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КИНЕТИКА ЩЕЛОЧНОГО ГИДРОЛИЗА ДИЛАУРИЛФЛУОРЕСЦЕИНА В ВОДНО-

ЭТАНОЛЬНОЙ СМЕСИ И МИЦЕЛЛЯРНОМ РАСТВОРЕ 
ЦЕТИЛТРИМЕТИЛАММОНИЙ БРОМИДА 

Т. А. Чейпеш, Ю. В. Таранец, Н. О. Мчедлов-Петросян 

Спектрофотометрическим методом определены константы скорости двух последовательных реак-
ций гидролиза дилаурилфлуоресцеина в смеси вода – этанол (50% масс.) и мицеллярном растворе 
цетилтриметиламмоний бромида (ЦТАБ). В обеих системах скорость гидролиза второй сложноэфир-
ной группы превышает скорость гидролиза первой приблизительно в 4 раза, что можно объяснить 
значительной стабилизацией лактонной нейтральной структуры индикатора в неводных средах. 

Ключевые слова: дилаурилфлуоресцеин, щелочной гидролиз, константа скорости, мицеллы 
ЦТАБ, диэфир. 

 
Гидролиз сложных диэфиров флуоресцеина, в частности, диацетилфлуоресцеина, часто 

применяется при исследовании активности ферментов в биологических средах [1–3] или орга-
низованных растворах [4,5], а также при оценке активности микроорганизмов в различных 
природных объектах [6–9]. 

Реакции неферментативного гидролиза производных флуоресцеина изучались реже, однако 
можно предположить, что их скорость значительно зависит от микроокружения красителя. По-
мимо диэлектрических и реологических свойств среды, в случае организованных растворов 
важную роль играет концентрация гидроксильных ионов в области локализации индикатора, 
которая может существенно отличаться от соответствующего значения этой величины в объем-
ной фазе [10–13]. Поэтому применение подобных реакций как инструмента для выявления осо-
бенностей различных наноразмерных агрегатов, например, мицелл поверхностно-активных 
веществ, может оказаться весьма полезным. 

Для исследования кинетики реакций этого типа чаще всего регистрируют изменение опти-
ческих свойств индикаторов. Действительно, гидролиз сложноэфирных групп, расположенных 
в хромофорной ксантеновой части красителей, приводит к значительным изменениям их спек-
тральных свойств, что позволяет проследить ход реакции. 

Для сравнения активности ферментов в различных образцах часто оказывается удобным и 
достаточным зафиксировать степень превращения диэфира в конечный продукт, флуоресцеин, 
применяя, например, метод Шнюрера и Россваля [14]. При этом через определенный промежу-
ток времени после начала реакции реакцию замедляют добавлением ацетона и измеряют по-
глощение при длине волны 490 нм, соответствующей максимуму спектра дианиона флуорес-
цеина в водных растворах. Данный подход реализован, например, при исследовании почв в 
работах Тейлора [6] и Грина [7] или с небольшими модификациями в работах других авторов 
[9,15]. Для этих целей также можно контролировать интенсивность флуоресценции дианиона 
флуоресцеина [16]. 

Другие исследователи фиксировали зависимость интенсивности флуоресценции от времени, 
которая имеет линейный характер в случае как ферментативного, так и неферментативного 
гидролиза [17–19].  

Следует подчеркнуть, что во всех упомянутых выше работах гидролиз диэфиров флуорес-
цеина рассматривается как одностадийный процесс. Однако, учитывая наличие двух сложно-
эфирных групп, необходимо рассматривать реакцию как совокупность двух последовательных 
стадий [20–22] (здесь R – ацильная группа): 

R2Fl RFl Fl2k1 k2
OH OH  

 
Так как эксперимент в большинстве случаев проводится в условиях избытка щелочи или в 

буферном растворе, то убылью концентрации ОН– в ходе реакции можно пренебречь и пред-
ставить процесс как последовательные реакции псевдопервого порядка [20,21]. В этом случае 
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константы скорости реакций псевдопервого порядка будут связаны с истинными константами 
скорости следующим соотношением:  

OHi ic  k k  (1) 

В этом случае текущие концентрации (в мольных долях от общей концентрации красите-
ля, i ) частиц – участников реакции в каждый момент времени, t , можно выразить в виде 
уравнений (2–4) [23]: 
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Здесь 
2

0cR Fl  – исходная концентрация красителя, в квадратных скобках даны текущие кон-
центрации соответствующих частиц. 

Ранее были предприняты попытки определить значения 1k  и 2k  для гидролиза диацетил-
флуоресцеина в водных растворах. Так, Зонтаг определял эти значения, исходя из зависимости 
интенсивности флуоресценции при 516 нм от времени, т.е. контролируя лишь образование ярко 
флуоресцирующего дианиона Fl2– [20]. Расчет двух значений констант скорости, исходя лишь 
из одной кинетической кривой, может быть источником значительных неопределенностей при 
недостаточном количестве измерений. 

Гофман и Зернец [22] предложили другой метод определения 1k  и 2k , основанный на изме-
рении интенсивности флуоресценции в растворах диацетата и моноацетата флуоресцеина в 
присутствии фосфатных буферных растворов. При этом уменьшение длины волны возбужде-
ния (λex = 365 нм) позволило авторам изучить гидролиз по первой ступени, в условиях, когда 
флуоресценция дианиона флуоресцеина пренебрежимо мала. В этой работе также отмечено, 
что неферментативный гидролиз является реакцией первого порядка. Определение же 2k  было 
затруднено, вследствие быстрого гидролиза моноацетата флуоресцеина и невозможности полу-
чить раствор этого вещества без примеси интенсивно флуоресцирующего флуоресцеина. 

Перспективным для раздельного определения констант скорости гидролиза может оказаться 
метод электронной спектроскопии. В ходе реакции в хромофорной части красителя происходят 
значительные структурные изменения, следовательно, спектры поглощения разных форм зна-
чительно различаются (рисунок 1). В самом деле, растворы диэфиров флуоресцеина в условиях 
эксперимента существуют в форме лактона, который не поглощает свет в видимой области. 
Для дианиона флуоресцеина характерна интенсивная полоса поглощения с максимумом в об-
ласти 490 – 500 нм. Так как в ходе реакции промежуточная форма – моноэфир флуоресцеина – 
образуется в небольшом количестве, то получить в чистом виде спектр этой частицы не пред-
ставляется возможным. Однако можно предположить, что ее полоса поглощения совпадает со 
спектром моноанионов метоксифлуоресцеина или флуоресцеина, которые имеют сходное 
строение хромофорной ксантеновой части красителя и могут быть измерены эксперименталь-
но. Можно допустить, что моноанионная форма существует также в виде бесцветного лактона. 
Однако доказательств его существования в водных растворах для метоксифлуоресцеина и 
флуоресцеина нами найдено не было. Результаты подробного исследования этой проблемы 
будут опубликованы в следующей работе. 
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Рисунок 1. Спектры поглощения дианиона флуоресцеина и моноаниона метоксифлуоресцеина в смеси 

вода – этанол (50 % масс.). 
 
В данной работе спектрофотометрический метод был применен для исследования кинетики 

гидролиза дилаурилфлуоресцеина как в истинных (водно-этанольных), так и мицеллярных рас-
творах. Выбор водно-этанольного растворителя был обусловлен высокой гидрофобностью ди-
лаурилфлуоресцеина и, как следствие, его низкой растворимостью в водных растворах с одной 
стороны и необходимостью создания микроокружения зонда, подобного мицеллярному, с дру-
гой. 

Дилаурилфлуоресцеин является гидрофобным соединением и полностью связывается ми-
целлярной псевдофазой в водных растворах. Это обстоятельство позволяет рассматривать этот 
индикатор в качестве перспективного зонда для исследования различных мицеллоподобных 
агрегатов. Учитывая отсутствие лактонной структуры моноаниона и бесцветность молекуляр-
ной формы, можно записать схему гидролиза дилаурилфлуоресцеина следующим образом: 

OC11H23OCO OCOC11H23

C
O

O

OC11H23OCO O

COO

OO O

COOOH

k'1
OH

k'2

L2Fl LFl Fl2  
Как видно из рисунка 1, имеется диапазон длин волн, в котором два спектра частиц Fl2– и 

LFl– практически не перекрываются. Это обстоятельство можно использовать для оценки зна-
чений 1k  и 2k  раздельно. Предположим также, что скорость внутримолекулярной перегруп-
пировки, которая приводит к превращению лактонной структуры LFl– в карбоксилатную, очень 
высока. 

 
Экспериментальная часть 

Измерения оптического поглощения проводились при помощи спектрофотометра 
Hitachi U-2000, оснащенного термостатируемым кюветным отделением. Для измерения ЭДС 
цепи с переносом со стеклянным электродом компенсационным методом использовали потен-
циометр постоянного тока П 37-1, класс точности 0.01, и рН-метр милливольтметр рН-121 в 
качестве нуль-инструмента. Калибровка электрода проводилась по стандартным буферным 
растворам (рН 9.18; 6.86; 4.01; 1.68) Для термостатирования рабочих растворов использовали 
водяной ультратермостат УТ-15 с точностью термостатирования 0.05С. 

Исходный раствор дилаурилфлуоресцеина в ацетоне смешивали с этанолом (96% об.) или 
раствором ЦТАБ, выдерживали 15 – 20 мин для установления рабочей температуры и добавля-
ли боратный буферный раствор, предварительно нагретый до той же температуры. Время до-
бавления буферного раствора считали временем начала реакции. В рабочем растворе объемная 
доля ацетона не превышала 1 – 2 %. Кислотность раствора определяли потенциометрически. 
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Концентрации индикатора рабочем растворе составляли (5 – 10)·10–6 моль/л. Концентрации 
ЦТАБ и индикатора выбирались таким образом, чтобы концентрация мицелл вдвое превышала 
концентрацию субстрата. 

При исследовании фиксировали зависимости оптического поглощения рабочего раствора от 
времени при одной длине волны, либо получали полный спектр раствора. Время измерения 
спектра составляло 29 с, учет которого незначительно изменял результаты расчета. Экспери-
мент проводили в условиях термостатирования при 25 ºС. 

 
Результаты и обсуждение 

Располагая набором спектров поглощения растворов дилаурилфлуоресцеина в щелочной 
среде, измеренных через разные промежутки времени от начала реакции, с учетом бесцветно-
сти дилаурилфлуоресцеина, можно рассчитать текущие концентрации всех форм по уравнени-
ям: 

2 2
,

, ,
,

i i

i i
i

A

A
 

 



      


 

2-Fl
LFl LFl Fl Fl

 
(5) 

2 1     
2L Fl LFl Fl  (6) 

где 
i

A  и ,i
A   – светопоглощение при i-й длине волны в данный момент времени и в условиях 

полного превращения красителя в дианион соответственно, 
i

  – коэффициент молярного по-
глощения соответствующей частицы при той же длине волны, которые были получены экспе-
риментально для частицы Fl2– и смоделированы спектром метоксифлуоресцеина или моно-
аниона флуоресцеина для частицы LFl–. Далее, исходя из зависимостей мольных долей трех 
частиц от времени, по уравнениям (2 – 4), можно рассчитать константы скорости реакций псев-
допервого порядка.  

Анализируя серии спектров поглощения в процессе протекания реакции при нормировании 
спектров к поглощению в области максимума поглощения (рисунок 2), можно увидеть, что 
соотношение поглощения при длинах волн 500 и 440 нм изменяется с течением времени, что 
подтверждает образование обнаружимого количества промежуточного аниона LFl– в ходе ре-
акции. Об этом также свидетельствует наличие максимума на зависимости поглощения при 
430 нм от времени (рисунок 3). 
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Рисунок 2. Нормированные спектры поглощения раствора дилаурилфлуоресцеина в ходе реакции гид-
ролиза в боратном буферном растворе в смеси вода – этанол (50 % масс., Hpa   = 10.8) (а) и растворе 

цетилтриметиламмоний бромида (с = 3·10–3 моль/л, рН = 9.0) (б). На рисунке t – время от начала 
реакции. 
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Рисунок 3. Зависимость светопоглощения раствора дилаурилфлуоресцеина в смеси вода – этанол 
(50 % масс.) (а) и растворе цетилтриметиламмоний бромида (с = 3·10–3 моль/л) (б) от времени при 

430 нм (1) и 500 нм (2). 
 
В результате расчетов получены зависимости мольных долей трех частиц от времени 

(рисунок 4). Положение максимума кривой (2) зависит от значений 1k  и 2k  [23]: 
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О справедливости сделанных допущений и расчетов свидетельствует линейный характер за-
висимости логарифма доли дилаурилфлуоресцеина от времени, который можно прогнозиро-
вать, исходя из уравнения (2). Исходя из данной зависимости, можно рассчитать значение 1k . 
Аналогично была исследована кинетика гидролиза в мицеллярной среде ЦТАБ в водных рас-
творах дилаурилфлуоресцеина (рисунки 2–4). 
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Рисунок 4. Зависимость мольной доли дилаурилфлуоресцеина L2Fl (1), аниона монолаурилфлуоресцеи-
на LFl– (2) и дианиона флуоресцеина Fl2– (3) от времени в процессе реакции щелочного гидролиза в сме-

си вода – этанол (50 % масс.) (а) и растворе цетилтриметиламмоний бромида (с = 3·10–3 моль/л) (б) 
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Таблица 1. Константы щелочного гидролиза дилаурилфлуоресцина в различных средах. 

Среда 1k , c–1 2k , c–1 2 1/ k k  

Смесь вода – этанол (50 % масс.) *
Hpa   = 10.6 1.3·10–3 5.6·10–3 4.3 

Мицеллярный раствор ЦТАБ рН = 9.0 5.5·10–4 2.0·10–3 3.6 
 
Как видно из таблицы 1, гидролиз по второй ступени в водно-этанольной среде проходит 

быстрее, чем по первой. Для субстрата, локализованного в слое Штерна мицелл ЦТАБ, данная 
тенденция сохраняется. Качественно это согласуется с полученными ранее результатами для 
гидролиза диацетилфлуоресцеина в водных растворах в присутствии фосфатного буфера, одна-
ко в этом случае скорость гидролиза по второй ступени лишь в 1.5 раза превышает скорость 
гидролиза по первой ( 1k  = 1.5·10–4 с–1, 2k  = 2.5·10–4 с–1 при рН = 7) [22]. 

Такое ускорение второй ступени гидролиза, по сравнению с первой, кажется странным, если 
учесть, что в результате гидролиза по первой ступени образуется отрицательно заряженная 
частица, и взаимодействие с гидроксид-ионом должно быть затруднено. Действительно, в ли-
тературе описаны методы получения моноэфиров дикарбоновых кислот, в том числе и янтар-
ной, при гидролизе соответствующих диэфиров с выходом 70 % и более [24,25]. Также в каче-
стве примера можно привести омыление диметилфталата в водной среде, для которого значе-
ние 1k  превышает 2k  по меньшей мере в 10 раз [26,27]. 

Наблюдаемое поведение субстрата можно объяснить стабилизацией нейтральной лактонной 
формы, которая хорошо выражена в неполярной или малополярной неводной среде. Так, с 
уменьшением полярности растворителя доля нейтрального лактонного таутомера увеличивает-
ся, по сравнению с хиноидным, что затрудняет депротонирование моноаниона. В конечном 
счете, это приводит в некоторых случаях к инверсии констант ступенчатой диссоциации [28]. В 
данном случае хорошо прослеживается аналогия между протолитическими равновесиями и 
кинетикой гидролиза производных флуоресцеина. 
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Т. О. Чейпеш, Ю. В. Таранець, М. О. Мчедлов-Петросян. Кинетика лужного гідролізу 

дилаурилфлуоресцеїну в водно-етанольній суміші та міцелярному розчині цетилтриметиламоній броміду. 

Спектрофотометричним методом визначені константи швидкості двох послідовних реакцій гідролізу 
дилаурилфлуоресцеїну в суміші вода – етанол (50% мас.) та міцелярному розчині цетилтриметиламоній 
броміду (ЦТАБ). В обох системах швидкість гідролізу другої естерної групи перевищує швидкість гідролізу 
першої приблизно у 4 рази, що можна пояснити значною стабілізацією лактонної нейтральної форми 
індикатора в малополярних середовищах. 

Ключові слова: дилаурилфлуоресцеїн, гидролиз, константа швидкості, мицели ЦТАБ, діестер. 
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rescein in aqueous ethanol and micellar solution of cetyltrimethylammonium bromide. 

The rate constants of two consecutive reactions of dilaurylfluorescein hydrolysis in the aqueous ethanol (50% 
wt.) and cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) micellar solutions were determined by spectrophotometrical 
method. In both systems, the rate of hydrolysis of the second ester group exceeds the rate of hydrolysis of the 
first one ca. in 4-fold, due to the significant stabilization of the neutral lactone form of indicator in low-polar media. 
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