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Аннотация  
Методом атомно-силовой микроскопии изучено влияние парообразного метанола на морфо-

логию тонких пленок дипептидов L-аланил-L-валин, L-валил-L-аланин и L-валил-L-валин. Условия насы-
щения и сорбционная емкость дипептидов по отношению к метанолу были определены с помощью 
кварцевых микровесов.  

 

Введение 
Самоорганизующиеся наноматериалы на основе ди- и трипептидов в настоящее время 

вызывают все больший интерес благодаря своей биосовместимости, способности к молеку-
лярному распознаванию, доступности и простоте модификации [1,2].  

В результате самоорганизации дипептидов получают нанотрубки [3], нановолокна [4], 
спиралевидные пористые наноструктуры [5], высокоорганизованные поверхности с разли-
чной гидрофобностью [6-9]. Формирование того или иного типа наноструктур определяется 
составом олигопептида [10], типом растворителя, из которого происходит кристаллизация 
наноматериала [11], или парами которого обрабатывают аморфную пленку дипептида [7]. 
Следует отметить, что вопрос о влиянии типа аминокислотных остатков, а также последо-
вательности их соединения в молекуле дипептида, на способность дипептида формировать 
наноструктуры остается практически не изученным. В настоящей работе это исследование 
было проведено для дипептидов L-аланил-L-валин, L-валил-L-аланин и L-валил-L-валин.  

Для этих дипептидов известно [5], что при кристаллизации из водных растворов они 
образуют спиралевидные наноколоны с диаметром портала 5.36 Å, 5.08 Å и 4.0 Å в случае L-
аланил-L-валина, L-валил-L-аланина и L-валил-L-валина, соответственно. Свободный объем в 
кристаллах, рассчитанный по данным рентгеноструктурного анализа, составляет 46.3% в 
случае L-аланил-L-валина и L-валил-L-аланина и 38.4% в случае L-валил-L-валина. Пористость 
материалов на основе этих дипептидов, определенная методом гелиевой пикнометрии, 
составляет 12.5%, 11.2% и 6.9% для L-аланил-L-валина, L-валил-L-аланина и L-валил-L-валина, 
соответственно. Объем микропор находится в интервале 0.12-0.069 см3/г.  

В результате исследования сорбционных свойств материалов на основе этих дипептидов 
было установлено, что L-аланил-L-валин способен сорбировать ксенон [12], метанол [13, 14], 
этанол [15], изопропанол [14], нитрометан [15], ацетонитрил [15, 14], толуол [15], воду [15], 
диоксид углерода и метан [16]. Для дипептида L-валил-L-аланин известно лишь, что он 
способен связывать ксенон [12], метан и диоксид углерода [16], ацетонитрил [17]. Для 
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дипептида L-валил-L-валин показана способность инкапсулировать молекулы воды при крис-
таллизации из водного раствора [18].  

В настоящей работе с помощью сенсоров типа кварцевых микровесов изучены рецеп-
торные свойства тонких пленок дипептидов L-аланил-L-валин, L-валил-L-аланин и L-валил-L-
валин по отношению к парам метанола. С помощью метода атомно-силовой микрос-копии 
исследовалась морфология тонких пленок дипептидов до и после их взаимодействия с мета-
нолом. 

 

Экспериментальная часть 
1.1. Объекты исследования 

В качестве объектов исследования в настоящей работе были использованы дипептиды L-аланил-
L-валин (Bachem, №G-1420.0001), L-валил-L-аланин (Bachem, №G-3500.0001), и L-валил-L-валин 

(Bachem, №G-3595.0001).  
 

 
 

Дополнительная очистка образцов дипептидов не проводилась. В качестве сорбата был исполь-
зован метанол, очищенный по стандартной методике [19]. Чистота метанола контролировалась 
методом газовой хроматографии. Содержание основного компонента в органическом растворителе 
составляло > 99%.  

 

1.2. Методика определения сенсорных откликов 
Для исследования рецепторных свойств дипептидов в тонких пленках по отношению к парооб-

разному метанолу было использовано сенсорное устройство оригинальной конструкции типа квар-
цевых микровесов на основе пьезоэлектрических резонаторов (QCM-анализ). В качестве рабочих 
сенсоров были использованы кварцевые резонаторы с рабочей частотой 10 МГц (ICM Co. Inc., № 
131215-10).  

Детально конструкция прибора описана в работе [20]. Ячейка с резонаторами термостати-
ровалась при 298 К.  

Три из четырех резонаторов были покрыты слоем рецептора. На центр золотого электрода был 
нанесен раствор (1 мкл) соответствующего дипептида в метаноле с концентрацией 0.8 мг/мл и 
покрытие осушалось потоком теплого воздуха (45-50 °С) до постоянной массы. Четвертый резонатор 
использовался в качестве опорного. Образовавшийся слой дипептида вызывал уменьшение частоты 
резонатора в среднем на 800 Гц. 

В сенсорном эксперименте жидкий сорбат дозировался микрошприцем в сенсорную ячейку в 
двукратном избытке по сравнению с количеством необходимым для создания насыщенного пара в 
объеме ячейки. Относительное давление паров сорбата в условиях динамического равновесия 
составляло P/P0 = 0.80±0.05. Эта величина была определена с помощью газохроматографического 
анализа, как описано в работе [20]. Полное насыщение пленки дипептида метанолом в условиях 
эксперимента контролировалось следующим образом: после того как частота сенсора достигала 
постоянного максимального значения в сенсорную ячейку додозировалось дополнительное коли-
чество метанола, – при этом было показано, что величина сенсорного отклика не изменяется. Ошибка 
определения отклика пьезоэлектрического сенсора не превышала 10%. Шум базовой линии сенсора не 
превышал 2 Гц.  

После эксперимента связавшийся метанол удалялся продувкой теплым воздухом (45 °С) в тече-
ние 2-3 минут. Критерием полноты регенерации сенсорного покрытия служило возвращение частоты 
колебаний кварцевого резонатора к исходному значению.  
 

1.3. Изучение морфологии тонких пленок дипептидов с помощью атомно-силовой микроскопии 
(АСМ) 

Морфология поверхности тонких пленок дипептидов была изучена с помощью сканирующего 
зондового микроскопа «Solver P47» (НТ-МДТ, Россия) в полуконтактном режиме, как описано в 
работе [15]. 

. 
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Пленки дипептидов диаметром 3 мм для АСМ эксперимента были приготовлены на поверхности 
высокоориентированного пиролитического графита (ВОПГ) по той же методике, что и для кварцевых 
резонаторов. Объем наносимого раствора составлял 0.4 мкл, что исключало наслоение пленок и 
позволяло получить более четкое изображение поверхности. 

Средняя квадратичная шероховатость поверхности (Rq) определялась по полученным АСМ 
изображениям по методике, описанной в работе [21]. 

 
Результаты и их обсуждение 

2.1. Рецепторные свойства тонких пленок дипептидов по отношению к метанолу 
Для исследования рецепторных свойств дипептидов L-валил-L-аланин и L-валил-L-валин 

по отношению к парообразному метанолу были использованы оригинальные кварцевые 
микровесы (QCM-сенсор). Полученные сенсорные отклики на введение в измерительную 
ячейку пара метанола (P/P0 = 0.8) при температуре 298 К представлены на рис. 1. Сенсорный 
отклик дипептида L-аланил-L-валин (AV) на парообразный метанол, приведенный на рис. 1, 
построен по данным из работы [13]. 

 
 

Рис. 1. Сенсорные отклики дипептидов L-валил-L-аланин (VA) и L-валил-L-валин (VV) на пары 
метанола с термодинамической активностью P/P0 = 0.8 при 298 К. Сенсорные отклики ∆f приведены  

к массе покрытия, соответствующей изменению частоты кварцевого резонатора ∆f =800 Гц. 
Сенсорный отклик дипептида L-аланил-L-валин (AV) построен по данным из работы [13]. 

 
Было установлено, что время достижения максимального значения сенсорного отклика 

∆fметанол при связывании паров метанола тонкой пленкой L-аланил-L-валина составляет ~12 
мин [13], L-валил-L-аланина – 9 мин, а L-валил-L-валина – 25 мин, соответственно. При этом 
90% метанола от максимального количества связывалось дипептидами L-аланил-L-валин и L-
валил-L-аланин за 4-7 минут, дипептидом L-валил-L-валин за 15 мин.  

Для изученных пленок дипептидов была проанализирована обратимость связывания 
паров метанола. Критерием полной обратимости служил возврат частоты кварцевого резона-
тора на значение, соответствующее чистому дипептидному покрытию. Было установлено, 
что метанол обратимо связывается и полностью удаляется из тонкого слоя дипептида 
продувкой теплым воздухом (45 ºС) в случае дипептидов L-аланил-L-валин и L-валил-L-
аланин. После удаления метанола рецепторные свойства пленок этих дипептидов полностью 
восстанавливались.  

В случае дипептида L-валил-L-валин частота кварцевого резонатора после регенерации 
оказывалась больше на 1.5-3% по сравнению с первоначальной, а сорбционная емкость 
пленки при повторной сорбции паров метанола уменьшалась на 20-30%. Причиной 
десорбционного гистерезиса, а также более медленной сорбционной кинетики, может быть 
то, что дипептид L-валил-L-валин образует гидрофобные каналы с наименьшим диаметром 
портала среди изученных дипептидов [5], что затрудняет диффузию молекул «гостя» в фазе 
рецептора.  

На основе полученных сенсорных откликов ∆fметанол рассчитывали содержание метанола 
в комплексе с дипептидами S (моль связанного метанола на 1 моль дипептида) по уравнению:  
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S = (∆f метанол/∆f дипептид) (Mдипептид/Mметанол), 
где ∆fдипептид – изменение частоты кварцевого резонатора при нанесении на его 
поверхность слоя дипептида, Mдипептид – молекулярная масса дипептида: 188.2 г/моль 
(AV и VA) и 216.3 г/моль (VV), Mметанол – молекулярная масса метанола. 

. 

Результаты QCM-анализа представлены в табл. 1. 
 

Рассчитанные значения составов клат-
ратов S дипептидов AV и VA имеют близ-
кие значения, в то время как сорбционная 
емкость дипептида VV оказалась меньше 
емкости AV (VA). 

ъ 

Табл. 1. Результаты QCM-анализа для дипептидов 
L-аланил-L-валин (AV), L-валил-L-аланин (VA) 

и L-валил-L-валин (VV) при 298 К* 

 

Дипептид 
∆f метанол, 

Гц 
S (моль метанола 
/ моль дипептида) 

AV 92 0.67** 
VA 91              0.68 
VV 77              0.65 

*сенсорные отклики приведены к равным  
массам сенсорного покрытия, соответствующей 
изменению частоты кварцевого резонатора  
∆fдипептид = 800 Гц. ** данные из работы [13]. 

Полученные результаты QCM-анализа 
согласуются с литературными данными 
рентгеноструктурного анализа кристаллов 
изученных дипептидов, согласно которым 
доля свободного пространства одинакова в 
кристаллах дипептидов AV и VA и меньше, 
чем в кристаллах VV [5].  
 

 

2.2. Влияние метанола на морфологию тонких пленок дипептидов 
Для изучения влияния метанола на морфологию тонких пленок дипептидов методом 

АСМ была охарактеризована морфология поверхности тонких пленок VA и VV до и после 
связывания паров метанола в условиях аналогичных сенсорному эксперименту. Полученные 
АСМ изображения приведены на рис. 2-3. Результаты АСМ анализа тонкой пленки AV 
представлены в работе [13]. 

 
 

Рис. 2. АСМ изображения поверхности пленки дипептида L-валил-L-аланин, нанесенной  
на ВОПГ из раствора в метаноле, (a, c) до и (b, d) после насыщения парами метанола в  

течение 20 минут и последующей осушкой в течение 2 минут в токе теплого воздуха (45 ºС) 
 

Средняя квадратичная шероховатость поверхности Rq исходной пленки дипептида VA 
составила 0.67±0.1 нм, рис. 2a, c, AV – 1.6±0.2 нм [13], VV – 23.6±0.1 нм, рис. 3a, c. После 
насыщения тонких пленок дипептидов парообразным метанолом величина Rq на участке сво-
бодном от крупных дефектов составила 1.8±0.2 нм, рис. 2b, d, 1.5±0.2 нм [13] и 17.9±0.1 нм, 
рис. 3b, d в случае VA, AV и VV, соответственно.  

Было обнаружено, что в результате связывания метанола пленкой дипептида VA на 
поверхности образуются наноостровки с размерами 300-400 нм по длине, 150-230 нм по ши-
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рине, 5-14 нм по высоте. Формирование нанообразований происходит главным образом вдоль 
кристаллографических ступеней на пирографите, аналогично тому, что наблюдалось для 
тонкой пленки дипептида AV (нановыступы с латеральными размерами 20-60 нм и высотой 2-
5 нм [13]). Следует отметить, что в случае дипептида VA площадь образующихся частиц в 
среднем на порядок больше площади частиц, образующихся на поверхности дипептида AV, 
при близких значениях высоты. 

 

 
 

Рис. 3. АСМ изображения поверхности пленки дипептида L-валил-L-валин, нанесенной  
на ВОПГ из раствора в метаноле, (a, c) до и (b, d) после насыщения парами метанола в  

течение 20 минут и последующей осушкой в течение 2 минут в токе теплого воздуха (45 ºС) 
 

В отличие от гладких пленок дипептидов VA и AV, образующихся из раствора в мета-
ноле, на поверхности исходной пленки дипептида VV были обнаружены микро- и наноост-
ровки треугольной формы высотой 100-160 нм с длинной грани 600-800 нм, рис. 3a,c. После 
насыщения пленки VV парами метанола наблюдается существенное изменение морфологии: 
исходные кристаллики трансформируются во множественные нанообразования со средним 
диаметром 150-350 нм и высотой 50-80 нм, количество которых более чем в 3 раза превышает 
количество исходных наноостровков.  
 

Выводы 
1. Установлено, что порядок следования аминокислотных остатков в дипептидах L-аланил-L-

валин и L-валил-L-аланин не оказывает существенного влияния на их сорбционную 
емкость по отношению к метанолу. Замена аминокислотного остатка аланила на валил в 
дипептиде приводит к уменьшению его сорбционной емкости по отношению к метанолу и 
появлению десорбционного гистерезиса. При этом рецепторная способность тонкой 
пленки дипептида L-валил-L-валин после регенерации теплым воздухом частично инакти-
вируется.  

 
2. В результате связывания паров метанола дипептидами L-аланил-L-валин и L-валил-L-

аланин на поверхности изначально гладких пленок происходит формирование нанообра-
зований, размер которых в случае VA на порядок больше размера нанообразований на 
поверхности AV, при близких значениях высоты. При кристаллизации дипептида L-валил-
L-валин из раствора в метаноле на поверхности тонкой пленки образуются наноостровки 
треугольной формы, которые под действием парообразного метанола трансформируются в 
агломераты более мелких частиц.  
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