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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальность темы. В молекулярной физике не ослабевает 

интерес к структуре органических соединений, нежесткие моле­
кулы которых могут существовать в виде набора конформеров, 
образующихся при внутримолекулярном вращении атомных групп 

вокруг простых связей. Рост интереса вызван успехами низко­
температурной ИК спектроскопии в изучении структуры конфор­
меров изолированных молекул. Информация, полученная об их 

структуре, является исходной в изучении межмолекулярных вза­

имодействий. Изучение конформационных особенностей нежестких 

молекул становится особенно актуальным, если исследуются та­

кие биологически важные соединения, как природные аминокис­
лоты. Из аминокислот построены все белковые молекулы. Двад­
цать аминокислот принято считать каноническими. Основой био­

логических процессов с участием белков и аминокислот являют­
ся высокоспецифичные взаимодействия строго определенных реа­

гентов. Это предполагает наличие у таких реагентов структур­
но-функциональных взаимосвязей. При этом структурное много­

образие аминокислот и комбинаций аминокислотных остатков в 

белках определяет весь спектр их функциональной активности. 
Механизмы же функционирования на молекулярном уровне могут 
быть поняты лишь тогда, когда на том же, молекулярном уровне 

известна структура. В отличие от кристаллов и растворов, где 

аминокислоты имеют форму цвиттериона (h3n )+-c h r-coo_, теория 
предсказывает, что в газовой фазе и в изолированном состоя­

нии должны реализоваться молекулярные формы h,n-c h r-cooh , 
которые до сих пор экспериментально мало изучены. Именно 
изучение особенностей структуры молекулярных форм природных 

аминокислот и явилось предметом данной работы.
Методы. Наиболее полную и принципиально новую экспери­

ментальную информацию о тонких особенностях структуры амино­

кислот на молекулярном уровне удалось получить благодаря 
совместному применению методов ИК спектроскопии и изоляции 

изучаемых молекул в низкотемпературных матрицах отвердевших 

инертных газов. Расчеты колебательных спектров выполнены в 
гармоническом приближении путем решения обратной спектраль­
ной задачи вариационным методом с эмпирическими силовыми 

постоянными. Теоретические расчеты энергий и структуры 
конформеров аминокислот в данной работе проведены с помощью 

полуэмпирического квантовомеханического метода АМ1 .
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Целью и основными задачами работы являются:
- получение экспериментальной информации об ИК спектрах 

природных аминокислот с алифатическими боковыми цепями, изо­

лированных в низкотемпературных матрицах инертных газов;
- проведение интерпретации экспериментальных спектров на 

основании расчетов частот и форм нормальных колебаний и ус­

тановление связи между спектрами и структурой аминокислот;

- выполнение конформационного анализа аминокислот как 

структурно-нежестких молекул, для установления структуры 
наиболее энергетически выгодных конформеров.

Научная новизна работы. Полученные результаты вносят 
новые представления о молекулярной структуре аминокислот:

- впервые систематически исследованы ИК спектры ряда при­

родных аминокислот с неполярными алифатическими боковыми це­
пями: глицина, аланина, валина, лейцина, пролина, их дейте- 

розамещенных и модельных соединений, изолированных в низко­

температурных инертных матрицах. Показано, что изолированные 
аминокислоты существуют в молекулярной форме, в отличие от 

цвиттериона, характерного для кристаллов и растворов;
- впервые экспериментально обнаружены два ковформера про­

лина и три конформера глицина, образующиеся при внутримоле­

кулярном вращении вокруг n-c , с -с , и с -о  связей, и пред­

сказанные ранее теоретическими расчетами ab Initio.
Теоретическая и практическая значимость работы.
Полученные высокоинформативные ИК спектры молекулярных 

форм природных аминокислот вносят значительный вклад в базу 
их спектральных данных и способствуют успешному развитию те­

оретических расчетов при определении значений молекулярных 

параметров - электрооптических и силовых постоянных.
Систематически изученные спектральные характеристики 

алифатических аминокислот могут найти применение при 

изучении спектров и структуры других природных аминокислот.

Экспериментальные данные о частотах и интенсивностях ИК 
полос поглощения изолировании аминокислот могут служить в 

качестве исходной информации при изучении межмолекулярных 
взаимодействий: ассоциацп. гидратации к полимеризации.

Новые данные о конформациях аминокислот могут быть при­
менены в молекулярной биологии при изучении процессов функ­
ционирования структурно-нежесіких молекул аминокислот а так­

же в направленном поиске биологически активных соединений.
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Основные результаты и положения, выносимые на защиту:

1 . В аргоновых матрицах при температуре 1 2 К получены 
молекулярные формы ряда природных аминокислот с алифатичес­
кими боковыми цепями: глицина, аланина, валина, лейцина, 

пролина, их дейтерозамещенных и модельных соединений. 

Впервые систематически изучены их ИК спектры: установлены 
значения характеристических частот колебаний молекул и 

проведено решение обратной спектральной задачи.
2 . Аминокислоты и карбоновые кислоты, изолированные в 

низкотемпературных матрицах инертных газов, дают ИК спектры 
с набором узких неперекрывающихся полос, полуширина которых 
определяется разрешением прибора. Это делает метод матричной 

изоляции перспективным при изучении нежестких молекул, 
способных образовывать разные конформеры при вращении групп 
атомов в молекуле вокруг простых связей. Наиболее чувстви­

тельной к конформационным изменениям, а также к межмолеку- 

лярным взаимодействиям является область поглощения валентных 

колебаний карбонильной группы с=о.
3. Впервые экспериментально обнаружены предсказанные 

ранее теоретическими расчетами два конформера пролина и три 

конформера глицина, образующиеся при внутримолекулярном вра­

щении групп атомов вокруг с-о, с-с, и c-n связей. Установле­
на связь между структурой и спектральным проявлением конфор- 
меров. Показано, что конформеры стабилизированы внутримоле­

кулярными водородными СВЯЗЯМИ 0=0‘ • • H-N, С-0 • • • H-N, O-H-'N.
Структура и объем работы.
Диссертация состоит из введения, четырех глав, заключе­

ния, списка литературы и приложений. Работа изложена на 149 

страницах машинописного текста, а также включает 16 таблиц и 

42 рисунка. Список литературы содержит 214 наименований.

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ
Во введении обоснована актуальность темы диссертации, 

сформулирована цель и основные задачи исследований, показана 

научная новизна и практическая значимость работы, приведены 

основные положения, выносимые на защиту.
В первой главе содержится обзор современных исследова­

ний структуры и колебательных спектров аминокислот. Бо"ыпин- 

ство экспериментальных исследований структуры аминокислот до 

сих пор выполнялись в кристаллах и растворах, где аминокис­
лоты существуют в виде цвиттериона. В то же время расчеты
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предсказывают, что в изолированном состоянии энергетически 
выгодна молекулярная форма. На практике молекулярные формы 

аминокислот могут быть получены в газовой фазе, но до сих 
пор они экспериментально мало изучены. Одна из причин этого
- сильная термодеструкция аминокислот при нагревании и пере­

ходе молекул в газовую фазу. Вследствие этого опережающим 
темпом развивались теоретические исследования особенностей 
структуры молекулярных форм аминокислот. Расчеты выполнялись 

в основном для наименьших по размерам аминокислот с алифати­
ческими боковыми цепями: глицина, аланина, валина и др. Ока­
залось, что структурно нежесткие молекулы аминокислот могут 

образовывать различные конформеры при внутримолекулярном 
вращении вокруг простых связей. При этом для каждой из 
аминокислот заметный вклад в равновесие в газовой фазе при 

температурах около 200°с должны иметь несколько конформеров.
Экспериментально конформации молекул в газовой фазе мо­

гут быть изучены с помощью методов микроволновой спектроско­

пии, газовой электронографии и колебательной спектроскопии. 
Кратко рассмотрены основы этих методов. Показано, что микро­
волновая спектроскопия может идентифицировать только отдель­

ные конформеры, обладающие достаточно большим молекулярным 
дипольним моментом. Метод газовой электронографии тоже имеет 

ограничения применимости: у изучаемых конформеров должно 

быть разное пространственное расположение тяжелых атомов, а 

конформеры, различающиеся лишь положением лабильных протонов 
метод различить не может. Основное внимание экспериментаторы 

уделяли изучению особенностей структуры простейшей аминокис­
лоты - глицина. Из трех теоретически предсказанных конформе­

ров глицина методом микроволновой спектроскопии зарегистри­

рованы два, а газовой электронографией - однозначно лишь 
один конформер. Колебательные спектры аминокислот в газовой 

фазе в настоящее время не изучены, одна из причин этого в 
том, что наличие вращательной структуры колебательных пере­

ходов сильно затрудняет интерпретацию газофазных спектров. 

Таким образом, для молекулярных форм аминокислот как нежест­
ких молекул до сих пор отсутствуют систематические экспери­
ментальные данные о структуре и спектральных особенностях 

полного набора теоретически предсказанных конформеров.
Потенциально наиболее мощным методом структурных иссле­

дований является колебательная спектроскопия. Наиболее полно
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реализовать возможности этого метода позволяет его сочетание 
с методом матрг.чной изоляции. При этом эксперименте' и:. v.t< 

ется получ- m  высокоинформативные ИК спектры гвИШЫСИП.! ;Т .5 
идентифицировать тончайшие особенности их структуры.

Во второй главе приведены характеристики использоеэнныу 

экспериментальных и теоретических методик.
Суть метода матричной изоляции состоит в том, что изу 

чаемые молекулы помещают в низкотемпературные матрицы отвер­

девших инертных газов. При этом: жесткость матрицы препятст 
вует вращению молекул и у колебательных полос исчезает вра­
щательная структура; слабое взаимодействие изучаемых молекул 

с инертным окружением минимизирует эффект неоднородного уши- 
рения полос; изучаемые молекулы не взаимодействуют между со­
бой и не образуют систему водородных связей. В итоге реали 

зуется главное достоинство метода - значительно сужаются по 
лосы в колебательных спектрах изолированных молекул, что 
обуславливает высокую информативность матричных спектров.

Измерения выполнены на установке, разработанж 0 
Е.Д.Радченко и А.М.Плохотниченко на базе наливного гелиевого 
криостата. К преимуществам установки следует отнести приме­

нение низкотемпературных кварцевых микровесов, позволяющих 

точно задавать количественное соотношение компонентов в об­
разце . ИК спектры регистрировались в диапазоне 4000- 40<; -ш 1 
на спектрометре "Specord IR 75", управляемом от персонале 
ного компьютера, с разрешением 3 cm'"1 в области 3600 от 1 к 
1 ст~1 в области 1800-400 cm’1. Отдельные Фурье-спектры гли­

цина в неоновой и аргоновой матрицах получены А.Ю.Ивановым 
на спектрометре ФС-01 в диапазоне 4400 500 cm-1 с разреши 
нием 0.25 от-1. Описаны конструкции применяемых испарителей, 

одна из которых - для легколетучих и агрессивных соединений
- разработана автором. Обработка экспериментальных резуль­

татов выполнена с помощью пакета программ, разработанного 

А.М.Плохотниченко для персонального компьютера.
Здесь же изложены принципы интерпретации колебательных 

спектров. Частоты нормальных колебаний вычислялись с помощью 

специализированного комплекса программ (Грибов. Дементьев, 
1981) в гармоническом приближении. Силовые постоянные иссле­

дуемых соединений определялись из экспериментальных данных 
для оолее простых родственных соединений путем решения об­

ратной спектральной задачи.
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В третьей главе рассмотрены особенности эксперименталь­
ной работы с аминокислотами, как термолабильными соединения­

ми, проведен структурно-групповой анализ спектров матрично­
изолированных аминокислот, рассмотрены причины увеличения 
числа полос в матричных спектрах, изучена автоассоциация.

На первом этапе работы изучена серия образцов матрично­
изолированного глицина, полученных при температурах сублима­
ции от 130 до 290°с. Показано, что при температуре сублима­
ции 130-140°С термодеструкция глицина в ячейке Кнудсена от­

сутствует, а при температурах 150-1б0°с ею можно пренебречь. 
При таких температурах изучение спектров аминокислот в газо­

вой фазе очень проблематично из-за низкого давления насыщен­

ных паров. Метод матричной изоляции позволяет накопить нуж­
ное количество исследуемого вещества в образце при низком 

давлении пара. В данной работе это преимущество реализовано.
На следующем этапе получены ИК спектры аминокислот али­

фатического ряда: глицина, аланина, валина, лейцина и проли­

на, изолированных в аргоновых матрицах при 12 К, и проведен 
их структурно-групповой анализ. Изучены спектральные прояв­
ления всех структурных групп аминокислот: карбоксильной 

(-соон), алкильных (-сн, -сня, -снэ) и аминогруппы (-nh,). 
Установлены спектральные диапазоны, характеристичные для 
отдельных колебаний, таких как валентные колебания он, nh2, 

сн, с=о, деформационные колебания он, nh, и др. Для 

надежности отнесения параллельно изучены ИК спектры модель­
ных матрично-изолированных соединений - муравьиной и пропио- 
новой кислот, этиламина. Кроме этого изучены дейтероаналоги 
глицина и аланина. Для них наблюдаются характерные изотопные 

сдвиги частот колебаний он/оо и nh,/nds групп. Проведенный 
анализ показывает, что в отличие от кристаллов и растворов, 
изолированные аминокислоты имеют молекулярную форму.

Существование молекул аминокислот в разных конформациях 
должно проявляться в спектре в виде появления дополнительных 
полос. Однако, такие полосы могут быть обусловлены и другими 

причинами: вращением молекул в матрице; наличием примесей; 

ассоциацией; различными типами матричной упаковки; и, как 
было сказано, разными конформациями. Для аминокислот, моле­

кулы которых гораздо больше по размеру, чем атомы матричного 

газа, вращение в жесткой матрице отсутствует. Отсутствие 
примесей в образцах было исключено за счет исходного выбора
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чистых реактивов (х.ч.), а также отсутствия термодеструкции 
аминокислот при их испарении. Оставшиеся причины появления 
дополнительных полос в спектрах были изучены более подробно.

Рис. 1.
ИК спектры бен­
зойной кислоты 
в Аг матрице. 
Молярное соот­
ношение 1:250. 
Сплошная линия: 
исходный обра­
зец, напыленный 
при 17 К. 
Пунктир: 
образец после 
30 мин отжига 
при 33 К под 
пленкой Кг.

Одновременное проявление ассоциации и конформаций в эк­

сперименте сильно затрудняет анализ спектров, поэтому исход­
но ассоциация изучалась на конформационно ограниченных кар­
боновых кислотах. Для мономеров муравьиной и бензойной кис­

лот методом АМ1 рассчитаны поверхности потенциальной конфор- 
мационной энергии и показано, что при температуре сублимации 
до 200°с у них реализуется единственная конформация - это 

упрощает анализ спектров. Ассоциация изучена с помощью кон­

центрационных измерений и отжига матриц (Рис. 1 ). Оказалось, 
что в ИК спектре наиболее чувствительна к ассоциации область 

валентных колебаний с=о группы. Обнаружено два типа димеров: 
наиболее стабильный - циклический, с двумя межмолекулярными 

водородными связями о-н•••о=с, и менее выгодный - линейный, 

имеющий лишь одну н-связь. Образованию димеров сопутствует 

низкочастотный сдвиг полос колебания с=о str: 50-60 от-1 для 
циклического димера и около 20 от-1 - для линейного. Энергия 

образования водородных связей для димеров составляет соотве­
тственно 6.3 и 4.2 ккал/моль на одну н-связь (расчет АМ1 ).

Ассоциация аминокислот изучена на глицине. Для авто- 
ассоциатов глицина в матрице реализуется большое множество 
комбинаций, число которых, в отличие от карбоновых кислот.
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намного больше двух. Об этом говорит сплошной и почти равно­
мерный рост интенсивности поглощения в области 1760-1710 

спГ1 при увеличении концентрации глицина в матрице (Рис. 2).

Рис. 2.
ИК спектры гли­
цина в аргоно­
вых матрицах. 
Молярные 
соотношения: 
Сплошная 
линия -  1:1000; 
Пунктир -  1:200; 
Точки — 1:75.

1820 1780 1740
V, cm"

1700

Ассоциированные аминокислоты сохраняют молекулярную форму и 

не переходят в цвиттерион (частота колебаний с=о str в 

комплексах не опускается ниже 1700 cm-1). Показано, что доля 
ассоциатов в матрице зависит от матричного разбавления, при 

величине которого от 1:1000 до 1:750 она пренебрежимо мала.
В четвертой главе приведены результаты конформационного 

анализа двух аминокислот - пролина и глицина. Рассмотрены 
возможные биологические приложения полученных результатов.

Для молекулы пролина методом АМ1 расчитана поверхность 

потенциальной энергии. Обнаружено два близких по энергии 

(0.5 ккал/моль) конформера (Рис.З), стабилизированные вну­
тримолекулярными водородными СВЯЗЯМИ С=0- • - Н-N  И с - 0 ’ • H -N.

Рис. 3. Конформеры пролина. Слева направо: І, її.
Обозначения: о водород, О .углерод, ф азот, (•) кислород.
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Ж спектры матрично-изолиро­
ванного пролина подтверждают 

его существование в виде двух 
конформаций: большинство об­

ластей спектра содержат дуб­

летные полосы (Рис. 4). Для 
двух конформеров пролина и 

дейтеропролина проведен рас­

чет частот и форм нормальных 
колебаний к получены наборы 
силовых постоянных.

Конформационная структура 

глицина очень подробно изуче­
на теоретически, в том числе с помощью расчетов ab initio. 

Резюмируя данные литературных расчетов, укажем их общий ре̂ 

зультат: изолированный глицин имеет молекулярную форму, наи­

более энергетически выгодны три конформера (Рис. 5). Самым 
стабильным является конформер I, конформеры II и Ш отличаются 

от него по энергии примерно на 2 ккал/моль. Эксперименталь­

ные ИК спектры глицина содержат большее число полос, чем 

теоретически возможно для одного конформера. Это характерно 

для полос поглощения карбонильной (Рис. 6), гидроксильной, 

аминогруппы. Дополнительные полосы могут быть обусловлены 

разными конформациями или эффектами различной матричной упа­
ковки. Для правильной интерпретации результатов были изучены 

спектры глицина, полученного в матрицах разных инертных га­
зов: Ые, Аг, Кг. Эффекты матричного расщепления полос сильно 
меняются при замене матричного газа, тогда как конформацион- 

ное расщепление полос менее чувствительно к окружению. Отжиг 

матрицы - дополнительный способ, позволяющий различить мат­
ричные и конформационные эффекты. Полосы одинаковых конфор­

меров при отжиге ведут себя синхронно, температура интеркон­

версии конформеров не зависит от типа матричного газа, а 

определяется только величиной барьера внутримолекулярного 

вращения (Barnes, 1984). Так переход из конформации І в I 

происходит в узком температурном диапазоне около 16 к как в 
матрице Аг, так и Кг, что соответствует величине барьера не 

выше 1.3 ккал/моль. Поэтому, чтобы получить полный набор 
конформеров, температура оптической подложки во время приго­
товления матрицы для глицина не должна превышать 13 к. Рас-

Рис. 4. ИК спектр пролина 
в матрице аргона, 1:1000.
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щепление полос, вызванное разными типами матричной упаковки, 
напротив, имеет изменения в широком температурном диапазоне 

(5.5-25 к в аргоне), зависящем от типа матричного газа.

Рис. 5. Конформеры глицина. Слева направо: I, I, I.

Обозначения: о водород, О углерод, ф азот, (•) кислород.
На основе сопоставления (а) спектров глицина в разных 

матрицах с теоретически рассчитанными спектрами различных 

конформеров и (б) результатов отжига с рассчитанными величи­
нами барьеров внутримолекулярного вращения выполнено отнесе­
ние ИК спектров изолированного глицина к конкретным конфор- 

мерам. Для колебания с=о str (рис.6) оно собрано в таблице:

Кон_ ИК частоты (см-1) и относит, интегральные интенсив- ТипКон-

фор-
мер

ИК частоты (с 
ности поглоще

м 1) и относит. : 
ния (в скобках) :

Эксперимент3

интегральные ин1 
изолированного :

генсив-
глицина

Рас­
чет
[Ъ]

Тип
по­

ло­

Ne Аг Кг сы0

І 1800.6 ( 950) 1791.6 ( 773) 1790 ( 794) 1842 А

І 1787.8 (6008) 1780.5 (4253) 1778 (3912) 1818 в

1 1778.9 (2128) 1774.1 tiooA)
1769.2 (1224) 1765 ( 603) 1814 с

а,Для Ne, Ат и Кг матриц соответственно температуры испаре- 
ния равны 162, 165 и 140*с, температуры подложек - 5.5, 13 и 
13 К; k^C.-H.Hu, M.Shen, H.F.Sohaefer I. J.Amer.Chem.Soo., 

v,115. No.7, 1993, p. 2923-2929; °̂При отжиге матрицы интен­

сивность полосы: А - не изменяется; в - растет; с - убывает.

В предположении, что доли конформеров в матрице соотве­

тствуют равновесию в газовой фазе при температуре испарения, 

оценены относительные энергии конформеров I, I и I глицина: 

они равны о, 1 .3-1 .6 и 0.9-1.5 ккал/моль соответственно.
Рассмотрена биологическая значимость полученных резуль­

татов. Спектральные и структурные данные об ассоциатах моле­
кулярных форм аминокислот могут служить основанием для моде­

лирования взаимодействий концевых фрагментов олигопептидов и 

белков. Новые данные о конформациях могут быть использованы 
при направленном поиске биологически активных соединений.
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Рис. 6. ИК-Фурье спектры глицина в области 1820-1700 см ~ . ,, Г‘т “1
Матричные газы: (a ) Ne (Т=5.5 К), (б ) Аг, (в ) Кг. ’
Режимы: (1 ) Напыление при 13 К; (2 ) Отжиг при 20 К;

(З ) Разностный спектр (3 =2 -1 ).
I, II, III — полосы соответствующих конформеров.

—X
Ы



В заключении сформулированы основные выводы работы.
ВЫВОДЫ

1 . Показано, что алифатические аминокислоты, изолиро­
ванные в низкотемпературных матрицах отвердевших инертных 
газов, существуют в молекулярной форме, в отличие от цвит- 

терионной, характерной для кристаллов и растворов. Определе­
ны значения характеристических частот колебаний матрично­

изолированных аминокислот. Установлена связь между спектрами 

и структурой молекулярных аминокислот.
2 . Обнаружено, что аминокислоты в изолированном состоя­

нии дают ИК спектры с набором узких неперекрывающихся полос. 

Полуширина большинства полос (0.2-1 см-1) определяется раз­
решением используемого спектрометра. Наблюдаемое в спектрах 
число полос превышает теоретически возможное число колебаний 

для изучаемых молекул. Изучены причины появления дополни­

тельных полос в спектрах: конформационные превращения,

ассоциация, различные типы упаковки молекул в матрице.

3. Показано, что в низкотемпературных Ж спектрах 

аминокислот и карбоновых кислот наиболее чувствительной к 

конформационным изменениям и к межмолекулярным взаимодейст­
виям является область валентных колебаний карбонильной 

группы с=о: 1800-1700 см-1.
4. Впервые экспериментально в матрицах Ne, Аг, Кг за­

фиксированы предсказанные ранее теоретически конформационные 
превращения аминокислот, как нежестких молекул. Идентифици­

рованы два конформера пролина и три конформера глицина, 

образующиеся при внутримолекулярном вращении вокруг n - c , 

с-с, и с-о связей и различающиеся характером вн̂гримолеку- 

ЛЯрНЫХ НОдородных связей ( с = 0 • • ' H-N, C - 0 - H - N ,  0 - H - - N ) .  

•Уотаноилона корреляция между структурами конформеров и их 

спектральним проявлением. Оценены относительные стабильности 

конформном: для двух конформеров пролина разница в энергиях 

составляет не более 0.5 ккал/моль, для трех конформеров гли­
цина о, 1 . 3  1 . 6  и о.9-1 . 5 ккал/моль.

■<. При образовании ассоциатов аминокислоты сохраняют 
молекулярную форму и не переходят в цвиттерион. Карбоновые 

кислоти при автоаееоциации преимущественно образуют цикли­

ческие димеры, стабилизированные двумя о-Н’• о водородными 
еиязями (ЛКя'б.з ккал/моль). Линейный димер с одной связью 
о-н о менее выгоден по энергии (АЕ>»4.2 ккал/моль).
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