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Термическая обработка линейных дипептидов, находящихся в твердой фазе, позволяет получать их 
циклические аналоги с высоким выходом и без дополнительных затрат. Вместе с тем, такие реакции, 
протекающие в условиях ограничений кристаллической решетки с участием молекул, находящихся 
в цвиттер-ионной форме, изучены недостаточно. В настоящей работе изучена реакция циклизации 
дипептида L-лейцил-L-валин в кристаллической фазе при нагревании. С использованием подходов 
изоконверсионной кинетики определена кинетическая модель, описывающая этот процесс, рассчитаны 
кинетические параметры, включая энергию активации, множитель Аррениуса и порядок реакции. Оце-
нена энантиомерная чистота образующегося циклического продукта. Изучена самосборка линейного и 
циклического дипептидов на твердой подложке. Результаты исследования будут полезны для установ-
ления механизма реакции циклизации дипептидов в твердой фазе, а также могут быть использованы 
при разработке эффективных и экономически выгодных способов получения циклических дипептидов.
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2,5-дикетопиперазина, самосборка, атомно-силовая микроскопия
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В настоящее время в литературе активно иссле-
дуются производные 2,5-дикетопиперазинов или 
циклические дипептиды [1, 2]. Интерес к этим со-
единениям связан с их способностью к самосбор-
ке с образованием различных наноструктур [3–6], 
включая нановолокна, наноленты, нанотрубки, 
нанопроволоки и т. д. [7, 8]. Такие структуры об-
ладают уникальными свойствами и могут исполь-
зоваться в различных технологиях [3, 9, 10]. Их 
применяют при изготовлении светодиодов [11],  

микроэлектронных систем для оптических 
устройств [10] и эффективных катализаторов [12]. 
Нанокристаллы 2,5-дикетопиперазинов при вне-
дрении в биополимеры с использованием электро-
спиннинга образуют стабильные и легко обрабаты-
ваемые нано/микро- гибридные системы, которые 
могут быть использованы при разработке пьезо-
электрических устройств и пироэлектрических 
датчиков температуры [13]. 2,5-Дикетопиперази-
ны относятся к классу супергелеобразователей и 
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способны формировать стабильные супрамолеку-
лярные гели [14, 15].

Помимо способности к самосборке, молекулы 
2,5-дикетопиперазинов обладают широким спек-
тром биологической активности и могут быть ис-
пользованы при разработке противоопухолевых 
[16], антикоагулянтных [17], противодиабетиче-
ских [18], антибактериальных [19] и противови-
русных [20] препаратов.

Возможные применения циклических дипепти-
дов обуславливают актуальность задачи по разра-
ботке эффективных и дешевых методов получения 
этих соединений. 2,5-Дикетопиперазины могут 
быть выделены из живых организмов [21, 22], 
получены в результате синтеза на поверхности 
твердой фазы [23] или при воздействии микровол-
нового излучения на водные растворы линейных 
дипептидов [24]. Вместе с тем, следует отметить, 
что такие методы являются относительно трудо-
емкими, поскольку необходима очистка конечного 
продукта, в том числе из-за возможной рацемиза-
ции [23, 25], также требуется использование рас-
творителей. Альтернативным способом синтеза 
производных 2,5-дикетопиперазинов может стать 
термически индуцируемая циклизация линейных 
дипептидов в твердой фазе [26–28], позволяющая 
получать эти соединения в одну стадию с выхо-
дом, близким к 100% [26, 29–31].

К настоящему времени известно, что циклиза-
ция дипептидов в твердой фазе относится к классу 
автокаталитических реакций [26, 29, 30], катализа-
тором в которых может быть вода, образующаяся 
в ходе реакции [32]. При увеличении объема за-
местителя в боковой цепи дипептида температура 
начала реакции уменьшается [30]. Вместе с тем, 
следует отметить, что использование твердофаз-
ного синтеза 2,5-дикетопиперазинов затруднено, 

из-за возможной термической деструкции и субли-
мации реагентов или продуктов при нагревании  
[27, 33, 34], а также из-за возможной рацемизации 
продуктов [24]. Для решения этих проблем необхо-
димо детальное изучение циклизации дипептидов 
в кристаллической фазе, в том числе исследование 
влияния структуры дипептида на кинетические 
параметры этого процесса.

В связи с этим в настоящей работе впервые изу-
чен процесс твердофазной циклизации дипептида 
L-лейцил-L-валин (Leu-Val) с применением под-
ходов неизотермической кинетики. Определены 
кинетические параметры процесса циклизации 
Leu-Val и кинетическая модель, описывающая 
эту реакцию. Структура циклического продукта 
цикло(Leu-Val) подтверждена методами 1Н и 13C 
ЯМР, ИК спектроскопии, масс-спектрометрии и 
кругового дихроизма. Самосборка линейного и 
циклического дипептидов на поверхности высоко-
ориентированого пиролитического графита изуче-
на с помощью атомно-силовой микроскопии. Для 
выяснения влияния структуры дипептида на кине-
тику реакции циклизации кинетические параме-
тры реакции циклизации дипептида Leu-Val были 
сопоставлены с данными, полученными ранее для 
дипептидов другого состава.

Термический анализ дипептида Leu-Val. 
Результаты совмещенного термического анализа 
дипептида Leu-Val, включая кривые термограви-
метрии, дифференциальной сканирующей кало-
риметрии и масс-спектрометрии, приведены на  
рис. 1.

Согласно полученным данным на ТГ кривой 
присутствуют три ступени потери массы. При на-
гревании дипептида до 163°С наблюдается уход 
адсорбированной воды, изменение массы образца 
составило ∆m = 4.58%. Дальнейшее нагревание 
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Leu-Val выше 163°С приводит ко второй ступени 
потери массы, связанной с химической реакцией. 
В ходе этого процесса образец теряет ∆m = 7.2%. 
Согласно данным масс-спектрометрии в уходящих 
газах присутствуют только пары воды. Такое изме-
нение массы соответствует уходу 0.97 моль воды 
на 1 моль Leu-Val, что хорошо согласуется со схе-
мой реакции (схема 1).

Нагрев образца выше 250°С приводит к субли-
мации циклического продукта реакции. Так как 
процесс десорбции воды накладывается на тем-
пературный интервал реакции и затрудняет ее из-
учение, нами была разработана методика осушки 
дипептида. Для этого исходный образец линейно-
го Leu-Val нагревали до 110°С и выдерживали при 
этой температуре в течение 15 мин. В результате 
получали сухой порошок дипептида.

При нагревании осушенного образца дипепти-
да на кривой термогравиметрии регистрировалась 
одна ступень потери массы ∆m = 7.8%, соответ-
ствующая потере 1 моля воды на 1 моль дипептида 
(рис. 2). На кривой ДСК присутствует экзотерми-
ческий эффект с началом при температуре 150°С 
и величиной ΔH = –85.9 Дж/г, который может со-
ответствовать полиморфному переходу в фазе ди-
пептида. Температура начала реакции циклизации 
Тonset составила 180°С. Следует отметить, что опре-
деленная в настоящей работе температура начала 
реакции циклизации Leu-Val хорошо согласуется 

с зависимостью температуры начала циклизации 
Тonset от молекулярной рефракции MRD боковых 
заместителей в молекулах дипептидов, обнару-
женной в работе [30]. Согласно предложенной в 
работе [30] формуле теоретическая температура 
начала реакции Leu-Val составляет 185.6°С.

Порошковая рентгеновская дифрактоме-
трия. Влияние нагрева на упаковку дипептида 
Leu-Val в твердой фазе охарактеризовано мето-
дом порошковой рентгеновской дифрактометрии  
(рис. 3). Установлено, что удаление сорбционной 
воды из исходного образца Leu-Val в результате на-
грева до 110°С не приводит к изменению его упа-
ковки. Этот факт хорошо согласуется с данными 
монокристального рентгеноструктурного анализа, 
согласно которым кристаллы Leu-Val содержат ги-
дрофобные поры, в которых могут находиться мо-
лекулы воды [35]. Поскольку, по данным ТГ/ДСК 
(рис. 1), потеря связанной воды начинается при 
температуре ниже ее температуры кипения, можно 
предположить, что между молекулами воды и ди-
пептида отсутствуют прочные межмолекулярные 
связи [36].

Нагрев Leu-Val до 140°С и охлаждение до ком-
натной температуры не приводит к существенно-
му изменению упаковки дипептида, что согласу-
ется с данными термического анализа, согласно 
которым на ДСК кривой отсутствуют какие-либо 
тепловые эффекты (рис. 2). В результате дальней-

Рис. 1. Данные ТГ/ДСК/МС анализа дипептида Leu-
Val: 1 – кривая ТГ, 2 – кривая ДСК. Скорость нагрева –  
10 K/мин. Ионные термограммы (m/z 17 и 18, кривые 3 
и 4) соответствуют воде.

Рис. 2. Данные ТГ/ДСК анализа для осушенного  
Leu-Val: 1 – кривая ТГ, 2 – кривая ДСК. Скорость на-
грева – 10 K/мин.



ЖУРНАЛ  ОБЩЕЙ  ХИМИИ  том 93  № 11  2023

1714 ЛАРИОНОВ и др.

шего нагрева образца до 170°С, выше температу-
ры экзоэффекта на кривой ДСК (рис. 2), происхо-
дит изменение упаковки дипептида. Этот процесс 
является обратимым и не связан с химической 
реакцией, поскольку в результате насыщения по-
лученного образца дипептида парами воды с тер-
модинамической активностью P/P0 = 1 в течение 
72 ч происходит восстановление упаковки Leu-Val 
до начального состояния (рис. 3). Таким образом, 
можно утверждать, что дипептид Leu-Val испыты-
вает полиморфный переход из β0-фазы пористого 
кристалла, соответствующей пористому кристал-
лу, в плотноупакованную α-фазу [37].

В результате нагрева Leu-Val до 200°С проис-
ходит его циклизация. Циклический продукт ста-
билен и не меняет свою упаковку даже после вза-
имодействия с парами воды с P/P0 = 1 в течение  
96 ч (рис. 3).

Спектроскопия ЯМР. Структура продукта 
твердофазной реакции доказана комплексом фи-
зических методов. Результаты анализа продукта 
реакции методом спектроскопии ЯМР 1Н и 13С 
приведены на рис. S1 (см. Дополнительные мате-
риалы). В области 0.5–1 м. д. фиксируются сигна-
лы протонов метильных групп, при 1.5 и 2. м. д. –  

сигналы метиленовых и метиновых фрагментов, 
область 3.5–4 м. д. соответствует сигналам мети-
новых групп циклической структуры. Таким обра-
зом, полученные значения химических сдвигов 1H 
хорошо согласуются с предложенной циклической 
структурой цикло(Leu-Val) и литературными дан-
ными [38].

ИК Фурье-спектроскопия. ИК-Фурье спектры 
исходного дипептида и продукта его нагревания 
до 200°С приведены на рис. S2 (см. Дополнитель-
ные материалы). Согласно полученным данным, 
в спектрах исходного дипептида присутствуют 
полосы поглощения Амид-I (1628 см–1) и Амид-II 
(1561–1577 см–1), а также пики характерные для 
связи N–H аммониевой группы при 1544 см–1 и 
карбоксилат-аниона при 1656–1671 см–1.

Подтверждением образования циклической 
структуры являются смещение полосы погло-
щения при 3290 см–1, соответствующей колеба-
ниям NH-группы, к 3190 см–1 после нагревания 
дипептида до 200°С. Полоса поглощения при  
3290 см–1 характерна для вторичных амидов с от-
крытой цепью, а полоса поглощения при 3190 см–1 
характерна для циклических лактамов, которые 
близки по структуре к циклическим дипептидам 
[39]. В спектре продукта реакции отсутствуют по-
лосы, соответствующие полосам Амид-I, Амид-II, 
N–H связи аммониевой группы и карбоксилат- 
аниона. При этом в спектре циклического дипепти-
да появляется характерная интенсивная полоса 
при 1663 см–1, которая соответствует колебаниям 
карбонильной группы в составе амидной [30].

Масс-спектрометрия (МАЛДИ). Соглас-
но данным масс-спектрометрии (МАЛДИ), в 
масс-спектре продукта присутствуют сигналы с 
m/z 213, 235 и 251, соответствующие протониро-
ванной [M + H]+ и катионизированным формам  
[M + Na]+ и [M + K]+ цикло(Leu-Val) (рис. S3, см. 
Дополнительные материалы). При этом отсутству-
ют пики характерные для линейного дипептида 
(m/z 230) и циклического тетрамера (m/z 425). Сиг-
нал m/z 284 является фоновым.

Круговой дихроизм. Линейный и циклический 
дипептиды также были охарактеризованы с по-
мощью метода кругового дихроизма (рис. S4, см. 
Дополнительные материалы). Полученные резуль-
таты свидетельствуют о сохранении хиральности 

Рис. 3. Данные порошковой рентгеновской дифрак-
тометрии при комнатной температуре:  1 – исходный 
образец Leu-Val, 2 – образец, нагретый до 110°С (осу-
шенный Leu-Val), 3 – нагретый до 140°С, 4 – нагретый 
до 170°С, 5 – нагретый до 170°С и насыщенный парами 
воды (P/P0 = 1) в течение 72 ч при 25°С, 6 – продукт ре-
акции циклизации после нагрева дипептида до 200°С, 
7 – циклический продукт после насыщения парами 
воды (P/P0 = 1) в течение 96 ч при 25°С.
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оптически активных центров молекулы цикличе-
ского дипептида. Наблюдаемый эффект Коттона, 
выражающийся в наличии полосы с отрицатель-
ной эллиптичностью при 200 нм может соответ-
ствовать образованию бета-слоев в результате са-
мосборки циклического дипептида [40].

Кинетический анализ. Кинетический анализ 
циклизации Leu-Val в кристаллической фазе про-
водили для второй ступени потери массы. Данные 
для кинетического анализа получены из кривых 
ТГ, измеренных при скоростях нагрева 0.5, 1, 2 и  
5 K/мин (рис. 4). Кинетические параметры реакции 
рассчитаны в следующих температурных интерва-
лах: 153.3–176.9°C для скорости нагрева 0.5 K/мин,  
160.6–180.6°C для скорости нагрева 1 K/мин,  

164–184°C для скорости нагрева 2 K/мин и 167.6–
190.9°C для скорости нагрева 5 K/мин.

Согласно данным, полученным с использо-
ванием дифференциального метода Фридмана в 
диапазоне степеней конверсии 0.2–0.8, энергия ак-
тивации Ea изменяется от 351 до 185 кДж/моль с 
учетом поля ошибок, а логарифм константы Арре-
ниуса logA изменяется от 37.4 до 24.5 (рис. 5). Со-
гласно данным, полученным с использованием ин-
тегрального метода Озавы–Флинна–Уолла (рис. 6),  
энергия активации Ea изменяется от 327 до  
288 кДж/моль с учетом поля ошибок. Логарифм 
константы Аррениуса logA изменяется от 35.5 до 
34.2. Значения кинетических параметров, опреде-
ленных безмодельными методами с соответствую-
щими степенями конверсии, представлены в табл. 1.

В соответствии с F-тестом лучшим топохи-
мическим уравнением для описания циклизации 
дипептидов является уравнение CnB (1), которое 
используется для описания реакции n-го порядка 
с автокатализом.

Рис. 4.  Исследуемые участки ТГ-кривых Leu-Val для 
различных скоростей нагрева. Скорость нагрева 0.5 (1), 
1 (2), 2 (3) и 5 (4) K/мин.

Рис. 5. Зависимость логарифма скорости конверсии дипептида Leu-Val от обратной температуры (а) и зависимость энергии 
активации циклизации Leu-Val и логарифма константы Аррениуса от степени конверсии, рассчитанная с использованием 
дифференциального метода Фридмана (б).

( )a
0 cat fexp 1 ,nEdx A c K c

dt RT
 = + 
 

(1)

где dx/dt – скорость реакции, A – предэкспонен-
циальный множитель, Ea – энергия активации, R – 
универсальная газовая постоянная, T – температу-
ра, с0 – концентрация реагента, сf – концентрация 



ЖУРНАЛ  ОБЩЕЙ  ХИМИИ  том 93  № 11  2023

1716 ЛАРИОНОВ и др.

продукта, n – порядок реакции, Kcat – автокатали-
тический множитель.

 Кинетические параметры, рассчитанные с ис-
пользованием этой модели представлены ниже. 
Корреляция экспериментальных точек ТГ кривых 
и теоретических кривых, рассчитанных по уравне-
нию CnB, показана на (рис. 7).

ный Leu-Val из раствора в гексафторизопропаноле 
формирует аморфную пленку. Разброс по высоте 
на скане 5×5 мкм составляет 2.5 нм, среднеквадра-
тичная шероховатость составляет 0.7 нм (рис. 8а). 
В результате самосборки циклического дипептида 
из растворов в гексафторизопропаноле и метаноле 
на поверхности высокоориентированного пироли-
тического графита формируются различные струк-
туры. В первом случае (рис. 8б), на поверхности 
подложки обнаружено большое скопление воло-
кон длиной 200–500 нм и шириной 90–250 нм. При 
использовании метанола в качестве растворителя 
в результате самосборки цикло(Leu-Val) форми-
ровались отдельные волокна длиной от 600 нм до  

Рис. 6. Энергия активации (а) и логарифм константы Аррениуса (б), рассчитанные с использованием интегрального метода 
Озавы–Флинн–Уолла.
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Коэффициент 
корреляции

CnB 313 33.7 0.71 0.71 0.9986

Таблица 1. Кинетические параметры реакции цикли-
зации Leu-Val в твердой фазе, определенные с исполь-
зованием безмодельных методов Фридмана и Озавы–
Флинн–Уолла

Степень 
конверсии

Метод Фридмана Метод 
Озавы–Флинн–Уолла

Еа, 
кДж/моль lgA Еа, 

кДж/моль lgA

0.2 343 37.4 316 34.2
0.3 337 36.9 323 35.1
0.4 319 34.9 327 35.5
0.5 294 32.1 325 35.3
0.6 269 29.3 320 34.8
0.7 246 26.7 312 33.9
0.8 226 24.5 301 32.7

Сравнение величин энергий активации Ea ре-
акций циклизации ряда дипептидов в твердой 
фазе, ранее рассчитанных с помощью модельных 
методов для Leu-Leu (434 кДж/моль) [26] и Ile-
Ala (218.4 кДж/моль) [30], с энергией активации 
циклизации Ea 313 кДж/моль, полученной в насто-
ящей работе для Leu-Val, позволяет сделать вывод 
об уменьшении величины Ea подобных реакций 
при уменьшении длины алкильного заместителя в 
аминокислотных остатках в ряду Leu > Val > Ala.

Атомно-силовая микроскопия. Морфология 
поверхности пленок линейного и циклического 
дипептидов изучена с помощью атомно-силовой 
микроскопии (рис. 8). На поверхности высокоори-
ентированного пиролитического графита линей-
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3 мкм и более (рис. 8в). Ширина волокон составля-
ет 90–140 нм, высота 10–20 нм. Полученные дан-
ные свидетельствуют о возможности управления 
процессом самосборки циклического дипептида, 
путем подбора растворителя.

Таким образом, в настоящей работе впервые 
проведено исследование термически индуциро-
ванной реакции циклизации дипептида Leu-Val в 
твердой фазе с применением подходов неизотер-
мической кинетики. Установлено, что при нагре-
вании Leu-Val выше температуры 150°С в его фазе 
происходит полиморфный переход с образовани-
ем плотноупакованной формы. Дальнейший на-
грев дипептида выше 180°С инициирует процесс 
внутримолекулярной циклизации с образованием 
производного 2,5-дикетопиперазина. Рассчитаны 
кинетические параметры твердофазной циклиза-

ции Leu-Val: энергия активации 313 кДж/моль и 
логарифм множителя Аррениуса, равный 34. Об-
наружено, что с уменьшением длины алкильного 
заместителя в аминокислотных остатках, входя-
щих в состав алифатических дипептидов в ряду 
Leu > Val > Ala происходит уменьшение энергии 
активации их твердофазной циклизации. Методом 
атомно-силовой микроскопии показано, что ци-
кло(Leu-Val) в результате самосборки формиру-
ет волокнистые структуры, морфология и размер 
которых зависят от типа используемого органи-
ческого растворителя. Полученные в настоящей 
работе результаты будут полезны при разработ-
ке экономичных и эффективных методов синтеза 
производных 2,5-дикетопиперазинов, обладаю-
щих практически полезными свойствами, а также 
получения микро- и наноструктур на их основе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Дипептид L-лейцил-L-валин (Leu-Val) 
(Bachem), гексафтор-2-пропанол (Acros Organics), 
метанол (≥99.9%) и метанол-d4 (Cambridge Isotope 
Laboratories, Inc.) использовали без дополнитель-
ной очистки.

Совмещенный метод термогравиметрии (ТГ) и 
дифференциальной сканирующей калориметрии 
(ДСК) с масс-спектрометрическим (МС) анализом 
уходящих газов проводили с использованием тер-
моанализатора STA 449 C Jupiter (Netzsch) в соче-
тании с квадрупольным масс-спектрометром QMS 
403C Aeolos (Netzsch). Анализ проводили в алю-
миниевом тигле (40 мкл) с крышкой, имеющей три 
отверстия диаметром по 0.5 мм, при разных ско-
ростях нагрева в динамической атмосфере аргона 

Рис. 7. Корреляция экспериментальных точек ТГ кри-
вых и теоретических кривых, рассчитанных по урав-
нению CnB. Скорость нагрева 0.5 (1), 1 (2), 2 (3) и  
5 (4) K/мин.

Рис. 8. АСМ-Изображения морфологии пленок Leu-Val (а) и цикло(Leu-Val) (б), полученных из растворов в гексафторизо-
пропаноле, и цикло(Leu-Val) из раствора в метаноле на поверхности высокоориентированного пиролитического графита (в).
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при скорости потока 75 мл/мин в диапазоне тем-
ператур 30–270°С. Перед проведением измерений 
была получена базовая линия для каждого набора 
условий измерения. Расчет потери массы, темпе-
ратур и энтальпий выполняли при помощи про-
граммного обеспечения Netzsch Proteus Thermal 
Analysis 5.2.1. Ошибка определения температуры 
не превышала 1 K.

Метод рентгеновской порошковой дифрактоме-
трии использовали для характеристики упаковки 
дипептида до и после полиморфных переходов, 
индуцированных нагреванием, а также упаковки 
образовавшегося циклического продукта. Иссле-
дования проводили на дифрактометре MiniFlex 
600 (Rigaku, Япония), оснащенном высокоско-
ростным D/teX детектором. Измерения проводили 
с использованием CuKα-излучения (30 кВ, 15 мА, 
0.15418 нм). Дифрактограммы были получены 
при комнатной температуре в диапазоне углов 2θ 
от 3 до 60 с шагом 0.02 и времени экспозиции в 
каждой точке 0.24 с без вращения. Для проведения 
эксперимента порошок дипептида массой 2–3 мг 
наносили тонким слоем на стеклянный держатель 
и разравнивался шпателем.

Масс-спектры (МАЛДИ) регистрировали на 
масс-спектрометре Ultraflex III TOF/TOF (Bruker 
Daltonik GmbH, Германия), работающем в линей-
ном режиме с регистрацией положительно или 
отрицательно заряженных ионов. Использовали 
Nd:YAG-лазер (λ 355 нм, частота повторения – 
100 Гц). Масс-спектр получали при ускоряющем 
напряжении 20 кВ и времени задержки вывода 
ионов 30 нс. Результирующий масс-спектр фор-
мировался за счет многократного лазерного об-
лучения кристалла (50 выстрелов). Использова-
ли металлическую мишень MTP AnchorChipTM. 
На мишень последовательно наносили порции  
(0.5 мкл) 1%-ного раствора матрицы в ацетонитри-
ле и 0.1%-ного раствора образца в ДМСО и упа-
ривали. В качестве матрицы использовали 2.5-ди-
гидроксибензойную кислоту. Полиэтиленгликоль 
использовали для калибровки весов устройства. 
Данные получены с помощью программы 
FlexControl (Bruker Daltonik GmbH, Германия) и 
обработаны с помощью программы FlexAnalysis 
3.0 (Bruker Daltonik GmbH, Германия).

Спектры ЯМР 1H (400 МГц, метанол-d4, 25°C) 
и 13C {1H}(100.6 МГц, метанол-d4, 25°C) реги-

стрировали на спектрометре Bruker Avance III 
400. Использовали раствор циклического Leu-Val 
в дейтерометаноле с концентрацией 3 мг/мл. ИК 
Фурье-спектры порошка Leu-Val получены при 
помощи спектрометра Vertex 70 FTIR (Bruker) с 
однократным отражением на приставке ATR с кри-
сталлом германия (MIRacle, PIKE Technologies) с 
разрешением 2 см–1 на воздухе. Все данные запи-
саны при 25°C. Спектры кругового дихроизма по-
лучены с помощью спектрометра Jasco J-1500 CD 
(Jasco, Япония) при 298 K для растворов Leu-Val 
и цикло(Leu-Val) в гексафторизопропаноле с кон-
центрацией 0.02 мг/мл. Спектры кругового дихро-
изма регистрировали при комнатной температуре 
в дальнем УФ диапазоне в интервале от 190 до  
250 нм. Для каждого образца было получено не 
менее трех спектров со скоростью сканирования 
50 нм/мин, шириной полосы 2 нм и шагом 1 нм.

Кинетический анализ циклизации Leu-Val. 
В соответствии с рекомендациями Международ-
ной конфедерации термического анализа и калори-
метрии (ICTAC), которые требуют использования 
как минимум двух различных кинетических мето-
дов расчета [41, 42], были использованы два безмо-
дельных метода Озавы–Флинн–Уолла и Фридмана 
[43–47]. Тот же набор экспериментальных данных 
использовали в дальнейшем для поиска топохи-
мического уравнения, как описано ранее [30, 47]. 
Для кинетического анализа были использованы 
данные ТГ, измеренные при различных скоростях 
нагрева 0.5, 1, 2 и 5 K/мин. Выбор оптимального 
модельного метода, расчеты всех кинетических 
параметров и статистическую оценку результатов 
проводили с помощью программного обеспечения 
NETZSCH Thermokinetics 3.1.

Методика получения изображений с помо-
щью атомно-силовой микроскопии (АСМ). Для 
получения пленок дипептидов на поверхность 
предварительно очищенного высокоориентиро-
ванного пиролитического графита наносили 2 мкл  
свежеприготовленных растворов линейного ди-
пептида в гексафторизопропаноле и циклического 
дипептида в гексафторизопропаноле или метано-
ле. Концентрация растворов составляла 1 мг/мл.  
После испарения растворителя поверхность плен-
ки дополнительно осушали потоком теплого возду-
ха (~45°С) в течение 2 мин. Морфологию поверх-
ности пленок дипептидов исследовали методом 
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атомно-силовой микроскопии. Изображения АСМ 
регистрировали с помощью атомно-силового ми-
кроскопа Titanium (НТ-МДТ, Россия). Измерения 
проводили на воздухе в полуконтактном режиме с 
разрешением 512 точек на линию.

Использовали стандартный кремниевый кан-
тилевер NSG-11 (НТ-МДТ, Россия) с резонансной 
частотой 230 кГц. Для управления микроскопом 
применяли программное обеспечение Nova (NT-
MDT, Россия). Все изображения АСМ получены 
при комнатной температуре. Перед визуализацией 
микроскоп подвергали термическому уравнове-
шиванию не менее 1 ч. Изображения обрабатыва-
ли и анализировали с помощью программы Image 
Analysis (NT-MDT, Россия). Все изображения 
представлены в виде необработанных данных, за 
исключением 1D и/или 2D коррекции. Погреш-
ность определения составляет 5% по латерально-
му размеру и менее 1 нм по высоте.
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Thermal treatment of linear dipeptides in the solid phase makes it possible to obtain their cyclic analogues in 
high yield and without additional costs. At the same time, such reactions occurring under the constraints of a 
crystal lattice with the participation of molecules in the zwitterionic form have not been sufficiently studied. 
In this work, the cyclization reaction of the dipeptide L-leucyl-L-valine in the crystalline phase upon heating 
was studied. Using isoconversion kinetics approaches, a kinetic model describing this process is determined, 
and kinetic parameters are calculated, including activation energy, Arrhenius multiplier, and reaction order. The 
enantiomeric purity of the resulting cyclic product was assessed. The self-assembly of linear and cyclic dipep-
tides on a solid support was studied. The results of the study will be useful for establishing the mechanism of 
the cyclization reaction of dipeptides in the solid phase, and can also be used in the development of effective 
and cost-effective methods for the production of cyclic dipeptides.

Keywords: solid-phase cyclization, isoconversion kinetics, leucyl-valine, 2,5-diketopiperazine derivatives, 
self-assembly, atomic force microscopy


