
176

ЖУРНАЛ ФИЗИЧЕСКОЙ ХИМИИ, 2019, том 93, № 2, с. 176–181

ТЕРМОДИНАМИКА И КИНЕТИКА РЕАКЦИИ 
ПИРИДОКСАЛЬ-5-ФОСФАТА С ГИДРАЗИДАМИ 

2-МЕТИЛ-3-ФУРАНКАРБОНОВОЙ, ТИОФЕН-3-КАРБОНОВОЙ КИСЛОТ 
В ВОДНОМ РАСТВОРЕ

© 2019 г.   Г. А. Гамовa,*, М. Н. Завалишинa, Д. Н. Кабировa, Т. Р. Усачеваa, В. А. Шарнинa

aИвановский государственный химико-технологический университет, Иваново, Россия
*е-mail: oxt705@isuct.ru

Поступила в редакцию 29.03.2018 г.

Спектрофотометрическим методом определены константы устойчивости гидразонов, образован-
ных пиридоксаль-5-фосфатом и 2-метил-3-фуранкарбогидразидом, тиофен-3-карбогидразидом в
водном растворе при рН среды 1.9, 6.6, 7.0, 7.4. Исследована кинетика процессов образования и гид-
ролиза оснований Шиффа, из электронных спектров поглощения вычислены константы прямой и
обратной реакции. По их отношению рассчитаны константы устойчивости оснований Шиффа. Ка-
лориметрическим методом определены термодинамические параметры реакции образования (lgK,
ΔH, TΔS) обоих гидразонов при рН 6.6. Обсуждаются причины различий между константами равно-
весия, рассчитанными из данных спектрофотометрического и кинетического эксперимента, анали-
зируется надежность полученных результатов.
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Гидразоны различного состава и строения
привлекают внимание исследователей, благодаря
широким возможностям их использования в ана-
литической химии в качестве сенсоров анионов и
ионов металлов [1, 2], антибактериальных и про-
тивогрибковых агентов [2, 3], переключателей
молекулярных машин [1], чувствительных к из-
менениям рН, УФ-облучению, а также катализа-
торов [3]. Гидразоны, производные витамина B6,
пиридоксаля или его витамера, пиридоксаль-5-
фосфата (PLP), обладают биологической актив-
ностью, в частности, могут ингибировать вызы-
ваемое ионами меди(II) окисление аскорбиновой
кислоты [4, 5].

Предполагаемые полезные свойства гидразо-
нов пиридоксаль-5-фосфата могут быть усилены
путем изменения гидразидного остатка. Прогно-
зирование биологической активности, выпол-
ненное при помощи программного обеспечения
PASS [6–8] показало, что гидразоны, образован-
ные PLP и гидразидами 2-метил-3-фуранкарбо-
новой, тиофен-3-карбоновой кислот (в дальней-
шем, 2MF3H и T3CH соответственно) являются
потенциальными ингибиторами киназы бета-ад-
ренорецептора. Сердечная недостаточность ассо-
циирована с гиперактивностью бета-адреноре-
цепторов [9–11], и разработку новых ингибито-

ров для них некоторые авторы считают
перспективным направлением в борьбе с болез-
нями сердечно-сосудистой системы [9].

Гидролиз гидразонов способен существенно
изменять их действие на организм [12], таким об-
разом, необходимо исследовать устойчивость ос-
нований Шиффа, а также кинетику их образова-
ния и разложения.

Целью настоящей работы является определе-
ние термодинамических и кинетических характе-
ристик реакции между PLP и 2MF3H, T3CH в вод-
ном растворе при условиях, имитирующих физио-
логические (pH 6.6–7.4, ионная сила 0.25 [13]).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. Пиридоксаль-5-фосфат (abcr Gm-

bH, Германия), 2-метил-3-фуранкарбогидразид,
тиофен-3-карбогидразид (Sigma-Aldrich, США) с
заявленной чистотой >99 мас. % были использо-
ваны без предварительной подготовки. Отсут-
ствие примесей контролировали при помощи 1H
ЯМР спектроскопии. Буферные растворы с рН
6.6, 7.0, 7.4 готовили с использованием Na2HPO4 ·
· 12H2O и NaH2PO4 · 2H2O (Спектр-Хим, Россия).
Значение рН1.9 создавалось при помощи предва-
рительно стандартизированной HCl. Кислот-
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ность буферных растворов контролировалась по-
тенциометрически. Все растворы готовились на
бидистиллированной воде (κ = 1.7 мкСм/см, pH
6.6). Значение ионной силы I = 0.25, близкое к ве-
личине I в эритроцитах, задавалось за счет компо-
нентов буферной смеси (при pH 6.6, 7.0, 7.4) или
KNO3 (pH 1.9).

Приборы. Электронные спектры поглощения
растворов PLP, 2M3FH, T3CH концентрацией
1.5 × 10–5–1.5 × 10–4 моль/л, а также растворов
смесей PLP+2MF3H, PLP+T3CH были зареги-
стрированы на двухлучевом спектрофотометре
Shimadzu UV1800 (США) в диапазоне длин волн
190–500 нм и оптической плотности. Соответ-
ствующий буфер (при рН 1.9 дистиллированная
вода) использовались как растворы сравнения.
Ошибка определения длины волны не превышала
0.5 нм, максимальная погрешность измерения
оптической плотности составляла ±0.006 единиц.
Температура 298.2 ± 0.1 K поддерживалась при
помощи внешнего термостата. Использовались
1 см кварцевые кюветы.

Константы равновесия и изменения энталь-
пии реакции образования гидразонов при значе-
нии рН 6.6 определялись при помощи микрока-
лориметра титрования TAM III (TA Instruments,
США), снабженного ячейкой объемом 20 мл. Ка-
либровка калориметра проводилась аналогично
описанному [14].

Методики определения констант устойчиво-
сти. Процесс образования гидразона описывает-
ся схемой 1.  

Константы устойчивости оснований Шиффа
PLP-2MF3H, PLP-T3CH определялись по методи-
ке, описанной в работе [5] по электронным спек-
трам наборов из 9–10 растворов, в которых соот-
ношение общих концентраций PLP : 2MF3H,
PLP : T3CH изменялось от 10 : 1 до 1 : 1. После
приготовления все растворы выдерживались в
течение 24 ч, чтобы система достигла состояния
равновесия. Спектральные данные обрабатыва-
лись при помощи программы FTMT (см. описа-
ние принципа расчета констант в [5]). Началь-
ные концентрации PLP были постоянными

((1.5 ± 0.03) × 10–4 моль/л), в то время как общие
концентрации 2MF3H, T3CH изменялись от
(1.5 ± 0.03) × 10–5 до (1.5 ± 0.03) × 10–4 моль/л.

Расчеты проводились по экспериментальным
зависимостям оптической плотности при трех
длинах волн от общих концентраций реагентов
(см. примеры спектров на рис. 1а, б).

Молярные коэффициенты светопоглощения
PLP, 2MF3H, T3CH, необходимые для расчета в
FTMT при каждом значении pH и длины волны
предварительно определялись методом градуиро-
вочного графика. Значения ε для оснований
Шиффа рассчитывались программой при опреде-
лении констант устойчивости.

Калориметрическое определение констант
устойчивости и ΔH реакции образования гидра-
зонов PLP-2MF3H, PLP-T3CH при pH 6.6 было
проведено аналогично описанному [15]. Аликво-
та (15.00 мл) раствора PLP с концентрацией
(7.29–8.66) × 10–4 моль/л помещалась в калори-
метрическую ячейку, раствор 2MF3H или T3CH с
концентрацией 0.04358–0.05949 моль/л в соот-
ветствующем буфере служил в качестве титранта.
Титрант вводили в ячейку, осуществляя 15–20
инъекций (каждая объемом 25 мкл). Тепловой
эффект разведения гидразидов на объем ячейки
учитывали при помощи холостого эксперимента,
в ходе которого 15.00 мл буферной смеси титрова-
ли раствором 2MF3H или T3CH. Результаты экс-
перимента обрабатывали при помощи програм-
мы TAM Assistant [16]. Пример обработки данных
приведен на рис. 2.

Методика определения констант скорости ре-
акции. Спектрофотометрические кинетические
эксперименты проводились аналогично описан-
ным в работе [15], за исключением общих кон-
центраций. В настоящей работе они задавались
на уровне ((1.5 ± 0.03) × 10–4 моль/л) для обоих
реагентов (PLP с одной стороны, 2MF3H или
T3CH с другой стороны). Концентрации гидразо-
на и обоих реагентов в каждый момент времени
рассчитывались из значений оптической плотно-
сти при фиксированной длине волны с использо-
ванием коэффициентов молярного светопогло-

Схема 1. Образование гидразона в результате реакции между пиридоксаль-5-фосфатом и 2-метил-3-фуранкарбогид-
разидом, тиофен-3-карбогидразидом.
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щения исходных соединений и продукта реак-
ции, определенных независимо по методу
градуировочного графика и с помощью програм-
мы FTMT соответственно. Чтобы определить
константы скорости образования и гидролиза
гидразона, мы обрабатывали зависимости кон-
центрации PLP и основания Шиффа от времени
при помощи программы Kinet, разработанной
профессором А.В. Абраменковым [17, 18]. При
этом предполагалось, что протекают следующие
процессы:

(1)+ ⎯→1PLP Hydrazide SB,k

(2)

где “Hydrazide” обозначает 2MF3H либо T3СH;
“SB” означает основание Шиффа.

Примеры расчетных и экспериментальных за-
висимостей оптической плотности от времени, а
также кинетических кривых приведены на
рис. 3а, б.

При рН 1.9 надежно определить кинетические
характеристики реакций образования и гидроли-
за гидразона не удалось вследствие быстрого про-
текания процесса.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Результаты определения констант равновесия

из спектрофотометрических данных (Kсф), а так-
же констант скорости образования (k1) и гидро-
лиза (k–1) оснований Шиффа при разных значе-
ниях рН сведены в табл. 1. Кроме того, в ней даны
значения констант равновесия, определенные
путем деления константы скорости прямой реак-
ции на k обратной реакции (Kкин), а также значе-
ния критерия Фишера (F), характеризующие
адекватность математической модели экспери-
мента. Результаты калориметрического исследо-
вания реакции образования гидразонов при pH
6.6 сведены в табл. 2.

Величины погрешностей (табл. 1, 2) представ-
ляют полуширину доверительного интервала при
доверительной вероятности 0.95 и размере вы-
борки 3 эксперимента.

Устойчивость гидразонов PLP-2MF3H, PLP-
T3CH высока при всех изученных значениях рН

−⎯⎯→ +1SB PLP Hydrazide,k

Рис. 1. Электронные спектры смесей PLP+2MF3H
(a), PLP+T3H (б) при pH 1.9 (а), 6.6 (б). Общие кон-
центрации (PLP+гидразид): 1 – 1.5 × 10–4 + 1.4 × 10–5;
2 – 1.5 × 10–4 + 2.9 × 10–5; 3 – 1.5 × 10–4 + 4.4 × 10–5;
4 – 1.5 × 10–4 + 5.9 × 10–5; 5 – 1.5 × 10–4 + 7.3 × 10–5;
6 – 1.5 × 10–4 + 8.7 × 10–5; 7 – 1.5 × 10–4 + 1.0 × 10–5;
8 – 1.5 × 10–4 + 1.2 × 10–5; 9 – 1.5 × 10–4+1.3 × 10–5;
10 – 1.5 × 10–4 + 1.5 × 10–5.
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Рис. 2. Экспериментальная (точки) и расчетная
(сплошная линия) кривые калориметрического тит-
рования раствора 0.000866 моль/л PLP раствором
0.05949 моль/л T3CH, pH 6.6.
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Рис. 3. Экспериментальные (точки) и расчетные
(сплошная линия) зависимости: a – оптической плотно-
сти при λ = 297 нм; б – равновесных концентраций PLP,
2MF3H и их гидразона от времени при pH 7.0: 1 –
[PLP]эксп, 2 – [2MF3H]эксп, 3 – [SB]эксп, 4 – [PLP]расч,
5 – [2MF3H]расч, 6 – [SB]расч, рН 7.0.
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среды. Для исследованных к настоящему момен-
ту оснований Шиффа пиридоксаль-5-фосфата,
включая продукты взаимодействия с производ-

ными пиридина и пиразола [5, 19], также харак-
терны величины lgK порядка 4.2–5.2. Таким об-
разом, константа равновесия реакции образова-
ния оснований Шиффа пиридоксаль-5-фосфата
относительно слабо зависит от природы аромати-
ческого ядра в остатке гидразида.

Оба основания Шиффа (PLP-2MF3H и PLP-
T3CH) становятся менее стабильными при пере-
ходе от рН 6.6 к 7.4. Скорость образования гидра-
зонов значительно уменьшается при переносе ре-
акции из слабокислой в слабощелочную среду.

В слабокислой среде значения lgK, определен-
ные спектрофотометрически и калориметриче-
ски хорошо согласуются друг с другом для обоих
гидразонов. Однако, значения констант равнове-
сия, определенные в кинетическом эксперименте
с использованием известного отношения:

(3)
отличаются.

Разность между константами устойчивости
гидразонов, определенных в спектрофотометри-
ческом и кинетическом экспериментах, связана с
особенностями вычисления значения величины
k–1, которая мала. Во всех случаях, процесс (2) мо-
жет быть исключен из математической модели,
используемой для описания экспериментальных
данных. Это приводит к изменению значения
константы скорости прямой реакции, однако, это
изменение меньше статистической погрешности
определения k1 (см. рис. 4 и ср. с рис. 3).

Следует отметить, что исключение процесса
(2) (который точно протекает в исследуемой си-
стеме) не изменяет существенно ни сумму квад-
ратов отклонений экспериментальной зависимо-
сти оптической плотности от расчетной, ни зна-
чение дисперсии адекватности, ни величину
критерия Фишера. Следовательно, обе модели
(1 – предполагающая обратимость реакции обра-
зования гидразона, 2 – предполагающая необра-
тимое образование основания Шиффа) являются
адекватными. Опираясь только на результат F-те-
ста, можно принять ложноотрицательное реше-
ние о протекании гидролиза гидразона в растворе.

= 1 –1/ ,K k k

Таблица 1. Константы устойчивости, константы скорости реакции образования и гидролиза оснований Шиф-
фа, производных пиридоксаль-5-фосфата и 2MF3H, T3CH при разных значениях рН

Гидразон pH 1.94 6.6 7.0 7.4

PLP-2MF3H lgKсф (F) 5.30 ± 0.10 (0.04) 5.41 ± 0.08 (0.03) 5.21 ± 0.08 (0.04) 4.93 ± 0.16 (0.08)
k1, л/моль мин (F) – 81 ± 3 (0.02) 43.8 ± 1.0 (0.01) 26.5 ± 1.1 (0.03)
k–1, 1/мин – (8 ± 2) × 10–4 (4.3 ± 0.5) × 10–4 (3.8 ± 0.7) × 10–4

lgKкин – 5.01 ± 0.15 5.01 ± 0.10 4.84 ± 0.11
PLP-T3CH lgKсф (F) 5.27 ± 0.09 (0.10) 5.39 ± 0.11 (0.06) 4.78 ± 0.10 (0.04) 4.77 ± 0.12 (0.21)

k1, л/моль мин (F) – 67.3 ± 1.5 (0.03) 39.1 ± 1.0 (0.01) 24.1 ± 0.9 (0.01)
k–1, 1/мин – (3.1 ± 0.8) × 10–4 (1.4 ± 0.6) × 10–3 (2.1 ± 0.7) × 10–4

lgKкин – 5.34 ± 0.14 4.45 ± 0.22 5.06 ± 0.19
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Таким образом, значения k–1, определяемые
непосредственно из результатов кинетического
эксперимента, могут быть ненадежными. По
всей вероятности, их следует вычислять по урав-

нению (3), используя значения lgKсф и k1 (табл. 1),
т.е. k–1 = k1/Kсф.

Существует также риск принятия ложнополо-
жительных решений. Например, при обработке
результатов исследования взаимодействия PLP c
2MF3H при рН 7.4, процесс может быть задан
вместо реакции гидролиза гидразона:

(4)

Модель, включающая реакцию (1) и заведомо
абсурдный процесс (4), допускает расчет k2 и так-
же является адекватной (k1 = 26.0 л/моль мин,
k2 = 8 × 10–4 л/моль мин, F = 0.01).

При расчете константы устойчивости из спек-
трофотометрических данных также могут быть
сделаны ложноположительные заключения. На-
пример, при расчете константы устойчивости
гидразона PLP-2MF3H при рН 7.0 в математиче-
скую модель в дополнение к реакции образова-
ния основания Шиффа (схема 1) может быть вве-
ден процесс :

(5)

что даже несколько повышает адекватность моде-
ли (F = 0.03).

Приведенные примеры иллюстрируют хорошо
известный факт, что адекватность модели не дает
оснований считать ее истинной [20]. Отметим,
что при исследовании простой системы, в кото-
рой протекают только процессы образования
гидразонов и их гидролиза, возможность оши-
биться невелика. Однако, в более сложных случа-
ях, в которых возможно протекание набора реак-
ций с неизвестными константами равновесия, ве-
роятность принятия ложных решений возрастает.

Более высокая устойчивость обоих гидразонов
при pH 6.6 по сравнению с растворами с pH 7.0,
7.4 означает, что 2MF3H и T3CH могут связывать
PLP в большей степени в тканях, межклеточная
жидкость которых имеет пониженный рН (на-
пример, некоторые опухоли [21, 22] или ишеми-
ческие ткани [23], что представляет дополнитель-
ный интерес, с учетом потенциальной активно-
сти оснований Шиффа как ингибиторов киназы
бета-адренорецептора).

Данные табл. 2 показывают, что основной
вклад в устойчивость оснований Шиффа при рН
6.6 вносит энтальпийная составляющая. Отрица-
тельные значения изменения энтропии являются
ожидаемыми, поскольку молекула гидразона об-
ладает меньшим числом степеней свободы, чем
реагенты.

Величины ΔH реакции образования гидразо-
нов пиридоксаль-5-фосфата и пятичленных гете-
роциклов (табл. 2) близки к изменению энталь-
пии реакции между PLP и изониазидом [15].

⎯→22PLP 2MF3H.k

⇔3(2MF3H) PLP,

Таблица 2. Константы устойчивости, изменения эн-
тальпии и энтропии реакции образования оснований
Шиффа пиридоксаль-5-фосфата и 2MF3H, T3CH при
рН 6.6, Т = 298.2 K по данным изотермической кало-
риметрии титрования

Гидразон lgK
–ΔH, 

кДж/моль
–ΔS, 

Дж/(моль K)

PLP-2MF3H 5.41 ± 0.10 49.9 ± 1.0 63.7 ± 1.1
PLP-T3CH 5.42 ± 0.09 50.8 ± 1.0 67.3 ± 1.1

Рис. 4. Экспериментальные (точки) и расчетные
(сплошные линии) зависимости: a – оптической
плотности при λ = 297 нм; б – равновесных концен-
траций PLP, 2MF3H и их гидразона от времени при
pH 7.0: 1 – [PLP]эксп, 2 – [2MF3H]эксп, 3 – [SB]эксп,
4 – [PLP]расч, 5 – [2MF3H]расч, 6 – [SB]расч, рН 7.0.
Предполагается протекание только прямой реакции.
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Работа выполнена в НИИ термодинамики и
кинетики химических процессов Ивановского
государственного химико-технологического уни-
верситета при поддержке РФФИ (проект 16-33-
60017), Министерства науки и высшего образова-
ния РФ (проект 4.7305.2017/8.9) и Совета по гран-
там при Президенте Российской Федерации
(проект 14.Z56.18.877-MK). Калориметрический
эксперимент был выполнен на установке, отно-
сящейся к центру коллективного пользования
ИГХТУ.
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