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Методом Н ЯМР спектроскопии с вымораживанием жидкой фазы изучено строение гидратной 
оболочки лиофилизированного и сорбированного на поверхности высокодисперсного кремнезема 
сывороточного альбумина человека, находящегося в слабополярном растворителе (хлороформе) 
или при его добавлении к гидратированной системе. Показано, что влияние хлороформа может 
приводить к изменению объемов внутренних областей белковой глобулы, характеризующихся 
различной гидрофильностью и заполненных структурированной водой, которая не замерзает при 
Т< 273 К. 

Ключевые слова: вода, сывороточный альбумин человека, высокодисперсный кремнезем, хлороформ, 
{Н ЯМР спектроскопия. 

Введение. С ы в о р о т о ч н ы й а л ь б у м и н ч е л о в е к а 
(САЧ) является одним из основных и наиболее 
изученных белков плазмы крови [1—5] . В водной 
среде молекулы альбумина имеют форму деформи
рованного сфероида, размеры которого зависят от 
значения рН. Полости глобулы заполнены водой 
[6] . Благодаря близости к поверхности белковой 
молекулы практически вся вода внутри глобулы 
испытывает возмущающее влияние полипептидных 
групп и аминокислотных остатков [6] и, следова
тельно, является связанной, что проявляется в 
снижении температуры замерзания. В полостях 
белковой молекулы вода может находиться в гид
рофобном или гидрофильном окружении [7] . Гид
ратация САЧ осуществляется за счет формирова
ния водородных связей молекул воды с полярными 
функциональными группами белка и ван-дер-ва-
альсовых сил, ответственных за гидрофобные взаи
модействия, при контактах с неполярными группа
ми. Вопросы гидрофобной и гидрофильной гидрата-
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ции белков подробно рассмотрены в работах [8— 
11]. Влияние гидрофобных фрагментов на связан
ную воду может проявляться в необычных свойст
вах системы. Так , на кривой зависимости плотно
сти раствора альбумина от его концентрации в 
области малого содержания белка регистрируется 
минимум плотности, который связывают с гидро
фобным эффектом [12] . 

Исследование закономерностей взаимодействия 
белковых макромолекул с компонентами водно-ор
ганических смесей в последние годы вызывает зна
чительный интерес в связи с интенсивным развити
ем нового научного направления — ферментатив
ного катализа в органических средах с низким 
содержанием воды [13] . При этом установлено, что 
вода играет ключевую роль в формировании струк
туры белков и их функционировании как в водном 
[14], так и в низководном органическом окруже
нии [13, 15, 16]. Изучение закономерностей взаи
модействия белков с водой в органическом окруже
нии может способствовать созданию новых эффек
тивных биокаталитических систем. 
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Можно ожидать, что слабополярные органиче
ские растворители будут сильно влиять на гидрата
цию САЧ [17, 18] . В результате лиофильного 
высушивания белка его конформация практически 
не меняется [19] по сравнению с нативной, однако 
добавление слабополярных молекул может вызы
вать изменение соотношения объемов внутренних 
полостей белковой глобулы, гидратированных по 
механизмам гидрофобной и гидрофильной гидрата
ции [7—9]. 

Внесение белка в среду органического раство
рителя приводит к образованию гетерогенных сис
тем, которые трудно исследовать с помощью опти
ческих методов, поэтому целесообразно такие сис
темы САЧ изучать калориметрическими методами 
[16, 20 ] , с помощью ИК спектроскопии [16] и ! Н 
ЯМР спектроскопии. 

Настоящая работа посвящена изучению строе
ния гидратной оболочки лиофилизированного и 
сорбированного на поверхности высокодисперсного 
кремнезема САЧ в среде слабополярного органиче
ского растворителя — хлороформа или при его до
бавлении к гидратированной системе. 

Материалы и методы. В работе использовали 
лиофилизированный САЧ («Биофарма», Украина), 
в котором содержание мономерной формы превы
шало 95 %. Дейтерированный хлороформ (CDC13) 
содержал 99,9 % изотопа дейтерия. В процессе 
приготовления образцов к навеске порошка САЧ 
(70—100 мг) добавляли фиксированную порцию 
дистиллированной воды (5—10 мг) при непрерыв
ном встряхивании в течение 30 мин при комнатной 
температуре для равномерного распределения в 
объеме. Затем к образцам добавляли 10—300 мг 
дейтерированного органического растворителя и 
после установления равновесия (15 мин) образец 
помещали в датчик ЯМР спектрометра. Дейтериро
ванный хлороформ использовали для того, чтобы 
сигнал протонов органической добавки не изменял 
интенсивности сигнала протонов связанной воды. 

Использовали высокодисперсный кремнезем 
(ВДК) А-300 с удельной поверхностью около 
300 м 2 / г (Экспериментальный з-д при Ин-те хи
мии поверхности НАН Украины). К 2 г ВДК 
добавляли 200 мл 0,5 %-го раствора САЧ и прово
дили адсорбцию в течение 2 ч при постоянном 
перемешивании, затем центрифугировали при 8000 
об/мин в течение 20 мин при температуре 20±1 
°С. Для удаления свободного белка осадок промы

вали дистиллированной водой до исчезновения по
лосы поглощения, характерной для белка в элект
ронных спектрах. Затем суспензию центрифугиро
вали снова, и полученный осадок высушивали при 
комнатной температуре. Количество адсорбирован
ного альбумина находили по разности исходной и 
равновесной концентрации САЧ в растворе после 
контакта с ВДК. Концентрацию белка в исходном 
и равновесном растворах определяли спектрофото-
метрически по поглощению при Я = 280 нм (харак
теристическая полоса САЧ), используя спектрофо
тометр Specord М-40 («Karl Zeiss», Австрия). В 
результате получены образцы кремнезема с содер
жанием белка 60 мг на 1 г ВДК, которые исследо
вали в средах (воздух, вода и хлороформ в различ
ных соотношениях). 

Спектры ЯМР записывали на спектрометре 
Bruker WP-100 SY. Для получения ! Н ЯМР спект
ров использовали 90° зондирующий импульс. Тем
пературу в датчике регулировали термоприставкой 
Bruker VT-1000. Воспроизводимость интенсивности 
*Н ЯМР сигнала составляла ± 1 0 % и для темпера
туры ± 1 К. Спектры незамерзающей воды измеря
ли после охлаждения образца до 190—200 К [21 — 
25] . Сигнал воды, входящей в состав льда (так же, 
как и протонов макромолекул), не вносил вклада в 
регистрируемый *Н ЯМР сигнал ввиду малых вре
мен (~ 10~6 с) поперечной релаксации протонов в 
твердых телах. 

Измерения проводили с использованием стан
дартных ЯМР ампул (5 мм в диаметре), содержа
щих 70—300 мг вещества. Величину химических 
сдвигов протонного резонанса связанной воды опре
деляли относительно сигнала протонов СНС1 3 ди = 
= 7,26 м. д. Измеряли температурные зависимости 
интегральных интенсивностей сигнала (Л незамер
зающей воды, по которым рассчитывали зависи
мость концентрации незамерзающей воды (Cuw) от 
температуры (Г) , трансформируемую в зависи
мость изменения свободной энергии Гиббса (AG) 
воды (в результате ее взаимодействия с белком и 
кремнеземом) от Cuw. Поскольку условием замерза
ния воды на межфазной границе белок/вода явля
ется равенство свободных энергий адсорбированной 
воды и льда [26] , то понижение температуры 
замерзания (273 - Т) адсорбированной воды опре
деляет уменьшение свободной энергии воды, вы
званное адсорбционными взаимодействиями (AG = 
= G 0 - G, где G 0 — свободная энергия льда при Т = 
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= 273 К) [5] . Так как свободная энергия льда с 
понижением температуры изменяется по линейно
му закону, то величину AG можно рассчитать по 
формуле [26] 

AG = 0,036 (273 - Г ) . (1) 

Площадь под кривой AG(C m v ) определяет вели
чину межфазной энергии (ys) исследуемого образца 
в водной среде: 

(2) 

В этом выражении C M V V

m a x — количество незамерза
ющей воды при Т -> 273 К; К — константа, завися
щая от типа использованных единиц в данном 
уравнении [23]. По зависимостям AG(CUW) рассчи
тывали параметры (концентрацию, свободную 
энергию Гиббса и величину межфазной энергии) 
сильно- и слабосвязанной воды. Под слабосвязан
ной водой понимают ту часть незамерзающей воды, 
свободная энергия которой лишь немного понижена 
за счет межмолекулярных взаимодействий с твер
дой поверхностью или адсорбированными органи
ческими молекулами и которая замерзает при тем
пературе около 273 К. Сильносвязанная вода мо
жет не замерзать даже при значительном охлажде
нии системы. Ее свободная энергия сильно пониже
на в результате взаимодействия с белком и крем
неземом [22, 23 ] . 

Содержание каждого типа воды ( С ^ / и CJ? для 
сильно- и слабосвязанной воды соответственно) и 
максимальные величины понижения свободной 
энергии для этих типов воды (AGS и AGJ можно 
получить линейной экстраполяцией линейных уча
стков кривой AG(CUW) зависимостей к осям. Следу
ет отметить, что есть два типа воды: 1) — это 
незамерзающая фракция ( С ^ ) и 2) —- общее коли
чество ( С Н 2 0 ) . Часть незамерзающей воды, для 

которой -AG < 0,8 к Д ж / м о л ь может быть отнесена 
к слабосвязанной воде [21—25]. 

В более узких порах вода замерзает при более 
низких температурах, что описывается уравнением 
Гиббса-Томпсона [27]: 

где Tm(R) — температура плавления льда, локали
зованного в порах радиуса R\ Г т , ж — температура 

плавления объемного льда; р — плотность твердой 
фазы; osl — энергия взаимодействия твердого тела с 
жидкостью; AHf — объемная энтальпия плавления. 
Это уравнение можно использовать для вычисле
ния распределения пор по размерам из температур
ной зависимости величины С и и , , полученной на 
основе метода *Н ЯМР спектроскопии с послойным 
вымораживанием воды, для водных суспензий 
твердых тел или гидратированных биологических 
объектов [28] , когда применение других методов 
анализа пористой структуры затруднительно. 

Результаты и обсуждение. На р и с 1 приведе
ны спектры *Н ЯМР воды, связанной с САЧ при 
разных концентрациях дейтерохлороформа в диа
пазоне 0—46 % масс, при разных температурах. 
Концентрация воды для всех образцов была посто
янной и равной 193 мг /г . В отсутствие хлороформа 
спектры представляют собой синглет, ширина кото
рого с понижением температуры увеличивается от 
1 до 20 кГц, а величина химического сдвига в 
точке максимальной интенсивности близка к 5 м. 
д. (сигнал / ) , что совпадает с химическим сдвигом 
объемной воды [26] . Большая ширина сигнала 
адсорбированной воды обусловлена малой молеку
лярной подвижностью воды, связанной с молекула
ми САЧ [29 ]. При добавлении хлороформа на фоне 
широкого сигнала начинает проявляться более уз
кий сигнал с химическим сдвигом ( 5 Я = 1 , 3 м. д. 
(сигнал 2) . Его интенсивность увеличивается с 
ростом концентрации хлороформа ( C C D C , 3 ) . С пони
жением температуры интенсивность сигнала 2 ос
тается постоянной. 

Если величина С С 1 ) С 1 достаточна для выделе
ния хлороформа в отдельную фазу (рис. 2) (80 % 
масс в суспензии), то интенсивность сигнала 1 при 
Т < 275 К становится заметно ниже, чем при такой 
же температуре в образцах с меньшим содержани
ем хлороформа (рис. 1), а интенсивности сигналов 
У и 2 сближаются. Спектральные характеристики 
сигнала 2 практически не зависят от температуры. 
Как видно из данных рис. 2, сигнал 2 наблюдается 
даже в том случае, когда замерзает основная часть 
жидкого хлороформа. 

Величина химического сдвига воды определя
ется двумя основными факторами — прочностью 
водородных связей и средним числом водородных 
связей на одну молекулу воды [30, 31] . Расчеты 
показывают, что прочность водородных связей сла
бо зависит от количества молекул воды [25]. Мо-
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О % CDCl3 

[Сигналі 
12 % CDCh 

100 80 60 40 20 0 -20 -40 - 60 8нм. д. 
—Т > 1 1 1 ' 1 1 1 1 ! ' 1 1 1 ' 1 1 Г " 

100 80 60 40 20 0 -20 -40 - 60 д„м. д. 

Рис. 1. Влияние добавления хлороформа на форму спектров 1Н ЯМР воды, связанной с альбумином ( С Н 2 о = 193 мг/г) 

лекулы воды, не участвующие в образовании водо-
родносвязанных комплексов, имеют химический 
сдвиг <5 0 -1 ,3—1,7 м. д. [26] . Такая величина 
химического сдвига наблюдается для воды, раство
ренной в хлороформе, бензоле и других слабопо
лярных растворителях [32] . Для льда, когда все 
молекулы воды имеют по четыре водородные связи, 
химический сдвиг протонного резонанса составляет 
с52 = 7 м. д. [33]. Исходя из этого данные рис. 1, 2 
можно интерпретировать следующим образом: сиг
нал / относится к воде, входящей в состав полиас-
социатов с сеткой водородных связей, аналогичной 

таковой в объемной воде, а сигнал 2 соответствует 
молекулам воды, находящимся в слабоассоцииро-
ванном состоянии. Ранее слабоассоциированные 
формы воды на межфазной границе гидратирован-
ных твердых тел с гидрофобной средой регистриро
вали для смесей аэросила с метилаэросилом [34 ] и 
триметилсилилированных аэросилов, в которых 
степень замещения поверхностных гидроксильных 
групп на триметилсилильные не превышала 50 % 
[35]. 

На рис. 3 приведены температурные зависимо
сти концентрации незамерзающей воды (а) и рас-
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Сигнал 2 
Сигнал J 

Рис. 2. Температурные изменения спектров Н ЯМР воды 
( С н 2 о - 193 мг/г), адсорбированной на САЧ при С(;псі 3

 = 80 % 

масс 

считанные на их основе зависимости AG(CUW) (в) 
для гидратированного САЧ с содержанием хлоро
форма 0—80 % масс. В области AG < - 1 кДж/моль 
на зависимостях AG(CUW) для порошков САЧ на
блюдаются вертикальные участки, обусловленные 
незамерзающей водой при Т > 250 К (рис. З, а). В 
соответствии с критериями сильно- и слабосвязан
ной воды, приведенными выше, гидратированный 
САЧ содержит только сильносвязанную воду. В 
среде хлороформа наблюдается резкое уменьшение 
концентрации связанной воды при Т > 220 К и 
переход части сильносвязанной воды в слабосвя
занную (которая замерзает вблизи 273 К) . На рис. 
3, б, г, приведены аналогичные результаты для 
САЧ, адсорбированного на поверхности ВДК А-
300. При этом, как видно из рисунка, превращения 
части сильносвязанной воды в слабосвязанную в 
среде хлороформа не наблюдается. 

Можно предположить, что в гидратированных 
молекулах САЧ слабоассоциированная вода нахо
дится в структурных полостях, ограниченных гид
рофобными группами. Благодаря структурным ог
раничениям или особенностям межмолекулярных 
взаимодействий в этих полостях молекулам воды 
термодинамически выгоднее существовать в слабо-
ассоциированном состоянии. 

Следует отметить, что химический сдвиг сла-
боассоциированной воды совпадает с таковым воды, 
растворенной в хлороформе [25 ]. Однако раствори

мость воды в хлороформе не превышает 0,6 % при 
комнатной температуре и быстро уменьшается с 
понижением температуры. Концентрация слабоас-
социированной воды в системе альбумин/вода/хло
роформ на рис. 2 составляет 1,7 %, что на порядок 
больше предельной концентрации растворенной во
ды в хлороформе при Г = 1 9 0 К [35]. Учитывая, 
что основная часть хлороформа при такой темпера
туре замерзает, можно сделать вывод о том, что 
концентрация слабоассоциированной воды в хлоро
форме, не замерзшем из-за взаимодействия с моле
кулами САЧ, должна была бы достигать несколь
ких десятков процентов. 

В процессе лиофильного высушивания боль
шинство молекул САЧ сохраняют свою нативную 
глобулярную структуру, в которой с воздухом гра
ничат преимущественно гидрофильные участки, 
легко адсорбирующие воду и формирующие гидрат-
ную оболочку белковых молекул в воздушной и 
водной средах [7 ]. При добавлении хлороформа его 
молекулы сосредоточиваются в основном на гидро
фобных участках белка, не связанных с водой (или 
в гидрофобных полостях). В порошках гидрофобная 
и гидрофильная составляющие пространственно 
разделены и до определенной величины присутст
вие хлороформа незначительно влияет на гидрат-
ные свойства белковых молекул. Скачкообразное 
изменение характеристик воды, связанной с САЧ 
при изменении концентрации хлороформа (рис. 3, 
я, в) , вероятно, обусловлено таким изменением 
нативной конформации белковых молекул, которое 
обеспечивает минимум свободной энергии системы 
при переходе от воздушной к слабополярной среде 
CDC1 3 . При этом более доступными для хлорофор
ма становятся гидрофобные области молекул САЧ, 
в то время как гидрофильные центры изменяют 
свое пространственное расположение таким обра
зом, чтобы обеспечивалась их минимальная свобод
ная энергия в неполярной среде. Этот процесс 
сопровождается общим уменьшением гидратиро-
ванности молекул САЧ (рис. 3 , я, в) и, скорее 
всего, формированием дополнительных внутримо
лекулярных водородных связей между функцио
нальными группами САЧ. Для САЧ, адсорбирован
ного на поверхности ВДК (рис. 3 , б, г) , подобного 
эффекта не наблюдается, что, вероятно, обусловле
но слабой конформационной лабильностью адсор
бированного альбумина. 

В соответствии с данными, приведенными на 
рис. 2, при Т < 240 К в спектрах *Н ЯМР воды для 
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Рис. 3. Температурные зависимости концентрации незамерзающей воды и зависимости свободной энергии Гиббса от концентрации 
незамерзающей воды в системе САЧ/вода/хлороформ (а, в: 1 — 0 % CDC1 3; 2 — 12 % CDC1 3; J — 27 % CDC1 3; 4 — 46 % CDC13; 
5 — 80 % CDC1 3) и (САЧ—ВДК)/вода/хлороформ (6, г: 1 — 117,67 М Г / Г в CDC1 3 ; 2 — 41,9 мг/г в CDC1 3 ; 3 — 41,9 мг/г в воздухе; 
4 — в воде) ( С н 2 о * 193 мг/г) при содержании CDC1 3 0—80 % масс 

Гиббса, величина межфазной энергии) и концент-суспензии САЧ в CDC1 3 наблюдается только сигнал 
2. Концентрация связанной воды, ответственной за 
этот сигнал, составляет 80 м г / г ( рис 3, а). По
скольку молекулы хлороформа способны сольвати-
ровать гидрофобные группы молекул САЧ, то, 
по-видимому, в гидрофобных полостях молекул 
САЧ присутствуют как молекулы воды, так и 
хлороформа. Учитывая большое количество слабо-
ассоциированной воды, можно ожидать, что вода и 
хлороформ внутри гидрофобных областей белковой 
глобулы способны образовывать концентрирован
ный раствор воды в хлороформе. То есть свойства 
воды, участвующей в гидрофобной гидратации, 
сильно отличаются от свойств объемной воды, 
структурированной сеткой водородных связей. 

В таблице представлены характеристики слоев 
связанной воды (концентрация, свободная энергия 

рация хлороформа для всех изученных систем. Как 
видно, в гидратированном альбумине с добавлени
ем CDC1 3 величина межфазной энергии слабо зави
сит от концентрации CDC1 3 до образования сплош
ной среды хлороформа, затем скачком уменьшает
ся за счет превращения части сильносвязанной 
воды в слабосвязанную. Если же альбумин адсор
бирован на поверхности кремнезема, межфазные 
энергии на воздухе и в среде хлороформа совпада
ют. В среде хлороформа слабосвязанная вода не 
регистрируется даже в том случае, когда С Н 2 0 

увеличивается вдвое. 
На рис. 4 приведены распределения по радиу

сам пор (PSDM V V) концентрации незамерзающей во
ды (внутренних полостей, заполненных незамерза
ющей водой) для гидратированного САЧ в присут-
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Рис. 4. Зависимость рас
пределения по размерам 
полостей, заполненных не
замерзающей водой, от со
д е р ж а н и я хлороформа в 
гидратированных порошках 
САЧ и его суспензиях: 1 — 
О % масс CDC1 3; 2 — 12 % 
CDC1 3 ; і — 3 6 % CDC1 3; 
4—12 % CDC13; 5 — 
80 % C D C I 3 

ствии CDC1 3 . В исходном САЧ на зависимости 
PSD u w ( r ) регистрируются два максимума. Один от
вечает радиусу пор г = 0,35 нм, а второй — г = 
= 1 нм. С ростом концентрации хлороформа пер
вый из этих максимумов увеличивается и несколь
ко сдвигается в область больших значений г. В 
среде хлороформа происходит скачкообразное из
менение формы кривой распределения. Интенсив
ность максимума при г = 0,35 нм уменьшается в 
несколько раз и появляются новые максимумы при 
г = 0,8 и 8 нм. Вероятно, в том случае, когда 
гидратированный альбумин находится в исходном 
состоянии или при относительно небольших добав
ках хлороформа, основная часть воды сосредоточе
на в микрополостях с радиусом г = 0,35 нм, сфор
мированных гидрофильными участками белковой 
молекулы, с которыми молекулы воды могут обра
зовывать прочные водородные связи. Под влиянием 
хлороформа размер этих полостей несколько уве
личивается. Очевидно, это вызвано конформацион-
ными изменениями белковой молекулы, стабилизи
рующими рост объема гидрофобных областей, в 
которых вода находится в слабоассоциированном 
состоянии, что проявляется в спектрах ! Н ЯМР в 
виде сигнала 2. 

В случае, когда хлороформ образует непрерыв
ную фазу, происходит такое изменение конформа-

ции молекул белка, при котором вода удаляется из 
узких гидрофильных областей во вновь образовав
шиеся полости большего размера, но с меньшим 
количеством гидрофильных центров. Такая вода 
становится слабосвязанной (в данном случае с 
САЧ) , поскольку уменьшается ее взаимодействие с 
границей раздела фаз , но остается сильноассоции-
рованной, так как формирует сетку водородных 
связей с другими молекулами воды. Часть воды 
остается в гидрофобных областях с радиусом г = 
= 0,35 нм и, следовательно, остается сильносвязан
ной (испытывает сильное возмущающее действие 
со стороны поверхности), но слабоассоциированной 
(имеет химический сдвиг <5Я= 1,4 м. д.) . Это особое 
состояние воды стабилизируется средой слабопо
лярного дейтерохлороформа. Вероятно, необходи
мым условием для перехода воды в слабоассоции-
рованное состояние является наличие на поверхно
сти или в окружающем пространстве достаточного 
числа гидрофобных участков, взаимодействующих 
с молекулами воды только по дисперсионному ме
ханизму, и пространственных ограничений, пре
пятствующих формированию трехмерной сетки во
дородных связей. Адсорбция САЧ на поверхности 
кремнезема резко уменьшает конформационную 
лабильность молекул САЧ и, как следствие, объем 
внутренних полостей, в которых возможна гидро-
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Характеристики слоев связанной воды (концентрация (Снго), свободная энергия Гиббса (Atf) и величина межфазной энергии 
(ys)) в гидратированном и адсорбированном на поверхности кремнезема (ВДК) альбумине (САЧ) 

фобная гидратация белковой молекулы в слабопо
лярной среде. 

Выводы. Г и д р а т и р о в а н н ы й САЧ содержит 
только сильноассоциированную воду с химическим 
сдвигом дн = 5 м. д., адсорбированную по механиз
му гидрофильной гидратации. В присутствии слабо
полярных молекул хлороформа в спектрах *Н ЯМР 
воды, адсорбированной альбумином, раздельно на
блюдаются сигналы воды, адсорбированной по ме
ханизмам гидрофобной и гидрофильной гидрата
ции. Концентрация слабоассоциированной воды 
(дн = 1,3 м. д.) на порядок выше предельной кон
центрации растворенной воды в хлороформе при 
Т = 190 К. Она возрастает с ростом концентрации 
хлороформа. 

Показано, что под влиянием слабополярной 
среды хлороформа происходит изменение нативной 
конформации белковой глобулы, сопровождающее
ся частичной дегидратацией поверхности и значи
тельным сокращением объемов внутренних поло
стей, связывающих воду по механизму гидрофиль
ной гидратации. 

Адсорбционное закрепление белковых молекул 
на поверхности кремнезема уменьшает их конфор-
мационную подвижность и в связи с этим для 
системы (САЧ—ВДК)/вода/хлороформ слабоассо-
циированная форма воды в спектрах *Н ЯМР не 
регистрируется. 

О. V. Nechypor, V. М. Gun'ко, V. М. Barvinchenko, V. V. Turov 

The influence of weakly polar solvent chloroform on the state of 
water adsorbed by serum albumin 

Summary 

The hydrate shell structure of dry human serum albumin and 

albumin adsorbed on a surface of highly disperse silica in a weakly 
polar solvent (chloroform) or with addition of this solvent was 
studied by H NMR spectroscopy with layer-by-layer freezing out of 
a liquid phase. The influence of chloroform can result in changes in 
the ratio of volumes of internal regions of protein globule charac
terized by different hydration level and filled up with structured 
water unfrozen at T < 273. 

Keywords: human serum albumin, highly disperse silica, chlo
roform, H NMR spectroscopy. 

О. В. Нечипор, В. M. Гунько, В. М. Барвінченко, В. В. Туров 

Вплив хлороформу на стан води, адсорбованої сироватковим 
альбуміном 

Резюме 

Методом *Н ЯМР спектроскопії з виморожуванням рідкої 
фази вивчено будову гідратної оболонки ліофілізованого і сор-
бованого на поверхні високодисперсного кремнезему сироват
кового альбуміну людини, що знаходиться в слабополярному 
розчиннику (хлороформі) або при його додаванні до гідра-
тованої системи. Показано, що вплив хлороформу може спри
чинювати зміну об'ємів внутрішніх областей білкової глобули, 
які характеризуються різною гідрофільністю і заповнених 
структурованою водою, що не замерзає за температури 
Т < 273 К. 

Ключові слова: вода, сироватковий^ альбумін людини, високо
дисперсний кремнезем, хлороформ, Н ЯМР спектроскопія. 
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