у ч е н и я .  К л асси ф и ц и р о вать  ис
точники излучения можно, используя их различны е х а р а к 
теристики: спектральны й диапазон , изменение излучаемой 
энергии во времени, физические явления , л е ж а щ и е  в основе 
излучения, качество спектра, конструктивные особенности 
и др. В дан ном  случае  р ассм атри ваю тся  га зо р азр я д н ы е  ис
точники света  УФ- и видимого д и ап азо н а ,  прим еняем ы е в 
оптических исследованиях. Технические характеристики  не
которых из них приведены  в табл . 5 и 6.

Обычно источники сплош ного спектра прим еняю т для 
измерения спектра  поглощ ения.

Л а м п ы  н а к а л и в а н и я .  Все нагреты е тела  испус
каю т электром агнитное  излучение, спектральное  р аспреде
ление которого зависи т  от тем п ературы  источника. Ч а щ е  
всего в качестве  м а те р и а л а  д ля  таки х  источников использу-

Рис. 77. Б лок-схем а спектрофотометра:
1 —  и сточн и к  и зл у ч е н и я ; 2 — м о н о х р о м ат о р ; 3 —  б л о к  с и зм е р и те л ь н о й  (а )  и 
э т а л о н н о й  (б ) к ю в е т а м и ; 4 — п р и е м н и к  и зл у ч е н и я ; 5 — р еги стр и р у ю щ и й  при бор .

179



081

•-I и
§

Р to
сл оо

*  ^  -j и s
t o

п П О
S g<х> сп

to to
о о
о о о

о

*  n  
с о  C  
О a

о
ю 12: о

t o

Н а п р я ж е н и е  
п и т ан и я , В

s

5

-—  t o  

8 8 М о щ н о с ть , Вт

to
о

С в ето в о й  п о 
т о к , лм  --

CO SN3 оЗU>
СО
о >

со
"--1

р
Сл

Г а б ар и т н ая  
я р к о с т ь ,  М н т

О о а О

S я■о ь
о я

к
ta я Ьзtr а сг

0 —Iп Нs  5
1  s
Й  со

Н
о

о  м  
2 ?  
-5 2

П
экпз Т и п  т е л а  

нак ал а

ъ . 19
to to _to сл О) to

4х '<n СП to сл сл о
X X X X X X X X X X

to со JO СП _со to to
-  СП со сл СП о сл сл со 00

сл

О) £ о
со

о
со

10,8

' 
45 Сл

у
t o

2 2 2 Й

Д и ам е тр  к о л 
б ы , мм

СО
t o

^  4̂  >&>
СП -4  Ю

00 — 
СП О 8 . $  8 “ 8

Д л и н а  л а м п ы  
мм

г о

§  1  а
Ох

Со

Сл 8
С р ед н и й  ср о к  
с л у ж б ы , ч

Н
о
Xго

я  0 3F Гоь  -о

I?го
О. 5Г I

5
ох

* о

Т
а

б
л

и
ц

а
 

5. 
Т

ехнические 
характеристики 

пром
ы

ш
ленны

х 
ламп 

н
акали

ван
и

я



I

Т а б л и ц а  6. Технические характеристики  промыш ленных газо р азр ядн ы х  ламп

Т и п  лам пы

Н
ап

р
яж

е
ни

е 
п

и
та


ни

я,
 

В

5 = § М
ощ


н

ос
ть

, 
В

т

Р
аб

оч
и

й
 

то
к,

 
А

С
ве

то
во

й
 

п
от

ок
, 

лм

Я
рк

ос
ть

 
в 

ц
ен

тр
е 

ра
зр

яд
а,

 
М

нт

Д
и

ам
ет

р 
ко

лб
ы

, 
м

м 5
Z

та-Е 
г  п
= 5
5  " Р

ас
ст

о
я

ни
е 

м
еж

ду
 

эл
ек

тр
о


да

м
и,

 
м

м

С
р

о
к 

сл
уж

бы
, 

ч

Р а б о ч е е
п о л о ж е н и е

Д Р Ш -100-2 6 0 — 120 20 100 5 — 1000
1 2 <

85 0,46 • 100 В ерти ка
льное

Д Р Ш -250-3 27 1 65 250 4 12500 100 25,5 145 4 ,3  . 250 То ж е

Д Р Ш -250-2 6 0 - 1 0 0 35 250 . 7 — — 1 8 ' 115 1.1 — »

Д Р Ш -250-2М 6 0 - 1 0 0 35 250 7 — — 18 115 2,5 — »

Д Р Ш -2 0 0 70— 100 50 200 4 — — 15 120 2,4 — »

С В Д -120А /220 100 120 1.2 4200 — 12 н о ' 30 250 Л ю бое

Д К сШ -120 5 0 - 7 0 14 120 8 ,5 2000 — 12 102 0 ,5 100 В ертика
льное

Д К сШ -150 6 0 - 8 0 15 150 10 2300 400 15 102 1,0 200 То ж е
\

\



ется вольф рам . М акси м ум  спектра  излучения лам п  н а к а л и 
вания обычно л е ж и т  в ближ ней И К -области ,  но зн ач и тел ь 
н а я  часть энергии излучается  т а к ж е  в видимой и д а ж е  УФ- 
об ластях  спектра. Г л а в н а я  область  применения лам п  н а 
кал и в ан и я  — спектроф отометрия  в видимой и бли ж ней  УФ 
(до 300 и м )-о б л астя х  спектра.

В о д о р о д н ы е  л а м п ы .  В одородные л ам п ы  могут 
быть высоковольтными (рабочее н ап р яж ен и е  2— 3 кВ) и 
низковольтными (рабочее  н ап р яж ен и е  20—30 В ) .  В н а 
стоящ ее врем я  ч ащ е  всего прим еняю тся  низковольтны е 
лампы.

С п ек тр ал ьн ая  область  излучения водородной л ам п ы  — 
165— 500 нм. Н а и б о л ь ш а я  энергия и злучается  при дли н ах  
волн менее 300 нм. Н едостатком  водородных лам п  я в л я е т 
ся  м а л а я  мощ ность излучения, поэтому ч ащ е  всего-они при
меняю тся в спектрофотометрии. В последнее врем я исполь
зую тся лам пы , наполненны е дейтерием, которы е эф ф ектив
нее водородных в области  спектра 250— 190 нм.

Г а з о р а з р я д н ы е  л а м п ы  с в е р х в ы с о к о г о  
д а в л е н и я .  Л ам п ы , наполненны е инертными га за м и  под 
высоким давлением , при электрическом  р а зр я д е  д аю т  почти 
равном ерны й яркий сплош ной спектр, на фоне которого 
слабо  вы деляю тся  линии газов. Р асп р ед елен и е  энергии в 
спектре излучения таких  л ам п  близко  к солнечному и з а 
хваты вает  видимую и У Ф -области  спектра. Особенно часто 
применяю тся лам пы , наполненны е ксеноном. П ри р аботе  в 
дальн ей  У Ф -области  спектра прим еняю тся  лам пы , н ап о л 
ненные д руги м и инертными газами.

Основными источниками линейного спектра являю тся  
ртутные л ам п ы  высокого и сверхвысокого давл ен и я .  Р ту ть  
имеет небольш ое число ярких спектральны х л и н и й .в  УФ-, 
видимой и бли ж ней  И К -о б ластя х  спектра. Вводя в колбу 
разн ое  количество ртути, мож но со зд авать  лам п ы , имею
щие д авл ен и е  от 10-3 до  105 мм рт. ст. В спектроскопии ч а 
сто прим еняю т ртутные дам п ы  Д Р Ш -2 5 0 -2  и СВД-120А, 
сп ек тр ал ьн ая  яркость  которых р азл и ч н а  (рис. 78).

И м п у л ь с н ы е  л а м п ы .  И м пульсны е л ам п ы  п ред 
назначены  д л я  получения импульсных вспы ш ек д ли тел ь 
ностью 10-2— 10_ 6 с. Л а м п ы  обычно имею т трубчатую  или 
ш аровую  ф ор м у  и заполнен ы  ксеноном под высоким д а в л е 
нием. С пектр излучения импульсных л ам п  зависит от  м о щ 
ности вспышки. П ри  м алой  мощ ности вспы ш ки спектр из
лучения близок к  спектру ксеноиовых л ам п  сверхвысокого 
давлен и я .  И м пульсны е л ам п ы  могут п р ед н азн ач ать ся  д ля  
одиночных вспыш ек или д л я  вспы ш ек с определенной ч а 
стотой.
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Рис. 78. Распределение яркости в спектре ртутных лам п Д Р Ш - 
250-2 (а) и СВД-120А (б) (по Л . С. Агроскину, 1978).

С в е т о ф и л ь т р ы  и м о н о х р о м а т о р ы .  С вето 
ф ильтрам и  назы ваю тся  устройства, меняю щ ие сп ек тр ал ь 
ный состав или энергию п ад аю щ ей  на них световой волны.

М онохром атором  н азы вается  спектральны й прибор, вы 
деляю щ ий излучение в некотором, обычно узком, интервале 
дли н  волн, который м ож н о непрерывно перем ещ ать  по 
спектру.

С ветоф ильтры  и м онохром аторы  являю тся  основным о п 
тическим элементом  любого спектрального  прибора.

В ы деляю т  следую щ ие типы фильтров:
1. А бсорбционные ф ильтры. О слаблени е  света  в них п р о 

исходит за  счет поглощ ения светового потока веществом 
ф ильтра.

2. Д исперсионны е фильтры. О слаблени е  света  в них з а 
висит от изменения п о к а за те л я  прелом ления  вещ ества  с 
длиной волны.
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Т а б л и ц а  7. Светофильтры , вы деляю щ ие участки ультраф иолетовой 
и видимой областей спектра 7 mnx= 3 0 %  (по А. Н. З ай дель  и др.)

). при 
7" m ax, 

нм
ДХ1/2

М арки
стеко л

Т о л щ и н а  
с т е к о л , 
й м , или 
X npi нм

X при 
^ т а х , 

нм
ДХ1/2 М арки

р те к о л

Т о л щ и н а  
с т е к о л , 
м м ,и л и  

* п р , нм

300 36 Ж С 20 5,0 510 30 Ж С 17 ХПр502
УФС5 4,0 (18)

С ЗС 22 12,0315- 28 ж сз 1,2 С ЗС 20 1,35
- 3 2 0 УФС5 6,0 520 32 . ж е  is Хпр512

БС 4 2,2 СЗС 22 11,0
340 38 БС 6 1,6 530 35 ж е  is ХПр523

УФС2 12,5 (О С П ) 6,25
360 28 БС 7 1,8 С ЗС 22 —

УФС2 4,4 540 30 о с п ХПр530
С ЗС 22 4,1

380 24 БС 8 2,35 ПС7 2,0
УФС6 4,5 550 28 О С П ХПр537

400 26 ж е  10 ЛПр395 С ЗС 22 3,0
ПС13 2,3 ПС7 3,0

410 34 ж е  10 ХПр405 560 2 5 - ОС12 ХПр545
п сп 13,5 ЗС7 3,0
СЗС21 1,0 СЗС 22 1,9

420 42 ж е  ю ХпР415 570 20 ОС13 ХПр563
п сп 7,5 ЗС 7 3,0
СЗС21 ‘ 2,0 СЗС21 4,0

430 35 ж е н ХПр425 580 35 ОС 14 ХПр570
п сп 5,0 Ж З С 18 10,0
СЗС21 - 2,5 СЗС21 1,6

440 -зо ж е п ХПр430 590 35 ОС14 ХПр580
(12) Ж З С 1 8 10,0
ФС6 1,86 C 3C 23 1,96
СЗС21 1,5 ксю ХПр590

450 34 ж е и Х„р440 600 32 Ж З С 18 9,5
(12) • к сп ХПр608
СС15 3,4 C 3C 23 3,25

460 38 ж е  12 ХпР447 620 50 КС13 ХпР628
СС15 2,45 C3C 23 1,5
СЗС21 2 ,0 640 56 С ЗС 25 1,9

470 25 Ж С 16 ХПр462 КС 14 ХПр644
СС5 3,5 С ЗС 25 4,5
СЗС21 2,0 660 60 КС17 Хпрббб

480 30 Ж С 16 ХПр472 СЗС 26 13,5
СЗС 20 9,5 680 56 КС13
СЗС21 1,2

490 34 Ж С 17
(18) Х„р482 700 60 ЗС7
С ЗС 20 7,05 С ЗС 26
СЗС21 1,5 ХПр не

500 35 Ж С 17 ХПр490 норм и
(18) руется
СЗС 22 10,0 5,0
СЗС 20 3,2 8,1
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3. И нтерф ерен цион но-поляризаци онны е фильтры. Д е й 
ствие этих  ф ильтров  основано на интерференции поляризо-. 
ванных лучей света.

4. И нтерф еренционны е ф ильтры. П рим енение этих 
ф ильтров  основано на интерференции п араллельн ого  луча, 
о траж енного  д вум я  зер кал ам и , р асполож ен ны м и на очень 
м алом  пром еж утк е  (п орядка  дли ны  волны ).

5. О т р а ж а ю щ и е  ф ильтры. Д ействие  этих ф ильтров  ос
новано на  избирательном  о тр аж ен и и  света  с определенной 
длиной волны.

Н аи б о л ее  доступными и ш ироко распространенны м и я в 
л яю тся  абсорбционны е фильтры.

П ропускание  некоторых из ш ироко прим еняем ы х стек 
лянны х светоф ильтров  пок азан о  в табл . 7 и прилож ении 1. 
Путем н абора  определенны х комбинаций стеклянны х свето
ф ильтров  мож но вы делять  довольно узкую  спектральную  
область.

Р аств о р ы  некоторых веществ пропускаю т свет только 
определенного спектрального  д и а п а зо н а  и могут быть ис
пользованы  в качестве  светофильтров. Н а  рис. 79 п о к а з а 
но пропускание некоторых жидкостей , а на рис. 80 — про
пускание растворов  некоторых веществ, используемых в 
видимой и У Ф -областях  спектра.

В спектроскопии применяю тся следую щ ие типы моно
хроматоров:

1. Д вой н ы е  монохроматоры . В этом случае  в одном при
боре применяю тся д ва  последовательно  соединенных моно
х р о м атора ,  у  которых вы ходная щ ель  первого сл у ж и т  вход
ной целью второго. П реим ущ еством  двойных монохром ато
ров является  о слаблени е  рассеянного  света.

2. П ризм ен ны е монохроматоры . Д испергирую щ ий э л е 
мент у призм енны х м онохром аторов  г— стек лян н ая  (для 
видимой области)  или кв ар ц ев ая  (для  У Ф -области) п ри з
ма. Основным недостатком  призменны х монохроматоров я в 
л яется  н еравн ом ерн ая  дисперсия, т а к  ка к  п о казатель  пре
лом лен ия  стекла  или квар ц а  отли чается  д л я  света  с разной  
длиной волны.

3. М онохром аторы  с диф ракци онной  решеткой. Д и с п е р 
гирую щ ий элем ент  у этого типа м онохром атора  —  д и ф р а к 
ционная реш етка. В зависимости от  спектральной  области, 
в которой используется монохроматор, применяю тся 
д и ф ракци онны е реш етки с различной частотой нанесения 
ш трихов на рабочую  поверхность. Ч асто  в спектральном  
а н а л и зе  использую тся м онохром аторы  со сменными д и 
ф ракци онны м и реш еткам и . О бычно решетки имеют 2400, 
1200, 600 и 300 ш трихов/мм.
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Рис. 79. П ропускание различ
ных ж идкостей в УФ- области 
спектра (по А. Н . Зайделю ,

1972):
/  —  с е р о у гл е р о д ; 2  — бен зи л о в ы й  

/  сп и р т ; 3 —  п и р и д и н ; 4  —  а ц е го н ;
5 — т е р а л и н ; 6  — этн л м е т и л к е т о н ;

У 7 — а м и л о в ы й  сп и р т ; 8 —  б ен зи н :
9 —  э т и л а ц е т а т ; 10 — н -б у т и л о в ы й

'/ сп и р т ; I I  — б ен зо й н ы й  э т и л ; 12 —
п е т р о л я т ; 13 —  л и гр о и н ;. /4  — кси- 

' 3  л е н ; 15 —  т о л у е н ; / 6  — б ен зо л ;
17 — бутклац етат ; / 8  — этнлпро- 

15 пионат; 19 — четыреххлористый уг
лерод; 20 — этилф орм иат; 2 / — 

/7  эти лац етат; 22 — м уравьин ая кис
лота; 23 —  ам и лац етат ; 24 — ук- 

19 сусная кислота; 25 — изопропило
вый спирт; 26 —  хлороформ; 27 — 

2! глицероль; 28 — серный эф ир; 29— 
метиловый спирт; 30 — этиловый 

23 спирт.

Т а б л и ц а  8. Технические характеристики фотоэлектронны х

Параметры Ф ЭУ-
17Л

Ф ЭУ-
18Л

Ф ЭУ- 
.  19А

Ф ЭУ -
22

Ф ЭУ- 
27 (32)

Ф ЭУ- 
• 28

М аксим альны й д и а 
метр, мм
М аксим альная длина, 
мм

48,5 48,5 48,5 48,5 30 34,5

181 181 200 181 108 122
Д иам етр  катода , мм 1 6 x 5 1 6 x 5 34 16X 5 25 25
О бласть чувствите 3 0 0 - 2 0 0 - 3 0 0 - 4 0 0 - 300— 4 0 0 -
льности, нм 600 600 600 1000 800 1100
С пектральны й м акси 360— 3 6 0 - 3 6 0 - 6 5 0 - 4 8 0 - 7 6 0 -
мум, нм 440 440 440 850 52 0 '  840
Число каскадов 13 13 13 13 11 11
Чувствительность 
ф отокатода, мкА/лм 30 30 25 15 50 25
П орог чувствительно
сти, л м - Г ц -Vi м о - 12 М О - 12 5 -1 0 ~ 12 7 • IQ- 11
С табильноств работы  
за  6 ч, °/о 3 3 3 3 3 3
Д лительность ф рон
та  импульсов, не 3 3 ' 5 - 6 3 4 ,  4
А нодная чувствитель
ность, А/лм 10 10 100 10 1 1
Н апряж ение пи та
ния, В 750 750 1100 1400 1000 1250
Темповой Фок, А 2 - К Г 9 2 - К Г 9 2 - 1 0 - 8 2 - 1 0 - 9 з л о - 9 7-10-®
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Рис. 80. П ропускание растворов
некоторы х вещ еств (по
А. М. Зайделю , 1972):

C u S 0 4 • 5Н 20 ,  57. г /л  Н 20 ,  Z -1 0  м м ;
К аС г04: 135 м г /л  Н 20 ,  / =  10 м м ;
НМ Оз, 0,3 н . р -р , /-=10 м м , N iS 0 4X 
Х 7 Н 20 ,  402 г/л  Н 20 ,  /= 2 0  мм ;
C o S 0 4 ■ 7Н 20 ,  141 г/л  Н 20 ,  /= 2 0  м м ;

C S 2, 7 г /л  Н 20 ,  /= 1 0  мм.

П р и е м н и к  и и з л у ч е н и я. В качестве при ем н и
ков излучения в спектральны х приборах  обычно использу
ются:

1. П риемники излучения на основе внутреннего ф ото
эф ф ек т а  — ф оторезисторы, фотодиоды и фототранзисторы .

2. П риемники излучения на основе внешнего ф о то э ф 
ф екта— фотоэлементы  и фотоэлектронны е ум нож ители  
(Ф Э У ).

Рассм отри м  принципы работы, конструкции и основные 
п ар ам етр ы  Ф ЭУ (табл . 8 и 9).

В современных спектральны х устан овках  наиболее р а с 
пространены  приборы, которы е со д е р ж а т  не д в а  электрода , 
к а к  фотоэлемент, а имеют в своем составе  многоэлектрод-

ум нож ителей для видимой области спектра

Ф Э У -
31Л

Ф ЭУ-
37

Ф ЭУ-
38

Ф ЭУ-
51

Ф ЭУ-
62

Ф Э У -
64

Ф ЭУ-
69

Ф ЭУ-
79

Ф ЭУ -
12 -

22,5 48,5 48,5 3 4 34,5 48,5 23 48,5 51,3

80
18

3 0 0 -
600

360—
440

8

178
34

3 0 0 -
600

3 6 0 -
440
11

200
34

3 0 0 -
820

3 6 0 -
440
13

П О
25 

3 0 0 -  
820 

3 6 0 -  
440 
11 *

122
1 0

4 0 0 -
1200

6 5 0 -
850
11

175
5

3 0 0 -
600

3 6 0 -
440
11

90
10

3 0 0 -
830

4 0 0 -
440
10

175
6

3 0 0 -
830

4 0 0 -
440
11

177
45 

300— 
750 

480 ±  
20 
12

50 50 100 100 25 50 — • 200 50

7 -1 0 - 12 — — 7 • 10 ~ 13 4 - 1 0 ~ 11 — 5 - 1 0 - 12 з л о - 13 —

3 2,5 3 -  3 3 2,5 — 3 3 •

1 0 - 2 0 5 - 6 5 - 6 1 0 - 2 0 1 0 - 2 0 4 - 5 — — 10

I 10 100 10 1 100 10 100 15

750 
5 -1 0 “ 10

800
2 1 0 -9

1800 
2-10“ 6

1300 
2 - К Г 10

1100 
2 -1 0 —8

950
м о - 9

1550
з л о - 9

1500
з л о - 9

1700 
B I O - 7
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00 Т а б л и ц а  9. Технические характеристики  фотоэлектронны х ум н о ж и тел ей  для  ультраф иолетовой  и видимой областей 
спектра

Параметры
/

Ф Э У -39 А ФЭУ-71 ФЭУ-100 Ф ЭУ-106 Ф ЭУ-112 ФЭУ-114

С пектральная х арактеристика С-15 С-15 — — — —

О б ласть  спектральной чувствительности, нм 1 6 0 -6 0 0 1 6 0 -6 0 0 1 7 0 -8 3 0 1 7 0 -8 3 0 230— 1100 2 5 0 - 8 5 0

Рабочий  диам етр  ф о то като да , мм — 16 10 6 5 10

И н тегральная чувствительность, мкА/лм 25 100 120 180 25 ' 80

С п ектральн ая  чувствительность, А /Вт — 6,5. IQ” 2* 5 . 1 0 - 2* 2 .1 0 -2 * * — —

А нодная чувствительность, А /лм — 1000 1000 1000 10 30

Н апряж ен ие питания, В 

Т ем новой ток, А

1200 1250 2300 2000 1500 1400

3 - 1 0 - 9 М О - 7 5 - Ю- 8 4- IQ- 8 1 . 1 0 - 7 З Л О - 10

П орог чувствительности, лм/Гц'/г — 4 - К Г 13 5 . 1 0 - 13 2 -1 0 —13 з - ю -1 1 6 . 1 0 - 13

Д л и н а, мм 178 30 100 155 75 75

Д и ам етр , мм 48,5 31 34 48,5 21,5 21,5

* При Х = 410  нм.
** П ри Х = 6 9 4  нм.



Р и с .  8 1 .  П р и н ц и п и а л ь н а я  с х е м а  ф о т о э л е к т р о н н о г о  у м н о ж и т е л я :

Ф К  —  ф о т о к а т о д ; Ф Э  — ф о к у си р у ю щ и й  э л е к т р о д ; Д  — д и а ф р а г м а ;  Э , — Э п' — 
д и н о д ы ; Л —  а н о д ; /?д  — с о п р о т и в л ен и е  д е л и т е л я  н а п р я ж е н и я ; R a —  со п р о т и в 

л е н и е  н а г р у зк и ; Са — ем к о сть  а н о д а .

ную систему и назы ваю тся  фотоэлектронны ми у м н о ж и те
лями. К  системе электродов  Ф ЭУ (динодной системе) при
л о ж ен а  разность  потенциалов, обесп ечиваю щ ая вторичную 
электронную  эмиссию  из м а те р и а л а  динодов, з а  счет чего 

„происходит усиление фототока. Э л ектром агн итное  излуче
ние, п оп адая  на ф оток атод  (рис. 81) ,  вы бивает  из м а те р и а 
л а  ф оток атода  некоторое количество первичных электронов.

К оличество  электронов, вы биваем ы х из м ате р и а л а  ф о 
т о като да  в единицу времени, проп орцион альн о  числу 
квантов  п ад аю щ его  на  ф оток атод  излучения. М е ж д у  ф ото
катодом  и первы м  динодом р асп о л о ж ен а  входная "камера 
ФЭУ, в которой располож ен ы  электростати чески е  линзы, 
осущ ествляю щ и е фокусировку  на первом диноде  пучка 
электронов, вы биты х из ф отокатода . Э ф ф ективность  сбора 
электронов  на  первом диноде учитывается  коэффициентом  
сбора  электронов  k. С ледовательно, общ ее число эл е к тр о 
нов, достигаю щ и х первого динода, равно  nk. Эти электроны  

* вы зы ваю т  вторичную  электронную  эмиссию. Количество 
вторичных электронов  зависи т  от м а те р и а л а  динода  и н а 
п равлени я  ф о т о к а т о д — первый динод, которое определяет  
энергию перви чны х электронов. О бщ ее  число вторичных 
электронов  равн о  n ko , где а  — коэфф ициент вторичной 
эмиссии. М е ж д у  динода  ми Ф Э У  при лож ен а  р а з н о с т ь  по 
тенциалов, у ско р яю щ ая  поток электронов  в нап равлени и  
следую щ его динода . Обычно разность  потенциалов  м еж ду  
ди н одам и  Ф Э У  создается  дели телем  н а п р яж е н и я  (рис. 81). 
Н а  каж д о м  t -м диноде происходит вторичная  эмиссия э л е к 
тронов с эф ф ективностью  щ и потерями, определяем ы м и 
коэфф ициентом  у,-. П оэтом у общ ее  число электронов  л0б, 
соби раемы х на анод  Л, равно  произведению

п 0б =  n k  Д  OiYi,
i=  1
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где т  — число к аскадов  умнож ения. С ледовательно , к о э ф 
фициент усиления Ф Э У  М равен:

М  =  П  V ili-
i =  l

Д л я  характеристики  Ф ЭУ важ н а  величина анодного т о 
ка, которая  равна

/ а  =  /i(OTm,

где / а —  анодный ток ФЭУ; / к — ток, создаваем ы й  п е р 
вичными ф отоэлектронам и, выбитыми из ф отокатода.

Д л я  современных Ф ЭУ величина М  м ож ет  д остигать  не
скольких миллионов. П оэтому Ф ЭУ при необходимости 
мож н о использовать  в качестве  счетчика единичных ф ото
нов.

Р е г и с т р и р у ю щ и е  у с т р о й с т в а .  С игнал  на 
выходе Ф Э У  при регистрации слабы х  световых потоков тре
бует дальн ейш его  усиления и преобразования . С этой 
целью использую тся усилители постоянного или перем ен
ного тока. С игнал  с выхода усилителя  обычно подается  на 
вход электронного  потенциометра, который осущ ествляет  
запись  сигнала  на д иаграм м у . И ногда  использую т работу  
Ф ЭУ в реж и м е  счета импульсов. В этом случае  к а ж д ы й  и м 
пульс, возни каю щ ий в анодной цепи ФЭУ, усиливается  и 
регистрируется счетчиком импульсов.

О писанные вы ш е узлы  (источники излучения, м онохро
маторы, приемники излучения и регистрирую щ ие устройст
ва) вклю чаю т больш инство современны х спек тральн ы х  при
боров.

Спектры поглощения нуклеотидов и полинуклеотидов.
И звестно, что азотистые основания, нуклеозиды, нуклеоти
ды и нуклеиновые кислоты эф ф ективно  поглощ аю т у л ь т р а 
фиолетовый свет, что д ае т  основание п ред п олагать  н а л и 
чие л-  и /г-орбиталей в составе этих молекул. Д ей с т в и т ел ь 
но, азотистые основания (пурины и пиримидины) об лад аю т  
системой дел о к али зо ван н ы х  л-электронов , а т а к ж е  имеют 
в составе  своих колец  гетероатом ы  азота , о б л а д а ю щ и е  не- 
поделенной парой /г-электронов (рис. 82).

Н а  энергетическом состоянии электронов м олекулы  с к а 
зы вается  ионизация атомны х группировок, входящ их в ее 
состав. К роме того спектры поглощ ения за в и с я т  от тауто- 
мерной формы азотистого основания, присутствующ ей в 
в растворе. Зн ан и е  особенностей ионной и таутомерной 
ф орм  азотистых оснований (которые имеют х арактерн ы е  
спектры поглощ ения) в аж н о  д ля  объяснения  м олекулярны х 
м еханизм ов многих биологических процессов.
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Н и ж е  приведены кислотно-основные равновесия  азоти- 
*стых оснований:

v HNH

А
7 I

Н
р К 1= 4 ,Г , р/С2=12,2

рД-,

HNH

Л
?f<2

Н

Ц итозин

HNH

сЛ
+

рК\ HN'
] 2  , 61

У?
р ^ 2- 9 , з ;  р /с3=12,9 /?  = /?'=н р /<'2 =9 ,9 ; Р я= 13 ,9 . / ? = н ;  /?'=сн3

У рацил Тимин
+

2 -

2+

рҚ

10 
HNH

1 u 7 II

^ A f1
н

p/C, = - 0 ,2 ;  р/С2= 4 ,2 ; р /с3=9,7

р/с2

HNH

Н J

РК3

HNH

Аден и н

H N '

NH;

“12-

р /С ,= 3 ,2 ; р/С2= 9 ,3 ; р/С3=12,4
Гуанин

С пектры  поглощ ения этих пяти основных нуклеотидов, 
входящ их в состав нуклеиновых кислот, имею т х арактерн ы е  
особенности (рис. 83) и могут быть использованы д ля  пер 
вичной идентификации исследуемого вещества. П о гл о щ е
ние нуклеотддов  обусловлено в основном л —►я*-'и п— „л*- 
переходами. Эти д ва  перехода р азли чаю тся  по иитенсивно-
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Рис. 82. С хем а энергетических уровней пиримидина (о) и пурина (б). 

С т р е л к а м и  у к а за н ы  л -> л * -и  л -> л * -п ер ех о д ы  э л е к тр о н о в .

сти и поляризац ии : л-^-л *-переходы более интенсивны и п о 
л яр и зо ван ы  в плоскости оснований, п  >л*-переходы менее
интенсивны и поляризован ы  в плоскости, перпендикулярной 
основаниям. Х ар актер н ая  полоса поглощ ения с Яшах около 
260 нм п роявляется  в результате  л  „л*- и п  ^ - п е р е х о 
дов. Основной в к л а д  при этом д а ю т  л ->л*-переходы , а 
п -)-л  *-переходы видны лиш ь в виде небольш ого плеча в 
длинноволновой области  спектра  поглощ ения.

Процесс о б р азо ван и я  нуклеиновых кислот из н уклеоти
дов мож но представить  схемой:

Смесь ->  Однонитчатый Д вуни тч атая
нуклеотидов I олигонуклеотид II структура

Э та  схема о т р а ж а е т  лиш ь типы структур, в состав к о 
торых входят азотистые основания и, конечно, не соответ
ствует процессу  репликации, в р е зу л ьтате  которого в кл ет 
ке из набора  нуклеотидов образуется  м о лекула  Д Н К .

П ри  полимеризации нуклеотидов об разую тся  соединения 
(олигонуклеотиды и нуклеиновые кислоты ), спектр погло
щения которых п р ед ставл яет  собой сумму спектров погло
щ ения мономерных звеньев. О днако  коэф ф иц иент  эк сти н к
ции мономеров ум еньш ается  при включении их в состав 
полимерной цепи. П ри образован и и  двунитчаты х структур
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Рис. 83. У льтрафиолетовы е спектры  поглощ ения аденина (А ), гуанина 
(Г ), цитозина (Ц ) , тимина (Т) и урацил а (У) (по А. В. Б ородавкину и

сотр., 1977): . -
1 — н е й т р а л ь н а я  ф о р м а ; 2 —  м о н о ан и о н ; 3 —  д и а н и о н ; 4 —  м о н о к а ти о н ; 5  —

д и к а т и о н .

(Д Н К ,  «ш пильки» Р Н К )  коэффициент экстинкции азотис
ты х оснований ещ е более у м е н ь ш а е тс я . . Т акое  уменьш ение 
коэфф ициента  экстинкции нуклеотидов при образован ии  
нативной структуры  н азы вается  г и п о х р о м н ы м  э ф 
ф е к т о м  Н . П ри этом основной в к л а д  в гипохромный 
эф ф ек т  д ае т  стадия  II (см. схем у).  Гипохромный эф ф ект  
обусловлен в основном не образован и ем  водородны х связей 
м е ж д у  ком п лем ен тарны м и основаниями, а взаим одействи
ем оснований вд оль  цепи (так  н азы в аем ы е  «стэкинг-взаимо- 
дей стви я») .  Весь в кл ад  в гипохромный э ф ф ек т  даю т  
л — -переходы, поскольку  они, как  было у к а за н о  выше, 
ориентированы  вдоль плоскости оснований. Естественно, 
что при «плавлении» двунитчатой  структуры  изменяется  
угол м еж д у  о сц и лляторам и  л —^ - п е р е х о д о в ,  что приводит 
к  изменению интенсивности поглощ ения. С ледую щ ий экспе
рим ент  п о д твер ж дает  вы ш еизлож енное: плечо при 280 нм 
(п— ^л*-переход) в спектрах  поглощ ения нуклеиновых кис-
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Рис. 84. И зменения спектра поглощ ения Д Н К  при гидролизе дезоксири
бонуклеазой:

/  — Д Н К  после гидролиза; 2 —  н ативная Д И К .

лот  не д ае т  в к л а д а  в гипохромный эф ф ек т  при образован ии  
двунитчатой структуры. Величину гипохромного эф ф ек та  
обычно в ы р а ж а ю т  в процентах:

Е сли  воспользоваться  дан н ы м и  рис. 84, то величина ги
похромного эф ф ек та  Н  равн а :

Н  =  .10096 «  2 5% , (5)
D a 0,82

где D n — оптическая  плотность смеси нуклеотидов, э к в и в а 
лентной исследуемой Д Н К ;  £)Д11Қ — оптическая  плотность
днк. •

И ногда  использую т при р асчетах  понятие гиперхромно- 
го эф ф ек та  Н '. И сходя  из тех ж е  данны х, он равен:

/ / ' g  Рн — Р д н к _  =  ° ’82~ 0’62 . io o % — 32%.
^днк  0|62

Б л а г о д а р я  высокой точности, наличию  прецизионных 
спектрометров, возм ож ности  р або тать  с разб авлен н ы м и  
водными растворам и  и другим преимущ ествам , сп ектроф о
тометрические методы ш ироко применяю тся при исследова
нии нуклеиновых кислот.

О п р е д е л е н и е  н у к л е о т и д н о г о  с о с т а в а  п о  
к р и в о й  п л а в л е н и я .  Зави си м ость  величины гипо
хромного эф ф ек та  от тем п ературы  о т р а ж а е т  эф ф ект  р а з 
рушения вн утрим олекулярны х связей  биополим ера и пере
ход его в новое «денатурированное»  состояние. Процесс  этот
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Рис. 85. П лавление двуспиральны х м олекул Д Н К  (по Г. С тенту, 1981):
1 — и ск у сст в е н н о  с и н т е з и р о в а н н а я  Д Н К . с о д е р ж а щ а я  т о л ь к о  А Т -п ары  о с н о в а 
н и й ; 2 — Д Н К  D ip lo c o c c u s  p n e u m o n ia e ;  3  — Д Н К  Е . c o li; 4 —  Д Н К  S. m a ra s -  
c e n s ; 5  —  Д Н К , М . p h le i. Ц и ф р ы  в  с к о б к а х  о зн а ч а ю т  т е м п е р а т у р у  п л а в л е н и я  и 

с о д е р ж а н и е  в со о т в е тст в у ю щ е й  Д Н К  Г Ц -п а р  осн о в ан и й .

кооперативный, подобный ф азовом у  переходу, кр и стал л а  в 
ж и дк о е  состояние и по аналогии  кри вая ,  оп и сы ваю щ ая  этот 
процесс н азы вается  к р и в о й  п л а в л е н и я .  Д л я  п о 
строения кривы х п лавлен и я  пригоден любой метод, регист
рирую щ ий относительную  концентрацию  нативных и « р ас 
п лавленны х»  м олекул (наприм ер, измерение в я з к о с т и ) . Но 
наи более  удобным д л я  этой цели явл яется  изм ерение опти
ческой плотности .

Зависи м ость  величины гипохромного эф ф ек т а  д л я  ну 
клеиновы х кислот различного  нуклеотидного состава  при ве
д ен а  на рис. 85, из которого следует, что с увеличением со
д ер ж а н и я  Г— Ц -п ар  тем п ер ату р а  п лавлен и я  Д Н К  увел и 
чивается . В определенном д и ап азо н е  со дер ж ан и я  Г— Ц  эту 
зависи м ость  м ож н о описать уравнением:

Д е х =  (1  —  а ) . +  а Д е [ Ц , ( 6 )

где а  — д о ля  Г Ц -nap в составе  Д Н К ;  Ле^т , Де[ц  —  эм п и ри 
чески найденны е коэффициенты , о т р а ж а ю щ и е  гипохромный 
эф ф ек т  при плавлении АТ и Г Ц  в составе  Д Н К .

У равнение (6). сп раведли во  в д и ап азо н е  а  =  0,3— 0,7. 
В а ж н о  отметить, что величины Де;хт и Де^ц н ельзя  опреде
лить из кривых п лавлен и я  синтетических полинуклеотидов 
п о л и (Г Ц )  и поли (А Т );  эти величины оп ределяю тся  эмпири-
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Рис. 86. Кривые плавления (а) и диф ф еренциальны е кривы е плавления 
(б) Д Н К  и хром атина (по А. Т. Ансевину и др. 1971):

I  —  Д Н К  тим уса телен ка; 2 —  хроматин в  5М растворе мочевины; 3  — хром а
тин в 2М  растворе мочевины; 4 —  хром атин  без мочевины.

чески из калибровочны х граф и ков , построенных, д л я  Д Н Қ  
с известным содерж анием  ГЦ.

Д и ф ф е р е н ц и а л ь н ы е  к р и в ы е  п л а в л е н и я  
н у к л е и н о в ы х  к и с л о т .  Если на граф и ке , подоб
ном рис. 85, отлож и ть  зависимость  не абсолю тной величины 
гипохромного эф ф ек та ,  а его производную  по температуре, 
то информ ативность  м етода значительно  во зрастает . В м е
сто незначительны х перегибов на кривой п лавлен и я  д и ф ф е 
ренц иальны е спектры о б л а д а ю т  вы раж енн ой  структурой. 
В настоящ ее  врем я измерение д и ф ф ерен ц и альн ы х  кривы х 
п лавлен и я  применяется  в основном в двух  нап равлени ях .

1. Д л я  изучения структуры  слож ны х  нуклеопротеидны х 
комплексов, наприм ер хром атина. Т ак , д и ф ф ерен ц и альн ы е  
к р и в ы е- п лавлен и я  хром ати н а  тим уса  телен ка , в р а з 
личной степени диспергированного  в р а с т в о р е . мочевины, 
(рис. 8 6 ,6 ) ,  имеют три четких м аксим ум а, интенсивность 
которых изм еняется  при увеличении концентрации м очеви
ны в растворе. В то  ж е  врем я на  кривы х п лавл ен и я  чистой 
Д Н К  и хром ати на  (рис. 86, а) видны ли ш ь  незначительны е 
перегибы.

2. С оздан и е  теории, на  основании которой м ож н о  бы 
ло  бы построить кривы е п лавл ен и я  д ля  Д Н К  с лю бой з а 
дан ной последовательностью  нуклеотидов. В последнее в р е 
мя в этом н ап равлени и  достигнуты знач ительны е успехи, 
связанны е, с одной стороны, с усилиям и теоретиков  и, с д р у 
гой стороны, с д остиж ениям и  эксперим ентаторов , которые 
р асш и ф р о в ал и  первичную структуру  некоторых природны х
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Рис. 87. Э ксперим ентальная (а) и теоретическая (б) дифференциальны е 
кривы е плавления репликативной откры той формы Д Н К  ф ага  фх-174 

(по Ю. С. Л азурки ну , 1977).

Д Н К .  Это д ал о  возм ож н ость  сравнить  теоретические кривые 
плавления , построенные путем ан а л и за  известных нуклео
тидных последовательностей , с эксперим ентальны м и (рис.- 
ЗУ). Основные пики на таки х  кривы х точно совпадаю т. 
Э ксп ери м ентальн ы е и теоретические подходы к 'изучению 
тонкой структуры  кривы х п лавлен и я  бурно развиваю тся , и 
достиж ения в этой области  исследований очень велики. 
Н ап ри м ер ,  за м е н а  одной пары  оснований из ста  м о ж ет  при
вести к смещению  пика на  0,4°, что м ож н о изм ерить  в 
опыте.

Спектроф отометрия белков. И з  хром оф орны х групп, 
входящ их в состав  белков, которые определяю т их погло
щение в УФ -области , назовем  пептидную связь  и а р о м а ти 
ческие аминокислоты.

П ептидная  (ам и д н ая )  связь  частично двойная , т а к  как  
л -о р би тал и  л о к ал и зо ван ы  по трем атом ам  (С, О, N ) .

-переход поляризован  в плоскости группы, а /г->-л*- 
переход  запрещ ен , т а к  к а к  электронн ы е о б л а к а  ц- и л-со- 
стояний практически не перекры ваю тся . А м идная  группа 
определяет  коротковолновую  подосу поглощ ения белков 
с Яш ах» 190 нм. П олоса  эта  очень интенсивная: д л я  клубко- 
вой кон ф орм ац ии e ig o = 6 9 5 0  л - м о л ь - 1 -см-1 из расчета  на 
1 моль ам и н о ки сл о тн ы х ‘остатков . С ледует  ож и дать ,  что 
взаимодействия, в которых участвую т атомы, образую щ ие 
пептидную связь  в белках , ск а ж у тс я  на  эф ф ективности  по
глощ ения УФ -света этой группы. Д ействительно , вклю че
ние амидной группы в состав а.-Спирали значительно ум ен ь
ш ает  интенсивность поглощ ения: д ля  спиральной  ко н ф о р м а
ции ei9o =  4300 л - м о л ь - 1 - с м - 1. Н а б л ю д а е т с я  гипохромный
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н а б л ю д а л с я  п р и  с т р у к т у р н ы х  и з 
м е н е н и я х  н у к л е и н о в ы х  к и с л о т .

Н а  рис. 88 приведены спектры 
поглощ ения полиглутам иновой  
кислоты, которая  при p H = 4 , 9  
имеет  вид а -сп и р ал и ,  а при р Н  =  
= 8  —  клубковую  конформ ацию . 
И зм ер я я  гипохромный эф ф ек т  
при 190 нм, удобно ф и кси ровать  
структурны е изменения, которые 

5,и 5,0 V'lO"*cn4 происходят  при конф орм ацион- 
Рис. 88. Спектр поглощения ных п е р е х о д а х . или ден ату р ац и и  
клубкообразной (/) и спи- белков.
ральнои (2) поли-Ьглута- А ром атические ам инокислоты

МИНОВОИ КИСЛОТЫ. / л. ,(триптофан, тирозин  и ф е н и л а л а 
нин) явл яю тся  основными хромо

ф орами , определяю щ и м и поглощ ение б ел ка  при д ли не  во л 
н ы  свыш е 220 нм. К роме того определенный в к л а д  в погло
щ ение б ел ка  вносят гистидин и сер у со дер ж ащ и е  ам и н ок и с
лоты  (метионин и ц и с те и н ) .

С труктурны е ф о рм улы  и коэфф ициенты  м олярной 
экстинкции в экстрем альн ы х  точках  спектров поглощ ения 
аром ати чески х  аминокислот следую щие:

Тирозин 

6тах(275) = 1 ,3 4 '1 0 3 

£mln(245) = 170

6тах(222) " В 'Ю 3

Т р и п т о ф а н

6тах(280) =5,4*10"3. 

<= тах(218) = 33 ,5*10 3 

^min(243) =1,9*10 3

Фенилаланин 

т»х(257) = 195

Н а  рис. 89 приведены спектры поглощ ения ар о м ати чес
ких аминокислот.

Т аки м  образом , спектр поглощ ения б ел к а  мож но пред-
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Рис. 89. Спектры поглощ ения ароматических аминокислот тирозина (а ) ,‘ 
триптоф ана (б) и ф енилаланина (о ):

1 —  0,1 н . р а с т в о р  Н С 1 ; 2 — 0,1 н . р ас тв о р  N aO M . Н а  г р а ф и к а х  ш к а л а  с п р а в а  — 
к о э ф ф и ц и е н т  м о л я р н о й  э к ст и н к ц и и  д л я  д л и н н о в о л н о в о й  ч а с ти  сп е к т р а , ш к а л а  

с л е в а  — д л я  к о р о т к о в о л н о в о й  ч а с т и  с п е к т р а .

ставить к а к  интегральную  кривую, в к л а д  в которую обеспе
чиваю т все перечисленные выше хромофоры. О днако  в к л а д  
этих хром оф оров  при различны х длинах, волн будет р а зл и ч 
ным. П оэтому в спектре поглощ ения белка мож но вы делить 
р я д  х ар актер н ы х  областей  и определить примерный в к л а д  
в поглощение различны х хромофоров, а т а к ж е  ориентиро
вочный коэфф ициент м олярной экстинкции. П ри этом о с 
новной в к л а д  в поглощ ение белков при 280 нм д аю т  лиш ь 
д ве  ам инокислоты  —  триптоф ан  и тирозин. Величина м о 
лярн ой  экстинкции 6280 =  87,7• 103 явл яется  удобным п а р а 
метром- д л я  предварительной оценки концентрации неиз
вестного белка в растворе  (для  белка  с м олекулярной м а с 
сой 100 000).

И сходя  из физической природы электронны х спектров 
поглощ ения белков, мож но определить несколько областей  
исследования  белков, в которых применение метода спек
трофотом етрии перспективно.

1. О пределение концентрации белка и со дер ж ан и я  в нем 
отдельны х хром оф орны х групп.

2. Изучение с о дер ж ан и я  аминокислотны х остатков  в 
спиральны х о б ластях  м олекулы  белка по гипохром но му 
эф ф екту  в области  180— 200 нм.

3. О цен ка  состояния хром оф ора  в составе  белковой мо
л ек у л ы  («доступен» растворителю  или «спрятан» внутри 
глобулы ).

П ри этом  использую тся методы спектроф отометричес
кого титрования , сольвентной и тем п ературн ой  п ер ту р ба 
ции и диф ф еренц иальной  спектрофотометрии.

Рассм отри м  методы, позволяю щ ие оценить состояние 
хром оф оров в составе  белковой молекулы.

М е т о д  с п е к т р о ф о т о м е т р  и ч е с  к  о г о  т и т р о 
в а н  и я. М етод  основан на различии в сп ектрах  поглощ е
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ния хром оф ора  в нейтральном  и ионизированном с о с т о я - . 
ниях. Особенно эф ф ективен  метод  при исследовании р асп о 
л ож ен и я  тирозина в составе  белковой молекулы , т а к  к а к  в 
кислой и нейтральной о б ластях  pH  тирозин имеет спектр 
с максим ум ом  при 276 нм ( е =  1 ,3 4 -103), а в щ елочной об
л асти  pH  — спектр с м аксим ум ом  при 295 нм (е =  2 ,3 5 Х  
X IО 3) (рис. 89) .  С ледовательно, при изменении pH  от 7 до 
12 приращ ение оптической плотности при 295 им д олж н о  
быть 2350 моль-1 - см™1 д л я  полностью «доступного» тиро
зина.

Д лД  'остатков тирозин а  в составе  белковой м олекулы  
величина Д 0 295 будет зависеть  от соотношения «экспониро
ванных» и «спрятанных» тирозилов. Т аки м  о бразом , доля  
ионизированны х тирозилов  л Тир будет равна:

А ё295 , 7 х

“р ( 7 )  
295

где Де°295 , Де™5р — при ращ ени е  оптической плотности при
295 нм д л я  белка  и свободного тирозина соответственно.

В ы деляю т четыре группы белков на основании ионизи- 
руемости тирозилов, входящ их в их состав:

1. И он и зац и я  тирозилов  идет обрати м о  и с норм альны м  
р /(  (политирозин, кортикотропин, р -лактоглобулин, инсу
л и н ) .

2. И он и зац и я  тирозилов  о б р ати м а ,  но р К  аном ально  
высок (лизоцим, сывороточный альбум и н ).

3. Ч асть  тирозилов  ионизируется  с норм альны м  р/С, а 
часть  — после денатурации.

К  этой группе относится больш инство  белков.
4. Все тирозилы  титрую тся необратимо.
К а к  следует из рис. 90, на кривы х спектроф отометричес

кого титрования  видны хар актер н ы е  точки перегиба, по 
которым м ож н о оценить количество ионизированны х тиро
зилов, н аходящ и хся  внутри белковой глобулы  и недоступ
ных д ля  действия  растворителя . П осле  ден ату р ац и и  эти 
точки перегиба исчезаю т и все тирозилы  титрую тся с р К =  
= 9 , 8 — 10,0, хар актер н ы м  д л я  свободного тирозина.

Д и ф ф е р е н ц и а л ь н а я  - с п е к т р о ф о т о м е т р и я .  
В отличие от м етода интегральной спектрофотометрии, при 
котором оптическую плотность об р азц о в  и зм еряю т относи
тельн о  раствори теля , в методе д и ф ф еренц иальной  сп ек тр о 
фотометрии измерение оптической плотности исследуемого 
белка проводят  относительно того ж е  белка  в эталонны х  
условиях.

П реим ущ ества  метода диф ф ерен ц и альн ой  спектроско
пии следующие:

2 0 0
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Рис. 90. Кривы е спектро
фотометрического титро
вания нативной (1),  час
тично денатурированной 
(2) и полностью  денату
рированной (5) рибонук- 
л е а зы , (по Г. А. Когану,

Рис. 91. М еханизм  возникновения 
дифференциального спектра по

глощ ения:
1 —  спектр поглощ ения вещ ества в 
талон н ы х условиях; 2 —  спектр погло
щ ения вещ ества при воздействии пер- 
турбанта; 3 — диф ф еренциальны й

1973).
спектр поглощ ения.

1. В озм ож н ость  вы явлен ия  эф ф ек т а  на фоне больш их 
оптических плотностей.

2. Н епосредственн ая  регистрац ия  р езу л ьтата  воздейст
вия пертурбанта .

3. П овы ш ен ие  точности измерений.
Последний пункт  м ож н о п рои ллю стри ровать  следую щ им 

примером. П усть сравниваю тся  два  о б р аз ц а  с оптическими 
плотностями 1,0 и 1,05. Соответствую щ ие величины пропус
кан ия  растворов  равны :

С пектроф отометр  позволяет  и зм ерять  пропускание с по
грешностью 1%, т. е. разность  T i— Т2 л е ж и т  на  границе  
погреш ности метода.

П ри  изменении разностного спектра изм еряется  пропус
кание:

Р а зл и ч и е  в пропускании образцов  теперь у ж е  на поря 
д о к  превы ш ает  погреш ность метода:

=  0,10 и Г 2 =  - Ь -  =  0,09.

£ - — £ - = 1 , 1 1 - 1 , 0  =  0,11. 
2 п
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Ч асто  в раствор с белком вводят  небольш ое количество 
нейтрального  вещ ества  (п ертурбан та)  с т аки м  расчетом, 
чтобы он не изменил структуру  б ел к а  в растворе, но з а м е т 
но изменил спектр поглощ ения тех хром оф оров  в составе 
м олекулы  белка, которые н аходятся  в кон такте  с р аствори 
телем  (« о тк р ы ты » ) . В то ж е  врем я  хромоф оры, п о груж ен 
ные вглубь м олекулы  в гидрофобны е области, начинаю т 
испытывать влияние п ертурбан та  только  тогда, когда  в 
белке происходят структурны е изменения, и хромофоры, 
ранее  погруж енны е внутрь белковой глобулы , вы ходят  на 
ее поверхность.

В качестве  пертурбантов  обычно использую тся 2 % -е  
растворы  этиленгликоля, м етан ола, т яж е л о й  воды и др. 
Такой  метод  н азы вается  м е т е г д о м  с о л ь в е н т  н о й  
п е р т у р б а ц и и  (возмущ ения р а с тв о р и те л е м ) . Ч асто  в 
качестве  возм ущ аю щ его  ф акто р а  применяю т не химическое 
вещество, а температуру. П ри этом м еж д у  измерительной и 
эталонной кю ветам и создается  постоянная разность  тем п е
ратур , что приводит к возм ущ ению  электронн ы х уровней 
«экспонированных» хромофоров. Э тот  метод  н азы вается  
м е т о д о м  т е м п е р а т у р н о й  п е р т у р б а ц и и . '  Д а н 
ный метод  применим при исследовании белков с лаби льной  
вторичной и третичной структурой, когда введение пертур
банта м о ж ет  привести к  пертурбации оптических свойств 
хром оф ора  не только з а  счет изменения физических п ара-  _ 
метров среды, но и з а  счет структурны х изменений моле- * 
кул исследуемого вещ ества, происходящ их при добавлении 
пертурбан та  в среду.

П редп олож им , что в результате  изменения м и кроокру
ж ен и я  хром оф ора  произош ло изменение энергетических 
уровней л-электронов , входящ их в его состав. В результа-  '  
те изм енятся  резонан сн ы е частоты, на которых возм ож н о 
поглощ ение энергии, что проявится в см ещ ении спектров 
поглощ ения. Если теперь измерить разность  оптических 
плотностей исследуемого вещ ества  в эксперим ентальны х 
условиях  и того ж е .в е щ е с тв а  в эталонны х  условиях, то бу
д ет  измерен диф ф ерен ц и альн ы й  спектр поглощ ения д ан н о 
го вещ ества  (рис. 91). П ри  этом  если произош ел дли н н о 
волновый сдвиг спектра  поглощ ения, то диф ф ерен ц и альн ы й  
спектр будет иметь длинноволновый полож ительны й и ко
ротковолновый отрицательны й максимумы.

К аковы  ж е  физические основы интерпретации особен
ностей д и ф ф еренц иальны х спектров поглощ ения? П р едп о 
лагается , что спектр поглощ ения хром оф оров  (например, 
аром ати чески х  аминокислот  в составе  белков) зависи т  от 
м акроп арам етров ,  х ар актери зую щ и х  физические, свойства
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среды  —  диэлектрической  проницаемости и п о к а за те л я  п ре
л ом лен ия . Спектр поглощ ения зависи т  т а к ж е  от непосред
ственного взаим одействия  хром оф ора с  м о л екулам и  р аство 
рителя. П ри этом «доступные» хромоф оры, располож ен ны е 
на  поверхности белковой глобулы, будут  в полной мере  
испыты вать в о зм ущ аю щ ее  действие раство р и тел я .  В то ж е  
врем я  «спрятанные», расп олож ен ны е внутри белковой гл о 
булы, хромоф оры  такого  возм ущ ен ия  испыты вать не будут. 
С ледовательно  , спектры  поглощ ения «доступных» хром о
форов зависят , а «недоступных» не за в и с я т  от  состава  
раствори теля , т. е. пертурбант, введенный в состав  р аство
рителя  будет возм ущ ать  оптические свойства только  «до
ступных» хромофоров. В сл учае  температурной п ертурба
ции изменение тем п ературы  т а к ж е  приводит к  изменению 
эффективности  взаим одействия  только  «доступных» хр о м о 
форов с растворителем . ■

Х арактер  изменения спектра поглощ ения хром оф ора  
определяется  п рави лом  К ундта, согласно которому полоса 
поглощ ения хром оф ора  см ещ ается  в длинноволновую  о б 
л асть  с возрастан ием  п о к азател я  прелом ления  среды.

И зм ерен и я  при д и ф ф еренц иальной  спектрофотометрии 
проводятся  на обычных спектроф отометрах . Р азностное  по
глощ ение чащ е всего со ставл яет  лиш ь несколько процентов 
от величины абсолю тного  поглощ ения, поэтому в эк сп ер и 
менте  п редъ являю тся  особые требовани я  к  вы равниван ию  
концентраций в эксперим ентальной  и эталонной кюветах, 
учету собственного поглощ ения кювет, пертурбантов, и зм е
нению. концентрации за  счет температурного  объемного 
расш и рен и я  и др. Обычно в измерительный к а н а л  п о м ещ а
ют две кюветы, в одной из которых находится  белок, р а с 
творитель  и пертурбант, а в другой —  только  растворитель. 
В эталонном  к а н а л е  пом ещ аю тся  т а к ж е  двё  кюветы, в о д 
ной из которых находится  белок и растворитель, а д р у 
гой —  раствори тель  и пертурбант. П ри этом оптическая  
плотность в измерительном  к а н а л е  будет равна:

А в м  =  ^ эк сп  +  +  ^ n e p '

а в эталонном:

D3t =  D^j -f- Dp +  DnCp,

где D n3yi; D3T — оптическая  плотность образцов  в и зм ер и 
тельном и эталонном  к а н а л а х  соответственно; D? , D® —

ЭКСП э т

оптическая  плотность белка  в эксперим ентальны х и эт а л о н 
ных условиях  соответственно; Dp, Dnep — оптическая  плот
ность р аствори теля  и пертурбанта .
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Рис. 92. Схема установки кю вет в 
спектроф отом етре при измерении 
дифф еренциальны х спектров по

глощ ения:
1 — б е л о к + р а с т в о р и т е л ь + п е р т у р б а н т ;
2 —  р а с т в о р и т е л ь ; 3  — б е л о к + р а с т в о 
р и т е л ь ; 4  — р ас тв о р и те л ь -(-п е р ту р б ан т .

АП

260 J00 А, нм

Рис. 93. С мещ ение спектров по
глощ ения (а) и пертурбационны е 
диф ф еренциальны е спектры (б) 
N -ацетилэтиловы х эфиров трипто
ф ана ( / ) ,  тирозина (2) и ф енила
ланина (3) (по Г. А. К огану, 

'  1973):
с п е к тр ы  в  в о де; сп е к тр ы

в  2 0 % -м р а с т в о р е  д и м е т и л с у л ь ф о к с и д а .

Т а к  к а к  в д и ф ф еренц иальной  спектроф отометрии и зм е
ряется  AD =  / (Я), то при описанном н аборе  кю вет регист
рируется A D  =  Д . эм — Д т  =  D ®  — что и является
*  ж ~  Э К С  оТ*

целью  эксперимента. С к азан н о е  иллю стрируется  схемой на 
рис. 92.

О ц е н к а  о т н о с и т е л ь н о г о  к о л и ч е с т в а  «д о-  
с т  у п н ы х и « н е д о с т у п н ы х »  х р о м о ф о р о в  в 
с о с т а в е  б е л к а .  Р ассм о тр и м  изменение ин тегральны х 
и диф ф ерен ц и альн ы х  спектров поглощ ения эф иров  а р о м а 
тических ам инокислот  при введении в состав  раствори теля  
в качестве п ертурбан та  2 0 % -го раствора  дим ети лсульф ок- 
сида. К ак  следует  из рис. 93, введение пертурбан та  в ы з ы в а 
ет очень м ал ы е  сдвиги спектров поглощ ения ( <  1 н м ) .  О д 
нако  эти  сдвиги проявляю тся  в х ар ак тер н ы х  ди ф ф ер ен ц и 
альны х спектрах. Д и ф ф ер ен ц и ал ьн ы й  спектр поглощ ения 
три п тоф ан а  имеет хар ак тер н ы е  м аксим ум ы  при 282 и 
293 нм, тирозина — при 280 и 287 нм, а в спектре  ф е н и л а 
лан и н а  проявляю тся  к олеб ательн ы е  переходы при длине 
волны  меньш е 270 им. В спектре  белка  д о лж н ы  п р о я в л я ть 
ся  компоненты всех трех  аром ати чески х  аминокислот. Д л я  
оценки «доступности» хром оф оров  в составе  белка  д ля  
действия р аствори теля  обычно используют не разность 
экстинкций, а относительную  величину Д е ш а х / е ш а х ,  где 
Дешах — величина соответствую щ его пика в ди ф ф ер ен ц и 
альном  спектре  поглощ ения, а ет ах ■*— м о л яр н ая  экстинк- 
ци я  в м аксим ум е спектра  поглощения.
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В еличина A e m a x / e m a x  удобн а  д л я  экспериментального  
определения, т а к  к а к  при этом не нуж но изм ерять  вели чи 
ну м олярной экстинкции, а достаточно измерить величину 
A D m a x / ^ m a x ,  ГДС A Z > m ax  ~  О П Т И Ч е С К Э Я  П Л О Т Н О С Т Ь  В МЗ КС Н М у-  
ме интегрального спектра.

Н а  основании зак о н а  Б у гер а  — Л а м б е р т а  — Б ер а

А^ т а х    ^ ешахс ^  ^ £шах

Dmax £тахс1 ет а х

Т аки м  образом , нет необходимости в точном учете кон
центраций исследуемого вещ ества . М етодика и зм ерени я  д о 
ли «доступных» хром оф оров в составе  белка R  сводится 
к определению:

р   ( ^ ^ n i a . \ / ^ n i a x ) f )  . р  ( g y

(Д О та х /^ тах )м о д

где в числителе индекс «б» о зн ач ает  описанные выше п а 
рам етры  д ля  исследуемого белка; индекс «мод» в з н а м е 
нателе  озн ач ает  те ж е  парам етры  д л я  модельного соедине
ния, иммитирую щ его полностью «доступные» хром оф оры  в 
том ж е  количестве, что и в исследуемом белке; F  — п о п р а 
вочный коэффициент, зависящ ий от вы бора  модельного сое
динения.

В качестве модельны х «реперных» соединений можно 
вы брать  смесь аром атических  ам инокислот  в пропорции, 
соответствую щ ей их содерж ан и ю  в исследуемом белке или 
исследуемый белок в ден атури рованном  состоянии, обычно, 
в 8М растворе мочевины.

О днако , как  следует из рис. 94, спектр модельной см е
си не полностью эквивалентен  спектру денатурированного  
белка, поэтому в уравнении (8) парам етр , стоящ ий в з н а 
менателе, определяю т по спектру д л я  белка  в 8Л4 растворе 
мочевины. Ч тобы  учесть пертурбирую щ ее действие 8Л4 
раствора  мочевины, в во д ят  поправочный коэффициент:

р   ОДпах/^тахХя/И
(Д^тах/^тах) н 20

где п ар ам етр ,  стоящ ий в числителе, о пределяется  д ля  экви 
валентной смеси ам инокислот  в 8Л4 растворе  мочевины, а 
в зн ам ен ател е  —  д ля  той ж е  смеси в воде. Т ак  к а к  F  обыч
но изм ен яется  в п ределах  0,8— 1,2, то, если требуем ая  точ
ность эксперим ента  80— 9 0 % , мож но принять F = l .

Е щ е раз  напомним, что в уравнени и  (8) величина А О тях 
соответствует величине пика в диф ф ерен ц и альн ом  спектре  
поглощ ения. Обычно д ля  три п тоф ан а  это пик при 293 нм, 
а д л я  тирози н а  —  при 287 нм. В еличина D max соответствует
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Рис. 94. П ертурбационны е диф ф еренциальны е спектры сывороточного 
альбум ина (а ) , лизоцим а (б) и их модельных смесей в 20% -м  растворе 

глицерина (по Г .А .Когану, 1973)..
С ы во р о то ч н ы й  а л ь б у м и н : 1 — н а т и в н ы й  б ел о к , p H  =  7,6; 2 —  б е л о к  п р и  р Н = 2 ,1 ;  
3  — б ел о к  с р а з о р в а н н ы м и  д и с у л ь ф и д н ы м и  с в я з я м и  в 8  М  р а с т в о р е  м очеви н ы , 
p H  =  4,5; 4  — сп е к тр ы  м о д ел ь н о й  см еси , p H  =  3,5. К о н ц е н тр а ц и я  б е л к а  — 0,3% . 
Л и зо ц и м : 1 —  н ат и в н ы й  б е л о к ; 2 —  д е н а т у р и р о в а н н ы й  б е л о к  в  8  А4 р а с т в о р е  м о 
ч е ви н ы , р Н = 5 ,1 ;  3  — сп е к тр ы  м о д ел ь н о й  см еси , р Н = 5 ,8 .  К о н ц е н т р а ц и я  б е л к а  —

0 . 1 % .

оптической плотности преп арата  в м аксим ум е ин тегрально
го спектра  поглощ ения. О бычно Z ) m a x .  и зм еряется  при 
280 нм, если ж е  в исследуемом белке нет тр и п то ф ан а  (н а 
пример, в инсулине, Р Н К а з е ,  гистонах) ,  то Dmax и зм ер яет 
ся при 276 нм.

И с с л е д о в а н и е  т о п о г р а ф и и  б е л к о в о й  м о 
л е к у л ы  с п о м о щ ь ю  д и ф ф е р е н ц и а л ь н о й  п е р 
т у р б а ц и о н н о й  с п е к т р о ф о т о м е т р и и .  П онятие  
«доступный» и «недоступный» хромоф ор относительны. 
«Доступность» хром оф ора, находящ егося  в с к л а д к е  на по-- 
верхности белковой глобулы, будет зави сеть  от р а зм е р а  
этой складки  и от  р а зм е р а  пертурбан та . Это полож ен ие  я в 
л яется  предпосы лкой д л я  исследования  топограф ии б ел к о 
вой м олекулы  с помощ ью  н аб о р а  пертурбантов . Н аи б о л ее  
часто используемые пертурбан ты  и их р азм ер ы  следую щ ие, 
нм:

С ах ароза 0,97 Д им етилсульф ок-
Глю коза 0,71 сид
Глицерин 0,51 М етанол
Этиленгликоль 0,43 Эритритоль
d 2o 0,22 П ЭГ-300

Влияние р а зм е р а  п ертурбан та  на д и ф ф ерен ц и альн ы е  
спектры поглощ ения сывороточного альбум и на  бы ка в з а 
висимости от p H  показано  на рис. 95.

П олиэтиленгликоль  (П Э Г ) имеет р азм ер  больш е 0,5 нм, 
этиленгликоль  — 0,43 нм. С ледовательно , увеличение на 
20% в области  p H = 4 — 5 числа доступных д ля  П Э Г  тиро- 
зи лов  в составе  сывороточного ал ьбум и н а  бы ка  мож но
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Рис. 95. Влияние разм ера 
пертурбанта на диф ф ерен
циальные спектры поглощ е
ния нативного- (2, 3) и де_- 
натурированного ( / )  сы во
роточного альбум ина быка 
в зависим ости  от pH  (по 

Г. А. К огану, 1973):
П е р т у р б а н т ы : 1, 3  — п ол и эти - 
л е н г л н к о л ь ; 2  — э т и л е н гл и к о л ь .

объясн ить  тем, что эти ти рози лы  Ас'жкгп 
«спрятаны » в «щель» разм ером  
~ 0 , 5  нм.

Г и п о т е з ы ,  о б ъ я с н я ю 
щ и е  с д в и г и  э л е к т р о н н ы х  
с п е к т р о в  п о г л о щ е н и я  
б е л к о в .  О дна  из гипотез п ред : ^  
п о л агает  неспецифическое дей ст
вие среды на оптические свойства W  
хром оф ора. П ри  этом возмож ны :
«красный» сдвиг —  сдвиг спектра 
в длинноволновую  область  и «го
лубой» сдвиг  -сдвиг спектра  в 
коротковолновую  область . В ели
чина «красного» сдвига  опреде
ляется  правилом  К ундта. Д е й с т 
вительно, было измерено, что ве 
личина  полож ительн ы х м ак си м у 
мов в д и ф ф ерен ц и альн ы х  спект
р а х  поглощ ения пропорциональна 
п оказателю  прелом ления  среды
независимо от  вводимого в среду вещ ества  (н ей тр ал ь 
ные соли, органические растворители , сах ар о за ,  мочевина 
и д р .) .  Это полож ение вполне о б ъ ясн яет  изменение д и ф 
ф ерен циальн ы х спектров поглощ ения аминокислот. О д н а 
ко д л я  белков внутренняя  среда  п ред ставляет  собой 
область , обогащ енную  неполярны м и гидрофобны ми р а д и 
к а л а м и .  П о к а за т е л ь  прелом ления  этой гидрофобной о б л а 
сти равен  1,5— 1,6, т. е. выше, чем п о к азатель  преломления 
раствора  лю бого  пертурбанта, используемого в ди ф ф ер ен 
циальной спектрофотометрии. С ледовательно, кон такт  с 
пертурбантом  хромофоров, р асп олож ен н ы х  на поверхности 
белковой глобулы, приведет к  «красному» сдвигу в инте
гральном  спектре поглощ ения и соответственно к  росту 
полож ительного  пика в диф ф еренц иальном  спектре  погло
щения. Е сли  ж е  в результате  конформ ациониы х изменений 
в кон такт  с пертурбан том  вступит хромофор, «спрятанный» 
до этого внутри глобулы, то это  Означает перевод  его из 
среды  с большим в среду с меньшим показателем  п релом 
ления  и, соответственно, к «голубому» сдвигу в и н тегр ал ь 
ном спектре поглощ ения и уменьш ению  полож ительного  
пика в диф ф ерен ц и альн ом  спектре поглощения.

С огласн о  другой гипотезе возм ож н о специфическое в з а и 
модействие пертурбан та  с хромофором. Э та  гипотеза  о б ъ яс 
няет, главны м  образом , изменения тирозиловой  компоненты 
в диф ф ерен ц и альн ы х  сп ек трах  поглощ ения. Тирозин содер-
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"Ж И Т  О Н -группу в составе  фенольного р а д и к а л а ,  которая  
способна об р азо вы вать  водородную  связь  с акц епторам и  
протона. В качестве акцепторов  протонов м ож ет  вы ступать 
к арб окси льн ая  группа д и к ар  боковы х аминокислот. В р е 
зу льтате  о б р азо в ан и я  таки х  внутрим олекулярны х  водород
ных связей  спектр поглощ ения тирозин а  см ещ ается  в д л и н 
новолновую  область.^ Естественно, что введение в среду 
пертурбан та , способствую щего р азр ы в у  водородны х связей, 
приводит к  «голубому» сдвигу спектра  поглощ ения. В о з 
м ож н о т а к ж е  о б р азо ван и е  м еж м о л еку л яр н ы х  водородных 
связей  м еж д у  боковым р а д и к а л о м  тирозин а  и молекулой  
пертурбанта .

И нф ракрасн ая  спектроскопия

К олебан ия  атомов в составе  м олекулы  имею т собст
венные резонансны е частоты в И К -о б ласти  спектра. С л е
довательно, резонансное поглощение энергии 'м олекулой  
д олж н о  н аблю даться  именно в этой области. В слож ны х  
полим ерны х м о л еку л ах  и, в частности, в составе  биополи
меров м икроокруж ен ие  атомов одного типа различно . С л е
довательно , мож но п редполагать , что колебательн ы е  эн ер 
гетические уровни биополимеров будут р азл и ч аться .  П о  э то 
му различию , если его удастся  заф и кси ровать ,  мож но будет 
судить о м и кроокруж ен ии  соседних атомов в составе  м о л е 
кулы, а следовательно, о ее структуре.

В настоящ ее  врем я м ож н о вы делить три нап равлени я  
применения И К-спектроскопии в би о х и м и и ,. биоф изике и 
м олекулярной биологии: ан ал и з  структурны х изомеров, оп 
ределение структурны х форм ул  и изучение пространствен
ной кон ф орм ац ии биополимеров.

Методика эксперимента. О бы чная  о б ласть  исследования  
И К -спектроскопии 1— 25 мкм. В И К -спектроф отом етрии  
ч ащ е  применяется  ш к а л а  волновы х чисел. Н апом ним , что 
волновое число v —  это величина, о б р ат н а я  дли не  волны, 
вы р аж ен н о й  в сантим етрах . С ледовательно, д ли н ам  волн 
1— 25 мкм соответствуют волновые числа 10 ООО— 400 с м - 1.

Спектроф отометры , прим еняем ы е д ля  регистрации 
И К -спектров , имеют принципиальную  -схему ту  ж е ,  что и 
УФ -спектрофотометры . О тличие зат р а ги в а ет  ли ш ь  кон 
струкцию  отдельны х узлов.

В качестве источников излучения в И К -спектроф отомет- 
р а х  применяю тся следую щ ие излучатели:

силитовый стерж ень  (стерж ень из SIC , г л о б а р ) ,  спек
тр а л ь н а я  область  300— 5 000 см- 1 ;

ш тиф т Н ернста  (спрессованная  смесь Z r 0 2, С е 0 2, У20 3, 
Т Ю 2) ,  с п ек тр ал ьн ая  о б ласть  300— 5 000 см-1 ;
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л а м п а  н ак али ван и я  с вольф рам овой  нитью, сп ек тр ал ь 
ная  о б ласть  5000— 25 ООО см-1 .

Основным элементом монохром атора явл яется  д испер
гирую щ ий элем ент  — призма или ди ф р ак ц и о н н ая  решетка. 
К  м атер и алу  диф ракци онной  реш етк и  не предъявляется  
особых требовани й  и в И К -спектроскопии могут использо
ваться  те  ж е  д и ф ракци онны е решетки, что и в видимой 
области. О граничения н ак лад ы ваю тся  лишь на частоту н а 
несения штрихов на рабочую  область  решетки. Основное 
у равнени е  диф ракци онной  решетки:

где  а  — расстояние м еж д у  ш трихам и; I  —  д ли н а  волны; 
п  — целое число (порядок с п ек тр а ) ;  ср — угол ди ф р ак ц и о н 
ного м аксим ум а.

Если в УФ и видимой о б ластях  применяю тся решетки, 
на  которых нанесено 1200 или 2400 ш трихов/м м, то при 
больш их дли н ах  волн (И К -Д иапазон) соответственно 
ум еньш ается  а в уравнении (9) и прим еняю тся  решетки 
600 или 300 ш трихов/мм. Б о л ьш е  ограничений п р е д ъ я в л я 
ется к  призменным монохром аторам , т а к  к а к  м атери ал  
призмы  до лж ен  быть прозрачны м  в исследуемом сп ектраль
ном диапазоне . *

Г раницы  прозрачности м атери алов , при м ен яем ы х в 
И К -спектроскопии, следую щие:

к в ар ц  —  до  4,5 мкм КВг, A gC l —  до  35 мкм

11 мкм
N aC l — до  22 мкм

В И К -спектроскопии в качестве  приемника излучения 
используется чащ е всего болометр — прибор, основу кото
рого составляет  терморезистор , изменяю щ ий свое сопро
тивление при изменении темп ературы . Трудности при реги
страц ии  И К -спектров  связан ы  с тем, что больш инство р а с 
творителей  т а к ж е  поглощ аю т И К -излучение  (рис. 9 6 ) .  Те 
растворители , которы е поглощ аю т сл аб о  (хлороформ, че
ты реххлористы й углерод, сероуглерод) ,  д л я  исследования 
биополимеров м ал о  пригодны. В них хорош о растворяю тся  
лиш ь липиды и стероиды. П оэтому в И К -спектроскопии не 
всегда удается  получить спектры растворов, а ч ащ е  исполь
зую тся другие методы приготовления образцов , описанные 
ниже.

Методы приготовления образцов. С у с п е н з и я  в 
и м м е р с и о н н о й  с р е д е .  О б р аз ец  расти р аю т  в ф арф о-

я sin «р =  п \, (9)

L1F —  до  8 мкм 
C aF 2 (флю орит) — до

G e —  до  25 мкм 
Si —  до  500 мкм
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Рис. 96. И  К- и УФ -спектры поглощ ения некоторы х растворителей.
Толщ ина слоя вещ ества — 0,1 мм.

ровой ступке с каплей  м асла  в соотношении 1 : 100 до  полу
чения однородной пасты, затем  пасту  р а з м а з ы в а ю т  м еж ду  
двумя п ластинкам и  из КВг или N aC l и снимаю т спектры 
поглощ ения.

Н едостатки  метода: невозм ож ность точного контроля 
толщ ины, наличие полос иммерсионной среды  в спектре, 
невозм ож ность воздействовать  на объект , т а к  к а к  он н ах о 
дится  в инертной среде. ;

М е т о д ,  п р е с с о в а н н ы х  т а б л е т о к .  Вещество
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см еш и ваю т  в пропорции 1 :3 0 0  с К В г и прессуют при д а в 
лении ~ 5  -108 Па.

Н едо стато к  метода: при высоком давлен ии  возм ож ны  
•изменения кристаллического  состояния вещ ества  и частич
ное разруш ен ие  слож ны х  молекул, волокон и т. п.

М е т о д  и з у ч е н и я  п л е н о к .  Р аствор  с исследуе
мым вещ еством  наносят  на  п од лож ку  и раствори тель  ис
паряется .

Н едостаток  метода: изменение состава  среды  (ионной 
силы, p H )  при испарении, поэтому о б р азц ы  д олж н ы  гото
виться на дистиллированной воде,’ но многие биополимеры 
р астворяю тся  лиш ь при определенны х p H  и ионной силе.

И з у ч е н и е  р а с т в о р о в .  О сновная  трудность при 
изучении растворов  закл ю ч ается  в преодолении а л ь те р н а 
тивы: растворитель  долж ен  хорош о растворять  исследуемое 
вещ ество  и не д о л ж е н  поглощ ать  в исследуемой области 
спектра. П оэтом у в одном и том ж е  р аство р и тел е  п р а к ти 
чески не удается  заф и кси р о вать  весь спектр. П риходится 
раство р ять  вещество в нескольких раствори телях  и снимать 
д ля  каж дого  раствор  а-спектры в тех областя , где прозрачен 
данны й растворитель.

И спользую тся  многие растворители: метанол , этанол , 
диоксан, многокомпонентные смеси, с о д ер ж ащ и е  серную, 
соляную, муравьиную, уксусную и другие кислоты, а т а к 
ж е  их хлор- и фтор производные. П оиск растворителей  я в 
ляется  важ н ой  проблемой ИК-спектроскопии.

Конечно, главны й интерес д ля  биологов представляет  
исследование водны х растворов. Но Н 20  имеет богатый 
спектр  в И К -области ,  поэтому д л я  преодоления трудностей 
снимаю тся  спектры  вещ ества в Н 20  и D20 .  Т а к  к а к  
И К -спектры  Н 20  и D 20  не совпадаю т, то они оставляю т 
«окна» в различны х  спектральны х д и ап азон ах .  Совмещение 
этих «окоп» м о ж ет  помочь получить полный И К-спектр  
исследуемого вещества.

Основы интерпретации ИК-спектров. П редп олож им , 
что:

1) в И К -о б ласти  поглощ ается  свет только  тех частот, 
которые равны  частотам  колебаний атомов в молекуле;

2) м олекулу  мож но рассм атр и вать  ка к  набор точечных 
масс, связан н ы х  м еж д у  собой упругими п руж инкам и , кото
рые и уд ер ж и ваю т  систему в равновесии.

Д л я  описания И К -спектров  введем  р я д  терминов.
Ф о р м а  к о л е б а н и я  — набор парам етров , х а р а к т е 

ризую щ ий движ ени е  атомов: изменение длины  связи, изме
нение расстояний м еж д у  атомам и , изменение валентны х 
углов и т. д.
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С и л о в ы е  к о э ф ф и ц и е н т ы  — коэфф ициенты  уп 
ругости связей и валентны х углов.

Н о р м а л ь н о е  к о л е б а н и е  — дви ж ен и е  атомов 
молекулы, при котором они одновременно проходят  поло
ж ение  равновесия. О бщ ее число норм альны х колебаний 
равно 3/V — 6, где N  — число атомов в молекуле.

Сущ ествую т д ва  типа колебаний в И К -спектрах : с к е 
л е т н ы е — норм альны е колебания , в ы тек аю щ и е  ' из 
свойств м олекулы  к а к  целого, и х а р а к т е р и с т и ч е с 
к и е  (локализован ны е) —  норм альны е колебания  м олеку
лы, вы текаю щ ие из свойств ее отдельных группировок.

К олебан ия  могут быть отнесены к характеристическим  
при условии, что:

а )  регистрируется  или рассчи ты вается  норм альное  ко 
лебание д ля  группировки ка к  д ля  отдельной м олекулы  
(т. е. считают, что в .растворе есть только  эта  группировка, 
не св я зан н ая  с п о л и м е р о м ) ;

б) регистрируется или рассчиты вается  спектр н о р м а л ь 
ных колебаний д ля  биополимера к а к  д ля  целого;

в) совпадение одной из полос норм ального  колебания  
(б) с характеристической  полосой (а) принимается  за  кри 
терий характеристичности  данного колебания.

А нализ именно характеристических  колебаний имеет 
основное значение при интерпретации И К -спектров . М о л е
кула полим ера почти всегда  состоит из повторяю щ ихся  з в е 
ньев, при этом характеристическое  колебание о т р а ж а е т  
изменения, происходящ ие в этом звене. П рим ером  такого 
повторяю щ егося  звена является  пептидная группа в б ел 
ках.

И н ф р акр асн ая  спектроф отометрия  полипептидов и бел
ков. В состав полипептидов и белков входит п о в то р я ю щ ая 
ся единица — пептидная группа. С п ом ощ ью 'рентген острук
турного ан а л и за  установлено, что связь  N — С равна  
0,132 нм, что гораздо  меньше расстояния  0,147 нм, х а р а к 
терного д ля  связи  N — С в органических соединениях. С л е
довательно, связь  N — С частично двойная  за  счет см ещ е
ния электронной плотности к кислороду, поэтому пептид
ная  группа имеет четыре атома, н аходящ и хся  в одной 
плоскости.

В доль цепи пептидные группы связан ы  друг с другом 
системой связей  С — С и С— N, вокруг которых возмож но 
вращение. З а  счет поворота вокруг этих связей  создается  
структурное р азн ооб рази е  полипептидов. М инимуму по
тенциальной энергии м олекулы  отвечает  о б р азо ван и е  м а к 
сим ального  числа внутрим олекулярны х  связей. П ри  этом 
возм ож н о  образован и е  нескольких устойчивых структурны х
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форм: а -спирали , п араллельн ой  p-конформации, антипа-
р ал л ел ьн о й  p-конформации, структуры  типа полиглицин 
II, структуры  типа поли-1-пролин II, а т а к ж е  участки  по- 
липептидной цепи, не участвую щ ие в о б разован и и  внутри
м олекулярн ы х  водородны х связей, об р азу ю т  структуру  
неупорядоченного клубка .

' С труктура  типа поли-1-пролин II х а р актер н а  д ля  ф и б 
р и ллярн ы х  белков, наприм ер коллагена. В последнее время 
некоторые исследователи  п оддерж и ваю т  точку зрения, со 
гласно которой многие участки полипептидной цепи, кото
рым ранее  при писы валась  кон ф орм ац ия  неупорядоченного 
клубка , имею т структуру типа поли-1-пролин II, но все ж е  
д л я  описания конформ ации полипептидной цепи наиболее 
в а ж н ы  структуры  а -спирали , p-конформ ации и неуп орядо
ченного клубка . С труктуру  больш инства белков можно 
описать  с помощ ью  н аб о р а  этих трех  конформаций. Т а к  ка к  
о б р азо в ан и е  этих структур связан о  с образован и ем  водо
родных связей  м еж д у  ато м ам и  О и Н, входящ им и в состав 
пептидной группы, то следует  ож и дать , что частоты нор
м альн ы х  характеристических  колебаний, присущих этим 
группам  (если конечно-их удастся  идентиф ицировать  в 
И К -сп ек тр ах ) ,  д о лж н ы  измениться. П оэтому И К-спектро- 
скопия м о ж ет  д ать  такую  важ н ую  информ аци ю  о структуре 
м олекулы  в растворе, к а к  способ ее у кл ад ки , а т а к ж е  коли
чество р ади калов ,  улож енн ы х  в соответствующ ую стр у кту 
ру. О д н ако  д л я  получения подобной ин ф орм аци и в аж н о  
вы делить соответствующ ие характеристические  норм альны е 
колебания .

Рассм отри м  И К -спектр  .п л ен к и  гидрохлорида  т е тр а гл и 
цина, которая  была получена высуш иванием  водного р а с 
твора  этого соединения. Спектр основных колебаний мо
лекулы  за н и м ае т  д и ап азо н  30— 3600 см-1 (1000— 1,5 мкм) 
(рис. 97).

£  ^ , Амид Ж  Амид и  Ам ида CHfN-C-C- АмидШ  Амид// А м ид! АмидА

30 200 №  600 800 /ООО 1200 М О  1600 1800 2000 2800 Ч^СМ'1

Рис. 97. И К -спектр поглощ ения кристаллической формы гидро
хлорида тетраглицина (по 10. Н. Чиргадзе, 1973).
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Спектр имеет сл о ж н у ю  структуру ( ~  50 п о л о с ) . В этом 
спектре вы делены  отдельны е колебания , з атр аги в аю щ и е  
атомы ,"входящ ие в пептидную (ам идную ) группу (табл . 10).

Т а б л и ц а  10. Х арактеристики колебаний амидны х групп

Н а з в а н и е
п олосы Ч а с т о т а , см 1

Х а р а к т е р  к о л е б а н и я

Амид А 3300
3100
1643

N  —  Н  (v) ' "

А м ид I C = 0 ( v ) ,  C - N ( v )
Амид II • 1520 C N H  (б, в плоскости) С— N (v )

А м ид III 1200
1216 - N— Н  (б, в плоскости) 

С—N  (б)
Амид IV 623 C O N  (б, в плоскости)
Амид V 6 8 5 - 7 0 0 N— Н (б, вне плоскости)
Амид V I 590 С==0 (б, вне плоскости)
Амид V II 225

285 Торсионное колебание вокруг связи  С— N

П р и м е ч а н и е ,  v —  Валентное колебание (вдоль с вязи ); б — д е
ф ормационное колебание (изм еняет валентны й угол).

•. В качестве  примера отнесения характеристического  к о 
лебан и я  к той или иной атомной группировке рассм отрим  
м етод  д ей терозам ещ ения . П ри  %этом  методе исследуемое 
вещ ество  в ы д ер ж и ваю т  достаточно долго в т яж е л о й  воде. 
В результате  этого  все протоны будут зам ещ ен ы  на 
дейтерий. Те  частоты, в образован и и  которых участвует  
группировка, с о д е р ж а щ а я  протон, сместятся  в более н и зко 
частотную область , х ар актер н у ю  д ля  дейтерия.

И зм ерением  интенсивности амидны х полос м ож н о  ис
следовать  структуру белка. О сновная  трудность при этом 
закл ю ч ается  в учете сом нож ителей  в уравнении Б угера  — 
Л а м б е р т а  — Б ер а .  К роме того нуж но найти такую  полосу 
в спектре, интенсивность которой достаточно отли чал ась  бы 
д ля  р азн ы х  конформ аций. В этом  отношении н аи более  и зу 
чена полоса А м ид  I. —

Д л я  полосы А м ид  I частоты характеристических  коле
баний значительно  отли чаю тся  д л я  разны х конформаций. 
Е щ е  важ н о  то, что при дей терозам ещ ении  полоса А м ид  I 
не изменяет  своего полож ения, тогда  ка к  полоса А мид II 
сдвигается  в сторону низких частот. Это позволяет  изучать 
слож ны й контур А мид I при налож ен ии  х ар актер и сти ч ес
ких колебаний от  нескольких структурны х форм.

П р о в е р к а  х а р а к т е р и с т и ч н о с т и  п о л о с ы .  
П ри использовании дипептидов с р азли чн ы м и  р а д и к а л а м и

214



полоса А м и д  I изм енялась , не больш е чем на 10%. Б ы ли  
вычислены значения v, е, полуш ирина полосы А м ид  I д л я  
дипептида  с незаряж ен н ы м и  концевыми группам и (аналог  
состояния  в белке) на  основании спектров д ля  N H 3+ и 
ОО О - . Д л я  полосы А м ид  I были изучены в к л а д ы  р а зл и ч 
ных структурны х форм. О сновная  трудность при этом 
закл ю ч ается  в невозмож ности получения чистой уп орядо
ченной структурной формы. Н екоторы е синтетические по
липептиды  (наприм ер, поли-у-бензи лглутам ат)  могут о б р а 
зовы вать  'структурную  форму с  100% -м содерж анием  
а-спиралей . И спользуя  эту систему в качестве стан дар та ,  
каким -ни будь  другим  методом определяю т содерж ан и е  
а -сп и ральи ы х  участков в исследуемом белке. З а т е м  проводят  
оценку со д е р ж а н и я  (3- и неупорядоченной конформаций.

Суть метода состоит в следую щем. С ним аю т ИК-спектр 
«реперных» полипептидов или белков в неупорядоченной и 
(З-конформациях. И сходя  из этих д ан н ы х  (табл . 11), вычис
л яю т  коэффициенты  м олярной экстинкции соответствую 
щ их конформаций.

Т а б л и ц а  11. П арам етры  полосы Амид I

К о м п о н е н т ы  п ол осы  
Амид I Ч а с т о т а ,  см  1

Полуширина,
- 1

см

Е , м
л -м о л ь —Т е м - 1

. _ Н еупорядоченное состояние

VI 1650 45 • 350
V2 1675 25 60

{3-Конформация
V, 1620 19 1000
V2 1690 10 250

а-Спираль
'  V 1636 37 460

И сходя из предполож ения, что разн ы е  типы ко н ф о р м а
ций вносят независимы й в к л а д  в интенсивность соответст
вую щ ей спектральной  полосы и пользуясь  законом  Б у ге 
ра  — Л а м б е р т а  — Б ер а ,  вы числяю т содерж ан и е  неуп оря
доченной и p-конформ аций в исследуемом белке. Н апример , 
при определении коэф ф иц иента  поглощ ения растворов  
ф иброина ш елка  Bomb ух т о п  из спек тра  (рис. 98) был 
вы делен  контур полосы с м аксим ум ом  при 1650 см-1 , при
н а д л е ж а щ и й  неупорядоченной конформации» Р азностны й
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Рис. 98. Коэф фициент поглощ ения растворов ф иброина ш елка Вош Ьух 

m ori в тяж елой  воде (по Ю. Н. Ч иргадзе, 1973): 
а — в  н еу п о р я д о ч е н н о й  к о н ф о р м а ц и и ; б  —  ч асти ч н о  в в и д е  Р -к о н ф о р м ац и и , К о н 
ц е н т р а ц и я  б ел к а  — 1%, с о д е р ж а н и е  Р -к о н ф о р м ац и и  40% . З в е зд о ч к о й  в о б л аст и  
1500— 1620 с м - 1 о тм е ч ен  в к л а д  в п о гл о щ ен и е  б о к о в ы х  гр у п п  а м и н о к и сл о т н ы х  о с т а 

т к о в  т и р о зи н а , а с п а р а ги н о в о й  и гл у т ам и н о в о й  ки сл от.

спектр с м аксим ум ом  при 1620 см-1 оп ределял  в к л а д  р-кон- 
ф орм ац ии  в полосу поглощ ения. П о  интенсивности полос 
при 1620 cm- 1 и 1650 см-1 , пользуясь  дан н ы м и  табл . 11, м о ж 
но вычислить содерж ан и е  неупорядоченной и (З-конформа- 
ций в составе  фиброина ш елка.

К а к  видим из табл . 11, наи больш ую  чувствительность м е
тод  И К -спектроскопии имеет к  определению  р-конформа- 
ции в составе  белков (ei62o =  Ю00 л - м о л ь - 1 -см-1 ). О тноси
тельн ая  погрешность определения —  5— 10%.

И з у ч е н и е  с т р у к т у р ы  г л о б у л я р н ы х  б е л 
к о в .  Трудности, встречаю щ иеся при этом, следую щ ие:

1) м олекула  белка  содерж и т  все три типа ко н ф о р м а
ций, которые к тому ж е  могут быть д еф орм ирован ы ;

2) поглощение боковых групп д ае т  в к л а д  в И К -спектр , 
которы й трудно учесть;

3) исследования  надо проводить в водных растворах ;
4) протоны, н аходящ и еся  внутри белковой глобулы, с 

трудом  зам ещ аю тся  на дейтерий.
Вследствие этих трудностей кон ф орм ац ию  белка  в И К - 

спектроскопии изучаю т используя данны е не только  о п а р а 
м етрах  полосы А мид I, но т а к ж е  дан н ы е  и о други х  
полосах И К -спектров  белков.

И К-спектроскопия нуклеиновых кислот. И н ф о р м а ти в 
ность И К-спектроскопии д ля  изучения структуры  нуклеино
вых кислот меньше, чем д л я  белков. Основные причины 
закл ю ч аю тся  в м алой  характеристичности  полосы, т а к  к а к
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больш инство н орм альны х колебаний —  скелетные, а т а к ж е  
в слож н ости  структурной ф орм улы  азотистых оснований по 
сравнению  с пептидной группой. Это приводит к тому, что в 
спектре  нуклеиновых кислот п роявляется  не одна, к а к  у 
белков, а несколько х ар актер н ы х  групп, которые н а к л а д ы 
ваю тся друг  на  друга.

П а р а м е тр ы  И К -сп ектров  нуклеиновых кислот приведе
ны в табл .  12.

Т а б л и ц а  12. ИК-спектры нуклеиновых кислот

Ч а с т о т ы ,
-1см

О б о зн а ч е н и я  

к о л е б а н и й  1
О т н е с е н и е  к о л е б а н и й

• V

( v (O H ) H 20 ,  сахар
v (N f i) Азотистые основания

1 v (C H ) С ахар  и основания

v (C  =  0 )  1
v (C  =  N)
v ( C - C ) О снования, смеш анные колеба
6 (N H ) ния

d (H O H ) Н 20
v ( P 0 2- ) Антисимметричное, валентное
v ( P 0 2- ) Симметричное, валентное
v(C O ) С ахар

v (P O ) Ф осфат
v (C O ) -С ахар
t (N H ) О снования, неплоское, деф ор

мационное колебание

С келетные деформ ации

2 8 0 0 -3 5 0 0

1 5 0 0 -1 8 0 0

~1200
1 0 0 0 -1 1 0 0

7 0 0 -1 0 0 0

3 0 0 -6 0 0

1 V —  В алентны е, б и т  —  деформационные колебания.

§  22. Л Ю М ИН ЕСЦ ЕНЦИЯ

Энергия фотона, поглощенного веществом, переходит во 
внутреннюю энергию возбуж дения  молекулы. Процесс  по 
глощ ения и диссипации энергии м ож ет  происходить в 
чрезвы чайно  короткие, но изм ери м ы е пром еж утки  времени. 
П роцесс  поглощ ения происходит за  врем я  порядка  ЧО-15 с, 
а естественное врем я ж и зн и  возбуж денны х jt— „я*- и 
п — >л*-состояний со став л я ет  примерно 10-9— Ю-6 с. П о 
г л о щ а е м а я  энергия м о ж ет  расходоваться  молекулой  р а з 
личны ми способами:

1) радиационны м  (и зл у ч а те л ь н ы м ):

М* — >Мо +  /IV,

где h v  —  кван т  излучения (лю м инесценции), М*, М 0 — мо
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леку л а  в возбуж денном  и основном состоян иях  соответст
венно;

2) безизлучательны м : *

М * — *■ Мо +  теплота.

П ри этом  энергия поглощ енного ф отона  переходит во 
внутреннюю колебательную  энергию  молекулы . В озм ож н а 
т а к ж е  внутренняя  конверсия — вн утрим олекулярны й без- 
радиационны й переход м еж д у  ради ацион ны м и уровнями 
одинаковой мультиплетности (синглет „с и н глет, тр и п 
лет— ►триплет). В озм ож н а  т а к ж е  интерком бин ацион ная  
конверсия —  вн утрим олекулярны й безрадиац ионн ы й пере
ход  м е ж д у  электронны м и уровн ям и  и различ ной  м ульти 
плетности (синглет—•"триплет, триплет— ^си нглет) ;

3) расходование энергии электронного  возб уж д ен и я  на 
химические превращ ения . Эту область  превращ ен и я  э н ер 
гии изучает  фотохимия;

4) миграция энергии возбуж дения  на соседние м олекулы 1 
и д альн ейш ее  расходован ие  ее перечисленными вы ш е т р е 
мя способами.

Рассм отри м  схему, поясняю щ ую  механизм  возни кн ове
ния лю минесценции (рис. 99).

М олекула  о б л а д а е т  двумя систем ам и энергетических 
уровней: синглетпыми и триплетными. Д о  поглощ ения к в а н 
та  света м олекула  находится  в основном невозбуж денном  
состоянии 5 0. П оглощ ение к ван та  света  приводит к перехо
д у  м олекулы  на один из синглетиых возбуж ден н ы х  у р о в 
ней S i ,  S 2, ..., S n на один из колебательн ы х  подуровней, 
определяем ы й правилом  Ф р ан к а  —  Кондона. Совокупность 
этих энергетических переходов определяет  электронны й 
спектр поглощ ения молекулы. В рем я  ж и зн и  возбуж денного  
состояния хотя и мало, но значительно  больш е времени 
внутренней конверсии. П оэтому за  время, много меньш ее 
времени ж и зн и  возбуж денного  -состояния, м олекула  о к а 
ж ется  на нижнем колебательном  подуровне возбуж денного  
синглетного уровця  S] независимо от того, на какой  эн ерге
тический уровень перевел м олекулу  поглощ енный фотон 
(S 2, S 3, ..., S n) . И злучение поэтому возм ож н о  лиш ь в соот
ветствии с переходом S ]—>S0, тако е  излучение н азы вается  
ф л у о р е с ц е н ц и е й .

М ногие м олекулы  (в том числе белки и нуклеиновые 
кислоты) о б л а д а ю т  системой триплетны х энергетических 
уровней. З а  время ж изни возбуж денного  состояния в озм о
ж ен  переход м олекулы  из синглетного па триплетны й 
энергетический уровень (ин терком бин ацион ная  кон версия) .  
П ереходы из триплетного состояния в основное запрещ ены
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Второй синглет

Первый триплет^

= V ь° .  Основное состояние
Основное состояние

Рис. 99. С хема, поясняю щ ая механизм  возникновения люминесценции
(по А. П. Головиной и Л . В. Л евш ину, 1978):

S n , Тп —  си н гл е т н ы е  и  т р и п л е т н ы е  со с то я н и я ; S n ' ,  Гп '  — к о л е б а т е л ь н ы е  с о с то 
я н и я  си н гл е т н ы х  и  т р и п л е т н ы х  у р о в н е й ; ВК — в н у т р е н н я я  к о н в ер с и я ; ИҚҚ — 

и н тер ко -м б и н ац и о н н ая  к о н в е р с и я  (->) — б е з н зл у ч а т е л ь н ы е  п ер е х о д ы .

в соответствии с п р ави лам и  отбора квантовой механики. 
О д н ако  это не означ ает , что они вообщ е не происходят; 
просто вероятности т ак и х  переходов очень м алы . П оэтому 
врем я ж и зн и  триплетного  ^состояния велико (от м иллисе
кунд  до нескольких секу н д) .  И злучение, связанное  с пере
ходом Т i-hSq, н азы вается  ф о с ф о р е с ц е н ц и е й .  Т аки м  
образом , основное р азл и ч и е  м еж д у  этими двумя видами 
люминесценции связано  с различием  времени ж и зн и  в о з 
буж денного  состояния: Т ф л « Ю -8— 10~9 с, ТфОс ф ~ 1 0 _ 3 с — 
единицы секунд.

С ущ ествует т а к ж е  з а м е д л е н н а я  ф л у о р е с ц е н 
ц и я ,  при которой излучение происходит с первого синглет-
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ного возбуж денного  уровня  и, следовательно, по спектру 
с о вп ад ает  с флуоресценцией, но врем я  ж и зн и  значительно 
больше. Возникновение зам едленн ой  ф луоресценции мож но 
объяснить  так . П утем  интеркомбинационной конверсии м о 
л ек у л а  переходит в одно из ^ е т а с та б и л ь н ы х  энергетических 
состояний. Это м ож ет  быть триплетны й энергетический 
уровень. Т ак  ка к  переход из м етастаби льного  состояния в 
основное запрещ ен, то м олекула  м ож ет  находиться  в этом 
состоянии достаточно долго. З а  это  врем я  во зб у ж д ен н ая  
м олекула  м ож ет  поглотить ещ е один кван т  энергии, д о ст а 
точный д ля  ее перехода вновь в синглетное возбуж денное 
состояние. И з этого синглетного состояния м олекула  пере
ходит в основное невозбуж денное состояние путем излуче
ния кванта  флуоресценции. И з рис. 99 видим, что д ля  
перехода Т \—,"S1 необходима небольш ая  энергия. З а ч ас ту ю  
д ля  этого достаточно вы сокоэнергетического теплового 
кванта.

С ледует  отметить, что иногда ф осфоресценцию  н а з ы в а 
ю т  м етастабильной , н л ю тр и п л е тн о й ,  флуоресценцией . О д 
н ак о  деление лю минесценции на фосфоресценцию , ф л у о 
ресценцию и зам едлен н ую  флуоресценцию  наи более  упо
требительно.

С ущ ествует ещ е кл асси ф и к ац и я  лю минесценции, осно
ван н ая  на способе перевода м олекулы  из основного в 
возбуж денное  состояние. В с в я з и .с  этим р а зл и ч а ю т  ф о то 
люминесценцию, хемилю минесценцию  (частный случай  — 
биолю м инесценция),  катодолю мииесцеицию , триболю мине- 
сценцию и др. Н и ж е  будут  рассм отрены  законом ерности  
только фотолю минесценции, т. е. излучения энергии, погло 
щенной молекулой в виде к ван та  ультраф и олетового  или 
видимого света.

О сновн ы е характеристики лю м инесценции

С п е к т р  и з л у ч е н и я  — это зависимость  интенсив
ности излучения данного  вещ ества  от длины волны. О п ред е
л яется  величиной кван та  излучения с нулевого к о л еб ател ь 
ного подуровня синглетного возбуж денного  уровня  на один 
из колебательны х подуровней основного состояния (рис. 99) .  
К  основным п ар ам етр ам , х ар актер и зу ю щ и м  спектр излуче
ния, относятся  Ятах —  дли на  волны, при которой н а б л ю д а 
ется м ак си м ал ь н ая  интенсивность излучения, A>.i/2 —  полу
ш ирина спектра.

AXi/2 =  Xi Х2,

где Xi и Яг —  д ли на  волн на кры льях  спектра, при которых
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интенсивность излучения составляет  половину м а к с и м а л ь 
ной интенсивности.

Энергетический и квантовый выходы. Энергетический вы 
ход  т| хар ак тер и зу ет  отнош ение излученной энергии к  пог
лощ ен ной  в течение какого-то  времени, т. е. это отношение 
излученной и поглощ енной мощности:

( 10)
Спогл

П р едп олагается ,  что измерение ведется в стационарном 
реж и м е, т. е. при

К вантовы й выход флуоресценции ср равен  отношению 
числа излученных за  единицу времени кван тов  птп к  числу 
поглощ енных квантов  naQvn:

ср =  ^ицл 
п погл

Следовательно , ср — это вероятность того, что м олекула, 
п оглощ ая  кван т  возбуж даю щ его  света, испустит кван т  и зл у 
чения флуоресценции. Запи ш ем :

■£изл =  / М и з п П и э л ,

£погл =  М’пОГЛ̂ ПОГЛ,

^ _  Етл __ ^ 7нзл^изл _
■^ПОГЛ Ь ^ П О Г Л П П О Г Л

Отсюда

г, =  ? - ^ - Л , .  ( 1 1 )  .

'п о г л

Д л и тельн ость  люминесценции. Д л я  характеристики  д л и 
тельности люминесценции введем обозначения: р  — в е р о я т 
ность излучения кван та  одной молекулой за  единицу вр ем е
ни, п  —  число возбуж ден н ы х  молекул. Тогда за  врем я  d t  со
верш ится p n d t  ради ацион ны х переходов.

Т а к  ка к  один акт  излучения означает  переход одной м о 
леку л ы  из возбуж денного  в невозбуж денное  состояние, то 
убы ль возбуж денны х м олекул d n  за  врем я  d t  составит:

dn— —pndt,

. ■ И
In л —  Inc =  — p t. {*) ч

О пределим  постоянную интегрирования с, д л я  чего при
мем н ач аль н ы е  условия  t =  0. Тогда l r m =  +  lnc, т. е. с = п  
при / = 0 ,  или с = п 0.
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Потенцируя уравнение (*) , получим:

п =  Лоб- p t .

Обозначив то =  1 /р , получим:

п =  п0е - 1/\  (12)

где то —  естественное врем я ж и зн и  возбуж денного  состоя
ния молекулы , т. е. время, в течение которого число в о зб у ж 
денны х м олекул  ум еньш ится в е  ( 2,72) раз ;  т0 является  
м олекулярной  характеристикой  вещ ества  и не зави си т  от 
взаим одействия  со средой, наличия туш ителей и других ф а к 
торов, если они не и зм ен яю т электронной структуры  м о л е 
кулы.

П о ляри зац и я  флуоресценции. К а к  известно, эл ек тр о 
м агнитное излучение п ред ставляет  собой поперечную волну, 
которая  м ож ет  быть описана д вум я  взаимно перпендику
ляр н ы м и  векторам и нап ряж енности  электрического  ( Е )  и 
магнитного (Н )  полей, изм еняю щ ихся  син ф азн о  и п ер п ен д и 
кулярны х к нап равлени ю  распространения  волны. В екторы 
Е  и Н  являю тся  равноп равн ы м и световыми векторам и  и из
меняю тся  синхронно, но д л я  спектроскопии имеет в аж н о е  
значение электрически й 'вектор .

Е сли  при распространении  световой волны лю бое 
н ап равлен и е  электрического  вектора  в плоскости, п ерп ен ди
кулярной  н ап равлен и ю  распространения  волны, р а в н о в ер о 
ятно, то такой свет н азы вается  н е п о л я  р и з о в а и н ы м. 
Если ж е  колебания  электрического  вектора  происходят  так, 
что проецирую тся на одну линию  в плоскости, перп ен ди ку
лярн ой  нап равлен и ю  распространения  волны, то такой  свет 
н азы вается  л и н е й н о  п о л я р и з о в а н  и ы м. П ростей 
ший излуч атель  всегда испускает  линейно поляризован ны й 
свет, о д н ако  естественный свет ч ащ е  всего неполяризован , 
т а к  к а к  испускается  источниками, состоящ им и из больш ого 
числа хаотически ориентированны х диполей.

П ри возбуж дении  линейно поляри зован н ы м  светом ф л у 
оресценция растворенного вещ ества  т а к ж е  будет частично 
п оляри зован а .  П очем у ж е  молекулы , которы е ориентиро
ваны случайно в растворе, испускаю т п оляризован ны й свет? 
Л ин ейно  поляризован ны м  светом будут во зб у ж д аться  преи
мущественно молекулы, у которых осциллятор  поглощ ения 
ориентирован  в том ж е  н ап равлени и , что и вектор  п о л яр и 
зации (м олекулы  Л ь  рис. 100). М олекулы  Л 2,у  которых ос
циллятор  йоглощ ения перп ен ди кулярен  электрическом у 
вектору в озб уж д аю щ его  света, во зб у ж д аться  не будет. М о 
лекулы  Лз имею т промеж уточную  вероятность поглотить
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Линейно поляризованный 
свет /

Частично поляризованная 
флуоресценция

/ <

Нювети
сраствором

Рис. 100. С хема возникновения частичной поляризации 
флуоресценции раствора при возбуж дении поляризован

ным светом.

кван т  в озб уж д аю щ его  света. В р езу л ьтате  в растворе  будут 
возбуж дены  м олекулы  с некоторой преимущ ественной ор и 
ентацией, и, к а к  следствие, ф луоресценция такого  раствора  
будет частично поляри зован а .  В эксперименте обычно ис
пользую т п арам етры , х арактери зую щ и е п оляризац ию  излу
чения: степень поляризац ии  Р ,  анизотропию  г и п о л я р и зац и 
онный спектр.

где  /ц ,  h  — компоненты флуоресценции, поляризован ны е 
соответственно п а р ал л ель н о  и перпендикулярно о с ц и л л я 
тору  излучения.

П оляризаци онны й спектр — это зависимость  степени по
л я р и зац и и  флуоресценции от длины  волны возбуж даю щ его  
света. Если осци лляторы  поглощ ения и испускания н а п р а в 
лены  под углом р друг к другу, то п редельная  степень п о л я 
ризации Р 0 равна:

Ро =  (3 cos2p —  1) / ( c o s 2P +  3) —  д л я  вертикально поляризованного

PJ =  (3 cos2(3 — 1 ) / (7 —cos2P) — для  неполяризованного возбуж даю щ е-

Р ассм о тр и м  предельны е случаи  д л я  уравнений (13) и ( М) .  
Если р =  0, то Р 0 =  Уг; Р '0=  Уз; •
Если р =  л /2 , то Р 0 =  — Уз; Р '  =  — У?.

света; (13)

го света. (14)
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Рис. 101. В заим о
связь  м еж ду  спект
ром поглощ ения ( / )  

и поляризованным 
спектром в о збу ж де
ния флуоресценции 

(2) (по С. П аркеру, 
1972).

3-4

*ЗУМ h- Г П  
« И  ~ И Г  —

Рис. 102. Б лок-схем а спектроф луорим етра;
/  — м о н о х р о м ат о р  в о зб у ж д е н и я ; / /  —  к ю в е тн о е  о т 
д е л е н и е ; I I I  —  м о н о х р о м ат о р  и з л у ч е н и я ; I V  —  о п 
т и ч е с к а я  си с т е м а  и ст о ч н и к а  в о з б у ж д е н и я ; V —  ис
то ч н и к  в о з б у ж д е н и я ; 1 , 3  —  з е р к а л а ;  2  —  и з м е р и 

т е л ь н а я  к ю в е т а ; 4—8  — в с п о м о га т е л ь н ы е  узл ы .

П р едп олож и м , что вещ ество имеет две  полосы в спектре 
поглощ ения. Д л я  первой полосы поглощ ения осци лляторы  
поглощ ения и излучения п ар ал л ель н ы , а д л я  второй поло
сы —  перп ен ди кулярны  друг другу. С пектр поглощ ения это 
го вещ ества  и его п оляризован ны й по возбуж дению  спектр 
приведены на рис. 101. И з этого рисунка  м ож н о  сдел ать  
важ н ы й  вывод: по поляризован ны м  спек трам  м ож н о у с т а 
новить наличие перекры ваю щ и хся  полос поглощ ения, д ля  
которых не совп адаю т  н ап равлен и я  осци лляторов  погло
щения. Кроме того,- определив  эк сперим ентально  Р 0 или 
Р '  , м ож н о из уравнени я  (13) или (14) определить  р.

Техника эксперим ента

Рассм отри м  блок-схему сп ек троф луорим етра  (рис. 102). 
Свет от источника света  V  ф окусируется  на  входной щ ели 
монохром атора возбуж дения  / .  М онохром атическое и зл у 
чение н ап р ав л я ется  зер к ал о м  1 на изм ерительную  кю вету  2.- 
Ф луоресценция собирается  и фокусируется  зе р к а л о м  3 на 
входной щ ели м онохром атора  излучения I I I . К онструкция 
предусм атривает ' р а звер тку  по спектру в озб уж д аю щ его  
света  при фиксированной д ли не  волны излучения; при этом
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регистрируется  спектр возбуж дения  исследуемого вещ ества. 
В о зм о ж н а  т а к ж е  р а зв е р т к а  по спектру света флуоресценции 
при ф иксированной длине волны  в озб уж д аю щ его  света; при 
этом регистрируется  спектр флуоресценции исследуемого 
вещ ества. Р а з в е р т к а  осущ ествляется  синхронными д ви гате 
л ям и  4  м онохром аторов  возбуж дения  I  и излучения I I I .  
Р еги страц и я  флуоресценции осущ ествляется  ФЭУ, з а 
тем усиливается  и зап и сы вается  регистрирую щ им устрой
ством.

В озм ож н ы  д ва  основных р еж и м а  регистрации фототока:* 
р еж и м  измерения постоянного тока  и р еж и м  счета им п уль
сов. В реж и м е  измерения постоянного тока  анодны й ток 
ф отоэлектронного  ум н о ж и тел я  усиливается  усилителем 
постоянного тока, выход которого подклю чается  к  сам опи
ш ущ ем у устройству. В реж и м е  счета импульсов импульсы 
ф ототока в н ач але  усиливаю тся  импульсным усилителем  и 
подаю тся  на вход интегрирую щ его устройства. И нтегратор  
преобразует  частоту  импульсов входного сигнала  в уровень 
постоянного н ап р яж ен и я ,  который регистрируется  сам оп и 
ш ущим регистратором .

И мпульсны й р еж и м  регистрации имеет р яд  преимущ еств 
перед реж и м ом  постоянного тока, в частности позволяет  
использовать  счетно-реш аю щ ие устройства без дополнитель
ных преобразователей .

Измерение спектров флуоресценции. П ри регистрации 
спектров излучения необходимо учиты вать  спектральную  
чувствительность установки , д л я  чего лю бой спектрофлу- 
ориметр  до лж ен  быть о ткал и б р о ван  по источнику излучения 
с известным энергетическим распределен ием  в спектре. Это 
довольно сл о ж н а я  м етодическая  п роблем а, т а к  как ,  если в 
видимой области  спектра  м о ж н о  в качестве  эталонного  ис
точника исп ользовать  л а м п у  н а к али в ан и я ,  с достаточной 
степенью точности при ним ая  спектр ее излучения близким 
к  спектру излучения абсолю тно черного тела , то д л я  УФ- 
области  спектра таких источников не существует. Ч асто  ис
пользую т д л я  калибровки  спектром етра  в УФ -области  спект
ра  водородную или дейтериевую  лам пы .

Измерение квантового выхода флуоресценции. С ледует  
р азл и ч ать  измерение абсолю тного и относительного к в ан то 
вых выходов' флуоресценции. И зм ерение  первого св язан о  со 
значительны м и методическими трудностями, т а к  к а к  необ
ходимо сравнить  скорость поглощ ения в озб уж д аю щ его  све 
та  со скоростью испускания флуоресценции при всех дли н ах  
волн й во всех нап равлени ях . О б ы чн ая  относительная  по
грешность этих  м етодов 5— 10%. В качестве  эффективного  
способа измерения абсолю тного квантового  вы хода  ф луоре
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сценции н азовем  метод  В ебера и Тила, которы е сравнили 
интенсивность флуоресценции исследуемого вещ ества  с и н 
тенсивностью в озб уж д аю щ его  света, рассеиваем ого  р аств о 
ром гликогена известной оптической плотности. Н а  практике 
часто бы вает  достаточно измерить относительный квантовый 
выход, т. е. отнош ение кван товы х выходов флуоресценции 
исследуемого вещ ества  в эксперим ентальны х и эталонны х 
условиях, или отнош ение кван товы х  выходов исследуемого 
и эталонного  вещества.

Отнош ение интенсивности флуоресценции двух  веществ 
равно:

^2 __ ^2 _  ?2 . Р-2 
5 ,  <р1 D ,  *

где Ғ 2, Л  — интенсивность ф луоресценции; S 2 S , — п лощ адь  
под спектрам и флуоресценции; ф 2 , ф 1 — кван товы е выходы 
флуоресценции; D 2, D\ — оптическая  плотность преп аратов  
на д ли не  волны в озб уж д аю щ его  света.
. Таки м  образом , чтобы изм ерить  относительный кв ан то 
вый выход флуоресценции исследуемого вещ ества фгЛрь н а 
до  зн ать  интенсивность флуоресценции, равную  площ ади  
под спектром флуоресценции, и оптическую плотность ис
следуем ы х препаратов . Все эти величины мож но изм ерить  с 
высокой точностью. Н а  п ракти ке  часто использую т не пло
щ ад ь  под спектрами флуоресценции, а значения  м а к с и м а л ь 
ных интенсивностей флуоресценции в спектре. В табл .  13 
приведены значения  квантового  выхода флуоресценции д ля  
некоторых веществ, которы е м ож н о исп ользовать  в ‘кач ест 
ве эталонных.

И змерение степени поляризации. Д л я  поляризац ионн ы х 
измерений обычно в схем у ф луори м етра  (рис. 102) вводят  
поляризац ионн ы е призмы — поляризатор  в к а н а л  в о зб у ж 
дения и ан ал и зато р  в кан ал  излучения.

Степень поляризац ии  Р  равн а :

Р =  /„/(/„+/„), (15)
где  1п и / и — поляризован ны е  и н еп оляризован ны е ком по
ненты. М акси м альн ы й  и м иним альны й сигналы , регистри
руемые ф отоум нож ителем , равны:

/ m a x  —  / п  +  / н  / 2 ;

/ m i n  =  / н / 2 ;

р   / m a x  / m l n  ( I Q )

,  /max +  /  mli\

Т аки м  образом , д ля  измерения степени поляризац ии
ф луоресценции достаточно измерить интенсивность флуоре-
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Т а б л и ц а  13. Значения квантового вы хода флуоресценции для р а з 
личных вещ еств (по С. П аркеру)

В е щ е с т в о Р а с т в о р и т е л ь М етод

Д л и н а  
в ол н ы  

в о з б у ж д е 
н и я , нм

V

Л ценафтен Э танол Аа (0,30) 313 0,39
Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) 303 0,60

А кридиновый Э танол Аа (0,30) 366 0,46
оранж евы й с НС1
А нтрацен Бензол Абсолютн. 366 0,26

То ж е То ж е 366 0,29
» X (0,55) 366 0,24

Э танол Абсолютн. 366 0,27
То ж е То ж е 254 0,30

» X (0,55) 366 , 0,30
» X (0,55) 366 0,30

Гекеан Абсолютн. 254 0,31
То ж е X (0,55) 366 0,29
Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) 254 0,36

А нтраниловая ки Б ензол Абсолютн. 366 0.58
слота Э танол То ж е 366 0,59
1,2-Бензантрацен То ж е Аа (0,30) 366 0,20
Б ензол » Аа (0,30) 248 0,04

Ц иклогексан Д Ф А  (0,1) 254 0,07
Б ен з-(а )-п и р ен Э танол Аа (0,30) 366 0,42
Х лороф илл а То ж е Абсолютн. 644 0,23

М етанол То ж е 644 0,23
То ж е » 0,24
Эфир Абсолютн. 644 0,32
То ж е То же 0,24

Хлорофилл Ь Э танол » 644 0,10
М етанол » 644 0,10
То ж е » 0,06
Эфир » 644 0,12
То же » 0,11

Хризен Э танол Аа (0,30) 313 0,17
Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) 313 0,14

9, 10-Диметил-
л  Н Т П  Я 1! Л Н

Э танол Аа (0,30) 366 0,89
d n 1 p d U v n

9, 10-Дифенил- Бензол Абсолютн. 366 0,84
атрацен То ж е X (0,55) 366 0,81

» Аа (0,24) 366 0,80
Э танол Абсолютн. 366 0,81
То ж е X (0,55) 366 0,76

» Аа (0,29) 366 • 1,0
» Аа (0,30) 366 0,89

Эозин Вода Абсолютн. 366 0,16
'» Водный N aO H То ж е 366 0,19

То ж е Р Б  (0,73) 467 0,23
» Р Б  (0,73) 492 0,21

Р Б  (0,73) 366 0,23
Ф луорантен Э танол Аа (0,30) 366 0,21
Ф луорен То ж е Абсолютн. 254 0,54

?
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П р о д о л ж е н и е  т а б л .  13

Д л и н а

В ещ ество Р а с т в о р и т е л ь М етод
волны  

в о з б у ж 
д е н и я , нм

9 /  /

Гексан То ж е 254 0,54
Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) 265 0.80

Ф луоресцеин Водный N aOH Абсолютн. 366 0,92
То ж е То ж е 436 0,79

» 0,84
» » 0,85
» » 0,85
» Р Б  (0,73) 467

или
492

0,85

1-М етоксинафта- Этанол Аа (0,30) 313 0,53
лин

1,01N -Метил акр и дн- В ода Абсолютн. 366
нийхлорид

336 0,242-М етилантрацен Э танол Ав (0,29)
9-М етилантрацен То ж е Аа (0,30) 366 0,33

» А„ (0,29) 366 0,38
Ц иклогексан Д Ф А  (1.0) 254 0,35

Н аф талин Э танол Абсолютн. 254 0 ,12
То ж е Аа (0,30) 313 0,21
Гексан Абсолютн. 254 0 ,1 0
Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) 265 0,23

2-Н аф тилам ин Б ензол Абсолютн. 366 0,50
Перилен То ж е То ж е 366 0,89

0,98
Э танол Абсолю тн. ' 366 0,87
Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) 254 0,94

Ф енантрсн Э танол Абсолютн. 254 0,10
Т о ж е Аа (0,30) 313 0,13

Фенол » Аа (0,30) 248 0,16
В ода Абсолю тн. 254 0 ,22
Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) 265 0,08

9-Ф енилантрацен Э танол 
То ж е

Аа (0,30) 
Ав (0,29)

366
366

0,49
0.52

И зопропанол X (0,55) 366 0,46
Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) 365 0,49

П роф лавина хлор- Э танол Аа (0,30) 3 6 6 - 0,40
гидрат
Пирен То ж е Аа (0,30) 313 0,72

Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) 313 0,32
Хинина гидро 1,0 н. р ас  Абсолютн. 366 0,55
сульф ат твор H 2SO 4

То ж е 535 0,97Родам ин Б Э танол
То ж е X (0,55) 366 0,73

Рубрен к-Г ептан Абсолютн. 436 1,02
Тионин 0,1 н. рас Р Б  (0,73) 546 0,02

твор H 2SO 4
254 0,23Толуол Гексан • / —

Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) 265 0,17



П р о д о л ж е н и е  т а б л .  13

Д л и н а

В ещ ест в о Р а с т в о р и т е л ь М ето д в о з б у ж 
д ен и я , нм

V/

Трифенилен Э танол Аа (0,30) 313 0,09
Ц иклогексан Д Ф А  (1,0) • 265 0,08

П  р и м е ч а н и е. Значения, приведенные в столбце 3, относятся к 
следую щ им стандартны м  растворам : Аа —  антрацен в этаноле, Ав —  а н 
трацен в бензоле, Д Ф А  — 9, 10-днф енилантрацен ' в циклогексане, X — 
гидросульф ат хинина в разбавленной  I-I2SO 4 , Р Б  — родам ин Б в этан о 
ле; фу —  абсолю тный квантовы й выход.

сценции при двух  п олож ен иях  п о л яр и зато р а  и а н ал и зато р а ,  
соответствую щ их м акси м альн ом у  и мин им альном у си гн а
л а м  флуоресценции.

, И зм ерение времени ж и зн и  возбуж денного  состояния. 
В ремя ж и зн и  триплетного  возбуж денного  состояния (от 
миллисекун д  до  секунд) м о ж ет  быть легко  измерено, в то 
врем я к а к  д л я  измерения времени ж и зн и  синглетного воз
буж денного  состояния (в нан осекундах)  нуж ны  специальны е 
методические приемы.

В рем я  ж и зн и  синглетного возбуж денного  состояния из
меряется  приборами, которые назы ваю тся  ф луором етрам и  
(в отличие от ф луорим етров , и зм еряю щ их интенсивность 
флуоресц ен ции ). Сущ ествую т д ва  основных метода флуоро- 
метрии. 4

В основе прим енения  м е т о д а  ф а з о в о й  ф л у -  
о р о м е т р и и л е ж и т  следую щ ий принцип: если промоду- 
ли р о вать  во зб у ж д аю щ и й  свет с определенной частотой, то ' 

■ лю минесценция будет т а к ж е  п ром одулирована  с той ж е  
частотой. О д н ако  м еж д у  во зб у ж д аю щ и м  светом и излучени
ем появится ф азовы й  сдвиг, связанны й с временем ж изни 
возбуж денного  состояния соотношением:

tg v  =  он, . (17)

где ф — ф азовы й сдвиг; т — врем я ж и зн и  возбуж денного  
состояния; со — круговая  частота , р а в н а я  2 л /  ( /  — частота  
м одуляц и и ).

С ледовательно , измерив tgcp, м ож н о вычислить т. О днако  
р еал и зо в ать  принцип ф азовой  ф луором етрии очень слож но 
вследствие того, что из-за  м алого  значения  т  д а ж е  зн а ч и 
тельн ая  частота  модуляции приводит к м алы м  ф азовы м  
сдвигам , д л я  измерения которых нуж ны  слож ны е эл ек тр о н 
ные устройства. Д л я  применения высокой частоты модуля-
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ции требую тся вы сокоскоростные оптические затворы . От 
у казан н ы х  недостатков  свободен второй метод.

И д ея  м етода и м п у л ь с н о й  ф л у о р о м е т р и  и т а к 
ж е  неслож на. Если подать д л я  возб уж д ен и я  люминесценции 
об р азц а  импульс света, а после его окончания и зм ерять  и з 
менение интенсивности флуоресценции во времени, то это '  
изменение будет происходить по экспоненц иальном у закону. 
З ар еги стр и р о вав  затухан и е  флуоресценции, м ож н о вы чис
лить  постоянную, которая  р ав н а  времени ж и зн и  в о зб у ж д ен 
ного состояния в соответствии с .уравнением  (12). В аж н о е  
п ри кладн ое  значение измерения кривой зату х ан и я  л ю м и н е
сценции состоит в том, что в случае, если эта  к р и в ая  имеет 
слож ную  ф орму, ее м ож н о р азл о ж и ть  на экспоненциальны е 
составляю щ ие. П ри этом количество составляю щ и х  со 
ответствует количеству гетерогенных лю м инесцирую щ их 
центров в исследуемом веществе. В настоящ ее  .вр ем я ,  в 
связи  с развитием  лазерной  техники и созданием  им пульс
ных л азеров ,  имею щих дли тельн ость  световых импульсов 
п о р яд ка  наносекунд и д а ж е  пикосекунд, м етод  импульсной 
ф луором етрии стал  основным методом д ля  изм ерени я  в р е 
мени ж и зн и  возбуж денного  состояния молекулы.

О сновны е законы  лю м инесценции

Независимость спектров люминесценции от длины вол
ны возбужденного света. Ф и зическая  природа этого за к о н а  
подробно описана выше. О на основана на  том, что излучение 
идет всегда с низшего возбуж денного  синглетного уровня  
независимо от того, на  какой  энергетический уровень пере
ш ла  м о лекула  после поглощ ения кван та  возб уж д ен и я  (см. 
рис. 99) .  С ледует  отметить, что прави ло  независимости 
спектров излучения соблю дается  д л я  сложных, м ногоатом 
ных молекул. Д л я  атомов и простых м олекул  в спектре  и з 
лучения могут быть отмечены полосы, соответствую щ ие 
переходам  м еж д у  р азличны м и синглетными уровням и  и, 
следовательно, их спектры будут зависеть  от величины по
глощенного кванта.

Закон Стокса. П р ави л о ,  согласно котором у свет л ю м и не
сценции всегда имеет больш ую  дли н у  волны, чем поглощ ен
ный в озбуж даю щ и й  свет, н азы вается  з а к о н о м  С т о к с а .

Ф изическая  интерп ретаци я  зако н а  С токса  основана  на 
том, что м олекула  м о ж ет  поглотить кван т  энергии, соответ
ствую щ ий лю бом у  из переходов S 0-+ S n, но излучение всег
д а  соответствует переходу S i— ’•S0. .С ледовательно , вели ч и 
на поглощ енного кван та  больш е величины кван та  излучен
ного, й поэтому спектр излучения м олекулы  д о л ж е н  л е ж а т ь
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в более длинноволновой области, чем ее спектр поглощ ения. 
О д н ако  практически  спектры излучения и поглощ ения всег
д а  имею т область  перекры ван ия , т а к  н азы ваем ую  антисток- 
совскую область , в которой дли н а  волны излучения мож ет 
быть меньше дли ны  волны в озб уж д аю щ его  света. Это я в 
ление  связан о  с тем, что переход S 0— •"S, м ож ет  произойти 
с высокого колебательного  уровня S 0 па низший к о л еб ател ь 
ный подуровень уровня  Si. А  излучение м ож ет  произойти с 
высокого колебательного  подуровня уровня S i на низший ко 
л ебательны й подуровень уровня So. В р езу л ьтате  величина 
поглощ енного кван та  будет меньше величины излученного 
кван та . Н а  рис. 99 эти переходы во и зб еж ан и е  перегрузки 
ч ертеж а  не обозначены, но их легко  мож но определить с а 
мостоятельно.

П рави ло  зеркальн ой  симметрии спектров поглощ ения и 
люминесценции (п р ав и л о  Л е в ш и н а ) .  С огласн о  этому п р ави 
лу, норм ированны е (приведенные к  м аксим ум у) спектры 
поглощ ения и лю минесценции, и зоб раж ен н ы е  в функции ч а 
стот, з е р к ал ьн о  симметричны относительно прямой, прохо
д ящ ей  перпендикулярно  к  оси частот  через точку пересече
ния обоих спектров. Это правило справедливо  не д л я  всех 
молекул, и по отклонению  спектров конкретны х веществ от 
п р ав и ла  Л ев ш и н а  мож но судить об энергетическом состо
янии м олекул этих вещ еств . '

Универсальность ф ормы  полос поглощ ения и лю м ине
сценции и универсальное соотношение м е ж д у  спектрам и  по
глощ ения и лю минесценции (соотношение С тепанова) .  
Б. И. С тепановы м бы ла  вы ведена о б щ ая  ф орм ула , описы 
в а ю щ а я  соотношение м еж д у  сп ектрам и  поглощ ения и л ю 
минесценции лю бы х молекул, исходя из общих тер м о д и н а
мических предпосылок:

/ / > т = D i7 ) -v V - ' ,v/*r , (18)

где / v — м ощ ность лю минесценции при частоте  у  (число 
переходов с излучением, отнош ение к  единице в р е м е н и ) ; 
a v — коэф ф иц иент  поглощ ения при частоте у; D ( T ) — п о
стоян ная , за в и с я щ ая  от условий возбуж дения  и тем п ер ату 
ры Т; k  — постоянная  Б ольц м ан а .

П ри выводе этого соотношения Б. И. С тепанов исходил 
из предполож ен ия , что з а  время, меньш ее средней д л и тел ь 
ности возбуж денного  состояния, у стан авли вается  равн овес
ное распределен ие  возбуж денны х м олекул по колебательны м  
уровням  их возбуж денного  электронного состояния в соот
ветствии с температурой окр у ж аю щ ей  среды. В этом случае  
распределен ие  энергии в спектре  лю минесценции исследуе
мых м олекул д о лж н о  совп адать  с распределен ием  энергии
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в спектре их теплового излучения, определяем ого  законом  
Кирхгофа.

С помощ ью соотношения (18) по эксперим ентально  из
меренному спектру  поглощ ения вещ ества  м ож н о вычислить 
контур его полосы теплового испускания, а, следовательно, 
и тож дественны й ему контур полосы лю минесценции. А н а 
логично реш ить и обратную  задачу .

Соотношение (18) имеет важ н ое  практическое значение, 
т а к  к а к  оно теоретически обосновы вает  м алую  и н ф о р м ати в 
ность такого п ар ам етр а ,  ка к  полуш ирина спектра излучения 
и п озволяет  св язать  индивидуальны е свойства молекулы 
ли ш ь  с таким  спектральны м  парам етром , к а к  значение Я ш а х .

• З ак о н  Вавилова. Согласно этому закону, в стоксовской 
области  спектра поглощ ения кван товы й выход ф луоресц ен
ции не зависи т  от длины  волны  во зб у ж д аю щ его  света. 
В антистоксовской области  спектра  поглощ ения квантовы й 
выход флуоресценции быстро ум еньш ается  с увеличением, 
длины  волны. В настоящ ее  врем я сущ ествует  точка зрения, 
согласно которой невыполнение закон а  В ави л о ва  в ан ти 
стоксовской области  спектра поглощ ения не явл яется  уни
версальны м  правилом , а объясн яется  влиянием  м алы х 
количеств гетерогенных поглощ аю щ их центров в основной 
массе  исследуемого вещ ества  (примесей различны х ионных 
форм, ассоциированны х м олекул и д р .) .  П ри исключении 
этих поглощ аю щ их центров квантовы й вы ход  ф луоресц ен 
ции остается  постоянным и д ля  антистоксовской области  
спектра.

Лю минесцентный анализ в биологических исследованиях

- Способность м олекулы  вещ ества  расходовать  часть  по
глощенной энергии в виде излучения, а т а к ж е  п ар ам етр ы  
этого излучения, о т р а ж а ю т  особенности структуры  и зл у ч а 
ющей молекулы . Если поглотивш ая  кван т  света  м олекула  
претерпевает  какие-либо ф изико-химические превращ ен и я  
в возбуж денном  состоянии, то это т а к ж е  н а к л а д ы в а е т  от
печаток на  п ар ам етр ы  ее лю минесценции. И сходя  из этих 
предпосылок, лю минесцентный метод в биологии п ри м ен я
ется д л я  реш ения двух основных зад ач :  изучение прост
ранственной организац ии  биополимеров в растворе  и в 
составе  клеточных структур и выяснение физических м е х а 
низмов ф ундам ен тальны х  биологических процессов (ф ото
синтеза, ф ермен тативн ого  к а т а л и за ,  реакц ий с участием  
р ад и к а л о в  и д р .) .  В состав^ биополимеров вы деляю т  три 
типа излучаю щ их хром оф оров: собственные хромофоры, 
лю минесцирую щ ие хромофоры, присоединенные к  и зу ч а 
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емому объекту с помощью ковалентных связей — люминес
центная «метка», люминесцирующие хромофоры, присоеди
ненные к изучаемому объекту с помощью нековалентных 
связей — люминесцентные «зонды». Объектом люминесцент
ного анализа может быть как молекула биополимера, так  и 
сложное надмолекулярное образование — хлоропласт, р и 
босома, биологическая мембрана, хроматин и др.

Собственная люминесценция белков. Ранее упоминалось, 
что в составе белков основными хромофорами, поглощаю
щими свет в средней и УФ-области, являются ароматичес
кие аминокислоты: триптофан, тирозин, фенилаланин. Д е 
тальные исследования показали, что люминесценция белков 
такж е определяется ароматическими аминокислотами, кото
рые входят в их состав. Тот факт, что люминесценция не 
определяется молекулой белка в целом, а принадлежит 
лишь локальным участкам молекулы, в которых находятся 
ароматические аминокислоты, является предпосылкой вы
сокой информативности применения люминесцентного мето
да для исследования пространственной организации 
белковой молекулы. В самом деле, зная как  то или иное 
изменение условий окружения влияет па параметры люми
несценции, можно по изменению люминесцентных парамет
ров белковой молекулы судить о ее локальных конформаци- 
онных изменениях.

Н а рис. 103 приведены спектры флуоресценции водных 
растворов триптофана, тирозина и фенилаланина. В соот
ветствии с законом Стокса спектры флуоресценции арома
тических аминокислот сдвинуты в более длинноволновую

хот
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Рис. 103. С пектры  флуоресценции вод
ных растворов триптоф ана ( / ) ,  тирози
на {2) и ф енилаланина (3) (по 

Э. А. Бурш тейиу, 1976).

Рис. 104. Влияние pH  на 
квантовы й выход ф луо
ресценции тирозина ( / ) ,  
триптоф ана (2) и мети
лового эф ира М-ацетил- 

триптоф аиа (3).
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область по сравнению со спектрами поглощения тех же 
аминокислот (см. рис. 89).

Т р и п т о ф а  и. При комнатной температуре спектр ф лу
оресценции триптофана имеет максимум примерно при 
350 нм, полуширина спектра около 60 им. Квантовый выход >. 
флуоресценции 0,2 ( p H = 7 ,0 ;  25°С). Спектр в кислой среде 
на 3—4 нм сдвинут в коротковолновую область, а в щ е
лочной среде — в длинноволновую. Квантовый выход флу
оресценции триптофана такж е зависит от pH среды 
(рис. 104).

Усиление флуоресценции при p H = 9 — 10,5 можно объяс
нить диссоциацией аминогруппы, а ослабление при рН =
=  11 — тушащим действием гидроксильных ионов. Тушение 
флуоресценции в кислой среде совпадает с кривой диссо
циации карбоксильной группы (видимо, диссоциация этой’ 
группы и является причиной тушения). В неполярных р ас
творителях происходит сдвиг спектра флуоресценции трип
тофана на 30—40 нм в коротковолновую область, но спектр 
поглощения не изменяется. Поэтому объяснить таксой силь
ный сдвиг можно взаимодействием растворителя с возбу
жденным индольным кольцом триптофана, в результате че
го происходит перестройка электронной структуры этого 
кольца.

Т и р о з и н .  В водном растворе при комнатной темпера
туре тирозин имеет спектр флуоресценции с максимумом 
при 303—304 нм, полушириной 34 нм (рис. 103). Квантовый * 
выход флуоресценции"0,21. Характерной особенностью ф лу
оресценции тирозина является постоянное положение мак
симума спектра при изменении условий окружающей 
среды. В то же время квантовый выход флуоресценции ти
розина изменяется при изменении условий окружающей 
среды (рис. 104).

Ф е н и л а л а н и н. В водных растворах при-комнатной 
температуре фенилаланин обладает характерным спектром 
флуоресценции с максимумами при 275, 282, 289 и 304 нм 
(рис. 103) и квантовым выходом флуоресценции, равным 
0,038—0,045.

При низкой температуре (— 196°С) люминесценция аро
матических аминокислот приобретает ряд характерных осо
бенностей. Спектр флуоресценции триптофана сдвигается 
на 20—30 нм в коротковолновую область. Т акж е в коротко
волновую область сдвинут (на 4—6 нм) спектр флуорес
ценции тирозина. Спектр флуоресценции фенилаланина 
при — 196°С не претерпевает значительных изменений (воз
можен лишь небольшой длинноволновый сдвиг). Н аряду  с 
изменением спектров флуоресценции при — 196°С в спект-
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Рис. 105. Спектры люминесценции 
триптоф ана ( / ) ,  тирозина (2) л 
ф енилаланина (3) при t = — 196°С 

(по Э. А. Бурш тейну, 1976).

Рис. 106. Спектры ф луоресцен
ции белков классов А и В:

1 — зе и н ; 2 — с ы в о р о то ч н ы й  v -гл о 
б у л и н .

рах люминесценции всех ароматических аминокислот появ
ляется интенсивная длинноволновая компонента — спектр 
фосфоресценции (рис. 105).

В зависимости от содержания ароматических аминокис
лот все белки по их люминесцентным свойствам можно р а з 
делить на несколько классов.

Б е л к и  к л а с с а  А (содержат тирозин, фенилала
нин и не содержат триптофан). К этим белкам относятся 
Р Н К а за  А, инсулин, гистоны, зеин, тропомиозин, адрено- 
токсин, малатдегидрогеназа и некоторые другие.

Примером спектров флуоресценции белков класса А мо
ж е т  быть спектр флуоресценции зеина (рис. 106).

Особенностью спектров флуоресценции белков класса А 
является совпадение их максимумов с максимумом спектра 
флуоресценции тирозина (303—304 нм) и отсутствие изме
римого вклада флуоресценции фенилаланина. Однако 
квантовый выход флуоресценции тирозина при включении 
в белок снижается значительно. У большинства белков он 
ниже 0,04 (у Р Н К азы  А — 0,017, инсулина — 0,037), но мо
жет достигать 10— 14% (например, у гистбнов). Максимум 
спектра флуоресценции тирозина при включении в белок, 
а такж е при структурных перестройках белковой молекулы 
не изменяется. Этот факт коррелирует с постоянством поло
жения спектра при изменении условий окружающей среды 
водного раствора тирозина и отраж ает слабое взаимодейст
вие возбужденного фенольного радикала со средой. Умень
шение квантового выхода тирозина при включении в белок, 
вероятно, отраж ает тушащее действие полярных и серусо- 
держащ их радикалов в его микроокружении в составе бел
ковой молекулы.
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Б е л к и  к л а с с а  В (со
держ ат  все три ароматические 
аминокислоты). Большинство 
природных белков относится к 
этому классу. Спектры флуо
ресценции у-глобулина (рис. 
106) могут служить примером 
спектров флуоресценции бел
ков класса В. Интерпретации 
спектральных изменений флуо
ресценции триптофана может 
помочь модельная схема струк
турно-физических зон белко
вой молекулы в растворе, 
предложенная Э. А. Бурштей- 

ном (рис. 107). Н а этой схеме изображена «трехслойная» 
структура белковой глобулы. Область 16 состоит из 'гидро
фобных боковых радикалов аминокислот и обладает низ
кой полярностью. По некоторым данным показатель пре
ломления гидрофобного ядра белковой глобулы равен 1,5— 
1,6. Область 1а содержит большое количество полярных 
групп, подвижность которых резко снижена. Область III 
содержит высокоподвижные полярные группы и находится 
в контакте с молекулами воды, не связанными с.молекулой 
белка. Область I I  содержит полярные группы с низкой под
вижностью, взаимодействующие со связанными молекулами 
воды. Попадание хромофора в описанные структурные об- 
ласти~определяет различное микроокружение хромофора и 
по-разному проявится в его флуоресцентных свойствах. З а 
дача исследователя и состоит в том, чтобы по изменению 
параметров флуоресценции составить представление об 
изменении м икроокруж ения. хромофора, а следователь
но, об особенностях структурных изменений молекулы 
белка.

В спектрах флуоресценции белков класса В можно 
выделить вклад тирозиновых и триптофановых остатков. 
Основной вклад в большинство спектров даю т остатки 
триптофана, что связано с его большей экстинкцией, боль
шим квантовым выходом в составе полипептидной цепи, а 
такж е  с миграцией части поглощенной энергии с остатка 
тирозина на триптофан. Однако с помощью специальных 
методических приемов удалось выделить тирозиновую ком
поненту в спектрах флуоресценции и измерить квантовый 
выход тирозина, который не отличается от квантового вы
хода флуоресценции тирозина в составе белков класса А. 
В отличие от тирозина положение спектра флуоресценции

Рис. 107. М одельная схема 
структурно-физических зон 

белковой молекулы в растворе 
(по Э. А. Бурш тейну, 1976).



триптофана изменяется при его включении в полипептид- 
ную цепь, что отраж ает сильное взаимодействие индольного 
хромофора с окружающей средой. Спектр флуоресценции 
белков класса  В сдвинут на 10— 25 нм в коротковолновую 
область по сравнению со спектром свободного триптофана. 
Опыты с модельными соединениями показали, что коротко
волновый сдвиг спектра флуоресценции триптофана в сос
таве белковой молекулы можно объяснить снижением по
лярности окружения и увеличением жесткости структуры 
при включении триптофана в состав полипептидной цепи. 
Изменения полярности н жесткости окружения триптофана 
могут происходить при локальных структурных изменениях 
молекулы белка, например при переходе триптофана из зо
ны I I I  в зону I I  пли зону /  согласно рис. 107. Кроме того, 
изменение оптических свойств триптофана может происхо
дить при образовании комплексов возбужденного хромофо
ра с окружающими молекулами (эксиплексов). При измене
нии микроокружения изменяется не только положение 
спектра, но и квантовый выход, причем в широких пределах: 
от 0.05 до 0,5.

Б е л к и '  к л а с с а  С (содержат фенилаланин и не со
держ ат тирозин и триптофан). Известно небольшое коли
чество таких б ел ко в — это парвальбумины рыб (рис. 108), 
гепатокупреин лошади, рибосомный белок LTE.coli.

Спектры флуоресценции белков класса С имеют хорошо 
разрешенную тонкую структуру и сдвинуты на 2 им в длин
новолновую область по сравнению со спектрами свободного 
фенилаланина. Белки класса С имеют очень высокий кван
товый выход флуоресценции, который может в 7 раз пре
вышать квантовый выход флуоресценции фенилаланина в 
водном растворе (парвальбумин карпа).

П еренос энергии в молекуле белка. Кроме изменения 
микроокружения, на флуоресценцию хромофоров в составе 
белковой молекулы существенное влияние оказывает меж- 
хромофорная миграция энергии. Например, замена всего 
лишь одного из десяти остатков фенилаланина на тирозин 
в составе парвальбумина приводит к практически полной 
миграции, энергии с остатков фенилаланина на тирозин, в 
результате чего в спектре флуоресценции этого белка про
является только тирозиновая компонента. Наиболее эф ф ек
тивно осуществляется межхромофорный гомо-и гетеропере
нос в направлении: фенилаланнн-кгирозин-кгриптофан. 
Обратный перенос хоть и возможен, но значительно менее 
вероятен.

М е т о д  т у ш е н и я  ф л у о р е с ц е н ц и и .  С. И. В а
вилов выделил два типа тушения флуоресценции.
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Рис. 108. Спектры ф луоресцен
ции парвальбум ина карпа ( / ) ,  
парвальбум ина мерлузы  (2) и 
ф енилаланина (3) при 20°С 
(п) и —  196°С (б) (по

Э. А. Бурш тейну, 1976).
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Рис. 109. С оотнош ение м еж ду  к в ан 
товым выходом р/ро и длительностью  
флуоресценции т /т 0 д л я  различных 
случаев туш ения (по Л . А. Тумерма- 

ну,. 1967):
а  — д л я  ф л у о р е с ц е н ц и и  х л о р о ф и л л а  в 
Б сд н о -с п и р т о в ы х  с м е с я х  (ту ш ен и е  в о д о й ); 
б —  р а с т в о р  х л о р о ф и л л а  в  а ц е т о н е  (т у 

ш е н и е  х и н о н о м ).

1. Тушение I рода — это внутренняя конверсия (превра
щение) энергии электронного возбуждения.

В случае тушения I рода энергия фотона, поглощенного 
молекулой вещества, «мгновенно», т. е. за время, много 
меньшее времени жизни возбужденного состояния, переда
ется по тепловым степеням свободы и молекула оказывается 
в невозбужденном состоянии, но с запасом колебательной 
энергии, которая быстро передается окружающей среде.

2. Тушение II рода, которое происходит в результате 
межмолекулярных взаимодействий за счет:

а) соударения возбужденной молекулы с молекулами 
растворителя или примеси. В этом случае эффективность 
тушения будет определяться диффузией и зависеть от тем
пературы и вязкости среды;

б) индуктивной, (резонансной) миграции энергии.
Экспериментально определить, какой тип тушения (I

или II рода) наблюдается в данном конкретном случае 
можно, сопоставляя изменению квантового выхода флуоре
сценции и времени жизни возбужденного состояния. Тео
ретические предпосылки при этом следующие. По опреде
лению, процесс тушения I рода протекает за время, значи
тельно меньшее времени жизни возбужденного состояния
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(^ < т о ) .  Следовательно, в данный момент в растворе есть 
либо возбужденные либо невозбужденные молекулы. При 
этом экспоненциальный закон затухания флуоресценции не 
изменяется (значит To =  const), но квантовый выход флу
оресценции будет изменяться, так как он определяется 
соотношением количества возбужденных и невозбужденных 
молекул. Следовательно, должно действовать правило: при 
тушении I рода To =  const и не коррелирует с изменением 
квантового выхода.

Н а 'р и с .  109 представлены результаты измерений дли
тельности флуоресценции и квантового выхода флуоресцен
ции хлорофилла при добавлении в водный раствор спирта 
и хинона. Анализируя данные рис. 109 и применяя сфор
мулированное выше правило о корреляции времени жизни 
и квантового выхода флуоресценции, можно сделать вывод, 
что в водно-спиртовых растворах наблюдается тушение 
I рода, а хинон приводит к тушению II рода флуоресценции 
хлорофилла.

Применение метода спектрофотометрического титрова
ния при исследовании белков дало возможность выделить 
в составе белковой молекулы два класса остатков тирозина: 
«недоступных» и «доступных». «Доступность» тирозина 
может быть выявлена такж е химическим методом — иоди
рованием, а «доступность» триптофана — окислением N- 
бромсукцинимидом. Однако применение этих методов всегда 
оставляет открытым вопрос: не изменяется ли структура 
белковой молекулы (а значит и «доступность» хромофора) 
под действием зондирующего агента? Более тонким методом 
изучения «доступности» хромофоров в составе белковой 
молекулы является метод тушения флуоресценции тирозина 
и триптофана низкомолекулярными тушителями. При этом 
происходит тушение II рода, которое описывается уравне
нием Штерна — Фольмера:

F /F q = 1 / ( 1  +  К с) (19), или ф/фо =  1/(1 +  К с), (20)

где FQ, фо — интенсивность и квантовый выход флуоресцен
ции без тушителя; F,  ф — то ж е в присутствии тушителя;
с — концентрация тушителя; К  —  константа тушения.

Чащ е всего уравнение Штерна — Фольмера использует
ся в виде

Q =  /Cc; (21)

где Q = F 0/ F —  1 — эффективность тушения.
Формула (21) справедлива при наличии в растворе од

ной формы флуоресцирующих хромофоров. В случае нали
чия в растворе двух форм хромофоров — «доступных» и
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«недоступных» — тушение флуоресценции будет-подчинять
ся следующему выражению:

л. а»^о - /9 9 Х
I + К г с  +  1 +  ’ -  <22)

где а , и а2 — вклады «доступных» и «недоступных» хромо
форов в суммарную флуоресценцию F q.

Вводя параметр Q, можно записать:

Q =  f 0/ f  — 1 =  f c ' f » +  . (23)
1 +  [a iK - i  - | -  о 2Қ 1)с

При малых концентрациях тушителя

1 ^  {aiKi +  02^г)с К1К2С7.

Следовательно, при малых значениях с график, постро
енный по уравнению (23), представляет собой прямую с 
наклоном, равным {а \К \- \-а 2К 2 ) .

При больших концентрациях тушителя

1 «  {aiK% +  а2К ])с  <  К\К.2С.

Следовательно, при больших значениях с кривая туше
ния может быть аппроксимирована прямой с наклоном, р ав 
ным KxKi! {С1\К2~\~а 2 ^ \ )  •

Изложенные положения являются теоретической предпо
сылкой для использования метода тушения флуоресценции 
для исследования пространственной организации белковой 
молекулы. В качестве тушителей флуоресценции использу
ются многие анионные, катионные л  нейтральные тушители. 
Н а  рис. 110 и 111 приведены данные по тушению флуоре
сценции триптофана и тирозина некоторыми анионными 
тушителями. Графики на рис. ПО и 111 построены в коор
динатах Штерна — Фольмера в соответствии с форму-, 
лой (21). *

Д л я  исследования белков лучшими являются тушители 
1“  и Cs+. Однако, как  следует из уравнения (23), при нали
чии в составе белковой молекулы больше одного флуоре
сцирующего центра график, построенный в координатах 
Ш терна — Фольмера, не может иметь вид прямой линии. 
Действительно (рис. 112), кривая тушения Р Н К азы  анио
нами отличается от прямой линии. Поэтому при исследова
нии белковой флуоресценции часто применяют модифици
рованное уравнение Штерна — Фольмера.

Предположим, что в состав белковой -молекулы входят 
т  хромофоров с константой тушения К, соответствующей 
константе тушения для свободного хромофора, и п  хромо-
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Рис. ПО. Туш ение флуоресценции три 
птоф ана различными анионами (р Н =  
= 7 ,0 , <=25°С, концентрация трипто
ф ана 10-5  М ).  К онцентрация туш и

теля с — м оль/л .

Рис. 111. Туш ение ф л у о 
ресценции тирозина р а з

личными анионами 
(p H = 7 ,0 , /= 2 5 °С , кон

центрация тирозина 
1 0 -5 М ).

форов с К = 0 ,  т. е. полностью «недоступных» молекулам ту
шителя. В этом случае уравнение (23) примет вид:

Q = <z,KiC
1 + a 2/Cic’ 

или, преобразуя уравнение (22),

f 0/ A F =  1 / а ,К ,с + 1 / о „ (24)

где A f = f 0 — F.
В этом случае зависимость Ғ 0/ к Ғ  от 1/с будет вы раж ать

ся прямой линией, для которой наклон равен l /a iK \ .  Эта 
прямая отсекает от оси ординат отрезок, равный l/a i.  Сле-
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Рис. 112. Тушение флуорес- Рис. 113. Тушение флуоресценции
ценции Р Н К азы  анионами Р Н К азы  анионами. Эксперимен-

(р Н = 7 ,0 , /= 2 5 °С ). тальны е данны е те ж е, что и на
рис. 112, но отлож ены  в м одифи
цированны х координ атах  Ш тер

на — Ф ольм ера.»

довательно, построив зависимость в координатах F J A F  и 
1/с, можно получить данные о вкладе «доступных» и «недо
ступных» хромофоров в суммарную флуоресценцию белка.
В качестве примера на рис. 113 приведены те ж е данные, 
что и на рис. 112, но график построен в модифицированных 
координатах Штерна — Фольмера в соответствии с уравне
нием (24).

Напомним, что метод тушения флуоресценции может 
дать важную информацию о наличии и знаке электрическо
го заряда  в микроокружении хромофора. Действительно, 
тот факт, что экспериментальные данные (рис. 113) совпа
дают с теоретическими (уравнение (24)) ,  означает, что для 
заряженных молекул белковая глобула непроницаема. В то 
ж е время гидрофобные молекулы, такие как  молекулярный 
азот или оксид азота, эффективно тушат флуоресценцию 
«недоступных» хромофоров.

И с с л е д о в а н и я  п о л я р и з а ц и и  ф л у о р е с ц е н -  
ц и и. Связь физических характеристик л ю м инее пирующих 
хромофоров со степенью поляризации флуоресценции описы- ' 
вается формулой Перрена — Вавилова:

1/Я  -  1/3 =  (1 /Я 0 -  1/3)(1 +  З т /0 ) ,  (25)

где Р  — степень поляризации флуоресценции; Р 0 — предель-
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Рис. 114. Г раф ик зависи
мости I /Р  от Г/т} для  раст
вора флуоресцеина в гли 

церине.

Рис. 115. Изменение степени 
поляризации флуоресценции 

изоцианата флуоресцеина, 
связанного с глутам ата- 
спартаттрансам иназой  ( / )  и 
Р Н К азо й  (2) (по Л . А. Ту-

м ерману, 1967).

ная степень поляризации; т — длительность возбужденного 
состояния; 0  — время релаксации.

Д л я  сферических частиц

где V — объем частицы (с сольватной оболочкой); ц — вяз
кость раствора; Т  — абсолютная температура; R  — газовая 
постоянная.

Уравнение (25) можно представить в виде:

К ак видим из уравнения (26), 1/Р и Т/ц  связаны линей
ной зависимостью, что подтверждается экспериментальными 
данными (рис. 114).

Таким образом, зная т и построив график \ / P = f (Т /ц ) ,  
можно определить объем флуоресцирующей молекулы. П о
добные измерения дают хорошие результаты для неболь
ших органических молекул. Однако для больших молекул, 
форма которых отличается от сферической, уравнение (25) 
сохраняет свою силу, но время релаксации будет связано 
с физическими характеристиками флуоресцирующей моле
кулы более сложно. Аппроксимируя асимметричные части
цы в виде эллипсоидов, можно построить теоретическую з а 
висимость

(26)

в и л / в о  =  1(а/Ь)
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где ©эл — время релаксации эллипсоида; 0 О — время релак
сации сферической частицы, имеющей тот ж е объем, что и 
эллипсоид; а/Ь —г отношение осей эллипсоида.

Сопоставляя экспериментальные результаты измерения 
времени релаксации с теоретическими, можно оценить асим
метрию частицы.

Анализируя уравнение (26), можно заключить, что из
менение' степени поляризации следует ожидать либо при 
изменении т либо при изменении 0 .  В свою очередь 0  может 
измениться либо за счет изменения объема молекулы либо 
за счет изменения ее асимметрии.

На рис. 115 представлены данные об изменении степени 
поляризации флуоресценции флуоресцентной метки.— изо
цианата флуоресцеина, связанного с глутаматаспартат- 
трансаминазой и РН К азой  при изменении концентрации 
этих белков. Эти результаты можно истолковать как распад 
глутаматаспартаттрансаминазы на две субъединицы. Так 
как  Р Н К азр  состоит из одной полипептидной цепи,-то для 
нее степень поляризации не изменяется при изменении кон
центрации белка.

Ч у в с т в  и . т е л ь н  о с т ь  р а з л и ч н ы х  п а р а м е т р о в  
л ю м и н е с ц е н ц и и  к п р о с т р а н с т в е н н о й  о р г а -  
н и з а ц и и м о л е к у л  б е л к о в .  Такие параметры флуо
ресценции, как  положение спектра Яшах, квантовый выход 
Ф , длительность флуоресценции т и степень поляризации Р  
связаны со структурными перестройками белковой молеку
лы. Д ать  однозначную физическую интерпретацию измене
нию того или иного параметра флуоресценции невозможно. 
Полярность, жесткость среды, а такж е специфические в за 
имодействия хромофоров с молекулами растворителя или 
близлежащими боковыми радикалами приводят к измене
нию всех перечисленных параметров, причем эти изменения 
часто не коррелируют друг с другом. Например, увеличение 
квантового выхода флуоресценции для одних белков может 
сопровождаться коротковолновым, а для других — длинно
волновым сдвигом спектра. Однако неоднозначность физи
ческой интерпретации изменений параметров люминесцен
ции компенсируется высокой чувствительностью метода для 
исследования структурных перестроек молекул белка. В по
добных исследованиях можно измерять любой из флуоре
сцентных параметров (X, ф , т , Р ) ,  н о  чувствительность этих 
параметров к структурным "перестройкам исследуемой мо
лекулы неодинакова. Наибольшей чувствительностью обла
дает положение спектра (Е. А. Черницкий, 1972). Это свя
зано с тем, что чувствительность метода связана с отноше
нием точности измерения к абсолютной величине изменения
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измеряемого параметра. Относительная чувствительность 
различных параметров флуоресценции к структурным изме
нениям белков при денатурации 8 М  раствором мочевины 
следующая (по Е. А. Ч ерницкому):

П арам етры
флуоресценции Ч» ах <? т Р

П огреш ность
измерения

0 ,1 - 0 ,2
нм 196 5% 1 - 3 %

Величина м аксим аль
ного изменения п ар а 
метра 20 нм 5 0 -1 0 0 % 5 0 -1 0 0 % 5 0 %

Ч увствительность п а 
рам етра 0 ,0 0 5 -0 ,0 1 0 ,0 1 -0 ,0 2 0 ,0 5 -0 ,1 0 ,0 2 -0 ,0 6

К ак  видим, наибольшей чувствительностью, к структур
ным изменениям обладает положение спектра. Кроме того, 
измерение спектров легче осуществить экспериментально 
по сравнению с измерением других флуоресцентных п ар а 
метров. Аппаратура для измерения квантового выхода и 
спектров флуоресценции более проста по сравнению с ап
паратурой для измерения поляризации и длительности флу
оресценции. Измерение положения спектров не требует по
стоянного контроля за изменением чувствительности уста
новки, что необходимо при измерении квантового выхода. 
Положение спектра является более стабильной характери
стикой молекулы, чем квантовый выход, так  как на него 
не влияет изменение концентрации, температуры, светорас
сеяния образца. Таким образом, измерение положения спект
ра флуоресценции можно попользовать в качестве теста, 
наиболее чувствительного к изменению конформации белко
вой молекулы. Д л я  белков класса А положение спектра оп
ределяется флуоресценцией тирозина и не изменяется при 
конформационных изменениях молекул этих белков.

Изучение структуры белков методом флуоресцентных 
зондов. Напомним, что флуоресцентные зонды — это малые 
флуоресцирующие молекулы, связанные нековалентно с ис
следуемой молекулой. В зависимости от физико-химической 
природы (анионная, катионная или нейтральная молекула) 
зонд связывается с определенными участками молекулы
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белка и изменяет параметры своей флуоресценции. По из
менению этих параметров можно судить о структуре того 
участка белка, с которым связывается молекула зонда. 
Можно использовать в качестве зонда флуоресцирующую 
модификацию субстрата при исследовании ферментативных 
реакций и по флуоресцентным изменениям изучать меха
низмы образования фермеит-субстратиых комплексов. Но 
чаще всего в качестве зондов используются синтетические 
красители.

Н а  с. 247 приведены структурные формулы некоторых из 
применяемых флуоресцентных зондов, а в табл. 14 и 15 — 
их спектральные параметры.

Н а практике наиболее часто используются зонды 1,8-АНС 
и 2,6-ТНС.

Т а б л и ц а  14. Оптические характеристики флуоресцентны х зондов, 
используемы х для  исследования белков (по Г. Е. Д обрецову)

Сокращение и полное название флуоресцентного зонда
М аксим ум  
поглоще
ния, нм

М акси м ум
излучения,

нм

1,8-АНС (1 -аннлинонаф талин-8-сульф онат) 360 470
2,6-ТН С (2-толуидинонаф талин-6-сульф онат) 350 430
Ф Н А  (М -фсиил-1-нафтиламин)
Д А Н С  (1-днм етилам инонафталин-5-сульф она-

340 410

мид)
ДА Н С -холии (1 - (5-дим етилам инонаф талин-1 -суль-

340 470

фонам идо)-пропан-3-трим етилам м оний)
Д Д П  (1 - (5-дим етилам инонаф талин-1 -сульфона-

340 470

м и д о )-3-N, N -диметиламннопропан) 328 550
—  (М -М етилакрндип) 358 490
М аретин (М -оксинафталим иддиэтилф осфат) 342 400
Б Ф С  (бромфеноловы й синий)
— (Бенгальский розовый (тетраиодтетрахлор-

590 605

флуоресцеин)
Н А Д  • Н 2 (никотин-ам ид-аденин-динуклеотид вос

550 570

становленны й) 340 420
е-АМ Ф  (этенаденозинм оноф осфат) 275 410
е-А Д Ф  (этенаденозиндиф осф ат) 275 410
е-АТФ (этенаденозинтриф осфат) 275 410
— (П иренбутират) 340 376
—  (Ретинол) 330 480
ДМ Х  (4-дим етилам инохалкон) 410 520

При связывании с белковой молекулой изменяются все 
флуооресцентные параметры зонда (Xmax, ф, т, Р ) .  Однако 
обычно измеряют сдвиг Яшах и изменение квантового выхода 
флуоресценции. Квантовый выход флуоресценции многих 
зондов изменяется на несколько порядков при изменении 
микроокружения (табл. 15). Изменение положения Я т а х  и
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Т а б л и ц а  15. К вантовы е выходы и времена ж изни флуоресцентны х 
зондов (по Г. Е. Д обрецову)

> Зонд Среда Квантовый выход Время жизни, не

1,8-АНС Вода 0,0032
Ацетон 0,39 —
н-Бутанол 0,56 —
Сывороточный ал ь 

0,75 16бумин
2,6-ТНС Вода 0,0008 —

Э танол 0 ,5 2 - —
Лецитин — 11— 12

1,5-ДАНС Вода 0,53 — ,

1,5-ДАНС Вода 0,05 4
Сывороточный аль

0,84 22бумин
Ф НА С ывороточный ал ь 

0,4 9.6бумин
М БА Д им етилф орм ам ид 0,67 13
Перилен Лецитин — 5,3

квантового выхода АНС изучено во многих модельных экс
периментах, которые показывают, что при уменьшении по
лярности квантовый выход флуоресценции АНС увеличи
вается, а Ятах смещается в коротковолновую область (рис. 
116). Квантовый выход флуоресценции более чувствителен
К  И З М е н е Н И Ю  П О Л Я Р Н О С Т И  О к р у ж е н и я ,  Ч е м  Я ш а х -

Однако физическая природа изменения квантового вы
хода флуоресценции4менее ясна, чем физическая природа 
сдвига Ятах- Видимо в возбужденном состоянии молекула 
АНС имеет больший дипольный момент и, естественно, з а 
трачивает значительную часть энергии на переориентацию

молекул полярного раство
рителя. В то ж е время не
полярный растворитель ока
зывает меньшее возмуща
ющее действие на возбуж
денную молекулу АНС. В 
результате этого в полярном 
растворителе меньшая часть 
энергии возбуждения расхо
дуется на излучение, и спектр 
излучения АНС в полярном 
растворителе смещен в длин
новолновую область спект- 

- р а .

wo

500

20 40 60 80 100
Содержание ЦО в  снеси с этанолом, %

Рис. 116. И зменения полож ения 
м аксим ум а спектра излучения Ятах 
и квантового вы хода ср 1,8-АНС 
при изменении полярности окру
ж ения в смеси Н 20  — этанол  (по
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О п р е д е л е н и е  п а р а м е т р о в  с в я з ы в а н и я  з о н 
д о в  с б е л к а м и .  Реакцию связывания зонда [А] с бел
ком [В] с образованием комплекса [АВ] можно записать 
в виде уравнения:

[ А ] +  [ В ] ^ [ А В ] .

При этом константа связывания k  равна:

k  =  —1Л-В !—  =    * (27)
[A][BJ 4 N - r ) \  к }

где с и г  — концентрации свободного и связанного зонда со
ответственно; N  — концентрация связывающих центров.

Обычно известны лишь исходные концентрации реаги
рующих веществ; все остальные параметры определяются 
экспериментально. Д ля  этого строят график в координатах 
r =  f ( r /c )  (график Скэтчарда).

Д л я  построения графика запишем уравнение (27) в виде: 
kN — kr = г/с. (28)

Проанализируем уравнение (28). При O r  отношение 
r fc -^0 ,  значит k ( N —г) =  0. Так как /е^=0, то ( N —г) = 0  и, 
следовательно, N  =  r.

Следовательно, график Скэтчарда отсекает на оси орди
нат отрезок, равный числу связывающих центров N.

При больших разбавлениях, когда г— >0, r / c = K N ,  т. е. 
график Скэтчарда отсекает на оси абсцисс отрезок, равный 
kN.  Отсюда, зная N,  можно определить константу связы ва
ния k.

Д л я  определения параметров связывания необходимо 
знать величины г и с, что легко сделать, если какой-либо 
из параметров флуоресценции сильно изменяется при свя
зывании. Такими параметрами являются квантовый выход 
и интенсивность флуоресценции. Предположим,, что несвя
занная молекула не флуоресцирует, а связанная молекула 
флуоресцирует с интенсивностью I. В этом случае, построив

график V/ = .  /  (—7+с- ) ’ можно П0лучить величину k,  рав
ную отрезку, отсекаемому на оси абсцисс. Этот метод опре
деления параметров связывания зонда с белками применя
ется довольно часто. Однако он основан на исходном пред
положении о некооперативиости процесса связывания и на 
том, что несвязанные молекулы не 'флуоресцируют. На 
практике ж е встречаются все типы взаимодействий, т. е. 
кооперативные и некооперативные. Возможно такж е нали
чие в составе одной белковой молекулы нескольких центров 
связывания. Однако обычно количество центров связыва
ния бывает не больше двух.
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И с с л е д о в а н и е  т о п о г р а ф и и  б е л к о в о й  м о 
л е к у л ы  с п о м о щ ь ю  з о н д о в .  С помощью флуорес
центного зонда, имеющего положительный или отрицатель
ный заряд, можно исследовать заряд  центра связывания. Так, 
изучение связывания АНС с сывороточным альбумином бы
ка показало, что модификация аргининовых радикалов, 
входящих в состав белковой молекулы, приводит к значи
тельному ослаблению флуоресценции зонда. В исследова
ниях взаимодействия АНС с продуктами химотрипсинового 
гидролиза сывороточного альбумина АНС связывался 
только с пептидами, обогащенными аргининовыми остатка
ми. Н а основании экспериментов можно сделать вывод о 
том, что центр сорбции красителя в составе сывороточного 
альбумина обогащен аргининовыми радикалами. Таким об 
разом, применяя набор зондов, имеющих различную физи
ко-химическую природу, можно изучать особенности струк
туры связывающих центров белковой молекулы.

Информация о структуре белковой молекулы, получае
мая с помощью метода флуоресцентных зондов носит, как 
видно из приведенных примеров, косвенный характер. 
Имеются попытки ввести абсолютную шкалу, характери
зующую физические свойства микроокружения зонда. П ро
ще всего было бы связать положение зонда с каким-либо 
параметром, характеризующим полярность окружения зон
да. Однако ни один из флуоресцентных параметров зондов 
не связан прямой зависимостью с параметрами, характери
зующими «полярность» среды (диэлектрической проницае
мостью, коэффициентом преломления или дипольным мо
ментом молекул растворителя). Предложен эмпирический 
параметр Z, отражающий «полярность» окружения. П а р а 
метр Z  численно равен энергии электронного перехода, про
исходящего при поглощении кванта света молекулой 
1-этил-4-карбометоксипиридиния иодида в данной среде.

‘ И с п о л ь з о в а н и е  ф л у о р е с ц е н т н ы х  з о н д о в  
д л я  и з у ч е н и я  с т р у к т у р н ы х  п е р е с т р о е к  в б е л -  
к а х. Особенно хорошо изучены с помощью флуоресцент
ных зондов структурные переходы молекулы сывороточного 
альбумина. Известно, что при pH =  3,6 в сывороточном аль
бумине происходит структурный переход (/V— >-Ғ-переход). 
Однако используемые методы (дисперсии оптической ак 
тивности, кругового' дихроизма, собственной флуоресцен
ции) при p H = 5 —9 каких-либо существенных структурных 
изменений не регистрировали. Применение флуоресцентных 
зондов дало возможность выявить структурные изменения 
в молекуле сывороточного альбумина при pH =  8—9. По ре
зультатам этих экспериментов построен график (рис. 117).
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К ак  видим, наибольшее 
изменение флуоресценции у 
нейтральных зондов ДМ Х и 
М Б  А; у АНС изменяется 
флуоресценция незначитель
но. В то ж е время у данси- 
льной метки, ковалентно 
связанной с молекулой бел
ка, флуоресценция не изме
няется.

И з м е р е н и е  м и г р а 
ц и и  э н е р г и и  м е ж д у  
х р о м о ф о р а м и  в с о с т а 
в е  б е л к о в о й  м р л е к у- 
л ы. При определенной ком
бинации двух типов хромо
форов возможна миграция 
поглощения энергии с одно
го из них (донора) на дру- 

(акцептор). Эффектив-

/ 3 5 7 9 а  рн
Рис. 117. С труктурны е изменения 
в сывороточном альбум ине при и з
менении pH  (по Г. Е. Д обрецову, 

1975).
1 — со б с т в е н н а я  ф л у о р е с ц е н ц и я  б ел 
к а ;  2 — п о л я р и за ц и я  ф л у о р есц е н ц и и  
д а н с и л ь н о й  м ет к и ; 3 — ф л у о р есц е н ц и я  
1,8-А Н С ; 4  — ф л у о р е с ц е н ц и я  Д М Х ;

5 —  ф л у о р е с ц е н ц и я  М БА .

ГО И

ность миграции энергии характеризуется радиусом Ферсте- 
ра — R 0.

Ro— расстояние, на котором вероятность миграции энер
гии равна 1/2.

Радиусы Ферстера для некоторых донор-акцепторных 
пар хромофоров равны:

Д о н о р  Акцептор R0, нм

Триптофан 
Тирозин 
Триптофан
1,8-АНС 
А нтрацен 
Ф луоресцепи 
Р одам ин  В
1,5-Д А  НС

1.8-АНС
1.5-ДАНС
1.5-ДАНС
1.8-АНС 
Псрилен 
Ц итохром  С 
Гемоглобин 
М иоглобин

2 ,0 - 3 ,3
2,0
2,1
2,7
3 1
5,1
5,5'
6,3

При наличии миграции энергии в системе изменяются 
следующие параметры флуоресценции донор-акцептор ной 
пары:

1) уменьшаются интенсивность и время жизни флуорес
ценции донора в присутствии акцептора;

2) усиливается флуоресценция акцептора параллельно 
с ослаблением флуоресценции д о н о р а ; .

3) спектр возбуждения акцептора частично совпадает со 
спектром поглощения донора.

И змеряя миграцию энергии, можно определить расстоя
ние между хромофорами в составе биополимера.
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Т а б л и ц а  16. Оптические характеристики флуоресцентны х зондов, используем ы х д л я  исследования нуклеиновы х
кислот (по О. Ф. Борисовой и А. Н. С уровой, 1973).

О п т и ч е с к и е  и  ф л у о р е с ц е н т н ы е  х а р а к т е 

А к р и д и н  о р а н ж е в ы й
< а 6 )

Б р о м и с т ы й  э ти д и й  
О Б )

П р о ф л а в и н  (П Ф ) А к р и ф л а в и н  (А Ф )

р и с т и к и

1 в в о д е н а  Д Н К в воде н а  Д Н К в  в о д е , н а  Д Н К в в о д е н а  Д Н К

М аксим ум  поглощ ения, нм 494 503 480 520 443 460 452 465

К оэф ф ициент м олярной экстинкции . 
в м аксим ум е поглощ ения е 56000 55000 5600 4700 41000 37000 46800 45000

М аксим ум  флуоресценции, нм 530 530 ,590 590 . 520 510 505 500

П олуш ирина полосы флуоресценции, 
нм 71 50 73 60 73 45

Абсолю тный квантовы й вы ход ф лу
оресценции р 0,35 0,90 0,007 0,14 0.7 0 ,2 3 + 0 ,0 2 0,7 '  0,29

Д лительность ф луоресценции т, не 2 5 I 23 4,3 4,5 ± 0 ,0 5 4,5 4 ,5  '

Р ад и у с  м играции R 0, нм 5,0 1.6 3.3

П оляри зац и я  флуоресценции Р , % 
* 2 - 3 3 6 - 3 8 2 - 3 30 2—3 3 6 ± 3 2 - 3 36



И с с л е д о в а н и е  с т р у к т у р ы  н у к л е и н о в ы х  
к и с л о т  с п о м о щ ь ю  ф л у о р е с ц е н т н ы х  з о н д о в .  
Флуоресцентные зонды (красители) широко применяются 
при исследовании нуклеиновых кислот. Н иж е приведены 
структурные формулы, а в табл. 16 — оптические характе
ристики некоторых из красителей, используемых в экспери
менте:

8 9

5 10 4 н
Акридин 9 - Аминоакриднн 

NH/?

Профлавин

Н /?= C H 2CH(OM)CH2N(C2H5)2

АкранилАкридин оранжевый

сн;
Акрифлавин

Н*Н2

9-Амино-1,2 ,3,4-тетрагидроакридин 
(ТНА)

\

Этидий бром ИСТЫ №
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Особенно хорошо изучены красители акридинового р я 
да, что обусловлено рядом причин:

1. Аминоакридины являются сильнодействующими проти- 
вобактериальными и мутагеннЪши агентами.

2. Аминоакридины, обладая положительным зарядом и 
тремя плоскими ароматическими кольцами, структурно по
добны некоторым соединениям, взаимодействие которых с 
Д Н К  представляет особый интерес, так  как  в их число вхо
дят  канцерогены, некоторые антибиотики, производные нук
леиновых кислот (пурины, нуклеозиды), некоторые цитоло
гические красители.

3. Некоторые красители способны изменять третичную 
структуру Д Н К  (суперспирализацию),— имеется много 
данных о нарушении суперспирализации Д Н К  при связы
вании с бромистым этидием.

4. Взаимодействие молекул красителей с ДНК. является 
частным случаем более широкого взаимодействия малых 
молекул с биологическими макромолекулами.

При исследованиях взаимодействий малых молекул с 
биополимерами применяют метод равновесного диализа, 
анализ распределения молекул красителей между двумя 
несмешивающимися растворителями, спектрофотометриче
ский и спектрофлуориметрический методы и многие 
другие.

З адача  исследователя при применении этих методов со
стоит в том, чтобы из экспериментальных данных получить 
параметры, достаточные для  построения графика С кэтч ар - 
да. Построение этих графиков и их анализ полностью подо
бен описанным выше экспериментам по связыванию 
флуоресцентных зондов с белками.

С п е  к  т р о  ф о т о м е т р и ч е с к и й  м е т о д .  Многие
красители, связываясь с макромолекулами, изменяют свои 
электронные спектры поглощения. Спектр поглощения ак 
ридиновых красителей, например, смещается в длинновол
новую область, когда они связываются с нуклеиновыми кис
лотами в мономерной форме. Однако, в связи с тенденцией 
к агрегации аминоакридинов, такие «мономерные» спектры 
возможны лиш ь-в  очень разбавленных растворах. Н апри
мер, спектр поглощения АО в мономерной форме (разбав 
ленные растворы) имеет максимум при 492 им, в то время, 
как  его димерная форма (концентрированные растворы) 
имеет максимум при 464 нм. При взаимодействии АО с нук
леиновыми кислотами поглощение «мономерной» полосы 
смещается к 505 нм. При дальнейшем увеличении концент
рации АО связывается с нуклеиновыми кислотами в димер
ной форме (Атах= 465 нм) и при очень высоких концентра-
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циях проявляется полоса по
глощения агрегатов АО
(Amax 450 НМ) .

Соответственно выделяют 
спектры поглощения АО, 
связанного с нуклеиновыми 
кислотами а - ( ^ 1Пах =  505 нм),
| 3 - ( X , m a x  — 4 6 . )  НМ) И  у  (Х тах  =
= 4 5 0  нм)-типов.

Часто спектр моно- и диа- 
миноакридинов при связы ва
нии с нуклеиновыми кисло
тами смещается исключи
тельно к a -типу. Это свойст
во может быть использовано 
для определения концентра
ции связанных молекул ами- 
ноакридинов. Правильное 
применение спектрофотометрического метода требует вы
полнения следующих условий:

1. Нуклеиновые кислоты не должны поглощать при всех 
длинах волн, при которых проводятся измерения. Это усло
вие выполняется для видимой области, спектра.

2. Свободные и связанные лиганды подчиняются згакону 
Бугера — Л амберта — Бера во всей области исследуемых 
концентраций. Д л я  выполнения этого условия необходимо 
работать с разбавленными растворами.

3. Коэффициент экстинкции связанного красителя не 
изменяется при изменении концентрации.

4. Имеется только одиц вид связанных лигандов совме
стно со свободным лигандом. Если ж е их более чем один 
вид, то относительное количество связанных лигандов не 
зависит от концентрации связанного красителя.

5. Спектры всех смесей должны иметь изобестическую 
точку, в которой экстинкции связанных и свободных моле- > 
кул красителя равны.

6. Значение рассчитанной концентрации связанного кра
сителя должно быть одно и то ж е при всех длинах волн.

Расчет концентрации связанного красителя проиллю
стрируем следующей схемой (рис. 118).

Оптическая плотность при длине волны Я равна:

D  =  С8 +  С с п в с п ,

где с и сСв — концентрация свободного и связанного краси
телей; е и еСв — коэффициенты молярной экстинкции сво
бодного и связанного красителей.

Рис. 118. Спектр поглощ ения сво
бодного и связанного мономера 

проф лавина:
I  — с в о б о д н ы й  м о н о м ер ;4 2 —  с в я з а н 
ны й м о н ом ер ; 3  — с у м м ар н ы й  сп ектр  
с в я з а н н ы х  м о н о м ер а  и а г р е г а т а  п ро 

ф л а в и н а .
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Обозначим а Сп — долю общей концентрации красителя 
Соб, которая приходится на связанные молекулы. Тогда

= =  (1  Я св)С обб  - р  О свС обвсв =  (1 —  С с в ) ^ ц - ) - О с в ^ с в ,

где О н=Собе  и £>св=СобеСп — оптические плотности раствора 
в случае, если все молекулы лиганда связаны (DCB) или не 
связаны ( D H)  с нуклеиновыми кислотами. Следовательно,

=  =  “ Ж Г  и с =  ( 1 _  а“ )с“в-

Обозначим г — количество молекул лиганда, приходя
щееся на один фосфорный остаток в составе нуклеиновой 
кислоты. Тогда

г — йсв̂ об
р— '

где Р  — концентрация фосфора, моль/л.
Если с нуклеиновой кислотой лиганд связывается не 

только в мономерной форме, но и в форме агрегата, то по 
рис. 118 можно найти:

А С  А С
А В ' А В

С п е к т р о ф л у о р и м е т р и ч е с к и й  м е т о д .  Связы 
вание флуоресцентных зондов с нуклеиновыми кислотами 
можно изучать, исследуя спектры флуоресценции образую 
щихся комплексов. Рассмотрим применение спектрофлуори- 
метрического метода относительно акридина оранжевого 
(АО).

Молекулы АО связываются с двунитчатыми участками 
нуклеиновых кислот в мономерной форме, а с однонитчаты
ми участками — в форме димеров. Спектр флуоресценции
мономера АО имеет максимум при 530 им, а димера А О — .
при 640 нм. Этот факт уж е давно известен цитологам, так  
как при окраске клеток АО наблюдается интенсивная крас
ная флуоресценция цитоплазмы (место скопления Р Н К ) и 
зеленая флуоресценция ядра (место скопления Д Н К ).

Спектры флуоресценции комплексов АО с нативной и 
денатурированной Д Н К  отличаются друг ет друга 
(рис. 119). Эти спектральные отличия являются основой 
метода регистрации количества денатурированной Д Н К  в 
смеси с нативной (рис. 120), так  как  квантовые выходы и 
длительность флуоресценции мономеров и димеров АО от
личаются.
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Рис. 119. Спектры флуоресценции комплексов АО с нативной (о) и д е 
натурированной (б) Д Н К  (по Л . А. Тумерману, 1967):

С л о -б -Ш - 'Л * ;  с д н к - 0 . 5 ,  10 и  20 м к г /м л  д л я  к р и в ы х  I .  2 ^ 3 ,  4  с о о т в е тст в е н н о ; 4' 
и  4 "  — к р и в ы е  р а з л о ж е н и я  с п е к тр о в  к о м п л е к с о в  с  д е н а т у р и р о в а н н о й  Д Н К  на 

м о н о м ер н у ю  и д и м е р н у ю  со с та в л я ю щ и е .

Д в а  т и п а  к о м п л е к с о в ,  о б р а з у е м ы х  п р и  
в з а и м о д е й с т в и и  м о л е к у л  к р а с и т е л е й  с н у к 
л е и н о в ы м и  к и с л о т а м и .  Кривые связывания молекул 
лигандов с нуклеиновыми кислотами можно интерпретиро
вать, исходя из предложения о наличии двух типов процес
сов связывания:

Комплекс I типа — «сильный» комплекс. В этом случае 
связывается 0,1— 0,2 молекулы красителя на нуклеотид.

Комплекс II типа — «слабый» комплекс. При образова
нии комплекса II типа на один 

‘нуклеотид может приходиться до 
одной молекулы лиганда.

Обычно при изучении струк
туры нуклеиновых кислот и бел
ковонуклеиновых комплексов ис
пользуют малые концентрации 
лиганда, т. е. изучают, в основ
ном, комплекс I типа. Это связа 
но с тем, что при больших кон
центрациях молекулы красителя 
могут изменять структуру нукле
иновых кислот.

Различные физические воздей
ствия по разному сказываются 
на образовании комплексов I и 
II типов. Увеличение ионной силы 
сильнее сказывается на комплек

Рцс. 120. И зменение интен
сивности флуоресценции АО 
(Х = 5?0  нм) в зависим ости 
от содерж ания денатури ро
ванной Д Н К  в смеси с на
тивной (по О. Ф. Б орисо
вой и А. Н . С уровой, 1973).
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се II типа. Установлено, что для образования комплекса I 
типа необходима двунитчатая Д Н К . Это доказывается экс
периментами, из которых видно, что АО и бромистый эти
дий стабилизируют двойную спираль и увеличивают тем
пературу плавления комплекса.

Комплекс II типа вероятно является результатом свя
зывания агрегатов молекул красителя с нуклеиновой кис
лотой. Образование «слабого» комплекса II типа увеличи
вается при низкой ионной силе и при дедатурации Д Н К . 
Изучение агрегации молекул красителя показало, что это 
процесс кооперативный, т. е. наблюдается повышенная 
тенденция лиганда связываться с соседним, уже связанным, 
лигандом. Основные силы, приводящие к образованию 
комплекса II типа,— это электростатические взаимодейст
вия. Комплекс I типа образуется вероятно за счет интерка- 
ляции (вклинивания) молекул лиганда между плоскостями 
пар оснований таким образом, что плоскости молекул л и 
ганда и азотистых оснований перекрываются.

О п р е д е л е н и е  к о н ц е н т р а ц и и  н у  к л е и н о в ы х 
к и с л о т  i> к л е т к е .  Ранее было сказано, что при связы
вании с нуклеиновыми кислотами АО люминесцирует с 
Яшах= 5 3 0  нм (мономерная форма) при связывании с двух
спиральными нуклеиновыми кислотами и с Ятах =  640 нм 
(димерная форма) при связывании с односпиральными 
нуклеиновыми кислотами. Поэтому, регистрируя соотноше
ния интенсивностей люминесценции при двух длинах волн 
( / 5 3 0  и /б4о), можно измерять относительные количества р а з 
личных нуклеиновых кислот в клетке или в различных 
участках одной и той же клетки. При этом следует иметь в 
виду, что малая часть /5 3 0  (2% при pH =  4,1) обусловлена 
АО, связанным с белками*, а часть / 64о обусловлена АО, свя
занным с мукополисахаридами. Д ля  определения доли 
/ С4о, обусловленной АО, связанным с мукополисахаридами, 
рекомендуется провести вначале контрольный опыт при 
рН =  2,0, так как при pH =  2,0 вся люминесценция при 
640 нм будет обусловлена только димерами АО, связанны
ми с мукополисахаридами. В общем случае вклад  в /5 3 0  д а 
дут двуспиральные РН К , а вклад  в / 64о — денатурирован
ные участки Д Н К . Однако есть большая группа клеток, в 
которых однонитчатые нуклеиновые кислоты представлены 
в основном Р Н К , а двунитчатые — Д Н К . Д ля  этих клеток 
(например, нервных клеток или лейкоцитов) можно исполь
зовать параметр

“ =  Лио/Лао =  А •

где А  — коэффициент пропорциональности.
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Обычно измеряют не абсолютные, а относительные зн а 
чения параметра а ,  например его изменения при различных 
функциональных'состояниях..В  этом случае можно зареги
стрировать динамику накопления различных структурных 
форм нуклеиновых кислот в клетке. Так как количество 
Д Н К  в интерфазной клетке чаще всего остается постоян
ным, то изменение параметра а  отраж ает изменение синте
за Р Н Қ  в клетке.

О п р е д е л е н и е  о т н о с и т е л ь н о г о  с о д е р ж а н и я  
б е л к о в  и н у к л е и н о в ы х  к и с л о т  в к л е т к е .  Д ля 
определения следует выбрать два красителя, один из кото
рых связывается избирательно с нуклеиновыми кислотами, 
а другой — с белками. В качестве высокоспецифического 
реагента на нуклеиновые кислоты часто используется эти
дий бромистый (Э Б).  Квантовый выход флуоресценции ЭБ 
зависит от типа субстрата, с которым он связывается. Д ля 
одного и того же вещества квантовый выход ЭБ является 
постоянным. При связывании с нативной Д Н К  интенсив
ность флуоресценции ЭБ возрастает примерно в 100 раз, а 
при связывании с Р Н К  — в 46 раз. При связывании с дру
гими соединениями не нуклеиновой природы флуоресценция 
ЭБ регистрируется на уровне фона. В качестве метки на бе-- 
лок обычно используют некоторые производные флуоресце- 
ина, например дихлор-симм-триазиниламинофлуоресцеин-1 
(ДХТАФ) или флуоресцеинизотиоцианат (Ф И ТЦ ).

Регистрируя спектр излучения цитологических препара
тов, можно зарегистрировать компоненту, принадлежащую 
Э Б (Хтах =  590 нм), ДХТАФ (527 нм) или Ф И ТЦ  (530 нм) 
и тем самым измерить соотношение содержания нуклеино
вых кислот и белков в изучаемой ткани. В последнее время 
широко применяется метод иммунофлуоресценции, когда 
молекулу антитела ковалентно связывают с флуоресцирую
щей меткой. О брабатывая затем цитологический препарат 
раствором с мечеными белками, можно по локализации 
флуоресцентной метки определить расположение в клетке 
антигена. В качестве флуоресцентной метки при изучении 
иммунофлуоресценции часто используют ФИТЦ.

Таким образом, с помощью красителей можно изучать 
относительное содержание в препаратах белков, нуклеино
вых кислот, углеводов и липидов. При подборе красителей 
необходимо соблюдать следующие условия:

1. Максимумы спектров люминесценции красителей 
должы быть максимально сдвинуты друг относительно друга.

2. Интенсивности люминесценции красителей в клетке 
должны быть одного порядка.

3. Спектры поглощения их должны быть близкими.
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4. Красители должны избирательно и количественно св я 
зываться с изучаемыми макромолекулами.

И з у ч е н и е  с т р у к т у р ы  д  е з о к с и р и б о н у к л е о- 
п р о т е и д о в  ( Д Н И )  с п о м о щ ь ю  ф л у о р е с ц е н т 
н ы х  з о н д о в .  Генетический материал эукариотов нахо
дится в клетке в виде хроматина: комплекса ДНК. с други
ми макромолекулами, важнейшими из которых являются 
белки. В таком комплексе характер взаимодействия моле
кул красителей с Д Н К  будет изменен. Поэтому, изучая 
спектральные параметры флуоресцентных зондов, связан
ных со свободной Д Н К  и с Д Н И , можно получить важйые 
данные о структуре Д Н К  и белков в составе Д Н И .

Известно, что при увеличении ионной силы раствора 
Д Н К  и белки диссоциируют поэтому, изучая изменение ин
тенсивности флуоресценции красителя при ступенчатой 
диссоциации белка от Д Н П , можно оценить количество з а 
нятых белком мест на Д Н П . Н иже приведены результаты 
эксперимента по изучению связывания ЛО с Д Н П  при уве
личении концентрации NaCl в среде. Количество связываю 
щих АО мест в свободной Д Н К  принято за  100%.

М олярность Количество связа нн ы х  с бел- Количество оставшегося
растворов ком  мест, определенное по  после  диссоциации  бел-
N aC l связы ванию  А О , % ка, %

0,0015 68 100
0.6 54 75
0,8 • '  3  57
1,0 17 . 2 5

К ак видим, фракция гистонов, диссоциировавшая до 
0,6 М  раствора NaCl, освобождает минимальное число свя
зывающих мест. В то же время д аж е  в 1,0 М растворе 
NaCl не все "связывающие места на ДНК, в составе Д Н П  
доступны для взаимодействия с АО.

Изучение связывания ЭБ с Д Н П  эритроцитов кур пока
зало, что связывание увеличивается примерно в 5 раз при 
искусственной реактивации эритроцитов (в норме Д Н П  
эритроцитов птицы плотно упакован и матричный синтез 
па них -подавлен). П араллельно увеличивалась дисперс
ность Д Н П . Поэтому полученный результат свидетельст
вует о том, что при активации Д Н П  происходит его диспер
сия и увеличивается доступность Д Н К  для взаимодействия 
С'ЭБ. В подобных экспериментах была изучена блокировка 
связывающих ЭБ мест на Д Н К  при взаимодействии Д Н К  с 
различными хромосомальными белками. Наиболее эффек
тивно блокирует связывание ЭБ  с Д Н К  гистон Н1 и гис- 
тон Н5 из эритроцитов птиц.
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При изучении матричного синтеза Р Н К  в бес клеточной 
системе установлено, что его усиление идет параллельно с 
увеличением количества связывающих ЭБ  мест на ДНК. в 
составе Д Н П .

Из антибиотиков подавляет процесс транскрипции акти
ном и ци и Д  (А М Д ). В то ж е  время АМД имеет в своем со
ставе хромофорную группу, интеркалирующую между осно
ваниями ДНК.. Поэтому изучение связывания АМ Д с Д Н К  
и Д Н П  представляет особый биологический интерес' Гене
тически активный эухроматин' связывает АМ Д в 4 раза 
больше, чем генетически неактивный гетерохроматин. Экс
тракция гистонов из хроматина приводит к выравниванию 
этого отношения. Интактные клетки связывают значительно 
меньше АМД, чем изолированный Д Н П . Связывание АМ Д 
с реконструированным Д Н П  (т. е. Д Н П , «собранным» из 
взятых отдельно Д Н К  и белков) показало, что гистон Н1 
не мешает связыванию АМ Д с Д Н К , по мешает связыванию 
ЭБ с Д Н К . Следовательно, гистон Н1 не связывается с м а
лой бороздкой Д Н К . Это подтверждается экспериментами 
последних лет, в которых изучалась защ ита гистонами р а з 
личных химических групп в составе Д Н К -от  модифицирую
щих агентов.

В последние годы для исследования структуры Д Н К  xp- 
матийа и хромосом широко применяется флуоресцентный 
краситель гуанакрин, особенно после работ Касперссона, 
доказавшего наличие дифференциальной окраски метафаз- 
ных хромосом при взаимодействии с гуанакрииом. Особен
ности флуоресценции разных участков хромосом при связы
вании с гуанакрииом ясно указывает на их различную 
структурную организацию.

Флуоресценция гуанакрин а усиливается при взаимодей- - 
ствии с А— Т-парами, ослабляется при взаимодействии с 
Г-Ц-парами Д Н К  и зависит от последовательности основа
ний в составе Д Н К . Есть такж е данные о том, что спект
ральные свойства гуанакрина изменяются дифференциро
ванно при связывании этого красителя с различными ф р ак
циями гистонов. Таким образом, физические закономернос
ти связывания гуанакрина с Д Н П  изучены еще недостаточ
но, по их изучение чрезвычайно перспективно, так  как  оно 
позволит связать функциональные и структурные особен
ности хромосом.

Интересным и перспективным методом изучения струк
туры Д Н П  является метод изучения резонансной миграции 
энергии между различными флуоресцентными зондами, свя
занными с Д Н П . Подробно о принципах изучения миграции 
энергии будет рассказано ниже.
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фотн

флуоресценции комплексов 
АО—Д Н Қ  ( / )  н А О —Д Н П  
(2) в зависимости от кон
центрации метиленовой си
ни (по О. Ф. Борисовой и 

А. Н. С уровой, 1973):
D / P  — к о л и ч ест в о  с в я з а н н о го  
к р а с и т е л я , р а с с ч и т а н н о е  на 1 

н у к л е о т и д  Д Н К .

Здесь же заметим, что при оп
ределенных условиях часть энер
гии, поглощенной одной молеку
лой (донором), может не излуча
ться в виде люминесценции, а ми
грирует на другую молекулу (ак
цептор). В частности, при изуче
нии структуры Д Н П  нашла при
менение пара АО (донор) — ме
тиленовая сиць (акцептор). За- 
.висимость Относительного кван- 

д/Р тового выхода флуоресценции АО 
Рис.1 121. Квантовый выход в комплексе с Д Н К  и Д Н П  ср от

концентрации метиленовой сини 
DjP  (рис. 121) показывает, что 
квантовый выход флуоресценции 
АО значительно выше при связы
вании с Д Н К , чем при связы ва
нии с Д Н П . Следовательно, в 
Д Н П  расстояние между донором 
и акцептором меньше, чем в Д Н К . 

Таким образом, за счет наличия гистонов увеличивается 
концентрация молекул красителя на отдельных участках 
Д Н П . Теоретические расчеты показали, что длина занято
го белком участка в Д Н П  должна быть не менее 100 пар 
оснований. Эти результаты хорошо согласуются с данными 
последних лет, согласно которым комплекс Д Н К  и гистонов 
в составе хроматина состоит из повторяющихся блоков 
(нуклеосом). В составе нуклеосомы с гистонами связан 
участок Д Н К  длиной 146 пар оснований.

Изучение структуры биополимеров методом флуорес
центных меток. Изучение спектральных параметров флуо
ресцентных меток (хромофоров, ковалентно связанных с 
исследуемой молекулой) является эффективным методом 
исследования пространственной организации биополимеров 
(главным образом, белков).-

Основной методический прием, используемый при этом,— 
это изучение миграции энергии между различными хромо- - 
форными группами, входящими в состав молекулы белка. 
Выделяют следующие механизмы передачи энергии от од
ного хромофора (донора) к другому (акцептору).

1. Радиационный перенос энергии. В этом случае спектр 
излучения донора перекрывается со спектром поглощения 
акцептора и фотон, излученный донором, поглощается ак 
цептором.

2. Обменно-резонансный перенос энергии. Миграция
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Рис. 122. Схема процесса индуктивно-резонансного переноса энергии 
(по Е. Я. Алфимовой, 1976):

а  —  си с тем а  э н ер гет и ч е ск и х  у р о в н ен  д о н о р а  и а к ц е п т о р а ; б  — с п е к тр ы  ф л у о р е с 
ц ен ц и и  д о н о р а  (1)  и п о гл о щ ен и я  а к ц е п т о р а  (2).

энергии между донором и акцептором может происходить 
безизлучательно, для чего требуется перекрывание элек
тронных облаков донора и акцептора.

3. Индуктивно-резонансный перенос энергии. Миграция 
энергии осуществляется безизлучательно и для ее осущест
вления не требуется перекрывания электронных облаков 
донора и акцептора.

Обычно в эксперименте изучается индуктивно-резонанс
ный перенос энергии (рис. 122). Причиной миграции энер
гии в этом случае является электростатическое взаимодей
ствие электрических зарядов донора и акцептора.

В том случае, если молекула акцептора имеет синглет- 
ные уровни, совпадающие с синглетными уровнями донора, 
может иметь место переход безизлучательным-путем воз
бужденного донора в основное, а акцептора — в возбуж
денное состояние.

Процесс переноса энергии условно можно разделить на 
следующие этапы:

1. Поглощение молекулой донора энергии с - переходом 
в возбужденное состояние.

2. Колебательная релаксация в возбужденном состоянии 
до установления теплового равновесия со средой или внут
ренняя конверсия в устойчивое возбужденное электронное 
состояние; скорость этих процессов равна 1011— 1012 с-1.

3. Передача возбуждения от донора к акцептору.
4. Колебательная релаксация в доноре до установления 

теплового равновесия с окружением.
5. Релаксация или внутренняя конверсия в молекуле ак 

цептора.
6. Излучение или диссипация энергии акцептором.

263



В результате процессов (4) и (5) система выходит из- 
резонанса, поэтому обратный перенос энергии невозможен. 
Согласно классификации энергетических уровней молеку
лы можно выделить три типа миграции энергии: синглет- 
сйнглетный( (S -k S );  . триплет-синглетный (7->S') и трип- 
плет-триплетный (Т— ►Г). Механизм S— >-S- и Т— ^ - п е р е 
носов определяется диполь-дипольными взаимодействиями, 
которые могут осуществляться на довольно больших рас
стояниях (до 6,5 нм). Т— >-Т-перенос энергии осуществляет
ся путем электронного обмена и эффективен на расстояниях 
меньше 1,5 нм. Количественную теорию эффективности 
миграции энергии развили Т. Фсрстер, М. Д. Галанин и 
И. h\. Франк. Согласно Фёстеру, 5 — >-5-псреиос осуществ
ляется за счет резонансного взаимодействия пары диполей: 
донора и акцептора. При этом эффективное расстояние R 0, 
на котором вероятность 5 — к$-переноса энергии равна 
50%, определяется уравнением: 1

Ro =  9 ,7 9 -103 • ( / л - ^ ф о ) 176, (29)

где I — интеграл перекрытия спектра люминесценции доно
ра и спектра поглощения акцептора; п  — показатель пре
ломления среды; К — фактор ориентации дипольной пары; 
фо — квантовый выход флуоресценции донора.

Таким образом, зная спектры поглощения акцептора и 
излучения донора, можно-рассчитать R 0. Вычисление ф ак 
тора К2 требует точного знания геометрических параметров, 
однако часто при расчетах, если время реориентации мень
ше времени жизни возбужденного состояния донора, ис
пользуют значение 7<2= 2 /3 .

При случайной, но фиксированной ориентации /<2 =  0,476.
Эффективность переноса энергии Е  равна:

Е  =  ? ° - Г Л  • (30)
Vo

где фо и ф — квантовые выходы флуоресценции донора без 
акцептора и в его присутствии.

Теория Фёрстера связывает величину Е  с расстоянием 
R между донором и акцептором:

Е ~ If+ Rf  ИЛИ Ы ?  — 1 ) , / 6 "

Как видим, на основании эффективности передачи энер
гии можно вычислить расстояние между донором и акцеп
тором. Правильность формулы была проверена па соеди
нении:
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В этом соединении олигомеры поли-1-пролина исполь
зуются как  прокладка переменной длины для разделения 
донора и акцептора на расстоянии от 1,2 до 4,6 нм. а -Н аф - 
тильная группа используется в качестве донора, а дансиль- 
ная группа — в качестве акцептора энергии. Выбор этой п а
ры иллюстрирует принцип подбора, донор-акцепторной па
ры. Спектры поглощения и излучения а-нафтильной и 
дансильной групп отличаются, что удобно для подсчета 
количества энергии, поглощенной и излученной каждой 
группой. Эти группы имеют большой интеграл перекрытия. 
а-Н аф тильная группа имеет высокий квантовый выход без 
акцептора. Д аисильная группа имеет высокий квантовый 
выход флуоресценции, что облегчает регистрацию флуорес
ценции. Эффективность миграции энергии в случае соеди
нения (*) была зарегистрирована по спектрам возбуждения 
акцептора. Напомним, что спектр возбуждения — это зави 
симость интенсивности в максимуме спектра излучения от 
длины волны возбуждающего света. Спектр возбуждения 
изолированного хромофора совпадает с его спектром погло
щения (рис. 123). При введении пары донор — акцептор в 
спектре возбуждения дансильной группы появляется допол
нительная компонента, соответствующая спектру поглоще
ния донора.

При определенной длине волны ордината в спектре воз
буждения F связана с эффективностью передачи энергии 
Е  и коэффициентами экстинкции донора ед и акцептора еа 
выражением: Ғ = г л-{-Егл.

Д аисильная группа имеет максимум поглощения при 
340 нм, а а-нафтильная группа — при 290 нм.

К ак видим из рис. 123, когда донор ну ю и акцепторную 
группу разделяет один пропильный остаток, спектр возбуж
дения равен сумме спектров поглощения донора и. акцепто
ра, что соответствует эффективности передачи энергии 1,0. 
С увеличением числа лропильных остатков эффективность 
миграции энергии уменьшается. Используя уравнение (29) 
и данные рис. 123, можно построить график зависимости Е 
от R  между донором и акцептором (рис. 124).

К ак следует из рис. 124, экспериментальные результаты 
хорошо согласуются с теоретической кривой, построенной 
в  соответствии с уравнением (29).
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Рис. 123. Спектр в о збу ж де
ния пары донор— акцептор 

(по Л . С триер, 1968):
К  —  д а н с и л -^ -п р о л и л -г и д р а зи д ; 
/  — д а н с и л - /.-п р о л и л -а -н а ф т и л ; 
5 , 7, 8, 10, 12 —  д а н с и л -(Ь -п р о -  
л и л ) п -а -н а ф т и л , г д е  я = 5 ,  7 , 8, 

10, 12 со о т в е тст в е н н о .

/ 2 3  4 Қнм

Рис. 124. Г раф и к зависим о
сти эффективности переда
чи энергии от расстояния 
м еж ду донором и акцепто

ром.

На практике возможны случаи, когда изучаемая систе
ма содержит различное соотношение донорных и акцептор
ных групп. Теория дает для этих случаев следующие выра
жения:

1. Один донор — п акцепторов

То/? = 1 + 2  ( R J R i ) G п р и  R i  =  /?;
/ = 1

R  =  R0n l/6  ( <ро / <р —  I ) - - / ® .  -

2. т  Доноров — один акцептор

у=1

3. т  Доноров — п  акцепторов

V/fo-l/mS [1 + 2 {RMffT'.
/=1 /-1

В качестве примера использования флуоресцентных ме
ток для исследования структуры белков рассмотрим резуль
таты исследования структуры нитрогеназы. В состав этого 
белка входит железосерусодержащий центр (Ж С Ц ) ,  а т а к 
ж е активный центр, катализирующий АТФазную реакцию. 
М етод флуоресцентных меток был применен для изучения
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Рис. 125. И зучение строения активного центра нитрогеназы  методом 
флуоресцентных меток (по Е. Я. Алфимовой, 1976): 

я  — сп е к тр ы  ф л у о р есц е н ц и и  м етки  М И Р  в  р а с т в о р е  ( / )  и  н и т р о ге н а зы , м о д и ф и 
ц и р о в ан н о й  м етко й  М И Р  п о  с у л ь ф ги д р и л ь н ы м  гр у п п ам  А Т Ф азн о го  ц ен тр а  (2); 
б  — сп е к тр ы  ф л у о р есц е н ц и и  м етки  М И Р  (1 )  и п о гл о щ ен и я  н и т р о ге н а зы  (2);  в  — 
ф р а г м е н т  ак ти в н о го  ц ен тр а  м о д и ф и ц и р о в а н н о й  н и т р о ген азы . П о к а з а н ы  в о з м о ж 
н ы е  к о н ф о р м ац и и  м етки  М И Р , ст р е л к о й  о б о зн а ч е н о  р а с с т о я н и е  м е ж д у  у с р е д н е н 
ны м  ц ен тр о м  х р о м о ф о р а  м ет к и  М И Р  и б л и ж а й ш и м  ц ен тр о м  ту ш ен и я  ф л у о р есц е н -

взаимного расположения этих двух центров. В эксперимен
те использованы две метки: малеинизоимидороДамин
Б (М И Р) и флуоресцин-димеркуриацетат (ФДМ А). Нитро- 
геназу модифицировали либо М И Р  либо ФДМА. Обе эти у 
метки ковалентно связываются с S H -группами, -которые 
есть в активном центр.е нитрогеназы. При связывании этих 
меток с белком интенсивность их флуоресценции уменьша
ется в 6— 8 раз. На основании перекрытия спектра излуче
ния М И Р  и спектра поглощения Ж С Ц  (рис. 125) было сде
лано предположение, что энергия, поглощенная М И Р  или 
ФДМА, эффективно мигрирует на ионы железа.

Н а рис. 125 показано такж е изменение спектров флуо
ресценции М И Р  при связывании с иитрогеназой. Если из 
состава нитрогеназы удалить ионы железа, то интенсивнос
ти флуоресценции М И Р, связанной с белком и в растворе, 
равны. По теоретическим расчетам расстояние между цент
ром хромофора М И Р  и Ж С Ц  равно 1,7— 1,8 нм. Используя 
данные о молекулярных разм ерах М ИР, можно сделать 
вывод о практически полном контакте между Ж С Ц  и 
АТФазным центром нитрогеназы.

ции.
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Т р и п л е т - т р и п л е т н ы й  п е р е н о с  э н е р г и и  
{Т— >Т). В. Л. Ермолаев и Е. Б. Свешников в 1952 году по
казали, что фосфоресценцию нафталина можно вызвать с 
помощью излучения с длиной волны, лежащей вне спектра 
поглощения нафталина, если в раствор добавить бензаль- 
дегид или бензофенон. Это явление называется с е н с и б и 
л и з и р о в а н н о й  ф о с ф о р е с ц е н ц и е й .  Объяснить 
это явление можно, если сделать предположение о переносе 
энергии. При этом энергия электронного возбуждения от 
триплетных молекул бензальдегида или бензофенона пере
дается к невозбужденным молекулам нафталина и перево
дит их прямо в триплетное состояние. Точная зависимость 
эффективности Т— ^-Г-переноса от расстояния не совсем 
ясна, однако явление сенсибилизированной фосфоресцен
ции было использовано для изучения структуры некоторых 
белков.

Например, при исследовании карбоангидразы изуча
лось - расположение трнптофанилов относительно актив
ного центра. В качестве донора использована метка ж-аце- 
тилбензолсульфонатамид (М АБС), которую связывали с 
атомом цинка в активном центре. Возбужденный синглет- 
ный уровень МАБС ниже, чем у триптофана, а триплет- 
ный — выше. Это создает возможность для возбуждения 
триптофана пользоваться излучением с длиной волны 
330 нм, т. е. в области, где триптофан не поглощает. Дей- 
ствительно, если возбуждать МАБС излучением с длиной 
волны ЗЗО^нм, наблюдается фосфоресценция триптофана. 
Поскольку Г— >Т-перенос энергии эффективен только на 
малых расстояниях (менее 1,5 нм), то полученный резуль
тат доказывает наличие триптофана в непосредственной 
близости от активного центра карбоангидразы. МАБС*был 
такж е присоединен к серину, который находится в активном 
центре химотрипсина. Отсутствие Г— >Г-перёноса, как  в 
случае с карбоангидразой, показало, что ни один из вось
ми триптофанилов химотрипсина не находится вблизи ак 
тивного центра этого фермента.

Т р и п л е т - с и н г л е т н ы й  п е р е н о с  э н е р г и и  
(Г— * S ) . Этот интеркомбинационный перенос запрещен 
спиновыми правилами отбора и может эффективно проис
ходить только в том случае, если параллельно с ним разви
ваются только запрещенные процессы дезактивации моле
кул. Т акая ситуация наблюдается при триплет-синглетном 
переносе энергии в замороженных твердых растворах. М е
ханизм Г->5-переноса — индуктивно-резонансный; T-+S- 
перенос эффективен, как и 5 —э-5-перенос, на расстояниях 
до 6,5 нм и поэтому используется для исследования расстоя
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ний между донорными и акцепторными хромофорными 
группами.

К ак  следует из изложенного выше, резкая зависимость 
эффективности миграции энергии от расстояния делает из
мерение этой эффективности перспективным методом для 
изучения топографии белковой молекулы. При этом воз
можны различные комбинации пары донор — акцептор, на
пример когда в качестве донора или акцептора выступает 
собственный хромофор белка (простетическая группа или 
ароматическая аминокислота) или когда оба члена па
ры донор — акцептор являются флуоресцентными мет
ками.

Особенно эффективен метод флуоресцентных меток в 
том случае, если точно локализовано место в составе поли- 
пептидной цепи, с которым связана метка.

§ 23. РАССЕЯНИЕ СВЕТА РА СТВОРАМ И БИ О П О Л И М ЕРО В  
(РЭЛЕЕВСКОЕ РАССЕЯНИЕ)

Изучение закономерностей рассеяния света молекулами 
биополимеров является эффективным методом исследова
ния размеров и формы этих молекул. Следует различать 
лва методических подхода при измерении светорассеяния 
растворов. Один из них описывает закономерности рассея
ния света_частичками, размер которых значительно ( ~  в 
10—20 раз) меньше длины волны падающего излучения. 
В этом случае молекула выступает как один рассеивающий 
пентр. и связь между параметрами рассеянного света и р а з 
мерами рассеивающей частички описывается уравнением 
Рэлеи. Д р у г о й  методический подход используется при опи
сании рассеяния света частичками, размер которых сравним 
с длиной волны падающего излучения. В этом случае в со
ставе одной молекулы может существовать несколько неза
висимых осцилляторов, испускающих вторичное излучение, 
и п р и х о д и т с я  учитывать интерференцию света, рассеянного 
различными частями одной и той же молекулы.

Рассмотрим рассеяние света малыми частичками.
При облучении светом частички, находящейся в раство

ре, в ней наводится электрический диполь, который являет
ся источником вторичного излучения. Р. Рэлей показал, что 
интенсивность /о неполярнзованного света, рассеянного 
отдельной молекулой под углом 0, выражается уравнением:

Л* 8л4а2С1 4 - COS2 А) . .

'7 Г ™  “ x v r  1 (31)
где / 0 — интенсивность рассеянного света; / 0 — интенсив

?С9



ность падающего света; г — расстояние от рассеивающей 
частички до измерителя; \  —  длина волны (^=Xo/«o, где 
Л0 — длина волны в вакууме, а /г0 — показатель преломле
ния среды); а  — поляризуемость молекулы (индуцирован
ный момент частички в расчете на единицу напряженности 
электрического поля).

Введем в уравнение (31) следующие обозначения: 
R o = J e 2IJo — приведенная интенсивность, или число Рэлея; 
/V — число рассеивающих молекул в единице объема; N =  
= p /V a/M , где р — плотность вещества; N A — число Авогад- 
ро; М — молекулярная масса.

Тогда уравнение (31) примет вид:

я» = -8tX ’ (1 + C0S’ в)' (32)
За  счет рассеяния ослабление интенсивности света, про

шедшего через раствор, уменьшается по закону, аналогич
ному закону Бугера — Л амберта — Бера:

Ув IJ 0 = z e - ' x , (33)

где т — мутность среды; х — расстояние, пройденное светом.
Величина т выражается уравнением:

т _  32тгЗ п 20(п -  лр)2 1

3 * . хо а '

где п п «о — показатели преломления раствора и раствори
теля соответственно; Хо — длина волны света в вакууме; 
а — число частичек в объеме, равном 1 см3.

/?о и т связаны зависимостью:

/?е==т 1 г ' (1 +  С052 н)' х- * ' (35)

Учитывая, что а — сМл/М, уравнения (32), (34) и (35) 
можно записать в виде:

Н с / х  -  1/М +  2А.лс, (36)

где

3 2 л 3/1о , п — п0
Н =  — —— — V2, а V = --------------- инкремент показателя пре-оКу\ л С

ломления.
Коэффициент Л2 учитывает взаимодействие частиц с 

растворителем.
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Используя уравнение (36) и измеряя зависимость рас
сеянного света от концентрации, можно определить моле
кулярную массу растворенного вещества. Измерения в 
этом случае проводят под фиксированным углом (обычно 
90°), учитывая светорассеяние чистого растворителя. Воз
можные погрешности измерений связаны с наличием круп
ных частиц в растворе, поэтому растворители очищают до
полнительной перегонкой, ультрафильтрацией и центрифу
гированием.

Однако в биологических исследованиях большой инте
рес представляет измерение крупных частиц, размер кото
рых сравним с длиной волны падающего излучения. В этом 
случае уравнение (36) имеет вид:

Я с /т  =  1/М  Р ( 0 )  +  А 2с, (37)

где Р ( 0 ) — поправочный коэффициент, учитывающий ин
терференцию излучения, исходящего от различных рассеи
вающих центров одной частицы. Д ля  частиц различной 
формы значения Р (0 )  будут отличаться. Кроме того, в свя
зи с явлениями интерференции интенсивность света, рассе
янного под различными углами, будет неодинаковой для 
частиц различного размера (эффект М и). Д ля  характерис
тики этого различия вводится специальный параметр 

45°/f  135° — асимметрия светорассеяния, в котором / 45°, / 135» 
означает интенсивность светорассеяния под углами 45 и 
135° к падающему излучению. Теоретические кривые зави 
симости асимметрии рассеяния от формы частиц (рис. 126) 
дают возможность проводить два типа исследований. И зме
ряя отношение / 45°Д 135° при разных длинах волн, можно по

Рис. 126. Теоретические кривые
зависим ости асимметрии рас
сеяния от разм ера L  и формы 

частиц:
1 —  с ф е р а ; 2  —  к л у б о к ; 3 —  ж е с т 

к а я  п а л о ч к а .

Рис. 127. Д и аграм м а Зим м а д л я  рас
твора полистирола в бензоле.
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виду графика определить форму изучаемых частичек. Если 
ж е форма частичек известна, можно по соответствующему 
графику определить их размер.

Часто в эксперименте используется м е т о д  д в о й н о й  
э к с т р а п о л я ц и и ,  и л и  м е т о д  З и м м а .  Суть этого 
метода заключается в следующем. Измеряют интенсивность 
светорассеяния под разными углами для нескольких, кон
центраций исследуемого раствора. Результаты откладывают 
на графике в координатах Я с/т  и sin2(6/2) +&с/ где к — 
произвольный масштабный коэффициент.

Н а диаграмме Зимма для раствора полистирола в бен
золе (рис. 127) точка А  соответствует (Яс/т)е=о°, так  как

,  с = 0

линия А В  получена экстраполяцией экспериментальных 
данных к нулевой концентрации, а линия А С  — экстраполя
цией к нулевому углу рассеяния. В соответствии с уравне
нием (36) отрезок А О  соответствует 1/М. О размере части
чек, соизмеримых с длиной волны падающего света, можно 
судить по спектральному изменению интенсивности прохо
дящего света'. Следует иметь в виду, что измерения свето
рассеяния нужно вести в спектральной области, в которой 
нет электронного" поглощения исследуемых веществ. Н а 
пример, при исследовании белков необходимо вести измере
ния при длине волны больше 320 им. В этом случае зави 
симость оптической плотности от длины волны может быть 
представлена эмпирическим уравнением:

D =  k k - n, ( 3 8 )

где D  — оптическая плотность образца; X — длина волны, 
k, п  — константы, зависящие от размера частичек.

Построив график в координатах lgD =  f ( l k) , по его на
клону определяют п. Параметр п  и асимметрия рассеяния 
связаны с параметром Z, который в свою очередь связан с 
радиусом рассеивающей частички зависимостью:

Z =  8яо/Х, (39)
где X — длина волны в среде; а  — радиус частички.

Значения л, / 45°//i35° и Z  вычислены в диапазоне от 2 
до 8 (данные' Я. С лони м а):

п Z450 -Л 35° Z п A s0 J m ° Z

3,872 1,155 2,0 V 2,807 3,371 5,5
3,686 1,254 2,5 2,659 4,454 6,0
3,573 1,401 3,0 2,533 6,191 6,5
3,436 1,575 3,5 2,457 8,957 7,0
3,484 1,826 4,0 2,379 14,25 7,5
3,121 2,130 4,5 2,329 25,47 8,0
2,960 2,676 5,0

272



Определив из этих данных Z, по уравнению (39) вычис
ляют а.

Приведенные выше значения /г, As0/ / 135° дают возмож
ность рассчитать а для Z  в пределах от 2 до 8. Д ля  меньших 
частичек можно пользоваться формулой Рэлея, причем для 
Z =  l,5 относительная погрешность не превысит 2%-

Д л я  больших частичек с Z > 8  применимость метода оп
ределяется из условия:

Z /4(m  — 1) <  1,

где т  — отношение показателя преломления частички к 
показателю преломления среды. Это условие не выполняет
ся при Z > 8  и . т  =  1,5.

Все изложенное выше применимо для шарообразных 
частичек. Д л я  вытянутых или сплюснутых частичек погреш
ность определения размера увеличивается. Например, при 
соотношении осей частички больше 3 относительная по
грешность определения радиуса будет больше 5%.

Светорассеяние измеряют на приборах, которые в зави 
симости от применяемой методики дают возможность опре
делять интенсивность проходящего через образец света или 
интенсивность света, рассеянного под различными углами. 
В первом случае используются спектрофотометры (см. 
с. 179), а во втором — специальные приборы для измере
ния светорассеяния (рис. 128).

§  24. КОЛЕБАТЕЛЬНЫЕ СПЕКТРЫ К О М Б И Н А Ц И О Н Н О Г О  РАССЕЯНИЯ

Рэлеевское рассеяние имеет частоту, равную частоте па
дающего излучения. Однако, если применять при регистра
ции чувствительные фотОприемники, то в спектре рассеян
ного света по обе стороны от основной (рэлеевской)_ линии 
с частотой too можно обнаружить линии низкой интенсив
ности с частотой со, =7^ too (рис. 129). При этом линии с час
тотами toi>too называются стоксовскими, а линии с часто
тами ю;< со0 называются антистоксовскими. Данное явле
ние называется к о м б и н а ц и о н н ы м  р а с с е я н и е м  
с в е т а ,  поскольку в спектрах комбинационного рассеяния 
(КР-спектрах) комбинируется частота излучения источника 
с частотой собственных колебаний молекулы. Механизм 
возникновения КР-спектров-следующий.

В большинстве случаев при ваимодействии кванта элек
тромагнитного излучения и молекулы исследуемого вещест
ва в основном состоянии (с колебательной энергией Е 0) про
исходит упругое рассеяние, при котором квант и молекула 
не обмениваются энергией» Поэтому частота рассеянного
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-Aw 600 m  200 0 -200 -m + A u

Рис. 128. Схема прибора Ф ПС-3 для  Рис. 129. С пектр комбинацион- 
измерения светорассеяния: ного рассеяния ССЦ:

/  — р т у т н а я  л а м п а ;  2  — к о л л и м а т о р ; , 3, 4—
Ф Э У ; 5 —  к ю в е т а ; 6 — п р ед в а р и те л ь н ы е  
у си л и тел и ; 7 — с х е м а  ср а в н е н и я ; 8  — у с и 

л и т е л ь ; 9 — ф а зо в ы й  д е т е к т о р ; 10, I I  — 
д в и га т е л и ; 12 — се р в о у с и л и т е л ь ; 13 — р е о 

х о р д ; 14 — п о тен ц и о м етр .

излучения будет равна частоте падающего излучения. Одна
ко иногда квант электромагнитного излучения взаимодей
ствует с молекулой, которая находится на одном из воз
бужденных колебательных уровней с энергией Е\. В этом 
случае молекула отдает избыток колебательной энергии 
кванту, частота которого увеличивается. В спектре рассеян
ного света появляется антистоксовская линия, которая сме
щена по отношению к рэлеевской линии в коротковолновую 
область.

Кроме упругого рассеяния света, происходящего без об
мена энергией между молекулой и падающим излучением, 
возможно (с малой вероятностью) неупругое рассеяние све
та, в процессе которого часть энергии кванта передается мо
лекуле. В результате такого взаимодействия молекула пе
реходит в одно из возбужденных колебательных состояний. 
Энергия рассеянного излучения при этом уменьшится и в 
спектре появится соответствующая линия, смещенная по 
отношению к рэлеевской в длинноволновую область. Веро
ятность неупругого рассеяния очень мала, поэтому интен
сивность КР-спектров значительно меньше интенсивности 
рэлеевского рассеяния. При этом вероятность сверхупруго- 
го рассеяния, в результате которого происходит обмен энер
гией кванта и возбужденной молекулы, еще меньше веро
ятности неупругого рассеяния. Поэтому в КР-спектрах мо-
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лекулы интенсивность полос в стоксовской области значи
тельно больше их интенсивности в аитистоксовской области.

Колебательные КР-спектры широко применяют для ка 
чественного и количественного анализа органических сме
сей, поскольку каждому компоненту соответствуют свои 
стоксовские линии в спектре, а по интенсивности этих линий 
можро судить о количественном содержании компонента в 
смеси.

Так как  в КР-спектрах проявляются частоты, соответст
вующие колебательным энергетическим уровням, то можно 
было бы ожидать совпадения резонансных частот в КР- 
спектрах и в ИК-спектрах поглощения. Однако не для 
всех соединений колебательные частоты КР-спектров могут 
наблюдаться в ИК-спектрах поглощения. Поскольку элек
тромагнитная энергия может поглощаться только диполя
ми, в ИК-спектре поглощения могут проявляться внутрен
ние колебания лишь электрически заряженных составных 
частей молекулы. В ҚР-спектре проявляются все внутрен
ние колебания молекулы, т. е. колебания ее заряженных 
и нейтральных частей.

Таким образом, различие между КР-спектрами и ИК- 
спектрами поглощения заключается в том, что в КР-спек
трах регистрируются переходы, обусловленные индуциро
ванными (мгновенными) дипольными моментами, а в 
ИК-спектрах — переходы, обусловленные постоянными ди
польными моментами. Основное затруднение при регистра
ции КР-спектров заключается в низкой интенсивности рас
сеянного излучения. В современных КР-спектрометрах это 
затруднение преодолено за счет использования лазера в 
качестве источника излучения. К ак известно, лазер дает 
высокоинтенсивное, монохроматическое, поляризованное из
лучение, что очень важно в КР-спектроскопии. Принципи
альная схема. КР-спектрометра содержит те же элементы, 
что и приборы, применяемые для измерения рэлеевского 
рассеяния (см. рис. 128).

Изложенные теоретические предпосылки явились осно
ванием для применения метода комбинационного рассеяния 
в исследованиях структуры органических и биологических 
молекул.

В табл. 17 приведены характерные пики в КР-спектрах, 
относящиеся к конкретным атомным группировкам нуклеи
новых кислот и белков. О вторичной структуре Д Н К  можно 
качественно судить по наличию пиков при 807 см-1 (А-фор- 
м а ) ,  836 см-1 (В-форма) и 870 см-1 (G-форма). Д л я  всех 
структурных форм Д Н К  характерен пик при 1096— 
1.100 см-1, который обусловлен симметричным колебанием
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Т а б л и ц а  17. Характерные пики в КР-спектрах нуклеиновых кислот 
  и белков

Н ,0 0 , 0 Колебания, определяющие возник
новение пика

807 (А -форма)
836 (В -ф орм а) , — __
870 (С -ф орм а) —
1015 1025 ,С в я зь  С —О
1 0 9 6 -1 1 0 0 1 0 9 6 -1 1 0 0 С им м етричная связь О —Р —О
1306 1350 Аденин
1341 1381 Аленин
1378 1429 Тимин, аденин, гуанин,
1490 1485 Гуанин, частично аденин
1514 1521 Аденин
1580 1578 Аденин, гуанин
1658— 1660 — Амид I
1270 — Амид III
854, 828 — Тирозин
500— 550 — Д и сульф идная связь

П р и м е ч а н и е .  Ц иф ры  в таблице обозначаю т частоту колебаний, 
см -1 .

частично двойной связи О.—Р —О. Характерным колебанием 
является такж е колебание в плоскости основания атома 
N 7 гуанина вдоль связи N  7 — С8. Это колебание проявля
ется пиком при 1490 см-1, небольшой вклад в который лает 
такж е а дени н. Амидная группа белков проявляется в КР- 
спектрах полосой Амид I (1658— 1660 см-1 ) и Амид III 
(1270 см™1). Ароматические боковые радикалы проявляются 
пиками при 1004, 854, 828 см-1. Дисульфидная связь обычно 
проявляет себя в области 500—550 см-1.

Детальное проявление на одних и тех же спектрах, но 
при разных частотах, характерных атомных группировок, 
принадлежащих белкам и нуклеиновым кислотам, служит 
предпосылкой для исследования особенностей белково-нук
леиновых взаимодействий в нативных комплексах. На 
рис. 130 приведен КР-спектр фрагментов хроматина из ти
муса теленка, а наличие в этом спектре интенсивных пиков 
при 836 и 1660 см-1 дает возможность сделать вывод о том, 
что Д Н К  в хроматине находится в В-форме, а гистоны 
спирализовацы примерно на 50%. Примером еще более.де
тальной информации, получаемой с помощью КР-спектро- 
скопии, может быть эксперимент, проведенный Д. Гудвиным 
и сотр. в 1978 году. К ак • известно, структурные особен
ности хроматина, а следовательно, и реализация генети
ческой информации, определяются особенностями Д Н К - 
белковых взаимодействий. Белки могут взаимодействовать 
с основаниями Д Н К  либо по большой либо по малой бо
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Рис. 130. С пектр комбинационного /  
рассеяния ф рагм ентированного хро
м атина тим уса теленка —  препарат 

три- и тетрануклеосом  (по Д . Гудви- - 
ну и др., 1978).

а —  препарат 
(по Д . Гудви- -

Рис. 131. Спектры комбинационного 
рассеяния Ы 7-метилгуанозина (о) и 
гуанозина (б) (по Д . Гудвину и др., 

1978). 1700 1500 1300 т о т ^ с м

I

1000 Р, см700 2000 1600 130013001600 /ООО

роздке. В большую бороздку Д Н К  экспонирован атом. N 7 
гуанина, колебания которого соответствуют пику при 
1490 см-1. Следовательно, участие атома N 7 гуанина в 
межмолекулярных взаимодействиях должно привести к из
менению интенсивности пика 1490 см-1. К ак видим из 
рис. 131, метилирование гуанина по атому N 7  приводит к 
резкому падению интенсивности пика при 1490 см-1.

Н иже приведено изменение интенсивности пика при 
1490 см~Ц по отношению к инвариантному пику при 
1100 см-1 в дезоксирибонуклеопротеидах (Д Н П ),  содерж а
щих разное количество негистоновых белков и одинаковое 
количество гистонов:

Д,НП Относительная ин
тенсивность пика  

1490 см-»

Д Н К  • 1.2
М ононуклеосомы тим уса теленка 1,2
Д инуклеосом ы  тим уса теленка 1,2
ТринуклеосоМ ы,тимуса теленка 1,2
Хроматин тим уса теленка 0,6
Хроматин гепатомы Зай д ел я  0,2
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Д Н П , не содержащие негистоновые белки (моно-, ди- и 
тринуклеосомы), практически не изменяют интенсивность 
пика при 1490 см-1 в КР-спектрах. В то же время хроматин 
тимуса теленка и клеток гепатомы Зайделя имеет прогрес
сивно уменьшающийся пик при 1490 см-1 в соответствии с 
увеличивающимся количеством негистоновых белков. Сле
довательно, можно сделать вывод о том, что негистоновые 
белки хроматина взаимодействуют с Д Н К  по большой бо
роздке, а гистоны оставляют большую бороздку Д Н К  сво
бодной.
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П Р И Л О Ж Е Н И Е

Пропускание стеклянных ф и л ьтр о в  (по А. Н. З а й д е л ь  
и др., 1972)

ЗСв

зею'ЗС11

ЗС2

■ЗС7

ЗС6 ЗСЗ

500 600 Л,нм■ т260 300

Рис. 1. П ропускание зеленых стеклянны х фильтров толщ иной 3 мм.
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260 300 №  500 600
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Рис. 2. П ропускание ж елто-зелены х стеклянны х фильтров то л 
щиной 3 мм.
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Рис. 3. П ропускание ж ел- Рис. 4. П ропускание ж елты х и оран-
ты х стеклянны х фильтров. ж евы х стеклянны х фильтров тол щ и-

* ной 3 мм.
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Рис. 5. П ропуска
ние оранж евы х 

стеклянны х ф ильт
ров.

Рис. 6. П р о 
пускание 
красны х 

стеклянны х 
фильтров.

Рис. 7. П ропускание инф ра
красны х стеклянны х фильтров 

толщ иной 3 мм.

№ 6
№

УФСБ

УФС1

№ 300

Рис. 8. П ропускание ультраф иолето
вых стеклянны х фильтров толщ иной 

3 мм.

СС11 \

■300 ш 3,нм
Рис. 9. П ропускание си
них стеклянны х ф ильт

ров толщ иной 3 мм.

ФС7-
CCSCCfS

3 0 0

Рис. 10. П ропускание ф иолетовы х и синих стеклянны х фильтров
толщ иной 3 мм.
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700

Рис. 11. П ропускание сине-зеленых стеклянны х фильтров " толщ иной
3 мм.
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Рис. 12. П ропускание пурпурных стеклянны х фильтров толщ иной

3 мм.
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Рис. 13. П ропускание нейтральных стеклян- Рис. 14. П ропускание
пых ф и л ь т р о в  т о л щ и н о й  3 мм. т е м н ы х  ст е к л я н н ы х

■ . ф и л ь т р о в  т о л щ и н о й
3 мм.

-  6С11 лее
БС7-

ВСЮ

300 изо 500 300 т  •  750 1000 1500Л, нм

Рис. 15. П ропускание белых стеклянны х фильтров толщ иной 3 мм.
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I

ПРЕДМЕТНЫЙ УКАЗАТЕЛЬ

А гароза 53, 56, 58, 62, 63, 108 
А дсорбент(ы ) 

биоспецифический 61, 66 
линейная емкость 16 
неполярные 18, 19 
полярны е 18, 19 

Адсорбция 
необратим ая 81, 82 
обрати м ая 81 

Акрилекс 58 *
Амфолины 99, 100, 101, 102, 107 
Амфолиты 20, 98, 99 
А нализатор аминокислотный 26 

принцип работы  27— 30 
Анирниты 20, 21, 24, 25, 26, 31

Б победе 58 
Биогель А 58 
Биогель Р  57— 59 
Б иоглас  57 
Болом етр 209 
Б у м ага  

ионообменная 81 
хром атограф ическая 40, 41

Вода набухания 55 
Волна полярограф ическая 142, 

145— 147, 160, 161 
высота 142, 147— 149, 161 

Время удерж ивания 11, 47 
В ставка 61, 65, 66

Гелароза 58 
Гель

агаровы й 88, 89, 97, 108 
концентрирую щ ий 93, 11.2 
крахм альны й 89, 90 
полиакриламидны й 57, 88—92, 
107, 108, 113 
разделяю щ ий 93, 112 

Гидролиз белков 
кислотный 68, 69 
щ елочной 68, 69 

Граф ик С кэтчарда 249

Д скстран  25, 53, 82 
Д етектор  51 

пламенно-ионизационный 52 
по теплопроводности 52

2 8 2

Д и агр ам м а  Зим м а 272 
Д одецилсульф ат натрия (Д С Н ) 
91, 92
Д Э А Э -ссф адскс 53 
ДЭ А Э -целлю лоза 25, 43, 68

Емкость буф ерная 32, 127

Закон
Бугера — Л ам б ерта  — Бера 178 
В авилова 232 
Стокса 230 

Зонды  флуоресцентные 245—247 
и сл.

И зотерма распределения 14 
И зотахоф орез 75, 93, 102 

в кап иллярах  106, 107 
в полиакриламидном  геле 107, 
108

И зоэлектроф окусирование 60, 75, 
84, 98 

в геле 102
в градиенте плотности 101 

И м м обилизация 61 
И м м уноэлектроф орез 60, 75, 96— 
98
Иониты 

выбор 31, 32 
обменная емкость 21, 22
— динам ическая 21 

% полная 21
— полная динам ическая 22 
определение 19
свойства 26
химический состав 24, 25 

И онная сила 128 
Ионообменники, см. Иониты 

• И оноф орез 73 
Ионы

биполярны е, см. Ц виттер-ионы  
ведущ ие 103— 105 
зам ы каю щ ие’103— 105, 107 
спейсерные 106 
трайлерны е 106

Катиониты 20, 21, 24, 25, 31 
К М -сеф адекс 53 
К М -целлю лоза 25



Коионы 20
К олебания нормальные 212 

скелетные 212 
характеристические 212 

К олонки хром атограф ические 7, 8, 
49

капиллярны е 49, 50 
металлические 8 
набивные 49, 50 
образование кан алов  7 
стеклянные 8, 9 
ф орм а 7 
целлю лозные 84 
упаковка (набивка) 7 

К онстанта ионного обмена 23, 24 
К онтроль ды хательны й 161, 162 
К оэф фициент 

Генри 45, 46 
емкости 14
избирательности, см. Константа 
ионного обмена 
м олярной экстинкции 178, 198 
равновесного распределения 157, 
159, 162 

К ривая 
плавления 194— 196
— диф ф еренциальная 196, 197 
титрования
— амперометрического 164, 165
— кондуктометрического 134— 
139
хром атограф ическая вы ходная 
10
электрокапиллярная 145, 146

Л ам пы
водородны е 182 
газоразрядн ы е 182 
импульсные 182 
накаливания 179, 180 

Л иганд 
групповой 61— 63, 65, 66 
необратимы й 65 

Лю минесценция 
белков 233—237 
длительность 221
квантовы й вы ход 221 
механизм возникновения 218 
энергетический выход 221

N, М '-М етилен-бмс-акриламид 90 
М етод (ы)

амперометрического титрования 
163— 169
двойной экстраполяции 272, 273 
добавок  150 
изучения пленок 211

—  растворов 211 
импульсной флуориметрии 230 
интерференционные 7 7 у 
калибровочны х кривых" 149 
кондуктометрический 132, 133, 
141
М ихаэлиса 180 
полярографический 141— 163 
потенциометрического титрова
ния 114, 115, 118 
прессованных таблеток  210 
рефракционные 77 
свободно движ ущ ейся границы, 
см. Э лектроф орез фронтальный 
сольвентной пертурбации 202 
спектрофотометрического титро
вания 199, 200 
стандартны х растворов 150 
стартовы х условий 32 
суспензии в иммерсионной сре
де 209, 210
температурной пертурбации 202 
триозиновы й 65 

М олселект 58 
М онохром атор 183 

двойной 185 
призменный 185, 209 
с дифракционной решеткой 185, 
209

М ост.К ольрауш а 139, 140

Носитель 5, 35, 49, 50, 61, 80, 82, 
93, 95

Объем 
«мертвый» 6
удерж иваем ы й 6, 49, 51, 82 
элю ирования 6, 53 

О ксидоредуктазы  129 
О ш ибка 

кислая 122 
щ елочная 121

П арам етр удерж ивания 15 
Перенос энергии 

триплет-синглетный 268 
триплет-триплетиы й 268 

П ик хром атографический 11, 16 
П одвиж ность электроф оретическая 
78, 79, 83, 90, 98 
П олиакрилам ид 53, 63, 90 
П олиам ф олиты  99, 101 
П олярограм м а 141, 147 
П олярограф  141, 143; 158, 166 
П отенциал 

нормальный 114 
окислительно-восстановитель
ный, см. Редокс-потенциал
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полуволны 151 
равновесны й 114 
редокс-потенциал 129
— стандартны й (нормальный) 
130, 131
электродны й 114 
электрокинетический 74, 82 

Потенциометр 118 
П равило К ундта 231 

Л евш ина 231 
Преципитаты  97 
Преципитации дуги 97, 98 
П рибор 

Тизелиуса 75, 76, 83 
Принцип Ф ранка — Кондона 173, 
174
П роводимость

электрическая удельная 133
— м олярная 134 

П ротивоионы 19, 21

Равновесие ионообменное 22, 23 
Ради ус  Ф ёрстера 251 
Рассеяние света комбинационное 
273
Растворитель 

неподвижны й 35 
подвижный 35 

Растворы  буф ерны е 29, 30, 55, 70, 
86, 87, 93, 95, 113, 124, 126, 168 
Реактив Б рдичка 145 
Р еоф орез 86
P n ji Т раппа элю отропный 17, 18

С агавак  58 
Свет

линейно поляризрванный 222 
неполяризованны й 222 

Светофильтры , см. Фильтры 
Серволиты 100
С еф адекс 31, 53—58, 62, 63, 69, 70, 
101, 108
С еф ароза 58, 67 
С ила(ы )

„Д ебая  45 
К изом а 44 
Л ондон а 45 
осциллятора 174 

Силуфор 43, 44 
Системы буферные 

белковая  125— 127 
гидрокарбонатная 125, 126 
ф осф атная 125, 126 

Соотношение С тепанова 231, 232 
Спектр 

излучения 220 
йзоэлектрическнй 99

284

поляризационны й 223, 224 
' полярографический 151 
электронны й 177 

С пектроф луорим етр 224, 225 
С пектроф отом етр 178, 179, 208 

' С1т1рагель 58 
Сферой 63

Т ерм остатированне 77 
Титрование 

кондуктом етр и ческое 134, 139 
хронокондуртометрическое 135 

Титрометр 118 
Ток

диффузионны й 144, 145, 148, 
152, 163
остаточный 143 
предельный 144 

ТЭ А Э -целлю лоза 25

Умножители фотоэлектронные 
(ФЭУ) 1 8 7 -1 9 0  
У равнение 

А лександера — Д ж о н са  74 
Гендерсона — Х оссельбалха 120 
изотермы Л енгм ю ра 16 
И льковича 149 
К ольрауш а 103, 105 
Н ернста 114, 115 
Никольского 23 
Рэлея  269
Ш терна —  Ф ольмера 239 

Ф аза
неподвиж ная 5, 6, 35, 44, 47, 49, 
51, 59
подвиж ная 5, 6, 35, 47, 59 

Ф иксион 43 
Фильтры 

абсорбционные 183 
дисперсионные 183 
интерференционные 185 
интерф еренционно-поляриза
ционные 185 
отраж аю щ ие 185 

Ф луоресценция 
зам едленн ая 219, 220 
степень поляризации 226 
туш ения 237—242 

Ф орма колебания 211 
Ф ормула П еррена — В авилова 
242, 243
Ф осфоресценция 219 

сенсибилизированная 268 
Ф ракционирование белков 69—71

Х ром атограм м а 10, 36, 38, 39, 40



Х ром атограф  газовы й 48 
Х ром атограф ия 

адсорбционная- (м олекулярная) 
9, 15— 19
аф ф инная 9, 60—66 
вы теснительная 9, 12 
газовая  44—48
—  газоадсорбционная 44
— газож идкостная 44, 48, 51
— преимущ ества 46 
гель-проникаю щ ая 52 и сл. 
идеальная 12, 13 
ионообменная 9, 12, 19— 21 и сл. 
классиф икация методов 9 
молекулярно-ситовая, см. X.

. гель-проникаю щ ая 
на бумаге 36
— восходящ ая 38
—  двум ерная 39
—  нисходящ ая 38
— одном ерная 39 

 подвиж ность 37
—  принцип м етода 36 •
—  р адиальная  (круговая) 39 
определение 6
осадочная 9; 33, 34 '  _
преимущ ества 6 
применение 5 
проявительная 9— 11 
распределительная ж идкостная 
35
—  колоночная 6, 15, 35—37
—  плоскостная 36 
тонкослойная 9, 42, 59 
ф ронтальная 9, 11, 12

Хромосорб 51

Цвиттср-ионы 28 
Цеолиты  24

Число Рэлея  270

Ш тифт Н ернста 208

Э лектродиализ 73 
Э лектрод (ы) 

водородны й 116, 121, 129, 131 
индикаторны й 115, 116, 148, 166- 
калом ельны й 116, 121, 131, 166
— приготовление 117 . 
ртутно-капельны й 143, 145 
сравнения, см. Э. стандартны й 
стандартны й 115, 116, 120, 166 
стеклянны й 116, 121
тверды е 148, 151 
хингидронный 116

хлорсеребряны й 116, 118, 121, 
131
стационарны е 152
—  движ ущ иеся 152
 вибрирую щ ие 152, 153
 вращ аю щ иеся 152, 153,
166, 167 

Э лектролит 
ведущ ий 103, 104 
зам ы каю щ ий 103, 104 

Э лектроосм ос 73, 76, 82 
Электропроводность, см. П рово
димость
Э лсктроф орсграм м а 78, 79, 86, 87, 
НО, 1Н  
Электроф орез 

аналитический 73 
в блоке 85 
в гелях 88—92
в градиенте плотности 83, 84 
в колонках 84
в поддерж иваю щ ей среде, см. Э. 
зональный 
высоковольтный 73 
двухмерны й 90 
диск-электроф орез 93, 94 

. — разделение белков 111— 113 
зональный 73, 80—83 
м акроэлектроф орез 73 
микроэлсктроф орез 73 
на бум аге 86, 87, 108
— разделение белков 109, ПО 
на инертном носителе, см. Э. зо
нальный
непрерывный 95, 96 
низковольтный 73 
определение 72 
полум нкроэлектроф орез 73 
препаративны й 73 
проточный, см. Э. непрерывный 
ф ронтальны й 75—80
— применение 79, 80 

Элю ирование 6
градиентное 7 
постоянное 7
ступенТатое (периодическое) 7 

Эффект
гииерхромный 194 
гипохром ный 193— 195, 197 
К ольрауш а 93
концентрирования, см. Э. К оль
рауш а 
Ми 271
м олекулярного сита 90—93, 107, 
111
стеночный 8, 9
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