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Спектрофотометрическим методом при 25.0 ± 0.1°C и близкой к нулю ионной силе определены
константы протолитических равновесий в водном растворе гидразона пиридоксаль-5'-фосфата
и L-тирозина. Полученные константы согласуются с литературными данными по схожим соеди-
нениям.
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Пиридоксаль-5'-фосфат (далее PLP) – основ-
ная биокаталитически активная форма витамина
B6, которая, наряду с другими витамерами B6, ис-
пользуется в качестве лекарственного средства
[1]. Ферменты, в состав которых входит PLP, ка-
тализируют множество биохимических реакций,
включая трансаминирование, дезаминирование,
биосинтез нейротрансмиттеров и др. [2, 3]. L-ти-
розин – биологически активный энантиомер
аминокислоты, входящей в состав белков множе-
ства живых организмов. Тирозин входит в состав
ферментов, во многих из которых именно тиро-
зину отведена ключевая роль в ферментативной
активности и её регуляции. В составе ферментов
соединение участвует в липидном обмене, регу-
лирует аппетит, улучшает синтез меланина, нор-
мализует работу надпочечников, гипофиза, щи-
товидной железы [4].

Гидразоны витамина В6, образующиеся при
сочетании PLP (альдегида) с гидразидами, также
привлекают внимание исследователей, благодаря
своей биологической активности, которая вклю-
чает антимикобактериальное [5], антипролифе-
ративное [6] и антиоксидантное действие [7]. Эти
гидразоны могут рассматриваться также в каче-
стве потенциальных хелатирующих агентов для
выведения из организма ионов тяжелых металлов
[8], а их металлокомплексы с двухзарядными ка-
тионами d-металлов (например, с Cu2+) как заме-
нители ферментов, вовлеченных в нейтрализа-
цию активных форм кислорода. Как было недав-
но установлено, гидразоны витамина В6 и

пиридинкарбогидразидов являются эффектив-
ными хелатирующими лигандами по отношению
к ионам Cu(II), Zn(II) [8, 9], Ni(II), Co(III) [8, 10].
Таким образом, во-первых, хелатирующие аген-
ты могут использоваться в качестве противоядия
при интоксикации солями тяжелых металлов, а
во-вторых, они могут лишать патогенных микро-
организмов ионов металлов, необходимых им для
роста.

В растворах процессы комплексообразования
и кислотно-основного взаимодействия часто яв-
ляются конкурирующими. Количество и распо-
ложение в молекуле гидразона присоединенных
протонов значительно влияет на его способность
присоединять ионы металлов. В связи с этим, при
исследовании координационных равновесий (то
есть устойчивости образующихся комплексов)
необходимо изучить кислотно-основные свой-
ства лиганда. Более того, константы протониро-
вания связаны с фармакокинетическими харак-
теристиками потенциальных лекарственных
средств, и потому определение их является одним
из требований, предъявляемых при разработке
новых фармацевтических препаратов [11].

Структурная формула гидразона пиридоксаль-
5'-фосфата и L-тирозина (далее PLP-LTyr) приве-
дена на рис. 1.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Гидразон PLP-LTyr синтезировали из пири-
доксаль-5'-фосфата и L-тирозина по методике,
описанной в работе. Успешность синтеза и чи-
стота гидразона были подтверждены сравнением
1H, 13C ЯМР-спектроскопии и 1H, 13C HSQC
спектров [12].

Гидроксид натрия марки “х.ч.” и хлорную кис-
лоту марки “ч.” применяли без предварительной
очистки, концентрации определяли по стандарт-
ным методикам [13]. Растворы готовились на биди-
стиллированной воде (κ = 3.6 мкСм/см3, pH 6.6).

В водных растворах PLP находится в виде цвит-
тер-ионов с протонированным атомом азота гете-
роцикла [14, 15], как и другие аналогичные произ-
водные пиридина (например, пиридоксин [16–
18]). При растворении в воде гидразон, как и пири-
доксаль-5'-фосфат, депротонируется по фосфат-
ной группе с отщеплением двух протонов [19].

В ходе эксперимента был проведен ряд титро-
ваний частично нейтрализованного гидроксидом
натрия раствора гидразона PLP-LTyr хлорной
кислотой со снятием оптических спектров погло-
щения на спектрофотометре Shimadzu UV1800 в
интервале длин волн 200–500 нм.

Измерения проводились в интервале рН от 3
до 13. В этом диапазоне возможно протекание ре-
акций:

(1)

(2)

(3)

где L3– – депротонированный по трем ступеням
гидразон.

В ходе планирования эксперимента при помо-
щи программного обеспечения KEV [20] были
подобраны концентрационные условия для опре-

+ − −+ �
3 2H L HL ,

+ − −+ �
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+ −+ �
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деления констант протолитических равновесий
гидразона.

Для определения константы равновесия (1)
раствор гидразона PLP-LTyr с концентрацией
0.00025 моль/л, нейтрализованный 0.002 моль/л
NaOH, титровался 0.0054 моль/л раствором хлор-
ной кислоты.

Для определения констант равновесий (2) и (3)
раствор гидразона PLP-LTyr с концентрацией
0.00025 моль/л, нейтрализованный 0.0005 моль/л
NaOH, титровался 0.0034 моль/л раствором HClO4.
Результаты спектрофотометрического титрова-
ния также обрабатывали в KEV [20].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Примеры полученных спектров поглощения

растворов гидразона PLP-LTyr с различной кис-
лотностью, использовавшиеся для расчета кон-
стант кислотно-основных равновесий, приведе-
ны на рис. 2.

Примеры индивидуальных спектров форм
растворов гидразона PLP-LTyr приведены на рис. 3.
Из этих данных видно, что спектры максимально
ионизированного и однократно протонирован-
ного гидразона схожи между собой, однако, про-
тонирование увеличивает интенсивность свето-
поглощения во всем спектральном диапазоне.
Это может указывать на то, что в исследуемом
гидразоне первый протон присоединяется не к
иминному атому азота, как в его аналогах [19, 21],
а к фосфатной группе, т.к. известно, что протони-
рование кислород- и азотсодержащих функцио-
нальных групп существенно влияет на спектр по-
глощения хромофорной системы [22, с. 239]. При
присоединении второго и третьего протона к гид-
разону, светопоглощение в интервале 360–430 нм
ослабевает, следовательно, протонирование мо-
жет идти по атомам азота или гидроксогруппе в
положении 3 остатка PLP. Аналогичные спек-
тральные изменения при протонировании на-
блюдались и ранее [19].

Логарифмы констант равновесия рассчиты-
вались при помощи программы KEV: Constant
Evaluator [20]. Данная программа производит
расчет констант равновесий на основании за-
данных общих концентраций участников реак-
ции и спектров поглощений в каждой точке тит-
рования. KEV реализует статистический подход
к решению задач равновесия, поэтому его мож-
но широко применять в различных системах с
получением более точного и надежного резуль-
тата (по сравнению с традиционными графиче-
скими методами).

Полученные логарифмы констант протолити-
ческих равновесий приведены в таблице 1 вместе
с литературными данными по родственным гид-
разонам. Данные по гидразонам пиридоксаль-5'-

Рис. 1. Структурная формула гидразона.
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фосфата и гидразида изоникотиновой кислоты
(PLP-INH), пиридоксаль-5'-фосфата и гидразида
фурановой кислоты (PLP-F2H), пиридоксаль-5'-
фосфата и гидразида тиофен-2-карбоновой кис-
лоты (PLP-T2H), пиридоксаль-5-фосфата и гид-
разида тиофен-3-карбоновой кислоты (PLP-
T3H), пиридоксаль-5'-фосфата и гидразида пира-
зиновой кислоты (PLP-TZAH), указанные в таб-
лице 1, взяты в работе [19].

Как видно из данных таблицы 1, значения
констант протолитических равновесий гидразона
PLP-LTyr близки к значениям, полученным для
родственных гидразонов на основе PLP.

По полученным константам построена диа-
грамма долевого распределения частиц в зависи-
мости от pH (рис. 4). На этой диаграмме можно
выделить интервал рН, близкой к 6–6.5 ед., в ко-
тором преобладает одна форма гидразона PLP-
LTyr – H2L–. За пределами этого диапазона в рас-
творе присутствуют одновременно минимум две
формы гидразона, что необходимо учитывать при
исследовании координационных равновесий с
его участием. Следует также отметить, что соеди-
нение PLP-LTyr растворяется тем лучше, чем в
большей степени оно диссоциирует, следователь-

Рис. 2. Пример спектрофотометрического титрования гидразона PLP–LTyr. Стрелками показаны изменения оптиче-
ской плотности при разных длинах волн по мере добавлений HClO4 к гидразону.
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Таблица 1. Логарифмы констант протолитических равновесий

* Данные, полученные в настоящей работе.

Гидразон PLP–INH PLP–F2H PLP–T2H PLP–T3H PLP–PZAH PLP–LTyr*

11.37 11.43 11.47 11.48 11.36 11.04 ± 0.08*

19.60 19.72 19.75 19.31 19.62 20.20 ± 0.11*

23.81 23.79 24.24 24.15 24.26 23.68 ± 0.12*

β1lg

β2lg

β3lg
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Рис. 3. Электронные спектры поглощения различных протонированных форм гидразона пиридоксаль-5'-фосфата и
L-тирозина: L3– – 1, HL2– – 2, H2L– – 3, H3L – 4.
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Рис. 4. Зависимости выхода частиц L3–, HL2–, H2L– и H3L от рН раствора.
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но, при рН, равной физиологическому значению,
гидразон будет малорастворим.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования РФ (государ-
ственное задание, проект № FZZW-2020-0009) с
использованием ресурсов Центра коллективного
пользования научным оборудованием ИГХТУ
(при поддержке Минобрнауки России, соглаше-
ние № 075-15-2021-671).
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