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ПАРАМАГНИТНЫЕ ЦЕНТРЫ В ОБЛУЧЕННОМ 
Л-ЛЕЙЦИНЕ-И15

Р. Л АСАТУРЯН

II?. основе анализа формы спектров ЭПР облученного .’I-лейцина-X15 при изо- 
тонном замещении атомами X15 в различной концентрации выделены ляп. типов па­
рамагнитных центров. При увеличении концентрации X15 существенных изменений и 
форме спектров ЭПР не наблюдается, что сиидепмьстпует о малой вероятности лока­
лизации несиаренВого ?лектроиа вблизи атома азота Л-лейцила-Х*-.

Исследованию парамагнитных центров (ПЦ) облученных белков и 
■составляющих их аминокислот посвящено большое число работ и мо­
нографий 11— 71. Анализ формы спектров электронного парамагнит­
ного резонанса (ЭПР) облученных биологических объектов представ­
ляет собой сложную задачу, так как в образце образуется, как прави­
ло, несколько ПЦ. Однако применение метода изотопного замещения 
одних атомов на другие с известным ядериым спином существенно 
упрощает их интерпретацию.

Материал и методика. П с пользовались хрома тографнческн чистые коммерческие 
препараты Л-лейцика-МП» из ГДР (Тзосотсгх) с обогащением Х>5 9.89-0,1, 50.5 
0.5 и 95,1 ±0.1%. Образцы загружались в три идентичные ампулы ил специально։ > 
стекла, которые откачивались в вакууме 10 ֊3 мм рт. ст. и запаивались. Использовали 
релаксационный метод разделения радикалов, основанный на различии их времен 
спии-решеточной релаксации [в], н термический метод разделения радикалов. Для 
выделения индивидуальной формы спектра ЭПР и? общей смеси использовали графи­
ческий метол вычитания.

Одновременное облучение трех разных образцов одинаковыми дозами проводи­
лось при 77°К рентгеновскими лучами на установке РУП 200/20 при токе 15 мл и на­
пряжении на вольфрамовом аноде 183 кв. Мощность долы, измеренная ферросуль- 
фатиым методом, равнялась 2420 рад/мнн. а максимальная поглощенная образцом 
доза была 485-10? рад.

Спектры ЭПР при 77°[< регистрировались нэ серийном радиоспектрометре 3-сап 
тиметропого диапазона типа ЭПР-2 при значениях токов СВЧ детектора 1,0 на п 
8,1 ма.

Результаты и. обсуждение. Применение указанных методов позво­
лило выделить в облученном Л-лёйцинс-.\'13 пять НЦ и получить су­
щественно новые результаты, отличающиеся от полученных ранее л 
литературе [9 ֊11].

На рис. I представлены спектры ЭПР облеченного образца Л-лсй- 
пииа-.Х1՝՛ с изотопным обогащением 9.89%. Все спектры записаны при 
77' К. Спектры и. б и в зарегистрированы непосредственно после облу-
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чення различными дозами, а .՛ и с?—через сутки и 8 суток хранения при 
7ГК соответствен но. Отношение интенсивности центральной компо­
нента к компонентам, отмеченным пунктирными стрелками, с расщеп 
лением около 40 эрст при дозах 212-10\ 363• IО3 и 485-103 рад равно 
соответственно 1.26. 1.76 и 1.34. Через сутки это отношение становится

Рис I Спектры ЭПР образца .Ч-лейцпна-ХПЗ (9.89%) при 77°К непосред­
ственно после облучения лозами 242-103 рад а 363-103- рад б и 435.103 
рзд в. Спектр г—запись этого же образца пере» сутки после облучения, 

через 8 суток. Хранение при 77°К Сплошная стрелка—положение
Ликин ДФП1 пунктирные стрелки—компоненты радикалов 1?2. сплошные 

стрелки г кружочком—компоненты радикалов

1.2г. з через 8 суток уменьшается до 0,94. Отношение центральной 
компоненты к боковые компонентам, отмеченным сплошными стрелка­
ми с кружочком, при дозе 242- Ю3 рад равно 4,0, при 363-103 рад—6,9 и 
прп 185-К)3 рад—6,1. Через сутки оно становится равным 1,0, а через 8 
суток 2.0. И наконец, отношение интенсивности компонент, отмечен­
ных пунктирными стрелками, к боковым компонентам, отмеченным 
сплошными стрелками с кружочком, для спектра и равно 3,2, для б - 
3.9 и для в—3.3. Через сутки это отношение сохраняется (3,2), но за­
то через <8 суток резко падает до 2.1.

Совокупность приведенных данных дает основание считать, что 
спектры ЭПР на рис. 1 представляют собой суперпозицию, по крайней 
мере, грех различных ПЦ. Один из них—R]—дает вклад в центр спект­
ра .• [’-фактором, близким к дифеиилпикрилгадразилу (ДФПГ), и ши­
ринок 15 эрст. Другой—Ц2—представляет собой дублет (пунктирны, 
стрелки) с величиной расщепления около -10 эрст. Третий ПИ —Яз, 
боковые компоненты которого отмечены сплошными стрелками с кру­
жочком, представляет собой неразрешенный спектр и։- а суперпози­
ции двух предыдущих ПЦ

I! спектров в и г видно, что через сутки интенсивность централь­
ной компоненты уменьшилась. Аналогично се интенсивность упала г 
через 8 суток хранения при 77°К. Такое и՛ ведение ПЦ обычно связы­
вают г присутствием заряженных радикалов, исчезающих еще. и под 
действием света [6]. В работе Паттена и Горди |9] в облученном лей 
вине также был выделен синглет, но идентификации не было проведе­
но. Каюшин н др. [5] в облученном лейцине синглетный спектр шири­
ной 16 эрст приписали а йнон-ради калам типа
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В нашем случае ширина линии синглетного спектра составляет 1,3 

орет, что находится в согласии с работой [5].
Перейдем к интерпретации дублетного спектра, имеющего вели 

ну расщепления 40 эрст. Согласно соотношению Мак-Коннела, вел 
1 нна расщепления для СН фрагментов изменяется от 20 до 30 эрст 
Очевидно, что при данной величине расщепления неспаренный элект 
не может быть локализован на атоме углерода. В работе Хилла с corp 
[12] в у-облученном нолнкрпсталлнческом льду при 77°К наб люда л нс 
Oil радикалы в виде дублета с величиной расщепления 40 эрсте! 
Они погибали при прогреве до комнатной температуры, что наблюда­
ется я в нашем случае. 1 Невидимому, наблюдаемый дублетный спект] 
юл жен принадлежать OII радикалам R?. образующимся при их отр 

ве от атома углерода карбоксильной группы.
Па ваш взгляд, Паттен и Горди [9J ошибочно приписали структур 

РУ дублетного спектра аннон-радикалам RJ։ который должен давать՛ 
синглетный спектр, а нс дублетный.

Так как в центральную часть спектра в основном лают вклад Ri и 
R2, то обнаружение дополнительных компонент R3 в центре спектра 
затруднительно. Вследствие этого идентификация R„ представляет со­
бой сложную задачу. Отметим, однако, что компоненты радикалов 
Ra. отмеченные сплошными стрелками с кружочком, ошибочно припи­
сывались НИ, имеющим в центре синглетный спектр |9|. что не елй 
дует из рис. 1.

На рис. 2 представлены спектры ЭПР (при 77°1\) трех образно։ 
облученного Л-лейциня-N55 с различным обогащением N'A Спектры 
и. в и д зарегистрированы при токе СВЧ детектора 1.0 ма, а б. г и е— 
при 0.1 ма. Сравнивая и и б. где изотопное обогащение \*։а минималь­
но (9.89%), можно заметить, что форма спектров изменяется. Это да­
ст вам дополнительное подтверждение того, что в исходном образце 
наблюдается несколько типов ПЦ с различными временами спин-реше- 
точной релаксации [8| Аналогичные изменения формы от мощности 
клистроиного генератора можно видеть и на спектрах в и г, а также I 
и <՛.. Если сравнить формы спектров образцов Л-лсйцина-.N15 при оди­
наковых значениях токов СВЧ детектора, но при различном обогаще? 
иии изотопом X’15 (спектры а а, й и б, г, е\, то можно заметить, что 
практически существенных изменений ист. Это дает нам основание 
считать, что в исходных облученных препаратах Л-лейцива-N1՜՝ неспа­
ренный электрон в наблюдаемых трех ИЦ не должен быть локализо 
ван на аминогруппе.
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Па рис. 3 при 77°К даны спектры ЭПР тех же образцов облучен- 
кого . 1 леяцина-1х15, но после прогрева до комнатной температуры. 
При сравнении спектров а и б легко видеть изменения их формы. Лна- 
■|<н ичные изменения при различных токах СВЧ детектора наблюдаются 
։. зля спектров в с г и д с е. Диализ методом графического вычитания 
оказал, что суммарные спектры б. г. и е (рис. 3) представляют собой

Рис. 2- Рис. 3.
Рис. 2. Спектры ЭПР трех различных облученных дозой 485-103 рад об- 
разной Л-лейцнна \15, отличающихся изотопным замощением ла N15»: 
первый—обогащение \*15 равно 9.89 («, б); втчрон—-50.5 (о. г); третий— 
95,1% (д. е>. Спектры а, в', д записаны при токе СВЧ детектора 1.0 ма. 
а б, о. е—при 0.1 мл. Облучение н запись при ТТ^К Стрелки показывают 

положение липни ДФПГ
Рис. 3. Спектры ЭПР тех :ке трех образцов, что и на рис. 2. но после про­
грева до комнатной темпера гуры. Спектры а, в, д •зарегистрированы при 
тохс СВЧ детектор;։ 1,0 ма. а б, г, е—при 0,1 ма Запись при 77°К-

Стрелки показывают положенно линии ДФПГ.

терпозицию двух различных типов радикалов. Для выявления ипди- 
дуальной формы их спектров рассмотрим следующие данные.

На рис. 4 записаны спектры ЭПР описываемых трех образцов /I- 
леицннз-N15 после, прогрева до 368°К Форма спектров ЭПР д.։я всех 
трех образцов практически не зависит от мощности клистронного гене­
ратора (спектры а и 6. г и д. ж и з). что позволяет однозначно утвер­
ждать о присутствии только одного типа радикалов, спектр которых 
состоит из 8 компонент СТС с расщеплением 25 эрстед Этот спектр 
ранее был приписан радикалам R.,. в которых имеется 7 эквивалент­
ных протонов [9. 10]:
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Ирв комнатной императу ре в результате растормаживания вра­
щении соседней группы СНг выявляется дополнительное дублетное 
сверхтонкое взаимодействие с восьмым протоном этой группы, расщеп­
ляющим каждую из наблюдаемых восьми компонент на 8 эрст (рис. 
I в, с. и) Такие изменения формы спектров от температуры обрати­
мы. Кроме того, при изотопном замещении атомами \Р5 форма спек­
тров ЭПР практически не меняется. Это служит дополнительным пол 
тоержленнем правильности интерпретации структуры радикалов Р։. 
предложенной ранее в работе [9].

На рис. 5 представлен спектр ЭПР радикалов, полученный мето- 
ю.м графического вычитания спектра рис 4 э из спектра рис 3 е. Обо

Рис. 4. Рис. 5.
Рис. 1 Спектры ЭПР тех же образцов, что и и.» рис 2. по после про1ре 
пл то 368°К Спектры г. ֊-. х .а регистрированы при токе СВЧ детекто­
ра 1,0 мз, з б. <?. з—при 0,1 мл. Спектры о, б, с. д. ж. з записаны при 
77°К. а <։. е. и—при комнатной температуре. Стрелки показы в» юг по­

ложение линии ДФПГ.
Рис. 5. Спектр ЭПР радикалов R». полученный методом графического пы 
мигания спектра рис. 4 > ։։•• спектра рис 3 «• Стрелка показынлет положе 

нис липин ДФПГ.



значим их через Кз. Нетрудно заметить, что имеем коннтетный спектр 
с интенсивной центральной компонентой вблизи £-фактора ДФ111 и 
величиной растепления около 25 эрст. Как видим, при сравнении спек- 
ВрОЕ на рис. 3 б. г, е и рис. 4 б, д, з радикалы R֊ । нбнут после прогрева 
до 368еК. так как менее термостабильны, чем R֊, сохранившиеся в ана­
логичных условиях.

Они легко насыщаются даже при токе СВЧ детектора 1.0 ма (рис. 
3, <), е). Действительно, спектр рис. 3 <) практически почти не содержит 
компонент радикалов 1<3 и в основном обусловлен радикалами !<>, 
имеющими наиболее короткие времена спии-решеточной релаксации.

Величина расщепления и квиптетное число компонент с почти би­
номиальным распределением интенсивности свидетельствуют о том. что 
жт па рении и электрон в этом радикале должен быть локализован на 
четырех эквивалентных протонах. Пр-видимому, этот радикал должен 
иметь структуру, в которой неспаренный электрон локализован не в 
непосредственной близости от атома азота и в то же время не на доста­
точном удалении от него, так как в суммарном спектре рис. 3 б, г, е 
наблюдаются некоторые изменения при изотопном замещении на \15, 
хотя и нс очень существенные. Одним из возможных вариантов, удов­
летворяющих этим требованиям, может быть структура типа

где Н:. Н2. Н3 и Н.։ должны быть эквивалентными.
В работе Паттена и Горди [11] радикалы, образующиеся в облучен 

ном лейцине, идентифицированы в виде

н

Совокупность экспериментов, проведенных памп с использованием 
метода изотопного замещения, позволяет считать недостаточно обос­
нованной эту интерпретацию, так как в противном случае при обога­
щении атомами №5 наблюдались бы значительные изменения формы 
спектров ЭПР. чего нельзя сказать из наших экспериментов.
Ереванский физический институт Поступило 28.11 1978 г.
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ՃԱՌ11.Դ1ԼՅՒՎ11.Ն 1-|.հՅՑԻՆ-N'M’ ՊԱՐԱՄԱԳՆԻԱԱՅԻՆ ԿԵՆՏՐՈՆՆԵՐԸ

1հ и. Ա11ԱՏՈ1-։՝5ԱՆ

ճառագայթված /.-[ձյցին-Հհ^-ի Լ՝Պ //• սպեկտրների ձևի անալիզի փ- 
ման ւԼքէսյ նրա №$ ատոմների տարրեր կոնցենտրացիաներով իւլոէորոպայթ 
տեղակալման ժամանակ անջատվել են հինդ տիպի պարամա ղնիէոալի» 
կենտրոններ։ \1 ֊ի կոնցենտրացիայի ավելացման ժամանակ /;'?//• սպևկտըր՝ 
ների ձևի ղդո>ւի փոփոխություն չի ոտացվել, որը վկայում /; չզուգավորված 
էլեկտրոնի տեղակայման փոըր հավանականության մասին Լ-[եյցին №’-ք 
աղոտի ատոմի մոտ։

PARAMAGNETIC CENTRES IX IRRADIATED L-LEI’CIN-N*'

R. A, .ASATI RIAN

Based on the analysis oi the form of EPR spectra for Irradiated 
L-leucin-N15, five types of paramagnetic centres have been extracted aj 
its isotopic substitution by N” atoms in different concentrations. Since nfl 
essential changes in the form of EPR spectra with the increase of N* 
concentration have been observed, the localization of non-matched 
electron near the nitrogen atom of L-lencin-N15 renders low-probable.
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