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Щаотоя arn*"i возмоrшrоrтей швкотопtператlpной масс-спектрометрии с бомбардировкой
УСкоРеЕными атомами Ели ионами в из)пrении явлеrлй, связаш{ьDa о гидратац.Iей в заморожеттъгк и
охJIаждеgIrьDr растворах. Оrмсава мOдель образоваЕия н}rзкотемп€ратурflшх масс-сЕектров; выделslrы
паре\rетры $ýктров. в часffiости такие как качествешъй состав и KojII,FIecTBeHHoe расцределсЕие
шIirýтерпьrх ионов, которые Hcqn rжформацшо о типах межмолекул4рI*л( взаrлrлодсЙствrЙ в образце,
его аrреrатном состояции и фазовых,trереходах при изменеЕии тешýратуры. Показана возмо}кность

расrlылеýшl гццраfirшх кдастеров из жидкой фазы водrо-стптртовых смесей и, формалияа"
сущеqгв}ющей в узком д{аIlазоЕе субнуловьпс тsшrcра.{ур: IIри.irzшком даЕлOяии, Iцисущом усяовиям
масс-спектрометtr}}fiýского эксперимекга. В сд}чае твердьý( образцов расIIыJIение ионов Kpafoie
затрудЕ9Е0 для оргааич€ских вёщеотв, образуюшда< с€тку водородБЕ свжей (что gв$яstся
существе}Iяым mрепятствием в изуЕеЕи1.I оргаrrиqФкю( 1ристiшшогидратов), однако возмФк{о дlбI
тВеРдьж образчов с гrреоблады*rем ваtI*дер-вашьсовых взаrамодеЙствлЙ. К последнему.ти1Iу оfiIосятся
заморожеrfirые образrш оJIигоморов цро}8водньD( поJмоксиметилена9 образlтощлп<оя цри
ýОлимеРизацrlи в форма:пш:е, дJIII кою_рьж впервы€ метOдом нкlкGгемпgратурноЙ масý.спектромgгрId.r
было зарсмстрцровано нiшIдIие сиJьно связаr*rой воды в твсрдой фазе. Пршодятся ,4r"Ke пршrперr,
исследованиrr кристаJь"Iогидратов нýорганичесrсuс сопой при }IrtзIс!ж темпераryрах. ,0бсуждаются
воЗможЕости и€поJIьзоваЕюI даrrньD( л*вкотвмпсраryрной масс-спектрометрии длlI оцеЕки
криоýротекгорrътх своЙств рalзлI{tlньж соедюrешЙ, ýвязаяньж с особет*тостями IФ( взsимOдsЙствия с
водой.
КПЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нi4зкотемп9рацряtu{ масс-спектрометриrI, пrдtr]аты, кристtlJшогидtr}аты,

криоцрOгекторы, спирты, поJIиоксимýтиfiец кл8отеры
:

FЪуrенке изменениrI параметрOв межмOлекуJIrIр}tых взаимодействий биомолещул и биологи.rески
актиВнЬIх СОединениЙ с водоЙ при охлажденWи и замораJкивании водных растворов необходимо для
установл€ниrI механизмов криоповре}кдениrI биологического материаJIа и разработки стратегии
криопротокции. Эффекгы, связанные с гидратациеЙ, представляют так}rефундамеЕтадьцыЙ инт€рес дJUI
молекулярцоЙ криобиофизики, Связаяпая вода, стабильные гидраты, крист!tллогидр&ты из}л{€rются

разнообразlтыми экспериментrtJlьIlыми методеми [1.8], набор которых в посJIедние годы шополýилоя
низкOтемпераryрной вторично-ионfiQй масс-спекгромgгрией (НТ ВИМС) [9-1 8].

Мgгод НТ ВИМС (а также его вариант с бомбарпировкой нейqрtшьЕыми быстрыми атомами, ББА)
ПРиМеЯялСя Ранёе В РяДе специализированньD( лабораториЙ, в основЕом, для поJtr{ения и иссJIедоваЕи'I
кJIастеров простеЙIпих органических и неорганЕltеских соедиЕениЙ [20_26], Однако uOцытки fiриJIоже-
ниrI метода к более сложным многокомпонектцым системам встречаJIи существенные трудносги в связи
С ОтСУгстВием адекватноЙ модели для иýтерпретации масс-спецров. Модель, позвоJlrlющtlrt

Устанавливать соотЕетствие между характером мOсс:спёктров (т.е. нашщием в нЕх определеЕяых пиков
и иr( иЕтеясивностью) II стру!(ryIроЙ охлажденньD( и замороженньж образцов, а также фазовыми
переходiлми в нIФ(.при кiменеЕии температуры была предложена недllвно в серии работ [10-17]. Эта
модель.6ыла с, успехQм.,и9IIолшOýана шри изучении методом НТ ББА ряда систем, представлr{rощID(
собоЙ замороженные pacтBopr,I кизкомолекулярных органичесшФ( и цаорганическиJ{ соедин€ний в воде и
В некотоРьгх орrаflиa{€ских,растворитеJlrtх. Было показано, что flа основании ряда параметров НТ ББА
масс_ýцеIffров мOжно делать выводы о характере некоторьD( процессOв, представJUцощю( интерес для
краобиофизики: формировании сJtожной морфологии многокомЕон€нтных образцов, фазовьтх
переходi!х, образовании новьD( веществ в охJIажденной ýистеме, концекгрIфоваIIии веществ IIРи
заморilжива_нии, дегидратации биомолекул, защитной роли криопротекторов [10-19]. Пракпrчески во
всех исýJlедованtrffDq отнасящихся к водýым растворам, цаблюдались те иJIи иные эффеrсгьц связаfiные с
пцратацией растворенного вещеýтва. В связи с этим, целью настоящей работы явиýась систематизация
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данньiх 0 ЕекотOрьж особенностях взаимодействия биологически'активньIх сOединений с водой при

субнулевьгх температурalх, накоплеtлньD( к настоящему времени с помощью метода НТ ББАЛИМС,

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Масс-епеrсгрометрпя
НТ ББА масс*спектромgгрI.1ческие эксперименты проводили с использованием магнЕтного масс*

спекгромегра МИ-1201Е (IIО <Электрон>, Сумы, Украина), снабхенного специiшизировацным низко-
температурньlм вторичным источником ионов, описанным в [9]. Источник ионов сOдержал криогенный
блок, охлаждаемый жидким tlзотом. Образец (обычно капJuI раствора объемом 2-5 мкл) заморажив[Lпи

на медной подложке, котор}tо на штоке системь1 прямого ввода помеlцiulи в подогнанныЙ паз

криогенного блока. Темпераryру реryлировали измененисм IIотока азота и контролировади
терморезистором, в}IонтированIrым непосредственt{о 8 подложку. В качестве бомбарлирующего агеЕТа

использовЕLпи поток нейтральньrх атомов аргоЕа с энергией первичного пуrка 4 юВ
Часть измерений в режиме НТ ВИМС выполняли на двуксекторном масс-сгIектрометре YG-ZАВ-

SEQ (<<Микромасс), Манчестер, Англия). Бомбардировку образца лроводили ионами Сý* с энергиеir 15-

30 кэВ. Образец замораживtlJIи на стаJIьЕом штоке системы прямого ввода; спонтанныЙ отогрев штока
(без термостатирования) обеспечивал скорость отогрева -5ОС/мин" достаточную для регистрации
спектров с помощью специtшизироваЕной автоI\4атизированноr'1 прOграммы сбора п обработки данЕых,
вхомщей в комплект данного прибора [17-18],

В работе иýпользоваJIи препараты производства фирмы (REANAL)), Венгрия.

Модqпь для интерпретации низкот,емпературных ВИПIСББА масс-спектров

Модель, необходим€я для адекватЕой интерпретации НТ ББА/ВИМС масс-спектров 3амороженньж

растворOв, основана на }л{ете гетерогенной морфологии образца, формируюцейся вследствие фаЗоВог0
рatзделеЕия при замораживttнии, а также фазовых переходов при измеfiении TeмцepaTypbi [4-6, 10].

В самом общем случае, при охлаждении дв}хкомпоlIеtlтных водньж растворов, в соответствии с фазо-
вой диаграммой данной конкретной сIlстемы, образуется структура, состоящая из кр}lстаJIлLlтов водьi и
кристаJulов (аморфньrк зерев) раствореЕного вещества, соотиошеЕие котOрьtх зависит от начальной
копцецтрации pacTBopar а размеры - от реж!lмов заморiDк}iванr{я: при концеЕтрации растворенЕого ве-

щества ниже эвтектической (С.) в образце булlт присутствовать поликристtlJIлический лед и эвтектичес-
кая фаза, состоящ€}я из смеси более мелкодисперсных крrrстаJIлOв льда и растворенного вещества; при
концеЕтрации выше С" будут преобладать кристаллы растворенЕого вsщества плюс эвтект[rка (запопня-

ющаJI межкристаллитные прOстранства). Анализ имеющ!гхся в лIlтературе даЕнык о геомgгрllческих

размерах структурных элементов TaKrTx образчов |27-29] показаJI, что средЕие размерьi кр!{стаJIлитов,

зерен, межкристtulлитных каналов, составJIяющие 10-а - 10'6 м, на несколько порядкOв больше зоны,
возбуждаемой уларом одной ботuбарлирующей частицы (10-8 м) [З0]. Именно этот факт весьма tsажен дJбI

интерпретации масе-спекгров, поскольку каждьтй иýдивидуiшьный удар частицы будет выбивать }lоЕы
из зонц поверхности определенного хими!Iеского состава, соответствующей индивидуальному вещест-

ву. Из этого следует, что суммарный результируlощий спектр долrкен представJulть собой супсрпозицию
сшекrров, харакгерных дJIя индцв}цуIIJIьньIх компOнентов системы, и при полном фазовом расслоешrrи
смешанные ассоциаты не могуг образовываться по чисто стерическим приttинам. Это позволяет объяс-
Itить отсутствие в спектрах такtIх образцов смешанньrх кJIастерIльгх и0I1ов, IIринимая во внимание, в

чаgтности, тот факт, что вода (лед) не сOкрист!L.Iлизусгся (за редкими исключениr{ми) с растворенцыми
веществами [З, 5]. Однако, прI1 замораживании в системе возмох{но образование новых веществ, напри-
мер, кристаллогидратов [1-4], в которьтх (смешение) отдельных компонентOв проиýходит на
молекулярЕом }?овне. Региотрация в спектрaх gмешанньD( клаgтеров свидетельствует о появJIении в

исследуемой системе таких HoBbD( веществ; образование гетероасýоциатов возмOжно также в слу]ае
гомOгенньж аморфньrх образцов и, еgтественно, жидкЕх расгворов,

В контексте дакного иссJIедования наибольший rrHTepec представляют гидратные кластеры,
поскOльку именно они могут служить свидетеJIrtми существования связаЕЕой вOды в конденсированЕьж
заморо)ltенньоr образцах и qгабильЕьIх гидратов в жидкой фазе.

Наряду с зависимостью характера cпeK-IpoB от геомвтрических (морфологических) параметров
образча метод НТ ББАВИМС проявJrrIет твствительнOсть к р:вличЕым типам межмолекуляр[rьй
взаимодействий в образце и его агрегатному состояЕию. Щля mBepdbtx образцов можно выдеJмть
следдощие различиrI:
- аОНrlаЯ КРUСm,аJUlUЧеСКаЯ Ре'ЦеmКа - СЛеКТРЫ В IЦИРОКОМ ДИаПаЗОНе ПОЛОЖИТеЛЬНЬН И ОТРИЦаТеЛЬНЬtХ

температур содержат ицтеЕсивныý пики катионов (анионов в режиме отрицательных иояов) и наборы
юпстеров катионов с аIrионами; примеры - г:lJIлоидЕые соли щелочньш металлов [l2];



набудодение эффектов, связанньж с гидратециаiа ...

- ryuсmruшuцеская решеmка с uонньaмu а воdоро)ньrма связями - Нт спектры содержат интеýсивныесЕпlапъi катиоЕов и ряды иflтепсивIlьIх смешанных кластеров различной ст9хиомеIрии; Еримеры -арЕст€tллогИдраты солей, кислOт, щелочей (многие lf;} которьtх существуют в этой форме только при
ЕIлзкIФ( температурах) [ 12];
- рецеmка с преоблаdаuuем ван,dер,ва{ulьсовьlх связеil * возможЕа регистрацIUI спектров, содержащих
моJ-Iеку]LгрЕые ионы и кJIастеры, начинlш с азотной температуры; примеры - кремнийорг€ш{ические
сýединениrt [23], параформ [14, l9];
- Fеаrctпка с воdороdныlllа свя3ямu _ В сJц/чае прOстьж неорганических соедиЕений, такшr как вода (лед),
L]астерЕые сI1екгры регистрируются ttачинiи с азотной температуры [9-13, 26]; органичеýкие же соеди-
fiеr{ия явJIяются наиболее сложным СJý/чаем, поскольку быстрое загрязнение поверхности продукrами
Р8Зj-lОЖеЕИя (под воздействисм бомбарлировки) не позволяет получить удовлетвOрительные спектры
[1i. lб,30].

Жаакм фаза в составе образча может вOзникать вследствие плавленlUI замороженного образца
ry}i его EaI]peBe [i4_t9] и существовать в темпераryрном интервiUIе, 11разрешенfiомD в соответствии с
фазовой диаграммой данной системы при низком давлении [16j, В этом случае регистрируrотся хорошие
ЕЕrте}iсивные спечрЫ кJIастерногО типц пО свOим параМетрам не уступающие спектрам труднолетучих
атrзкосгей цри комЕатЕой темпераryре. Набrподаsrau.u""""rость характера спектра от вязкOсти жид-хOсти; в частности, увеличение вязкости при понижеrrии температуры приводит к ухудцsнию качества
спектра [25], ПримеРы - глицериН [10, 25], первичные спиртЫ rl+*rB, 21-i5],6орrЙ, 1rЯ1.Газовая фаза достаточной плотности при Еизкl,ж температурах и низком давлениЕ в установкено,{iеТ возЕЕкатЬ в температУрном интервале активной сублимации твердого образца (и испаренлrя
;атшкости); это достатоЧItо экзотиаIеСкий случай, 

" "о*"auцr* 
отдельньж молекул моя(ет fiроходить поспепифичесКому газофазКому ББА механизму; примеры - сублимацrrя воды [l 1-]з] и испарение спиртов

г] 5_ 1 8].

как и любой лругой экспериментальный метOл, нт вимс имеет свOю область применимOсти иопределенные ограничения. Последние связаны, в 0сновпом" с условиriми эксrrеримента1 такими каквысскитi BaIqyM II высокоэнергетичнаrI бомбарлировка образца. Условия низкого давления t,е тIозвоJбIют
проводитЬ прямые корреляции с фазовыми диаграммами, пOлrтенными длrI многих систем в ocHOB}IoMпртt атмосферilOм давлеНии, а такя(е приводяТ к быстрому 

""**pnu"r* 
жидкой фазы и, в ряде случаев,сrблlапациИ твердой фазы. ИrrгеНсивная бомбарлltров*u пр""ол*, к быстрому,urpr**ro"* поЕерхноститвердых оргаЕических образцов продуктами деструкции как при Еизких, так и при высок!тх темпсрату-

раъ что 3атрудняет получеЕие стабильньrх 
11ieKTpoB [З0]. Однако, при гIравильном учете этих эффектовгри планироваЕии эксперимептq методом нт ББА/виМС можно эффективно p**uru достаточно боль-шое число задач, представляющих криобиологический и криобиофимческий ,йaр.".

РЕЗУЛЪТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

I[олучепие гIцратных кластерных Еонов из жидкой фазы
Образцы в жидком состоянии моryг существовать Ери низком давлении (10-5 - 1о-Т Па), характер-нgм для эксперимен*IJIьньгх условий масс-спектрометрического экспериментq если давление кась]щеЕ-irъrх царов исследуемой жидкости при данной температуре достаточно м{шо и, соответственно, скOростьýспареIiця невелика, Этим свойством обладает большинство веществ, используемьж в качестве ББдктиЦ при комнатНой темпераТуре, наиболее употребительным из которьгх явJUIется глицерин [З1].Об,тасть сущеýтвования rкидкой фазы для ряда органических растворителей, легколgт}л{иr( в ЕормаJIьцыхlс-lовиrD( при комнатной темпераryре и атмосферном давленIrLrJ смещается в область более низких дав-,TeErrr1 при пони}кении температуры, благодаря чему их можно исследовать Е условиrж нт ББАлимс.}ГО УСлОВИе} К СОжаЛениЮ, невыпOлнимо д.ти воды и водного льда: ниже тройной тOчкидля льда харак-терен фазовый переход цепосредственно из твердой в газOвую фазу (сублимuц"r;, *urоiыri в условиях,$l'ilЪD( НТ ББА МаСС-СПеКТРОМеТРИЧеСКID( экспериментов 1lo-1+} зu*ер*u*""'по"rЙ исчерпаниемвсегс объема лъда в образце гlри -55+5ОС. Следуvг or**rru, что сублимации подверг€lются не толькоатriосительно крупные кристалJш льда, но и мелкодисперсные крист'UIJIиты из фазы rur"*r*", в связц счем при -55оС соотношение компоЕеЕтов в образце 

"uру-йa, и эвтектическая ,фаза исчезает какTaKOBiý, В связи с этим плавление эвтектики в услOвиJrх нт ББА можно наблюдать тOлько дIя тех
бразчов, у которых Т, < -55ОС. 

r:Bv'rav^Фru l

нТ ББА масс-спекгры Для жиДкой фазы бы.тrи зарегистрированы дJuI систем, состоящIlгrl из воды иIтервЕrrных сциртоВ метанола и этанола [15, 17, 18]. Серию образцов с разли.Iным соотцошением вOды исшfга заморЕl}киваJIи со скоростью порядка 200оС/мин и отогревaUIи со скOростью 3оСlмин , 
"*"rr"р*чеfiтах на установке ми-1201 [15] и 5оС/мин на установке vс-zдВ [17]. Примечательýо, чт0 хараrгерFвцеЕIен}fi сIIектроВ с температурой быд практически одинаков мк в эксперимеIlтllх на дву( ЕазванЕых
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устаIrовкаъ так и в более ранних работм |21-251, и не зависеп от парамЕгров конкретЕой ycTaHoBKl4

зарядового состоянrul и эЕергии бомбарлирующш( частшд.

ионы в0 вфх эксперИмеЕтаХ образуютсЯ ПО ОДНИМ И Te!i{

связаны с физическими процессами в самом образце.

.Щанный факг свидgгельствует о том, что
же мемýItзмам, а измененI,uI в спектрах
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ПЛАВЛЕНИЕ КИПЕНИЕ -+ +-испАрЕниЕ

жидtия ФАзА
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клАстЕры Mn,H*

Рис. 1. ИоrшЫе терil{ограмМы, поJIучежшo uри 0тоrреве со Ф(ороýтью SoCiMrш образuа замоРiitенrrого

дистилJшrрованного этиJIового **npru 
"u 

rrp"bope Vё-ZДВ (см 
'поясяеrr,rя 

в тексте). Прrведеriý'заВиси-

мости относрrгеJъвой лптгенсшнйи ( I j ионrтьп< токов, соотвgгgГвуIgщIDr кластераý,r Мо" }In при

п: 1-10. Номсра сканироват{Iтй на оси Х прямо пропорIд{онatJъны времени, отсчитываемому от начIIJIа

измереrшй и теЛrmеРаГУРе Образца, Еорог поrIвдония ионов соотвllсгвУет ЕрllмсрЕо _ 130ос, l 
"

На рис. 1 приведены ионные термограммы (представJUIIощие собой зависимость отпосительной

иЕтg[tсивности даýного пика В масс-спектре от ?емfiературы образша) ряда иоЕов в Нт Вимс масс,

спектраХ 95Уо (пистиЛлированного) этанола, пoJýar{errныe на ycтalroвKe YG-ZAB в режиме отогрева замо-

рожеfiнOго образца. Ранее В работе [1б] были устttловлены корреляции межд/ фазовыми диаграммzt}4и

водfiO-спирТоЁьur смесей и темперетУрными изменениrIми в масс-спеIсграх, в соOтветствии с котOрыми

порог появяения кластерЁlых иокоВ в масс-спешрах совпадает с темпераrryрой плавления водно-спирто-
,"ой э"raо*ки Т", т.е. появлеЕиеМ жидкой фазы В образце. Это заключение позволrlgг объяснrтгь цракти*

чески полнOе 0тсутс"твие зависимости хараЕгера спекгров> зарегисгрирOванЕьD( в первые минугы fiосле

((порога}, от соотнOшениJI кOмfiонеЕтов в исхOдЕом образце, поскOльку эти спектры соOтветствуют

од"Ь* и той хtе фаsе эвтекгИqескOгo состава. При повышении темцOрат}lры образца (рис. i) наблюдаgгся

кекоторая область стабильного раопылениrI кflастерньж ионов, в конце которой интеЕсивнOсть IrоOлед-

них заметнО возрастает, что можнО связатЬ с уменьшением вязкости жидкости и начttJIOм ее кипсЕи,i,

затем достигает максимума и резко спадает, что может бьrrь обусловJIено как исчерпанием всего объема

обржца, так и сильным переоýiаждеЕием его IIоверхности вследствие бурного испареншI [18], Узкий

темперацlрньй диапазон существованиrl жидкой фазы не пOзвоJI;Iет набшодать значительЕого и3мене-

ниrI количественýого состава жидкости вследствие IIлавлеЕия Других компонеЕтов системы. БJпцзмя

картина наблодаgгся и для Еодýо-мсганольной смеси [17, 18]-

таким образом, кшстерные спектры водно-спиртовьтх смесей регистрируются только в том т€мпе-

ратурном диапrlзоце, в котором образцы нiжодятся в жидком сOстоянии, и шr НТ ББА спектры по своим

bpub"pr*"KaM близкИ к IкидкостнЫм спектраМ ДругIФ( вещестВ при комнатной Tervmeparype [31].

Отсугчгвие распыления ионов из заморожеЕЕьuс образцов спиртов в твердом состоянии связ{lно с прr_

чинil]tlи, 0тмеченными выше дJUI случая соединений, образующих водородные связи. Приведенное

обсуждение мрегатного состояниrI образча необходимо для подтверждеЕиrI того, что рассматривающие-
ся пIOKS гидратýые кJIастеры были получены из жидкlD( растворов при ни3к}D( температурах.
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Набл*одение эффектов, связанных с гlqдратацией ..,
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Рис, 2. Участки НТ ББД I\{acc-cпeкTpoв образча дIIспiruЕц)ованного этаtlола) зареrистрироваЕньж Ев
}'СтанОвке МИ-120lЕ при температ}ре -125ОС. Бомбардир}цощлй газ - аргоц энерпдI первIr.IIrоrо п}чка
4кэВ. СпектрсодФжиткластерные_сериисrпфта Мп'IГ игид)атЕыекJIастеры М,,,(Н:О}r,Н* с
m=l(*)и2(V)

На РиС. 2 прелсrавлены г{астки НТ ББА масс-спектров водно-этано.rьной эвтектики, зарегиgтриро-
ванные при темIIерацре -125'С . Известно, .rTo ББА и ВИМС спеюры пoJUIpEbж растворителей, характе-
риЗуЮтся набором протонированньгх иоЕOв кJIастерOв или ассоциатов, связанньrх водородными связями.
В спектре на рис.2, нарялу с кластерами luI,'H*, сOстоящими исключитедьно из молекул спирта (М),
присутствуtOт такж9 смешанные всдflо-спцртовые кJiаатеры Nt "(Н20)*- Ц', тго свидетельствует о нали-
чйи ВOДы в кИдкОЙ фазе при данноЙ столь низкоЙ температуре. Интересно. что распределение (состав и
иЕтеНСиВIlОстЬ) кластеров в НТ ББА Macý-crTýKTpax качественЕо совпадает с распределением, наблюдав-
ШИ}чIСЯ РаНее ДРУгИми методами в газофазньтк экспериментах|32, ЗЗ]. Щля кластеров }4,If наб.тподается
шрактически монотонный спад интенс}Iвности с }ъеличением п! а для смешаЕЕtьж KJItlcTepoB раýпределе-
ние ноgит более слоrкный характер, 0гибающая максимумов пикOв в кластерной серии моЕогидрата
М.'ЦО 'Н* имеет колоколобразryто форму и распределение доqтигает максимума при п = 9 {пlz 43З на
рис" 2), в то BpeMrI как отношение интеЕсивноgги моногидратов (равно как и высшID( гидратов) к и}lтен-
сивности кJIаgтеров из чистQго этанола с тем же числом мономеров hЩ*r, }Г монотонно возрастает с
увеличением n. Пики дигидратGв }у1,"(НаО). '}Г становягся заметными в спектре при n > 8, тригидратов
- ЦРи п > 10. КонтрольныЙ эксперимент на приборе VG-ZAB с большим массOвым диапазоном позволил
ЗарегистрирOвать гидратные кJIастеры, содержащие до 5 молекул воды и общей размерЕостью до З0
МономероВ; гидратные серии имели (колоколобразное>> распредсление интеЕсивностей, максимум
которых амещался в область большrа< n при увеличенIlи m [17]. общие качественные тенденции такого
распред8ления соответствуют статистической верOятности вкJIючеЕIIя двух типов частиц, имеющихся в
системе в определенных концентрациях, в ассоциаты размером (п+m) Оценки веJIичин flараметров m и п
[17] в гомогенЕьж и смешанньж кцастерztх пOк,lзаJrи, что MoJu{pнoe 60держаЕие воды в образче весьма
близко к эвтектическоЙ ковцеrrграции (составlяющеЙ для данноЙ системы 7,5Уо весовьм [34]). Коли-
ЧеСТВеПНЫе СООтнОшения иItтеЕсивностеЙ пиков в сериrгх кJIаýтеров в спектрах, однако, нескоJIькo
ОТлиЕIаютСя от сOотношениЙ, след5пощих иal равновероят$Oстt{ого статистического распределенрUI, что
мОЖgт быть связано как с существоваIlием некоторьж более выгодЕьЕ струкцр (стабильньгх гидратов),
ТаК и ý РядОlt{ особенностеЙ IIоведениrl заря]кенIIьD( кластеров в условиlгк масс-спекгроfuIетрического
ЭКСПеРиМента (таких как фрагментаццrI и десольватацця, разJIи.Iия в сродстве к протону, которые также,
В конечЕом счете, определrIются энергегикоЙ межмодекуJuIрных взаимодействий в ассоциатах |З2,3З7),
ВытекаЮщие и3 Этого колиrlесl,венЕые оцеЕки в настоящий момент находятся на стадии дальнейшего
иЗУчения. В чаСтности, представJuIется весьма иЕгересньш провести кOрреляции междr сущеgгвоваrrием
стабильЕьж гIцратов в водно-этанольЕьгх растворах и характером }IT ББА масс-спекIров. одпако, в
сJýлIае водно-этаЕольной смеси вьцеление эффектов, связаняъгх с образованием стабильвьrх гидратов,
ОСЛОЖНЯеТСЯ СУЩеýТВОВаIrИеМ iВеОТРОПНОГО РаСТВОРа, ПРИЧеМ аЗеОТРОПНiШ КОЕЦеНТРаЦИrI ЭТаНОЛа (95,5t/o
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[34]) отличается от эвтектическоil (92,5Yо [35]) всего на -2Уо . Характер испарения водно-этанольнои

смеси при низкID( температурах укlзываgг на Ееизменность ее состава, а имеЕItо, соотношение интен_

сивIrост€й с11иртовьж и гидратньж кJIастеров не меняется с температурой и их иЕгеЕсивности достигают

мaжсимума в одной и той же точке, ук:lзанной на рис. 1. отметим, что trротивоположнlш ситуацI,{я, а

именно увеличеЕие со временем интенсивItоýти гидратЕьж кJIастеров вследствие изменени,l концепт_

рации раствОра прИ неазеотропНOм кицении, наблюдаласЬ для водно-метацольной cMecrr [l8],

Иrгересно, что в сJrучае глицерина, несмотря на его высOк}tо гигроскопиЧность, гидратные кJIасте-

р", " 
y"nour"" ББд не были зарегистрированы ," ,rр" комнатной, ни при ЕониженньIх темпераryрах [10,

15, зt1, что кOррелИрует с отсуТствиеМ стабильньш гидратоВ дJIяI даЕного многоатомЕого спирта в жид-

кой фазе. В то же время в газофазной смеси паров воды и глицерина образование ýмешанньIх водород-

но-связаЕньгх ассоциатов наблюдалось при использоваfiии мягкого газофазного метода иоýизации -

ионизации полем [з5]. Можно предположить что, uоскольку глицерин не образуvг ни стабильньrх гидра-

тов, ни азеотропной смеси с водой, то вода, прис}тc.гв}тощая в образче, легко испаряется (отгоняется) из

жидкости при низком давлеfiии. Подтверждением тому служат данные для системы (ЦzSоо *Н2О), также

являющейся кJIассическим объектом для изучения стабильных гидратов среди неорганическIтх соедIIне*

ний. В работе [36] при использовалиI1 метода ББА при комнатной температуре было показан0, что, вне

завиýимости от начального мOJUIрцого соотношеЕия ЬО и I1So+ в растворе (которое варьирOвалось от

0,1 до 11), в спекгре наблюдалосЬ одно и то же распределение гидратньrх KJ-IacTepoB, По всей видимости,

в этом случае прOисходило быстрое испарение воды до определенЕой равновесной (при данном давле-

нии) концентрации. Для глицерIrна, как следует из масс-спектров, такая ко}rцецтрация равЕа нулю,

Поиск Gистем, в которьt( методом масс-спектрометрии можно было бы наблюдать гидраты в

жидкой фазе при низких температурах в Itастояще€ времJI продолжается, и еще однlIм примером можЕт

служйть обсуждающийся в следующем разделе раствор олигомеров IIолиоксиметилеflа,

Наблюдение сильЕо связанfiой воды в конденсированЕом состоянии

Сильно связанЕая вода, как извеGтио, это вода, которая остается связанной с биомолекулами при

низкиХ температурах и не ((выморiDкиВается) в кристшшы льда, растуIцие при охлаждении и заморажи-

вании растворов lt-+, 8]. Одним из вариантов связывания воды является формирование реryJLIрньж

кристаллогидратов, которые может образовывать ряд органическLв соединений [1, 2, 4, б, 7], При

"a1,"r*"r' 
дu"rrur' объекгоВ методоМ нт ББА, однако, возникают заметные осложненIб1. Во-первьгх, как

отмечалось ранее, твердые орган!iческис образriы с водородными связями практически не дают ББА

масс-спектров; кроме тOго, возможно быстрое обезвоживание поверхностньrх слоев, органического

кристаллогИдрата В условиJIХ flизкогО давлениrI. Во-вторьrх, диапазоЕ масс, достугIный для изучени,I

ц4Ъ"одоr ББД, ограничивается lle столько массовым диап€lзоýом выпускаемьш приборов, скOлько в

шринципе достиlкимой эффективностью распыления большлrх молекул в иони3ированной форме'данным

способом, и cocTaBJUIeT 
"Ъ-боп*a 

10000 Ща [37], что не позволlIет изу{ать природные биошолимеры

оба эти препятствиrI, однако, практически отсутствуют дJu{ образца специфического состава и

структуры, для которого впервые при помощи метода нт ББА удалось зарегистрировать наличие связа-

flIrой воды в конденсированном состоянии при низких темперацрах. Таким объекгом явился водвый

раствор олрlгомеров попrо*"rr"r"лена, образlтощrrхся при охлаждении водj{ого рествора формальдеги-

да [38, 39]. Явление полимеризации, каче9твепный и колиt{ественшый состав олигомеров изу{€tлся раýее

разными м€тодами [З8-40].
Прп отогреве медленно замороженного ца подлOх(ке формалина (40% волноГо раýтвора формаль-

д"."дu) наб.тшодались три стадии эвOлюции спектров, которые с уверенностью можно связать с физичес-

*"r, .rроrra"сами в обр*ч*, На первой стадии, начинаrI с азотной температуры, гlри которой образеч

находится в твердом Фстоянии, регистрироваJIся спектр, подобньiй представленному Еа рис , 3а,, .Щалее,

при отеплепи1{ до примерно -20ОС (соотвrгствующ}D( Tn [39]), наблюдаJIось резкое повышение интенýив_

ностей всех пикоЕ, a"ria""o*, по всей видимости, с появлением жидкой фазы в образце фис. 3б),

[альнейшее гIовышенrtе тsмпературы сопровождatлось существенным падением общего иоЕного токц

вызванным повторным затвердеванием образца всrедствие исrrарения легкол€тr{их компонентов

жидкости, однако характерные пики продолжrlJIи присJ/тствовать в спектре.

оýновные серии пиков в спектрalх соответствовtнIи протоt{ированным олигомерам - продуктам

конденсации формальдегида - с разными типами термиЕаJIьных групп и числом мономерньж звеньев п в

цепи до 9: HO-(-CHz-O-)"-H, н_(-сц_о-)"-н, н_(_сц_о-),-СНз . Названным сериrIм соrцrгствовали

пики, соOтветствующие моно- и дигидратам олигомеров, причем они наблюдались как дJIя твердофаз-

ного (рис. За) так и длrI жидкого (рис. Зб) сосгояния образчъ но существенно теряли в интенсивносfiI

после формированиrI параформа выше -20оС. Регистрация гидратов в расIIлавившемся образuе анаJIо-

гична ситуации, опIлсанЕой в предыдущем рЕlзделе длrI водньD( смесей; в то же время образование ионов

гидратныХ кJIастероВ полиоксимgгиJIýна при бомбарлиро_вке твердого обржца является первым сдучаем
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Пикц соответстЕуюIIЕ.Iе олигомераМ поjIимgгипецОксIцоа с рilзлиqlъцдI тч}АlиЕаJт*Ifiми грушами,
обозначеrrыкак a, V, l, гидtrrатыотмечеr*rзнаком *.

регистрациИ сиJIьнО связанноЙ вOды В замороженньж растворах органиtr€скrлс соединений посредствOм
метOдом НТ ББА.

примечательным явJIrIетýя сам факт распьшения ионов из тверлофазньu< образцов данЕого типа,
которое становиllя возможЕым благодаря преобладанию более слабьтх (в сравнении с водородными
связями} ван-дер-вааЛьсовьD( взаимодейсТвий. МолекУлы оJIигOмеров IIолиоксимЕгилеЕа представJUIют
собой жестtСае пitJIочкИ [41], на перифериИ KOTopbIx отсугств}юТ протонодонОрные группы, необхом-
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мые дJUI образования водорOдЕых связей. В то же время мOлекуJш воды мOryг образовывать Н-связи как

с эфирными кислородап,Iи (создавая <<сшивки}) между цепями), так и с концевыми группами полимеров

.*r**uro.o типа, Известtlо, что мономер формальдегида црис}"тствует в раствOрах в форме гидрата [38-

40]; было показано, что образl,тощиеся при полимеризаlии ол}Iгомеры также гидратирOваЕы; при

замораживании эти гидраты" по всей видимости, сOхраЕrIются в твердой фазе.

Отмsгим, что в НТ ББА масс-спектрах замороженного формалина отсутствуют кJIастерные сериI1

воды, что указывает па отсутствие в образце сравнительно круflньгк кристtýIлов льда. При плавJIении

образча 0тносительнrя интенсивность гидратньж кJIастеров не увелиtIивается. На основании этю( дв)"(

факгов моясtо заключить, чт0 практически вся вода при замораживании либо связывается в форме

."дрч"оu, либо оказывается захваченной расryщей полимерной ссгкой (что ограничивает подви}кнооть

мOлекуJI воды и прешIтствует образованЙю крупньж кристаллов льда), Именно такие трансформаltии

воды в охJIаждаемом растворе и оя(идаются от эффективного криопротектора [28,291, Однако, поли-

оксиметилвн ца может примеЕrIться на практике вследствие высокой мЕожественЕой токсlтчвости его

мономера формальдегида; в то же времяt его ближайший гомолог полиоксиэтилен (в форме полиэтилен-

гликоф широкО прIIменяется в криопротекции [28, 29]. Таким образом, сYществуют определенные

кOрреляции между некоторыми параметрами нт ББд масс-сilектров и криопротекторными свойствами

p*""uopu, что можgТ бьггь исполЬзOван0 в дiлльнеЙшем дJUI оценки эффеrсгивности различньж криопро-

текторов.
Следует упомяF_гугь также о явлении, I1ротивоположflом гидратOJ,{ии, Е:,,им€нно, дегидратации,

которая является одЕим из повреждающих факторов при замораживании бlrоматериала. Удаление

молекуп воды в раgтущие кристilJIлы льда умеЕьшает коJIичество контактов раствореЕньrх молекул с

раствор1.1т€лем; при полном ф*о"о* расслоении происходит выделение безводной фазы расгворенного

u"щ*arЪu. Для образчов такого типа, как уже отмечаJIOсь выше, невозможно образование смешанньIх

гидратЕьIх кJrастеров, .1то наблюдаJtOсь, например, для замороженньD{ водIrьж растворов азотистьDr:::

новЪний t11]. В то же BpeMrI из затвердевших аморфно растворOв оргаýичоских молýкул в растворител€

с криOпротекторными свойrгвами, например, глицерине, возможн0 распыление (сольватньIю) кJIастеров

[1l.|, что свидетельствует 0 сохранении водородных связей раствореяного вещества с молекулами

растворителя в твердой фаз" - uф6"о, важный дJIяI сохраЕениrI тех конфорttlационньIх особенностей

биомолекул, которые обусловленьт их взаимOдействием с молекул{tми раствор!fгеJш.

Вода, связапн*я в кристаллогидратахЕеоргаяическихвещестВ :

,Щ.тш шолвоты картины возможноýТей НТ ББА масс-спекгрометрии в из}л{ении свойgгв связанной

воды коротко опишем примеры ее приложеЕиrI к исследованию неорганичtеских цристtLплOгидратов, в

частностц криогидратов-солей. ffанные объекты также имеют отношение к проблемам криопротекции,

,roanonoray въе био.,rо.пr"еские жидкости представлrIют собой солевые растворы, и неорганиrIеские

компоненты также окIlзываtот влияние на струкryру замораживаемого образца,

Бьши изуrень1 водные растворы NaCl [12] как основного солевого компOЕента физиологическrrх

жидкостей. Щ,тя серии раствOров рl}звь]х концеЕтраций шаблюдалось хорошее соответgтвие межд/

сгрукryроfi образuа, опреде.тtяемOй фазовой диаграммой данной системы, фазовыми переходами при

повышениИ темперацlрЫ и характероМ нт ББА масс-спеюрОв, При охлаждении системы в ходе пери*

тектической реакции (Tn : +0,15'С, Cn : 26,8% |427) образуагся нOвое со8дицение - кристаллогидрtл

NaCl . 2Е2О. Замороженный образеч содержит криотаJIлы льда и кристttJIлогидрата (соотпошеЕие и

морфология кOторьгх зависят от пачальной по"цеr"рачrФ и, u полном соответствии с моделью форми-

pouur* нт ББА маоý-спектрОв, его спектр (рис. 4а) представJU{ет собой суперпOзиц[rю серии кJIастеров

ir^", iHrOl 
] Ir , pu..ror*.*or* ,. *p".i*nиToв льда и ряда ионов, связаЕньIх с фазой NaCl'2н'O:

;;,- фiсЬ 1,1ui (*: 1-з), (ьо)" ila" 1п = 1_4), (т{2о)-' (NaCl)- Nu* (ц m = l. 2) [12].

с rrовышением темпера.туры в системе наблюдаются два типа фазовьп переходов: сублимация

кристrtJIлоВ льда (факгич""п", 
"убп"*ациоЕIlая 

сушка образuа) и обезвоживание кристttJцlогидрата, При

этом цаблюдать плавдение эвтектики не представлrIется возможным, поскольку Т" = ,z|,zoc [42] леrcrг

выше температурЫ сублимациИ дьд& В данньD( условиrtх. Соотвgгствие гидратньIк юIастеров фже крис-

т€UIлогидрата однозначн0 доказывается тем факгом, чт0 после попной сублимачии чистого льда и

исчезItOвеиItl из спектра кластерной серии воды сп,rешанЕые гидратные кластеры цродолжают

присугствовать в спеtсгре (рис. 4 б) и ю( абсолютнlш интенсивность понижается при посJlедующем

повышеtlии ,"rrr*puryp", ,u 
"**. 

обезвоживания повýрхности кристаJIпогидрата. Смешапный тиц

водородньп( " ,orr"io' связей в неорганиrlеском кристаллогидрате способrrвует досгатOчЕо

интенсивноМу раапыJIеIrИю кпастерньrк иOIrов; фазовый переход от кристаJIлогидрата к безводпой соли

при положительиьD( температураь 
"о.rроuо",лrющийся 

струrryрной пересгройкой кристаллической

рsшетки в чисто ионцдо, приводит к падению абсоrпотной интексивности кJIао.геров ýаСЬ Na* ,
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Набшодение эффектов, связаIIных с ги/{ратецией ...
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Рис. 4, НТ ББА масс-спектрьi заморOже}rноrc23ОЬ водIлого раствора NaCl. (а) Т = - t75'C,
образеч содержит кристаъ{ы льда, из которых распыJIяются кцастеры вводы (Нzо)" Н' (*).
и кристillлогид)ат NaCl 2HlO в составс эвтекгrrчесitой фазы: (б) т : _50"с, спеюр соответствует фазе
чистогО кристаллогидРата, оставштегОся посýе завершеш{я субJ-Ед{ации воды из кристалlов JIьда.

Гидратные кластсры наблюдались и для вод}lьDt растворов ряда других солей, образJтощих
крпстIшлогIIдратьI при низких температурах. ,Щанная информацлrя необходима ддя выделе}I!UI ионов,
относящихся к солям фIетiLплов, в НТ ББА Macc-cileкTpax более сложньж многOкомпонентных растворах
бiIомолекул. отметим, что в плане криопротекции связывание части воды в составе кристадлогидратов,
с одной стороны, умеЕьшает количество свободной воды, способной образовь]вать крупные кристаJшы
.lьда. а с другой стороны, снижает конц9нтрацию ItoHoB металлов в оставшейся жидкой фазе.

ЗАКjIЮЧЕНИЕ

проведенный в данной работе анализ ряда результатов, fiолучеttньIх к наOтоящему времени с
помощью метода нт ББД пOзволrIет сделать вывоД tl том, какой круг объетrгов и явлений, связанЕьж с
гидратационньтми эффекгал,Iи) можц0 эффективно из}чать этим методом. N{ожно выделить три типа
TaklTx объектов: 1) тверлофаsные замороженrrые водные растворы lэрганических веществ, в которьж
пpIlcyTcTByeT так назьiваемая с}Iльно связанная вода (пример - раствор олигOмеров полиоксиметилепа);
2) образцы, содержащие жI{дкуЮ фазу * пекотороМ интерваJIе экспериментilJIьЕых условий НТ ББА, в
которьrх мOryт прис}тствовать стабидьные ГиДраты (примерьт - водно-спиртовые растворьr; 3) кристал-
-]lогидраты цеорганических соедиЕений (примеры - криOгидраТьi солей), Харакгер нт ББА масс-спект-
ров этих образцов опредеJI;Iется рж агрегатным состоянием, однако обцей чертой спектров явJIяется
налIЕIие в Еих иЕтенсивных пЦратньD( KJracTepoB органцческого или цеоргани!tеского компонента
раствора. Распределение гидратньD( кJIастеров несgт качественнlто и, в определенных пределах,
количествеНную информацию о состоянии гидратной воды в образче, В слцrчае полного фазового
разделе}rия при замораживании водного раствора гидратные кластеры не наблюдаются.

облаgгь примецения метода IIоJryчения ионов с помощью ББА ограничена сравfiительно
rtllЗКОМОЛеI\УлярнымИ соединенI4яМи, МожнО ожидать, что более мощц,ые, в сравнении с ББА" методы
}1онизациц, такие как матриtIнаrI ла:}ерная десорбция, позвоJUIт в недаJIеком булущем зарегистрировать
стабильные гидратЫ более крупнЬrх биомолекул, в частности, белков и пептидOв. Экспериментальные
приемЫ получениЯ IlизкотемпеРатурньж масс-спектров, накопленttые в работах с использованием ББАп
и модеJlЬ дJIя интерпретации спектроВ моryт быть использованы в таких перспективньrх иссJlедованиrtх.
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