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Мgгодом ЩСК определены абсолютные значения теплоемкости системБI глобупярный белок-вода в
широком иrrтервале TelllпepaTyp и концентрациЙ как для нативного, так и для денатурированного состояниii,
так на3ываемых, маJчых глобулярньгх белков: миоглобина, лизоци}Iа и рибонуклеазы. Поrryчено, что для всех
изученньж белков на тсрмограNIмах нагреваIIиJI денатурированных образtlов! содержащих лишь связанную
воду, наблюдается скачок теплоемкости, обусловленный, очевидно, процессом сгеклования белка.
Установлена зависимость температуры скачка теплоемкости от содержания воды в системе белок-вода.
Вычислены значеЕиJI теплоемкости собственно белка в нативном и деllатурированном состоянил( при
изменении концентрации воды от 0 до 90 Ой, т.е. от сухого образца до белка с полностью сформированной
гидратной оболочкой. Обнаружено, что дJuI всех глобулярных белков кривые, характериз}тощие зависимость
суммарной теплоеDIкости, а также теплоемкости собственно белка от содоржания воды однотипны и имеют
S-образный вид, что, повидимому, явлlIется отражением процесса расстекловывания белка.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: СкаНиРУЮЩаJI каlIориметрия, глобулярные белки, теплоемкостьJ стеклование,
гидратация, влажность,

Проблема гидратации белков, несмотря на уже имеюшдийся большой экспериментальrшй
материал, продолжает оставаться акryальноЙ до цастOящего времени [i-5]. Недавно, нами был выполнен
цикJr исследований по определению теIтлоемкости системы фибршшярный белок коллаген _ вода в
широком интервЕlле концентрашиЙ и болъшом диап;воне температур [6,7]. В резуJrьтате было высказано
мнение, что рассмотрение теIIлоемкости системы белок-вода при вариации содержания компонентов в
широком интерваJIе концентрацlЙ Itевозможно без yleTa того факта, что белки при обезвоживании
способны, как и синтетиtIеские полимеры, переходить в стеклообразное состояние.

Щелью настоящей работы явлrIется ан€шогичное исследование теIIIIовых свойств водных систем
мальrх глобуrrярных белков во всем возможном диапазоне измененlФ{ концентраций компонентов _ от
концентрированног0 раствора до белка, имеющего лишь связанн}то воду, а также из}лтение изменений
теIIJIоемкости собствеЕно белка в процессе формироваrп.rя его гидратной оболочки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОД ИССЛЕДОВАНИЯ.
Исследование тепловьж свойств систем белок-вода выполнено на дифференциаJIьном

сканируIощем кulпориметре ЩСК-l1l фирмы Сетараrrл в интервilJIе темtrератур -30+150'С, .Щетали
экспоримента подробно описаЕы в статье [8], посвященной изуrешпо фазовых переходов ts нативном и
денатурированном миоглобине. В настоящей работе основное внимание уделено из)л{ению изменениJI
молекуJlярноЙ подвижности исследуемоЙ системы белок-вода вце областеЙ фазовых переходов на основе
анализа абсолютных значениЙ теIIлоемкости. Ошибка в огlределении абсоrпотrшх значенIЙ теппоемкости
не превышма |О/о rryи уменьшении концентрации белка вIIлоть до l0%. В качестве объектов
исследованIбI использовulпись: миоглобин (МЬ), лизоцим (Lys) и рибонуклеаза (Лl{С-аза). Скорость
нагрева 5ОС/мин.

РЕЗУЛЪТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ.
На рис. 1 приведены температурIrые зависимости абсо.lшотных значений теппоемкости (Ср)

системы МЬ-вода цри первом и втOром нагреваниltх в широком интервt}ле концешграций. Отметим, что
денатуращш, образование и IuIавление упорядочешrых структур, возникrlющих в денатурированном iД,
бьши подробно рассмотрены нами в работе [8]. В связи с этим у представленньIх на рис, 1 кривьгх не
приведена высокотемпературная часть. Кроме того, дJuI настоящей работы, посвященной, в основном,
абсоJtrошшм значениrIм теIIJIоемкости исследуемой системы в иЕтервме темпераryр 20-90ОС,
суцественно, что кривые, относящиеся ко второму нагреванию обрщца, отражают температурнуо
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зависимость теIIлоемкости денатурированного МЬ во всех сл}пrаях [8], При этом последний находится

либо в полностью РаЗlлпорядоченном состоянии, либо в нем присутствуют геJь-структуры.

Рпс, 2 демонстрирует, каким образом при фшtсированной температуре измешIется cylt{Mapнarl

удельнаrI теплоемкOсть системы МЬ-вода в нативном и денатурированном состоянпrж (кривые 1-З) при

переходе от пOлностью обезвоженrrых образцов к образцам со значительrъш (90%) содержанием воды.

из рис. 2 видно, что все построенные кривые, как для нативного, так и для денат}?ированного состояни

белка однотицны и состоят из двух }п{астков: нелинейного ý-образного и практиtIески линеfuIого,

соответствующего коЕцентрациJIм воды более 50%. Такшrл образом, из прIведенrъгх данных следует, что

теплоемкость системы МЬ-вода ни в нативном, ни в денатурированном состояниjIх не мокет быть

рассмOтрена по простой аддитrвной схеме в широком интервале концентрачий в цредподожении, что

ia*оaruоarл мЬ и воды остаются постоянными. Наши данные нагJuIдно ДемонстирУЮТ, ЧТО ТаКОЙ

,,одход к вычис,]Iению теплоемкости белка некорректен в области концеЕграций, где црOисходит

формирование гидратной оболочки. На наш взгдяд, его rrрименение правомерно только в огранrтченной

ooouar, концентраIд4й: либо для полностью обезвоженлшх бе.rtков, либо для разбавленtъгх растворов, как

это и было сделано, например, в работе [9].
Тегrлоемкость собственно МЬ (рис. 2, крrвые l'-3') вычислеЕа в предположении, чт0

теплоемкость всей воды, как свободной, так и, в первом приближении, связанной в интервtlле темIIерат}?

20_90"С остается постоянной и равtlой 4,1 8 ýж/г,грал.
установленный s-образный характер всех цриведенньtх кривьrх обусловлен, по-видимому,

постепеЕным переходом влажньж бепков в стеклообразнOе состояние. Наличие инкремента теIIлоемкости

фис. 1,З) и приведенные на рис. 4 зависимости его температуры от присутствия пластификатора, poJIь

которого в данном сJtrrае иI.рает вода, явJиются калориметриrIеским IIроmлением процесса стекJIовашбI

и нагJUlдно подтверждают нашу точку зрениrI. Следует подчеркнуть, что резкrй скачок теплоемкости при

расстекJIовывании может быть обнаружен лишь в сJIучае строго коIrгролируемых режимов нагревrш{шI и

предваритепьного охлаждения. В протIвном сlryчае во всем ицтерв€lле стекJiованиlI будет наблподаться

лишь постепенное реJlичение теIlлоемкости.

Выполненные нами исследованlUI мя Lys и RNGазы при измеЕении иx водного окружециlI

(рис. З,4) покаlзали, что рассмотренные выше теIUIовые свойства системы МЬ-вода носят достаточн0

оощ"й характер. Следует, одЕако, отметить, что набrшодаемая велиЕIиЕа скачка теплоемкости в МЬ

существенно MeHbIлe, чем в lyý RNС-азе, а также в коллагене [6,7]. Кроме того, сам рассматрlшаемый
переход в МЬ происход!Iт в гOраздо более широкой области температур, чем при соответств},ющID(

значенIбtх влажности в сJIучае других белков, Указанные отличиlI в поведении скачка теплоемкостив МЬ,

значительно маскирующие прOявJlение цроцесса стекJIованиrl, обусловлеrrы, Еа наш взгляд, тем, что в

данном сл)цае стек;rующейся системой является денатурированrшй белок, содержащий Еенативные

упорядоченцые структуры [8], в отличие от других исследованных нами денатурированных белков, не

образуlощих TaKID( структур при аналогиtiных условиях IrроведениrI калориметршIеского эксперимента

[12,13]. Интересно отметить, что в сл}чае некоторых синтетическlD( полимеров (а денаryрированный

белок мы рассматриваем как полшrер) присутствие даже небольшого процента крист.IJIJIиIIеской фазы,

т.е. аналогИЕIно упорядОченной структуре в денатурироваЕном белке, может црив9сти к рЕlзмыванию
скачка стекJIованиII, ярко цроявJI,Iющегося в полностью а:rlорфном полшrере [10].

Щалее, поJцценные данные позволяюТ проследить, как происходит переход

дегидратированного белка в раствор при }ълажнении, а также какие состояшц rrри этом fiроходит белок.

как натrшrтый, так и денатурироваrrrшй Мь, напрrтuер, При комнатной температуре при содержании воды

от 0 до 107о нахоДится в состоянии стекJIа, и его TeIUloeMKocTb при этом не зависит от влажности и равна
1,З0 Щхt/г.град. Эта величина находиТся в хорошеМ согласии с имеющ{lчIися JIитературными данными дJIя

обезвоженного состояния белков вне зависимости от ID( первичной стрlктlры [2-5,9]. Обнаруженtшй

факт, свидетельствуtощий о нечувствитеJIьности теIIлоемкости МЬ к прис},гствию первьD( 100/о воДы,

явJUIется довольно неожидацным, поскоJIьку свидетельствует о том, что начало формирования гидратной

оболочки не приводит к изменению тепловых свойств белка. УстановJIено, что при дальнейшем

рлажнении до 2аyо теIIпоемкость начинает расти и белок uри комнатной темпераýре оказывается в

интерв€lле стекJIOваниII. Такое состояние является самым неравновесным из всех возможных дIя стекJIа и,

как показ€rли Еаши исследованIДI, теплоемкость белка цри этом зависит не ToJrьKo от тепjIовой

предысториИ и способа заданиЯ влtuiкностИ тестируемоГо образца, не тоJъко от велиЕIины скорости

нагревациЯ при опредеЛении теплоеМкости, но и от врOмени нахождениJI при этой температуре, в данном
cJrr{ae комнатной. При этом состояние белка продоJDiкает оставаться нер;lвновесным и при поrIвлении в

исследуемой системе первьtх процеЕтов свободной воды.
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Рис. I. Темпераryрrrые зависимости абсолютньпс

значений теплоемкости системы МЬ,вода при

концеtfiршIиях воды 80% (1); 50% (2); 2\% (З); 11% (4) lл

0ОА (5), Сплоrrrпая лиttия - первOе ншреваЕие.

Пунктирная JIиниII - второе нагревание. Скорость

нагревrrвшI 5ОС/мин.
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Рис, 3. Томлератlрпые зависимости абсотпотньгr

значений топлоемкOсти вл{DкньDt гпобу.лярньж белков;

ЛNС.азы (а) Iуs(бl, МЬ(в). Сплошнllя JмIIия - первос

наrреванио. Пунктцрпая линиrI - второе нагревание.

Скоростъ нагреваниrl 5ОС/мин.
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Рис. 2. Зависимость сlпtмарной теплоемкости

системы МЬ-вода (1-3) и теIIJrоемкостц собственно

белка (1'-3') дJuI нативного и денатурированIrого

состояний при разJIиtlньтх тсмпературах. 1,2 - 20"С; 3

- 90ос.

1Ь"; i "С}

Рис. 4. Зависимость теrrшературы стеклования

деЁатурцрованньш глобулярrъв бедков от

влФкности. О--,RМС-аза О -rrо О-МЬ.
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Когда количества свободной и связанной воды становятся сопоставимыми, TeIIJIOeMKocTb белка
вновь перестает зависеть от влЕDкности. Показано, что последний результат относится не только к
коп,tнатной температуре, но также и ко вс9м ДРУГLilч{ в интерв;Iле до 90ОС. Получено также, что при
повышеЕии температ}ры область интенсивного измеценlUI теIIлоемкости постепеяно смещается в
сторонУ меньших влажнOстей' в то время как линейный yracToK лежит при конценТраIц{ях воды выше
50%. Отсюда можно сделать вывод, что хотя граница между связанной и свободной Водой с повышением
темпераryры смещается в сторону меньш!D( значений влажЯости, завершение формирования гидратной
оболочки' чему соответствуеТ независимоСть теплоемКости белка от влажкосТи, во всеХ СJý/чаях
происходит при коýцентрациях воды около 50Уо.

выводы.
Установленный нами ^9-образный рост теIIлоемкости глобулярных белков при рла;кнении, как и

в коллагене [6,7,11f, явлЯется отражением процесса расстекJIовываЕиII при нагревании влажных белков.
Наблюдаемый инкремент тешIоем-кOсти представляет собой скачок Ср при стекJIоваЕии. Как следствие,
ниже этого скачка денатурированный белок находится в состоянии стекJIа, выше - в так нЕlзываемом
высокоэластическом состоянша [10], основное термодинамическое РаЗЛlЦИе этих состояний, как
известно [10], обусловлено проявлением tlри расстекJIовывании трансляционной сеrментальной
IIОДВЮКНОСТИ.

Переход от стеклообразЕого состOяниlI к высокоэластическому при повышении температуры,
так же как и переход от стекJtообразного состояниrI к раствору при увлажtrении, связан, на наш взглrIд, с
появлениеМ в белке трансJUIIшонной сегментальной подвижности, запрещенной в стектtообразном
состоянии [l0].

в денатурированном состоянии белка проявлецие трансляционной подвижtrости нr}ходит свое
отражение в виде скачка теIIJIоемкости, Как следствие, теIIлоемкость денатурированного rлобулярного
белка в растворе долкна превышать теплоемкость су(ого белка, находящегося в стеклообразном
состоянии, по крайней мере, на веJIичш{у скачка теIIлоемкости при расстекJIовывании.
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