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В рамках теории функционала плотности на уровнях B3LYP/6-31+G**, M062X/6-31+G** и
BVP86/TZVP выполнены квантово-химические расчеты наиболее устойчивых конформеров для
трех (енольной, кето- и цвиттер-ионной) таутомерных форм Шиффова основания метиламин-пи-
ридоксаль-5-фосфата и их моно- и дигидратов, для которых получены оптимизированные структу-
ры, гармонические силовые поля и частоты колебаний. В рамках модели поляризованного конти-
ниума исследовано влияние макрогидратирования на конформационный состав таутомеров. Рас-
считаны величины вертикальных энергий ионизации устойчивых моно- и дигидратов наиболее
стабильных таутомеров метиламин-пиридоксаль-5'-фосфата, а также их моно- и дигидратов. Об-
суждено влияние макро- и микрогидратирования на строение, спектры и величины вертикальных
энергий ионизации моно- и дигидратов таутомеров метиламин-пиридоксаль-5-фосфата.
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Пиридоксаль – биологически активное соеди-
нение, один из представителей витамина В6, ко-
торый включен в большое число разнообразных
ферментативных систем, связанных с азотным и
аминокислотным обменом, и играет ключевую
роль в процессах метаболизма аминокислот. Важ-
ным свойством этого соединения являются его
способность модифицировать протеины и менять
их функциональные состояния и свойства.

Пиридоксаль-5'-фосфат является кофермент-
ной формой пиридоксаля и является коэнзимом,
катализирующим различные реакции, происхо-
дящие при метаболизме аминокислот [1–12]. На-
личие альдегидной группы в молекуле способ-
ствует образованию шиффовых оснований с суб-
стратами, в то время как фенольная группа
стабилизирует эти шиффовы основания за счет
внутримолекулярной водородной связи и также
может участвовать в стабилизирующих межмоле-
кулярных водородных связях.

Наличие пиридинового азота и гидроксильной
группы способствует образованию двух таутомер-
ных форм пиридоксаля – нейтральной гидрокси-
и цвиттер-ионной структур. Гидроксиметильная

группа пиридоксаля играет важную физиологи-
ческую роль, являясь местом присоединения
фосфатной группы. Равновесие между двумя тау-
томерами пиридоксаля исследовано спектраль-
ными методами в ряде работ [13–19], колебатель-
ные спектры соединения в жидком и твердом со-
стояниях и в растворах в CCl4 изучены в [20–23],
а спектры ЯМР в [11, 12]. На основе данных низ-
котемпературных исследований колебательных
спектров пиридоксаль-5'-фосфата в аргоновой
матрице [24], интерпретация которых была вы-
полнена с помощью квантово-химических расче-
тов на уровне B3LYP/6–311++G(2p,2d), был сде-
лан вывод о возможности существования пяти
устойчивых конформеров молекулы пиридок-
саль-5'-фосфата, имеющих внутримолекулярные
водородные связи между фенольной и карбо-
нильной группами и 13 конформеров, отличаю-
щихся взаимным расположением альдегидной и
гидроксильной групп. Наиболее стабильными
оказались два конформера, стабилизирующиеся
за счет сильных внутримолекулярных водород-
ных связей.

Среди многих возможных производных пири-
доксаль-5'-фосфата особый интерес представляет
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метиламин пиридоксаль-5'-фосфат, являющийся
конечным продуктом распада аминогрупп в ли-
зине. Ранее [10] нами на различных уровнях тео-
рии были проанализированы возможные кон-
формации трех основных таутомеров метиламин
пиридоксаль-5'-фосфата и сделан вывод о том,
что из 30 возможных структур енольной, кето- и
цвиттер-ионной форм соединения наиболее
устойчивыми являются енольная и кетонная
формы, стабилизирующиеся за счет образования
сильных внутримолекулярных Н-связей. По ре-
зультатам расчета на уровне B3LYP/6-31+G**
енольная форма оказалась более устойчивой с
разницей в полной энергии с кето-формой
∼3.2 ккал/моль [10]. В [10] была предложена де-
тальная интерпретация экспериментальных
спектров ИК-поглощения и КР енольного тауто-
мера метиламин пиридоксаль-5'-фосфата с уче-
том возможной таутомерии на основе квантово-
химических расчетов изолированных молекул,
выполненных на уровне B3LYP/6-31+G**.

Целью настоящей работы является исследова-
ние влияния микрогидратации (взаимодействия
с ограниченным количеством молекул воды) и
макрогидратации (взаимодействия с водой как
континуумом молекул) на строение и спектры
устойчивых таутомеров метиламин-пиридок-
саль-5-фосфата, поскольку физико-химические
свойства производных пиридоксаля в водной
среде представляют особый интерес. Внимание к
гидратации объясняется очевидным влиянием
водного окружения на биологические функции
метиламин пиридоксаль-5-фосфата. Для метил-
амина пиридоксаль-5-фосфата отсутствуют экс-
периментальные и теоретические исследования
влияния подобных эффектов на физико-химиче-
ские свойства соединения. С помощью квантово-
химических расчетов на трех уровнях теории
(B3LYP/6-31+G**, M062X/6-31+G**, BVP86/TZVP)
и в рамках континуальной модели сольватации
[25, 26]) выполнено углубленное исследование
влияния микро- и макрогидратации на строение
и геометрические параметры моно- и дигидратов
метиламин пиридоксаль-5'-фосфата. Использо-
ванная модель сольватации, в которой раствори-
тель рассматривается как среда с бесконечной ди-
электрической проницаемостью (ε → ∞), т.е. как
идеальный проводник, обеспечивает достаточно
высокую точность оценок эффектов сольватации
для растворителей, имеющих большие значения
диэлектрической проницаемости среды, в том
числе для воды. При использовании других кон-
тинуальных моделей, в которых растворитель
рассматривается как изотропная непрерывная
среда, к сожалению, не в полной мере учитыва-
ются специфические взаимодействия, возникаю-
щие между молекулами растворителя и раство-
ренного вещества. Для оценок такого рода эф-
фектов можно использовать прямые квантово-

химические расчеты молекулярных кластеров ти-
па растворитель–субстрат. При учете большого
числа молекул растворителя можно надеяться на
получение более детальной информации о взаи-
модействии субстрата с молекулами воды, однако
увеличение числа молекул растворителя ведет к
существенному росту времени расчета, поэтому
на практике начинают анализ влияния с неболь-
шого числа молекул растворителя.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ.
МЕТОДЫ РАСЧЕТА

Квантово-химические расчеты выполнены с
помощью комплекса программ Gaussian 09 (Revi-
sion D.01) [27] с использованием теории функци-
онала плотности в виде функционалов B3LYP и
M062X с рядом базисных наборов (6-31G*, 6-
31+G* and 6-31+G**) и функционала BVP86 с ба-
зиcным набором TZVP [28–36]. Уровень расчета
BVP86/TZVP продемонстрировал хорошие ре-
зультаты для расчетов водных биологических мо-
лекул [37].

На всех использованных уровнях теории были
рассчитаны оптимизированные структуры и гар-
монические силовые поля различных конфигура-
ций комплексов енол-метиламин пиридоксаль-5-
фосфата с молекулами воды в различных конфигу-
рациях, а также для сравнения соответствующие
комплексы кето- и цвиттер-ионной форм. Опти-
мизация геометрических структур проводилась без
каких-либо ограничений. Все величины разностей
энергий, приведенные далее в работе, рассчитаны
с учетом поправки на нулевой колебательный уро-
вень. Для визуализации оптимизированных струк-
тур и колебательных спектров использована про-
грамма Chemcraft [38]. Учет влияния водного
окружения на геометрические параметры, диполь-
ные моменты и энергии таутомеров проводили ме-
тодом самосогласованного реакционного поля в
модели поляризованного континуума (CPCM)
[25, 26]. Для интерпретации теоретических колеба-
тельных спектров рассчитанных таутомеров ме-
тиламин-пиридоксаль-5-фосфата и их моно- и ди-
гидратов использовались результаты анализа нор-
мальных координат, выполненные с помощью
программы СПЕКТР [39, 40].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В табл. 1 приведены величины энергий связы-

вания (стабилизации) микрогидратированных
молекул енольного и кетонного таутомеров ме-
тиламин пиридоксаль-5-фосфата. Наиболее
устойчивые конформации двух таутомеров и их
моно- и дигидратов, оптимизированные на уров-
не BVP86/TZVP, приведены на рис. 1 и 2. Для рас-
смотренных структур также оценены величины
вертикальных энергий ионизации, результаты
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расчетов на уровне BVP86/TZVP приведены в
табл. 2. Результаты расчетов на уровнях M062X/6-
31+G** и BVP86/TZVP подтверждают выводы об
относительной устойчивости таутомеров, сделан-
ные ранее [10] на основании расчетов на уровне
B3LYP/6-31+G**, однако, на уровне BVP86/TZ-
VP более устойчивой (∼ на 2 ккал/моль) оказыва-
ется кето-форма.

Анализ структурных параметров для межмоле-
кулярных водородных связей NH···O и OН···O в
оптимизированных на уровне BVP86/TZVP
структурах исследованных комплексов (рис. 1, 2)
показывает, что оба варианта присоединения
первой молекулы воды к молекуле енольной фор-
мы метиламин пиридоксаль-5-фосфата приводят
к образованию межмолекулярных водородных
связей, характеризующихся длинами связей
ОН···О и ОН···N, равными ∼1.91 и 1.86 Å соответ-
ственно. При этом в случае образования гидрата
енольной формы через связь ОН···О происходит
заметное укорочение (примерно на 0.10 Å) внут-
римолекулярной водородной связи OH···N(CH3)
до 1.50 Å. Присоединение первой молекулы воды
к енольной форме по пиридиновому циклу при-
водит к образованию дополнительной достаточно
сильной водородной связи О···НО с фосфатной
группой (с длиной связи 1.66 Å), это наиболее
прочный из рассмотренных ассоциатов с одной
молекулой воды, энергия стабилизации которого
равна ∼12–14 ккал/моль по результатам расчетов
на использованных уровнях. Для сравнения,
энергия стабилизации моногидрата енола с при-
соединением молекулы воды к гидроксигруппе
составляет около 3.5 ккал/моль.

В молекуле дигидрата енольного таутомера
происходит дальнейшее усиление внутримолеку-
лярной Н-связи, что отражается в существенном
(до 1.54 Å) уменьшении ее длины. Для енольной
формы также были рассмотрены микрогидрати-
рованные структуры с участием трех и четырех
молекул воды, результаты расчетов которых де-
монстрируют, что при введении в окружение дан-
ного таутомера дополнительных молекул воды
происходит дальнейшее усиление внутримолеку-
лярной водородной связи и ее длина уменьшается

до 1.49 и 1.47 Å соответственно. Присоединение
третьей молекулы воды к кето-форме также ведет
к укорочению внутримолекулярной Н-связи на
0.1 Å.

Заметим, что результаты расчетов негидрати-
рованных молекул таутомеров в приближении
поляризованного континуума (CPCM) демон-
стрируют, что учет макрогидратации в рамках
данной модели также приводит к подобным, хотя
и не столь существенным изменениям в соответ-
ствующих структурных параметрах. Анализ полу-
ченных величин энергий вертикальной иониза-
ции показывает, что в моно- и дигидратах еноль-
ного и кетонного таутомеров потенциал
ионизации практически не меняется по сравне-

Таблица 1. Энергии связывания (Есв., ккал/моль) моногидратов и дигидратов енольного (1–3) и кетонного (4,5)
таутомеров метиламина-5'- пиридоксальфосфата

№ Соединение M062Х/6-31+G** B3LYP/6-1+G** BVP86/TZVP

1 енол-Н2О (Н2О···N) 13.64 13.64 11.77
2 енол-Н2О (Н2О···О) 3.67 3.63 3.44
3 енол-2Н2О 10.19 10.73 7.66
4 кето-Н2О (Н2О···N) 10.18 10.73 7.66
5 кето-Н2О (Н2О···О) 17.71 13.20 14.57
6 кето-2Н2О 18.21 18.19 11.76

Таблица 2. Рассчитанные на уровне BVP86/TZVP ве-
личины вертикальных потенциалов ионизации (Е, эВ)
и дипольные моменты (μ, Д) для енольного таутомера
метиламин-пиридоксаль-5-фосфата и его моно- и ди-
гидратов

Соединение
μ, (ней-
тральная 
система)

Е
μ, 

(катион)

Енол 2.84 8.12 6.43
Енол-Н2О (Н2О···О) 4.73 8.19 5.70
Еенол-Н2О (Н2О···N) 3.24 8.15 6.58
Енол-2Н2О 1.70 8.24 5.21
Енол (CPCM) 6.39 6.33 9.16
Енол-Н2О (Н2О···О) 
(СРСМ)

6.34 6.45 6.93

Енол-Н2О (Н2О···N) 
(СРСМ)

4.45 6.46 10.90

Енол-2Н2О (СРСМ) 2.45 5.82 7.19
Кетон 5.35 7.58 5.24
Кетон-Н2О 4.19 8.06 6.18
Кетон-2Н2О 3.13 7.87 6.36
Кетон (CPCM) 7.85 5.92 7.42
Кетон-Н2О (CPCM) 6.62 5.98 12.83
Кетон-2Н2О (CPCM) 5.15 6.11 8.70
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нию с аналогичными потенциалами изолирован-
ных структур, в то время как учет водного макро-
окружения в рамках модели СРСМ существенно
снижает величину вертикальной энергии иониза-
ции молекул, как  изолированных, так и микро-
гидратированных. Понижение потенциалов
ионизации под действием макрогидратации со-
ставляет 1.7–3.5 эВ, что находится в хорошем со-
ответствии с диапазоном средних величин (2.0–
3.5 эВ), известным для биологических молекул.

Изменения строения таутомеров, происходя-
щие при микрогидратации, оказывают влияние
на рассчитываемые ИК-спектры, прежде всего, в
высокочастотной области, соответствующей ко-
лебаниям гидроксильных групп, в которой появ-
ляются дополнительные полосы валентных коле-
баний ОН-связей. Существенные изменения, в
частности, перераспределение интенсивностей
ИК-полос также происходят в области “отпечат-
ков пальцев”, в которой с увеличением числа мо-
лекул водного окружения молекулы, происходит

Рис. 1. Равновесные (оптимизированные на уровне теории BVP86/TZVP) геометрические конфигурации енольного
таутомера (а) и его моно- (б, в) и ди- (г) гидратов. Длины связей приведены в ангстремах.
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ХОРОШЕВА и др.

заметное перераспределение интенсивностей по-
лос рассчитываемого спектра ИК-поглощения,
практически воспроизводящее картину экспери-
ментального спектра соединения [10]. Аналогич-
ные, хотя и менее выраженные изменения проис-
ходят в теоретических ИК-спектрах поглощения
рассмотренных соединений, рассчитанных с уче-
том водного окружения в рамках модели СРСМ.

Таким образом, выполненные квантово-хи-
мические расчеты с учетом корреляции электро-
нов в рамках теории функционала плотности
Шиффова основания метиламин пиридоксаль-5-
фосфата в изолированном состоянии и при взаи-

модействии с ограниченным (для моно- и дигид-
ратов) и неограниченным количеством молекул
воды (в рамках континуальной модели) позволя-
ют сделать вывод о том, что взаимодействие дан-
ного соединения и его моно- и дигидратов с моле-
кулами воды существенно изменяет ряд их био-
логически важных физических и химических
свойств по сравнению с изолированным состоя-
нием. Для адекватного описания механизмов
функционирования производных витамина В6 в
биологических системах необходимо учитывать
степень гидратации рассматриваемых объектов.

Рис. 2. Равновесные (оптимизированные на уровне теории BVP86/TZVP) геометрические конфигурации кетонного
таутомера (а) и его моно- (б, в) и (г) дигидратов. Длины связей приведены в ангстремах.
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