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Исследованы взаимодействия L-метионина (Met) с никотиновой кислотой (NA) в водном буфер-
ном растворе (рН 7.4) методами калориметрии растворения и денсиметрии. Определены термоди-
намические характеристики образования молекулярного комплекса между Met и NA состава 1 : 1
при Т = 298.15 K. Получены экспериментальные значения плотности системы Met–NA–буфер при
T = (288.15, 298.15, 303.15, 308.15 и 313.15) K в интервале концентраций NA от 0.0036 до 0.0367 моль кг–1

при постоянной концентрации Met (0.01249 моль кг–1). Показано, что экстремальный характер
концентрационных зависимостей кажущихся мольных объемов свидетельствует о структурно-
укрепляющем действии NA на растворы, содержащие аминокислоту (Met), при этом наблюдается
некоторое смещение максимумов с ростом температуры. Полученные результаты обсуждаются на
основе использования модели Гэрни.
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Актуальность исследования α-аминокислот
среди других классов органических соединений
обусловлена, прежде всего тем, что они являются
структурными элементами природных белков,
играющих жизненно важную роль почти во всех
химических и биологических процессах в орга-
низме. Большинство биохимических процессов
протекает в водных растворах, содержащих бел-
ки, пептиды, электролиты, гормоны, ферменты,
лекарственные вещества и т.д. [1, 2]. В последние
годы большое внимание исследователей привле-
кают взаимодействия между белками и фармако-
логически активными веществами, которые ле-
жат в основе процессов их переноса в организме
человека, а также важны при разработке новых
биотехнологий по производству инновационных
лекарственных форм. Как известно, биологиче-
ская активность лекарственных средств в боль-
шой степени зависит от способности образовы-
вать комплексы с белками плазмы крови. Особое
значение имеет выявление характера взаимодей-
ствия между компонентами белков и прекурсора-
ми лекарственных веществ в условиях физиоло-
гических значений рН (7.2–7.4). Исследование
образования комплексов и конъюгатов между
аминокислотами и фармакологически активны-
ми веществами, используемых в качестве моде-

лей взаимодействий белок–лекарство, и опреде-
ление их термодинамических свойств в физиоло-
гическом растворе способствует лучшему
пониманию их природы и механизмов воздей-
ствия, выявлению связи между химической
структурой и биологической активностью реа-
гентов.

L-Метионин (Met) является серосодержащей
аминокислотой, присутствующей во многих бел-
ках и ферментах [1, 3, 4]. Благодаря наличию се-
ры, она обеспечивает эластичность кожи [5], хе-
латирует тяжелые металлы [6]. Являясь одним из
источников метильных групп, Met участвует в
биохимических реакциях переноса метильной
группы [7]. Метионин как незаменимая амино-
кислота играет роль в синтезе цистеина, карнити-
на, таурина, фосфатидилхолина и других фосфо-
липидов [8]. Метионин действует как липотроп-
ный фактор, эффективен для предотвращения
повреждения печени [9], а также может способ-
ствовать лечению болезни Паркинсона [10].

Пиридинкарбоновые кислоты и их производ-
ные представляют собой семейство N-гетероцик-
лических молекул, которые используются в каче-
стве противоопухолевых, антибактериальных и
противовирусных препаратов [11, 12], а также в
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качестве антигиперлипидемического средства
для снижения уровня холестерина [13].

Целью данного исследования является опре-
деление термодинамических характеристик взаи-
модействия L-метионина (Met) с никотиновой
кислотой (NA) в водном фосфатном буферном
растворе (рН 7.4) методами калориметрии раство-
рения и денсиметрии. Представленная статья
продолжает цикл работ [14–17], посвященных
анализу движущих сил образования комплексов,
структурными элементами которых являлись
ароматические аминокислоты и гетероцикличе-
ские соединения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали L-метионин (Sigma,

CAS 63-68-3) и никотиновую кислоту (Sigma-Al-
drich, CAS 59-67-6). Содержание основного веще-
ства составляло 98%. Аминокислоту сушили в ва-
куумном шкафу при 343 K, а NA – при 356.15 K в
течение 48 ч непосредственно перед использова-
нием. Исследования проводили в водных буфер-
ных растворах (рН 7.4), содержащих фосфат на-
трия одноосновный (0.04165 М) и фосфат натрия
двухосновный (0.20492 М), что приближает среду
к условиям реальных биологических систем. Зна-
чения рН растворов фиксировали цифровым рН-
метром Mettler Toledo (модель Five-Easy). Все
растворы приготовлены весовым методом, ис-
пользуя весы Sartorius-ME215S (с точностью взве-
шивания 1 × 10–5 г).

Для измерения энтальпий растворения кри-
сталлического L-метионина (фиксированная на-
веска) в буферных растворах, содержащих разную
(от 0.0036 до 0.0366 моль кг–1) концентрацию ни-
котиновой кислоты, использован калориметр с
изотермической оболочкой и емкостью реакци-
онного стакана 60 см3 при температуре 298.15 ±
± 0.01 K. Схема экспериментальной установки и
описание термометрической процедуры приведе-
ны в [18]. Данные калибровки калориметра и рас-
чет погрешности измерений представлены в до-
полнительных материалах к статье [19]. Отметим,
что при растворении аминокислоты наблюдались
наименьшие тепловые эффекты от 0.3 до 1.0 Дж с
погрешностью 0.05 Дж. Относительная погреш-
ность в измерениях энтальпий растворения со-
ставляла не более 0.7%.

Калориметр был протестирован путем изме-
рения (10 экспериментов) энтальпии растворе-
ния хлористого калия (KCl) (Sigma-Aldrich, CAS
7447-40-7, степень чистоты 99.5%) в H2O при Т =
= 298.15 K, рекомендованного в качестве стандарта
в работах [20–22]. Наши значения (  =
= 17.23 ± 0.07 кДж моль–1) при бесконечном раз-
бавлении находятся в хорошем согласии с реко-
мендованными литературными данными

Δ °solH

( = 17.25 ± 0.04 кДж моль–1 [22] и (17.22 ±
± 0.04) кДж моль–1 [20, 21]). Кроме того, сравне-
ние полученных нами ранее значений энтальпий
растворения некоторых аминокислот и пептидов
в воде с данными других авторов показало, что
наши значения  = 14.25 ± 0.06 кДж моль–1

для глицина [23], = 17.62 ± 0.05 кДж моль–1

для глицил-глицил-глицина [23] и  = 11.21 ±
± 0.08 кДж моль–1 для L-метионина [24] при бес-
конечном разбавлении в воде согласуются с лите-
ратурными значениями (14.23 ± 0.02 кДж моль–1)
[25], (17.69 ± 0.02 кДж моль–1) [26] и (11.30 ±
± 0.06 кДж моль–1) [27] соответственно, что до-
полнительно подтверждает достоверность ре-
зультатов, полученных нами на данном калори-
метре.

Измерения плотности исследуемых растворов
выполнены на высокоточном цифровом вибра-
ционном денсиметре (модель DMA-5000M, An-
ton Paar, Австрия) при температурах (288.15,
298.15, 303.15, 303.15 и 313.15) K. Два встроенных
платиновых термометра Pt100 в сочетании с эле-
ментами Пельтье обеспечивали термостатирова-
ние образца внутри ячейки с погрешностью 5 ×
× 10–3 K. Перед каждым измерением проводили
калибровку по воздуху и бидистиллированной
воде при атмосферном давлении. Концентрацию
никотиновой кислоты в буферном растворе ва-
рьировали в интервале (0.0036–0.0366) моль кг–1

при фиксированной концентрации аминокисло-
ты (0.0125 ± 0.0002 моль кг–1). Стандартная по-
грешность измерения плотности растворов не
превышала ±6 × 10–3 кг м–3.

Полученные экспериментальные данные по
энтальпии растворения Met в буферном растворе,
содержащем NA, приведены в табл. 1. Значения
плотности (ρ) исследуемых растворов приведены
в табл. 2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Поскольку образование комплекса между ме-

тионином и никотиновой кислотой происходит в
физиологическом растворе (рН 7.4), то необходи-
мо учитывать ионные состояния исследуемых ре-
агентов в зависимости от рН среды. Эффектив-
ность связывания Met с NA определяется их со-
стоянием в растворе. Для никотиновой кислоты
(HA) в водных растворах характерны следующие
кислотно-основные равновесия [28–30]:

(1)

(2)

Ранее показано, что в водных растворах с рН 7.4
никотиновая кислота существует как анион (А–)
[31]. Известно [32, 33], что метионин в водных

Δ °solH

Δ °solH
Δ °solH

Δ °solH

± +↔ + =–
аНА А Н , р 4.73,K

± + ++ ↔ =2 аНА Н Н А , р 2.07.K
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растворах может участвовать в протолитических
равновесиях:

(3)

(4)

где H2X+ соответствует ионной частице NH3
+CH

(CH2CH2SCH3)COOH, HX± –NH3
+CH(CH2CH2

SCH3)COO–, X– – NH2CH(CH2CH2SCH3)COO–.
На рис. 1 представлена диаграмма равновесий в
водном растворе L-метионина, построенная на
основании расчетов равновесного состава рас-
творов аминокислоты при различных значениях
рН с использованием программы RRSU [34].
В зависимости от рН среды аминокислота может
находиться в различных ионных состояниях. Как
видно из полученной нами диаграммы (рис. 1), в
условиях выбранной буферной среды (рН 7.4)
Met находится в цвиттерионной форме.

Термодинамические свойства процесса 
комплексообразования

Экспериментальные значения энтальпии рас-
творения Met в буферном растворе (ΔHsol(buff)) и
в буферном растворе никотиновой кислоты
(ΔsolH(buff,NA)) положительны, и процесс рас-
творения аминокислоты является эндотермиче-
ским. Определены энтальпии переноса (ΔtrH) Met
из буферного раствора в буферный раствор нико-
тиновой кислоты по соотношению:

(5)
На рис. 2 представлена концентрационная за-

висимость ΔHtr = f(mNA), имеющая нелинейный
характер, что свидетельствует о протекании про-
цесса образования комплекса в рассматриваемой
системе:

(6)

На основе полученных значений ΔtrH и ΔHsol рас-
считаны стандартные термодинамические харак-
теристики указанного процесса (lg Kc, , ,

) с использованием компьютерной програм-
мы “HEAT” [35], в которой поиск неизвестных
параметров (lg Kc, ) сводится к численной ми-
нимизации функционала F по искомым парамет-
рам:

(7)

где ΔHi – тепловой эффект i-й реакции, n – число
опытов, wi – весовые множители, которые рас-
считываются как wi = А/(δΔHi)2 (где А – коэффи-

+ + ±↔ + =2 аH X H HX , p 2.12,K

± +↔ + =–
аHX H X , p 9.21,K

Δ = Δ Δtr sol solbuff,N( ) (A – b f )uf .H H H

± ±

± ±

+ = ⋅
= ⋅

– –

– –
c

HX A HX A

HX A / HX

,

[ ] [ ][A ].K

Δ 0
сG Δ 0

сH

Δ 0
сS

Δ 0
сH

ι
=

= Δ − Δ
exp theor 2

1
( ) ,

n

i i
i

F w H H

циент, выбираемый из условия  = n, т.е. сум-
ма весов равна числу опытов; δΔHi – абсолютная
погрешность измерения ΔHi). Поскольку кислот-
но-основные равновесия (1)–(4), в которых
участвуют реагенты, могут вносить определен-
ный вклад в величину измеряемых тепловых эф-
фектов, то их тепловые эффекты и константы
равновесия реагентов [13, 28, 29, 32, 33, 36] допол-
нительно вводились в вычислительную програм-

 iw

Таблица 1. Экспериментальные энтальпии растворе-
ния кристаллического L-метионина (Met) в водном
буферном растворе, содержащем никотиновую кисло-
ту (NA), при разных ее концентрациях (Т = 298.15 K)

a mMet = 0.0055 ± 0.0002 моль кг–1.

mNA a, моль кг–1 ΔsolHm, кДж моль–1

0 12.35
0.0307 11.67
0.0401 11.37
0.0501 11.06
0.0585 10.62
0.0703 10.36
0.0897 9.81
0.0930 9.74
0.1004 9.63
0.1096 9.61
0.1199 9.71

Таблица 2. Плотность (ρ, кг м–3) водных буферных
растворов, содержащих L-метионин (mMet = 0.0125 ±
± 0.0002 моль кг–1) и никотиновую кислоту (NA), при
разных температурах

Примечание. Погрешность экспериментальных значений
ρ ± 6 × 10–3 кг м–3.

mNA, 
моль кг–1 288.15 K 298.15 K 303.15 K 308.15 K 313.15 K

0 1031.15 1028.44 1026.72 1024.88 1022.83
0.0036 1031.16 1028.46 1026.74 1024.89 1022.85
0.0069 1031.19 1028.48 1026.76 1024.92 1022.87
0.0103 1031.21 1028.51 1026.79 1024.94 1022.89
0.0123 1031.23 1028.52 1026.80 1024.96 1022.91
0.0176 1031.27 1028.57 1026.85 1025.01 1022.95
0.0198 1031.30 1028.60 1026.88 1025.03 1022.98
0.0219 1031.32 1028.62 1026.91 1025.06 1023.00
0.0247 1031.36 1028.66 1026.94 1025.09 1023.03
0.0299 1031.44 1028.73 1027.01 1025.17 1023.11
0.0333 1031.49 1028.79 1027.07 1025.22 1023.16
0.0366 1031.55 1028.84 1027.12 1025.27 1023.21
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му “HEAT” при расчете термодинамических па-
раметров комплексообразования.

Расчет равновесного состава для данной систе-
мы с учетом различных стехиометрических схем
взаимодействия показал наилучшее соответствие
условию (7) в случае образования комплекса со-
става 1Met : 1NA. В результате получены термоди-
намические характеристики комплексообразова-
ния: lgKс = 0.868 ± 0.005 кг/моль,  = ‒4.947 ±

± 0.083 кДж/моль,  = –5.989 ± 0.067 кДж/моль,
 = –1.041 ± 0.092 Дж/моль, которые свиде-

тельствуют о том, что Met образует с NA слабый
молекулярный комплекс, стабилизированный,
прежде всего, энтальпийным вкладом. По-види-
мому, среди взаимодействий цвиттер-иона Met с
анинонной формой NA, приводящих к образова-
нию комплекса, основное значение имеют водо-
родное связывание и электростатические взаимо-
действия (экзотермические вклады), в которых
принимают участие карбоксильная группа нико-
тиновой кислоты и зарядная  группа метио-
нина. При этом взаимодействие между реагента-
ми происходит через перекрывание их гидратных
сфер и сопровождается процессами дегидратации
молекул и реорганизации растворителя (эндотер-
мические вклады).

Объемные свойства растворов
Кажущийся мольный объем никотиновой

кислоты (Vϕ,NA) был вычислен с использованием
экспериментальных значений плотности по урав-
нению:

(8)

Δ 0
сG

Δ 0
сH

Δ 0
сТ S

+
3NH

ϕ = ρ ρ ρρ + ρ,NA 0 01000 – / /) ,( ( )V m M

где ρ0 и ρ – плотности растворителя и раствора
(г см–3), m – моляльная концентрация NA (моль
кг–1), М – молекулярная масса NA. Растворите-
лем в тройной системе (NA–Met–буфер) являет-
ся буферный раствор аминокислоты Met (с фик-
сированной концентрацией 0.0125 моль кг–1). На
рис. 3 представлены концентрационные зависи-
мости кажущихся мольных объемов NA в трой-
ной системе, которые носят экстремальный ха-
рактер в отличие от линейной зависимости
Vϕ,NA = f(mNA) в случае бинарной системы NA –
буфер [37]. Полученные результаты свидетель-
ствуют о связывании растворенных веществ в
комплекс [37–41]. Максимальные значения ϕVNA
при температурах от 288.15 до 303.15 K приходятся
на концентрацию mNA = 0.0124 моль кг–1, которая
соответствует молярному соотношению Met к NA
как ∼1 : 1. С ростом температуры наблюдается не-
которое смещение максимумов в сторону мень-
ших концентраций никотиновой кислоты, что
указывает на влияние температуры на стехиомет-
рию образуемого комплекса.

Для определения парциальных мольных объе-
мов при бесконечном разбавлении ( ) кон-
центрационные зависимости кажущихся моль-
ных объемов (Vϕ,NA) для раствора (NA–Met–бу-
фер) описаны полиномом третьей степени:

(9)

где b1, b2, b3 – постоянные коэффициенты. Значе-

ния , представленные в табл. 3, положитель-
ны и увеличиваются с ростом температуры.
В табл. 3 также приведены объемные свойства
растворов никотиновой кислоты в буфере, заим-

ϕ
0
,NAV

ϕ ϕ= + + +0 2 3
,NA ,NA 1 NA 2 NA 3 NA,V V b m b m b m

ϕ
0
,NAV

Рис. 1. Диаграмма долевого распределения ионных
форм L-метионина в зависимости от рН водного рас-
твора (Т = 298.15 K, I = 0.0).
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Рис. 2. Зависимость энтальпии переноса L-метиони-
на (Met) из буферного раствора в буферный раствор
никотиновой кислоты (NA) от ее концентрации
(mNA, моль/кг).
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ствованные из опубликованной ранее нашей ра-
боты [37].

Как видно из табл. 3, значения парциального
мольного объема NA в тройной системе (NA–
Met–буфер) больше, чем в бинарной (NA–буфер)
при каждой температуре. Изменения парциаль-
ного мольного объема ( ) при переносе NA из
буфера в буферный раствор Met вычислены по
соотношению:

(10)

Величины  чувствительны к сольватацион-
ным эффектам и могут быть интерпретированы
на основе модели перекрывания гидратных сфер
Гэрни [42]. Согласно этой модели, взаимодей-
ствия, обусловленные электростатическими си-
лами и водородными связями, дают положитель-
ные вклады в , а взаимодействия неполяр-
ных групп (гидрофобные взаимодействия)
приводят к отрицательным значениям  [37,
38, 40, 42–45]. Полученные положительные изме-
нения объема  свидетельствуют о том, что в
буферных растворах NA в присутствии Met взаи-
модействия первого типа доминируют, что согла-
суется с литературными данными для других ами-
нокислот [14, 16, 17].

Температурная зависимость парциальных
мольных объемов  в буферном растворе Met
описывается уравнением:

(11)

где α, β и γ – константы, T – температура. Значе-
ния ( /∂T)p и ( /∂T2)p были получены путем
дифференцирования уравнения (11). В табл. 3
приведены рассчитанные первые производные
( /∂T)p, положительные значения которых
указывают на высвобождение электрострикци-
онно сжатой воды из гидратных сфер цвиттерио-
нов Met и анионов NA в раствор в процессе их
связывания в комплекс, что сопровождается уве-
личением объема системы. Для исследуемой
тройной системы NA–Met–буфер значения
( /∂T)p увеличиваются с температурой.

Как известно [46], уравнение Хеплера (12) поз-
воляет рассмотреть способность вещества к
укреплению или разрушению структуры раство-
рителя:

(12)

ϕΔ 0
trV

ϕ ϕ

ϕ

Δ = −
−

0 0
tr ,NA

0
,NA

NA–Met–буфер

NA–бу р .

( )

( )фе

V V

V

ϕΔ 0
trV

ϕΔ 0
trV

ϕΔ 0
trV

ϕΔ 0
trV

ϕ
0
,NAV

ϕ = α + β + γ0 2
,NA ,V T T

ϕ∂ 0V ϕ∂2 0V

ϕ∂ 0V

ϕ∂ 0V

ϕ
°∂ ∂ = − ∂ ∂2 0 2( ) (/ .)/p T pC P T V T

Положительный знак второй производной
( /∂T2)p свидетельствует о структурно-образу-
ющей способности растворенного вещества, а его
отрицательная величина указывает на структур-
но-разрушающие свойства в водном растворе.
Полученное значение ( /∂T2)p составляет
0.00422 см6 моль–2 K–2 для исследуемой системы
NA–Met–буфер. Следовательно, растворение NA
в буферном растворе Met приводит к стабилиза-
ции структуры растворителя.

Таким образом, методами денсиметрии и ка-
лориметрии растворения исследованы молеку-
лярные взаимодействия в водных буферных рас-
творах, содержащих никотиновую кислоту и ме-
тионин при разных температурах. Определены

ϕ∂2 0V

ϕ∂2 0V

Рис. 3. Концентрационные зависимости кажущихся
мольных объемов никотиновой кислоты (Vϕ,NA) в
водном буферном растворе L-метионина при темпе-
ратурах: 1 – 288.15 K, 2 – 298.15 K, 3 – 303.15 K, 4 –
308.15 K, 5 – 313.15 K (mMet = 0.0125 ± 0.002 моль кг–1).
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Таблица 3. Предельные кажущиеся мольные объемы
( ) никотиновой кислоты и значения их производ-
ных по температуре (∂ϕV0/∂T)p в водном буферном рас-
творе с аминокислотой (Met) при разных температурах

Примечание. mMet = 0.0125 ± 0.0002 моль кг–1, (∂ϕV0/∂T)p вы-
числено по уравнению: (∂ϕV0/∂T)p = β + 2Tγ, где β, γ – кон-
станты из (8).

T, K

NA–буфер 
[37] NA–Met–буфер

 × 106, 
м3моль–1

 × 106, 
м3моль–1

( /∂T)p × 106,
м3 моль–1 K–1

288.15 93.47 ± 0.02 107.84 ± 0.22 0.172 ± 0.051
298.15 90.68 ± 0.18 109.67 ± 0.10 0.214 ± 0.041
303.15 85.49 ± 0.13 110.83 ± 0.21 0.236 ± 0.056
308.15 79.45 ± 0.14 112.35 ± 0.14 0.257 ± 0.012
313.15 76.23 ± 0.18 113.38 ± 0.10 0.278 ± 0.011

ϕ 0
NAV

ϕ
0
,NAV ϕ
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термодинамические характеристики взаимодей-
ствия Met с NA при Т = 298.15 K; их значения сви-
детельствуют об образовании слабого молекуляр-
ного комплекса состава 1 : 1, в стабилизацию ко-
торого основной вклад вносит энтальпийная
составляющая свободной энергии Гиббса ком-
плексообразования.

Вычислены кажущиеся и парциальные моляр-
ные свойства (Vϕ,NA) NA, а также предельные ка-
жущиеся молярные свойства переноса NA из бу-
фера в буферный раствор с Met. Полученные дан-
ные позволили обнаружить максимумы на
функциональных зависимостях Vϕ,NA = f(mNA) в
той области концентраций никотиновой кисло-
ты, которая соответствует молярному соотноше-
нию Met к NA как ∼1 : 1 для интервала темпера-
тур 288.15–303.15 K. С дальнейшим ростом темпе-
ратуры наблюдается некоторое смещение
максимумов в сторону меньших концентраций
никотиновой кислоты. Положительные значения
параметров ( /∂T)p, ( /∂T2)p и  пока-
зывают, что NA способствует укреплению струк-
туры водного буферного раствора, содержащего
аминокислоту, вследствие образования комплек-
са, движущими силами которого являются элек-
тростатические взаимодействия и образование
водородных связей между исследуемыми раство-
ренными веществами.

Работа посвящена памяти ведущего научного
сотрудника ИХР РАН, кандидата химических на-
ук Баделина В.Г., под чьим руководством были
начаты эти исследования.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований и Правительства Ивановской обла-
сти РФ в рамках научного проекта № 18-43-
370018.

Измерения плотности выполнены на оборудо-
вании центра коллективного пользования “Верх-
неволжский региональный центр физико-хими-
ческих исследований” ИХР РАН (http://www.isc-
ras.ru/ru/struktura/ckp).
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