
Докл а ды Ака д емии н а у к СС С 1’
1971. Том 199. М 1

УДК 577.157+542.98 ФПГШЧЕСИЛ Я ХИМИЯ

ТГ. МЛРТИПЕК, Ю. Э. КИРШ, А. А. СТРОНГИПА, В. П. ДОРОВСКА,
Л. К. ЯЦИМИРСКИИ, член-корреепондеит АН СССР И. В, БЕРЕЗИН ,

член корреспондент АН СССР В. КАБАНОВ

СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ РОЛИ ГИДРОФОБНОГО
ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ МЕЖДУ БОКОВОЙ ГРУППОЙ СУБСТРАТА
П АКТИВНОЙ ПОВЕРХНОСТЬЮ В РЕАКЦИЯХ С УЧАСТИЕМ

ФЕРМЕНТА (о-ХИМОТРИПСИН ) , СИНТЕТИЧЕСКОГО
ПОЛИМЕРНОГО КАТАЛИЗАТОРА И НУКЛЕОФИЛА ,

СОРБИРОВАННОГО МИЦЕЛЛОЙ

Гидрофобные взаимодействии между субстратом и активным центром
вносят значительный вклад в эффективность катализа многими фермен¬

тами ( 1 ) . Особенно ярко проявляется роль этого взаимодействия а реак¬

циях гидролиза сложных эфиров а-хныотрипсином ( XT) ( ) . Важным
фактором ускорения той же реакция с участием аналогов гидролитиче¬

ских ферментов ( s, ' ) служат гидрофобные взаимодействия ( \ *) .
В этом сообщении основное внимание направлено на выяснение роли

боковой алифатической группы л-ннтрофениловых эфиров алифатических
карбоновых кислот в реакциях ацплпроваиня следующих нуклеофилов:
иктиииый центр XT; impидиновыи остаток в частично алкилированном
поли-4-шщплппридано; л-бромбензальдокснм , сорбированный мицеллой
бромида цетилтриметиламмония.

Нее эти реакции протекают, но видимому, вблизи поверхности раздела
водной и органической фаз (последней фазой является среда белка, поли¬

мера или мицеллы ) и сопровождаются переносом (полным или частичным )
молекулы субстрата из одной среды я другую. Степень этого переноса мо¬

жет быть различной на различных стадиях реакции , П основу анализа ки¬

нетических данных можно положить предпосылку об аддитивности инкре¬
ментов свободной энергии сорбции на «активной поверхности » катализато¬

ра различных фрагментов молекулы субстрата . Этот принцип выполняется,

как правило, при экстракции органических веществ из воды органическим
растворителем пли при их сорбции на поверхности раздела фаз вода —
масло (сводка литературы дана в ( 7 ) ) , Справедливость принципа аддитив ¬

ности для процессов, протекающих в поверхностном слое глобулы белка ,
была доказана при изучении сорбции ( а ) и некоторых реакций ( °)
па активном центре XT. Задача настоящей работы — выявить общность та ¬

кого термодинамического подхода к анализу кинетики аналогичных про¬

цессов, протекающих вблизи поверхности раздела фаз .

Степень чистоты фермента ( 1 “ ) я методика кинетических измерений
(") были описаны ранее. Получение ноли-4-виыилпирпдпна описано в
(у) (молекулярный вес фракции, определенный вискозиметрияеекп, со¬

ставлял 62 000) . Степень алкилирования поли-4 пинилпиридина 4 (5) хлор-
метнлимидазолом (солянокислым ) , определенная по содержанию хлора,
равна 7 6 % . Методика кинетических измерений в реакциях с участием по¬

лимерных катализаторов (ПК) приведена в (*, |!) , Данные по мицелляр ¬

ной реакции приведены в (*) . Методика синтеза субстратов описана
в (*, ») .

Можно полагать, что во всех трех системах реакция ацилирования нук ¬

леофила л-ннтрофеинловышт эфирами протекает в две с т а д ии . Первой стл -
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дшш является образование комплекса Мпхаэгшса и случае XT и ПК, или,
соответственно, включение субстрата в мицеллу (солюбилизация ) . Этот
процесс характеризуется константой диссоциации комплекса субстрата с
активным центром A's, равной [E][S]/[ES] (см. ( M, 11) ), или соответст¬
венио константой распределения субстрата между мицеллярной и водной
фазами Л’ « F{S , , j /[S„] . где V — мольный объем детергента (см. ( '/ ) ).

ее»

( ASS

" 8,S#

-1?.$г
f

: j MSAfi
[iV —

I’ nc. I . Зависимость эффективно!! константы скорости к' = fcjJSfo / ( Л' - +
[К]? > вцнлкропаоия ПК от концентрации м-иитрофсплловых эфиров :

уксусной (/), пропионовой {<?), масляной (.?), валериановой ( /) , капро¬

новой (5) кислот. Условия реакции та ц;е, что в табл. 1

Последующей реакцией является «внутримолекулярное» ацилирование X Г.
ГТК и. in нулясофплов, сорбированных мицеллами ( НМ) , иод действием
сорбированной молекулы субстрата. Этот процесс характеризуется кон¬
стантой скорости первого порядка кг ( ", 1-) или, соответственно, для ми ¬

целлярной реакции величиной Г;К , равней в злом случае k» / V , где кК
константа скорости второго порядка для бимолекулярного взаимодействия
субстрата с нуклеофилом в мицеллярной фазе К ) .

Т а б л и ц а 1

п.Ц [[Тр0ф(!Т1ПЛО- КИ0-,сек-1 -1<Н, ыол/п ВТГ (4 an/ 10'1

J1/ МОЛ U - CCK
.ц,-<

вне эфиры КИСЛОТ KR , JCtI (4-Э1Т)

Уксусной 100 0,0 1 ,со 10,0
Пропнояовой 47 5,0 1 ,40

1 ,02
7 ,0

Масляной 30 3, 5 8 ,4
Палериаповой !6 2 ,.т 1,09 0 ,0
1(й 11родовой 10 1,8 0,80

0,03
0,0

Энантовой 4 0,8 5, 5
Каприловон 3 0,2 1,00 “

У с л о в и я р с а н п н и : 25"; pH 8,0. тряс HCt; ионная сила
5J.10-4 мол/л; (диметнсульфсксид] 2 ос.% . концентрации (моя/л):
ГТК — I-IJ - IO-'4, 4-этилинридшт (4-ЭГТ) 1.8 - Ю_

3.
На рис, 1 представлена зависимость эффективной константы скорости

к' = ftjfSje / ( Ks (Sje) реакции ацилирования ПК от концентрации суб¬

страта (кривые Мпхаэлпса ) . На основании этих данных были найдены
значения kt и Ks, которые сведены в табл. Г. Константы скорости fc* J Ks
для ацилирования XT были определены и рассчитаны но кинетическим
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ypjiiaeauHu второго порядка при [S]et= [F]0 . Для некоторых субстратов
щ-зультаты, согласующиеся с нашими, были получены ранее (!S ) , Данные
лля мицеллярной реакции приведены в (® ) , здесь они обсуждаются в свете
концепции, рассмотренной выше.

Сопоставление результатов ( рис. 2 и 3) , полученных в этих трах систе¬
мах, проводилось с целью выявить вклад, который вносит в реакцию вза¬
имодействие с активной поверхностью алифатической боковой группы суб-
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Рис, 2 Рис. 3

Рис. 2. Зависимость константы саяэывапия субстрата H ( fIHi) ^C (0) 0CKSliX02 ак¬

тивный центром ПК или мицеллами {НЫ } oi числа метиленовых групп в кис ¬

лотном остатке субстратной молекулы. Значение для л-нитрофеннладетата ус ¬

ловно принято на единицу
Рио. 3. Зависимость величины равной ( k t / Ks ) / А-ц, для реакции ацилиро ¬

вания XT и ПК или к„К / £ц для ТТМ , от числа метнлеиоиых групп в кислотном
остатке субстрата Н [СН») hC(0)OCitH*NOi. Значение для ч-питрофенилАцетат а
условно принято за единицу. Штриховая прямая соответствует выигрышу в
| кободноп энергии активации ДАF+ — — 700 кал/моль на каждую CIIi-груяпу

страта. Поэтому я каждом отдельпом случае в качестве условной единицы
приняты характеристики реакции, протекающей с участием н-ннтрофенил-
а петита . Такая нормировка результате!! является, по-видимому, достаточ¬

ной для сравнения сорбционной способности субстратов (рис. 2 ) , Однако
при сравнении кинетических характеристик химической реакции необходи¬

мо дополнительно учесть стеряческос и индукционное (электронное) влия ¬

ние боковой группы субстрата па взаимодействие данного эфира с «низко¬
молекулярным» нуклеофилом, С этой целью на рис, 3 отложены отноше¬

ния констант скоростей равные ( к? / Ks ) f ки , или для мицеллярной
реакции к„К ! ки . Величина ки соответствует константе скорости второго
порядка следующих процессов: щелочной гидролиз субстратен (и) при
рассмотрении ферментативной реакции; гидролиз субстратов под действи¬

ем '1-этилпиридина в случае ПТ{ (табл. 1 ) ; реакция ацилирования субстра ¬

тами л-бромбензальдоксима в отсутствие мицелл для мицеллярного яроцес
са (*)..

Из рис. 2 видно, что сорбция субстратов с увеличением алифатической
группы становится термодинамически более выгодной для всех трех си¬

стем. Штрихован прямая описывает сорбцию алифатической группы на ак ¬
тивном центре XT или также экстракцию ее органическим растворителем
( а октанол) (7). Инкремент свободной энергии, приходящейся па одну
СН--группу, составляет в обоих случаях 4ДF т — 700 кал / моль, В работе
( ' ) было показано, что эта величина представляет, по-видимому, макси¬

мальный выигрыш свободной энергии при переносе «жидкой» СН, [ руины
в .- воды в певодную среду 8;8 при сорбции ее на поверхности раздела фаз
г — органический растворитель. Как видно из рис. 2, включение боко-

й гту они субстрата в мицеллу является столь же эффективным. В тп
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же гремя, при сорбции субстратов в «активной полости» ПК величина &AF
составляет лишь около — LS.50 кал / моль. Это указывает па то, что углеводо¬

родные рлдш;алы кислотных остатков субстрата (нГ> 1 ) при связывании
его активным центром ПК в заметной степени сохраняют контакт с водой.

Относительные константы скорости (рис. 31 отражают состояние али ¬

фатической группы г активированном комплексе по сравнению с исход¬

ным состоянием реакции, когда субстрат растворен в воде. Из данных
рис. 3 следует, что выигрыш свободной энергии активации ЛАГ (ссютлст
стиующий переводу субстрата из воды в активированный комплекс реак¬

ции ) составляет на каждую СН*-груипу — 550 кал / моль для XT и — 200
кал / моль для мицеллярной реакции, В случае ПК взаимодействие алифа¬

тической группы субстрата с активным центром практически не оказывает
влияния на валовую константу скорости ацилирования к, К$ или даже не¬
много замедляет реакцию (AAF* « +70 кал/моль) . Видно, что во всех
трех случаях образованно активированного комплекса реакции сопровож ¬

дается но сравнению с комплексом Мнхаэлпса потерей свободной энергии
гидрофобного взаимодействия. Не исключено, что это связано с необхо¬

димостью перемещения алифатической субстратной группы, находящей¬

ся в комплексе с катализатором, в частично гцдрлтированыые области.
В случае мицеллярной реакции было сделано заключение (’}, что при об¬

разовании активированного комплекса реакции алифатическая группа суб¬

страта переносится из жирного (неводного ) ядра мнцел.ты в гидратирован¬

ный поверхностный (двойной электрический ) слои. Как видно из резуль¬
татов этой работы, такая же тенденция, хотя и слабая, прослеживается н
иа ферменте. И, наконец, л ПК при превращении комплекса Мптаэлнса
и N-аннцилпроизводное алифатический радикал кислотного остатка (п >;> 1) полностью выходит п водную среду. Последнее подтверждается рас¬

смотрением объемных моделей, иллюстрирующих взаимоотношения субст¬
рата и активного центра ПК при указанных переходах.

На основании приведенных данных (рис. 2 и 3) можно сделать вывод,
что все три реакция нуклеофильного замещения протекают с участием ак ¬

тивной поверхности, взаимодействующей с боковой группой субстрата. На¬

блюдаемый при этом эффект катализа является аддитивным — увеличение
алифатического радикала вногпт на каждую СН-групиу достоянный вклад
как в эффективность сорбции, так п в химическую реакцию. Анализ коли¬
чественных различии п инкрементах свободной энергия гидрофобного вза¬

имодействия на разных стадиях каждого процесса позволил прпйтп к вы¬
воду об изменениях в связывании субстрата на активном центре в ходе ре¬

акции.
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