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Исследовано влияние температурного фактора на ионизацию аминокислот в воде. Повыше-
ние температуры ведет к увеличению констант диссоциации всех функциональных групп в
молекуле. Особенности процессов ионизации каждой аминокислоты при повышенных темпе-
ратурах определяются строением бокового радикала. Оценены термодинамические характери-
стики ионизации аминокислот в воде и возможность взаимных переходов между различными
ионными формами исследуемых цвиттерлитов.

ВВЕДЕНИЕ

В связи с применением аминокислотных доба-
вок в фармацевтической, пищевой промышленнос-
ти, сельском хозяйстве получение аминокислот в
чистом виде является важной практической задачей,
решение которой возможно при использовании раз-
личных методов. Оптимизировать условия выделе-
ния и разделения веществ можно, в ряде случаев,
варьируя температуру. Температурный фактор ока-
зывает влияние прежде всего на диссоциацию фун-
кциональных групп участников процесса и, как след-
ствие, на равновесные характеристики разделения.
Протолитические равновесия аминокислот в раз-

ных условиях (состав растворителя, ионная сила, тем-
пература и др.) изучались отечественными и зарубеж-
ными авторами различными методами (потенциомет-
рическим, ЭДС, ионофоретическим и др.)
[1-7], однако, влияние температуры на константы ука-
занных равновесии в воде изучено недостаточно.
В данной работе показано влияние температуры

на ионизацию алифатических (глицин, глутамино-
вая кислота), ароматических (фенилаланин, тиро-
зин), гетероциклических (гистидин) аминокислот,
сопутствующих друг другу при микробиологичес-
ком синтезе. Исследования проводились при 293,
313, 333 К, что обусловлено применением данного
температурного интервала в технологии аминокис-
лотных производств [8].

ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ

В соответствии с теорией Бренстеда кислотами
являются вещества, способные отщеплять протоны.
У слабых кислот тенденция к отщеплению протона
выражена незначительно, т.е. состояние равновесия

реакции HA<=>Н++A- сдвинуто в левую сторону. С
учетом того, что [Н+]=[А-], а [НА]=C-[Н+] константа
диссоциации записывается как
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где Ка - константа диссоциации кислоты, С - концен-
трация растворенного вещества, [НА] - концентра-
ция недиссоциированных молекул, [Н+] и [А-] -кон-
центрации протона и аниона, образующихся при
диссоциации. Величиной [Н+] в знаменателе урав-
нения (1) можно пренебречь, т.к. кислоты являются
слабыми и доля диссоциированных молекул мала.
После дальнейших преобразований получим

1 1 lg2 2apH pK C= − .       (2)

Аналогичные рассуждения для слабых основа-
ний, являющихся акцепторами протона
В+Н2О<=>ВН++ОН-, приведут к уравнению

14pH = − 1 1 lg2 2bpK C− ,                             (3)

где Кb - константа основности, С - концентрация ра-
створенного вещества [9].
В молекуле аминокислот имеется как кислотная

группировка -СООН, так и основная -NН2, поэтому
эти вещества могут как отдавать протон, выступая
кислотами, так и принимать Н+, выступая основани-
ями. В определенных условиях они могут существо-
вать в виде биполярного иона, поэтому по теории
Бренстеда они являются амфолитами. К ним приме-
нимы уравнения (2) и (3), которые положены в ос-
нову метода определения констант диссоциации
функциональных групп аминокислот.
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Таблица
Значения физико-химических параметров процессов ионизации аминокислот в воде

при различных температурах

Амино- 
 
кислота 
 

Формула  Функцио- 
нальная 
группа 
 

рК 
 

293 К       298*К      313 К      333 К 
                   [12]      

∆G, кДж/моль 
 
   293К    313 К    ЗЗЗК 

∆Н, 
кДж/ 
моль К 

∆S, 
Дж/ 
моль К 

Глицин 
 H2N CH C

H

OH

O

 

Gly -СООН 
   -NH2 

2,37 
9,65 

2,35 
9,60 

2,11 
8,40 

1,76 
8,01 

13,3 
54,1 

12,6 
50,3 

11,2 
51,0 

29,2 
78,4 

53,5 
84,7 

Фенилал- 
анин 

NH 2

CH

C

H 2
C

OH

O

 

Phe -СООН 
  -NH2 

2,62 
9,30 

2,58 
9,24 

2,32 
8,22 

2,21 
7,19 

14,7 
52,1 

13,9 
49,2 

14,1 
45,8 

19,6 
100,8 

17,4 
105,2 

Тирозин NH2

CH

C

H2
C

OH

O

HO

 

Tyr -СООН 
  -NH2 
      R 

2,25 
10,15 
9,15 

2,20 
10,07 
9,11 

2,05 
10,07 
8,98 

1,94 
9,97 
8,83 

12,6 
56,8 

51,48 

12,3 
60,2 
53,7 

12,4 
63,5 
56,2 

14,8 
8,6 
15,3 

7,7 
-16,5 

-122,8 

Глутами-
новая  
кислота 

NH2

CH

C

H2
C

OH

O

H2
C C OH

O

 

Glu -СООН 
  -NH2 

R 

2,12 
9,47 
4,21 

2,10 
9,47 
4,07 

2,08 
8,93 
4,02 

2,00 
8,60 
3,97 

11,9 
53,0 
23,6 

12,4 
53,4 
24,1 

12,7 
54,7 
25,3 

5,73 
41,6 
11,6 

-21,2 
-40,0 
-41,1 

Гистидин H2N

CH

C

C
H2

OH

O

N

HN

 

Gys -СООН 
-NH2 

R 
R` 

1,80 
9,27 
5,94 

 

1,77 
9,18 
5,92 

1,53 
8,90 
5,88 

1,46 
8,73 
5,81 

10,1 
52,0 
33,3 

9,2 
53,2 
35,2 

9,3 
55,6 
37,0 

16,3 
25,8 
6,2 

21,5 
-88,8 
-92,4 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Константы диссоциации определяли методом
ЭДС. Электролитическая ячейка состояла из стек-
лянного и хлорсеребряного электродов, измерения
проводили с помощью потенциометра ЭВ-74 и
М-100, которые работали в режиме милливольтмет-
ра. Калибровку приборов проводили по буферным
растворам с известным рН при температурах 293,
313, 333 К, поддерживаемых с помощью термостата
UTU - 2. По полученным данным строились графи-
ки Е=f(pH) для каждой температуры.
Последовательным разбавлением готовили се-

рии растворов аминокислот с концентрациями в
пределах растворимости каждого цвиттерлита; рН
растворов имел величину, необходимую для иони-
зации конкретной функциональной группы  (кис-
лая среда  для протонирования -NH2 группировки,
щелочная - для диссоциации  -СООН группы); ион-
ная сила во всех случаях была постоянной. Потен-
циал растворов аминокислот измеряли при иссле-
дуемых температурах и строили графики зависи-
мости рН=f(C), которые обрабатывали по методу
наименьших квадратов.
Из уравнений (2) и (3) видно, что при lgC=0 рН ра-

створа определяется величиной рК, поэтому экстрапо-
ляцией полученных графиков рН=f(C) на lgC=0 и оп-
ределялись значения рК функциональных групп ами-
нокислот. Ошибка эксперимента не превысила 5 %.

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Изменение величин рК ионизации исследуемых ами-
нокислот при действии температурного фактора приве-
дено в таблице. С увеличением   температуры происхо-
дит снижение рК как амино- и карбоксильных групп,
так и функциональных групп бокового радикала, что
свидетельствует об увеличении степени их ионизации
и согласуется с теорией слабых электролитов [10].
Необходимо отметить, что температурный эффект

более ярко проявляется для аминогрупп, причем сте-
пень влияния температурного фактора зависит от
структуры бокового радикала. Дополнительные фун-
кциональные группы в радикале тирозина, гистиди-
на и глутаминовой кислоты оказывают определенное
стабилизирующее влияние на состояние аминогрупп
за счет перераспределения электронной плотности в
молекулах. Это обусловливает меньшую степень про-
тонирования -NH2 группировки этих аминокислот,
чем у фенилаланина и глицина, особенно при повы-
шении температуры. Энергетическое состояние кар-
боксильной группы приблизительно одинаково для
всех рассматриваемых аминокислот и влияние тем-
пературного фактора на ее диссоциацию мало [7].
Для оценки процессов ионизации аминокислот

при различных температурах были рассчитаны тер-
модинамические параметры процессов ионизации.
Для этого использованы уравнения:

lnG RT K∆ = − ,  (4)                   G H T S∆ = ∆ − ∆ .    (5)
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а)                 б)                 в)
Рис. 1. Схемы возможных переходов между различными ионными формами аминокислот:

(а) – фенилаланин глицин,
(б) – тирозин, глутаминовая кислота,
(в) – гистидин.

Рассчитанные по уравнению (4) величины
∆G (Табл.) свидетельствуют о том, что процесс иони-
зации не является самопроизвольным. Исходя из
уравнений (4) и (5), путем преобразований получе-
но уравнение зависимости величины рК от обрат-
ной температуры

2.3 2.3
H S

pK
RT R

∆ ∆
= − .                                                (6)

Зависимость рК от обратной температуры в данном
интервале аппроксимируется прямыми. Необходимо
отметить, что для водных растворов в ряде работ эта
линейность подтверждается независимыми методами,
либо берется за основу [6, 11]. Кроме того, величины
рК ионизации при 298 К и 308 К для глицина и фени-
лаланина [2, 12, 13] подчиняются вышеупомянутой
зависимости, полученной нами. В смешанных же ра-
створителях зависимость рК=f (1/T) имеет как линей-
ный, так и нелинейный характер [3, 4].
Из прямолинейного вида рассматриваемых зави-

симостей следует, что процесс ионизации исследуе-
мых аминокислот в данном интервале температур
характеризуется постоянными  ∆Н и ∆S. Изменение
энтальпии определяется тангенсом угла наклона пря-
мой и показывает, что изменение температуры на оди-
наковое число градусов (от 293 до 313 и от 313 до 333
К) в рассматриваемом случае приводит к изменению
рК приблизительно на одну и ту же величину.
Величина энтропии характеризует взаимодей-

ствие молекул с растворителем и существенно зави-
сит от строения бокового радикала аминокислоты
[14, 15]. Для молекул с неполярными боковыми ра-
дикалами (фенилаланин) характерно слабое взаимо-
действие с водой (∆S>0), наличие гидрофильного
радикала в боковой цепи (тирозин, глутаминовая
кислота, гистидин) будет способствовать интенсив-
ному взаимодействию с водой (∆S<0). Процесс гид-

ратации молекул аминокислот при повышенных тем-
пературах практически не меняется, поскольку не
происходит изменения энтропии (Табл.).
Как указывалось ранее, наличие в молекуле ами-

нокислоты кислотной (-СООН) и основной (-NH2)
группировок  обуславливает возможность существо-
вания катиона, аниона и цвиттериона при опреде-
ленных величинах рН раствора. При наличии функ-
циональной группы в боковом радикале возможно
образование двухзарядного катиона (аниона) амино-
кислоты.  Между различными ионными формами
возможны переходы, представленные на Рис.1. Каж-
дый переход, представленный на схеме, характери-
зуется определенной величиной рК. Величины рК и
∆G для отдельных равновесий, входящих в этот цикл,
связаны соотношениями [16]:
рК1+рК2=рК3,      (7),                   ∆G1+∆G2=∆G3.     (8)
Например, для α-аминомонокарбоновых кислот

(глицин, фенилаланин), имеющих между карбок-
сильной и амино- группами один атом водорода, пе-
реходы /1/ и /2/ (Рис.1.а) определяются константами
ионизации карбоксильной и аминогрупп
(Табл. Т=293 К) и энергиями Гиббса соответствен-
но ∆GPhe

1=14,7 и ∆GPhe
2=52,1 кДж/моль, ∆GGly

1=13,3
и ∆GGly

2=54,1 кДж/моль. Переход /3/ катион<=>ани-
он затруднен и осуществляется ступенчато через
цвиттерионную форму. Это подтверждается больши-
ми значениями величин рК (рКPhe

3=11,92 и
рКGly

3=11,95)  и величинами энергии Гиббса данно-
го перехода (∆GPhe

3=66,80 и ∆GGly
3=67,40 кДж/моль).

Повышение температуры приводит к усилению
процессов ионизации обеих функциональных групп,
характеризуемых величинами рК1 и рК2 (Табл. Т=313
и 333 К). Причем, для перехода /1/ влияние темпера-
туры будет сказываться сильнее, чем для перехода
/2/. Отсутствие делокализации электронной плотно-
сти неподеленной электронной пары атома азота в
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Рис. 2. Изменение содержания ионных форм фенилаланина
(а), тирозина (б) при температурах 293 К (—), 333 К (- - -).

а)

б)

молекуле глицина обуславливает активное протони-
рование NH2-группы. Это утверждение справедли-
во и для фенилаланина. Причем, наличие аромати-
ческого кольца в молекуле фенилаланина приводит
к увеличению электронной плотности на атоме азо-
та α-аминогруппы, что облегчает его протонирова-
ние с увеличением температуры.
При рассмотрении протолиза аминокислот с про-

тоноактивными группами в боковом радикале цикл
частных состояний более сложен. Для глутамино-
вой кислоты и тирозина он представлен на Рис.1б.
Переходы /1/-/3/ подчиняются закономерностям,
описанным выше. Наличие перехода А-<=>А2-, ха-
рактеризуемого константой ионизации рКR, не ис-
ключает возможности протекания процессов
А+<=>А2-  и А±<=>А2- , характеризующихся величи-
нами рК5 и рК4 соответственно,  где
рК5=рК1+рК2+рКR  и  рК4=рК2+рКR. Однако, малые
значения констант  равновесия (рКTyr

4,5>19,
рКGlu

4,5>16) и большие значения величин свободной
энергии (∆GTyr

4,5>100, ∆GGlu
4,5>76 кДж/моль) свиде-

тельствует о том, что данные процессы являются
маловероятными по сравнению с процессами сту-
пенчатой ионизации аминокислот в водных раство-
рах, которые характеризуются величинами констант
рК1, рК2, рКз  и образование двухзарядного аниона
происходит через однозарядный анион.

 Для диаминомонокарбоновых кислот (гистидин),
способных к образованию  так же двухзарядных

катионов, цикл переходных состояний имеет еще
более сложный вид, представленный на Рис.1в. Для
этих аминокислот равновесие между пятью ионны-
ми формами в растворе обуславливает возможность
десяти типов переходов между ними. Согласно
уравнению (7), рК переходов /3/-/6/ определяются
из рК1, рК2, рКR, pKR“ и их величины будут больши-
ми, а следовательно, сами переходы  менее вероят-
ными. Таким образом, образование двухзарядных
ионов этой аминокислоты будет идти ступенчато
через образование однозарядных.

 Наличие данной ионной формы вещества в ра-
створе оценивается величиной α, которая определя-
ется как отношение концентрации частиц в данной
ионной форме к общей концентрации частиц в сис-
теме. Зависимость α=f (рН) рассчитывается из ве-
личин рК функциональных групп вещества и кон-
центрации Н+ ионов в растворе [9,17]. Увеличение
констант ионизации функциональных групп при
повышении температуры приводит к изменению
областей существования каждой ионной формы ами-
нокислоты (Рис.2). Как видно из рисунка, область
существования катионов и анионов расширяется, а
область цвиттерионов сужается.
Таким образом, варьируя температуру можно по-

вышать или понижать содержание различных ион-
ных форм аминокислоты в растворе. Особенности
ионизации исследуемых цвиттерлитов определяют-
ся структурой их бокового радикала. Это позволяет
подобрать оптимальный температурный режим раз-
деления конкретной смеси аминокислот.
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