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SAZETAK RADA

Infracrvena spektroskopija asparaginske kiseline

Snimljen je infracrveni spektar asparaginske kiseline.Dobivene vrpce su identificirane
usporedbom s prije objavljenim radovima iz infracrvene spektroskopije aminokiselina i
izraCunatim frekvencijama vibracija unutar programa Gaussian i GaussView. Potvrdene su

zwitterionska struktura i unutarmolekulske vodikove veze.

Svrha zadatka: Analizirati spektar asparaginske kiseline na osnovi njene molekulske

strukture te asocirati vibracije sa vrpcama u dobivenom spektru.

Kljuéne rijeci: spektroskopija, infracrvena spektroskopija, asparaginska kiselina,

zwitterion,molekulska struktura, vodikove veze, vibracije, vrpce
ABSTRACT

Infrared spectroscopy of aspartic acid

The infrared spectrum of aspartic acid was recorded and measured. The obtained ribbons were
identified by comparison with previously published papers from the infrared spectroscopy of
amino acids and calculated vibration frequencies within the Gaussian and GaussView

programs. The zwitterionic structure and the intramolecular hydrogen bonds were confirmed.

Goal: The analysis of the asparagine acid spectrum on the basis of its molecular structure and

associate the vibration with the bands in the obtained spectrum.

Keywords: spectroscopy, infrared spectroscopy, aspartic acid, zwitterion, molecular

structure, hydrogen bonds, vibrations, ribbons
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1. UVOD

Infracrvena spektroskopija je osnovni alat svakog kemicara, te je kroz godine KkoriStena za
definiciju apsolutne molekulske strukture kompleksnih organskih spojeva. Od kompleksnih
organskih spojeva za zivot, to¢nije biokemijski ciklus zivih organizama, najbitnija je skupina
aminokiselina. Aminokiseline su gradivne jedinice proteina pa su samim time mnoge
spektroskopske analize usmjerene u svrhu proucavanja njihove molekularne strukture.
Proteini su glavni akteri u veéini biokemijskih procesa. Oni kataliziraju sve promjene u
stanicnom metabolizmu pa je temeljno poznavanje njihove strukture, odnosno strukture
aminokiselina, presudno u razvitku biokemije. Asparaginska kiselina, kojom se bavi ovaj rad,
je polarna aminokiselina, jedna od dvije aminokiseline koje imaju kiseli ogranak. U svojoj
strukturi osim karboksilne skupine aminokiselina sadrzi COOH skupinu u svom R ogranku. U
organizmu, asparaginska Kkiselina donira amino skupinu u ciklusu uree, biosintezi purina, te
sudjeluje i u biosintezi pirimidina.l! Asparaginska se, uz drugu kiselu aminokiselinu,
glutaminsku kiselinu, nalazi u velikim koli¢inama u centralnom Zivéanom sustavu sisavaca.[?
U forenzici i arheologiji, asparaginska kiselina primjenjuje se u odredivanju zivotnog vijeka
organizama analizom njihovih kostiju ili fosiliziranih ostataka. 4. U posljednje vrijeme,
asparaginska kiselina koristi se i kao polimer, poli(asparginska kiselina) (PAA), kao zamjena

za druge polimere koji nisu biorazgradivi.®

U ovom radu, analizirat ¢emo infracrveni spektar L-Asparaginske Kiseline, ali i utjecaj

zwitterionske strukture i unutarmolekulskih vodikovih veza u apsorpciji infracrvene svjetlosti.



2. OPCI DIO

2.1 Infracrvena spektroskopija

Infracrvena (IR) spektroskopija instrumentalna je metoda za detekciju, odnosno identifikaciju
funkcionalnih skupina prisutnin  u molekuli. Kada govorimo o IR spektroskopiji,
podrazumijevamo podrucje spektra elektromagnetskog zracenja u rasponu od 2,5-15,0 mm

(Slika 1),
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Slika 1. Spektar elektromagnetskog zracenjal!

IR spektar je snimka apsorbiranog svjetla kao funkcija valne duljine. Apsorbira se samo
svjetlo ¢ija se frekvencija podudara s frekvencijom vibracija veze u molekuli, odnosno
frekvencije radijacije i vibracije moraju biti iste da bi doSlo do apsorpcije. Faktori koji
odreduju apsorpcijski polozaj su jadina veze, masa atoma u vezi (uz istu jakost veze) i vrsta

vibracije, a jacinu veze odredujemo iz energija disocijacije molekule promatrane molekule.

Najjednostavnija podjela vibracija je: - RASTEZANJE (STRETCHING), kojima odgovaraju
vece vrijednosti valnog broja i - SVIJANJE (BENDING ili deformacijske vibracije), kojima

odgovaraju nizi valni brojevi, a koje mogu biti simetri¢ne i asimetri¢ne.(Slika 2.)

C—H 0
e /7 \
C H
p—
Stretching Bending

Slika 2. Jednostavne vrste vibracija.



Nadalje vibracije svijanja se mogu podijeliti i na kompleksnije vrste:- STRIZNA
VIBRACIJA(SCISSORING), LIULJANJE(ROCKING), NJIHANJE (WAGGING) i
UVIJANJE (TWISTING)

Stretching Vibrations

NN

Bending Vibrations

In-plane Out-of-plane
Scissoring Rocking Wagging Twisting

Slika 3. Sve vrste vibracija

Na slici 4. opisane su karakteristike nekih specifi¢nih vrpci koje se pojavljuju pri snimanju IR

spektara, te su dati njihovi karakteristi¢ni odzivi:

g Izrazito jak signal u IR spektru posljedica
A je promjene dipolnog momenta molekule

Induktivni efekt CH; skupina dovodi do

H3C

. >C=CH2 polarizacije veze. Rastezanjem dolazi do
HiC™ promjene dipolnog momenta kao funkcije

udaljenosti

>C=C< U IR spektru veza je aktivna na 1640 cm'!

Hsc\ CH; Nema dipolnog momenta niti njegove
Cc=C promjene; IR vrpca je inaktivna; iako
7 ~

HiC CHz vibracije postoje one se ne vide

Slika 4. Prikaz karakteristi¢nih vrpci u IR spektrimal’]

Kako smo vidjeli, postoje razliCite vrste vibracija rastezanja i svijanja uzrokovanih
apsorpcijom energije infracrvenog spektra. Stvarne relativne frekvencije vibracija mogu se

predvidjeti. Veze s “lakS§im” atomima vibriraju uvijek brze od onih s “tezim” atomima.
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Trostruke veze (koje su jace) vibriraju pri viSim frekvencijama od dvostrukih veza, dok

dvostruke veze vibriraju pri viSim frekvencijama od jednostrukih veza.

2.2 Infracrveni spektar
Infracrveni spektar (Slika 5.) prikazuje karakteristi¢éne vrpce funkcionalnih skupina u to¢no
unaprijed definiranim podruc¢jima valnih brojeva, prilikom ¢ega je na apscisi uvijek valni broj

(cm-1), a na ordinati apsorbancija (%).
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Slika 5. Infracrveni (IR) spektar.

Podru¢je od 500-1500 cm-1 naziva se podrucje “otiska prsta” (fingerprint region) i prema
njemu se sa potpunom sigurno§éu moze tvrditi radi li se o identi¢noj molekuli ili ne,
usporedujuci dva infracrvena spektra. IR spektar molekule obi¢no sadrzi veliki broj pikova.
Dodatni pikovi rezultat su preklopljenih (overtone, harmonic) pikova koji su slabiji i nize
frekvencije, a kaze se da je jedan infracrveni spektar zapravo otisak prsta cijele molekule jer
je jedinstven za pojedinu molekulu. Kada govorimo o interpretaciji IR spektara, treba
naglasiti da se opéenito samo odredeni signali interpretiraju u IR spektrima, te se nikada ne
pripisuju sve vrpce nekoj funkcionalnoj skupini. Zapravo se iz podataka o valnom broju na
kojima se pojavljuju odredene vrpce pri definiranim podru¢jima IR spektra, definira tip
molekule, vrsta veze koja u promatranoj molekuli postoji. Na taj nacin, nepoznata molekula,
moze se svrstati u odredenu skupinu molekula prema posjedovanju karakteristi¢nih
veza/skupina, ali se nikako ne moZe donijeti interpretacijom IR spektra zaklju¢ak o
kompletnoj strukturi ispitivane molekule. Za tako neSto, potrebno je kombinirati informacije

prikupljene analizom rezultata drugih spektroskopskih/spektrometrijskih tehnika.



2.3. Asparaginska kiselina

Aspariginska kiselina je kisela aminokiselina, jedna od dvije aminokiseline koje u svojim R
ograncima sadrze karboksilnu skupinu, druga je glutaminska kiselina. Karboksilna skupina u
pomoc¢nim lanicma su slabijih kiselih svojstva od a-COOH skupine, ali dovoljno su kisele da
egzistiraju kao COO™ u pH neutralnom podrucju. Taj oblik asparaginske kiseline naziva se
Asparatat. Negativno nabijene aminokiseline (asparaginska i glutaminska kiselina) imaju
vaznu ulogu u proteinima. Proteini koji iz funkcionalnih ili strukturalnih razloga vezu metalne

ione, imaju jedan ili vise pomoénih lanaca koji sadrze glutamate ili asparatate.[!]

2.3.1 Molekulska struktura

Slika 6. Molekulska struktura asparaginske kiseline

U molekulskoj strukturi, ionizirana 1 neionizirana karboksilna skupina se lako mogu
razlikovati. U ioniziranoj karboksilnoj skupini C-O udaljenosti izmjerene su duljine 1.242 i
1.252 A, a u neioniziranoj 1202 i 1306 A. Sli¢ne udaljenosti mogu se vidjeti i u
aminomalonskim kiselinama. Kutovi izmedu COO™ i COOH ravnina su 34.8°. Udaljenost
N(9)-O(1) je 2,737 A unutar molekule, sto je krac¢e ¢ak i od duljine vodikovih veza unutar
molekula od N do O. C-N veza je pod kutom od 33.9° u odnosu na ravninu C(6)-C(5)-O(1)-
O(2). Ugljikov lanac je priblizno planaran. C-C veze su sve iste duljine, osim veze koja

ukljucuje C atom neionizirane karboksilne skupine, koja je bitno kraéa od ostalih.
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LELT ]

Slika 7. Molekulska struktura asparaginske kiseline s odgovaraju¢im kutovima i

duljinama vezal®!

2.3.2 Vrpce Asparaginske kiseline u infracrvenom spektru
Od vibracijskih deformacija u asparaginskoj kiselini, najlakse ¢e se moci ocitati specifi¢ne

vrpce rastezanja O-H, N-H i C=0 veza.

Apsorpcija vibracija O-H rastezanja veoma je karakteristi¢na. U vrlo razrijedenim otopinama,
vodikove veze su odsutne, te se javlja jako ostar signal kod 3590-3650 cm-1 (Slika 8, (a)). U
koncentriranijim otopinama, hidroksilne skupine su vodikovim vezama povezane jedna s

drugom, te se javlja veoma $irok i velik signal kod 3200-3550 cm-1 (Slika 8, (b)).
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Slika 8. Vibracija OH rastezanja u infracrvenom spektrul®

Kada se promatraju amini 1 amidi, najveca pozornost u interpretaciji IR spektra posvecuje se
vrpci vibracije N-H veza. Veoma razrijedena otopina 1° i 2° amina pokazuje oStre signale kod
3300-3500 cm-1 za vibracije istezanja N-H veza. Dok 1° amini daju dva signala (simetri¢nu i
asimetri¢nu vibraciju), 2° amini pokazuju samo jedan pik zbog postojanja samo jedne N-H
veze. Jako je vazno voditi rauna o Cinjenici da 3° amini nemaju N-H veze te ne apsorbiraju u
ovom podruc¢ju i ne pokazuju nikakvu vrpcu u karakteristicnom podrucju. Pri tome,
koncentriranije otopine amina pokazuju Sire signale zbog postojanja intermolekulskih
vodikovih veza. Sto se amida ti¢e, oni imaju signale za vibracije istezanja N-H skupine i uz to
i signal za karbonilni pik, | samo potvrda oba ova signala je jednoznacan dokaz postojanja

amida u ispitivanom uzorku.

Opcenito, karbonilna skupina daje jaki signal rastezanja koji se pojavljuje na 1630-1780 cm-
1. Potpuno precizno mjesto signala ovisi o stvarnoj prisutnoj funkcionalnoj skupini, te o tome
0 kojem tipu karbonilnog spoja je rije¢ (Slika 9), o aldehidu, ketonu, esteru, karboksilnoj

kiselini ili amidu. Sve ove skupine organskih spojeva posjeduju karbonilnu skupinu, no ne
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daju u potpuno istom podruéju signal za vibraciju rastezanja dvostruke C-O veze, zbog
ostatka molekule koji se razlikuje. Bitno je napomenuti da je kod karboksilnih kiselina, uz
karbonilnu skupinu, bitno identificirati i vrpcu za hidroksilnu skupinu, a kod amida i

vrpcu/vrpce za N-H vibracije.[”]

O O O

| [ |

& ®
R™ H R R R™ OR

Aldehyde Ketone Ester
16901740 ¢m™! 16801750 cm™! 17351750 cm™!

O 0O

ll |
/(‘\ /(.\
R OH R NH.

Carboxylic acid Amide
17101780 cm™! 16301690 cm ™!

Slika 9. Podruéja vrpci karbonilne skupine ovisno o skupini karbonilnog spojal®!

Naravno, pri promatranju spektra moramo uzeti u obzir da je naSa molekula kompleksna te da
¢e se sukladno tome vrpce pomicati u lijevo ili desno ovisno o unutarmolekulskim
interakcijama izmedu atoma. U molekuli asparaginske kiseline nalazimo zwitterionsku

struktura koja bitno utjece na oblik spektra.

2.4. Zwitterionska struktura

Amino i karboksilne skupine aminokiselina se lako ioniziraju. Karboksilne skupine imaju
jako niski pK oko 2-3 a a-amino skupine(pKz) oko 9-10. Zato pri neutralnom pH amino
skupine su protonirane, a karboksilne su u obliku svoje konjugirane baze (karboksilati).
Aminokiseline zbog toga imaju amfoterna svojstva (mogu biti i kiseline i baze). Molekule kao
Sto su aminokiseline koje imaju dve nabijene skupine razli¢itih polova, nazivaju se dipolarnim
ionima ili zwitterionima. Amino kiseline, kao i druge ionske tvari, topljivije su u polarnim,

nego nepolarnim otapalima.t®!



o)
I

<—— pH decreases

-

pH increases

O
OH
H;0*

+ + + '
H;N—CH—C—OH —— H;N—CH—C—0 —/— H_‘N—(l,‘H—(,‘—()

I
CH,

(|,‘ —OH
(0]
Aspartic acid
pH<2
(charge = 1+)

O
OH ”
H.0* |
iy
C—OH
I
@)
Zwitterion
pH=28
l\'h.”:it =)

i

C—0O

|

O
Aspartic acid

atpH 7
(charge = 1-)

0
M, H,N—CH—C—0
H,0*
CH,

|
c—0

|
O
Aspartic acid

[\H > 1)

(charge =2

Slika 10. lonska struktura asparaginske kiseline u ovisnosti o pH

Ovakva struktura omogucéava unutarmolekulske vodikove veze N-H---O i O-H:--O zbog kojih

¢e cijeli spektar biti pomaknut prema nizim frekvencijama. Takoder, u spektru ¢e se moci

jasno razlikovati C-O rastezanja ionizirane i neionizirane karboksilne skupine.



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Infracrveni spektar
Infracrveni spektar aspariginske kiseline snimljen je na FTIR spektrofotometru Spectrum

One,Perkin Elmer. Pripravljena asparaginska kiselina smjestena je u KBr ploc¢icu i snimljen je

spektar od 4000 cm do 650 cm3,

3.2 Rac¢unalno sucelje za analizu vibracija

Vibracije su izracunate u programima Gaussian(0.9.0) i GaussView (5.0.8.), koji simuliraju
vibracije veza unutar molekule prilikom infracrvene pobude, te ih prikazuju vizualno. Za
usporedbu koriste se molekule asparaginske kiseline u sredstvu dielektri¢ne konstante 3 (Asp

(e=3)) kako bi se molekula nalazila u zwitterionskom obliku i dimer asparaginske kiseline.

10



4. REZULTATI
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Slika 11. Snimljeni infracrveni spektar asparaginske kiseline
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5. RASPRAVA

5.1 Opcenito o spektru

Molekula asparaginske kiseline sastoji se od 16 atoma s 42 vrste vibracija veza. S obzirom da
ne postoji nijedan simetrian element u molekuli, odnosno ona pripada Ci skupini, sve
vibracije su aktivne i u infracrvenom i1 u Raman spektru. Neke od tih vibracija uobicajeno se
grupiraju s obzirom da dolaze od iste vrste veza.[*). U zavr§nom radu, u tablici 1. nalazimo
sve vrste vibracija unutar molekule asparaginske kiseline nakon infracrvene pobude, s
pripadaju¢im simbolima. U rubrici broj nalazi se broj nacina vibracija. Frekvencije i

intenziteti vrpca dobivenog spektra prikazani su u tablicama 2-4.

5.2 Zwitterion struktura i vodikove veze u spektru

Kao $to prili¢i amino kiselinama, molekulu asparaginske kiseline moramo promatrati
uzimajuéi u obzir zwitterionsku strukturu (HOOC-CH2-CH(NH3")-COQ"). Zbog toga treba
ocekivati vrpce koje koreliraju sa ioniziranim i neioniziranim karboksilnim skupinama, te da
usprkos tome §to su veze izmedu ugljika koplanarne, postoji bitna razlika u duljini C-C veza:
neionizirana karboksilna skupina (COOH) sa susjednim C atomom kraca je od drugih. Iz
NH3",COO" i COOH unutar molekule formiraju se vodikove veze $to ¢e takoder utjecati na

spektar.

12



Tablica 1. Opis osnovnih vibracija aspariginske kiseline nastalih infracrvenom pobudom[?

Opis Broj Simbol

CH: rastezanje 2 v(CH>)
CHe: svijanje 1 3(CHy)
CHznjihanje 1 ®(CH>)
CH:z uvijanje 1 t(CH,)
CHz2 ljuljanje 1 r(CHy)
CH rastezanje 1 v(CH)
CH svijanje 2 d(CH)
NHs* rastezanje 3 v(NH3")
NH3s* svijanje 3 8(NHs")
NHs* ljuljanje 2 r(NHs")
NHs* torzija 1 T(NH3")
OH rastezanje 1 v(OH)
OH svijanje u ravnini 1 d(OH)
OH svijanje van ravnine 1 v(OH)
COz2 rastezanje 2 v(COy)
COz2 svijanje u ravnini 2 3(COY)
COz svijanje van ravnine 1 y(OCO)
CO: torzija 1 1(CO2)
C=0 rastezanje 1 v(C=0)
C-O rastezanje 1 v(C-0)
COOH svijanje u ravnini 2 3(COOH)
COOH svijanje van ravnine 1 v(HOCC)
CN rastezanje 1 v(skel)
CCN rastezanje 2 v(skel)
CC rastezanje 3 v(skel)
CCC svijanje 2 d(skel)
CC torzija 2 t(skel)

*v: rastezanje; o: Svijanje u ravnini; y: Svijanje van ravnine; T: torzija; o: njihanje; r: ljuljanje;

t: uvijanje; skel: dio kostura.
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5.3. Asocijacija frekvencija i vibracija

Rasprava o spektru odvijat ¢e se u tri skupine podijeljene na osnovi raspona frekvencija u

spektru. Spektar je podijeljen na tri podrudja: podruéje visoke frekvencije (3500-1800 cmY),

podrugje srednje frekvencije (1800-1000 cm™), te podrugje niske frekvencije (ispod 1000 cm”

1).

5.3.1 Podrucje visoke frekvencije(3500-1800 cm™)

Tablica 2. Vrpce iz podrudja visoke frekvencije

Frekvencija(cm™) | Asocirana vibracija
2952 v(OH)

2730 va(NH3")

2654 vs(NHz")

2503 v(CH)

2281 va(CHy)

2075 vs(CH>)

1896 v3(NHs")

Ovo podrucje frekvencija povezuje se s vibracijama rastezanja jer ovdje jo§ nije dovoljno

velika energija za druge vibracije. Prvo $to primje¢ujemo je Siroka vrpca na 2952 cm?, koji

sigurno odgovara vibraciji rastezanja OH veze (v(OH)) zbog svoje $irine. Siroka vrpca OH

stvara probleme u identificiranju drugih vibracija u ovome podrucju.
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Slika 12. Rastezanje OH skupine(2952 cmt)

U programu Gaussian izracunate su frekvencije za vibracije bitno vece nego one u realnom
uzorku, $to je normalno s obzirom da program ne uzima da u realnoj analizi ima vise
molekula, pa je utjecaj vodikovih veza bitno jaci. Za usporedbu u ovom podrucju koristit ¢e se
molekula asparaginske kiseline u sredstvu dielektriéne konstante 3 i dimer asparaginske
kiseline. Vrpce za dimer su u duplikatu jer su dvije molekule, pa tako u ovom podrucju
nalazimo v(OH) na 3794 za Asp (e=3) i 3755 i 3745 cm™ za dimer. Vrpca asimetri¢nog
rastezanja NHs" (va(NHs")) nalaze se na 3521; 3411 i 3458 cm™, a simetri¢nog (vs(NHs")) na
3368;3336 i 3275 cm™. Vrpce rastezanja CH skupine (v(CH)) nalaze se na 3127; 3118 i 3112
cm™. Vrpce asimetriénog rastezanja CHz skupine (va(CH2) nalaze se na 3109; 3076 i 3069
cm™, a simetriénog (vs(CH2)) 3031; 3042 i 2999; . S tim rezultatima mozemo utvrditi da su
vrpee na "ramenu" Siroke v(OH) vrpce redom asimetri¢no rastezanje NH3z* skupine (2730 cm”
1), simetri¢no rastezanje NHs" (2645 cm™Y), rastezanja CH skupine (2503 cm™), asimetri¢no
rastezanje CH, (2281 cm™) i simetri¢no rastezanje CH, skupine (2075 cm™). Takoder, obje
molekule pokazuju jednu slabu vrpcu (2983; 2968 i 2672 cm™), koji odgovara treéem nacinu
rastezanja NHs* skupine koji ¢emo oznaéiti sa v3(NH3"), koji se na dobivenom spektru moze

is¢itati na 1896 cm™.
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5.3.2 Podrucje srednje frekvencije (1800-1000cmt)

Tablica 3. Vrpce iz podrudja srednje frekvencije

Frekvencija(cm™) | Asocirana vibracija
1687 v(C=0)
1641 8a(NH3")
1597 0a(CO2)
1504 8s(NH3")
1419 vs(CO?)
1357 o(CH2)
1289 3(CH2)
1246 3(CH2)
1149 r(NHs")
1118 r(NHs")
1039 v(skel)

U spektroskopiji se ovo podruéje, zajedno sa podru¢jem niske frekvencije, naziva "otiskom
prsta”, pa je logi¢no da ¢emo ovdje pronadi i puno vrpca koje nam pomazu u identificiranju
strukture molekule. Vrpca koja odgovara frekvenciji 1687 cm™ definitivno pripada rastezanju
C=0 veze jer je takva snazna vrpca blizu 1700 cm™ primije¢ena kod svih karboksilnih
kiselinal®, a vrpca na 1597cm™ pripada asimetri¢nom rastezanju karboksilatne skupine kojeg

uo¢avamo kod svih amino kiselina u zwitter ion obliku.[*

16



Slika 13. Razlicite vrste rastezanja C=0 skupine u zwitterionskom obliku: a) C=0
rastezanje neionizirane karboksilne skupine(1687 cm) b) C=0 rastezanje ionizirane

karboksilatne skupine ( 1597 cm™)

Na osnovi podataka za glutaminsku kiselinu (1663 cm™) 2 j alanin (1645 i 1625 cm™)** kao
i kod ostalih amino kiselina, vrpca u tom podruc¢ju moze se pripisati antisimetri¢noj vibraciji
svijanja NH3*. Uz to, mozemo zakljugiti da vrpca pri frekvenciji 1504 cm™ pripada svijanju
NHs*, ovoga puta simetriénom. Za sve aminokiseline imamo podatak o vrpci na oko 1420 cm”
! koji pripada simetri¢nom rastezanju COO" skupinel'!l, a on se u nasem spektru nalazi na
1419 cm™. CH: vibracija njihanja ¢ita se na spektru na oko 1350 cm™, kod nas je ta vrpca na
1357 cm* .11 |z podataka za glutaminsku kiselinu (1154 i 1127 cm™), vrpce na 1149 i 1118
cm* zbog njihove blizine i mjesta na kojem se nalaze u spektru pripisujemo vibraciji njihanja
NHs* veze. Svijanja CH2 skupine u pravilu trebala bi se ogitavati na oko 1450cm™, 1300 cm™
i 1250 cm**41 | Generalno, vrpca na 1450 cm™ &esto je preslaba u aminokiselinama zbog
prisutnosti vrpce na 1420 cm™ koja se pripisuje vibraciji rastezanja COO- skupine. Takve
vrpce kod nas vidimo na 1289 i 1247 cm, a vrpca na oko 1450 cm™ je zasjenjena. Vrpce
izmedu 950 1 1100 asociraju se s istezanjima kostura molekule, no ne mozemo to¢no odrediti

radi li se o CC, CN ili CCC za pojedinu vrpcu bez daljnje analize™
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5.3.3 Podrucje niske frekvencije (<1000 cm?)

Tablica 4. Vrpce iz podrudja niske frekvencije

Frekvencija (cm™) | Asocirana vibracija
988 v(skel)

935 v(OH)

897 v(skel)

872 r(CH>)

776 v(OCO")

751 3(CO2)

650 3(COOH)

Kao §to smo ve¢ spomenuli, vrpce izmedu 950 i 1100 asociraju se s rastezanjima
kostura(v(skel)) molekule pa zato vrpcu na 988 cm™ takoder moZemo asocirati s tom
vibracijom. Sukladno spektru za glutaminsku kiselinu [*?1, vrpca na 935 cm™ moze se asocirati
sa svijanjem van ravnine hidroksilne skupine, dok se u glutaminskoj kiselini ta vrpca nalazi
na 942 cm™. Za daljnje promatranje vrpci koristi se program Gaussian. U Gaussianu, nakon
vrpce svijanja van ravnine OH skupine (Asp (¢=3) 923cm™; dimer 924,920 cm™), izra¢un
govori da se javlja skeletalno rastezanje (v(skel)) na 861 cm™; 875 i 873 cm™, zatim CH;
ljuljanje (r(CH2)) na 845; 847 i 844 cm™. U nasem spektru u podruéju izmedu 900 i 800 cm?,
pojavljuju se takoder dvije vrpce, pa zato moZemo asocirati vrpcu na 897 cm™ sa skeletalnim
rastezanjem, a vrpcu na 872 cm™ sa CH; ljuljanjem. U Asp(e=3) izradunate su zatim vrpce na
767 i 734 cm™ koje odgovaraju svijanju izvan i unutar ravnine CO2™ skupine (y(OCO) i
3(C0O2)). Kod dimera se ta svijanja nalaze na 770 i 768 cm™((y(OCOY)) i 700 i 676 cm™
(5(C0O2)). Pomak od 34 odnosno 68 cm™ moze se pripisati medumolekulskim vodikovim
vezama na atomima Kisika u dimeru. U nasem spektru to ponasanje odgovara vrpcama na 776
i 751 cm™™. Vrpca na 650 cm™ odgovara svijanju COOH (5(COOH)) koje se u Asp(e=3) nalazi
na 660 cm™, a u dimeru na 658 i 656 cm™.
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6. ZAKLJUCAK

Snimljen je IR spektar asparaginske kiseline u KBr plo¢ici. Na osnovi rac¢unalnih simulacija i
drugih radova iz infracrvene spektroskopije, identificirane su osnovne frekvencije pri kojima
vibriraju veze unutar molekule. Rezultati se poklapaju sa pretpostavkama o zwitterionskoj
strukturi i1 vodikovim vezama unutar molekule asparaginske kiseline. Postojanje vodikovih
veza se, U spektru, moze vidjeti u podrucju visoke frekvencije, gdje njihova prisutnost pomice
vibracijska rastezanja u smjeru nizih frekvencija od izracunatih u racunalnom sucelju. U
podruc¢ju srednje frekvencije, vibracijske vrpce su u skladu sa drugim radovima na temu
infracrvene spektroskopije aminokiselina. Zwitterionska struktura potvrdena je postojanjem 2
razli¢ita vrha za karboksilnu skupinu. Na 1687cm™ nalazimo vrpcu za rastezanje neionizirane,
a na 1597cm? ionizirane karboksilne skupine. U podrugju niske frekvencije, vrpce pokazuju
mjesoviti karakter, pa su analizirane u usporedbi sa kompjuterskom simulacijom vibracija

unutar molekule asparaginske kiseline.
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