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Выполнено сопоставление спектров фотолюминесценции трёх кристаллических фазовых модификаций

ароматической аминокислоты триптофана: левой фазы — L-триптофана, правой фазы — D-триптофана

и рацемической фазы — DL-триптофана. Регистрация спектров фотолюминесценции была проведена с

использованием волоконно-оптической методики, малогабаритного спектрометра типа FSD-8 и системы

обработки данных, позволяющей провести сравнение анализируемого спектра со спектром эталонного

вещества. Возбуждение фотолюминесценции осуществлялось импульсно-периодическим ультрафиолетовым

лазером с длиной волны излучения 266 nm.
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Введение

Биоактивные препараты включают в себя большой

класс веществ, оказывающих сильное воздействие на

молекулярном уровне на биологические структуры и

живые организмы. К ним относятся, в частности, амино-

кислоты, различные фармацевтические препараты, сти-

муляторы процессов жизнедеятельности, токсические

вещества и др. Для эффективного использования био-

активных препаратов необходимо обеспечение соответ-

ствия их молекулярной структуры и состава номиналь-

ным препаратам, воздействие которых на биологические

структуры и живые организмы надёжно установлено.

Так как во всех протеиногенных аминокислотах (кроме
глицина) имеется асимметричный α-углеродный атом,

молекулы аминокислот являются энантиоморфными, т. е.

могут существовать в виде левой (L), правой (D)
или рацемической (DL) формах [1,2]. Все естественные

протеиногенные аминокислоты имеют L-конформацию.

Аминокислоты D-конформации, как правило, живыми

клетками не усваиваются. Продуктом химической ре-

акции без участия какого-либо асимметричного агента,

реагирующего на зеркальную асимметрию молекулы, яв-

ляется рацемическая фаза (DL-конформация) или смесь

в равных концентрациях D- и L-конформаций. Присут-

ствие в организме рацематов и правых (D) конформаций
аминокислот приводит к нарушению процессов жизнеде-

ятельности.

В связи с этим возникает задача выявления типа

хирального состояния аминокислот для их практиче-

ского использования при создании фармацевтических

препаратов, при введении аминокислот в пищевые про-

дукты в качестве биологически активных добавок и т.д.

Для решения такой задачи могут быть использованы

спектроскопические методы, включая фотолюминесцен-

цию (ФЛ), метод комбинационного рассеяния света,

нелинейно-оптическую спектроскопию и т. д. [3–5]. Для
однозначного ответа на вопрос о степени соответствия

молекулярной структуры и состава анализируемой ами-

нокислоты, характеристики которой присутствуют в базе

данных, необходимо провести на количественном уровне

сравнение спектров различных модификаций трипто-

фана.

В данной работе сообщается о волоконно-оптическом

методе анализа спектров ФЛ поликристаллического

триптофана, существующего в виде L-, D- и DL-моди-

фикаций.

Методика эксперимента

В качестве объектов исследования нами были выбра-

ны поликристаллические образцы аминокислоты трип-

тофана в виде L-, D- и DL-конформаций. Образцы были

предоставлены фирмой
”
Roanal“ (Венгрия). В таблице

приведены химические и структурные формулы иссле-

дованных фаз триптофана. Как видно из этой табли-

цы, в структуре обеих фаз триптофана присутствуют

ароматические кольца, что приводит к фундаменталь-

ному электронному поглощению этих соединений в

среднем ультрафиолетовом диапазоне. Соответственно

в этих веществах наблюдается ФЛ в фиолетово-синем

диапазоне при возбуждении образцов коротковолновым

электромагнитным излучением.

Для возбуждения и регистрации спектров ФЛ исполь-

зовалась волоконно-оптическая методика [6–10]. Прин-

ципиальная схема экспериментальной установки приве-

дена на рис. 1. В качестве источника возбуждающего

ультрафиолетового излучения использовалась четвёртая

гармоника (266 nm) лазера на алюмоиттриевом гранате,

генерирующего импульсно-периодическое излучение со
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Химические и структурные формулы триптофана

Название Химическая Структурная

вещества формула формула

L-триптофан

C11H12N2O2

HN NH2

OH

O

D-триптофан

HN NH2

OH

O

средней мощностью генерации 10mW, с частотой сле-

дования импульсов 3000Hz при их длительности 10 ns.

Пиковая плотность мощности возбуждающего ультра-

фиолетового излучения на поверхности анализируемого

препарата составляла 104 W/cm2. Анализируемое веще-

ство в виде таблетки помещалось в кювету (рис. 1).
Кварцевый световод использовался для подведения уль-

трафиолетового излучения к веществу и для отвода

возникающего в анализируемой пробе люминесцентного

излучения к малогабаритному спектрометру типа FSD-8.

При этом пространственное разрешение на поверхности

анализируемой пробы составляло ∼ 0.1mm. Исполь-

зуемый спектрометр позволял осуществлять регистра-

цию спектра ФЛ исследуемых веществ в диапазоне

200−1000 nm при экспозициях 0.01−0.1 s. От миниспек-

трометра FSD-8 цифровая информация о спектре ФЛ

излучения передавалась на компьютер. После компью-

терной обработки нами были построены нормированные

спектры ФЛ триптофана.

Результаты и их обсуждение

На рис. 2 приведены спектры ФЛ L-, D- и DL-трип-

тофана при возбуждении четвертой гармоники (266 nm)
импульсно-периодического лазера на алюмоиттриевом

гранате. Как видно из сравнения спектров ФЛ, пред-

ставленных на рис. 2, максимум интенсивности ФЛ

для L-триптофана соответствует 340.1 nm, а соответству-

ющий максимум интенсивности для D-триптофана —

352.7 nm. При этом максимум интенсивности ФЛ для

DL-триптофана соответствует 388.0 nm, т. е. полоса ФЛ

DL-триптофана существенно сдвинута в сторону боль-

ших длин волн по отношению к L- и D-триптофану.

Наблюдаемая спектральная полуширина полосы ФЛ для

DL-триптофана составляет 94 nm, т. е. на 48 nm боль-

ше соответствующего значения для L-триптофана и на

31 nm больше соответствующего значения для D-трип-

тофана, интенсивность максимума ФЛ DL-триптофана в

сравнении с L-триптофаном составляет 1 : 15, в то время

как для D-триптофана эта величина составляет 1 : 25.

Форма полосы DL-триптофана существенно отличается

от формы соответствующей полосы хирально чистых

фаз.

Существует несколько способов сравнения спектров

вторичного излучения веществ: метод наименьших квад-

ратов [11], метод функций корреляции спектров [12–15]
и др. Остановимся на описании способа, основанно-

го на построении разностных спектров, задаваемых с

помощью распределения интенсивности спектра в нор-

мированном цифровом виде. При этом рассчитываются

разностные нормированные спектры вторичного излуче-

ния [16–20] на основе следующего соотношения:

KE
A (λ) = 1− |IA(λ) − IE(λ)|. (1)

Здесь IA(λ), IE(λ) — нормированные спектры вторично-

го излучения анализируемого вещества (A) и эталонного

вещества (E). Для анализа спектров используется так

FSD-8

USB

4 3 5 1

2

Рис. 1. Схема экспериментальной установки для регистра-

ции спектров ФЛ на отражение: 1 — источник излучения

(лазер, 266.0 nm), 2 — кювета с образцом, 3 — миниспектро-

метр FSD-8, 4 — персональный компьютер, 5 — кварцевый

световод.
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Рис. 2. Спектры ФЛ L-триптофана (1), D-триптофана (2)
и DL-триптофана (3) при возбуждении импульсно-периоди-

ческим лазерным излучением с длиной волны 266.0 nm при

комнатной температуре. Стрелками отмечены спектральные

положения максимумов ФЛ.
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Рис. 3. Разностные спектры (a — L-триптофан при сравнении с D-триптофаном, коэффициент соответствия KL
D = 0.84; b —

L-триптофан при сравнении с DL-триптофаном, коэффициент соответствия KL
DL = 0.58; c — D-триптофан при сравнении с

DL-триптофаном, KDL
D = 0.66; d — D-триптофан при сравнении с разными образцами D-триптофана, KD

D = 0.94).

называемый коэффициент соответствия K:

K =

N∑

i=1

(1− |IA(λ) − IE(λ)|)i

N
. (2)

Здесь N — число точек, для которых получены

цифровые данные о спектре ФЛ.

Для аналитического сравнения спектров ФЛ L-, D-

и DL-триптофана были построены разностные функции

с использованием соотношения (1). Соответствующие

спектры приведены на рис. 3, a–d. Разностные спектры

строились в диапазоне длин волн 1λ = 300−500 nm с

интервалом разбиения 1λi = 0.25 nm. Кроме того, на

основе соотношения (2) были вычислены соответству-

ющие коэффициенты соответствия (K), которые приве-

дены в подписях к рис. 3, a–d.

Как видно из рис. 3, a–d, разностные спектры и коэф-

фициенты соответствия позволяют установить степень

сходства между различными модификациями аминокис-

лоты триптофана. Следует отметить, что так как спектры

ФЛ L- и D-триптофана мало отличаются друг от друга

(рис. 3, a, b), коэффициент соответствия KL
D = 0.84, т. е.

ближе к единице по сравнению со спектрами ФЛ L-

и DL-триптофана (рис. 3, a, c), где коэффициент соот-

ветствия KL
DL = 0.58. Для идентичных структур коэф-

фициент соответствия близок к единице (рис. 3, d), где
коэффициент соответствия при сравнении D-триптофана

с разными образцами D-триптофана KD
D = 0.94. При сов-

падении спектров анализируемых объектов коэффициент

соответствия равен единице.

Отметим, что, как видно из рис. 2, наблюдается

отличие спектров ФЛ D- и L-триптофана, т. е. правой и

левой форм триптофана. Нарушение закона зеркальной

симметрии в спектрах левой и правой форм представ-

ляет принципиальный интерес [21]. Надежное установ-

ление такой закономерности требует дополнительных

исследований. Более простое объяснение наблюдаемых

отличий в спектрах исследованных образцов D- и L-

триптофана состоит в возможности недостаточной хи-

ральной чистоты анализируемых объектов и присут-

ствия в них небольшого количества рацемата (D- и

L-фаз). Таким образом, на основе анализа спектров

ФЛ твердотельных ароматических аминокислот может

быть установлена степень их хиральной чистоты на

количественном уровне.

Наблюдаемое отличие спектров ФЛ хирально чистых

фаз от рацемата можно объяснить тем, что центросим-

метричная кристаллическая структура DL-триптофана

существенным образом отличается от нецентросиммет-

ричной кристаллической структуры D- и L-триптофана.

Молекулярное взаимодействие между зеркально сим-

метричными молекулами в рацемической фазе приводит

к изменению вида соответствующих электронных спек-

тров. Это может быть причиной наблюдаемых в спек-

трах ФЛ сдвигов положений максимумов и уширения

полос.

В случае рацемата спектр ФЛ существенно сдвигается

в длинноволновую область и уширяется. С другой сторо-

ны, наблюдаемый эффект различия в спектрах хирально

чистых фаз и рацемата может быть использован для
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анализа хиральной чистоты промышленных препаратов,

широко используемых в настоящее время для ускорения

роста биомассы животных. Присутствие в пище правых

изомеров триптофана, а также рацематов, входящих в

состав белков и биологически-активных сред, может

приводить к патологии потребителей таких продуктов.

Заключение

Таким образом, в данной работе на примере аро-

матических аминокислот триптофана установлено от-

личие спектров ФЛ D- и L-триптофана, т. е. правой

и левой форм триптофана. Нарушение закона зеркаль-

ной симметрии в спектрах ФЛ левой и правой форм

триптофана представляет принципиальный интерес. Воз-

можно, наблюдаемые различия в спектрах ФЛ левой

и правой форм триптофана связаны с особенностями

их приготовления и присутствия различных примесей,

возникающих в процессе роста поликристаллов. Для

надежного установления такой закономерности необхо-

димо провести аналогичные исследования с другими

образцами поликристаллического триптофана, а также с

другими ароматическими аминокислотами: тирозином и

фенилаланином. Возбуждение спектров ФЛ осуществля-

лось четвертой гармоникой лазера на алюмоиттриевом

гранате с использованием волоконно-оптического зонда

и малогабаритного светосильного спектрометра. Разра-

ботанная методика обеспечивает получение экспресс-

информации от небольшого количества анализируемой

пробы с высоким пространственным разрешением по

поверхности образца 0.1mm при времени экспозиции,

равном 0.01−0.1 s.

Известно, что при добавлении в комбикорм аминокис-

лоты триптофана происходит набор мышечной массы у

скота и птиц, а также накопление этой аминокислоты

в организме животных. Потребление при этом правой

или рацемической форм триптофана может привести к

патологиям в организме и нарушению процессов метабо-

лизма у животных, а также во всей цепочке организмов,

в которые попадают правые или рацемические фазы

аминокислот. Предлагаемый метод выявления хирально

чистых протеиногенных аминокислот может быть по-

лезен для сохранения хиральной чистоты биологически

активных веществ и живых организмов.

Работа выполнена при частичной поддержке РФФИ

(грант 18-02-00181-а).
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