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Каротиноиды выполняют большое количество
важных функций в различных живых организмах:
от бактериальных клеток до высших растений и
млекопитающих [1]. В человеческом организме
эти соединения выступают в качестве антиокси-
дантов, нейтрализуя свободные радикалы, обла-
дают провитаминными, иммуностимулирующи-
ми и лечебно-профилактическими свойствами
[2, 3]. В частности, лютеин используется для лече-
ния заболеваний глаз, например возрастной атро-
фии сетчатки, катаракты; ликопин предотвращает
вакуолизацию в эпителиальных клетках хрустали-
ка глаза человека [4, 5]. α-каротин, β-каротин и
ликопин обладают антиканцерогенными и анти-
оксидантными свойствами [6, 7]. Человеческий
организм не синтезирует каротиноиды, а получа-
ет их из пищи и лекарственных средств для на-
ружного применения.

Каротиноиды являются компонентами систе-
мы сбора света в хлоропластах и играют важную
роль в защите растений от фотоокислительного
повреждения [8].

Основным элементом структуры каротинои-
дов является полиеновая цепь. Молекулы кароти-
ноидов различаются длиной полиеновой цепи
(длиной сопряжения), структурой боковых и
концевых групп.

Кроме того, для каротиноидов характерна гео-
метрическая изомерия, однако в природе преоб-
ладают термодинамически наиболее стабильные
транс-изомеры каротиноидов, в то время как их
цис-изомеры встречаются реже [9, 10]. Количе-
ство двойных связей в “скелете” молекулы каро-
тиноида определяет возможный набор цис-кон-
фигураций [11]. Могут существовать цис-изомеры
как с одной цис-связью (моно-цис-изомеры), так
и с несколькими (поли-цис-изомеры). В гомоген-
ных растворах каротиноиды имеют тенденцию к
изомеризации с образованием смеси из моно-
/поли-цис-изомеров и полностью транс-изоме-
ров. В тканях человека присутствует определен-
ное количество цис-изомеров каротиноидов [12].
Как структура молекул каротиноидов, так и нали-
чие изомерии существенно влияют на их биодо-
ступность, провитаминную активность, антиок-
сидантные и прочие ключевые для живых орга-
низмов свойства [9, 13, 14]. Таким образом,
определение химического и изомерного составов
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каротиноидов является чрезвычайно важным и
востребованным при анализе пищевых продуктов
и лекарственных средств, имеет большое диагно-
стическое значение, например, при исследова-
нии кожи человека [15]. Вследствие возможной
изомеризации молекул каротиноидов под дей-
ствием ультрафиолетового излучения, повышен-
ной температуры, под влиянием растворителей и
т.п. производить диагностику изомерного состава
каротиноидов более достоверно и более удобно в
составе продуктов и лекарств без их выделения.

Спектроскопия комбинационного рассеяния
(КР) света является неразрушающим и высоко-
информативным методом анализа молекулярных
веществ [16, 17]. За счет возникновения эффекта
резонансного усиления интенсивности линий в
спектрах КР каротиноидов из-за наличия в их мо-
лекулах последовательности сопряженных двой-
ных связей при возбуждении спектров КР излуче-
нием сине-зеленого диапазона можно детектиро-
вать даже малые концентрации этих пигментов в
сложных системах, таких как биологические тка-
ни [18, 19].

Как правило, практический интерес представ-
ляет исследование каротиноидов в малых кон-
центрациях в составе образца, и в этом случае
низкая фото-, термо- и окислительная стабиль-
ность этих соединений в чистом виде не являются
препятствием для анализа методом спектроско-
пии КР. Однако, при разработке методов спек-
троскопии КР для анализа химического и изо-
мерного состава каротиноидов, необходимо про-
анализировать спектры КР изомеров чистых
каротиноидов. В этом случае в качестве дополни-
тельного метода очень полезным является моде-
лирование спектров КР каротиноидов, основан-
ное на методах квантовой химии. Анализ экспе-
риментальных спектров КР с привлечением
результатов моделирования позволяет более до-
стоверно определить и связать изменения в
структуре молекул с изменениями в спектрах КР.

К настоящему моменту накоплен значитель-
ный объем знаний о спектрах КР α-каротина,
β-каротина и ликопина (см. ссылки из работы
[20]), в то время как спектры других каротинои-
дов исследованы очень мало. Наиболее важным
результатом в области спектроскопии КР кароти-
ноидов на сегодняшний день является установле-
ние зависимости положения полосы валентных
колебаний С=С-связей от длины сопряжения
(см. ссылки из работы [20]). В работе [20] было
показано, что положение этой полосы слабо за-
висит от структуры боковых и концевых групп и в
основном определяется длиной сопряжения. За-
висимость частоты этого колебания от длины со-
пряжения описывается обратной функцией при
учете частичного сопряжения двойных связей в
составе иононовых колец с полиеновой цепью

для каротиноидов, имеющих иононовые кольца в
качестве концевых групп. В этой же работе было
показано, что положение полосы валентных ко-
лебаний С–С-связей зависит сложным образом
от длины сопряжения, структуры боковых и кон-
цевых групп.

На данный момент остаются нерешенными
две важнейшие задачи спектроскопии КР каро-
тиноидов: определение зависимости спектров КР
от типа изомера и определение влияния окруже-
ния молекулы каротиноида на ее спектр КР. Из-
вестно, что в растворах и в коже человека наблю-
даются сдвиги полос валентных колебаний С–С-
и С=С-связей [21], однако решение этой задачи
остается за рамками данного исследования. Дан-
ная работа посвящена определению зависимости
спектров КР от типа изомера.

В работе [21] было показано, что в спектрах КР
изомеров β-каротина наблюдаются сдвиг, пере-
распределение интенсивности и расщепление
полос валентных колебаний С–С- и С=С-связей,
а также изменение спектральных характеристик
других полос. Таким образом, для анализа хими-
ческого и изомерного состава каротиноидов не-
обходимо найти дополнительные маркеры в
спектрах КР.

Целью данной работы являлось обнаружение
новых, связанных с интенсивностями и положе-
ниями линий характерных особенностей в спек-
трах КР каротиноидов для определения химиче-
ского состава молекул, а также идентификации
различных изомеров каротиноидов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИЗМЕРЕНИЯ
И МОДЕЛИРОВАНИЕ

В работе экспериментально были исследованы
следующие каротиноиды: нейроспорин, сферои-
ден, ликопин, спириллоксантин, β-каротин и
лютеин, а также изолированные Д1/Д2/цитохром
b559 комплексы фотосистемы 2 (реакционные
центры фотосистемы 2 (РЦ ФС2)). Этот набор
образцов позволяет исследовать зависимость по-
ложений и интенсивностей линий КР от длины
сопряжения и структуры концевых групп.

Нейроспорин был выделен из Rhodobacter
sphaeroides G1C. Сфероиден и спириллоксантин
были очищены от Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 и
Rhodospirillum rubrum соответственно [22]. Так-
же использовали три коммерческих препарата ка-
ротиноидов (лютеин (RealCaps, Россия), лико-
пин (Renessans, Россия), β-каротин (Merck, ЕС)).
Экстракция и выделение каротиноидов были
проведены методом, описанным в работе [23]. Ре-
акционные центры ФС2 были выделены из ли-
стьев шпината согласно методу, описанному ра-
нее [24].
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ВАСИМОВ и др.

Экспериментальные спектры КР исследуемых
веществ были зарегистрированы c помощью кон-
фокального КР-микроскопа Senterra II (Bruker
Optics, США) с длинами волн возбуждающего из-
лучения 532 и 785 нм. Спектры записывали при
180°-рассеянии со спектральным разрешением
1.5 см–1. Мощность лазера на поверхности образ-
ца составляла 6.25 мВт при длине волны возбуж-
дения 532 нм и 25 мВт – при 785 нм.

Помимо экспериментального исследования в
работе производили расчет структур и спектров
КР молекул каротиноидов. Были рассчитаны
структуры и спектры КР всех каротиноидов, ис-
следуемых экспериментально, а также ζ-кароти-
на, α-каротина и γ-каротина. Для моделирования
структур и спектров КР всех исследуемых моле-
кул использовали теорию функционала плотно-
сти (ТФП). Расчеты проводили в некоммерче-
ской программе “Природа” с использованием
функционала OLYP и расширенного базиса гаус-
сова типа (4z) [21, 25]. Для сравнения рассчитан-
ных спектров с экспериментальными учитыва-
лась конечная ширина линий в эксперименталь-
ных спектрах при помощи процедуры уширения,
детально описанной в [21]. Для исключения из
теоретического анализа зависимости интенсив-
ностей линий КР от длины волны возбуждающе-
го излучения рассчитывали значения Raman Scat-
tering Activity (R.S.A., формула (4) из работы [21]).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлены экспериментальные

спектры КР нейроспорина, сфероидена, ликопи-

на, спириллоксантина, β-каротина и лютеина в
области спектра от 800 до 1600 см–1. В спектрах КР
всех каротиноидов в этом диапазоне мы наблюда-
ем три основные линии: около 1000 см–1 (дефор-
мационные колебания боковых групп), около
1150 см–1 (валентные колебания С–С-связей) и
около 1520 см–1 (валентные колебания С=С-свя-
зей) [21]. Максимумы линий, соответствующих
валентным колебаниям С–С- и С=С-связей, в
спектрах КР смещаются в сторону больших ча-
стот с уменьшением длины полиеновой цепи в
молекулах каротиноидов. Этот результат нахо-
дится в согласии с опубликованными данными
других авторов ( см. ссылки в работе [20]).

Линии в спектрах КР каротиноидов в диапазо-
не 1265–1290 см–1 представляют особый интерес.
Обнаружено, что положение наиболее интенсив-
ных линий в этой области является маркером для
определения строения концевых групп молекул
(рис. 1). При использовании длины волны воз-
буждения 532 нм для регистрации спектров, в
спектрах КР молекул β-каротина и лютеина, кон-
цевые группы которых содержат иононовое коль-
цо, положение наиболее интенсивной линии со-
ставляет 1268 и 1267 см–1 соответственно. Для
других каротиноидов, не содержащих иононовых
колец, оно смещено примерно на 15–20 см–1 в
сторону больших частот и находится в области
1282–1289 см–1. Кроме того, в спектрах каротино-
идов, молекулы которых не содержат иононовых
колец, интенсивность линий в этом диапазоне за-
метно выше. Несмотря на низкую интенсивность
линий в диапазоне 1265–1290 см–1, положение

Рис. 1. Экспериментальные спектры КР нейроспорина, сфероидена, ликопина, спириллоксантина, β-каротина и лю-
теина. На спектрах обозначены положения максимумов линий КР. В скобках указаны длины сопряжения с учетом ча-
стичного сопряжения двойных связей в иононовых кольцах с полиеновой цепью.
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наиболее интенсивных линий можно определить
с необходимой для анализа точностью из-за боль-
шого сдвига линий. Аналогичная зависимость на-
блюдается в случае длины волны возбуждения
785 нм, а именно положение наиболее интенсив-

ной линии в этом диапазоне составляет 1267 и
1270 см–1 для β-каротина и лютеина и лежит в
диапазоне 1283–1287 см–1 для остальных кароти-
ноидов.

Для более детального анализа различных
изомеров молекул и отнесения линий в спектрах
КР к определенным типам колебаний были рас-
считаны оптимизированные структуры и спек-
тры КР транс- и моно-цис-изомеров молекул
нейроспорина, сфероидена, ликопина, спирил-
локсантина, β-каротина, лютеина, ζ-каротина,
α-каротина и γ-каротина.

Оптимизированные геометрии транс-изоме-
ров молекул каротиноидов представлены на рис. 2.
Для обозначения цис-изомеров каротиноидов ис-
пользовались общепринятые обозначения. Но-
мер в обозначении указывает порядковый номер
атома углерода в молекуле, около которого нахо-
дится цис-связь. Отсчет атомов углерода ведется
от концевой группы. Для обозначения номеров
атомов углерода в молекулах каротиноидов с не-
эквивалентными концевыми группами использо-
ваны числа без штрихов при подсчете от одной
концевой группы и со штрихами при подсчете от
другой.

Рассчитанные спектры КР транс-изомеров
молекул каротиноидов хорошо описывают ос-
новные особенности в экспериментальных спек-
трах КР (рис. 3а), что позволяет предположить,
что в исследуемых экспериментально образцах
молекулы находятся преимущественно в транс-
конфигурации. Этот результат находится в согла-
сии с ожидаемым конфигурационным составом
выделенных каротиноидов. При этом мы наблю-
даем смещение рассчитанных линий относитель-
но экспериментально наблюдаемых для всех ис-
следуемых каротиноидов. Линии, отвечающие
валентным колебаниям С–С-связей, в рассчи-
танных спектрах смещены примерно на 10 см–1 в
сторону больших частот, а линии, отвечающие
валентным колебаниям С=С-связей, на 20 см–1 в
сторону меньших частот. Однако все закономер-
ности, в том числе зависимости положений и от-
носительных интенсивностей линий от длины
сопряжения, совпадают для рассчитанных и экс-
периментальных спектров. Далее будет показано,
что в спектрах КР цис-изомеров каротиноидов
присутствуют характерные линии, которые не на-
блюдаются в экспериментальных спектрах каро-
тиноидов (рис. 3а), что также свидетельствует о
том, что молекулы в исследуемых образцах нахо-
дятся в транс-конфигурации.

В структурах 9-цис, 9'-цис, 13-цис и 13'-цис изо-
меров всех исследуемых каротиноидов, а также
всех 5-цис и 5'-цис изомеров, возможных для ряда
исследуемых в работе каротиноидов, около цис-
связи находится атом углерода, у которого одним
из заместителей является CH3-группа (рис. 2). Та-

Рис. 2. Рассчитанные структуры транс-изомеров спи-
риллоксантина, ликопина, γ-каротина, сфероидена,
β-каротина, α-каротина, лютеина, нейроспорина,
ζ-каротина. Атомы углерода, кислорода и водорода
обозначены красным, синим и серым цветами соот-
ветственно.
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кие изомеры называются метилированными [26,
27]. Изомеры, у которых атомы углерода около
цис-связи не имеют в качестве одного из замести-
телей CH3-группу, называются неметилирован-
ными.

15-цис изомеры для всех исследуемых в работе
каротиноидов являются эквивалентными по
структуре 15'-цис изомерам и, следовательно, по
спектрам КР. На рис. 3б представлены рассчи-
танные спектры КР 15-цис-изомеров молекул
нейроспорина, сфероидена, ликопина, спирил-
локсантина, β-каротина, лютеина, ζ-каротина,
α-каротина и γ-каротина. Для данного изомера у
всех исследуемых каротиноидов в рассчитанных
спектрах наблюдаются линии около 1060 и
1250 см–1. Эти линии не наблюдаются в рассчи-
танных спектрах других изомеров этих каротино-
идов. Присутствие и отсутствие этих линий хоро-
шо согласуются с результатами работ [27, 28], где
авторы наблюдали такие же полосы в экспери-
ментальных спектрах КР 15-цис-изомера β-каро-
тина в растворах. Аналогичные результаты были
получены для кристаллических образцов 15-цис-
изомера β-каротина, спектры которого были за-
регистрированы при 77 К [29].

При анализе спектров КР, рассчитанных с
применением метода ТФП, установлено, что ли-
ния вблизи 1060 см–1 соответствует валентным
колебаниям С–С- и С=С-связей, расположен-
ных вблизи цис-связи в молекуле, а линия вблизи
1250 см–1 соответствует валентным колебаниям
С–С- и С=С-связей по всему скелету молекулы, с

наиболее интенсивными колебаниями вблизи
цис-связи. Таким образом, было обнаружено, что
наличие этих линий является маркером для де-
тектирования 15-цис изомеров молекул кароти-
ноидов.

Для дополнительного экспериментального
подтверждения результатов наших расчетов нами
были зарегистрированы спектры КР Д1/Д2/цито-
хром b559 комплексов фотосистемы 2, содержа-
щих две молекулы β-каротина в каждом РЦ ФС2.
Мы обнаружили (рис. 4), что в спектрах наблюда-
ется линия, указывающая на присутствие транс
изомера каротиноида (полоса около 1157 см–1) и
минорного количества 15-цис изомера (полоса
около 1242 см–1). Это согласуется с результатами
работ [28, 30, 31], согласно которым в РЦ ФС2
шпината, использованного в настоящей работе, в
нативном состоянии содержатся транс-изомеры
каротиноидов, а появление 15-цис-изомеров мо-
жет быть обусловлено изомеризацией β-каротина
при хранении образцов под действием освеще-
ния.

Анализ рассчитанных спектров позволил уста-
новить, что в спектрах КР метилированных изо-
меров, у которых цис-связь находится не рядом с
сопряженными двойными связями на краю поли-
еновой цепочки в “скелете” молекул, наблюдает-
ся линия, отвечающая валентным колебаниям
C–C-связей, находящихся в непосредственной
близости от цис-связи. На рис. 5а и 5б представле-
ны рассчитанные спектры КР 9-цис- и 13-цис-
изомеров нейроспорина, сфероидена, ликопина,
спириллоксантина, β-каротина, лютеина, ζ-ка-

Рис. 3. Рассчитанные спектры КР транс (а) и 15-цис-изомеров (б) молекул спириллоксантина, ликопина, γ-каротина,
сфероидена, β-каротина, α-каротина, лютеина, нейроспорина, ζ-каротина. В скобках указаны длины сопряжения с
учетом частичного сопряжения двойных связей в иононовых кольцах с полиеновой цепью.
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ротина, α-каротина и γ-каротина. В рассчитан-
ных спектрах этих изомеров линия, отвечающая
данным колебаниям, находится на частоте около
1140 см–1. Это позволяет отличать подобные изо-
меры от неметилированных цис-изомеров. Наши
результаты совпадают с экспериментальными
данными, полученными для β-каротина в раство-
рах [27, 28].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе впервые предложены новые маркеры
определения структуры концевых групп кароти-
ноидов и типа изомера по спектрам КР. Выводы
работы подтверждены результатами эксперимен-

тальных исследований и квантово-химического
моделирования.

Были получены экспериментальные спектры
КР нейроспорина, сфероидена, ликопина, спи-
риллоксантина, β-каротина и лютеина. Эти спек-
тры были подробно описаны путем сравнения с
теоретическими спектрами КР транс-изомеров
этих соединений, полученных при помощи кван-
тово-химических расчeтов. Мы показали, что в
экспериментальных образцах чистых каротинои-
дов преимущественно содержатся транс-изоме-
ры молекул.

Был произведен подробный анализ и выявлена
связь между рассчитанными структурами молекул и
спектрами КР моно-цис-изомеров нейроспорина,
сфероидена, ликопина, спириллоксантина, β-каро-
тина, лютеина, ζ-каротина, α-каротина и γ-каро-
тина.

Установлено, что анализ спектров КР позво-
ляет различать моно-цис-изомеры между собой.
Мы обнаружили, что в спектрах КР 15-цис-изоме-
ров каротиноидов наблюдаются линии около
1060 и 1250 см–1, которые отсутствуют для других
изомеров каротиноидов.

Также мы обнаружили, что наличие линии
около 1140 см–1 в спектрах КР исследуемых каро-
тиноидов говорит о том, что молекулы являются
метилированными цис-изомерами.

Обнаружено, что положение наиболее интен-
сивных линий в спектрах КР каротиноидов в диа-
пазоне 1265–1290 см–1 является маркером для
определения строения концевых групп молекул.
В спектрах КР β-каротина и лютеина, содержа-
щих иононовое кольцо в качестве концевой груп-
пы, положение наиболее интенсивной линии со-
ставляет 1268 и 1267 см–1, соответственно. Для

Рис. 4. Экспериментальный спектр КР Д1/Д2/цито-
хром b559 комплексов фотосистемы 2.
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Рис. 5. Рассчитанные спектры КР 9-цис-изомеров (а) и 13-цис-изомеров (б) молекул спириллоксантина, ликопина,
γ-каротина, сфероидена, β-каротина, α-каротина, лютеина, нейроспорина, ζ-каротина. В скобках указаны длины со-
пряжения с учетом частичного сопряжения двойных связей в иононовых кольцах с полиеновой цепью.
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других каротиноидов, не содержащих иононовых
колец, оно смещено примерно на 15–20 см–1 в
сторону больших частот и находится в области
1282–1289 см–1.
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NEW MARKERS FOR DETERMINATION OF CAROTENOID MOLECULES 
ISOMERISM USING RAMAN SPECTROSCOPY
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The paper presents an analysis of the experimental and calculated Raman spectra of plant and bacterial ca-
rotenoids: neurosporin, spheroiden, lycopene, spirilloxanthin, β-carotene, lutein, ζ-carotene, α-carotene
and γ-carotene. A number of characteristic features in the Raman spectra of carotenoids are described for the
first time, which make it possible to determine the structure of end groups of molecules and to distinguish
their isomers.
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