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Методами УФ-спектроскопии и поляриметрии изучены кинетика и механизм конденсации пири-
доксаля гидрохлорида с L-α-аспарагином, L-α- и D-α-аспарагиновыми кислотами. Установлено,
что L-α-аспарагин, имея α-NH2 и γ-NH2-группы взаимодействует с пиридоксалем по γ-NH2-группе
с образованием устойчивых к химическим превращениям оснований Шиффа, которые в результате
перестройки образуют циклическую структуру аминокислотного фрагмента. L-α- и D-α-аспараги-
новые кислоты при взаимодействии с пиридоксалем по α-NH2-группам образуют основания
Шиффа, которые после отщепления α – водорода или СО2 образуют хиноидные структуры, после-
дующий гидролиз которых приводит к образованию пиридоксамина, α-кетокислоты и альдегидо-
кислоты соответственно. Предложены схемы механизмов конденсации L-α-аспарагина, L-α-,
D-α-аспарагиновых кислот с пиридоксаль гидрохлоридом.
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Стереохимия аминокислот играет ключевую
роль в структуре белков, пептидов, ферментов че-
ловека и животных. Компонентами этих биоло-
гических объектов являются L-аминокислоты. С
этим связана стереоспецифика действия фермен-
тов с теми субстратами, которые имеют опреде-
ленную конфигурацию. Аминокислоты D-ряда
встречаются во многих пептидах, процедуруемых
микроорганизмами, входя в состав биополиме-
ров их клеточных тканей. Включение в структуры
белков и ферментов D-α-аминокислот у человека
приводит к фатальному исходу. Аспарагиновая
кислота играет центральную роль в удалении азо-
та из органических соединений. Реакция переа-
минирования служит начальным этапом катабо-
лизма избыточных аминокислот. В организме ас-
парагиновая кислота является одним из
компонентов образования и удаления азота в
форме мочевины [1, 2]. В белках боковые звенья
аспарагиновой аминокислоты и аспарагина, по-
видимому, выполняют роль не только для того,
чтобы придавать им гидрофильные или гидро-
фобные свойства и формировать структуру бел-
ков, но и в зависимости от их физико-химических
свойств принимать участие во многих биохими-
ческих процессах.

В литературе имеется ряд работ по изучению
кинетики и механизма взаимодействия пиридок-
саль-5'-фосфата с аргинином, лизином, алани-
ном, аспарагиновой и глутаминовой кислотами в
различных условиях эксперимента.

Предложены схемы их взаимодействия, рас-
считаны константы скорости реакций, приведе-
ны термодинамические характеристики этих ре-
акций, показано, что реакции контролируются
энтропийным фактором [3–5].

В настоящее время ученые смогли полностью
остановить рост самых агрессивных форм рака
груди, обнаружив, что его клетки не могут прони-
кать в другие части тела без аспарагина, одной из
двадцати самых распространенных аминокислот.
Когда биологи заблокировали работу гена Asns,
отвечающего за сборку молекул аспарагина, рас-
пространение метастаз по телу мышей полностью
прекратилось, что говорит о высокой перспек-
тивности такой методики борьбы с раком. Пред-
ставляло большой интерес изучение кинетики и
механизма взаимодействия пиридоксаль гидро-
хлорида с L-α- и D-α-аспарагиновыми кислота-
ми, имеющими по одной α-NH2-группе и L-аспа-
рагина, имеющего две α-NH2- и γ-NH2-группы.

УДК 577.16.+541.128
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовались пиридоксаль гидро-
хлорид марки “х.ч.” (Ferak Berlin), аминокислоты
и их амиды (Reanal, Англия). Буферные растворы
готовили по общепринятой методике. Кинетику
реакции измеряли на спектрофотометре СФ-26 и
сахариметре DigiPol DS Automatic Sacharimeter.
Термостатирование реакционных смесей прово-
дили при помощи термостата UH-8 c точностью
до ±0.1°С. Навески пиридоксаля гидрохлорида,
аминокислот и их амидов в эквимолярных коли-
чествах растворяли в водно-спиртовых буферных
растворах и выдерживали 30 мин при заданной
температуре. За начало реакции принимали мо-
мент смешивания термостатированных раство-
ров пиридоксаля, аминокислот и их амидов. Ки-
нетические измерения проводили в термостати-
рованных кюветах толщиной 1.008 мм и
поляриметрических трубках длинной 1.9 дм. По-
скольку УФ-спектры растворов пиридоксаля из-
меняются в зависимости от рН среды и раствори-
теля, в кюветах сравнения помещали эквимоляр-
ные растворы пиридоксаля в том же
растворителе, с таким же значением рН среды. рН
растворов измеряли на универсальном ионометре
ЭВ-74 с точностью до ±0.1 единицы рН. Констан-
ты скорости конденсации пиридоксаля с L-α-,
D-α-аспарагиновыми кислотами и L-α-аспара-
гином рассчитывали по компьютерным програм-
мам для обратимых и необратимых реакций [6].
Исходные и конечные продукты идентифициро-
вались методами элементного анализа, УФ- и
ИК-спектроскопией, ТСХ и ЖХ. ИК-спектры
снимались на ИК-спектрофотометре Nicolet Im-
pact 420. Анализ продуктов взаимодействия про-
водился на жидкостном хроматографе PLC-20
фирмы Cole Parmer с сорбентом С-185 микрон,
элюент H2O : CH3CN = 80 : 20%. Структура и ве-
личины зарядов на атомах с условием оптимиза-
ции геометрических и термодинамических фак-
торов определялись по программе Hyper Chem
(методом MNDO). Синтез и идентификацию
продуктов конденсации пиридоксаля с L-α- и D-
α-аспарагиновыми кислотами проводили по ме-
тодикам, приведенным в работах [7–13].

Методика синтеза продукта взаимодействия
пиридоксаль гидрохлорида с L-аспарагином по
γ-NH2-группе:

Синтез 2-(3-гидрокси-5-гидроксиметил-2-метил-
4-ил)-пиримидин-4-оксо-5-карбоната натрия

0.132 г пиридоксаля гидрохлорида растворяли
в 5 мл 96% этилового спирта и 0.085 г L-α-аспара-
гина растворяли в (11 мл спирта +3 мл 90%-аце-
татного водно-этанольного буферного раствора)
при нагревании до полного их растворения. По-
сле охлаждения оба бесцветных раствора смеши-

вали при этом смесь окрашивалась в интенсив-
ный желтый цвет с появлением новых максиму-
мов поглощения в УФ-спектрах в области 350 и
430 нм. Смесь выливали в чашку Петри и выпари-
вали при комнатной температуре до выпадения
осадка. Ход реакции контролировали УФ спек-
трофотометрически (максимальные значения оп-
тической плотности в области 350, 430 нм), ТСХ и
ЖХ (исчезновение пятен и пиков исходных про-
дуктов и появление пятен и пиков конечных про-
дуктов). Выход 0.157 г (∼79%), Тпл > 340° (с обуг-
ливанием).

ИК-спектр (KBr), ν, см–1: 3150–3350 см–1(NH);
1625 см–1 (C=N – отсутствует) и 1570 см–1 и
1620 см–1 (полосы “амид-1” и “амид-2”), УФ-
спектр, λmax 350 нм. Поляриметрия,  = –0.21°
(70%-й этиловый спирт)

Вычислено, %: С 47.2; H 5.25 N 13.77
Найдено, %: С 47.4; Н 5.2 N 12.9: C12H16N3O5 ⋅ Na

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Изучение кинетики и механизма взаимодей-

ствия различных по структуре аминокислот (L-α-
аланин, β-аланин, глицин, аргинин, триптофан и
др.) с пиридоксалем методами УФ-спектроскопии
показало, что при смешивании без цветных раство-
ров исходных компонентов появляется интенсив-
ное желтое окрашивание с λmax 350 и 430 нм (за счет
образования С=N связей) с высокими выходами
образуются основания Шиффа, за исключением
продуктов конденсации его с амидами аминокис-
лот – глутаминовой и аспарагиновой (рис. 1).

Сделано предположение, что продукты кон-
денсации пиридоксаля с глутаминовой и аспара-
гиновой аминокислотами (основания Шиффа)
быстрее подвергаются химическим превращени-
ям с образованием конечных продуктов, по-ви-
димому, за счет концевых акцепторных СООН-
групп, которые благоприятствуют отщеплению
атома α-водорода в L-α- или СО2 в D-α-аспара-
гиновых аминокислотах.

Особый интерес представляло изучение кине-
тики и механизма взаимодействия пиридоксаля с
L-α-аспарагином, имеющего два атома азота.

Изучение структуры и величин зарядов на ато-
мах азота α-NH2 (–0.280) и γ-NH2 (–0.338) груп-
пах в молекуле L-α-аспарагина по программе Hy-
per Chem методом MNDO показало, что вероят-
ность взаимодействия их с пиридоксалем по γ-
NH2-группе и пространственным факторам более
предпочтительно по сравнению с α-NH2-группой
для образования устойчивых к химическим пре-
вращениям оснований Шиффа.

Результаты, приведенных на рис. 1 и 2, показа-
ли существенные различия в скоростях и меха-

α 20
D[ ]
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низме образования аминоспиртов и оснований
Шиффа при взаимодействии пиридоксаля с L-α-
аспарагином по сравнению с взаимодействием
его с L-α-аспарагиновой кислотой. При взаимо-
действии пиридоксаля с L-α-аспарагином на ста-
дии образования аминоспиртов и последующей
стадии их дегидратации с большим их выходом об-
разуются устойчивые к химическим превращениям
основания Шиффа. При этом оптическая актив-
ность аминокислотного фрагмента сохраняется.

При продолжительном выдерживании раство-
ров смеси пиридоксаль гидрохлорида с L-α-аспа-
рагином, интенсивность УФ-спектров поглоще-
ний в области 430 нм очень медленно со временем
уменьшается практически до нуля по сравнению
с интенсивностью поглощения образующихся в
начальный период времени основаниями Шиф-
фа (рис. 2). Выделение и идентификация конеч-
ных продуктов методами элементного анализа,
поляриметрией, ИК-спектроскопией и ЖХ поз-
волили предположить возможность образования

циклических форм аминокислотного фрагмента
при нуклеофильной атаке свободной электрон-
ной пары атома азота α-NH2 группы на С=N-
связь основания Шиффа. Очень малая скорость
стадии циклизации основания Шиффа, по-види-
мому, объясняется большими стерическими фак-
торами аминокислотного фрагмента.

Изучение структуры исходных, промежуточ-
ных и конечных продуктов конденсации L-α-ас-
парагина по γ-NH2-группе с пиридоксалем по
программе Hyper Chem. методом MNDO показа-
ло, что ОН-группа в аминоспиртах и азометино-
вый фрагмент в основаниях Шиффа и его цикли-
ческий фрагмент расположен перпендикулярно
плоскости пиридинового кольца пиридоксаля и
развернут относительно его ∼90°.
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Рис. 1. Изменение оптической плотности смесей
0.01 М растворов пиридоксаль гидрохлорида с L-α-
аспарагином (1), D-α- (2) и L-α- (3) аспарагиновыми
кислотами во времени на стадиях образования, де-
гидратации аминоспиртов и их химических превра-
щений (70%-ный спиртово-водный буферный рас-
твор, рН 6.45, Т = 20°С).
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Рис. 2. Изменение удельных углов вращения смесей
0.04 М растворов пиридоксаль гидрохлорида с L-α-
аспарагином (1), D-α-аспарагиновой кислотой (2),
L-α-аспарагиновой кислотой (3) на стадиях образо-
вания, дегидратации аминоспиртов и их химических
превращений; удельные углы вращения исходных
аминокислот: L-α-аспарагина (1'), D-α-аспарагино-
вой кислоты (2'), L-α-аспарагиновой кислоты (3'),
(70%-ный спиртово-водный буферный раствор,
рН 6.45, Т = 20°С).
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Можно предположить, что такие структуры
имеющие пиримидиновый цикл и напоминаю-
щие модифицированную структуру урацила, вхо-
дящего в состав РНК, может стать одной из при-
чин препятствия распространения метастаз в дру-
гие органы при раке.

Взаимодействие пиридоксаль гидрохлорида с
L-α- и D-α-аспарагиновыми кислотами и расче-
ты констант скоростей показали, что при конден-
сации пиридоксаля с L-α-аспарагиновой кисло-
той на стадии дегидратации аминоспиртов (k =
0.089 × 10–2 мин–1) согласно конвенции Данатана
[1] в основаниях Шиффа α-водород аминокис-
лотного фрагмента находится в положении бла-
гоприятствующему его отщеплению и переходу
основания Шиффа в хиноидную структуру, по-
следующий гидролиз которой приводит к образо-
ванию пиридоксамина и кето-бутан-дионовой
кислоты. При взаимодействии пиридоксаля с D-
α-аспарагиновой кислотой (k = 0.781 × 10–2 мин–1)
образуется основание Шиффа, в котором амино-
кислотный фрагмент развернут относительно
плоскости пиридинового кольца на 180°, в ре-
зультате чего образуется основание Шиффа с
предпочтительным отщеплением СО2, образова-
нием хиноидной структуры, гидролиз которой
приводит к получению пиридоксамина и пропа-
нальоновой кислоты-1,3. Доказательством пред-
ложенного постулата служат данные кинетики
конденсации пиридоксаля с L-α- и D-α-аспара-
гиновыми кислотами поляриметрическим мето-
дом (рис. 2).

Результаты проведенных измерений методом
поляриметрии показывают, что на первой стадии
конденсации происходит быстрое уменьшение
абсолютных значений удельных углов вращения
смеси растворов пиридоксаль+L-α-аспарагино-
вая кислота (3) и увеличение их для смеси пири-
доксаль+D-α-аспарагиновая кислота (2), а затем
абсолютные значения удельных углов этих сме-
сей постепенно со временем уменьшаются. На
стадии образования аминоспиртов в обеих случа-
ях возникают новые хиральные центры с различ-
ными по величине знаками удельных углов вра-
щения. Если исходить из устаревших представле-
ний, что нуклеофильные реагенты атакуют
плоскость карбонильной группы с равной веро-
ятностью с обеих сторон ее плоскости, то измене-
ние величин и знаков удельных углов вращения

не должно быть, поскольку в этом случае образу-
ются рацематы. Объяснить эти противоречия
можно только предположив, что нуклеофильная
атака на карбонильную группу происходит вдоль
ее плоскости с образованием промежуточного
продукта – аминоспирта с быстрым изменением
оптической плотности смеси растворов (рис. 1)
или их удельных углов вращения (рис. 2) во вре-
мени. Далее происходит медленная стадия –
поворотная изомерия образующихся аминоспир-
товых фрагментов путем оптимизации их энерге-
тических и геометрических параметров, способ-
ствующих отщеплению α-водорода или СО2
группы с образованием хиноидных структур, гид-
ролиз которых приводит к получению конечных
продуктов. Подтверждением этого предположе-
ния служат данные по структурам аминоспиртов
и оснований Шиффа выполненные по программе
Hyper Chem (методом MNDO) с учетом оптими-
зации их геометрических и энергетических пара-
метров. Результаты этих исследований показали,
что продукты конденсации пиридоксаля (амино-
спирты и основания Шиффа) с L-α- и D-α-аспа-
рагиновыми кислотами различаются друг от дру-
га различным расположением аминокислотных
фрагментов относительно плоскости пиридино-
вого кольца пиридоксаля. Пиридиновый фраг-
мент оснований Шиффа и промежуточных про-
дуктов – аминоспиртов имеют плоскую структу-
ру. ОН-группа в пиридиновом фрагменте
приблизительно находится в одной плоскости с
плоскостью пиридинового кольца. СН2ОН-груп-
па ввиду ее нелинейности выступает за пределы
пиридинового кольца т.е. она может быть “мет-
кой” при рассмотрении стереохимии карбониль-
ной группы пиридоксаля, ОН-группы амино-
спиртов и азометиновых фрагментов в основани-
ях Шиффа. Результаты исследований структур,
выполненных по программе Hyper Chem (MN-
DO) с учетом оптимизации геометрических и
энергетических параметров показали, что в пири-
доксале, аминоспиртах и основаниях Шиффа –
продуктов конденсации пиридоксаля с L-α- и D-
α-аспарагиновыми кислотами по α-NH2-группе,
карбонильная группа и азометиновые фрагменты
развернуты на ∼90° и находятся по одну сторону
относительно “метки”, а в аминоспиртах ОН-
группа и аминокислотный фрагмент по разные
стороны от “метки”.
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Продукты взаимодействия L-α- и D-α-аспа-
рагиновых кислот с пиридоксалем в результате
отщепления α-водорода в L-аспарагиновом
фрагменте или СО2 в D-аспарагиновом фрагмен-
те полностью теряют оптическую активность.
Скорости каждой из стадий зависят от структуры
начальных, промежуточных и конечных продук-
тов, рН среды, растворителя, температуры, сте-
рических и термодинамических факторов. Ана-
лиз литературных и наших экспериментальных
данных показал, что с увеличением основности
NH2-групп скорости на стадии присоединения и
образования аминоспиртов возрастают, а скоро-
сти дегидратации аминоспиртов уменьшаются. В
целом скорость образования оснований Шиффа
зависит от соотношения констант скоростей этих
двух стадий.

На основании проведенных кинетических и
экспериментальных данных можно сделать вы-
вод, что пиридоксаль гидрохлорид взаимодей-
ствует с L-α-аспарагином по γ-NH2-группе с об-
разованием продукта конденсации циклической
структурой аминокислотного фрагмента, а L-α-
D-α-аспарагиновые кислоты взаимодействуют с
ним по α-NH2-группам с образованием в каче-
стве конечных продуктов – пиридоксамина, ке-
токислот и альдегидокислот соответственно.
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