31. Механизмы и кинетика ферментативных реакций
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Каталитич. цикл конверсии в-ва S (субстрата) в продукт P под действием фермента E протекает с образованием промежут. соед. Xi:

где ki - константы скорости отдельных элементарных стадий, KS - константа равновесия образования фермент-субстратного комплекса X1 (ES, комплекс Михаэлиса). При данной т-ре скорость р-ции зависит от концентраций фермента, субстрата и состава среды. Различают стационарную, предстационарную и релаксационную кинетику ферментативных р-ций.
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Стационарная кинетика. В стационарном состоянии по промежуточным соед. (dXi/dt = 0, i = 1, ..., n) и при избытке субстрата [S]0 >> [E]0 концентрации, где [S]0 и [E]0 - начальные  соотв. субстрата и фермента, кинетика процесса характеризуется постоянным, неизменным во времени уровнем концентраций промежут. соед., а выражение для скорости процесса v0, наз. начальной стационарной скоростью, имеет вид (ур-ние Михаэлиса- Ментен):
где значения kкат и Км - ф-ции констант скорости элементарных стадий и заданы ур-нениями:
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Величину kкат наз. эффективной каталитич. константой скорости процесса, параметр Км - константой Михаэлиса. Значение kкат определяется величинами ki наиб. медленных стадий каталитич. р-ций и иногда наз. числом оборотов фермента (ферментной системы); kкат характеризует число каталитич. циклов, совершаемых ферментной системой в единицу времени. Наиб. распространены ферменты, имеющие значение kкат. для специфич. субстратов в диапазоне 102-103 с-1. Типичные значения константы Михаэлиса лежат в интервале 10-3- 10-4 M.
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Скорость ферментативной р-ции не всегда подчиняется ур-нию (1). Один из часто встречающихся случаев - участие в р-ции аллостерич. ферментов, для к-рых зависимость степени насыщения фермента от [S]0 имеет негиперболич. характер (риc1). Это явление обусловлено кооперативностью связывания субстрата, т.е. когда связывание субстрата на одном из участков макромолекулы фермента увеличивает (положит. кооперативность) или уменьшает (отрицат. кооперативность) сродство к субстрату др. участка.

Зависимость степени насыщения фермента субстратом от концентрации субстрата при положительной (I) и отрицательной (II) кооперативности, а также в ее отсутствии (III) ( Михаэлис – Ментен).
Предстационарная кинетика. При быстром смешении р-ров фермента и субстрата в интервале времен 10-6-10-1 с можно наблюдать переходные процессы, предшествующие образованию устойчивого стационарного состояния. В этом предстационарном режиме при использовании большого избытка субстрата система дифференц. ур-ний, описывающая кинетику процессов, линейна. Решение данного типа системы линейных дифференц. ур-ний дается суммой экспоненциальных членов
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Кинетика полиферментных процессов. В организме (клетке) ферменты действуют не изолированно, а катализируют цепи трансформации молекул. Р-ции в полиферментных системах с кинетич. точки зрения можно рассматривать как последоват. процессы, специфич. особенностью к-рых является катализ ферментами каждой из стадий:

где vi, Ki - соотв. макс, скорость процесса и константа Михаэлиса i-й стадии р-ции соответственно.

Важная особенность процесса - возможность образования устойчивого стационарного состояния. Условием его возникновения может служить неравенство vi > v0, где v0 - скорость лимитирующей стадии, характеризуемой наименьшей константой скорости и тем самым определяющей скорость всего последоват. процесса. В стационарном состоянии концентрации метаболитов после лимитирующей стадии меньше константы Михаэлиса соответствующего фермента.

Специфич. группу полиферментных систем составляют системы, осуществляющие окислит.-восстановит. р-ции с участием белковых переносчиков электронов. Переносчики образуют специфич. структуры, комплексы с детерминированной последовательностью переноса электрона. Кинетич. описание такого рода систем рассматривает в качестве независимой переменной состояния цепей с разл. степенью заселенности электронами.

32. Основы метода ЭПР. Тонкая и сверхтонкая структура спектров ЭПР.

Эл парамагнитный резонанс (ЭПР, электронный спиновый резонанс), явление резонансного поглощения электромагн. излучения парамагн. частицами, помещенными в постоянное магн. поле; один из методов радиоспектроскопии. Используется для изучения систем с ненулевым электронным спиновым магн. моментом (т. е. обладающих одним или неск. неспаренными электронами): атомов, своб. радикалов в газовой, жидкой и твердой фазах, точечных дефектов в твердых телах, систем в триплетном состоянии, ионов переходных металлов. 

Физика явления. В отсутствие постоянного магн. поля Н магн. моменты неспаренных электронов направлены произвольно, состояние системы таких частиц вырождено по энергии. При наложении поля Н проекции магн. моментов на направление поля принимают определенные значения и вырождение снимается (см. Зеемана эффект), т. е. происходит расщепление уровня энергии электронов E0. Расстояние между возникшими подуровнями зависит от напряженности поля Н и равно E1-E2=ΔE=gμбH (рис. 1), где g - фактор спектроскопич. расщепления (см. ниже), μб - магнетон Бора, равный 9,274 x 10-24 Дж/Тл; в системе единиц СИ вместо Н следует использовать магн. индукцию B=μ0H , где μ0 - магн. проницаемость своб. пространства, равная 1,257 x 10-6 Гн/м. Распределение электронов по подуровням подчиняется закону Больцмана, согласно к-рому отношение заселенностей подуровней определяется выражением n1/n2=exp(-ΔE/kT) , где k - постоянная Больцмана, Т - абс. т-ра. Если на образец подействовать переменным магн. полем с частотой v, такой, что hν=gμбH (h - постоянная Планка), и направленным перпендикулярно H, то индуцируются переходы между соседними подуровнями, причем переходы с поглощением и испусканием кванта hv равновероятны. Т.к. на нижнем уровне число электронов больше в соответствии с распределением Больцмана, то преим. будет происходить резонансное поглощение энергии переменного магн. поля (его магн. составляющей). 
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Рис. 1. Расщепление энергетического уровня электрона в постоянном магнитном поле. Е0 - уровень в отсутствие поля, Е1 и Е2 - уровни, возникающие в присутствии поля Н. 

Для непрерывного наблюдения поглощения энергии условия резонанса недостаточно, т.к. при воздействии электро-магн. излучения произойдет выравнивание заселенностей подуровней (эффект насыщения). Для поддержания больцманов-ского распределения заселенностей подуровней необходимы релаксационные процессы. Релаксационные переходы электронов из возбужденного состояния в основное реализуются при обмене энергией с окружающей средой (решеткой), к-рый осуществляется при индуцированных решеткой переходах между электронными подуровнями и определяется как спин-решеточная релаксация. Избыток энергии перераспределяется и между самими электронами - происходит спин-спиновая релаксация. Времена спин-решеточной релаксации T1 и спин-спиновой релаксации Т2 являются количеств. мерой скорости возврата спиновой системы в исходное состояние после воздействия электромагн. излучения. Зафиксированное регистрирующим устройством поглощение электромагн. энергии спиновой системой и представляет собой спектр ЭПР. 

Основн. пар-ры спектров ЭПР - интенсивность, форма и ширина резонансной линии, g-фактор, константы тонкой и сверхтонкой структуры. На практике обычно регистрируется 1-я, реже 2-я производные кривой поглощения, что позволяет повысить чувствительность и разрешение получаемой информации. Интенсивность линии определяется площадью под кривой поглощения (рис. 2, a), к-рая пропорциональна числу парамагн. частиц в образце. Оценку их абс. кол-ва осуществляют сравнением интенсивностей спектров исследуемого образца и эталона. При регистрации 1-й производной кривой поглощения (рис. 2,б) используют процедуру двойного интегрирования. В ряде случаев интегральную интенсивность можно приближенно оценить, пользуясь выражением Sпл=Iмакс(ΔНмакс)2 , где Sпл - площадь под кривой поглощения, Iмакс - интенсивность линии, ΔНмакс - ширина линии. 1-я и особенно 2-я производные (рис. 2, в)весьма чувствительны к форме линии поглощения. Форма линии в спектре ЭПР сравнивается с лоренцевой и гауссовой формами линии, к-рые аналитически выражаются в виде: у= a/(1 + bх2)(лоренцева линия), у = а ехр (-bx2) (гауссова линия). Лоренцевы линии обычно наблюдаются в спектрах ЭПР жидких р-ров парамагн. частиц низкой концентрации. Если линия представляет собой суперпозицию мн. линий (неразрешенная СТС), то форме ее близка к гауссовой.

Важным параметром является ширина линии ΔНмакс , к-рая связана с шириной линий на полувысоте ΔН1/2 соотношениями ΔНмакс =(2/√3)ΔН1/2 (лоренцева форма) и ΔНмакс=(2/ln2)1/2ΔН1/2 (гауссова форма). Реальные линии ЭПР, как правило, имеют промежуточную форму (в центре лоренцева, по краям - гауссова формы). Времена релаксации T1 и Т2 определяют ширину резонансной линии ΔН1/2 ≈1/T1+1/T2. Величина T1 характеризует время жизни электронного спина в возбужденном состоянии, в соответствии с принципом неопределенности при малых T1 происходит уширениё линии ЭПР. В парамагн. ионах T1имеет порядок 10-7 - 10-9 с и определяет осн. канал релаксации, обусловливающий появление очень широких линий (вплоть до таких, к-рые невозможно наблюдать в обычных условиях). Использование гелиевых т-р позволяет наблюдать спектры ЭПР за счет увеличения T1. В своб. орг. радикалах T1 достигает порядка секунд, поэтому главный вклад в ширину линии вносят релаксационные процессы, связанные со спин-спиновым взаимодействием и определяемые временем Т2, обратно пропорциональным ΔН1/2 : 1/T2~κ(каппа)γе ΔН1/2 , где γе - гиромагн. отношение для электрона, κ(каппа) - параметр, зависящий от формы линии, в частности κ(каппа)= 1 для лоренцевой линии и κ(каппа)=(πln2)1/2 для гауссовой линии. Физ. смысл Т2 заключается в том, что каждый электронный спин в системе создает локальные поля в местах нахождения др. электронов, модулируя резонансное значение поля H и приводя к уширению линии.
Тонкая структура спектров ЭПР (a).

Если спиновый и орбитальный моменты в атоме отличны от нуля, то за счет взаимодействия спинового и орбитального моментов (спин-орбитальное взаимодействие) энергетические уровни могут дополнительно расщепиться. В результате этого вид спектра ЭПР усложнится и вместо одной спектральной линии в спектре ЭПР появятся несколько линий. В этом случае говорят о том, что спектр ЭПР имеет тонкую структуру. При наличии сильного спин-орбитального взаимодействия расщепление зеемановских уровней может наблюдаться даже при отсутствии внешнего магнитного поля. 

Рассмотрим S=1 (электронный спин), при этом возможны 3 значения магнитного квантового числа: mS = 1,-1,0. Сильное спин-орбитальное взаимодействие приводит к тому, что расщепление энергетического уровня происходит в нулевом поле. Учитывая правило отбора для переходов между электронными зеемановскими уровнями (∆mS = 1, -1), получим схему электронных переходов (а). Условие резонанса будет выполняться при 2 разных значениях магнитного поля, благодаря чему в спектре ЭПР появятся 2 резонансные линии, то есть возникнет тонкая структура спектра ЭПР. 

Сверхтонкая структура спектров ЭПР (б)

Если кроме неспаренных электронов исследуемый парамагнитный образец содержит атомные ядра, обладающие собственными магнитными моментами (1H, 2D, 14N, 13C и т.д.), то за счет взаимодействия электронных и ядерных магнитных моментов возникает сверхтонкая структура спектра.

Рассмотрим S=1/2, I=1/2 (ядерный спин). Этим ориентациям ядерного спина соответствуют значения магнитного квантового числа  Iz = + 1/2, - 1/2. Поэтому за счет взаимодействия электрона с ядром каждый из зеемановских уровней энергии электрона расщепится на 2 подуровня. Индуцируемые микроволновым излучением переходы между энергетическими уровнями должны удовлетворять квантовомеханическим правилам отбора: ∆mS = 1,-1 (ориентация спина электрона изменяется) и ∆mI = 0 (ориентация ядерного спина сохраняется). Таким образом, в результате сверхтонкого взаимодействия в спектре ЭПР появятся 2 линии (б).
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33. Основы метода ЭПР. Спиновые метки и ловушки.

34. Свободные радикалы и парамагнитные металлокомплексы в биологических системах. 
(по мотивам лекций Рууге)

Метод ЭПР имеет широкое применение. По спектру ЭПР различных веществ можно судить о структуре данных веществ.

1. Натуральные парамагнитные центры.

а) свободные радикалы

О2.-, ОН. - активные формы кислорода. Короткоживущие(OH -10^-9 c , а О2. 10^-6 с), при накоплении в избытке – неприятности. 
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В дых. цепи митохондрий – убихинон. В хлоропластах – пластохинон и P700 +
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Митохондриальное дыхание идет через свободнорадикальное состояние.

Еще в митохондриях – флавин: FMN, FAD.

б) парамагнитные металлокомплексы
Fe-S белки дыхательной цепи, цитохромы, Cu2+, Mn2+, Fe2+ (металлы, меняющие валентность)

Динитро зидные комплексы железа (ДНКЖ) .

Низкотемпературный ЭПР является единственным методом исследования Fe-S белковых комплексов. в

2. Введенные в биологическую систему парамагнитные центры (ПЦ).

а) спиновые метки

[image: image11.jpg]


В последние годы при изучении жидкостей, полимеров и биологических систем большую популярность и широкое распространение получили спиновые метки и зонды — стабильные нитроксиль-ные радикалы, ковалентно связанные с макромолекулой (спиновые метки). Они выполняют роль молекулярных датчиков и позволяют получать уникальную информацию о структуре и динамике исследуемых систем. Использование спиновых меток основано на том, что спектры ЭПР нитроксильных радикалов зависят от их вращательной и трансляционной подвижности, ориентации, особенностей молекулярной динамики и характера распределения в полимерах; эти факторы, в свою очередь, определяются структурой и подвижностью той среды, в которой метка находятся.

Спиновые метки - химически стабильные парамагнитные молекулы.

По спектрам этих соединений можно судить о стр-ре\конформации биол объектов.

б) спиновые ловушки (типа, spin traps))

(вещество, которое изначально не является парамагнитным, но при взаимодействии с радикалами (О2.-, ОН.) становится парамагнитным) – можно измерять скорости образования свободных радикалов, их концентрацию. По уширению спектров можно определять концентрации кислорода.
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35. Основы метода ЯМР. Спектры ЯМР высокого разрешения.
ЯМР - явление резонансного поглощения радиочастотной электромагн. энергии в-вом с ненулевыми магн. моментами ядер, находящимся во внеш. постоянном мага. поле. Ненулевым ядерным магн. моментом обладают ядра 1Н, 2Н, 13С, 14N, 15N, 19F, 29Si, 31P и др
Спектроскопия ЯМР - источник информации о структуре биополимеров, в т. ч. белковых молекул в р-рах, сопоставимой по достоверности с данными рентгеноструктурного анализа. В 80-е гг. началось бурное внедрение методов спектроскопии и томографии ЯМР в медицину для диагностики сложных заболеваний и при диспансеризации населения. Спектроскопия ЯМР относится к неразрушающим методам анализа. Совр. импульсная ЯМР фурье-спектроскопия позволяет вести анализ по 80 магн. ядрам. ЯМР спектроскопия - один из осн. физ.-хим. методов анализа, ее данные используют для однозначной идентификации как промежут. продуктов хим. р-ций, так и целевых в-в.
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В отсутствие постоянного магн. поля Н проекции магн. моментов ядер на любую ось могут принимать как положит. Так и отриц. Значения с равной вероятностью. При наложении внешнего магнитного поля Н такое вырождение снимается (аналогично эффекту Зеемана ), т. е. происходит расщепление уровня энергии ядер E0. Расстояние между возникшими подуровнями зависит от напряженности поля Н и равно E1-E2=ΔE=gμяH (рис. 1), где g - фактор спектроскопич. расщепления , μя – ядерный магнетон Бора, который приблизительно в 1836 раз меньше электронного магнетона Бора, равного 9,274 x 10-24 Дж/Тл; в системе единиц СИ вместо Н следует использовать магн. индукцию B=μ0H , где μ0 - магн. проницаемость своб. пространства, равная 1,257 x 10-6 Гн/м. Распределение ядер по подуровням подчиняется закону Больцмана, согласно к-рому отношение заселенностей подуровней определяется выражением n1/n2=exp(-ΔE/kT) , где k - постоянная Больцмана, Т - абс. т-ра. Если на образец подействовать переменным магн. полем с частотой v, такой, что hν=gμяH (h - постоянная Планка), и направленным перпендикулярно H, то индуцируются переходы между соседними подуровнями, причем переходы с поглощением и испусканием кванта hv равновероятны. Т.к. на нижнем уровне число ядер больше в соответствии с распределением Больцмана, то преим. будет происходить резонансное поглощение энергии переменного магн. поля (его магн. составляющей). 

Следует отметить что для поля 10 Тл разность в числе ядер с положительной и отрицательной проекцией спина равна около 6 ядер на миллион ! Этот факт говорит о необходимости использовать как можно более сильные магнитные поля (а значит сверхнизкие температуры) и высокочувствительные приборы регистрации макроскопическоой намагниченности образца.

На сегодняшний день используются магнитные поля около 10 Тл, что соответствует частоте облучающего электромагнитного поля порядка 500 Мгц.

Сегодня можно выделить два основных методологических направления в ЯМР-спектроскопии– это спектры высокого разрешения (двумерные) и одномерная импульсная фурье-спектроскопия.
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В обоих случаях измеряется сигнал свободной индукции – т.е. динамика измения магнитного поля в плоскости, перпендикулярной вектору постоянного внешнего магнитного поля.

Для этого подается высокочастотный импульс, который поворачивает вектор намагниченности образца в плоскость наблюдения (хy) , после чего переменное магнитное поле измеряется катушками индуктивности, оси которых расположенны по осям x и у.

Импульсными методами в одномероной спектроскопии измеряют времена спин-решеточной (T1 ) и спин-спиновой (T2) релаксации.

Время спин-решеточной релаксации T1 - есть характерное время спада продольной намагниченности образца при выключении постоянного внешеного магнитного поля, обусловленное наличием «теплового» взаимодействия магнитных ядер с окружением (решеткой). 

Время спин-спиновой релаксации T2 – есть характерное время спада поперечной намагниченности при выключении резонансного переменного элетромагнитного поля, обусловленное разбросом в значениях резонансных частот для различных ядер, что, в свою очередь, связано с наличием спин-спинового взаимодействия ядер и неоднородностью внешнего магнитного поля..

Рассмотрим общую терминологию 2D спектроскопии.
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В случае двумерной спектроскопии измерения снимаются для различных времен t1, t2 и tm – последовательность импульсов изображена на рисунке. После проведения достаточного количества измерений производят двумерное преобразование Фурье ( I (t1,t2) --> F (w1,w2 ) ) после чего проводят анализ полученного двумерного спектра.
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Различают несколько основных типов двумерной спектроскопии: это 2D COSY (двумерная корреляционная спектроскопия), 2D NOESY ( основанная на двумерном проявлении эффекта Оверхаузера) и 2D J-resolved spectroscopy ).

В первом случае двумерная карта позволяет выявить корреляцию ориентаций различных спинов, что является следствием J-J взаимодействия и позволяет проводить исследования структуры различных соединений. Вывод о наличии такого взаимодействии делается при наличии недиагональных пиков, как показано на рисунке.

2D NOESY спектроскопия позволяет также исследовать кинетические параметры химических реакций, а 2D J-resolved спектроскопия устанавливает зависимость J-J взаимодействия от химического сдвига.
36. Основы метода ЯМР. Химический сдвиг и спин-спиновое взаимодействие.
ЯМР - явление резонансного поглощения радиочастотной электромагн. энергии в-вом с ненулевыми магн. моментами ядер, находящимся во внеш. постоянном мага. поле. Ненулевым ядерным магн. моментом обладают ядра 1Н, 2Н, 13С, 14N, 15N, 19F, 29Si, 31P и др

Спектроскопия ЯМР - источник информации о структуре биополимеров, в т. ч. белковых молекул в р-рах, сопоставимой по достоверности с данными рентгеноструктурного анализа. В 80-е гг. началось бурное внедрение методов спектроскопии и томографии ЯМР в медицину для диагностики сложных заболеваний и при диспансеризации населения. Спектроскопия ЯМР относится к неразрушающим методам анализа. Совр. импульсная ЯМР фурье-спектроскопия позволяет вести анализ по 80 магн. ядрам. ЯМР спектроскопия - один из осн. физ.-хим. методов анализа, ее данные используют для однозначной идентификации как промежут. продуктов хим. р-ций, так и целевых в-в.
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В отсутствие постоянного магн. поля Н проекции магн. моментов ядер на любую ось могут принимать как положит. Так и отриц. Значения с равной вероятностью. При наложении внешнего магнитного поля Н такое вырождение снимается (аналогично эффекту Зеемана ), т. е. происходит расщепление уровня энергии ядер E0. Расстояние между возникшими подуровнями зависит от напряженности поля Н и равно E1-E2=ΔE=gμяH (рис. 1), где g - фактор спектроскопич. расщепления , μя – ядерный магнетон Бора, который приблизительно в 1836 раз меньше электронного магнетона Бора, равного 9,274 x 10-24 Дж/Тл; в системе единиц СИ вместо Н следует использовать магн. индукцию B=μ0H , где μ0 - магн. проницаемость своб. пространства, равная 1,257 x 10-6 Гн/м. Распределение ядер по подуровням подчиняется закону Больцмана, согласно к-рому отношение заселенностей подуровней определяется выражением n1/n2=exp(-ΔE/kT) , где k - постоянная Больцмана, Т - абс. т-ра. Если на образец подействовать переменным магн. полем с частотой v, такой, что hν=gμяH (h - постоянная Планка), и направленным перпендикулярно H, то индуцируются переходы между соседними подуровнями, причем переходы с поглощением и испусканием кванта hv равновероятны. Т.к. на нижнем уровне число ядер больше в соответствии с распределением Больцмана, то преим. будет происходить резонансное поглощение энергии переменного магн. поля (его магн. составляющей). 

Следует отметить что для поля 10 Тл разность в числе ядер с положительной и отрицательной проекцией спина равна около 6 ядер на миллион ! Этот факт говорит о необходимости использовать как можно более сильные магнитные поля (а значит сверхнизкие температуры) и высокочувствительные приборы регистрации макроскопическоой намагниченности образца.

На сегодняшний день используются магнитные поля около 10 Тл, что соответствует частоте облучающего электромагнитного поля порядка 500 Мгц.

Сегодня можно выделить два основных методологических направления в ЯМР-спектроскопии– это спектры высокого разрешения (двумерные) и одномерная импульсная фурье-спектроскопия.
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В обоих случаях измеряется сигнал свободной индукции – т.е. динамика измения магнитного поля в плоскости, перпендикулярной вектору постоянного внешнего магнитного поля.

Для этого подается высокочастотный импульс, который поворачивает вектор намагниченности образца в плоскость наблюдения (хy) , после чего переменное магнитное поле измеряется катушками индуктивности, оси которых расположенны по осям x и у.

Импульсными методами в одномероной спектроскопии измеряют времена спин-решеточной (T1 ) и спин-спиновой (T2) релаксации.

Время спин-решеточной релаксации T1 - есть характерное время спада продольной намагниченности образца при выключении постоянного внешеного магнитного поля, обусловленное наличием «теплового» взаимодействия магнитных ядер с окружением (решеткой). 

Время спин-спиновой релаксации T2 – есть характерное время спада поперечной намагниченности при выключении резонансного переменного элетромагнитного поля, обусловленное разбросом в значениях резонансных частот для различных ядер, что, в свою очередь, связано с наличием спин-спинового взаимодействия ядер и неоднородностью внешнего магнитного поля. 
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Рассмотрим процесс формирования сингнала на конкретной последовательности импульсов.

На рисунке изображена последовательность импульсов, которая приводит к формированию спинового эха: первый импульс переводит вектор намагниченности в плоскость ху (пи-пополам-импульс) , после чего, в следсвие наличия спин-спинового взаимодействия, этот вектор уменьшается по модулю, вращаясь при этом со средней резонансной частотой вокруг оси Z. Следующий импульс (пи-импульс ) поворачивает вектор намагниченности вокруг оси X на 180 градусов, что приводит к его реконструкции.. (первоначальное уменьшение длины суммарного вектора связанно с различием в угловых скоростях вращения отдельных ядер – какаие-то вектора убегают вперед, какие-то – отстают от суммарного вектора, что приводит к уменьшению его модуля.. после второго импульса, т.е. при отражении относительно оси Х быстрые окажутся позади медленных и через некоторое время догонят их – что и приведет к реконструкции суммарого вектора. После этого он опять будет уменьшатся. Это схематически изображено на рисунке.
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Основной параметр спектра ЯМР - хим. сдвиг- взятое с соответствующим знаком отношение разности частот наблюдаемого сигнала ЯМР и нек-рого условно выбранного эталонного сигнала к.-л. стандарта к частоте эталонного сигнала (выражается в миллионных долях, м. д.). Хим. сдвиги ЯМР измеряют в безразмерных величинах отсчитанных от пика эталонного сигнала. 

Химический сдвиг связан с изменением локального магнитного поля в области ядра, вызванным вкладом в полное поле добавки от орбитального движения соседних электронов, участвующих в организации химических связей (отсюда и название).

В общем случае хим. сдвиг – тензор, но при быстром вращении усреднение приводит к скалярной величине, зависящей от внешнего поля ( в отличие от J-J взаимодействия, которое от внешнего поля не зависит)

Если стандарт дает сигнал на частоте v0, тоэлектронной плотности обладают существенной характеристичностью и позволяют определять по спектрам ЯМР наличие определенных мол. фрагментов. Соответствующие данные о хим. сдвигах разл. ядер публикуются в справочных и учебных пособиях, а также заносятся в базы данных, к-рыми снабжаются совр. спектрометры ЯМР. В рядах близких по строению соединений хим. сдвиг прямо пропорционален  В зависимости от природы исследуемых ядер различают протонный ЯМР, или ПМР, и ЯМР13С ,. ЯМР19F , ЯМР31Р и т. д. Величины на соответствующих ядрах. 

37 Структурные методы анализа биологически важных веществ. Рентгеноструктурный анализ, нейтронография.
С помощью рентгеноструктурного анализа исследуют поликристаллич. образцы и монокристаллы биополимеров, разл. низкомол. орг. и неорг. Соединений, металлов, сплавов, минералов, жидких кристаллов, полимеров.

Следует отметить, что не только возникновение, но и современное состояние молекулярной биологии многим обязано рентгеноструктурному анализу.

При изучении монокристалла (чаще всего в виде шарика диаметром 0,1-0,3 мм) по углам дифракции устанавливают форму и размеры элементарной ячейки кристалла. По закономерному отсутствию нек-рых отражений судят о пространств. группе симметрии кристалла. По интенсивности отражений рассчитывают абс. значения структурных амплитуд. Структурные амплитуды-коэффициенты рядов Фурье, с помощью к-рых представляют ф-цию распределения электронной плотности (r), где r-радиус-вектор любой точки в элементарной ячейке кристалла. Положения максимумов этой ф-ции отождествляют с положением атомов, а по форме максимумов судят о тепловых колебаниях атомов.

 Фазы структурных амплитуд (т.е. сдвиг фазы отраженной волны по отношению к падающей) в общем случае непосредственно из эксперимента определить нельзя; для этого разработаны спец. косвенные методы ( например исследование изоморфных структур, в которых определенные коэффициенты Фурье могут быть опредены точно в виду наличия сильного рассеяния вводимых групп атомов) 

После определения общего характера кристаллич. структуры производят ее уточнение путем последоват. приближения значений теоретически рассчитанных структурных амплитуд к экспериментально определенным, напр. с помощью матем. метода наим. квадратов. Атомную структуру представляют в виде набора координат атомов и параметров их тепловых колебаний. Из этих данных можно вычислить межатомные расстояния и валентные утлы с погрешностью 10-3-10-4нм и 0,2-2° соответственно. Это позволяет более точно установить хим. состав кристалла, тип возможных изоморфных замещений (достоверность и точность при этом зависит от атомного номера элемента), характер тепловых колебаний атомов и т.д.  Для определения атомной структуры средней сложности (50-100 атомов в элементарной ячейке) необходимо измерить интенсивность неск. тысяч рефлексов. Чем больше отражений промерено, тем лучше разрешение ф-ции (r) и тем лучше выявляются атомы (особенно легкие, напр. Н). При исследовании более сложных соед., в т.ч. белков, необходимое число отражений возрастает до десятков и сотен тысяч. Разрешение ф-ции (r) м. б. все равно недостаточным для установления атомной структуры; тогда определяют только распределение плотности рассеивающего в-ва в кристалле (с разрешением 0,2-0,5 нм).

В случае поликристаллич. образцов положение и интенсивность дифракц. максимумов определяют не только с помощью дифрактометров, но иногда и с помощью рентгеновских камер с фотографич. регистрацией рассеянного излучения. Структуру устанавливают методом проб и ошибок: к заранее известному или предполагаемому каркасу атомной структуры (напр., содержащему только "тяжелые" атомы) добавляют неизвестные ранее детали и рассчитывают интенсивности максимумов, к-рые сравнивают затем с экспериментально полученными значениями. Совпадение служит подтверждением предложенной модели. Использование при этом профильного анализа рентгенограмм поликристаллов позволяет исследовать сложные структуры с 30-50 атомами в элементарной ячейке.

НЕЙТРОНОГРАФИЯ

совокупность методов исследования строения в-ва, основанных на изучении рассеяния в-вом в конденсир. состоянии тепловых нейтронов (энергия <0,5 эВ). Сведения об атомной и магн. структуре кристаллов получают из экспериментов по упругому рассеянию (дифракции) нейтронов (структурная и магнитная Н.); о коллективных тепловых колебаниях атомов (динамике решетки)-по неупругому рассеянию, когда нейтроны обмениваются энергией с изучаемым объектом (нейтронная спектроскопия; этот метод не всегда относят к Н.).

Источником нейтронов служат гл. обр. ядерные реакторы. Полихроматич. пучки нейтронов подвергают монохрома-тизации с помощью кристалла-монохроматора. Нейтроно-графич. аппаратура размещается в непосредств. близости от реактора. Плотность монохроматич. потока нейтронов относительно невысока, поэтому нейтронографич. приборы громоздки, а используемые образцы относительно большого размера (монокристаллы объемом > 1 мм3, поликристаллы > 1 см3). Интенсивность максимумов дифракц. картины измеряют с помощью дифрактометров, управляемых ЭВМ. Все шире в Н. используют импульсные источники нейтронов. В этом случае интенсивности дифракц. максимумов устанавливают по времени пролета нейтронами определенного расстояния (от источника до детектора). Нейтронографич. исследования можно проводить при разл. т-рах (от 1 до > 1500 К) и давлениях, а также в магн. поле.

С т р у к т у р н а я Н. основана на дифракции нейтронов при их рассеянии атомными ядрами. Амплитуда рассеяния нейтронов (в отличие от рентгеновских лучей) не зависит систематически от атомного номера элемента. Поэтому по сравнению с рентгеновским структурным анализом структурная Н. дает возможность надежнее и точнее определить координаты атомов Н. и др. легких элементов в присут. тяжелых и различать атомы с близкими атомными номерами (напр., Fe, Co и Мn в сплавах и хим. соед.) или даже изотопы одного элемента (чаще всего Н и D).

В м а г н и т н о й Н. используют взаимод. магн. моментов нейтрона и атома. Это позволяет установить наличие и тип магн. структуры (т.е. упорядоченную ориентацию магн. моментов атомов относительно друг друга и кристаллогра-фич. осей), величину магн. момента атома, т-ру и характер магн. переходов, распределение спиновой электронной плотности в кристалле и т.д.

Нейтронографич. методы все шире используют при исследовании текстуры в-ва, т.к. высокая проникающая способность нейтронов позволяет получить более полные сведения об анизотропии св-в образцов, чем рентгенография. Надмолекулярную структуру белков и полимерных материалов исследуют по малоугловому рассеянию нейтронов; при этом устанавливают момент инерции, форму и размеры частиц.
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38 Структурные методы анализа биологически важных веществ. Дифракция на спиральных структурах Кохрана, Крика и Виндта.
Речь идет о рентгеноструктурном анализе кристаллов ДНК. Рентгенограмма дифракции на спиральных структурах имеет свои особенности в расположении рефлексов, что связанно с определенной симметрией спирали ( наличие периода спирали и наличие оси симметрии второго поярдка в случае полиндромных последовательностей ). На рисунках приведены примеры типичных рентгенограмм в случае А и B – ДНК (слева направо)

Крик и Уотсон познакомились в 1951 году и вскоре решили применить метод рентгеновской дифракции для анализа структуры молекул ДНК. 23 мая 1953 года они опубликовали в журнале Nature совместно написанную статью, в которой впервые появилась двойная спираль ДНК. Надо отметить, что эта работа была в значительной мере подготовлена исследованиями Крика конца 40-х - начала 50-х годов, в ходе которых он совместно с шотландскими физиками Уильямом Кохраном и Владимиром Вандом разработал общую теорию рассеяния рентгеновских лучей на спиральных структурах…

39 Структурные методы анализа биологически важных веществ. Дифракция под малыми углами, светорассеяние.
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Малоугловое рассеяние (МУР) рентгеновских лучей, электронов и тепловых нейтронов является дифракционным методом исследования структуры вещества при субмолекулярном разрешении. Основная задача МУР - определение структуры или отдельных структурных параметров рассеивающего объекта по картине интенсивности.

Здесь 2( - угол рассеяния, L - расстояние от образца до детектора. В качестве источника излучения используют рентгеновские трубки с простыми монохроматорами, синхротронные ускорители, ускорители - "змейки", мощные источники тормозного излучения на базе ускорителей заряженных частиц. 
Дифракционная картина является результатом интерференции лучей, когерентно (без изменения длины волны и фазы) рассеянных на образце. При типичных длинах волн излучения порядка 0.5-5 ангстрем МУР позволяет исследовать структуры размерами от 1 до нескольких сотен нанометров. Эффектами отдачи электронов (эффектом Комптона) часто можно пренебречь и считать, что длина волны при рассеянии не меняется. Процесс рассеяния можно рассматривать как интерференцию вторичных волн, излучаемых электронами вещества, осциллирующими синхронно с проходящим рентгеновским излучением.

Используя эти рассуждения, а также формулу первого Борновского приближения и приближение малых углов дифракции можно получить общую формулу для дифракции рентгеновских волн на структуре:
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(3.3)

Где q определяет направление в котором измеряется интенсивность, а ((r) – электронная плотность.


Этот интеграл связывает экспериментальные данные рассеяния I(s) и некоторую функцию в прямом пространстве, которая уже не является функцией, непосредственно описывающей пространственное распределение рассеивающей плотности. Определение ((r) по I(q) и является основной проблемой большинства дифракционных методов. 

В растворе или поликристалле такую интенсивность усредняют по всем возможным пространственным положениям рассеивающего объекта после чего численно решается задача о нахождении такой функции ((r), которая давала бы наилучшее согласие с полученной картой интенсивности на малых углах.

С помощью метода малоуглового рассеяния можно получать информацию о структурных особенностях образца на небольшом разрешении, примерно до 1 – 2 нм, что разумеется является недостатком метода, но может быть компенсировано использованием любой дополнительной информации о структуре, полученной другими методами. 

Основные структурные задачи метода малоуглового рассеяния:

построение моделей структуры биомакромолекул (можно в РАСТВОРЕ (!!!) ), структура которых неизвестна или известна частично, определение структурных параметров пор в различных веществах восстановление структуры кластеров в частично упорядоченных системах, определение структурных параметров вкраплений в твёрдой матрице 

Основные преимущества метода малоуглового рассеяния:

широкое разнообразие природы исследуемых образцов ,слабая чувствительность метода к фазе, в которой находится вещество (жидкость, гель, твёрдая субстанция);

для исследования структуры биологических соединений это является очень важным преимуществом, так как делает возможным определять структуры макромолекул в растворе;

отсутствие необходимости специальной подготовки образцов перед измерениями;

широкий диапазон размеров исследуемых фракций (широкий диапазон молекулярных весов белков - от 30 до 1000 кДа) ;небольшой объём (150 – 200 мкл) образца, необходимого для измерений. 

Принципиальные ограничения метода малоуглового рассеяния:

невысокое (до 1 – 2 нм) пространственное разрешение получаемых данных ; в случае использования лабораторных установок относительно велико (порядка нескольких часов) время измерения одного образца ; в случае исследования растворов белков требуется подготовка нескольких образцов достаточно высокой концентрации (от 3 мг/мл до 15 мг/мл) 

40. Структурные методы анализа биологически важных веществ. ИК-спектроскопия.

Инфракрасная спектроскопия (ИК спектроскопия), раздел мол. оптич. спектроскопии, изучающий спектры поглощения и отражения электромагн. излучения в ИК области, т.е. в диапазоне длин волн от 106 до 103 м. В координатах интенсивность поглощенного излучения - длина волны (или волновое число) ИК спектр представляет собой сложную кривую с большим числом максимумов и минимумов. Полосы поглощения появляются в результате переходов между колебат. уровнями осн. электронного состояния изучаемой системы (см. Колебательные спектры). Cледует отметить, что далеко не все классические моды колебаний проявляются в ИК – спектре – что связано с квантовохимическими правилами отбора – некоторые колебания проявляются только в спектрах комбинационного рассеяния.

 Спектральные характеристики (положения максимумов полос, их полуширина, интенсивность) индивидуальной молекулы зависят от масс составляющих ее атомов, геом. строения, особенностей межатомных сил, распределения заряда и др. Поэтому ИК спектры отличаются большой индивидуальностью, что и определяет их ценность при идентификации и изучении строения соединений. Для регистрации спектров используют классич. спектрофотометры и фурье-спектрометры. Осн. части классич. спектрофотометра - источник непрерывного теплового излучения, монохроматор, неселективный приемник излучения. Кювета с в-вом (в любом агрегатном состоянии) помещается перед входной (иногда за выходной) щелью. В качестве диспергирующего устройства монохроматора применяют призмы из разл. материалов и дифракц. решетки. Последовательное выведение излучения разл. длин волн на выходную щель и приемник излучения (сканирование) осуществляется поворотом призмы или решетки. Источники излучения - накаливаемые электрич. током стержни из разл. материалов. Приемники: чувствительные термопары, металлич. и полупроводниковые термосопротивления (болометры) и газовые термопреобразователи, нагрев стенки сосуда к-рых приводит к нагреву газа и изменению его давления, к-рое фиксируется. Выходной сигнал имеет вид обычной спектральной кривой. Достоинства приборов классич. схемы: простота конструкции, относит. дешевизна. Недостатки: невозможность регистрации слабых сигналов из-за малого отношения сигнал: шум, что сильно затрудняет работу в далекой ИК области; сравнительно невысокая разрешающая способность (до 0,1 см1), длительная (в течение минут) регистрация спектров. В фурье-спектрометрах отсутствуют входная и выходная щели, а осн. элемент - интерферометр. Поток излучения от источника делится на два луча, к-рые проходят через образец и интерферируют. Разность хода лучей варьируется подвижным зеркалом, отражающим один из пучков. Первоначальный сигнал зависит от энергии источника излучения и от поглощения образца и имеет вид суммы большого числа гармонич. составляющих. Для получения спектра в обычной форме производится соответствующее фурье-преобразование с помощью встроенной ЭВМ. Достоинства фурье-спектрометра: высокое отношение сигнал : шум, возможность работы в широком диапазоне длин волн без смены диспергирующего элемента, быстрая (за секунды и доли секунд) регистрация спектра, высокая разрешающая способность (до 0,001 см1). Недостатки: сложность изготовления и высокая стоимость. 

И. с. широко применяют для анализа смесей и идентификация чистых в-в. Количеств. анализ основан на законе Бугера-Ламберта-Бера, т. е. на зависимости интенсивности полос поглощения от концентрации в-ва в пробе. При этом о кол-ве в-ва судят не по отд. полосам поглощения, а по спектральным кривым в целом в широком диапазоне длин волн. Если число компонентов невелико (4-5), то удается математически выделить их спектры даже при значит. перекрывании последних. Погрешность количеств. анализа, как правило, составляет доли процента. В отд. случаях для газов в ИК области удается наблюдать вращат. структуру колебат. полос. Это позволяет рассчитывать дипольные моменты и [image: image24.jpg]


геом. параметры молекул, уточнять силовые постоянные и т.д. 
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