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Введение. Известно, что разные ионы оказывают различное влияние на состояние других веществ. 

В случае близких по природе ионов, например натрия (Na+) и калия (К+), такое влияние обусловлено, по-
видимому, разной степенью их гидратации [1-4], а наличие Na+ и/или К+ в растворе, содержащем ионы 
водорода (Н+), может влиять на активности последних [5]. С другой стороны, измеряемая концентрация 
Н+ ([Н+]) зависит от метода измерения pH (индикаторного [6, 7], электрохимического [7] или ЯМР [8]) по 
причине того, что Н+ неоднородны по активности Н+ (aH+), то есть образуют соответствующий спектр [5]. 
Такое положение относится не только к Н+ и является общим свойством вещества. Спектр активности 
ионов (в частности, aH+) может играть роль в регулировании функционирования биологических систем [9, 
10], влияя, например, на кинетику ферментативных реакций [11] и процессы жизнедеятельности клеток 
[12]. В подобных случаях важной характеристикой среды может оказаться не интегральная величина [Н+] 
(pH), а параметры спектра aH+, подходы к оценке которой не разработаны. Целью работы: оценка пара-
метров aH+ и выявление влияния Na+ и/или К+ на параметры спектра aH+. 

Материалы и методы исследования. Исследовали Na+- и К+-фосфатные буферы (ФБ) с разным 
pH (таблица.). состав ФБ III и ФБ IV подсказан содержанием катионов (в том числе H+, pH), как правило, 
имеющим место в крови во внеклеточной среде (ФБ III) и внутри клеток (ФБ IV) [13]. На основе ФБ 
готовили растворы индикаторов: фенолового красного, конго красного, фуксина основного, нейтрального 
красного (0,1 – 1 г/л). Регистрировали pH ФБ от момента погружения электродов до достижения равно-
весного значения pH (pH∞) с помощью «pH-150» (электроды ЭСЛ-456-11 и ЭВЛ-1М4) в диапазоне 
температур (T) 288 – 313 K. Оптическую плотность (D) растворов индикаторов в ФБ измеряли при Т = 
293 ± 2 K на СФ-46 в области длин волн 250–620 нм. Площади электронных спектров поглощения 
рассчитывали по [14]. ЯМР 1H спектры регистрировали на «Gemini-200» (Varian) с рабочей частотой 200 
мГц (внутренний стандарт третбутанол, 1 %, d = 1,24 м. д.) при 293 K. Доверительный интервал среднего 
рассчитывали с доверительной вероятностью P = 0,95. Параметры кинетических уравнений находили, 
используя  пакет «STATISTICA». 

Таблица 
Катионны, pH, Tmax, k1 и Е* фосфатных буферов 

 

Е*, кДж/моль при T, К ФБ 
Na+, 

мМ/л 

К+, 

мМ/л 

pH 
Tmax, 

К 

k1×10-3, 

с-1,   

310,5 К 288 310 310,5 313 

I 172 – 7,2 318 12.6±1,2 4,81 77,8 89,0 204 

II – 172 7,2 317 10,0±1,1 5,02 99,4 116 310 

III 168,7 3,3 7,2 343 16.2±1,5 25,3 81,0 83,4 100 

IV 18,0 141 6,8 343 16,2 ±1,8 25,1 80,7 84,2 99,5 

 
Результаты и обсуждение. Измерение pH электрохимически требует времени (t) для диффузии H+ 

из раствора в мембрану измерительного электрода в обмен на К+, содержащиеся в стекле [5]. При этом в 
мембрану последовательно диффундируют H+ с уменьшающейся aH+ до установления в стекле равновесной 
[Н+] ([H+]∞), которой соответствует pH∞. Возникающая при измерении разность потенциалов зависит от aH+ 
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и других ионов [15]. Поэтому в ФБ с одинаковым pH∞ и разными катионами времена и скорости (V) уста-
новления [H+]∞ различны (рис. 1): в ФБ, содержащем Na+ (ФБ I), t – меньше, а V – больше, чем в ФБ, со-
держащем К+ (ФБ II). 

 
Рис. 1. Кинетика установления [H+]∞ в ФБ I (1) и II (2) при T = 291 K 

 
Кинетика процесса установления [H+]∞ не подчиняется известному уравнению простой диффузии 

[16], и ее, как и кинетику диффузии Na+ через клеточную мембрану [17], описали уравнением, ана-
логичным уравнению химической реакции первого порядка: 

                                                       [H+]∞ – [H+]t = ([H+]∞ – [H+]0)×exp(–k1×t),                             (1) 

где [H+]0 и [H+]t – [H+] при t = 0 и в момент времени t, соответственно, k1 – константа скорости диффузии Н+. 
Нашли, коэффициенты корреляций зависимостей (1)  r  = 0,96 – 0,99 (p < 0,05), и установили, что 

в ФБ I и ФБ II в интервале [H+] = (5,6 – 7,1)10-8 М/л (пределы погрешности измерения pH = 7,2) 
значения [H+]∞ и [H+]0 коррелируют между собой (r = 0,97 – 0,98, p < 0,05) и связаны уравнением: 

                                                                  [H+]0 = A×[H+]∞ + С,                                (2) 

где A и С – эмпирические константы. 
Оказалось, что параметры [H+]0 и A не зависят от природы катиона, соответственно равны между 

собой в ФБ I и ФБ II и, вероятно, численно определяются характеристиками мембраны [18] (по такой 
причине их значения не приводятся). Независимость [H+]0 от катиона говорит о том, что в 
исследованных ФБ количество H+ с относительно высокой aH+ достаточно для их быстрой диффузии в 
мембрану, и этот процесс не фиксируется посредством использованного прибора. Напротив, величина С, 
как и k1 (значения последней приведены в таблице), зависит от катиона, и оба эти параметра 
характеризуют спектр aH+. Для обсуждаемых показателей рассчитали отношения их значений, 
найденных в ФБ I и ФБ II, которые составили C = 1,4 ± 0,14 и k1 = 1,3 ± 0,12 и в пределах погрешности 
оказались равны между собой (p > 0,5). Такое соотношение параметров aH+ в зависимости от Na+ или К+ 
может быть необходимым для поддержания определенного pH при Na-K-обмене через полупрони-
цаемую мембрану, например, клеточную. 

Причина наблюдаемых различий параметров aH+, по-видимому, заключается в том, что в водных растворах 
Na+ гидратирован в большей степени, чем К+ [1 – 4]. Поэтому при прочих равных в присутствии Na+ свободной (не 
участвующей в гидратации) воды меньше, а эффективная [H+] с более высокой aH+ – больше, чем в присутствии К+. 
Число молекул воды, участвующих в гидратации иона, зависит от способа оценки [19], указывая на наличие в 
гидратной оболочке наличия молекул воды ближнего и дальних порядков. Известно, что в водных растворах H+ 
находятся не в свободной форме, а образуют комплекс с молекулами воды в виде иона H5O2

+ [20]. Последние, так 
как ионы металлов заряжены положительно, могут принимать участие в их гидратации только на уровне порядков 
больше первого. Поскольку Na+ гидратирован в большей степени, чем К+, H5O2

+ участвует в гидратации первого на 
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уровне более дальних порядков по сравнению со вторым. По такой причине, при электрохимическом измерении 
возможность диффундировать в в мембрану измерительного электрода быстрее и в большем количестве появляется 
у H+ из ФБ, содержащего Na+, по сравнению с H+ из ФБ, содержащего К+. Еще одна причина различной aH+ в 
присутствии Na+ или К+ может быть в том, что плотность заряда второго иона меньше, чем первого. В результате 
частичный отрицательный заряд молекул воды, обеспечивающий гидратацию, оказывается больше, а частичный 
отрицательный заряд, удерживающий H+ в гидратах, – соответственно меньше в растворах с Na+ по сравнению 
таковыми в растворах с К+. Последнее, в свою очередь, также способствует более высокой aH+ в присутствии Na+, 
чем в присутствии К+. 

На разную aH+ в ФБ I и II указывают результаты, полученные методом ЯМР 1H. Значение химического 
сдвига частоты колебаний протона в ФБ с Na+ составило 4,863 ± 0,0064 м. д. и отличалось  
(p < 0,05) от такового в ФБ с К+ 4,844 ± 0,0015 м. д. Следовательно, в ФБ I величина aH+ больше, чем в ФБ II. 

 

Рис. 2. Температурная зависимости k1 в координатах уравнения Аррениуса: ФБ I (1), II (2), III (3) и IV (4) 

 
Скорость диффузии H+ из ФБ возрастет с увеличением T. На рис. 2 представлена зависимость 

Lnk1 (1/Т). Видно, что в координатах Аррениуса отклонение от прямой начинается в области Ткр = 308 – 
313 К, близкой к T теплокровных организмов (35 – 40 oС). Поскольку зависимость k1(T) 
неаррениусовская, ее описали уравнением, аналогичным уравнению температурной зависимости 
вязкости полимеров [21] и зависимости pH(T) крови [22]: 
                                                                   Lnk1 = Lnko – B/(T – Tmax),                                                         (3)  
Нашли значения параметров уравнения (3),  используя которые рассчитали эффективную энергию 
активации  (Е*) процесса установления  [H+]∞,  по следующему уравнению (R – универсальная газовая 
постоянная) [21, 22]: 
                                                  Е* = –R*d(Lnk1)/d(T–1) = –R*B*T2/(T – Tmax)

2.                               (4) 

где ko – k1 при Т → ∞, 1/B – температурный коэффициент k1, Tmax – наибольшая T,  при которой можно 
зафиксировать изменение  [H+] использованным методом.   

В исследованном диапазоне T для ФБ I и ФБ II значения Е* находятся в диапазоне 5 – 310 
кДж/моль (таблица), а при данной Т величины Е* в пределах погрешности не зависят от природы 
катиона. Отклонение от прямой в координатах Аррениуса при уменьшении T происходит, вероятно, по 
причине гидратации Na+ и К+ [16]. С уменьшением T степень гидратации, очевидно, увеличивается 
нелинейно, и соответственно уменьшается k1. Данный факт может указывать на то, что способностью 
диффундировать в стекло электрода обладают преимущественно H+ от H5O2

+, не входящих в состав гид-
ратов, и число таких ионов увеличивается с ростом T. В пользу такого предположения свидетельствует 
близость значений Е* при относительно низких T значениям энергий водородной связи, а при 
относительно высоких T –  значениям энергий активации процесса гидратации катионов [23]. 
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При наличии в ФБ одновременно Na+ и К+ (ФБ III и ФБ IV) , по сравнению с ФБ, содержащими 
только Na+ или только К+ (ФБ I и ФБ II), происходят качественные и количественные изменения: 
увеличиваются Tmax и k1 (таблица), тогда как температурный коэффициент 1/B уменьшается. Величины 
k1 по мере снижения T приближаются к значениям, найденным в присутствии только одного из 
катионов так, что, начиная примерно с 15 oС (T = 288 K), становятся меньше последних. Отклонение 
зависимости Е*(T) от линейной наблюдается также в области Ткр = 308 – 313 К. При этом в области T, 
близкой к T теплокровных организмов, величина Е* возрастает до ~100 кДж/моль, а с уменьшением T 
понижается до величины ~25 кДж/моль (таблица). Кроме того, при всех T значения k1 и Е* в ФБ III и 
ФБ IV равны между собой. Следовательно, по сравнению с ФБ I и ФБ II в ФБ III и ФБ IV, то есть в 
присутствии одновременно Na+ и К+, диффузия H+ облегчается. На это  указывают уменьшение Е* в 
области относительно высоких T и равенство k1 в ФБ III и ФБ IV (таблица). Полученные результаты 
могут свидетельствовать о том, что в ФБ, содержащих одновременно Na+ и К+, гидратирующие их 
H5O2

+, равномерно распределены между ионами. В подобных условиях отсутствует Na+ (или К+), 
гидратированный обособленно от К+ (или Na+).  

Оказалось, что, несмотря на разный ионный состав и pH, при T, близкой к T теплокровных 
организмов, значения Е* для всех исследованных ФБ в пределах погрешности равны между собой (p > 
0,5). Так, при 37 oС (310 K) Е* = 75 ± 10 кДж/моль, а при 37,5 oС (310,5 K) Е* = 93 ± 16 кДж/моль. 
Полученные величины хорошо согласуются со значениями энергией активации обмена Na+ и К+ в 
эритроцитах (50 – 90 кДж/моль, Т = 297 – 312 K) [24]. 

Известно, что Na+ и К+ в разной степени изменяют отношение коэффициентов активности двух 
форм индикатора и требуют солевой поправки при определении pH с их помощью [1]. Раличное влияние 
Na+ и К+ на D растворов индикаторов объясняют смещением кислотно-основного равновесия. Однако 
влияние ионов может быть обусловлено различной степенью гидратации Na+ и К+, что, в свою очередь 
оказывает влияние на aH+. На рис. 3 на примере конго красного приведены типичные спектры 
поглощения растворов индикаторов в ФБ в видимой области. Области спектров, соответствующие 
пикам поглощения связанной и несвязанной с Н+ формам, в ФБ I имеют большую максимальную D 
(Dmax) и ширину на полувысоте, по сравнению с таковыми в ФБ II. Отношения площадей спектров 
растворов, содержащих Na+, к площадям спектров растворов, содержащих K+, для кислой и основной 
форм индикаторов составили (1,2 ± 0,13) и (1,3 ± 0,15), соответственно, и оказались равны в пределах 
погрешности их расчета. Поскольку полученные отношения одинаковы для разных индикаторов, а 
солевая поправка для них различна [1], то исключены влияние ионной силы на константу равновесия 
между двумя формами индикатора или катиона на хромофорную группу. Следовательно, имеет место 
влияние разной степени гидратации Na+ и К+ на aH+. Поэтому при одинаковом pH, определенном 
электрохимически, в присутствие Na+, который гидратирован в большей степени, индикатор имеет 
возможность связать больше Н+, у которых aH+ выше, чем в присутствие К+. Исходя из изложенного, 
параметры электронных спектров поглощения растворов, как и k1, C и Е*, являются проявлением 
распределения Н+ по aH+ и могут служить их характеристиками. 

Электронные спектры растворов индикаторов в ФБ, содержащих одновременно Na+ и К+ (ФБ III и 
ФБ IV), претерпевают количественные и качественные изменения по сравнению с ФБ, содержащими 
только Na+ или только К+ (соответственно ФБ I и ФБ II) (рис. 3). На рисунке приведены типичные 
спектры поглощения индикаторов в ФБ III и ФБ IV на примере конго красного. Как оказалось, во всех 
исследованных ФБ значения D при одной и той же длине волны и при одинаковых концентрациях 
одного и того же индикатора близки между собой. Поэтому для наглядности на рисунке представлены 
спектры при разных концентрациях конго красного в ФБ I и ФБ II (0.14 г/л) и в ФБ III и ФБ IV (0.1 г/л). 
Отношения площадей максимумов поглощения в ФБ III и ФБ IV для всех индикаторов в пределах 
погрешности равны и составляют 1,04 ± 0,043. Полученное число в определенной мере зависит от 
значений концентраций Na+, К+ и Н+. Однако принципиально то, что интегральные характеристики aH+, 
оцененные с помощью индикатора, в ФБ III и ФБ IV близки между собой, несмотря на существенное 
различие в значениях pH, измеренных электрохимически. В связи с тем, что при последнем методе 
измерения [Н+] диффундируют из раствора, а при индикаторном – нет, полученный результат 
свидетельствует о следующем. При определенных соотношениях [Na+] и [K+] (таких, как в ФБ IV с 
наибольшей [H+]) в растворе содержится больше Н+, неспособных к диффузии, чем при других 
соотношениях ионов (таких, как, например, в ФБ III, имеющем меньшую [H+]). 

Качественные изменения спектров поглощения ФБ III и ФБ IV состоят в том, что в области Dmax 
пиков кислой и щелочной форм величины D в случае ФБ III выше по сравнению с ФБ IV. Статисти-
чески, помимо известных причин, обусловливающих размытость электронных спектров [25], величина 
D в области Dmax определяется концентрацией форм индикатора, связанных с Н+, которые имеют 
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среднюю aH+. В областях «хвостов» 
кислой и щелочной форм D опре-
деляется поглощением индикатора, 
связанного преимущественно с 
высоко- и низкоактивными Н+. Эти 
формы в случае ФБ III имеют D 
выше по сравнению с ФБ IV. На 
основании полученных результатов, 
можно предположить, что более 
высокая [Н+] (более низкий pH, оп-
ределяемый электрохимически) в ФБ 
III, по сравнению ФБ IV, реализуется 
за счет выравнивания Н+ по aH+. 
Действительно, спектр поглощения 
индикатора в ФБ IV характеризуется 
меньшей шириной на полувысоте, 
чем спектр поглощения в ФБ III. 
Последнее указывает на более 
высокую однородность Н+ в ФБ IV, и 

это может иметь значение для регулирования химических и биохимических процессов в зависимости от 
физико-химических свойств среды, в том числе вне- и внутриклеточной. 

 
Обращает внимание, что отношения k1, С и площадей спектров индикаторов для ФБ, содержащих 

Na+, (ФБ I) и ФБ, содержащих К+ (ФБ II), в пределах погрешности совпадает с соответствующим с 
средним значением (1,31± 0,038), полученным при анализе литературных данных об атомных и ионных 
размерах натрия и калия, термодинамических и физико-химических характеристик растворов их 
содержащих, а также результатов, к которым приводит наличие только натрия или только калия в 
биологических системах [26, 27]. Аналогичная закономерность выявлена и в результате исследований 
модельных систем для активностей ацетилхолинэстеразы [11] и нейтрофилов в реакции восстановления 
ими нитросинего тетразолия [12].  

Следовательно, электрохимический и индикаторный методы позволяют оценить параметры 
распределения aH+. Полученные результаты свидетельствуют о влиянии сопутствующих ионов (в 
частности, Na+ и К+) на распределение Н+ по aH+, причем aH+ в исследованных ФБ, содержащих Na+, 
примерно в 1.3 выше, чем в ФБ, содержащих К+. Одновременное присутствие Na+ и К+ в определенных 
концентрациях приводит к качественным и количественным изменениям параметров спектра aH+. Таким 
образом, общие физико-химические закономерности могут играть важную регуляторную роль при 
протекании различных процессов, в том числе биохимических. 
 

Выводы. 1. Наличие в фосфатных буферах Na+, или К+, или Na+ и К+ по-разному влияет на кинети-
ческие параметры установления pH, величину максимума электронных спектров растворов инидкаторов, 
сдвиг в спектрах ЯМР 1H растворов, что обусловлено различной активностью в них Н+.  

2. В растворах Н+ с разной активностью образуют определенный спектр, параметры которого могут  
быть охарактеризованы с помощью указанных физико-химических методов.  

3. Отношения значений физико-химических параметров в растворах, содержащих Na+ к таковым в 
присутствии K+, близки к 1,3, что соответствует отношению атомных, ионных и гидратированных ионных 
радиусов  K+ и Na+ и отношениям физико-химических параметров растворов и биологических жидкостей, 
содержащих Na+ или K+. Наличие в растворах одновременно Na+ и K+ приводит к качественным и количе-
ственным изменениям. 

РЕЗЮМЕ 

Досліджені фосфатні буферні розчини (pH 6,8 – 7,2), що містять  Na+ і/або K+ в співвідношеннях, які моделюють вміст 
крові. Розраховані константи скорості дифузії H+ в мембрану вимірювального електрода й ефективні енергії температурної 
активації процесу, а також (в присутності індикаторів) параметри спектрів поглинення у видимій області кислої та лужної 
форм; виміряне  хімічний зсув частоти коливань протона. Показано, що отримані значення визначаються впливом Na+ и K+ на 
активність H+. Відношення параметрів в присутності Na+ к таким в присутності K+ близькі до 1,3. Остання величина відпові-
дає відношенню атомних та іонних радіусів (у тому числі гідратованих) K+ и Na+ та відношенням фізико-хімічних параметрів 
розчинів і біологічних речовин, що містять Na+ або K+. Присутність в розчинах одноразово Na+ і K+ призводить до якісних та 
кількісних змін винайдених закономірностей, можливі причини яких обговорюються. 

Рис. 3. Спектры растворов конго красного (0,1 мМ/л) в ФБ I (1) и II 
(2) (0.15 г/л) и в ФБ III (3) и IV (4) 
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SUMMARY 

In phosphate buffer solutions (pH 6,8 – 7,2), containing Na + and/or K + in the parities, witch simulation structure of blood are 
investigated. Constants speed of diffusion H + in a membrane of a measuring electrode and effective energy of temperature activation of 
process, and also (in the presence of indicators) parameters spectrum of absorption in visible area of sour and alkaline forms are calcu-
lated; chemical shift of frequency fluctuations proton is measured. It is shown, that the received values are defined by influence Na + 
and K + on activity H +.  Relations of parameters in the presence of Na + to that in the presence of K + are close to 1,3. Last quantity 
corresponds to the relation of nuclear and ionic radiuses (including hydrated) K + and Na + and to relations of physical and chemical 
parameters of solutions and the biological  liquids containing Na + or K +. Presence in solutions simultaneously Na + and K + leads to 
qualitative and quantitative changes of the found out  laws which possible reasons are discussed. 
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